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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、思春期早発症の発症機序について、「発達期の生育環境が、成長後
の健康や疾患発症に影響する」とするDOHaD仮説の実験的証明をするため、胎児期ストレスによる思春期早発症
の神経内分泌メカニズムを解明することである。本研究では、母ラットの食物摂取量を対照群と比較し50%に制
限し、制限給餌の母親から生まれてきたメスの子ラットを胎児期栄養ストレスモデル（UN群）とし生殖機能の解
析を行なった。その結果、胎児期の栄養不足は雌ラットの視床下部の胎児プログラミングを引き起こし、ライフ
ステージにより異なったKNDy遺伝子発現の変化を引き起こし、生殖機能を変化させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study aims to examine the neuroendocrine mechanisms of precocious 
puberty induced by fetal stress to experimentally prove the DOHaD hypothesis, which states that the 
growth environment during development influences health and disease onset in later life. In this 
study, female rats born to mothers whose food intake was restricted to 50% of that of the control 
group were used as a model of fetal nutritional stress (UN group) to analyze their reproductive 
function. The results showed that nutritional deficiency during the fetal period induces fetal 
programming in the hypothalamus of female rats and changes in KNDy gene expression at different life
 stages, resulting in altered reproductive function.

研究分野：生殖神経内分泌学

キーワード： 思春期早発症　神経内分泌学　性成熟　胎児プログラミング　視床下部　Kisspeptin　ゴナドトロピン
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
思春期早発症は第二次性徴が早期に現れる疾患である。本症の問題点として、本人の心理的・社会的な問題を引
き起こすことや、骨年齢の促進による最終的な低身長などがあげられるが、発症機序の詳細は不明である。本研
究により、思春期早発症が視床下部の生殖中枢の胎児プログラミングが関与することが示されたことで、これま
で発症機序が謎であった思春期早発症の神経内分泌メカニズムの一端を解明でき、学術的な意義は極めて高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
例を⾒ない超⾼齢化時代を向かえつつある中で⼀⽅、「発達期の⽣育環境が、成⻑後の健

康や疾患発症に影響する」とする医学学説（DOHaD仮説）について検証が進んでおり、⼈
⽣初期の環境は、予想を超えた⻑期的な影響をもたらすことが明らかとなってきた。これま
での疫学調査研究からは、胎児期の低栄養による成⼈での⾼⾎圧［Ref.1-2］、2 型糖尿病の
発症［Ref.3］等々、⽣活習慣病の発症起源について DOHaD学説を⽀持する報告がなされて
きた。これに関連した実験的研究として、申請者は環境エストロジェン（所謂、環境ホルモ
ン）を新⽣仔期に投与したラットにおいて、視床下部の発達プログラミングによる不妊を認
めている［Ref.4］。このような発達期における環境因⼦の影響に着⽬した研究は、次世代の
健康維持のため妊娠前、妊娠中の健康管理指導の重要性を⽰す新たな視点と考えられる。 
思春期早発症は、第⼆次性徴（初経、精巣・乳房や陰⽑の発育、声変わりなど）が早期

に現れる疾患であり、発症率は 2-3%といわれる。本症の問題点として、本⼈の⼼理的社会
的な問題を引き起こすことや、⾻年齢の促進による最終的な低⾝⻑などがあげられる。思春
期早発症には、副腎や性腺の疾患による末梢性と、視床下部からの性腺刺激ホルモン放出ホ
ルモン(GnRH)早期分泌による中枢性の２つがある。中枢性のなかでも特に、脳腫瘍などの
疾患によらない原因不明の特発性思春期早発症は⼥児に多いのが特徴であるが、発症機序
の詳細は不明である。発達⼼理学の分野ではこの発症機序について、メタ分析を通じて幼少
期の⼼理的ストレス（⽗親不在）が初潮開始を早期化することが報告された［Ref.5］。また、
この早熟傾向は男児ではみられないことは［Ref.5］、特発性思春期早発症の性差傾向と⼀致
することも興味深い。このように、思春期早発症も DOHaD学説による説明可能な疾患であ
る可能性が⾼く、思春期早発症は⼈⽣初期のストレス環境によって発症素因が形成される
ことが強く予想される。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、思春期早発症の発症機序について DOHaD 学説の実験的証明をするた

め、胎児期ストレスが将来の生殖機能に及ぼす影響と、胎児期ストレスによる思春期早発症

の神経内分泌メカニズムを解明することである。 
 
３．研究の方法（下図） 

＜動物＞ 
妊娠 5 日目の 11 週齢の Wistar-Imamichi 系統ラット 12 匹を自由摂食（対照、n = 6）群と

50%制限給餌（UN、n = 6）群に分けた。UN 群の制限給餌は妊娠 9 日目に開始し、出産後は

全動物で自由摂食に切り替えた。生まれてきた仔ラットの産仔数、出生体重および性比を確

認し、出生後 1 日目（PND1）に産仔数を 8 匹に調整した。 
＜胎児期低栄養が生殖機能および代謝パラメータに及ぼす影響＞ 

性成熟前のラットを用いて、視床下部の生殖機能中枢を担う視床下部 KNDy 遺伝子

（Kisspeptin, Neurokinin B, Dynorphin A の３遺伝子）発現を調べた。UN 群及び対照群の母親

から生まれてきたメスラットについて、PND21 に弓状核（ARC）を含む視床下部組織を採



 

 

取した。視床下部組織から抽出した total RNA を用いて cDNA を合成し、qPCR を用いてキ

スペプチン遺伝子（Kiss1）、ニューロキニン B 遺伝子（Tac3）、ダイノルフィン A 遺伝子

（Pdyn）の発現解析を行なった。さらに、UN または対照群の母親から生まれてきたメスラ

ットの性成熟を検討するため、別の動物を用いて膣開口および初回発情について検討した。 
さらに性成熟を確認後、11-13 週齢、16-18 週齢、21-23 週齢、26-28 週齢で 2 週間、毎日

膣スメアを調べ、発情周期を解析した。手術前の 28-30 週齢に、一部の動物で食物摂取量を

モニターした。UN または対照群の母親から生まれてきたメスラットのパルス状 LH 分泌お

よび ARC の KNDy 遺伝子発現を評価するために、卵巣除去後に皮下にステロイド含有チュ

ーブを埋め込み、エストロゲン代償投与モデルを作成した。パルス状 LH 放出を検出するた

めに頸静脈カテーテル留置手術を行い、無麻酔・無拘束下で 6 分間隔 3 時間の血液サンプ

リングを行なった。採血の翌日、血漿トリグリセリド（TG）測定用の血液（500μL）をペン

トバルビタールナトリウムによる深麻酔下で追加採血した後、脂肪組織（後腹膜、腎周囲、

卵巣周囲）の重量を測定した。その後、脳の組織学的解析のために、動物を 4％パラホルム

アルデヒド（PFA）で灌流固定した。血漿中の LH、TG濃度はそれぞれ、ラジオイムノアッ

セイ、トリグリセリド E-テストワコーを用いて測定した。 
＜組織学的解析＞ 

4％PFA で固定した脳は、0.05M PB 中の 20%スクロースに 4℃で浸漬した。その後、組

織学的解析のために、クライオスタットを用いて厚さ 50μm の連続切片を作成した。Kiss1、
Tac3 および Pdyn の mRNA 発現は、ジゴキシゲニン DIG 標識プローブを用いた in situ 
hybridization(ISH)によって検出した。キスペプチンのタンパク質発現を検出するために、キ

スペプチンのモノクローナル抗体を用いて免疫組織化学を実施した。 
 
４．研究成果 
＜低出生体重ラットモデルの確立＞ 

制限給餌により妊娠 21 日目において母ラットの体重は有意に低下し、生まれてきた仔

は UN 群の雌で低出生体重となった。母体の栄養条件は、妊娠期間、性比、産仔数などの他

の要因には影響しなかった。 
＜胎児期の低栄養が生殖機能に及ぼす影響＞ 

胎児期低栄養は雌ラットの性成熟を早める。膣開口の日齢は群間で差は認められなかっ

たが、膣開口時の体重は UN 子孫で対照群と比較し有意に低かった。UN 子孫での初回発情

は対照群と比べて早い傾向があり（P = 0.053）、33 日齢において UN 子孫の半数は初回発情

を示したが、対照群ではほとんど見られなかった（対照群：9％ vs. UN 群：55％）。UN 子

孫は対照群と比較して視床下部 Tac3 遺伝子発現が有意に増加した。UN の子孫の Pdyn 発
現は対照群と比較し、減少傾向を示した（P = 0.07）。Kiss1 mRNA レベルは群間で同程度で

あった。 
加齢に伴う発情周期の変化に対する胎児期低栄養の影響を調べるため、11-13、16-18、21-

23、26-28 週齢の時に膣スメアの解析により発情周期を同定した。11 から 13 週齢にかけて、

両群全てのラットが規則的な発情周期を示した。同様に、16-18 週齢と 21-23 週齢では、UN
と対照群の母親から生まれてきた両群のラットが、4 日または 5 日の規則的な発情周期を示

した。26-28 週齢では、UN および対照群の両子孫が、不明瞭な発情前期、発情期および発

情休止期の延長といった加齢に応じた性周期の変化を示した。発情周期の長さに対して胎

児期の栄養状態と週齢の 2-way ANOVA を行った結果、11-13 週齢と比べて 26-28 週齢で有

意に発情周期が長くなった。胎児期の栄養状態および交互作用に有意差は得られなかった。

さらに、両群とも 30-41 週齢に明瞭な LH パルスが認められ、出生前の栄養状態は成熟ラッ

トのパルス状 LH 分泌に影響を与えなかった。一方で、その時の視床下部 Kiss1、Tac3 およ

び Pdyn 遺伝子発現は、対照群と比べて UN 群の子孫では有意に抑制されていた。UN 子孫

の ARC キスペプチン免疫反応細胞数は、対照群と同程度であった。 
＜子宮内低栄養が成熟雌の代謝パラメータに与える影響＞ 

出生前の低栄養が子孫の代謝パラメータに影響を与えるかどうかを評価するために、成

熟したラットの体重、脂肪量、血中 TG、およびカロリー摂取量を評価した。UN 群の仔の

体重は 4 週齢で対照群の仔に追いつき、その後は両群間で体重に有意差は見られなかった。

一方で、30 週齢以降の成体において、UN 子孫は対照群と比較して、脂肪量、血漿 TG値、

摂取カロリーが有意に増加した。 



 

 

＜まとめ（右図）＞ 
本研究では、出生前の低栄養により性成熟前に視床下部 Tac3 遺伝子（Tac3）発現が増加

し、その後の初回発情が早まることが示された。一方で、UN 子孫では 30 週齢以降の ARC
の KNDy 遺伝子発現が抑制された。これは、子宮内低栄養ストレスにより KNDy ニューロ

ンの発達プログラミングが起こり、ライフステージによってその遺伝子発現が変化するこ

とが示唆された。しかし、成熟した UN 子孫は正常な LH パルスを示し、キスペプチン免疫

反応細胞数も対照群の子孫と同程度であった。このように GnRH/LH パルスジェネレーター

は、子宮の栄養環境の悪化に対しても正常な生殖機能を維持することが可能な強固なメカ

ニズムだと考えられる。さらに、出生前の低栄養は低出生体重を引き起こすが、4 週齢での

急速なキャッチアップ成長、内臓脂肪の蓄積、成人期のカロリー摂取量と血漿トリグリセリ

ド値の増加などの肥満誘発効果を惹起する。これら代謝プロファイルの変化は、子宮内の栄

養環境の悪化が胎児の視床下部や末梢組織の胎仔プログラミングを誘発し、胎児の代謝や

ホルモン環境を変化させ、メタボリックシンドロームの素因となるという thrifty phenotype
仮説と一致する［Ref.6］。本研究では、子宮内低栄養が視床下部の胎仔プログラミングを引

き起こし、雌ラットの代謝および生殖の表現型を後世に変化させることを示した。本研究成

果は、国際誌 Endocrine Connections で誌上公表した［Ref.7］。 
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