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緒言

　1960年にアメリカの生物学者であるRachel　Louise　Carsonによって

「Silent　Spring」が発表された。またその後Theo　Colborn等による

「Our　Stoien　Future」など、ホルモン様作用を持つ化学物質の影響を危

惧する著書が多く発刊され、世界中で多くのヒトがそれらの化学物質に

関心を持つようになった。1991年にアメリカにおいて、これらの「生体

内ホルモンの合成、分泌、体内輸送、結合、作用あるいは分解に介入す

ることによって生体の恒常性の維持、生殖、発達あるいは行動に影響を

あたえる外来物質」は「内分泌かく乱化学物質」と命名され、その中に

はエストロジェン様の作用を持つ物質も多く挙げられている。

　Diethyistilbestrol（DES）は英国において開発された合成エストロジェ

ンであり、エストロジェン様作用を持つ多くの化学物質のうち、唯一実

際にヒトに臨床応用されていた物質である。1900年代前半、妊娠に関す

る情報の不足から、切迫流産の原因はエストロジェンの欠乏および不足

によるものであると考えられていた。しかし、当時の技術ではエストロ

ジェンそのものを合成することが出来ず、また天然のエストロジェンを

入手するのに莫大なコストがかかっていたため、合成エストロジェンと

して開発されたDESは安価なエストロジェンとして重宝され「奇跡の

薬物」として奨励され、日本を含め世界中の妊婦に対して、DESの服用

が推奨されていた。しかし、DESを服用した母親から産まれた子供の若

齢期に様々な生殖機能障害が多く発生したことから、1971年に米国食品

医薬局から使用が中止され、その後は家畜の肥育薬として使用されるの

みとなった。現在は人に対するDESの臨床応用は行われなくなり、ま

た家畜の肥育おける使用もほとんど行われず、DBSはほぼ完全に使用さ

1



れなくなった（Kinch，1979）。その後DESはエストロジェンの陽性対

象物質として使用されることが多く、　DESを用いた毒性実験は世界中

で広く行われ、雄への投与が重篤な生殖機能障害を誘発することが発見

された。妊娠中、母体は多量のエストロジェンを分泌し、このエストロ

ジェンは胎盤を通過して鼠子に移行し、払子血管系によって二子体内を

循環する。しかし、趨歯類では、三子肝臓で合成されたα一Fetoprotein

が母体由来のエストロジェンと結合し、エストロジェンが雄胎子体内で

作用することを阻止している（Savu　et　a1．，1979）。　DESはα一Fetoprotein

と結合せず（Savu　et　aL，1979）、エストロジェン・レセプターに結合する

こと、血液一口関門を通過できることが明らかになっている（Olsen　et　aL，

2005：Savu　et　aL，1980）。

　雄の性分化は、ホルモンによって調節されており、特にアンドロジェ

ンは性分化に不可欠な因子である。ラットの精巣は胎齢15。5日に間葉

細胞から分化したライディッヒ細胞がステロイドホルモン合成を開始す

る。その後、胎齢17．5日には下垂体一精巣系が機能し始め、出生直前に

視床下部一下垂体一精山系が完成する。また三子におけるテストステロン

分泌の推移は、胎齢15．5日に間葉細胞から分化したライディッヒ細胞が

ステロイドホルモン合成を開始し、18．5日頃精巣でのステロイドホルモ

ン合成及び血中テストステロンレベルも最大となり、その後は思春期前

まで徐々に減少する（Eguchi　et　aL，1978：Habert　and　Pikon，1982＝

Tapanainen　et　al．，1984）。精巣で合成されたテストステロンは全身を循

環する。合成されたテストステロンは血流に乗って各組織に入った後、

局所的に5α一回目ductaseやAromataseの作用を受け、より強いアンドロジ

ェン活性を持つジハイドロテストステロンやエストロジェン活性の高い

エストラジオールへと転換され、性分化が促進される。
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　胎齢17．5日以降、精巣の機能は上位中枢、まず下垂体からのホルモン

の影響を受ける。しかし視床下部を含む脳の性分化は出生直前から生後

のある一定時期までの間に、エストロジェンの作用によって起こる。こ

の時期の二子の血中エストロジェンは、肝臓で合成されたα一Fetoprotein

と結合し、Estrogen　Receptorに結合してその作用を発揮するが、血液一

脳関門を通過出来ないので上位中枢に到着する事ができない。雄の上位

中枢の性分化は、二子精巣が分泌したアンドロジェンが血液一脳関門を通

過し、上位中枢に局在するAromataseによって、局所的にエストロジェ

ンに変換され、神経細胞のERに結合することによって初めて雄性化が

起こる。一方、雌ではテストステロンが存在しないので神経細胞内に入

り込めず、隔心の神経組織はそのまま発達し続ける。従って脳の性分化

にはエストロジェンが非常に重要な因子であり、生体内のエストロジェ

ン環境が乱れることにより、その後の異常な生殖機能や性行動の原因と

なる。前述したRachd　Louise　CarsonやTheo　Colbornの著書ではこうし

た現象が野生動物において多発していることを危惧している。そして

DESもまた同様に生体内に入り、エストロジェン環境を乱す物質として

知られている。

　DESが生体内に入るとα一Fetoproteinと結合できないため、無作為

にエストロジェン・レセプターと結合し、生体内において本来であれば

機能しないはずである時期や場所において、エストロジェン作用が誘発

される。母体へのDES投与によって、母体よりも仏子の循環血中のDBS

濃度の方が上昇すること、局所的にDESが蓄積することが報告されて

おり（Miller　et　al．，1981）、母体へのDES投与が鼠子に大きな影響を

及ぼすことが推測される。このことについて検討した研究は、これまで

にいくつか報告されており、新生子期におけるDESの投与はその後の
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精子形成及びステロイドホルモン合成を阻害すること（McKinnell　et

aL，2001；Sharpe　et　a1．，2003；Traina　et　a1．，2003）、母体を介した胎生期の

投与が胎子のテストステロン濃度を減少させること（Haavisto　et

aL，2003）など多くのことが報告されている。しかしこれらの研究のほ

とんどは高用量のDESを単記投与してその影響を検討している研究で

あり、低用量を長期間曝露した場合のDESの作用についての報告はほと

んど見あたらない。そこで本研究室では、低用量から高用量まで（0．5，L5，

3．0，4．5及び15μg／kg）のDESを妊娠7日から21日目までの間、妊娠ラッ

トへと投与し、胎生期のDES曝露による雌雄の産子の内分泌器官への影

響を検討した（Yamamoto　et　aL，2003，2005）。その結果、3．0μg／kg以上の

DES投与量は妊娠を維持できず、　DESの低用量・長期間投与実験は0．5

と1．5μg／kgが適当であることが判明した。また、　DESの投与は、雄では

血漿テストステロンを低下させ、雌では卵胞の成熟を促進することが証

明された。

　著者はこれらの実験結果を踏まえて、胎生期での長期間低用量DES

投与が、雄産子の精巣機能およびその上位中枢に及ぼす影響について検

討し、DESは生後の血漿テストステロン濃度を減少させ、精巣ステロイ

ドホルモン合成系酵素のmRNA発現は低レベルのテストステロンに起

因するような変化は無いが、ホルモン合成系でのシグナル伝達が阻害さ

れていることが示唆された。また精巣内のAndrogen　Receptorの発現が

促進されることによって精子形成及び生殖能力は損なわれないこと、LH

濃度を指標とした場合、上位中枢は低レベルのテストステロンに対応し

ておらず、正常なフィードバック機構が作用していないことを明らかに

してきた（投稿中）。

　そこで本研究は、胎生期に長期間低用量のDESを母体に投与し、器官

形成期から出生直前まで慢性的にエストロジェンに曝露されている雄の
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産子を用いて、第一章では胎生期のDES曝露がその子供が思春期及び成

熟期の視床下部に及ぼす影響、第二章では胎生期のDES曝露がその子供

が思春期及び成熟期の時の下垂体に及ぼす影響、第三章ではDES曝露を

受けている胎生期に、DES曝露が胎子精巣の機能的分化に及ぼす影響、

第四章ではDES曝露がライディッヒ細胞の増殖並びに分化へ及ぼす影

響を検討し、胎生期の低濃度DES暴露が視床下部・下垂体・精巣系の

テストステロン調節メカニズムに与える作用を詳細に検討することを目

的とした。
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第一章

胎生期のDES投与が生後の視床下部に及ぼす影響

　雄の精巣によるテストステロン合成は、ライディッヒ細胞に存在する

LHレセプターにLHが結合することによって、細胞内のcAMP量が上

昇し、ステロイドホルモン合成に関与する様々なタンパクが活性化され

ることによって開始される。LHは下垂体の性腺刺激ホルモン産生細胞

（ゴナドトロフ）から分泌されており、さらにゴナドトロフの機能は視

床下部のGonadotropin　Releasing　Hormone（GnRH）ニューロンから分

泌されるGnRHが、ゴナドトロフでのしH産生を調節している。従って、

視床下部、下垂体及び精巣は、各々が分泌するホルモンによってその機

能を調節していることから、視床下部一下垂体一精巣系と呼ばれている

（Marsh、1976）。

　ラット精巣は胎齢14．5日頃からステロイドホルモン合成に関与する

酵素が発現し、テストステロン合成を開始する（Majdic　et　aL，1998）。そ

の後、胎齢16日頃にはまず下垂体が機能し、出生直前に視床下部が機能

し始めることによって視床下部一下垂体一精巣系が確立し、精巣における

テストステロン産生の調節が開始される。視床下部は血中のテストステ

ロン濃度低下を感知すると、GnRHニューロンが性腺刺激ホルモン放出

ホルモンであるGnRHを産生し、下垂体門脈へ分泌する。分泌された

GnRHは、下垂体のゴナドトロフのレセプターに結合し、性腺刺激ホル

モン（Gondotropin）放出が促進され、結果として精巣のステロイドホル

モン合成が充進される（Poletti　and　Martin，1999）。血中テストステロンが

減少した・時、視床下部におけるGnRH産生及び分泌は、　GnRHニューロ

ンが単独でGnRHを産生・分泌するのではなく、GnRHニューロンを含

6



む様々なニューロン間もしくはニューロンと神経膠細胞間にシグナル伝

達が起こり、ニューロン間の神経伝達物質のカスケードが促進方向に機

能することよって最終的にGnRH産生に至る（Faletti　et　aL，1999：

Melcangi　et　aL，1997：Karolczak　et　al．，1998）。この上位中枢のフィードバ

ック機構は、出生直前から生後10日にかけてアンドロジェン及びエスト

ロジェンに対して強く反応し、これらのホルモン作用によって著しく発

達することが報告されている（BecU　et　aL，1997）。

　視床下部一下垂体一精巣系が成立するほぼ同時期に、雄の視床下部では

脳の雄性化が起こる。ラットの脳の性分化は出生直前から生後1週にか

けて起こり、その分化にはエストロジェンが必須である（MacLusky　and

Naftolin，1981）。血中のテストステロン濃度は妊娠18．5日頃をピークに

徐々に減少していく（Warren　et　aL，1973：Weiz　and　Ward，1980）。周産期

のラットでは胎齢18－19日（Revskoy　et　al．，1997）と生後4－5日

（McgGivern　et　a1．，1993）に2回のテストステロンサージが観察されてお

り、この時期に視床下部の雄性化が起きると考えられている。テストス

テロンサージの時のテストステロンは血液一脳関門を通過後、脳内の神経

細胞や神経膠細胞内に取り込まれ、細胞内に存在するAromataseによっ

て、エストロジェンに変換され、このエストロジェンが受容体に結合す

ることが神経組織の雄性化につながる。その後、視床下部は雌特有の周

期的なGnRHのパルス分泌が分泌機能を失う（MacLusky　and　Naftolin，

1981）。

　本研究における合成エストロジェンであるDBSの妊娠母体ラットへ

の投与期間は妊娠7日から21日までであり、この時期はホルモン作用に

よる視床下部の性分化及び機能分化が盛んに行われている時期に重なる。
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妊娠母体へのDES投与は胎盤を介して胎子に移行し、胎子側の血中や組

織において濃縮され、高レベルで蓄積することが報告されている（Miller

et　aL，198D。　従って母体に投与されたDESは、子宮内に存在する胎子

の視床下部機能分化に何らかの影響を及ぼす可能性が考えられる。

　そこで、第一章では胎生期の妊娠母体へのDES曝露が雄の産子の視床

下部の機能分化にどのような影響を及ぼすか、特に思春期及び成熟期に

おける視床下部のネガティブ・フィードバック機構に関連する因子の

mRNA発現量がどのように変化するか調べることによって検討した。
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材料及び方法

1．実験動物

　妊娠3日目のSprague－Dawley　ratを日本SLCから入手して実験に

用いた。ラットは一定の明暗周期（12時間明期、12時間暗期）、室温22

±2℃及び湿度55±10％に設定された、麻布大学附置生物科学総

合研究所内の飼育室において餌（CB－2，クレア）と水を自由に与えて飼

育した。出生4日目に同腹子を雌雄4匹ずつに調節し、子は離乳後は雌

雄別々に飼育した。

2．投与方法

　DES（Sigma　Chemical　Co．，　USA）は投与量が1．5あるいは0．5μg／kg

／dayとなるようにCorn　oil（Tocopherol　Strlpped　Corn　Oi1；ICN

Biomedical　Inc．，　USA）に溶解し、妊娠7日から21日目に妊娠ラットの

頚部皮下に連日単回投与した（DES　L5群及びDESO．5群と称する）。

またContro1群はCom　oHのみを投与した。

3．剖検

　剖検は生後6及び15週齢に行った。剖検時に子の体重を測定後、視

床下部を採取し、RNA抽出用に一80℃に保存した。

4．RNAの抽出

　凍結した視床下部は1SOGEN（ニッポンジーン）を2．O　m1加えて抽出

した後、クロロホルム（0．2ml）を加えて15秒撹搾、室温に2－3分放

置し、遠心分離した（12K×g，15　min．，4℃）。上清を採取し、イソ

プロパノール（0．5ml）を加え撹搾、室温に5－10分放置し、遠心分
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離した（12K×g．10　min．，4℃）。上清を除去し、その沈殿に70％エ

タノール（1．O　ml）を加え、遠心分離した（75　K×g，5min．，4℃）。

70％エタノールを除去後、沈殿を風乾し、DNase＆RNase－free　water（MP

Biomedicalslnc．，　USA）を加え、分光光度計（SHIMADZU）を用いて、

260及び280nmでの吸光度を測定し、　RNA濃度を算出した。

5．半定量的Reverse　Transcription．polymerase　Chain　Reaction（RT

．pcn）

　逆転写反応にはanti－sense　Primer法を用い、以下の遺伝子について

Primerを作成して、　PCRを行った：Gonadtropin　Releasing　hormone

（GnRH）、Androgen　Receptor（AR）、Estrogen　Receptorβ（ERβ）、

5α一Reductase　l、　Aromatase、　μ　一〇pioid　Receptor、　Propiomelanocortin

（POMC）、　Thyrosine　Hydroxy置ase（TH）、Glial　Fibr川ary　Acidic

Protein（GFAP）及びβ一actin。反応試薬にはSuper　Script　TM　One－Step

RT－PCR　with　Platinum　Taq（lnvitrogen，　USA）を用いた。　RNA、　sense及

びanti－sense　Primerを含む反応液を調整・撹搾後、　Thermal　Cycler

（BIO－RAD，　USA）を用いてmRNAの増幅を行った。

　各PCR産物は3％アガロースゲル／TAE　bufferに泳動し、10mg／ml

のEthidium　Bromide　Solution（BIO－RAD，　USA）を用いて染色後、Mupid

－Scope　WD　TransiHuminator（Advance）を用いて紫外線照射のもと、

デジタルカメラ（Power　Shot　A　630：Canon　lnc．）を用いて、ゲルを写真

撮影した。撮影した画像はパーソナルコンピューターに取り込み、Adobe

Photoshop　CS　（Adobe　Systems，　USA）によって画像処理後、　NIH　image

ve監1．63を用いて、発現しているバンドの濃度を定量化した。得られた

値は各個体のβ一actinの値を内部標準として相対値を算出し、解析を行

った。またRT－PCRは1個体につき2回行い、その平均値を算出した。
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6．統計学的解析法

　得られたデータはStudent’s　t－testを用いて統計学的に処理し、　P＜

0．05の場合を統計学的に有意差があると判定した。
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結果

1．GnRH（Table　1，　Fig．1）

　6週齢の両DES投与群のGnRH　mRNA発現量が、Contro1群の発現量

と比較して有意に減少した。

2．5α・Reductase　1　（Table　1，　Fig．1）

　6週齢のDES　L5群の5α一Reductase　l　mRNA発現量が、DES　O5群の

発現量と比較して有意に増加した。また15週齢の両DES群の
5α一Reductase　l　mRNA発現量は、　Contro1群の発現量と比較して有意に

減少した。

3．Ammatase（Table　1，　Fig．1）

　15週齢のDES　1．5群のAromatase　mRNA発現量が、Contrd群の発現

量と比較して有意に減少した。

4．AR　（Table　2，　Fig．2）

　DES投与群のAR　mRNA発現量は、Control群の発現量と比較して有意

に変化しなかった。

5．ERβ　（Tab夏e　2，　Fig．2）

　6及び15週齢のDES投与群のERβmRNA発現量が、Control群の発

現量と比較して有意に減少した。

6．TH（Table　3，　Fig．3）

　15週齢のDES　L5群のTH　mRNA発現量が、Contro1群の発現量と比

較して有意に減少した。

7．GFAP　（Table　3，　Fig．3）

　6週齢のDES　1．5群のGFAP　mRNA発現量が、　Control群の発現量と

比較して有意に増加した。また15週齢のDES　O．5群のmRNA発現量
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は、Contro1群の発現量と比較して有意に増加した。

8．μ・Opioid　Receptor（Table　4，　Fig．4）

　15週齢の両DES投与群のμ一〇pioid　Receptor　mRNA発現量が、

Contro且群の発現量と比較して有意に増加した。

9．POMC（Table　4，　Fig．4）

　DES投与群のPOMC　mRNA発現量は、　Control群の発現量と比較して

有意に変化しなかった。
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冗able　1．　mRNA　levels　of　GnRH，5α一Reductase　l　and　Aromatase

　　　　　in　the　hypothalamns．

rOU 6weeks 15weeks

GnRH
Control

DES　O．5

DES　1．5

370．6　±34．7［5】

217．6　±25．5［5】＊

201．5　±　25．8［5】＊

881．3±　88．8［51

687．1　±132．4［5】

775．6　±　　82．5［5】

5α・Reductase　l

Contro1　　　　　　55．2

DES　O．5　　　　44．O

DES　l．5　　　　77．1

±6．4　［5】

±5．8［5】

±7．5　　［5】＃

68．3　±　1．8

51．9　±5．2

42．0　±3．2

【5】

［5】＊

［5】＊

Aromatase

Control

DES　O．5

DES　l．5

70．1　±9．8　　［5】

67．9　±　5．6　　［5j

70．4　±25　　【5］

16．4　±3．0

1L2　±4．2

7．9±1．4

［5】

【5］

［5］＊

＊：Contml群と比較して有意差あり（P＜0．05）

＃：DES　O．5群と比較して有意差あり（P＜0．05）

n：測定個体数
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Thble　2． mRNA　levels　of　steroid　hormone　receptors

in　the　hypothalamus

rOU 6weeks 15weeks

AR
Control

DES　O．5

DES　l．5

86．1　±　5．6　［5】

94．0　±　9．6　［5】

97．0　±　5．1　［5】

83．2　±　　6．8［5】

67．8　±　10．3　［5】

82．6　±　ll．6［5】

ERβ
Control

DES　O．5

DES　1．5

110．6　±10．5［5］

47．4　±　　6．6［5］＊

70．4　±　9．1［5］＊

179．3　±　12．8［5】

138．5　±　　7．4［5】＊

144．2　±　　7．8【5】＊

＊：Contml群と比較して有意差あり

口：測定個体数

（P＜0．05）
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Table　3．　mRNA　leve夏s　of　TH　and　GFAP

rOU 6weeks 15weeks

TH
Control

DES　O．

DES　l．5

80．3　±　9．0　［5】

99．8　±10．4　［5】

89．1　±　　8．9　［5】

99．5

96．5

74．7

±8．9　［5］

±4．7　［5】

±4．5　【5】＊

GFAP
Control

DES　O．5

DES　1．5

10．7　±　1．2　　［5】

14．8　±2．6　　［5】

26．4　±4．6　　【5】＊

10．2　±　1．7

20．8　±　1．6

17．8　±3．8

【5】

［5】＊

「5】

＊：Contm1群と比較して有意差あり

目：測定個体数

（P＜0．05）
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T註ble　4．　mRNA　levels　ofμ一〇pioid　Receptor　and　POMC

rOU 6weeks 15weeks

μ一〇pioid　Receptor

Control　　　　l26．2±29．O

DES　O．5　　　　138．6±20．8

DES　1．5　　　　151．9±36．　l

POMC
Control　　　　　20．8±2．O

DES　O．5　　　　16．3±5．O

DES　I．5　　　　15．5±1．7

】
】
】

f
J
く
」
《
」

［
［
［

】
】
】

《
」
《
」
《
」

［
［
【

13．4　±　1．9　　【5】

28．1　±4．6　　【5】＊

38．4　±7．2　［5】＊

＊：Contml群と比較して有意差あり

目：測定個体数

（P＜0．05）
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考察

　本研究は6週齢を思春期、15週齢を成熟期に相当すると考えて実験

を行った。視床下部の性分化及び機能分化は、共にエストロジェンの

作用を強く受けており（MacLusky　and　Naftolin，1981：Bec“et　aL，1997）、

本研究におけるDESの投与時期がこれらの分化に関わる時期に一致

していることから、DES群の視床下部が通常よりも過剰にエストロジ

ェンに曝露されており、生後の機能に何らかの影響があると仮定して

検討を行った。

　　　胎生期のDES曝露は6週齢のDBS　15群及び15週齢のDES　O．5群

　　の血漿テストステロン濃度を有意に減少させた。視床下部のGnRH

　　mRNA発現量は6週齢の両DES投与群が有意に減少し、15週齢では

　　変化が無かった。通常、血中テストステロン濃度低下を視床下部が感

　　知すると、下垂体ゴナドトロフへの直接的な刺激因子であるGnRHを

・　増加させるため、GnRH　mRNA発現量が増加する（Richardson　et　aL，

　　2004）。しかし、本研究におけるDES投与群は低下した血漿テストス

　　テロン濃度とGnRH　mRNA発現に相関が見られず、正常なフィードバ

　　ック機構が働いていない可能性が示唆された。そこでフィードバック

　　反応に直接関与するであろうと考えられる、ステロイドホルモンに関

　　虚した因子を検討した。

　視床下部におけるフィードバックは、血中ホルモン濃度が低下し、

視床下部内のホルモンバランスが変化することがきっかけとなる。そ

こでまず、テストステロンに作用し、その活性を変化させる代表的な
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因子を検討した。視床下部内に発現していることが知られている

5α．Reductaseは、テストステロンをよりアンドロジェン活性の高いジ

ハイドロテストステロン（DHT）に変換する。　DHTを含むアンドロジ

ェンは、GnRH産生に対する抑制因子であることが知られており、ミ

エリン鞘形成に対してのみ促進的に作用している（Martini，1922）。本

研究において、6週齢のDES　l5群の5α一Reductase　mRNA発現量は

DES　O．5群の発現量と比較して有意に増加し、15週齢の両DES投与群

の発現量がContro1群と比較して有意に減少した。

　テストステロンをエストロジェンに変化させるAromataseも視床下

部内に存在している（Abdelgadir　et　aL，1994）。エストロジェンはアン

ドロジェンとは逆に、GnRH産生を促進し、エストロジェンに曝露さ

れると、GnRHが増加することが報告されている（Matagne　et　aL，2004）。

また視床下部内においてエストロジェンを産生するAromataseの遺伝

子を発現するneuronは、5α一Reductaseが作用して産生されるDHTに

よってAromataseの発現及び作用を促進することが報告されている

（Roselli　et　a1．，1984：Beyer　et　aL，1994）。本研究において15週齢の

DES　1．5群のAromatase　mRNA発現量がControl群の発現量と比較して

有意に減少したが、GnRH　mRNAが変化していた6週齢はDES投与群

のAromatase発現は変化していなかった。5α一Reductase及びAromatase

の結果から、視床下部において5α一Reductase　mRNA発現の変化は、

GnRH　mRNAの発現に対応しておらず、Aromataseの発現パターンと逆

の変化を示していることから、血漿テストステロン濃度の低下による

ネガティブ・フィードバックに直接作用する変化ではなく、視床下部

内のエストロジェン環境を変化させる為である可能性が示唆された。
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しかし、血漿テストステロン濃度が減少していないDES　1．5群の

Aromatase　mRNA発現が減少し、一方テストステロン濃度が減少した

DES　O．5群のAromataseが変化していないこと、さらに15週齢のDES

1．5群は、GnRH発現を促進するAromatase　mRNA発現が減少したにも

関わらず、GnRH　mRNA発現が変化していないことから、視床下部に

おけるアンドロジェン及びエストロジェン作用によるネガティブ・フ

ィードバック機構は正常に機能していない可能性が示唆された。

　アンドロジェン及びエストロジェンの作用は、各々のレセプターに

結合し、シグナルが発生することによってその作用を発揮する。視床

下部と海馬は血中のステロイドホルモンに対する感受性が高く、AR

及びERを発現しているneuronが多数存在する（Ozawa，1984）。一方

GnRHを産生するGnRH　neuronはAR及びERを発現しておらず、直

接エストロジェンに感受性をもたない可能性があることが報告されて

いる（Witkin　et　aL，1991）。従って血中の低テストステロンを感知し、

Aromataseによって合成されたエストロジェンによるネガティブ・フ

ィードバック反応を起こすのは、GnRH　neuron自身ではなく、その周

囲のneuronである可能性が示唆されている（Witkln　et　aL，1991）。また、

本研究のGnRH　mRNA発現の変化は5α一Reductase及びAromatase

mRNA発現の変化に対応していないことから、これらのステロイドホ

ルモンに対する感受性の変化に着目し、ステロイドホルモンレセプタ

ーのmRNA発現量を検討した。その結果、6及び15週齢のDES投

与群のERβmRNA発現がContro1群と比較して有意に減少し、一方

AR　mRNA発現はどちらの三二でも変化しなかった。　AR　mRNAの結果

から、胎生期のDES曝露は、視床下部におけるアンドロジェンの感受
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性を変化させない可能性が示唆された。一方6及び15週齢の両DES

投与群のERβmRNA発現が低下していることから、胎生期のDES投

与は、思春期以降のエストロジェンに対する感受性を低下させる可能

性が示唆され、6週齢のGnRH　mRNA発現が減少した原因として、エ

ストロジェンからの十分なシグナルが得られなかった可能性が示唆さ

れた。しかし、ERβが6週齢と同様に減少していた15週齢のGnRH

mRNA発現が変化していなかった理由については、今回の結果からは

説明することが出来ない。

　視床下部におけるGnRH分泌は、　GnRH　neuron以外にNorepinephlin

neuron、　NOergic　neuron、　GABAergic　neuron、　Glutamergic　neuron、

Dopaminergic　neuron及びβ一endorphin　neuronが関与しており、これらの

ニューロンはAR及びERが発現していることが報告されている

（Ozawa，1984）。本研究において、　ERβmRNA発現が著しく低下して

いることから、視床下部内においてERを介してエストロジェンが十

分に作用していない可能性が示唆された。そこで次に、GnRH分泌に

作用を及ぼす因子のうち、エストロジェンに強い感受性を持ち、その

機能が調節されている因子のmRNA発現量を検討した。

　視床下部のDopaminergic　neuronは、エストロジェン刺激によって神

経伝達物質であるドパミンを分泌する。分泌されたドパミンはGnRH

neuronに作用して、細胞内のcAMPを上昇させ、　GnRH分泌が促進さ

れることが報告されている（Martinez　et　a1．，1992）。THはDopaminergic

neuronのマーカーとして知られている（Dhamdapani　and　Brann，2002）。

そこで、Dopaminergic　neuronの活性をTH　mRNA発現量を指標として

調べた。15週齢のDBS　L5群のTH　mRNA発現量がContro1群と比較
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して有意に減少したが、GnRH　mRNA発現量が減少していた6週齢の

THは変化していなかった。15週齢のDES　1．5群のAromataseが減少

していることから視床下部内のエストロジェン低下が予想され、結果

としてDopaminergic　neuronのGnRH分泌能も減少した可能性が示唆さ

れた。しかし、最終的なGnRH　mRNA発現量に変化が無いことから、

GnRHに関与する他の因子が上昇している可能性が示唆された。

　視床下部においてGnRH産生には、　neuron同士のシグナル伝達の他

にGnRH産生に影響を及ぼす因子が存在する。星状膠細胞は神経組織

内に広範囲に存在する神経膠細胞で、neuron周囲を取り囲むようにし

て局在している（Segura　et　a1．，1988：Segura　et　aL，1999）。この細胞は

テストステロンとエストロジェンに強い感受性を持ち、その作用によ

って自身の細胞分化や遺伝子発現を調節していることが知られている

（Malcangi　e　aL，1997）。エストロジェン刺激を受けた星状膠細胞は

TGF一αを産生し、　GnRHに関与するNOergic　neuron数を増加させNO

分泌量を増加させることによって、GnRH産生を促進することが報告

されている（Bhat　et　aL，1998）。そこで、そのマーカーであるGFAP

（Me且cangi　et　aL，1997）を指標として星状膠細胞について検討した。6

週齢のDES　1．5及び15週齢のDES　O．5群のGFAP　mRNA発現量が、

Contro1群と比較して有意に増加した。この変化はDESによる血漿テ

ストステロン濃度減少と一致し、このことから、視床下部の星状膠細

胞は6及び15週齢のDES投与群の血漿テストステロン濃度の変化に

対して、正常なフィードバックを起こしている可能性が示唆された。

POMCはβ一endorphinなどのOpioidと副腎皮質刺激ホルモンである
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ACTHなどの非Opioidのホルモン先駆物質である（Wollemann　and

Benyhe，2004）。　NOergic　neuronはμOpioid　receptorを発現し、

β一endorphinneuronからのOpioidを受け、Noergic　neuronを介してGnRH

産生に対し抑制的に作用していることが報告されている（Stefano　et　al．，

2000）。そこでDES投与群のGnRH　mRNA発現パターンの変化の原因

を、β一endorphin　neuronからNOergic　neuronへのシグナル増加によるも

のと予測して、POMC及びそのレセプターであるμOpioid　receptorを

調べた。15週齢の両DES投与群のμOpioid　receptor　mRNA発現量が

Contro1群と比較して有意に増加した。一方6週録のμOpioid　receptor

及びPOMC　mRNA発現量は変化しなかった。従ってβ一endorphin　neuron

からNOergic　neuron間には、　GnRH減少の原因となるシグナルの変化

がないことが示唆された。

　以上の結果から、胎生期にDES曝露すると、血漿テストステロン濃

度が減少しているにも関わらず、思春期における視床下部のGnRH

mRNAが減少するのは、ホルモン濃度の変化に対するフィードバック

が正常に機能しておらず、アンドロジェンに関与する因子

（5α一Redctase，　AR）及びエストロジェンに関与する因子（Aromatase，

ERβ）のmRNAが正常に発現していない可能性が示唆された。視床下

部におけるGnRH　neuronへと向かうneuron間のシグナル伝達の模式図

を示す（Fig．5）。　TH、　POMC及びμ一〇pioid　receptor　mRNAの結果は

GnRH　mRNAの発現パターンと一致していなかった。従って

Dopaminergic　neuron－Noergic　neuron間及びβ一Endorphine　neuron－

Noergic　neuron間のシグナル伝達は変化していない可能性が示唆され

た。またGFAP　mRNAは血漿テストステロン濃度と逆に反応している
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ことから、星状膠細胞は正常なネガティブ・フィードバックを起こし

ていた可能性が示唆された。本研究において、胎生期のDES曝露によ

り、視床下部のフィードバック機構が正常に機能しなかった直接的な

原因を特定することは出来なかった。また、GnRH産生に関わる

Norepinephlin　neuron、　GABA　neuron、　NOergic　neuron及びG且utamergic

neuronについて調べておらず、これらのneuronに何らかの阻害作用が

起きていた可能性も考えられる。しかしNOergic　neuronへのシグナル

伝達に関与する因子である、TH、　POMC、μ一〇pioid　receptor及びGFAP

のうち、星状膠細胞が正常に低いレベルのテストステロンに対応して

いるにも関わらず、その後のGnRH　mRNA発現は対応していないこと

から、Noergic　neuron－GnRH　neuron間のシグナル伝達に強い阻害作用

が起きており、結果としてGnRH　mRNA発現が低下した可能性が大き

いと思われる。
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小括

　精巣のステロイドホルモン合成は上位中枢の影響を強く受け

ており、主に視床下部一下垂体一精一系として作用している。胎生

期のDES曝露は、思春期及び成熟期の血漿テストステロン濃度

を減少させ、上位中枢が、低レベルのテストステロンに充分対応

していないことを既に明らかにしている。そこで、第一章では、

思春期及び成熟期における視床下部が、DES曝露によってどのよ

うに変化するか検討した。

　妊娠SDラットを用い、妊娠7日から21日目の期間、　DESを

1．5（DES　1．5群）あるいは0．5μg／kg（DES　O．5群）皮下に連日単回投

与した。6及び15週齢において雄産子を剖検し、視床下部を採取

した。視床下部における、各種ホルモン合成および調節因子等の

mRNA発現量を半定量的RT－PCR法を用いて測定した。

　6週齢においてDES　15群のGnRH、5α一Reductase　l、　ERβ及び

GFAP（Glia1　Fibrinary　Acidic　Protein）、　DES　O．5群のGnRH及び

ERβのmRNA発現が変化した。

　また15週齢において、DES　I．5群の5α一Reductase　1、Aromatase、

ERβ、　TH（Thyrosine　Hydroxyrase）及びμ一〇pioid　Receptor、　DES　O5

群の5α一Reductase　1、ERβ、GFAP及びμ一〇pioid　ReceptorのmRNA

発現が変化した。

　血漿テストステロン濃度が低下していたのにもかかわらず、

GnRHが増加しなかったことから、DES投与はフィードバック機
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構における視床下部の反応性を変化させていること、星状膠細胞

は血漿テストステロン濃度に対して正常な反応を起こしている

可能性が示唆されたにも関わらず、ERβ、　TH及びμ一〇pioid

Receptorの結果から、GnRHが増加しなかったのは、ニューロン

間のシグナル伝達が変化したことに起因したものである可能性

が示唆された。
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第二章

胎生期のDES曝露が生後の下垂体に及ぼす影響

　下垂体は、視床下部からのGnRH刺激を受け、　LHもしくはFSHを分

泌し、ステロイドホルモン合成を含む精巣機能を調節する、視床下部一

下垂体一精巣系を構成している組織である。血中テストステロン濃度が低

下した時、ネガティブ・フィードバック反応により、まず視床下部の

GnRH産生が促進される。下垂体においてLH及びFSHを合成するのは

ゴナドトロフであり、視床下部からのGnRHが細胞膜上のGnRHrに結合

することによって、ゴナドトロフ内の幾つかのシグナルを活性化し、ホ

ルモン合成が促進される（Yueta1．，1997）。ゴナドトロフから分泌され

るLH及びFSHは二量体からなり、共通のα・subunitと各々特有のβ一

subunit（LHβ、　FSHβ）が結合している（Lumpkin　and　McCann，1984）。

アンドロジェンは、フィードバック時に視床下部においても同様にLHb

mRNA発現を選択的に低下させる抑制因子として機能している

（Kawakami　and　Winters，1999）。

　一方エストロジェンはLHβには直接影響を及ぼさないが、α一subunit

の発現を促進（Kawakami　and　Winters，1999）、もしくはGnRHr及びLHβ

の発現を促進する（Shupnik，1996＝Kamel　and　Krey，1982）というように

促進的な作用が多いが、一方ではGnRHrの発現を抑制している（Moore

et　aL，1980）とも報告されており、下垂体におけるエストロジェンの作

用は現在でも不明な点が多い。
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　視床下部から分泌されるGnRHは、下垂体ゴナドトロフの細胞増殖か

ら機能調節まで広く影響し、ゴナドトロフ上のGnRH数も調節している

（Yasin　et　aL，2003）。しかし、　GnRHr　mRNA発現は性ホルモン、　ActMn

及びnNOSによっても変化することが報告されており、GnRHrの発現は

多くの因子の影響を受けていることが知られている（Yasin　et　aL，1995：

Cheng　et　aL，2003：Morettiet　aL，2003：Garrelet　aL，1998：An　et　al．，2005）。

　性ホルモンは、下垂体機能に強く影響を及ぼしており、そのレセプタ

ーであるAR及びERは胎齢16日頃から下垂体に発現し始め（Pasqualini

et　aL，1999：Nishihafaet　al．，2000：Gerge　et　aL，1997）、下垂体のゴナドト

ロフは胎生期から既に性ホルモンに対する感受性を有していることが知

られている。また下垂体は、出生直前から生後7日にかけて、その機能

分化促進の為にホルモンレセプターの発現が増加する。従ってこの時期

の下垂体はアンドロジェン及びエストロジェンに対して強い感受性を持

っており、この時期にステロイドホルモンを投与すると、その後の下垂

体機能を半永久的に変化させることが報告されている（Pasqualini　et　aL，

1999）。従って本研究のDES投与時期は、下垂体の機能分化が開始し、

盛んになって行く時期と重なっており、DESによって下垂体機能が変化

している可能性がある。

　第一章で胎生期のDES曝露が雄産子の視床下部の機能分化に及ぼす

影響について検討し、低いテストステロン濃度にも関わらず、視床下部

は正常なフィードバックが機能せず、下垂体へρシグナルとなるGnRH

産生が低下している可能性が示唆された。そこで、第二章では胎生期の

妊娠母体へのDES曝露が雄産子の下垂体の機能分化にどのような影響

を及ぼすか、特に思春期及び成熟期における下垂体ゴナドトロフの機能
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がどのように変化するか調べることによって検討した。
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材料及び方法

1．実験動物

第一章に準ずる。

2．投与方法

第一章に準ずる。

3．剖検

　剖検は生後6及び15週齢に行った。剖検時に子の体重を測定後、下

垂体を採取し、RNA抽出用に一80℃に保存した。

4．RNAの抽出

第一章に準ずる。

5．半定量的Reverse　Transcription．Polymerase　Chain　Reaction（RT

・PCR）

　逆転写反応にはanti－sense　Primer法を用い、以下のPrimerを作成し

て、PCRを行った：Gonadtropin　Rdeasing　hormone　receptor（GnRHr）、

Androgen　Receptor　（AR　）、　Estrogen　Receptorα　（BRα　）、　Estrogen

Receptorβ（ERβ）、endothehal　Nitric　Oxide　synthase（eNOS）、neuronal

Nitric　Oxide　synthase（nNOS）及びb－actin。

反応試薬及び解析法は第一章に準ずる。
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6．統計学的解析法

　第一章に準ずる。
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結果

1．GnRHr（Table　5，　Fig．6）

　15週齢のDES　O．5群のGnRHr　mRNA発現量が、　Contro1群の発現量

と比較して有意に減少した。

2．LHβ　（Table　5，　Fig．6）

　6週齢のDES　I．5群のLHβmRNA発現量が、Contro1群の発現量と比

較して有意に増加した。

3．AR（Table　6，　Fig．7）

　6週齢の両DES投与群のAR　mRNA発現量が、　Contro1群の発現量と

比較して有意に増加した。

4．ERα（Table　6，　Fig．7）

　6週齢の両DES投与群のERαmRNA発現量が、　Control群の発現量

と比較して有意に増加した。

5．ERβ　（Tab董e　6，　Fig．7）

　6週齢の両DES投与群のERβmRNA発現量が、　Contrd群の発現量

と比較して有意に増加した。

6．nNOS　（Table　7，　Fig．8）

　6週齢のDES　O．5群のnNOS　mRNA発現量が、　Control群の発現量と

比較して有意に増加した。15週齢のDES　15群のnNOS　mRNA発現量

が、Control群及びDES　O5群のmRNA発現量と比較して有意に増加し
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た。

7．eNOS　（Table　7，　Fig．8）

　15週齢の両DES投与群のeNOS　mRNA発現量が、　Contro1群の発現

量と比較して有意に減少した。
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Table　5．　mRNA　leve畳s　of　GnRHr　and　LHβin　the　pituitary．

rOU 6weeks 15weeks

GnRHr
Control

DES　O．5

DES　1．5

19．1　±　2．5　［4】

23．2　±4．5　［5］

26．4　±5．1　［41

40．7　±　　6．9［4】

19．0　±　　2．8［4】＊

42．6　±14．1　【5】

LHβ
Control

DES　O．5

DES　15

75．3　±2．7　［4】

67．3　±4．5　［5】

55．9　±4・0　［4】＊

74．7　±　　5．8［4】

80．6　±11．4［4】

108．4　±12．4［5】

＊：Contml群と比較して有意差あり

口：測定個体数

（P＜0．①5）
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Tkble　6．　mRNA　leve畳s　of　Stemid　hormone　receptors　in　the　pituitary．

rOU 6weeks 15weeks

岨
Control

DES　O．5

DES　1．5

24．9　±4．4　　［4］

50．1　±　1・7　　［5］＊

42．5　±5・3　　［4】＊

59．5　±　6・6　［4］

51．8　±　8・7　［4］

41．8　±9・8　［5］

ERα
Control

DES　O．5

DES　l．5

33．7　±　10．9［4】

114．8　±　19．5［5】＊

120．6　±　　9・5［4］＊

64．9　±　10・2［4】

113．3　±23・8［4】

92．4　±　13・2［5】

ERβ
Control

DES　O．5

DES　l．5

76．9　±6．1　　［4］

145．9　±9・9　　［5］＊

158．2　±　2・5　　［4］＊

65．3　±　15・9［4】

405　±　10・2［4】

28．1　±　　8・9［5］

＊：Contm1群と比較して有意差あり

目：測定個体数

（P＜0．05）
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Tbble　7．　mRNA　levels　of　nNOS　and　eNOS　in　the　pituitarユ

rOU 6weeks 15weeks

nNOS
Control

DES　O．5

DES　l．5

118．2　±　3．9　［4］

139．3　±　7．0　［5］＊

121．1　±　9．6　［4】

38．4

30．4

66．8

±　10．2　［4］

±　1．7［41

±　5．0　［5】＊＃

eNOS
Control

DES　O．5

DES　l．5

43．0　±13．1［4】

69．0　±　4．5［5］

64．1　±　　6．8［4］

39．6

16．6

19．3

±3．9　［4】

±4．6　　［4】＊

±　2．1　　［5】＊

＊：Contro1群と比較して有意差あり（P＜0．05）

＃：DES　O．5群と比較して有意差あり（P＜0．05）

日：測定個体数

41



計
量
昏
霞
り
三
』

0

GnRHr

比
h

150

001

50

。，

ﾖ一

d
電
導
望
事

：LHβ

日
圓
■

Control

DES　O．5

DES　1．5

　　　　　0
　　　　　　　　　　6　　　　　　　　15　　　weeks

Fig．6　mRNA　levels　of　GnRHr　and　LHβin　the　pituitary．

　　　　＊：Control群と比較して有意差あり（P＜0．05）

42



100

　
　
　
　
　
5
0

。，

u
5
昏
舘
渥
亀

0

AR

日
直
■

Control

DES　O．5

DES　1．5

紹
舅
昏
田
り
三
』

200

10①

0

ERα

200

001

・・

闖喆

昏
田
渥
鵠

5 eeks

ig．7　mRNA　levels　of　Steroid　hormone　receptors　in　the　pituitary．

　　　　　＊：Control群と比較して有意差あり（P＜0．05）

3



200

　
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
1
0

④
莞
弓
溢
田
渥
聴

0

100

50

。，

･
琶
昏
舘
蓋
詰

0

nNOS

eNOS

6 15

日
囮
■

weeks

Control

DES　O．5

DES　l．5

Fig．8　mRNA　levels　of　nNOS　and　eNOS　in　tlle　pituitary．

　　　　＊：Contro1群と比較して有意差あり（P＜0．05）

　　　　＃：DES　O．5群と比較して有意差あり（P＜0．05）

44



考察

　本研究の第一章では、胎生期のDES曝露が視床下部の機能分化に及ぼ

す影響を検討し、正常なネガティブ・フィードバック反応が機能してい

ない可能性が示唆された。そこで、第二章ではDES投与が下垂体の機能

分化に及ぼす影響を、下垂体ゴナドトロフに主眼を置いて検討を行った。

　下垂体ゴナドトロフにおけるフィードバック機構は妊娠末期から機能

し始め、出生後7日頃に成熟する。この時期の下垂体はホルモン・レセ

プターの発現が増加するが、これはアンドロジェン及びエストロジェン

の影響を強く受けて、その機能分化を発達させる為であると考えられて

いる（Pasqualigi　et　aL，1999）。合成女性ホルモンであるDBSが胎生期に

存在すれば、ホルモンレセプターに結合し、下垂体の機能分化に何らか

の作用を及ぼす可能性が考えられる。本研究では6週齢のDES　15群及

び15週齢のDBSO．5群の血漿テストステロン濃度が減少し、さらに第一

章の結果から6週齢のGnRH産生が低下していた可能性が示唆された。

　そこでまず、テストステロンレベルを調節する視床下部一下垂体精巣

系フィードバック機構に直接関わる因子であるGnRHr及びゴナドトロ

ピンのLH産生の指標となるしHβmRNA発現を検討した。その結果、6

週齢のDES　l．5群のLHβmRNA発現がControl群の発現量と比較して有

意に減少した。6週齢のGnRHr及び15週齢のLHβmRNA発現は変化し

なかった。GnRHは、　GnRHrの数に強く影響を及ぼす因子であり（Yasin

et　a1．，1995）、6週齢では両DES投与群の視床下部でのGnRH産生が低下

していた可能性があるにも関わらず、GnRHr　mRNAに変化が無いこと、

また15週齢では視床下部のGnRH　mRNAが変化していなかったことか
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ら、GnRHに変化が無いと思われるにも関わらず、　DES　O．5群のGnRHr

mRNA発現が低下していたことから、本研究においてはGnRHrはGnRH

に対して、正常に対応していない可能性が示唆された。またGnRH以外

に性ステロイドホルモン及びアクチビンなどがGnRHr　mRNAに影響を

及ぼすことが報告されていることから（Cheng　et　aL，2003：Limonta　et　aL，

2003）、特に6週齢のDES投与群において、　GnRHr　mRNA発現にGnRH

以外の促進因子が作用し、結果としてGnRHr　mRNA発現を正常レベルに

保っていた可能性も考えられる。またGnRHは下垂体ゴナドトロフの

LH分泌を促進するが（Kiesel　and　Catt，1984）、本研究のGnRH及びGnRHr

mRNA発現量は、　LHβの発現パターンに一致していないことから、

GnRHrが受けた作用がLH合成に連動していない可能性が示唆された。

　ゴナドトロフによるLH合成は、血中テストステロンレベルの変化に

対応した視床下部からGnRH刺激によるLH産生だけでなく、ゴナドト

ロフ自体がテストステロンレベルに反応してLH産生を調節するショー

トループ・フィードバック機序がある。従って本研究の下垂体ゴナドト

ロフが、性ステロイドホルモンの直接的な作用により、変化していた可

能性が考えられ、下垂体におけるAR及びER　mRNA発現を調べ、アン

ドロジェン及びエストロジェンに対する感受性を検討した。その結果、6

週齢の両DES投与群のAR、　ERα及びERβのmRNA発現量がControI

群の発現量と比較して有意に増加していた。一方15週齢ではどのレセプ

ターも変化しなかった。

　精巣を除去すると、GnRHr　mRNA発現は著しく増加するが、その後の

テストステロンを投与すると、GnRH　mRNAレベルが元に戻ることが報

告されている（Kaiser　et　aL，1993：Kakar　et　aL，1994）。またCaballero　et　a1．

（2003）によると、GnRHr数は新生子期に増加し、30－35日にピークに
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なるが、GnRHr　mRNA発現は20－35日頃から急激に低下し、この時期は

ちょうど精巣ステロイドホルモン合成が開始し、血中にテストステロン

が出現し始める時期と重なっていることから（Caballero　et　al．，2003）、

アンドロジェンはGnRHに対し、抑制因子として作用することを提唱し

ている。一方エストロジェンはGnRHrに対して、促進的に作用すること

が多く報告されている（Crowder　and　Nett，1984：Moore　et　aL，1985）。従

って、6週齢において、下垂体のGnRHr　mRNA発現レベルが、低レベルで

あると思われるGnRHレベルとパラレルになっていないのは、両DES投与

群のER発現が増加したことにより、低レベルのGnRHr発現がControlと同

じレベルにまで増強されていた可能性が示唆された。一方15週齢は、

GnRH、　AR及びER　mRNA発現に変化が無いにも関わらず、　DES　O5群の

みGnRHrが減少していたが、今回の結果からはこの減少の理由について

明らかにならなかった。しかし、15週齢におけるDES　O．5群の視床下部一

下垂体一精巣山のフィード・バック反応のうち、下垂体のGnRHrの変化は、

血漿テストステロン濃度の減少と対応していることから、性ステロイド

ホルモンはGnRHrの発現調節機構にあまり影響していない可能性も示唆

される。

　性ステロイドホルモンはLH産生に対しても直接影響を及ぼす。去勢

したラットにGnRHのantagonistを投与してGnRH分泌を増加させると、

LHβmRNA発現は増加するが、さらにテストステロンを投与するとしHβ

は減少する（Pau且et　aL，1990）。また、アンドロジェンによるLHβmRNA

発現の抑制作用はARを介しているが、アンドロジェンからのシグナル

はLHβ遺伝子のAndrogen　Response　elementに直接結合するのではなく、

GnRHからのシグナル伝達に関与するタンパクである、Specificity　Protein

－1を阻害することによって、結果としてLHβmRNA発現を抑制してい

ることが報告されている（Curtin　et　aL，2001）。一方エストロジェンは、
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GnRHr発現を促進することによって、　GnRHの作用を増幅させしHβ

mRNA発現を促進するという報告と、エストロジェンはGnRHがGnRHr

に結合することで起こるcAMP　Response　element　binding　Proteinリン酸化

を阻害し、シグナル伝達を止めることによってLHβmRNA発現を抑制

するという報告がある（Colin　et　aL，1996：Kawakami　et　aL，1999）。6週

齢のAR及びER　mRNA発現の増加は、血漿テストステロン濃度に対応

していないことから、DES投与群の下垂体は、血中性ステロイドホルモ

ンの変化に対応出来ていない可能性が示唆された。AR及びERの増加の

原因は確定出来なかったが、本研究において3週齢の両DES投与群の血

漿LH濃度が有意に増加し、6及び15週齢では変化してなかった。この

ことから、3週齢の血中テストステロンレベルが低下していたことが推

測され、6週齢におけるAR　mRNA発現の増加は3週齢における血漿テ

ストステロン濃度低下によるup－regulationが起きた結果である可能性

が考えられた。一方ER　mRNA発現が増加したことは、胎生期のDES投

与により、下垂体は高濃度のエストロジェンに曝露された為、胎子下垂

体内の高レベルエストロジェン濃度に対応した変化であるERが慢性的

にup－regulationされた為である可能性も無視出来ない。しかしDES投

与によって引き起こされたステロイドホルモン・レセプターが視床下部一

下垂体一精巣山にどのよう作用を及ぼすかについては不明であった。。

　ゴナドトロフにおけるLH産生にはCa2＋が強く関与している。LHが合

成される際、幾つかのシグナル伝達経路が関与していると考えられてい

るが、主な経路は下記の様である（Brown　and　McNeilly，1999：Lozach　et

aL，1998）。　GnRHrはGProtein型レセプターであり、GnRHが結合するこ

とによって、GProteinのサブユニットが外れ、　Phospholipase　Cが活性化

し、Diacylglycero1及びinositol。1，4，5－triphosphateが活性化する。これ
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らのセカンド・メッセンジャーはProtein　Kinase　Cの活性化、細胞内の

Ca2＋の増加を引き起こす。さらにこのCa2＋の増加により、K＋channelが開

口し、細胞膜が過分極する。この過分極によってCa2＋channeiが開き、

細胞外からCa2＋が流入する。ゴナドトロフ内で上昇したCa2＋はcalmodulin

と結合し、NOSを活性化する。活性化されたNOSによって産生された

NOは、その後guanylate　cyciaseを活性化してcGMPが産生されることに

よって、Protein　Kinase　Gが機能し、最終的にLHβmRNA発現を促進す

る（Tobin　and　Canny，1996）。Ca2＋上昇以降に機能するNOSは3つのisoform

が存在するが、Ca2＋一calmodulin複合体に感受性を示すNOSはnNOS及

びeNOSである（Brown　and　McNeiHy，1999）。雄ラットを去勢すると、血

中テストステロン濃度は著しく低下すると同時に、下垂体のNOS発現量

が増加することが報告されている（Tsumori　et　aL，2002）。一方、　nNOS

はCa2＋及びCalmodhnに感受性を持ち、シグナル伝達に関与しているに

も関わらず、LHβmRNA発現に対し抑制的に作用するという報告も存在

し、LHβに対するNOSの作用は不明な点が残されている（⑭Lozach　et　aL，

1998）。そこで下垂体においてnNOS及びeNOS　mRNA発現を調べた。6

遍齢においてDES　O．5群のnNOS　mRNA発現量がControl群の発現量と

比較して有意に増加した。15週齢のDES　1．5群のnNOS　mRNA発現量が

Contro1群及びDES　O．5群と比較して有意に増加した。また15週齢の両

DES投与群のeNOS　mRNA発現量がContro1群と比較して有意に減少し

た。本研究において、血漿テストステロン濃度が減少していない6週齢

のDES　O．5群及び15週齢のDES　1．5群のnNOS発現は増加し、逆にテス

トステロン濃度が減少した群のnNOS発現は変化していなかった。6週

齢の結果に着目すると、DES投与群のゴナドトロフのシグナル伝達は

nNOSの増加により、GnRH－GnRHrからのシグナルの増加が確認された

が、15週齢においては見られなかった。従って、低レベルのGnRH一
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GnRHrによるシグナル伝達は、その途中過程を担っているNOS発現が

変化していることから、結果として下垂体ゴナドトロフ内のシグナル伝

達機構がイレギュラーな状態であると考えられた。

　以上の結果から、胎生期にDES曝露すると、GnRHによって誘起さ

れた下垂体内のシグナル伝達は、正常に機能していない可能性が示唆さ

れた。また性ステロイドホルモンに対する感受性も変化していることか

ら、DES投与群の下垂体は血中の性ステロイドホルモン濃度の変化にも

対応出来ていない可能性が示唆された。さらにGnR且・GnRHrによる

シグナル伝達も変化していた可能性が示唆された。従って胎生期のDES

曝露は、下垂体の機能分化が正常に進行せず、正常なフィードバック機

構を成立させないことが示唆された。
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小面

　第1章の結果から、DES曝露がフィードバック機構における視

床下部の反応を変化させた可能性が示唆された。フィードバック

機構の視床下部に続く組織である下垂体は、ゴナドトロフが視床

下部由来のGnRHに反応して、　LHもしくはFSHを合成する。そ

こで第2章では、精巣のステロイドホルモン合成を直接コントロ

ールしている下垂体が、DES曝露によってどのように変化するか

検討した。

　DESの投与方法は第1章と同様である。6及び15週齢におい

て雄産子を剖検し、下垂体を採取した。下垂体における、各種ホ

ルモン合成および調節因子のmRNA発現量を半定量的RT－PCR法

を用いて測定した。

　6週齢において、DES　1．5群のLHβ、　AR、　ERα及びERβ、　DES

O．5群のAR、　ERα、　ERβ及びnNOSのmRNA発現が変化した。

　15週齢においてDES　l5群のnNOS及びeNOS、　DES　O．5群の

GnRHr及びeNOSのmRNA発現が変化した。

　以上の結果から、胎生期のDES曝露は、下垂体のゴナドトロ

フにおいて、GnRH－GnRHrによるシグナルが正常に伝達しないた

めに、血漿テストステロン濃度の減少に対する正常なフィードバ

ック反応が起こらず、この変化はNOを介したシグナル伝達の変

化及び性ステロイドホルモンに対する感受性の変化に起因して
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いる可能性が示唆された。



第3章

胎生期のDES投与が胎子の精巣に及ぼす影響

　精巣ライディッヒ細胞におけるステロイドホルモン合成は、下垂体か

ら分泌されるLH刺激によりコレステロールを基質に様々なタンパク及

び酵素が作用して合成される。ラット精巣において、ステロイドホルモ

ンを合成するライディッヒ細胞は、14．5dpcに分化することが報告され

ており（Lejeune　et　aL，1998）、またコレステロールを輸送するタンパク

であるStAR及びステロイドホルモン合成に関与する酵素である3β一HSD

及びは、ほぼ同時期の14．O　dpcにタンパクが存在することがWestern　blot

を用いた研究によって報告されている（Mikkil　et　a1．，2006）。従って精巣

のステロイドホルモン合成を調節している上位中枢が分化する前に、既

に精巣ライディッヒ細胞はステロイドホルモン合成能を持っている

（Habert　and　Pikon，藍984）。精巣におけるテストステロン合成は、様々な

エストロジェンによって抑制されることが知られている（Haavisto　et　aL，

2003）。中でもDESによるステロイドホルモン合成への影響はこれまで

に多く調べられており、DESの影響がERを介していること（Sempere　et

aL，2000）、ステロイドホルモン合成過程に関与する酵素を選択的に阻害

すること（Guyot　et　aL，2004：Cederroth　et　aL，2007：Mikkil　et　aL，2006）、

またステロイドホルモン・レセプターの発現を変化させること

（McKinnell　et　aL，2001：Goyalet　al．，2003）が明らかになっている。

　胎生期において雄ラットは、その雄性化の為に、18．5日頃にテストス

テロンサージによって血中テストステロンレベルがピークとなり、出生

後、2－3日齢に1度上昇するが徐々に低下する。その後、思春期前にな
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ると、二次性徴の為のサージが起こるまで、低レベルになっている。精

巣においてテストステロンを合成するライディッヒ細胞は、問葉細胞由

来の胎子型ライディッヒ細胞（FLC）と血管周皮細胞由来の成体型ライ

ディッヒ細胞（ALC）の2種類が存在する。　FLC及びALCは、共にステ

ロイドホルモン合成能を持ち、FLCは妊娠185日頃に起こるテストステ

ロンサージ、ALCは思春期前に起こるサージの際に盛んにテストステロ

ン合成を行っている。しかし、FLCはALCと性質が異なり、ALCはLH

存在下でホルモン合成が盛んに行われるのに対し、FLCのステロイドホ

ルモン合成にLHが関与しないと報告されており、胎子の精巣における

ステロイド合成と思春期以降の精巣におけるステロイドホルモン合成は

性質が異なることが考えられる（Gehanl　et　aL，1998：Zhang　et　al　2004）。

　本研究では、胎生期のDES曝露が産子が思春期及び成熟期を迎えた時、

血漿テストステロン濃度を減少させること、精巣におけるステロイドホ

ルモン合成に関連した因子及びステロイドホルモンレセプターのmRNA

発現量を変化させること、精子形成や妊孕能は正常であることを解明し、

DES曝露が雄産子の思春期及び成熟期の精巣に及ぼす影響を明らかにし

ている。胎生；期の精巣に存在するライディッヒ細胞には既にEstrogen

Receptorが発現しており、またセルトリ細胞にはアンドロジェンをエス

トロジェンへと変換するAromataseも存在していて、精巣内のエストロ

ジェン環境がライディッヒ細胞の発達に関与していることが報告されて

いる（W川iams　et　aL，2001：Fisher　et　aL，1997）。従って本研究において投

与されたDESは、王子精巣のライディッヒ細胞のERに結合して：ステロ

イドホルモン合成能に大きな影響を及ぼしている可能性が考えられる。

　そこで、第3章では胎生期のDES曝露が胎子の精巣に及ぼす影響につ

いて、主にステロイドホルモン合成に関わる因子のmRNA発現を比較す
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ることによって検討した。



材料及び方法

1．使用動物

　第一章に準ずる。

2．投与方法

　DES（Sigma　Chemical　Co．，　USA）は投与量が1．5あるいは0．5μg！kg

！dayとなるようにCorn　oil（Tocophero1　Stripped　Corn　Oi1；ICN

Biomedical　Inc．，　USA）に溶解し、妊娠7日から20日目に頚部皮下に連

日単回投与した（DES　1．5群及びDES　O．5群と称する）。またContrd群

はCorn　oi1のみを投与した。

3．剖検

　剖検は妊娠20日目に行った。剖検時に母体を断頭・放血後、帝王切開

して子宮内の爪子を採取した。取り出した雄の胎子は体重測定後、精巣

を採取した。採取した精巣はRNA抽出用に一80℃に保存した。

4．RNAの抽出

　凍結した精巣はISOGBN（ニッポンジーン）を1。O　m1加えて抽出した

後、クロロホルム（0．2m且）を加えて15秒撹拝、室温に2－3分放置し、

遠心分離した（12K×g，15min．，4℃）。上清を採取し、再度同条件にて

遠心を行い（12K×9，15min．，4℃）、得られた上清にイソプロパノール

（0．8mi）及びEthachinmate（ニッポンジーン）を加え撹搾後、4℃下

で一晩静置した。翌日、遠心分離後（12K×9．，10min．，4QC）、上清を

除去し、その沈殿に70％エタノール（1．Om1）を加え、遠心分離した

（75K×g．，5min．，4℃）。その後の手順及びRNA濃度の測定方法は第
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一章と同様である。

5．半定量的　RT．PCR

　逆転写反応にはanti－sense　Primer法を用い、以下のPrimerを作成し

て、PCRを行った：Steroidogenic　Acute　Regulatory　protein（StAR）、p450

side　chain　cleavage（P450scc）、3β一Hydroxysteroid　Dehydrogenase（3β一HSD）、

17α一Hydroxylase＋C17－20　Lyase（P450且7α）、5α一Reductase　1、Aromatase、

Anti－Mllerian　Hormone（AMH）、　Androgen　Receptor　（AR）、　Estrogen

Receptorα（ERβ）、　Luteinizing　Hormone　Receptor（LHR）、　Estrogen

Sulfotransferase（EST）及びβ一actin。反応試薬、　PCRの手順、バン

ドの検出及び解析法は第一章と同様である。
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結果

1．ステロイドホルモン合成系酵素（StAR、　P450scc、3β一HSI）、

P45017α、5α・Reductase　l、　Aromatase：Tables　8　a－c，　Figs．9a｝・c）

　DES　O5群のP450scc　mRNA発現量がControl群の発現量と比較して

有意に減少した。両DES投与群の5α一Reductase　l　mRNA発現量が

Contro1群の発現量と比較して有意に増加した。　DES投与群のStAR、3β一

HSD、　P45017α及びAromataseのmRNA発現量はControl群の発現量と

比較して有意に変化していなかった。

2．各種因子（AMH、　EST：Table　9，　Fig．10）

　DES投与群のAMH及びEST　mRNA発現量はContro1群の発現量と

比較して有意に変化していなかった。

3．ホルモン受容体（LHR、　AR、　ERα：Table　lO，　Fig．11）

　DES　I．5群のLHR　mRNA発現量がControl群の発現量と比較して有

意に増加した。DES投与群のAR及びERαmRNA発現量はControl群と

比較して有意に変化していなかった。
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T註b豊e8a． mRNA璽evels　of　steroidogenic　enzymes

rOU StAR P450　scc

Control

DES　O．5

DES　l．5

35．7　±4．1

31．2　±6．7

42．3　±　9．0

【5】

［5】

［5】

84．8　±6．8　　［5】

64．9　±4．0　　［5］＊

70．8　±4．3　　［5】

Tab且e　8　b． mRNA璽evels　of　steroidogenic　enzymes　in　the　fet田testis．

rOU 3β一HSD P45017α

Control

DES　O．5

DES　15

67．3　±　8．9

72．7　±6．6

80．9　±9．0

［5】

【5】

［5】

24．4　±4．5　　【5］

21．6　±6．6　　【5】

33．6　±6．7　　【5】

T註b且e8c． mRNA　leve且s　of　stemidogenic　enzymes　in　tbe　fbta畳testis．

rOU 5α一Reductase　l Aromatase

Control

DES　O．5

DES　1．5

42．4　±2．8

57．3　±3．9

63．2　±6．3

［4】

［51＊

［5］＊

16．4　±3．0　　［4］

16．8　±3．0　　［5］

20．0　±　3。2　　［5】

＊：Contm1群と比較して有意差あり（P＜0．05）

口：測定個体数
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考察

　胎毒精巣におけるステロイドホルモン合成は、ラットでは胎齢14．5日

から開始され、155日に初めて血中にテストステロンが分泌される

（Habert　and　Picon，1984）。胎生期のステロイドホルモン合成を行う、胎

子型ライディッヒ細胞は、出生直前まで増殖し、出生後に徐々に減少す

る（Delb6s　et　aL，2007）。この時期の心急型ライディッヒ細胞はERを発

現しており、胎子期及び新生子期のエストロジェン曝露がアンドロジェ

ン合成を抑制することが報告されている（Sempere　et　aL，2000：Morris　et

a1．，1986）。本研究の第3章では合成女性ホルモンであるDESを妊娠7－

20日まで投与していることから、胎子型ライディッヒ細胞のステロイド

ホルモン合成にDESが直接作用し、何らかの変化を及ぼしている可能性

が考えられ、この点について検討した。

　精巣における、ステロイドホルモン合成は、まずステロイドホルモン

の基質となるCholesterolが、　StARによってミトコンドリアへと輸送さ

れ、P450sccによってPregnenoroneへと変換される。その後Pregnenorone

は滑面小胞体に移動し、様々な酵素が作用することによって、テストス

テロンが合成される（Marsh，1976）。妊娠11．5日と15．5日に高用量の

DES（100あるいは500μg／kg）を母体に投与すると、父子精巣ステロイドホ

ルモン合成系酵素の17α一Hydroxylaseを選択的に阻害することによって、

ホルモン合成を抑制することが知られている（Majdic　et　aL，1996）。この

実験と本研究の実験デザイン（投与量及び投与期間）が異なることもあ

り、本研究ではP45017αmRNA発現は変化しなかった。代わって、ホ

ルモン合成過程において律速段階を担うP450　sccの発現がDES　O．5群に

おいて減少したが、ここで得られたデータからその原因を探求すること

は困難であると思われる。
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　高用量の外因性エストロジェンは亡子ライディッヒ細胞の機能を変化

させることが証明されている。例えば分離したラット胎子ライディツヒ

細胞を培養する際にエストロジェンをテストステロン産生が阻害され

（Tsai－Moriset　aL，1986）、145日のラット胎子精巣を器官培養する際にエ

ストロジェンを添加すると、ライディッヒ細胞の数と分化する機能を減

少させる（Lassurguere　et　al．，2003）。また、高用量の外因性エストロジェン

を妊娠した謁歯類に投与すると、迷子ライディッヒ細胞の分化に作用す

るという報告がある（Perez－Martinez　et　al．，1996：Majdic　et　aL，1996）。これ

ら胎子精巣へのエストロジェンの作用はERαを介している（Delbes　et　aL，

2005）。本研究では、DES曝露により高レベルのエストロジェンに曝され

ているにも関わらず、胎子精巣のERαmRNA、加えてAR　mRNAの発現

は変化していないことから、呼子精巣におけるエストロジェン及びアン

ドロジェンに対する感受性、言い換えればホルモン受容体の量は変化し

ていない可能性が示唆された。

　両DES投与群の5α一Reductase　mRNAがControl群のmRNA発現量と比

較して有意に増加した。それ以外の因子は変化しなかった。血中テスト

ステロンレベルが低下した時、テストステロンはより強いアンドロジェ

ン活性を持つDHTへと変換され、不足するアンドロジェン作用を補う

ことが報告されている（Pratis　et　aL，2003）。本研究において、両DES投

与群の5α．Reductase　mRNA発現が増加していることから、DES投与群に

おいて、血中テストステロンレベルが低下していた可能性が示唆された。

　本実験と同じ実験デザインの生後3週において、両DBS投与の血漿

LH濃度はControl群のホルモン濃度に比べて有意に減少していた事から、

生後3週の血漿テストステロン濃度は減少しており、さらに下垂体は低
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レベルのテストステロンに正常に反応している事が示唆されている

（Yamamoto　et　aL，2005）。また、本章で梅子精巣においてDES　1．5群のLHR

mRNA発現がContro1群のmRNA発現と比較して有意に増加しおり、

DESO1．5群のLHRは統計学的に有意差は無いものの、増加傾向にあった。

前述したように、5α一ReductaselmRNAの変化から、血漿テストステロン

の減少が示唆され、LHR　mRNAの増加をあわせて考慮すると、胎齢下垂

体は、投与されたDESの影響を受けてはおらず、低レベルのテストステ

ロンに正常に反応してLH分泌量を増加させた可能性が示唆された。ま

たLHRが増加しているにもかかわらず、ステロイド合成系のStAR及び

ステロイド合成系の酵素群のmRNAがほとんど変化していなかった事

から、DES投与により、LHRからのシグナル伝達に何らかの障害が引き

起こされた可能性も考えられる（Fig．12）。

　一方、DESO．5群のLHRは増加傾向にあるものの、有意に変化してい

なかった。AR及びBRαmRNA発現はどちらも変化していなかった。LHR

mRNA発現量の結果から、　DES　O．5群は下垂体LH刺激によるシグナル

伝達が低レベルであった為、DES　O．5群のP450　scc　mNRA発現が低下し

ていた可能性が示唆された。精巣において郎子型ライディッヒ細胞が多

く存在する新生子期にエストラジオールを投与するとAR及びERの発

現が抑制されることが報告されている（Sempere　et　aL，2000）。エストラ

ジオールに似た作用を持つDESもまた、新生子期の投与がAR及びER

の発現を抑制し、アンドロジェンもしくはエストロジェンに対する感受

性を変化させる（Wimams　et　aL，2001）。しかし、異常なホルモン環境に

AR及びER　aが対応していない原因は、分からなかった。

本研究のDES投与によって、胎子精巣内はエストロジェンレベルが高
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くなっていることが推察される。しかし、予想に反して精巣のエストロ

ジェン合成に関与するAromatase及びエストロジェンの感受性に関与す

るERαは変化していないことから、精巣内のエストロジェン合成及び作

用に関与する因子が変化していた可能性が考えられた。胎子の精巣にお

いて、主にセルトリ細胞に局在し、ライディッヒ細胞によって合成され

たテストステロンがセルトリ細胞によってエストラジオールへと転換さ

れる（ODonneH　et　aL，2001）。ミューラ曲管を退縮させる作用で知られ

ているAMHもAromataseと同様にセルトリ細胞に局在し、　Aromataseの作

用を阻害することによってエストロジェン合成の抑制因子として機能し

ている（Fabre　et　aL，1998）。また精巣において、ライディッヒ細胞に局

在しているESTはEstrogenを不活化してERへの結合を阻害する作用を持

つ（Tong　et　a1．，2004）。従って、高訓ストロジェン環境下にあっても、精

巣のAromatase及びERαが変化しなかった原因が、　AMH発現の変化もし

くはESTの変化によるものである可能性が考えられた。そこでこれらの

因子のmRNA発現を検討したところ、両因子とも変化していなかった。’

Songら（1997）は胎子精巣にはESTは、存在しないと報告している（Song

et　aL，1997）。また胎生期の精巣Aromataseは成体のそれとは異なり活性が

弱いとの報告もある。従って、本実験において、DES曝露により変化し

たと考えられる、エストロジェン環境に二子精巣は反応していない可能

性があり、そのためテストステロン合成がDESによって阻害を受けたと

も考えられる。
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小括

　これまでの実験から、胎生期のDES曝露は思春期以降の視床

下部一下垂体一精馬込の全体に影響を及ぼしている可能性が示唆

された。本研究におけるDES曝露は、器官形成期から出生まで

の長期間にわたっている。この時期は、精巣が機能分化し、ステ

ロイドホルモン合成が開始される時期に相当し、胎子はDESと

いう過剰なエストロジェンに曝露されていることになる。そのた

めDESはまず精巣機能に大きな影響を及ぼしている可能性が考

えられた。そこで第3章では、DES曝露が駅子の精巣に及ぼす影

響を検討した。

　妊娠SDラットを用い、妊娠7日から20日目の期間、　DESを

皮下に連日単回投与した。投与量は第1章及び第2章と同様であ

る。胎齢20日に帝王切開によって取り出した雄胎子を剖検し、

精巣を採取した。精巣における各種ホルモン合成および調節因子

のmRNA発現量を、半定量的RT－PCR法を用いて測定した。

　両DES投与群の5α一Reductase　lのmRNA発現量がControl群と

比較して有意に増加した。DES　l．5群のLHRのmRNA発現量が

Control群の発現量と比較して有意に増加した。DES　O．5群のP450

sccのmRNA発現量がContro1群と比較して有意に減少した。

　以上の結果から、5α．Reductase　1発現が増加していたのは、外

生殖器の正常な雄性化を進行するために、よりホルモン活性の高

いDehydrotestosteroneへの変換が促進されたことを意味し・DES
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曝露が胎子の精巣テストステロン合成能を低下させた可能性が

示唆された。
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第4章

胎生期のDES曝露がライディッヒ細胞分化に
　　　　　　　　　　　及ぼす影響

　精巣のステロイドホルモン合成は精巣の間質に局在するライディッヒ

細胞によって行われる。ライディッヒ細胞は、細胞内に含まれる細胞内

小器官の違いから、孫子型ライディッヒ細胞と成体型ライディッヒ細胞

に分類される（Lording　and　Kretser，1972）。七子型ライディッヒ細胞は、

受精後14－15日において分化を開始し、出生前まで増殖を繰り返す

（Lejeune　et　aL，1998）。一方、成体型ライディッヒ細胞は生後10日から

分化し始める（Handagama　et　a1．，1998）。出生後、胎向型ライディッヒ細

胞は細胞死が増加し分化が停止することにより、精巣における総ライデ

ィッヒ細胞の体積は減少する（Kuopio　et　aL，1989）。同時期において成体

型ライディッヒ細胞は様々なホルモン作用により、分化・増殖が促進さ

れるため、逆子型ライディッヒ細胞の減少と成体型ライディッヒ細胞の

増加がほぼ同時に行われることが報告されている（Chamindrani　et　al．，

2001）。器官培養を用いた実験系において、受精後13．5－14．5日の精巣

に、エストラジオールもしくはDESを曝露させた時、精巣における曲面

型ライディッヒ細胞数及びテストステロン産生が抑制されることから、

胎子型ライディッヒ細胞の分化・増殖においてエストロジェンが抑制因

子であることが報告されている（Delb6s　et　al．，2006）。一方、マウスを用

いた’ηv’voの実験系では、妊娠9及び10日に150μ91kgのDES曝露がラ

イディッヒ細胞の分化を促進しており、胎子型ライディッヒ細胞の分

化・増殖に対して促進因子として作用している（Perez－Martinez　et　aL，

1996）。これらの実験系は共に、本研究と比較して高用量のDESを用い
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ているが、胎生期のDES曝露が隠子型ライディッヒ細胞の分化・増殖に

対して、促進あるいは抑制の両方向に作用する可能性を持っていること

は間違いない。一方、エストロジェンは成体型ライディッヒ細胞におい

ては、分化・増殖の促進因子であり、ライディッヒ細胞が障害を受けた

際に、精巣はエストロジェン合成を促進し、成体型ライディッヒ細胞の

分化及び増殖を促進することが報告されている（Handagama　et　aL，2001）。

第3章において、胎子精巣において血漿テストステロン濃度が減少した

可能性が示唆されたが、その減少の原因となるような直接的な変化はデ

ータとして得られなかった。また、以前に行った研究から、3週齢の血

漿テストステロン濃度が減少した可能性が示唆されたが、同様に精巣の

ステロイドホルモン合成系に原因となるような明瞭な変化が見られなか

った。従って、予測された血漿テストステロンの減少が、ライディッヒ

細胞のステロイドホルモン合成能ではなく細胞数に関連している可能性

も考えられる。成体型ライディッヒ細胞及び台子型ライディッヒ細胞は、

共にテストステロン合成能を持つため、ステロイドホルモン合成の律速

段階を担っているP450　sccは、ライディッヒ細胞の共通のマーカーとし

て知られている（Ariyaratne　et　aL，2000）。また成体型ライディッヒ細胞

は、主に精巣間質の血管壁を取り囲む面皮細胞から分化しており、ライ

ディッヒ細胞へと分化する周皮細胞は、Nestinを発現することが報告さ

れている（Davidoff　et　aL，2004）。また馬子型ライディッヒ細胞は

Platelet－Derived　Growth　Factor　Receptorαを特異的に発現することから、

孟子型ライディッヒ細胞のマーカーとして知られている（Ge　et　aL，2006）。

そこで、本章では、これらの因子を成体型ライディッヒ細胞及び胎子型

ライディッヒ細胞のマーカーとし、免疫組織化学的に胎生期のDES曝露

がライディッヒ細胞の分化に及ぼす影響を検討した。
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材料及び方法

1．実験動物

　第一章に準ずる。

2．投与方法

　第一章に準ずる。

3．剖検

　剖検は生後1及び3週齢に行った。剖検時に雄の体重を測定後、精巣

を採取した。採取した精巣は片方を組織学的解析用にプアン液にて固定

した。他方の精巣はRNA抽出用に一80℃に保存した。

4．組織学的解析

　プアン固定した精巣は、エタノール系列を用いて脱水後、定法に従っ

てパラフィン樹脂に包埋した。包埋した組織は回転式ミクロトームを用

いて4μmの連続切片を作成した。　1週齢の精巣組織切片は、抗P450

scc血清（AB1294；Chemicon　lnternationa1，USA）を一次抗体、ウサギ

ビオチン標識IgG（フナコシ）を二次抗体として切片上の抗原を標識し、

ABC法を用いて3，3L　Diaminobendizine　tetrachloride　（同仁化学研究所）

により抗原を可視化した。対比染色にはヘマトキシリンを用いた。

　3週齢の精巣組織切片は抗α一smooth　muscle　actin（α一SMA）血清一抗

Nestin血清及び抗P450　scc血清一抗Platelet－derived　Growth　Factor

Receptorα（PDGFRα）血清を用いて二重染色した。まず抗Nestin血清

（ab6142；abcam，　UK）を一次抗体とし、ヒストファイン・シンプルス

テインラットMAX．PO（MULTI）（ニチレイバイオサイエンス）を用
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いて切片上の抗原を標識し、3，3L　Diaminobendizine　tetrachlorideにより

抗原を可視化した。発色後、反応液を洗い流し、次いで抗a．smooth　muscle

actin血清（MABI420；R＆D　Systems，　USA）を一次抗体、マウスビオ

チン標識IgG（フナコシ）を二次抗体として切片上の抗原を標識し、さ

らにPhosphatase－labe畳ed　Streptavidin（KPL，　USA）を用いて抗原を

Alkaline　Phosphataseを標識し、4－Nitro　blue　tetrazolium　chloride（Roche，

USA）を用いて抗原を可視化した。

5．胎子型ライディッヒの細胞の体積

　免疫染色した1週齢の組織切片は、20枚毎にデジタルカメラ

（DP50－W98D；OLYMPUS　OPTICAL）を用いて組織写真を撮影後、画

像解析ソフトLumina　Vision（三谷商事）を用いて切片上における

P450sccの陽性細胞の面積を計測した。その後、得られた値から精巣全

体におけるライディッヒ細胞の体積を求め、その割合を算出した：精巣

全体におけるライディッヒ細胞の総体積（mm3）＝陽性細胞の面積の

合計（mm2）×100　mm（計測した切片間の距離）。

6．成体型ライディッヒ細胞前駆細胞の観察

　抗α一SMA血清一抗Nestin血清を用いて免疫染色した3週齢の組織切

片は、光学顕微鏡下でNestin陽性細胞の発現強度を観察し、陽性細胞

が局在している精巣間質の血管数を計測した。

7．成体型ライディッヒ細胞及び砂子型ライディッヒの

　分布及び出現頻度

　抗P450　scc血清．抗PDGFRα血清を用いて免疫染色した3週齢の組

織切片を用いて、精巣におけるP450　sccのみ陽性の成体型ライディッヒ
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細胞とP450　scc及びPDGFRα陽性の胎子型ライディッヒ細胞の分布及

び各細胞の出現頻度を観察した。

8．RNAの抽出

第3章に準ずる。

9．半定量的RT．PCR

　逆転写反応にはanti－sense　Primer法を用い、以下のPrimerを作成し

て、PCRを行った：Nestin及びβ一actin。反応試薬、　PCRの手順、バ

ンドの検出及び解析法は第一章と同様である。
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生後1週齢における精巣組織の観察（Fig．13－15、　Table　11）

1．組織学的観察

　抗P450scc血清を使って免疫染色した1週齢の精巣組織切片を用い

て、各群の形態学的な観察を行った精巣間質には血管及び陽性反応を持

つライディッヒ細胞が観察された。1週齢のDBS投与群のライディッヒ

細胞はContro1群の細胞と比較して顕著な違いは見られず、また3群全

てにおいて正常な精巣組織像が観察された。

2．胎子型ライディッヒ細胞の体積

　同切片を用いて免疫組織化学的検討を行ったところ、その発現は精細

管間質のライディッヒ細胞塊の細胞質にのみ強い陽性反応が観察された。

ライディッヒ細胞は、球状から楕円状の形態を示しており、大型で細胞

質が良く発達していることから胎子型ライディッヒ細胞であると考えら

れた。またライディッヒ細胞が間質に単独で局在していることは少なく、．

ほとんどが大きな細胞塊として精細管間質に局在していた。

　P450scc陽性の細胞を画像解析ソフトを用いて検出し、ライディッヒ

細胞の総体積を調べたところ、DES投与群の1週齢の精巣における胎子

型ライディッ比細胞の総体積は変化していなかった。

生後3週齢における精巣組織の観察（Fig．16－20、　Table　12）

1．組織学的検討

　精細管の間質には1週齢の精巣と比較して、精巣間質領域にはP450　scc

陽性のライディッヒ細胞が多数観察され、またα一SMA陽性の血管が多

数観察された。また胎子型ライディッヒ細胞は、1週齢では間質に大き
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な細胞塊として観察されていたのに対し、3週齢では細胞塊を形成して

おらず、名子型ライディッヒ細胞が単独で局在していた。またDES投与

群の精巣の形態はControl群と比べ顕著な違いはなく、3群全てにおい

て正常な精巣組織像が観察された。

2．成体型ライディッヒ細胞の分化

　抗Nestin血清及び抗α一SMA血清を用いて、免疫組織化学的に検討

を行った。α一SMAは精細管間質の血管平滑筋に強く発現していた。ま

た精細管周囲の筋様細胞にも弱く発現していた。一方Nestin陽性反応

は精細管間質の血管周囲に局在する扁平な周皮細胞に強く発現していた。

光学顕微鏡下の観察では、DES投与群のα一SMA及びNestinの発現強

度及び発現箇所は、Control群との間に顕著な相違は見られなかった。

　成体型ライディッヒ細胞の前駆細胞の割合を見る為、血管壁を構成す

る周皮細胞にNestinが発現している血管の数を計測し、その血管数を比

較した。その結果、DES投与群とContro1群との間に有意な変化は見ら

れなかった。

3．成体型ライディッヒ細胞及び胎子型ライディッヒ細胞の発現

　抗P450　scc血清及び抗PDGFRα血清を用いて、免疫組織化学的に検

討を行った。鮎子型ライディッヒ細胞において、PDGFRα及びP450　scc

陽性の穎粒は、細胞質に混在して観察された。一方、成体型ライディッ

ヒ細胞はP450　scc陽性の穎粒のみが細胞質に観察された。多くは球状を

していたが、一部は細長い形態をしていた。。

　DES投与群のP450scc及びPDGFRαの発現強度及び発現箇所は、

Control群と比較して、顕著な違いは観察されなかった。またControl群

及びDES　l．5群の精巣全体における、成体型ライディッヒ細胞及び胎子
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型ライデイッヒ細胞の出現頻度は同程度だった。しかしDESO5群の精

巣組織において成体型ライディッヒ細胞の出現頻度が高く、胎子型ライ

ディッヒ細胞の出現頻度が低下していた。

4．分子生物学的検討

　各個体の精巣からRNAを抽出し、　RT－PCRを用いてNestinの

mRNA発現量を半定量的に比較した。　DES投与群とControl群との間

に有意な変化は見られなかった。
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Fig．131週齢の精巣；抗P450　scc免疫染色像（低倍率）

　　　A：Contro置群、　B：0．5群、　C：DES　1．5群

　　　矢印：P450scc陽性細胞塊
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Table 11 The total and relative volume of anti-P450scc positive cells in testis.

group tota1 volume

 (Mm5)

relative volume per testis

       (%)

Control

DES O.5

DES 1.5

L15 ±

O.94 ±

O.79 ±

O.29

O.08

O.09

O.49

O.52

O.45

±

±

±

O.02

O.04

O.02

[5]

[5]

[5]

(mm13.}
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Fig. 15-a total volume

Fig. 15-b Relative volume

l
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Fig．163週齢の精巣；Nestin及びα・SMA（低倍率）

　　A：Control群、　B：1）ES　O．5群、　C：DES　1．5群

　　矢印：Nestin陽性細胞を持つ血管

　　　　　　　　　84



4

／
、

♪

B

、

マ’

㌧’

、
l

l
l

も

j
l竃
幣、 ／

　
鵯
’噛
¢

’

，一　　／

　　　腹、　　　　、

　　　　　　ノ〆曜
　　　　，1

　　　　ず

、

＼
唱気

夕　
　
！

～
－
，
L
【

C

　　　／i
　、ノ1
！¢
．脅

．
繰

亀、
Ψ
。
、

，

ノ

／　轡

一
／

’へ

、

　b
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Table 12 Number of Nestin positive vessel and Nstin mRNA level

group vessels number

(×1o 3 JzNl)wa;l{)

Nestin mRNA

Control

DES O.5

DES 1.5

144.0± 4.5

126.9 ± 14.4

149.1 ± 17.1

47.6 ± 6.1

48.6 ± 3.9

52.9 ± 6.4

[5]

[5]

[5]

Fig. 18 Number of nestin positive vessell
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Fig. 19 Nestin mRNA levels
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Fig．203週齢の精巣；P450scc及びPDGRRa（高倍率）

　　　　A：Control君羊、　B：DES　O．5群、　C：DES　1．5君羊

矢印：胎子型ライデイッヒ細胞　矢頭：成体型ライデイッヒ細胞
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考察

　本章では、胎生期のDES曝露がライディッヒ細胞の分化に及ぼす影響

を、免疫組織化学的手法を用いて検討した。その結果、1週齢の精巣に

おける胎子型ライディッヒ細胞の総体積は変化していなかった。胎生期

において聖子型ライディッヒ細胞の分化の由来についていくつかの説が

あるが、中腎・間質に局在する線維芽細胞が理解型ライディッヒ細胞の

前駆細胞であるという説が最も有力で（Merchant－Larios　et　a1．，1993：

Gautier　et　a1．，1994：Merchant－Larios　and　Moreno－Mendoza，1998）、ラット

では胎齢18－19日に胎子型ライディッヒ細胞の増殖がピークを迎える

（Ziegler　et　aL，1983）。本研究の第3章において、胎生期のDES曝露が

甲子血中のテストステロン濃度を減少させ、またテストステロン減少に

反応した下垂体は、LH分泌を増加させる可能性が示唆された。さらに

出産直前に母体に投与したDESは胎盤を通過し、角子精巣に濃縮される

という報告（M川er　et　aL，1982）から、本実験においてもDES群の精巣

は通常よりも高いエストロジェンに曝されている可能性が示唆される。

団子型ライディッヒ細胞は胎生期に既にLHR、　AR、　ERα及びERβを

発現している（Majdic　et　aL，1996：Majdic　et　aL，1998：Ddbさs　et　aL，2006）。

しかし、LHノックアウト　マウスを用いた実験系（Zhang　et　aL，2004）及

び断頭した青翠を用いた実験系（Migrenne　et　aL，2001）は、　LHは胎子型ラ

イディッヒ細胞の分化・増殖に関係がないこと、その後の機能分化に関

与していることを証明している。ARノックアウト　マウスを用いた実

験系（0’Shaughnessy　et　al，2002）は愚子型ライデイッヒ細胞の増殖には

ARが必須要因であることを証明している。またERαノックアウト及び

ERβノックアウトマウスを用いた実験系から・胎子型ライディッヒ細

胞の分化・増殖はERαでは無くERβの作用を受ける（Migrenne　et　aL，
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2001）ことが報告されているが、結果として甲子型ライディッヒ細胞の

分化・増殖に対するホルモンの作用は不明な点が多い（Haider，2004）。

本研究において胎生期のDES曝露は血中LHレベルの増加、テストステ

ロンレベルの減少及びエストロジェンレベルの増加を誘発したと考えら

れたが、これらのホルモンバランスの異常は、胎子型ライディッヒ細胞

の増殖・分化を変化させる程ではない可能性が示唆された。

　成体型ライディッヒ細胞の分化・増殖はまず前駆細胞がLHR、P450　scc、

3β一HSD及びP45017αのタンパクを発現することから開始する。その後

扁平であった前駆細胞は小型で円形な形態の新生（Newly　Formed）成体

型ライディッヒ細胞、細胞質内に小滴を多数含む未成熟な成体型ライデ

ィッヒ細胞、ステロイドホルモン合成能を有する成体型ライディッヒ細

胞へと順次分化し、テストステロン合成を行うことができるようになる

（Shan　et　aL，1993）。　Nestinはこの前駆細胞のマーカーとして知られてお

り、これらの前駆細胞は主に精巣間質に局在する血管壁の周皮細胞から

分化していると考えられている（Davidoff　et　aL，2004）。そこで、成体型

ライディッヒ細胞の前駆細胞の発現を検討するため、生後3週の精巣を

用いて、Nestin陽性細胞を持つ血管数を計測し、さらにはRT－PCR法に

よりNestin　mRNA発現を調べた。その結果、　DES投与は形態学的にも分

子生物学的にも前駆細胞の数及び機能を変化させていなかった。LHR及

びARは前駆細胞から未成熟な成体型ライディッヒ細胞へと分化する過

程で発現が増加し、ホルモンに対する感受性が増大することが報告され

ている（Shan　et　aL，1995）。さらにLHは新生成体型ライディッヒ細胞以

降の分化過程を促進する（Teeds　et　aL，1989）。著者は本研究に先駆けて、、

同一の実験デザインでのDES曝露は、3週齢のDES　L5群の精巣におけ

るAR及びERαmRNA発現を増加させ、また両DES投与群の血漿LH
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濃度が増加することを明らかにした（投稿中）。またこの血漿LH濃度の

変化から、両DES投与群の血漿テストステロン濃度が低下している可能

性が示唆された。従って増加したLHが、両DES投与群の成体型ライデ

ィッヒ細胞の分化を促進する可能性が存在するものの、テストステロン

は減少していると推論されているので、ARを介してテストステロンが

ライディッヒ細胞の分化を促進することはない。この両者の作用が相殺

される事によって、DESは成体型ライディッヒ細胞の分化の進行具合を

変化させなかったかも知れない。さらに成体型ライディッヒ細胞の前駆

細胞は層累型ライディッヒ細胞の作用によって調節されていることが報

告されている（Haider，2004）ことから、本章において胎子型ライディッ

ヒ細胞の体積を指標とした増殖・分化に変化がなかったことから、DES

投与は成体型ライディッヒ細胞の増殖・分化へも影響を与えないと考え

られる。

　以上の結果から、胎生期のDES曝露は、体積を指標とした丁子型ライ

ディッヒ細胞の増殖と分化を変化させないことが明らかとなった。また

生後3週の精巣には胎子型ライディッヒ細胞、及び種々の分化程度にあ

る成体型ライディッヒ細胞（前駆細胞へ分化する血管周皮細胞からある

未成熟な段階まで）が混在している。DESはこれらの細胞の比率に影響

を与えなかったことから、成体型ライディッヒ細胞の増殖・分化は正常

に進行していることが示唆された。本研究において、胎生期のDES暴露

が生後の血漿テストステロン濃度を減少させる要因として、上位中枢へ

の阻害作用を考慮してきた。最後に本章においてライディッヒ細胞自身

へのDESの影響を検討し、結局DESは精巣ライディッヒ細胞の増殖・

分化へは阻害作用を及ぼさないことを示唆する結果が得られた。エスト

ロジェン作用を有しているPCBを本実験と同じ期間妊娠ラットに投与
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すると、生後3週の精巣におけるライディッヒ細胞の相対的な体積が減

少すると言う報告（Yamamoto　et　aL，2005）もあるので、エストロジェン作

用を有する化合物によって、ライディッヒ細胞の分化へ及ぼす影響は異

なることが明らかとなった。
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小難

　第3章において、DES曝露が胎子精巣のステロイドホルモン合

成能を変化させた可能性が示唆された。精巣でのステロイドホル

モン合成を担うライディッヒ細胞はまず、胎子型ライディッヒ細

胞として胎齢14－15日頃に分化した後、出生前まで増殖を繰り

返し、出生後は徐々に減少する。一方成体型ライディッヒ細胞が

生後3週頃から分化し始め、思春期まで活発に増殖する。そこで

第4章では、DES曝露が、胎子型ライディッヒ細胞及び成体型ラ

イディッヒ細胞の増殖並びに分化に及ぼす影響を検討した。

　DESの投与方法は第1章と同様である。1及び3週越において

雄産子を剖検し、精巣を採取した。精巣の組織切片を作成し、1

週齢の精巣を用いて愚子型ライディッヒ細胞の総体積を測定し、

3週齢の精巣を用いて成体型ライディッヒ細胞前駆細胞の出現頻

度及び胎子型ライディッヒ細胞と成体型ライディッヒ細胞の割

合を観察した。

　DES曝露は、1週齢の精巣における胎子型ライディッヒ細胞の

総体積及び3週齢の精巣における成体型ライディッヒ細胞前駆細

胞の出現頻度に影響を及ぼさなかった。3週齢のDESO．5群の精

巣は、胎子型ライデイッヒ細胞の割合が減少し、成体型ライデイ

ッヒ細胞の割合が増加している傾向が観察された。しかし、過去

に行った研究によって3週齢の両DES投与群の血漿LH濃度は増

加しており、血漿テストステロン濃度は減少している可能性があ

ること、さらにDES　O5群のAR　mRNAに変化が無いことを明ら

92



かにしている。これらの変化と、本章の結果を併せて考察すると、

DESO5群において成体型ライディッヒ細胞への分化が促進され

ているとは考えにくい。従って、胎生期のDES曝露は胎子型ラ

イディッヒ細胞の分化・増殖、及び成体型ライディッヒ細胞への

移行に影響を及ぼしていない可能性が示唆された。
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総括

　Diethylstilbestrol（DES）は英国において開発された合成女性ホルモン

である。DESは主にマウスを用いた研究が盛んとなり、そのメカニズム

が解明されてきたが、それら実験の多くは高濃度のDESを1回から数

回投与する実験デザインであった。

　著者はこれまでに胎生期での長期間低用量DES投与が、雄産子の精

巣機能およびその上位中枢に及ぼす影響について検討し、DESは生後の

血漿テストステロン濃度を減少させること、精巣ステロイドホルモン合

成系酵素のmRNA発現は低レベルのテストステロンに起因するような

変化は無いが、ホルモン合成系でのシグナル伝達が阻害されていること

が示唆された。また精巣内のAR発現が促進されることによって精子形

成及び生殖能力は損なわれないこと、LH濃度の結果から、上位中枢は

テストステロンの低下に対応しておらず、正常なフィードバック機構が

作用していないことを明らかにした。

　そこで本研究は胎生期の低濃度DES投与が視床下部一下垂体一精巣系

のテストステロン調節メカニズムに与える作用を詳細に検討することを

目的とした。

のDES

　　　　魅
が　の　　　の び の ，

」

　　　　　　　　　　　　　圃

　精巣のステロイドホルモン合成は上位中枢の影響を強く受けており、

主に視床下部一下垂体一精巣系として作用している。胎生期のDES曝露は、
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思春期及び成熟期の血漿テストステロンレベルを減少させ、上位中枢が、

低レベルのテストステロンに充分対応していないことを既に明らかにし

ている。そこで、第一章では、思春期及び成熟期における視床下部が、

DES曝露によってどのように変化するか検討した。

　妊娠SDラットを用い、妊娠7日から21日目の期間、　DESを15（DES

l．5群）あるいは0．5こ口／kg（DES　O．5群）で連続皮下投与した。6及び15週

齢において雄産子を剖検し、視床下部を採取した。視床下部における、

各種ホルモン合成および調節因子等のmRNA発現量を半定量的RT－PCR

法を用いて測定した。

　6週齢においてDES　l．5群のGnRH、5α一Reductase　1、　ERβ及び

GFAP（Glial　Fibr川ary　Acidic　Protein）、　DES　O．5群のGnRH及びERβの

mRNA発現が羽化した。

　また15週齢において、DES　l．5群の5α一Reductase　1、Aromatase、ERβ、

TH（Thyrosine　Hydroxyrase）及び晒一〇pioid　Receptor、　DES　O5群の

5α一Reductase　1、　ERβ、　GFAP及びμ一〇pioid　ReceptorのmRNA発現が変

化した。

　血漿テストステロン濃度が低下していたのにもかかわらず、GnRHが

増加しなかったことから、DES投与はフィードバック機構における視床

下部の反応性を変化させていること、星状膠細胞は血漿テストステロン

濃度に対して正常な反応を起こしている可能性が示唆されたにも関わら

ず、ERβ、　TH及びμ一〇pioid　Receptorの結果から、　GnRHが増加しなか

ったのは、ニューロン間のシグナル伝達が変化したことに起因したもの

である可能性が示唆された。
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　　　　　　　　　　　　　闘
　第1章の結果から、DBS曝露がフィードバック機構における視床下部

の反応を変化させた可能性が示唆された。フィードバック機構の視床下

部に続く組織である下垂体は、ゴナドトロフが視床下部由来のGnRHに

反応して、LHもしくはFSH産生及び分泌を促進する。そこで第2章で

は、精巣のステロイドホルモン合成を直接コントロールしている下垂体

が、DES曝露によってどのように変化するか検討した。

　DESの投与方法は第1章と同様である。6及び15週齢において雄産子

を剖検し、下垂体を採取した。下垂体における、各種ホルモン合成およ

び調節因子のmRNA発現量を半定量的RT－PCR法を用いて測定した。

　6週齢において、DES　I．5群のLHβ、　AR、　ERα及びERβ、　DBS　O．5群

のAR、　ERα、　ERβ及びnNOSのmRNA発現が変化した。

　15週齢においてDES　1．5群のnNOS及びeNOS、　DES　O．5群のGnRHr

及びeNOSのmRNA発現が変化した。

　以上の結果から、胎生期のDES曝露は、下垂体のゴナドトロフにおい

て、GnRH－GnRHrによるシグナルが正常に伝達しないために、血漿テス

トステロン濃度の減少に対する正常なフィードバック反応が起こらず、

この変化はNOを介したシグナル伝達の変化及び性ステロイドホルモン

に対する感受性の変化に起因している可能性が示唆された。

生　のDES が　　　の に　ぼ

　これまでの実験から、胎生期のDES曝露は思春期以降の視床下部一下

垂体一精巣系の全体に影響を及ぼしている可能性が示唆された。本研究に

おけるDES曝露は、器官形成期から出生までの長期間にわたっている。

この時期は、精巣が機能分化し、ステロイドホルモン合成が開始される
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時期に相当し、練子はDESという過剰なエストロジェンに曝露されてい

ることになる。そのためDESはまず精巣機能に大きな影響を及ぼしてい

る可能性が考えられた。そこで第3章では、DES曝露が小子の精巣に及

ぼす影響を検討した。

　妊娠SDラットを用い、妊娠7日から20日目の期間、　DESを皮下に連

日単回投与した。投与量は第1章及び第2章と同様である。胎齢20日に

帝王切開によって取り出した雄胎子を剖検し、精巣を採取した。精巣に

おける各種ホルモン合成および調節因子のmRNA発現量を、半定量的

RT－PCR法を用いて測定した。

　両DES群の5α一Reductase　lのmRNA発現量がControl群と比較して有

意に増加した。DES　L5群のLHRのmRNA発現量がControl群の発現量

と比較して有意に増加した。DES　O．5群のP450　sccのmRNA発現量が

Control群と比較して有意に減少した。

　以上の結果から、5α一Reductase　l発現が増加していたのは、外生殖器

の正常な雄性化を進行するために、よりホルモン活性の高い

Dehydrotestosteroneへの変換が促進されたことを意味し、　DES曝露が胎

子の精巣テストステロン合成能を低下させた可能性が示唆された。

生　DES

　　　　鯉
が一　一　“ヒ の こ へ

　　　　　　　　　　　　　幽

　第3章において、DES曝露が胎子精巣のステロイドホルモン合成能を

変化させた可能性が示唆された。精巣でのステロイドホルモン合成を担

うライディッヒ細胞はまず、辛子型ライデイッヒ細胞として胎齢14－15

日頃に分化した後、出生前まで増殖を繰り返し、出生後は徐々に減少す

る。一方成体型ライディッヒ細胞が生後3週頃から分化し始め、思春期
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まで活発に増殖する。そこで第4章では、DES曝露が、胎子型ライディ

ッヒ細胞及び成体型ライディッヒ細胞の増殖並びに分化に及ぼす影響を

検討した。

　DESの投与方法は第1章と同様である。1及び3週齢において雄産子

を剖検し、精巣を採取した。精巣の組織切片を作成し、1週齢の精巣を

用いて胎子型ライディッヒ細胞の総体積を測定し、3週齢の精巣を用い

て成体型ライディッヒ細胞前駆細胞の出現頻度及び胎子型ライディッヒ

細胞と成体型ライディッヒ細胞の割合を観察した。

　DES曝露は、1週齢の精巣における胎子型ライディッヒ細胞の総体積

及び3週齢の精巣における成体型ライディッヒ細胞前駆細胞の出現頻度

に影響を及ぼさなかった。3週齢のDES　O．5群の精巣は、胎子型ライデ

ィッヒ細胞の割合が減少し、成体型ライディッヒ細胞の割合が増加して

いる傾向が観察された。しかし、過去に行った研究によって3週齢の両

DES投与群の血漿LH濃度は増加しており、血漿テストステロン濃度は

減少している可能性があること、さらにDES　O5群のAR　mRNAに変化

が無いことを明らかにしている。これらの変化と、本章の結果を併せて

考察すると、DES　O．5群において成体型ライディッヒ細胞への分化が促

進されているとは考えにくい。従って、胎生期のDES曝露は胎子型ライ

デイッヒ細胞の分化・増殖、及び成体型ライデイッヒ細胞への移行に影

響を及ぼしていない可能性が示唆された。

　以上本研究の結果から、胎生期のDES曝露は（1）視床下部のニューロ

ン間のシグナル伝達を阻害することにより、フィードバック機構におけ

る視床下部の反応性を変化させていること、（2）下垂体のゴナドトロフに

おいて、GnRH－GnRHrによるシグナルが正常に伝達しない為に、血漿

テストステロン濃度減少に対する正常なフィードバック反応が起こらず、
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この変化はNOを介したシグナル伝達の変化に起因していること、（3）胎

子精巣テストステロン合成能を低下させる、（4）生後の胎子型ライディ

ッヒ細胞の発達及び成体型ライデイッヒ細胞への移行には影響を及ぼし

ていないことなどが示唆された。従って、胎生期における低用量DES

曝露は胎子精巣内分泌機能を阻害し、思春期にその上位中枢が変化し、

結果として視床下部一下垂体一精巣系ブイードバック機構を抑制的に変化

させる経時的なメカニズムが明らかとなった。尚、本研究で実施した全

ての実験は、麻布大学動物実験指針（2007年6月20日制定）に基づい

て行った。
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