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Thesis

緒　言 

　エストロゲンは，多様な臓器で様々な機能を有し，
生殖機能においても重要なステロイドホルモンであ
り，女性・男性ともに生殖器官や配偶子の分化，形成
および二次性徴に関与すると考えられている 1)．その
生理作用は，エストロゲンレセプター (ER) を介して
下流応答遺伝子群の転写を制御するgenomicな作用と
ERを介さないnon-genomicな作用が存在する 2)．ヒト

やマウスなど哺乳類のERには，遺伝子配列，タンパ
ク質の構造およびリガンド結合能などが異なるERα 
とERβの2種類があり，転写制御機構，各臓器におけ
る発現パターンの比較からERαおよび ERβで独立の
機能があることが想定される3).
　雌性生殖器である卵巣の主な働きは，エストロゲン
の産生と分泌，ならびに，卵子の形成と成熟である．
その双方に関わる卵胞は，生殖細胞である卵子を体細
胞である顆粒膜細胞と莢膜細胞が取り囲む構造で，自
らの発育とともに卵子を成熟させ，性ステロイドホル
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　女性ホルモンであるエストロゲンは，幅広い生物種で生殖器の形成過程，二次性徴の成長に不可
欠である．その生理機能は，2種類のエストロゲンレセプター (ERαと ERβ) を介し下流応答遺伝子
群の転写を制御することで引き起こされる．ERαおよび ERβは，各臓器での発現パターンの違いや
ノックアウト (KO) マウスにおける卵巣の表現型からも異なる機能を有すると想定されているが，そ
の機能は未だ不明な点が多い．
　本研究では，ほ乳類におけるエストロゲンの卵巣作用に関する機能解析を行うために，受容体ノッ
クアウトマウス ERαKOおよび ERβKOマウスを活用し，特にエストロゲンシグナルと初期卵巣作
用に重点を置き研究を行った．ERαKOマウス卵巣では，未成熟 3週齢卵巣において，顆粒膜細胞の
TUNEL陽性細胞の減少，Caspase -3の発現局在の変化および cyclin D2の発現減少が観察されたが，
生後 6日齢（P6齢）マウス卵巣では cyclin D2の発現や局在に変化がなかった．一方，ERβKOマウ
ス卵巣では，生殖細胞増殖因子 c -kit抗体による免疫染色を指標とした生殖細胞数の変化を検討した
結果，P6齢卵巣において c -kit陽性細胞が有意に増加していた．さらに，P6齢雌マウスにエストロゲン
付加した際の c -kit mRNAの発現を検討した結果，エストロゲン投与 6時間後に，c -kitの mRNA量
が減少していることを確認した．以上の結果から，エストロゲンの初期卵巣作用に関し，ERαは，
KOマウス 3週齢卵巣におけるアポトーシスの抑制と細胞増殖の減少に，直接または間接的に関与し
ていることが示唆された．ERβは，出生前後の時期に原始生殖細胞の増殖を抑制する方向で，生殖
細胞数を制御している可能性が示唆された．
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モンの産生を行うと考えられている 4, 5)．マウスの始原
生殖細胞 (PGC)は，交尾後 7.0日になると体細胞から
分化し，交尾後 11.0から11.5日までに増殖を繰り返し
ながら卵巣原基に移動し，交尾後 13.5日には減数分裂
を開始して卵母細胞となる 6)．生殖細胞を欠く自然発
症の変異マウスの解析により，Steel (Sl) に位置する幹
細胞因子 (SCF)7, 8)，およびWhite Spotting (W )に位置
するSCF受容体 (c -kit)9) がPGCの生存および増殖に必
須であることが示されている10, 11).
　卵胞発育段階と組織構造変化における定義につい
て，以下に説明する．原始卵胞では，卵母細胞が平坦
な一層の上皮細胞で囲まれている．この上皮細胞が立
方化し顆粒膜細胞になると一次卵胞，顆粒膜細胞が数
層になりその外側に基底膜を介して間葉系細胞から分
化した莢膜細胞が形成されると二次卵胞，その顆粒膜
細胞層に卵胞腔が形成されると胞状卵胞，さらに卵丘
が形成されると成熟卵胞となる．原始卵胞から二次卵
胞までは性腺刺激ホルモン非依存的に発育し，胞状卵
胞以降は性腺刺激ホルモン依存的に発育すると考えら
れている．マウスでは交尾後11日 (胎生10日 ) にはER
の転写が確認され12)，ラットでは生後12日以降にエス
トロゲンの産生が増加し始めるため，生後 12日以前
には胞状卵胞が確認されない13) .
　エストロゲンは，古くから細胞増殖に関与している
ことが知られている．ERαを発現するヒト乳腺ガン
細胞株MCF714, 15) ではエストロゲンを添加することに
より細胞増殖が促進する 16)． この細胞においてエス
トロゲンは，ERαを介してcyclin D1の発現を亢進し
細胞周期を進め17)，最近では，ERαの下流応答遺伝子
であるEfpが細胞周期進行の抑制因子である14 -3 -3σ 
を標的とするユビキチンリガーゼとして作用し 18)，乳
ガン細胞の増殖を制御していることが報告されてい
る．生体においても，Efpノックアウト (KO) マウスで，
子宮内膜上皮組織におけるエストロゲンへの応答性お
よび細胞増殖能の低下が示されており 19)，ERαを介
するシグナルがガン細胞株でも生体でも細胞増殖と密
接に関与していることが考えられる．また，細胞増殖
の観点から成長因子とエストロゲン作用に関しては，
生体の子宮上皮組織において，インスリン様成長因子
1 (IGF -1) の発現がエストロゲンにより調節を受ける
ことが報告されている20)．
　一方，エストロゲンとアポトーシスとの関与につい
て，卵巣摘除 E2処理ラットでは，脳下垂体前葉細胞
でのアポトーシスの増加 21)，心筋組織でのアポトーシ
ス関連遺伝子Caspase -3の抑制が報告されている 22)．
また，培養系においても，ラット胎児心筋由来細胞株
H9c2で，エストロゲンがAktを介して酸化ストレスに
誘導されるアポトーシスを抑制することが示唆され
ている 23)．このように，エストロゲンは，アポトーシ
ス増進にも抑制にも関与することが想定されている.

　ERαを介するエストロゲンシグナルと卵巣作用に
関連して，1993年にLubahnらによりERαKOマウス
が作製され，その卵巣には黄体が存在せず，血胞や
嚢胞が存在し不妊であった 24)．さらに解析が進展し
ERαKOマウスは，排卵に障害を持ち 25),　血中のエ
ストロゲン濃度 26)，血中における黄体形成ホルモン 
(LH) 濃度が上昇していることがわかった 27)．加えて，
ERαKO雌マウスにおいて，腹腔内注射による性腺刺
激ホルモン刺激ホルモンアンタゴニストである Antide 
処理を行い，血中のLH 濃度を野生型レベルまで低下
させると，卵巣で確認された血胞や嚢胞が減少するこ
とが示され 27)，その表現型は卵巣よりむしろ視床下部
脳下垂体でのERα欠損に起因するLHの慢性刺激によ
る可能性も示唆されている28).
　ERβを介するエストロゲンシグナルと卵巣作用
に関連して，1998年にKregeらによりERβKOマウ
スが作製され，その卵巣において成熟卵胞数が減少
し，排卵数および産仔数が顕著に減少すると報告され
ている 29)．ERβKOマウス卵巣において確認される成
熟卵胞の減少は，アンドロゲンレセプター (AR) アン
タゴニストであるFultamide処理により部分的に改善
されるため，ERβが卵巣および卵胞におけるARの発
現を制御する可能性が示唆されている30).
　これまでに，哺乳類の卵子および卵巣において
ERαは，卵胞形成，排卵，および黄体形成 25)，他方
ERβは，顆粒膜細胞分化，正常な卵胞形成および性
腺刺激ホルモンへの排卵応答に重要であると報告され
ているが 31)，これらは性周期獲得後の成熟マウスでの
作用である．
　本研究では，未知のエストロゲンシグナルの初期卵
巣作用を検討するため，生後 6日齢 (P6齢 )，3週齢お
よび6週齢のERαおよびERβKOマウスを用い，卵巣
における形態的変化が起きる前，または起き始める時
期にさかのぼり，特に細胞増殖とアポトーシスの観点
から，ERαおよびERβの機能を検討した.

材料と方法

動　物
　遺伝子改変マウスの使用および管理に関しては，遺
伝子組換え生物等の規則による生物多様性の確保に
関する法律の基づき，埼玉医科大学組換えDNA委員
会および実験動物使用に関する指針に従って審査さ
れ，承認を受けて施行した．ERαKO，ERβKOマ
ウス (Taconic，USA) は実験動物施設 津久井講師よ
り供与いただき，C57BL/6Nは日本クレアより購入
し，生後 6日齢 (P6齢 )，3週齢および6週齢で卵巣を
採取した．また，偽妊娠マウスには ICRマウス (日本
クレア) を使用した．P6齢の野生型マウスを得るた
めに体外受精および胚移植を行った．9週齢以上の雌
C57BL/6Nマウスに7.5 IUの妊馬血清性性腺刺激ホル
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モン (PMSG: セロトロピン : 帝国臓器 ) を投与し，48
時間後，7.5 IUのヒト絨毛性性腺刺激ホルモン (hCG: 
ゴナトロピン : 帝国臓器 ) を投与した．hCG投与 12時
間後，雄C57BL/6Nマウスの精巣上体尾部から精子を
採取し体外受精用培地TYH 32)にて，インキュベーター 
(二酸化炭素 5％，37℃ ) で1時間半培養した．hCG投
与 13.5 〜 15時間後，C57BL/6N雌マウスの卵管膨大部
より卵子を採取しTYHにて媒精後，インキュベーター
で培養した．媒精 4〜6時間後，受精卵に付着している
卵丘細胞を除去するため0.3 mg/mlのヒアルロニダー
ゼ (SIGMA, USA) で処理後，胚培養用培地 kSOM33) に
てインキュベーターで2細胞期から4細胞期まで培養
した．次に，精管結紮した雄 ICRマウスと発情期の雌
ICRマウスを自然交配させ，翌日に膣栓を確認し偽妊
娠マウスを用意し，偽妊娠マウスの卵管膨大部に2細
胞期から4細胞期の胚を20〜24個移植した．さらに，
体外受精および胚移植により得た雌産仔に 2 µg/g 体
重または 20 µg/g 体重となるように17β−estradiol (E2: 
SIGMA, USA)をオリーブオイルで希釈して，P6齢雌
マウスの背側に皮下注射し，6時間後に卵巣を採取
した．
切　片
　3週齢および6週齢卵巣はパラフィン，P6齢卵巣は
OTCコンパウンド (サクラファインテックジャパン) 
で包埋処理した．パラフィン切片の固定は ,リン酸緩衝
溶液 (PBS) 調整した4℃の4％パラフォルムアルデヒ
ド/PBS (PFA: Sigma, USA)で採取した卵巣を一晩固定，
PBSで3回すすぎ50％〜100％ (無水 ) エタノールで各 6
時間以上ずつ浸して脱水した．パラフィン処理は，キ
シレンに浸し30分間透徹，キシレンパラフィン混合
液 (1 : 1) 1回，パラフィン2回，65℃ にて各1時間ずつ
浸し，パラフィンで包埋した．パラフィンブロックを
ミクロトーム (大和光機 ) で10 µmに薄切りし，滅菌水
を滴下した顕微鏡用スライドガラス (Fisher scientific, 
USA) に乗せ，伸展器 (42℃ ) でパラフィンを伸展後，
37℃で一晩乾燥させた．凍結切片は，採取した卵巣を
4℃の4％ PFA/PBSで30分間固定，4℃の25％ スクロー
ス/PBSに1時間浸し，OTCコンパウンド内で凍させ，
クリオスタット (LEICA, Germany) で10 µmに薄切り
し，顕微鏡用スライドガラスに貼り付けた．
ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色
　パラフィン切片は，キシレンを用いてパラフィン
を除去し，100〜50％ エタノールおよびPBSで水和さ
せた．次に，ヘマトキシリン溶液 (マイヤーヘマトキ
シリン溶液 (×2): 和光純薬 ) に数分間浸して水洗と色
出しを行い，0.25％ エオジン溶液 (エオジンY: 和光純
薬 ) に数分間浸して水洗，80〜100％エタノールで脱
水，透徹し封入した．
TUNEL染色
　パラフィン切片の前処理は，キシレンを用いてパラ

フィンを除去し，100〜50％ エタノールおよびPBSで
水和させ，37℃の20 µg/ml protenase K/PBS (SIGMA, 
USA) で30分間処理して組織を浸透化，0.3％ 過酸化
水素メタノールに30分間浸して内在性ペルオキシダー
ゼを不活化した．TUNEL染色は，In Situ Cell Death 
Detection Kit, AP (Roche, Switzerland) を使用し，50 
µlのTUNEL反応液で37℃にて1時間反応，10％ 正常
ヒツジ血清 /PBSでブロッキング，50 µlのコンバー
ター AP (アルカリフォスファターゼ) で37℃にて30分
間反応させたのち，5 -ブロモ - 4 -クロロ - 3 -インドリル
リン酸 /ニトロブルーテトラトゾリウム塩発色基質液 
(NBT/BCIP: Roche, Switzerland)で発色させた．
免疫染色
　パラフィン切片の前処理は，キシレンを用いて
パラフィンを除去し，100〜50％エタノールおよび
PBSで水和させ，0.03％ トリプシン/PBSで30分間，
100℃の0.1 Mクエン酸緩衝液 (SSC: pH 6)で5分間
浸透化処理を行い，0.3％ 過酸化水素メタノールに
30分間浸し内在性ペルオキシダーゼを不活化したの
ち，10％ 正常ヤギ血清 /PBSで60分間ブロッキング
した．Caspase -3およびcyclin D2の免疫染色は，一次
抗体としてCaspase -3 (Asp175: Cell Signaling, USA) を
200 : 1, cyclin D2 (M-20: Santa Cruz, USA) を500 : 1で
1時間反応させ，二次抗体としてVECTASTAIN ABC 
kit (VECTOR, USA) を使用してビオチン標識抗ウサギ
抗体で30分間反応させ，ABC試薬で30分間アビジン
シグナルを増幅し，ジアミノベンチジン (DAB: KPL, 
USA) で染色した．
　凍結切片の前処理は，PBSに10分間浸して水和さ
せ，4％ PFA/PBSで10分間固定したのち，0.1 M SSC 
(pH 6) 100℃で5分間浸透化処理を行い，0.3％ 過酸化
水素メタノールに30分間浸し内在性ペルオキシダー
ゼを不活化し，cyclin D2は10％ 正常ヤギ血清 /PBS, 
c -kit (M-14: Santa Cruz, USA) は10％正常ウサギ血
清 /PBSで60分間ブロッキングした．cyclin D2およ
びc -kitの免疫染色は，一次抗体としてcyclin D2を
500 : 1, c -kitを800 : 1で1時間反応させ，二次抗体とし
てVECTASTAIN ABC kit を使用してcyclin D2はビオ
チン標識抗ウサギ抗体，c -kitはビオチン標識抗ヤギ抗
体で30分間反応させ，ABC試薬で30分間アビジンシ
グナルを増強し，DABで染色した．
In Situ Hybridization (ISH)
　ジゴキシゲニン (Dig) 抗体を使用し，常法である
ノンRI in situ ハイブリダイゼーションマニュアルに
従って行った (Roche, Switzerland)．ハイブリダイゼー
ションの前処理は，凍結切片をPBSに10分間浸して水
和させ，4％ PFA/PBSで10分間固定後，0.1％ Tween20
を含むPBS (PBT) で調整した1 µg/ml protenase Kで10
分間浸透化，2 mg/mlグリシン/PBT 1回，PBT 2回で
反応を止め洗浄，4％ PFA/PBTで再び固定，65℃で1
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時間プレハイブリした．ハイブリダイゼーションは，
マウスc -kit: (GeneaBank accession #; NM_0210099.2) 
の1051から1511 bpの領域をプローブとし，65℃で一
晩行った．洗浄およびc -kitの検出は，洗浄溶液 1 (50％ 
フォルムアミド，2.5×SSC，1％ SDS)，洗浄溶液3 (50％ 
フォルムアミド，1×SSC)，65℃でスライドを洗浄，0.1％ 
Tween20を含むトリス塩酸緩衝液 (TBST) に30分間浸
漬し，10％ 正常ヒツジ血清 /TBSTで1時間ブロッキン
グしたのち，アルカリフォスファターゼ (AP) - 抗Dig
抗体で一晩反応させた．さらに，TBSTでスライドを洗
浄， NBT/BCIPで発色させた．

結　果

ERαKOおよびERβKOマウスの卵巣における形態
的変化
　卵巣におけるエストロゲンシグナルの作用を解
析するため，Lubahnらにより1993年に作製された
ERαKO24) および Kregeらにより1998年に作製された
ERβKO29)を使用した．6週齢卵巣のHE染色により，
Lubahn，Kregeらの報告と同様にERαKO，ERβKO
ともに野生型マウスと異なった形態を示しているこ
とが確認できた．野生型マウス卵巣では，原始卵胞か
ら成熟卵胞まで様々な段階の卵胞が存在し，排卵後
に形成される黄体も確認できた (Fig. 1A)．ERαKO
マウス卵巣では，黄体が存在せず血胞 (矢印 ) や嚢胞 
(アスタリスク) が存在し，顆粒膜細胞の層が薄く，顆
粒膜細胞間の接着性が弱まっていることを観察した 
(Fig. 1B)．ERβKOマウス卵巣では，卵胞数が増加傾
向にあるが，成熟卵胞がほとんど確認できなかった 
(Fig. 1C)．ERαKOおよびERβKOで異なる表現型を
示すことから，卵巣におけるERαおよびERβ の機能
も異なっている可能性があり，形態的変化が起こり始
める時期にさかのぼって卵巣における遺伝子発現の変
化を検討した．
ERαKOマウス卵巣における顆粒膜細胞の減少
　Fig. 1Bの結果を受け，顆粒膜細胞の層が薄く，細胞
接着性が弱まっている原因として，1) アポトーシスを
起こし顆粒膜細胞数が減少し，質的に変化した，また
は2) 細胞増殖が阻害され顆粒膜細胞数が減少し，細胞
増殖に障害を生じた可能性が考えられた．そこで，顆
粒膜細胞の減少を検討するため，卵巣中に卵胞が多数
存在し，顆粒膜細胞が観察しやすい3週齢マウスの卵
巣において，アポトーシス検出と細胞増殖マーカーに
よる免疫染色を行った.
　アポトーシスを検出するため，TUNEL染色および
Caspase -3免疫染色を行った．TUNEL染色の結果，野
生型マウス卵巣ではアポトーシス陽性細胞が検出さ
れたが (Fig. 2A)，ERαKOマウス卵巣では検出されな
かった (Fig. 2B)．Caspase -3での免疫染色の結果，野
生型マウス卵巣では卵胞ごとに発現の有無がはっきり

分かれていたが (Fig. 2C)，ERαKOマウス卵巣では局
在がなくなりほとんどの卵胞で弱い発現が確認できた 
(Fig. 2D)． 

Fig. 1. 野生型，ERαKOおよびERβKOマウス卵巣の形態．
ヘマトキシリンとエオシンで染色した成熟6週齢卵巣の野生
型 (A)，ERαKO (B) およびERβKO (C)．矢印は血胞，アス
タリスクは嚢胞．スケールバー ＝ 400 µm.

Fig. 2. 野生型およびERαKOマウス卵巣における，アポ
トーシス細胞の検出．TUNEL染色を行った3週齢マウス
卵巣の野生型 (A) およびERαKO(B)．Caspase -3抗体によ
る免疫染色を行った3週齢マウス卵巣の野生型 (C)および
ERαKO(D)．矢印はアポトーシス陽性卵胞，アスタリスクは
アポトーシス陰性卵胞を示す．スケールバー ＝ 100 µm.
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　また，細胞増殖の増減を検討するため，ERを発現
するガン細胞 (卵巣・子宮癌 ) で発現が報告される
cyclin D2を指標とし，免疫染色を行った．cyclin D2
の免疫染色の結果，野生型マウス卵巣では，卵巣全
体，特に顆粒膜細胞で強く発現していたが (Fig. 3A)，
ERαKOマウス卵巣では顆粒膜細胞での発現が顕著に
減少した (Fig. 3B)．しかし，顆粒膜細胞がほとんど存
在しない P6 齢マウス卵巣においては，野生型と比較
して発現に変化がなかった (Fig. 3C, D)．ERβKOマ
ウス卵巣では野生型マウス卵巣と比較して変化は確認
できず (データ示さず)，これらの結果は，ERαKOマ
ウス卵巣に特異的であった.
ERβKOマウス卵巣における卵胞数の増加
　Fig. 1Cの結果を受け，卵胞数の増加を検討するた
め，生殖細胞を確認しやすいP6齢卵巣において，0.1 
mm2あたりの生殖細胞数を野性型マウス卵巣と比較
した．P6齢卵巣では卵祖細胞，卵母細胞および卵子
に発現する生殖細胞増殖因子 c -kitを指標として免疫
染色を行い (Fig. 4A, B)，0.1 mm2あたりに存在する
生殖細胞数を野生型，ERβKOマウス卵巣で比較した 
(Fig. 4C)．野生型マウス卵巣と比較して，ERαKO卵
巣ではc -kitを発現する生殖細胞数に変化がなかった
のに対し (データ示さず)，ERβKO卵巣では有意 
(＊＊P ＜ 0.01) に増加していた．
エストロゲン処理野生型マウス卵巣におけるc-kit転
写量変化
　Fig. 4の結果を受け，エストロゲンシグナルとc -kit
の発現制御の関連について明確にするため，ERα お
よびERβ が発現し内在性エストロゲンの影響が少
ないと考えられるP6齢卵巣において，エストロゲン
添加によるc -kit mRNAの転写量の変化からエストロ
ゲン応答性を検討した．体外受精および胚移植によ
り同時期に得た産仔を用い，皮下に 2 µg/g または 20 
µg/gの E2を投与し，6時間後採取した卵巣と無処理
の卵巣で，マウスc -kitプローブを用いてISHを行い，
エストロゲンに対するc -kitの短時間での発現量変化を
観察した．オリーブオイルのみを投与した対照区卵巣
では，原始卵胞 (矢頭 ) および一次卵胞 (矢印 ) で c -kit
の転写を確認できるが (Fig. 5A)，濃度に係わらずE2を
投与した卵巣では，原始卵胞，一次卵胞ともにc -kitの
mRNAが減少していることが観察された (Fig. 5B, C).

考　察

　ERαKOマウス卵巣では，3週齢卵巣において，顆
粒膜細胞のTUNEL陽性細胞の減少，Caspase -3の発
現局在の変化が観察された (Fig. 2)．卵巣においては，
Caspase -3の上流にある細胞膜結合性の受容体 Fasが，
Fas - ligandと結合して顆粒膜細胞をアポトーシスに
導くことが報告されている 34)．また ,卵巣摘除 E2処理
ラットにおいて，脳下垂体前葉では lipopolysaccharide

によるアポトーシス誘導に対しTUNEL陽性細胞が有
意に増加したことが報告され 21)，心筋では，アポトー
シス制御MAPKのp38およびアポトーシス関連遺伝子
のCaspase -3の活性化が低下していることが報告され
ている 22)．また，ラット胎児心筋由来細胞株H9c2に

Fig. 3. 野生型およびERαKOマウス卵巣におけるcyclin D2
の局在．cyclin D2抗体による免疫染色を行った3週齢マウ
ス卵巣の野生型 (A) およびERαKO (B)，P6齢マウス卵巣の
野生型 (C) およびERαKO (D)．スケールバー ＝100 µm.

Fig. 4. 野生型およびERβKOマウス卵巣間の生殖細胞数の
比較．c-kit抗体による免疫染色をおこなったP6齢マウス卵
巣の野生型 (A) およびERβKO (B)．(C) 野生型とERβKO
マウス卵巣間のc-kit陽性細胞数の変化．6個体から各 1切
片を選択し，0.1 mm2 あたりの c-kit 陽性細胞数を数えた．
＊＊野生型と比較して有意に増加 (P ＜ 0.01: Excel T検定 )．
スケールバー ＝ 200 µm.
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おいて，エストロゲンがAktを介して酸化ストレスに
誘導されるアポトーシスを抑制すると報告されてい
ことからも 23)，臓器によってエストロゲンによるア
ポトーシス作用の制御が異なることが考えられる．
ERαKOマウス卵巣では，アポトーシスが抑制され
ていたことから，卵巣においてはERαを介したシグ
ナルが顆粒膜細胞のアポトーシス促進に関与している
可能性が考えられる．
　一方，ヒト卵巣上皮ガン由来細胞株HEYにおいて，
Fasに誘導されるアポトーシスがLHにより抑制される
ことを示唆されており 35)，ERαKOマウスでは，血中
LHが上昇していることから 27)，ERαの卵巣における
間接的な作用として，過剰なLHがFasに誘導されるア
ポトーシスを抑制した可能性も考えられる.
　ERαKOマウス3週齢卵巣では，顆粒膜細胞におけ
るcyclin D2の発現の低下が観察された (Fig. 3A, B)．
また，ERαKOマウスP6齢卵巣では，cyclin D2の発
現に関しては，変化が確認できなかった (Fig. 3C, D)．
ERαKOマウス卵巣では，P6から3週齢までの期間で，
顆粒膜細胞におけるcyclin D2の発現が低下したこと
が考えられ，ERαを介するシグナルは，初期卵巣に

おいて細胞増殖に関与することが示唆された．ERα
陽性である乳ガン細胞MCF7において，エストロゲン
を添加するとcyclin D1の発現量が増加し，エストロ
ゲンおよび ERアンタゴニストICI 182,780を添加する
とcyclin D1の発現量増加が阻害されると報告されて
おり 17)，MCF7ではERαを介しcyclin D1の発現およ
び細胞増殖を制御していると考えられる．また， Dタ
イプのcyclinは3種類存在し，臓器ごとに発現分布が
異なり 36)，cyclin D2 KO マウス卵巣において FSH刺
激への応答が低下し，顆粒膜細胞の増殖が減少し不妊
になると報告されていることから 37)，顆粒膜細胞にお
けるcyclin D2の役割が注目される．ERαKOマウス卵
巣では，cyclin D2の発現の減少が見られたことから，
卵巣においてはERαを介したシグナルがcyclin D2の
タンパク質合成を促進し，顆粒膜細胞の細胞増殖に関
与している可能性が考えられる．P6齢卵巣では，エス
トロゲンの産生が開始されていないため 13)，ERαシ
グナルの欠如によるcyclin D2発現の低下がなかった
のかもしれない.
　一方，卵巣においてcyclin D2は，LH刺激によりタン
パク質量が減少すると報告されており38)，ERαKO
マウスでは，血中のLHが上昇していることから 27)，
ERαの卵巣における間接的な作用として，過剰なLH
がcyclin D2の発現を抑制している可能性も否定でき
ない．マウスでは，LHの生産はP5齢に始まりP10齢
までの期間に成体レベルにまで増加することが示され
ており 39)，P6齢卵巣においては，LHの分泌が微量で
あるため，cyclin D2の発現が変化しなかったのかもし
れない.
　ERβKOマウスP6齢卵巣では，c -kitを指標とする
免疫染色により生殖細胞が増加していることが観察さ
れ (Fig. 4)，エストロゲンのERβを介する初期卵巣作
用として，生殖細胞数の制御に関与していることが示
唆された．胎児期の卵巣においてc -kitは，生殖細胞で
あるPGC，卵祖細胞，卵母細胞および卵子の増殖およ
び生存に必須であることが示されている10, 11)．PGCは，
SCFが細胞膜上に存在する受容体 c -kit に結合すると，
Srcを刺激してAktを活性化し，アポトーシス誘導免疫
抑制薬 rapamycinのターゲットであるmTORを介して
増殖すると報告されている 40)．また，c -kitを欠く自然
発症の変異を持つWVホモマウスは，両性ともに生殖
細胞を欠くが，Fasとc -kitをともに欠くFasKO/WVホ
モマウスでは，4週齢で卵子や精子が観察される 41)． 
さらに，WVホモマウスの 5, 6週齢精巣では，野生型マ
ウス精巣と比較してFasの転写量が多く，SCF/c -kitが
Fasの発現を抑制していることが示唆された 41)．それ
故，ERβKOマウスにおいてc -kitを発現する生殖細胞
数が増加するのは，エストロゲンのERβを介しての
シグナルが，アポトーシスにより生殖細胞数の制御に
関与しているからかもしれない.

Fig. 5. P6齢マウスにおけるエストロゲン(E2)付加による
c-kit mRNAへの影響．P6齢マウスにE2処理後 (2または
20 µg/g体重 )，6時間で卵巣を採取した．c-kit アンチセンス
プローブによるIn situ hybridizationを行った P6齢マウス卵
巣のコントロール (A)，E2 2 µg/g (B) およびE2 20 µg/g (C)．
矢頭は原始卵胞，矢印は一次卵胞．スケールバー ＝ 100 µm.
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　また，初期卵巣におけるエストロゲンシグナルの
作用として，培養系ではマウス交尾後 10.5日胚生殖
腺由来のPGCと体細胞の共培養系において，エスト
ロゲンが添加されると，生殖腺体細胞でSCFが産生さ
れ，PGCでAktおよびPTENが活性化し生殖細胞数が
増加するとの報告がある 42)．しかし，ERβシグナルを
欠いているERβKOマウスP6齢卵巣で，生殖細胞数が
増加し，上記の培養系の結果とは一致しない (Fig. 4)．
ERβKOマウスにおける生殖細胞数の増加の原因とし
て，ERβKOマウス卵巣ではARおよびIGF-1Rの発現
が亢進すると報告されており 30)，これらの因子が生殖
細胞増加に関与しているのかもしれない.
　野生型マウスP6齢卵巣において，E2処理 6時間後
のc -kitをプローブとするISHにより， エストロゲンが
c -kitの転写を抑制していることが観察され (Fig. 5)，
エストロゲンの初期卵巣作用として，c -kitの発現制
御に関与していることが示唆された．生殖細胞増殖に
おいて重要であるSCFはc -kitのリガンドであり，ス
テロイドホルモンによりSCF/c -kitの発現制御が存在
することが推測される．エストロゲンによるSCFの発
現制御に関して，マウス交尾後 10.5日胚生殖腺由来の
PGCと体細胞の共培養系において，エストロゲンが生
殖腺体細胞でSCF転写を増加させ，分泌型タンパク質
を増加すると報告されている 42)．他にSCFの転写を制
御するものとして，培養系および ARKOマウスを利用
した研究より，アンドロゲンが ARを介してSCFの転
写を活性化しタンパク質量を増加させることが報告
されている 43)．また，エストロゲンによるc -kitの発現
制御に関して，今まで培養系および生体での報告がな
く，Fig. 5の結果より新たにエストロゲンが直接 c -kit
の転写を抑制する可能性が示唆された．生殖細胞増殖
に必須であるSCF/c -kitの転写には，少なくともエス
トロゲンおよびアンドロゲンが関与している可能性が
あり，エストロゲンによる生殖細胞の増殖機構の解明
には，更なる検討が必要と考えられる.

結　論

　本研究では，エストロゲンシグナルの初期卵巣にお
ける作用を検討した．3週齢卵巣においては，ERαも
しくはLHを介したアポトーシスおよび細胞増殖が関
与している可能性が考えられた．また，P6から3週齢
までの期間に，cyclin D2の発現が減少したことから，
正常なERαの発現は成熟後の卵巣のみならず，発育
段階にある未成熟な卵巣機能にも重要であることが
示唆された．他方，P6齢卵巣においては，ERβを介
したエストロゲンの作用として，卵胞発育が開始さ
れる以前において，生殖細胞のアポトーシスに関与し
ている可能性が考えられた．ERβは，既知の成熟後
の卵胞発育に関与する作用とは別に，出生前後の時期
に生殖細胞数を制御する作用を有するかもしれない．

成熟マウスのみならず未成熟マウスの卵巣において
も，ERαおよびERβは異なる作用を持つことが示唆
された.
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