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1 序論 研究の背景 

1.1 はじめに 

 古来、人々は疾患を治す手段として、植物や鉱物等からそれぞれの疾患に効能がある

ものを探索していた。やがて、化学物質を合成する技術が生まれ今日では、多くの医薬

品が製造・販売され、それぞれの疾患や症状に応じて各国の規定に則り処方されるよう

になった。それと同時に、本来環境中に存在する以上の化学物質が製造過程における非

意図的な排出やヒトからの排泄により環境中に混在することも分析技術の向上に伴い

判明してきた。現在判明している環境中、たとえば河川中に含まれる医薬品の濃度は、

罹患者が摂取する濃度と比較してごく微量であることといわれており、ヒトの健康被害

との因果関係を直接的に証明した報告は見当たらない。しかしながら、近年医薬品のモ

ダリティーがこれまでの主力であったいわゆる低分子化合物薬やペプチド薬だけでな

く、抗体医薬や核酸医薬、遺伝子治療と多様な新薬が創出される中で、環境中における

医薬品のリスク評価は、エネルギー資源や飲料、地球温暖化に対する意識の高まりと同

様に、次世代の環境保全のために重要であると考えられる。こうした環境毒性に関する

研究は、農薬で多く研究されている。本研究では、世界中で汎用され、環境中に広く分

布していると考えられる除草剤 atrazine をモデルとして、医薬品の非臨床安全性研究で

汎用されている雌ラットを使用して、次世代すなわち子孫を受け継ぐために必須である

生殖機能の一つである排卵を中心とした生殖機能に対する影響を明らかにし、ヒト女性

における生殖機能の影響の可能性について検討した。 

 
1.2 Atrazine の除草剤活性 

 1950 年頃から EUを除く世界各国で汎用されている atrazineは、simazineや prometryn

等と同様に s-トリアジン環を持つトリアジン系の非ホルモン型除草剤である (図 1)。

一年生雑草の発芽前後に土壌に散布し、雑草選択的に光合成電子伝達系を阻害するこ

とによって枯殺する(Moreland et al., 1959)。その一方で、栽培目的であるとうもろこし

は、グルタチオン抱合によって解毒される為、atrazine 曝露による影響はないといわれ

ている(Shimabukuro et al., 1970)。土壌に散布された atrazine は、その後微生物によって

分解される(Kaufman and Blake, 1970)。日本の土壌では、Korpraditskul らによってグラ

ム陰性非発酵性がん菌である RK014 株が atrazine 分解細菌として単離されており、

atrazine の初期密度や pH 条件によって分解速度が異なることが報告されている

(Korpraditskul et al., 1993; 小林裕子, 2000)。 
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1.3 Atrazine による毒性発現 

1.3.1 Atrazine による生殖機能低下に関する研究 

 現在までに、ヒトあるいは環境中の生物に対する atrazine 曝露による直接的な生殖

機能低下に対する因果関係を証明した報告はない。しかしながら、2000 年頃から

atrazine による生殖機能低下の議論が世間でも注目され始めた。例えば、Hayes らは幼

生生育期のカエルを 0.01-200 ppb の atrazine に曝露させた結果、0.1 ppb 以上の atrazine

曝露により雌雄同体がみられ、成熟した雄カエルの血漿中 testosterone 濃度の低値が認

められたことを報告している(Hayes et al., 2002)。Hayes らは、米国中西部の農業地域

の降雨中の atrazine レベルは 40 ppb に達することから、atrazine 曝露による影響が認め

られた用量を生態学的低濃度領域と判断し、環境中の atrazine がカエルの生殖機能を

低下させる可能性があると考察している(Hayes et al., 2002)。その後、2004 年に EU に

おいては、水道水中に規定値である 0.1 ppm 以上の atrazine が含まれているとして除

草剤としての使用を禁止した (Official-journal-of-the-European-union, 2004; Sass and 

Colangelo, 2006)。 

 
1.3.2 Atrazine の曝露とヒト女性の生殖機能に関する研究 

 前述の通り、ヒトの atrazine 曝露による直接的な健康被害との因果関係を証明した

報告は見当たらない。2015 年の日本産業衛生学会の許容濃度等に関する委員会資料に

よると、ヒトでの中毒事例や吸入毒性、皮膚刺激性等の安全性が懸念される報告はな

いとされている(日本産業衛生学会 許容濃度等に関する委員会, 2015)。ヒトおよびげ

っ歯類における研究では、atrazine は体内においてグルタチオンもしくは酸化系によっ

て、メルカプツル代謝物もしくは脱アルキル化代謝物に変換されると報告されている

(Abel et al., 2004)。Atrazine が多く使用される地域においては、土壌から河川に混入し

た atrazine が水道水中に含まれる場合がある。このような地域において、妊娠あるい

は胎児に関する疫学調査が複数行われている。しかしながら、いずれも atrazine によ

る有意なリスク上昇はみとめられない、あるいは atrazine 単独のリスクとは言い切れ

ないと結論づけられている(Munger et al., 1997; Villanueva et al., 2005)。妊娠の最初の引

き金となる、月経周期あるいはホルモン分泌に関連した疫学調査も報告されている。

Cragin らは、atrazine を比較的多く使用する米国イリノイ州と使用が少ないバーモント

州の 18-40 歳の農業に従事する女性を対象に、月経周期 (n = 67)と尿中の黄体形成ホ

ルモン (luteinizing hormone: LH)、エストラジオール (17β-estradiol: E2)およびプロゲス

テロン (progesterone: P4)の代謝物の測定 (n = 35)を実施した。その結果、atrazine を多

く使用するイリノイ州に住む女性は、使用の少ないバーモント州と比較して月経周期

の延長がみられたが、尿中のホルモン分泌に関しては有意な差が認められなかった。
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複数の雌ラットの研究から、atrazine 曝露による血漿中 LH、E2 および P4 濃度の異常

を報告しているが、Cragin らはこれらの違いを動物実験に用いられる atrazine の用量

と水道水中の atrazine 濃度の違い、あるいは種差による違いと考察している(Cragin et 

al., 2011)。 

 
1.4 雌ラットの生殖機能 

 ラットを含む殆どのほ乳類における卵巣からの排卵は一定の周期性を持ち、その間

隔は種によって大きく異なる。例えば、ヒトは平均 28 日周期、ラットは 4―5 日周期

で排卵が生じる。排卵の為には、卵巣内の卵母細胞を覆う卵胞が胞状卵胞へ成熟し、

下垂体前葉から分泌される性腺刺激ホルモンである LH の一過性のピークを伴う大量

の末梢血液中への分泌 (LH サージ)を必須とするが、LH サージの惹起に重要な役割を

担うのもまた、排卵する卵胞自身である。卵胞が胞状卵胞へ発育するためには LH だ

けではなく、同様に下垂体前葉から分泌される卵胞刺激ホルモン (follicle stimulating 

hormone: FSH)も重要な役割を担う。卵胞発育初期には、顆粒膜細胞上に FSH 受容体

の発現の上昇が重要であり、莢膜細胞から拡散された androgen を利用して E2 の合成

が開始される。卵胞発育の後半には、FSH と estrogen の作用によって、卵胞発育初期

には莢膜細胞のみ発現していた LH 受容体が、顆粒膜細胞において急激な発現の上昇

がみられるようになる。発現した LH 受容体による卵胞は LH のパルス状の分泌下で

更に成熟して、それに伴い E2 の分泌が上昇する。血中の E2 濃度が一定量を超えると、

脳への E2 ポジティブフィードバックを介して LH サージを惹起すると考えられてい

る。LH サージを受容した顆粒膜細胞では、黄体細胞への分化が一気に加速し、排卵後

には胞状卵胞は黄体を形成し、顆粒膜細胞のステロイド分泌は E2 から P4 に移行する

(LaPolt et al., 1990; Nakamura et al., 1991)。 

以上のように、ラットにおいて卵胞発育から黄体形成の動向は、性腺刺激ホルモン

あるいは steroidの周期的な血液中濃度の変動でモニターすることが可能である。また、

膣粘膜上皮においては estrogen receptor α (ERα)が発現しており、estrogen 依存的に膣内

膜上皮の形態が変動することが知られており、上皮細胞診いわゆる膣スメア観察によ

り性周期の状態を観察することが可能である(Mowa and Iwanaga, 2000)。Estrogen の分

泌増加に伴い、膣内膜上皮細胞は脱核・角化し、膣粘膜上皮への白血球遊走を抑制す

ることが知られており、膣スメアは以下のように分類することができる。すなわち、

1）主に核が明瞭な有核細胞が大半を占める発情前期 (Proestrus)、2）角化細胞が散在

又は集塊状にみられる発情期 (Estrus)、3）有核細胞とそのまわりに多数の白血球がみ

られる発情後期 (Metestrus)および 4）白血球と粘液が認められる発情休止期 (Diestrus)

である。性成熟した正常の雌動物では、この 4 つの周期が規則的に観察される。 
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 前述のとおり、卵胞の成熟および排卵には下垂体前葉から分泌される性腺刺激ホル

モンによって制御されており、下垂体からのホルモン分泌制御はさらに上位の視床下

部からの作用によって制御されている。このような神経内分泌の概念の提唱は 1930-

1940 年代にさかのぼる。その当時、Marshall らは交尾排卵動物である雌ウサギの脳に

電気刺激を与えると、交尾刺激非存在下であっても排卵することを見出し(Marshall 

and Verney, 1936)、その門下の Harris は、雌ウサギの視床下部の局所電気刺激によって

も排卵が誘発されることを突き止めた(Harris, 1948)。その後、同様に Critchlow が自然

排卵動物であるラットでも、中枢神経系抑制作用を持つペントバルビタールを投与し

排卵が抑制された条件下において、視床下部から下垂体に電気刺激することで排卵を

確認した(Critchlow, 1958)。一方、下垂体を除去したラットでは電気刺激を与えても排

卵しないことから、視床下部を介した作用が排卵には必須であることが証明された。

さらに Harris らは、Pola や Green らとの共同研究によって、下垂体と視床下部と繋ぐ

血管構造すなわち下垂体門脈を解剖学的に発見した (Charlton, 2008)。この下垂体門脈

に各種ホルモンが放出され、視床下部から下垂体へ作用する。 

 性腺刺激ホルモン放出ホルモン (Gonadotropin releasing hormone: GnRH）は、Shally

や Guillemin らより発見された 10 アミノ酸から成るペプチドであり、これが LH や

FSH の性腺刺激ホルモンを制御する因子であることを解明し、両者は 1977 年にノー

ベル医学生理学賞を受賞した。GnRH は、卵巣からのフィードバックを受けて GnRH

神経細胞が活性化し、下垂体門脈中に GnRH が放出され下垂体を刺激する。LH の分

泌様式は、GnRH の分泌様式、すなわち GnRH パルスおよび GnRH サージによって制

御されている。このように、ラットを含む哺乳類の性腺機能は GnRH を放出する視床

下部と、GnRH 刺激により LH などのゴナドトロピンを放出する下垂体、およびゴナ

ドトロピンの刺激を受け取る性腺 (卵巣や精巣)が密接に連携することで制御されて

おり、視床下部－下垂体－性腺軸 (HPG 軸)と呼ばれている (図 2)。排卵の為には、下

垂体門脈中に GnRH が大量に視床下部から放出され (GnRH サージ)、その GnRH 刺激

により下垂体から LH が末梢血中にサージ状に放出されることが必須である。この LH

サージは、卵巣からの E2 分泌による視床下部へのポジティブフィードバックによっ

て制御されている(Strauss and Barbieri, 2013)。 

 
1.5 雌ラットの atrazine による生殖機能に対する影響 

 雌ラットの atrazine 曝露による生殖機能に対する影響に関しては、複数の研究がな

されている。Cooper らは、まず、雌ラットに 21 日間 75、150 および 300 mg/kg の atrazine

を反復経口投与して性周期を観察した結果、75 mg/kg では異常性周期、150 および 300 

mg/kg では性周期の延長が誘発されることを確認した。300 mg/kg 群では、21 日間投



 

5 
 

与後には発達した黄体がみられ、さらには血漿中 P4 濃度の高値がみられたことから、

卵胞発育阻害作用が示唆されている (Cooper et al., 1996)。さらに彼らは、50-300 mg/kg

の atrazine を単回あるいは 3 日間投与すると LH サージが減弱することを確認し、そ

の機作解明研究の結果、1) 下垂体中の LH 濃度は atrazine 投与によって低下していな

い、2) 卵巣摘出術 (ovariectomy: OVX) + estradiol benzoate (EB)持続投与ラットに 50 

ng/kg の GnRH を単回投与すると血漿中 LH 分泌が惹起されたことを報告している

(Cooper et al., 2000)。Foradori らも同様に、OVX 雌ラットに atrazine を 4 日間投与した

後に GnRH receptor agonist を投与すると、LH 放出が正常であったことから、atrazine

投与によって下垂体機能に影響はないと示唆している(Foradori et al., 2009b)。このこと

は、下垂体の GnRH に対する下垂体の反応性には影響を及ぼさず、atrazine の反復投与

による下垂体－卵巣機能の低下は、視床下部を介した影響である可能性を示唆してい

る。Atrazineによる視床下部に対する影響に関する研究では、EB と P4 を投与した OVX

処置ラットに atrazine を 4 日間投与し、視床下部における enhanced green fluorescent 

protein (eGFP)で標識した GnRH 神経細胞および神経活性化マーカーである cFOS タン

パクを染色すると、cFOS を発現する GnRH 神経細胞数の減少がみられたことから、

atrazine 投与による GnRH 神経細胞の活性の低下が示唆されている (Foradori et al., 

2009a)。LH サージ減弱に対する atrazine の代謝物の関与に関する報告もあり、McMullin

らは、atrazine の主な代謝物である diaminochlorotriazine (DACT)を EB と P4 を投与し

た OVX 処置ラットに 5 日間投与すると [投与量：77 mg/kg (300 mg/kg の atrazine を投

与した場合の代謝される DACT 量相当)] LH サージが減弱することから、atrazine 代謝

物においても LH サージ減弱に関与していることを示唆している(T. S. McMullin et al., 

2004)。このように、atrazine 曝露による LH サージ減弱の機作に関する報告は複数存

在するが、解明には至っていない。 

 

1.6 Kisspeptin 
 1.4 項で述べた通り、GnRH パルスおよびサージ状分泌は estrogen のフィードバック

によって制御されている。しかしながら、その詳細な機構は GnRH が発見されて以降

長年の謎であった。GnRH 神経細胞には雌性動物のステロイド作用の受け手となる

ERα が発現しないことが知られており、GnRH 神経自身はステロイドによって直接制

御されないことが主な理由といえよう。そのため、ERα 等のステロイドホルモン受容

体を発現し且つ GnRH 分泌を直接制御する神経細胞の存在が強く示唆されていた。こ

の長年の疑問に対する答えとなる神経細胞が明らかになりつつある。それが kisspeptin

神経細胞である。 

 Kisspeptin は、ヒトでは KISS-1 遺伝子にコードされる 54 アミノ酸から成るペプチド
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であり、1999 年に武田薬品の大瀧らによって、G タンパク質共役型受容体である

GPR54 に対するリガンドとして胎盤抽出液から同定された(Ohtaki et al., 2001)。その当

時、kisspeptin は既に転移抑制遺伝子として知られており、GPR54 を強制発現させたメ

ラノーマ細胞ではがんの転移抑制が確認されていたことから当時はメタスチン 

(metastin）とも呼ばれていたが、kisspeptin の生理的機能は不明であった。そのため、

松井らは生理機能探索の一つとして、ラットを用いて排卵誘発試験を実施した結果、

kisspeptin が古くから強力な排卵誘発剤として知られている equine chorionic 

gonadotropin (eCG)と同様の排卵誘発機能を有することが判明した(Matsui et al., 2004)。

同時に彼らは、kisspeptin は下垂体への直接作用を示さないものの、kisspeptin 投与後

に GnRH 神経細胞の活性化を認めた。このことは、本ペプチドは下垂体や卵巣には排

卵に対する直接的な作用を示さず、GnRH 神経細胞を介して排卵を誘発する可能性を

示唆している。その後、kisspeptin が GnRH 神経細胞に直接作用するか否かに迫るため

に、多くの研究者によって kisspeptin の視床下部における局在や生理機能に対する研

究が行われた。マウスの遺伝子発現解析あるいは免疫組織学的研究においては、1) 前

側脳室周囲核 (anteroventral perivascular nucleus: AVPV)および弓状核 (arcuate nucleus: 

ARC)領域に ERα が共発現している kisspeptin 神経細胞の局在が示唆されること、

2)AVPV、ARC 共に発現レベルが、E2 依存的であり、AVPV-kisspeptin は E2 が高濃度

存在下において、一方で ARC-kisspeptin は E2 が低濃度存在下において発現レベルが

上昇することが報告された(Adachi et al., 2007; Smith et al., 2005)。前述のとおり、

LH/GnRH サージの惹起には E2 のポジティブフィードバックが必要であるが、その時

期に AVPV-kisspeptin 神経細胞は活性化が認められると同時に、GnRH 神経細胞が存在

する視索前野 (preoptic area: POA)に kisspeptin に対する中和抗体を投与すると、LH サ

ージの抑制が認められている(Adachi et al., 2007; Kinoshita et al., 2005)。以上より、AVPV-

kisspeptin 神経細胞は、LH/GnRH サージの上位の制御因子であると考えられており、

kisspeptin の分泌機構等のさらなる解明が期待されている。 

 このように kisspeptin は、GnRH/LH サージの制御因子であることが示唆されている

が (図 3)、雌ラットの atrazine 誘発性 LH サージ減弱作用における kisspeptin 神経細胞

－GnRH 神経細胞の関与に関する研究は少ない。そこで本研究では、atrazine 曝露によ

る LH サージ減弱の機作について、GnRH 神経細胞あるいは kisspeptin 神経細胞に対す

る影響に着目し、研究を実施した。 

 
1.7 本研究の目的 

 本研究は、雌ラットの atrazine 曝露による排卵を中心とした生殖機能に対する影響

を明らかにすることを目的とした。まず、無処置の雌ラットにおける影響を性周期、
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卵巣機能および GnRH 神経細胞の kisspeptin 反応性に着目した研究を行った。次に、

LH サージに対する影響を明らかにするために、高濃度 E2 を持続投与させた OVX ラ

ットモデル (OVX+E2 モデル)における GnRH 神経細胞および kisspeptin 神経細胞に対

する影響に着目した研究を行った。 
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図 1. Atrazine の構造式 
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図 2. 視床下部－下垂体－性腺軸の概要 



 

10 
 

 

図 3. 視床下部－下垂体－性腺軸の詳細 
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2 実験の部 

第一章および第二章の検査スケジュールは、それぞれ図 4 および図 8 に示した。 
 

2.1 実験動物 

雌 Crl:CD (SD) ラット (入荷時週齢 7 週齢)および雌 Jcl:Wistar ラット (入荷時週齢 7

週齢)は、それぞれ日本チャールスリバー株式会社および日本クレア株式会社より購入

し、全ての動物は金網単飼ケージ [647.7 cm2 (底面積)×17.4 cm (高さ)] を用いて SPF

環境下で飼育した。動物飼育環境は下記とした。 

飼料：γ 線照射した固型飼料 (CR-LPF, オリエンタル酵母工業株式会社) 

飲料水：水道水を自由摂取 

温度：20－26°C 

湿度：40－70％ (相対湿度) 

換気：12.6 回/時間 

照明： 1)光源 蛍光灯 

2)照度 50 lx 以上 (床上 85 cm) 

3)照明周期 午前 7:00 点灯および午後 7:00 消灯 (12 時間周期) 

全ての動物実験は、武田薬品工業株式会社が定める動物の取扱いに関するガイドラ

インに従った。 

 
2.2 試薬類 

 主な試薬は下記より購入した。Atrazine は東京化成工業株式会社、E2 は Sigma 社、

methylcellulose (MC, METOLOSE SM-100)は信越化学株式会社、注射用水および生理食

塩水は大塚製薬工場、ギムザ染色液は富士フイルム和光純薬工業株式会社よりそれぞ

れ購入した。Kisspeptin-54 (Kp-54)は大瀧ら (Nishimura et al., 2001)の方法により合成し

た。 

 

2.3 被験物質の調製 

 まず、atrazine 投与の分散媒として、0.5 w/v% MC 溶液を調製した。すなわち、200 

mL を調製する場合、少量の温湯 [調製量に対して 1/10 量程度の蒸留水 (distilled water: 

DW)を 60－70°C に温める]に MC を 1 g 加えて撹拌し十分に分散させた後に、メスシ

リンダーに移し、素早く 4°C の DW で共洗いを数回繰り返しながら溶解させ、200 mL

にメスアップした。本分散媒は、atrazine 投与群に対する対照群に同様に投与した。

Atrazine 投与液は、2, 4 および 8 w/v%懸濁液 (実験に応じて投与液濃度は変動)を調製
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した。すなわち、4 および 8 w/v%懸濁液を 40 mL ずつ調製する場合、atrazine を電子

天秤を用いてコンディショニングミキサー専用カッブ内に 4.8 g 秤量した。カップに

2.4 mL の分散媒を加えた後、1 分間ミキサーで混合させた。その後、薬さじで分散媒

とよく混ぜ合わせ、カップに 4.8 mL の分散媒で薬さじを共洗いしながら加えた後、再

度ミキサーで 3 分間混合した。混合した懸濁液を分散媒でカップを共洗いしながらミ

スシリンダーに移し、60 mL にメスアップした。最後に、メスシリンダーの口をパラ

フィルムコートし、転倒混和した。調製した 8 w/v%懸濁液を 20 mL 採取し、そこに分

散媒を 20 mL で 2 倍希釈して同様の方法で転倒混和し 4 w/v%懸濁液を調製した。こ

れらを 5 mL/kg でラットに投与した。 

 
2.4 膣スメアの採取および性周期判定 

 入荷後約 1 週間の馴化期間を経た後から、毎日 1 回午前中に膣スメアを採取した。

予め動物匹数分の綿棒を少量の水道水の入った容器に浸し、動物に負担をかけないよ

うに保定した後、水に浸した綿棒を膣外口に当てて、周囲を濡らしながら数回拭き取

った。拭き取った綿棒をスライドグラスと垂直の角度でスタンプし、十分に自然乾燥

させた。膣スメア標本が十分に乾燥されていることを確認した後、99.5 vol%アルコー

ルを用いて室温で約 2 分間固定し、十分に風乾した。その後、3 vol%ギムザ液を用い

て室温で 25－30 分間染色した後、膣スメア標本が剥がれ落ちないようにゆっくりと 2

－3 回水洗し、乾燥させた。染色した膣スメア標本を、光学顕微鏡下で観察し、性周

期を判定した。 

 
膣スメアの分類および判定基準 

 (1) 発情前期 (Proestrus) 

核が明瞭な有核細胞が大半を占め、角化細胞が混在する場合もある。 

 (2) 発情期 (Estrus) 

角化細胞が散在又は集塊状にみられ、有核細胞が混在する場合もある。 

 (3) 発情後期 (Metestrus) 

有核細胞のまわりに多数の白血球がみられ、角化細胞が混在する場合もある。 

 (4) 発情休止期 (Diestrus) 

白血球と粘液が認められ、これに有核細胞や角化細胞が混在する場合もある。 

 
性周期の判定 

a. 正常性周期：4 日または 5 日に 1 回発情期が観察される。 

b. 異常性周期：5 日以上発情期がみられない。 
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c. 性周期の回復：異常性周期がみられた後に、4 日または 5 日に 1 回発情期が観察

される。 

 
2.5 群分け 

 Atrazine 投与開始もしくは OVX 実施の約 2 週間前から膣スメアを観察して性周期

を判定し、正常性周期の動物を各群に任意に割り付けた。 

 
2.6 OVX+E2 モデル動物の作製 

2.6.1 OVX 
予め、動物の腹部全体を電気バリカンで剃毛した。2.5 %イソフルラン麻酔混合気を

麻酔箱内で吸入させ麻酔下であることを確認した後、マウスピースからの麻酔混合気

吸入に切り替え、再度深部麻酔下であることを確認した。鎮痛剤 [メロキシカム 1 日

1 回、2 日間 (1 mg/kg)] および抗生物質 [ペニシリン (2 万単位/body)]を投与し、0.5 %

ヒビテンアルコールで術野を消毒した後、動物を側臥位の状態で、第 12 肋骨より約 2

－3 cm 尾側の位置で体軸に対して垂直に約 1－2 cm 切開した。切開後腹膜と皮膚の間

を剥離し、腹膜を約 1－2 cm 切開し、卵巣周囲の脂肪組織をピンセットで挟み、卵巣

および子宮の一部を体外に取り出した。卵管と子宮の間を縫合糸で結紮し、卵巣を摘

出した。止血を十分に確認した後に、脂肪組織および子宮を体内に戻し、腹膜および

皮膚を 3－4 針ずつ縫合した。以上の操作を反対にも同様に施し、手術終了後にエリザ

ベスカラーを装着し、37°C に温めたケージ内で覚醒するまで観察した。覚醒後、一般

状態に異常がないことを確認し、通常の単飼ケージ内で飼育を継続した。卵巣摘出後

2 日間は透明のラット用エリザベスカラーを装着し術野を保護し、施術後数日間は一

日 2 回以上の一般状態観察を行った。 

 

2.6.2 E2 充填シリコンチューブの作成および雌ラット背部皮下への移植 

シリコンチューブ (シラスコンチューブ、Cat. # 100-2N、2.0-3.0、SH No.2)を約 2.5 

cm に切断し、片端を歯科用接着剤 (EXAFINE, REGULATOR TYPE, GC Cooperation, 

Tokyo Japan)を用いて封をした。乾燥し、接着剤が脱落しないことを確認した後、粉末

の E2 を用いてシリコンチューブに充填し、充填後、接着剤で封をし、乾燥後脱落しな

いことを確認し、50 mL の遠沈管に生理食塩水中に 37°C で一晩保管した。翌日、2.5%

イソフルラン麻酔混合気をマウスピースから吸わせ深部麻酔下であることを確認した

後、動物の腹部全体を電動バリカンで剃毛し、鎮痛剤 [メロキシカム 1 日 1 回、2 日

間(1 mg／kg)]および抗生物質 [ペニシリン (2 万単位/body)]を投与し、0.5 %ヒビテン

アルコールで術野を消毒した後、動物を腹臥位の状態で、背部に体軸に対して垂直に
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約 1－2 cm 切開し、皮膚と腹膜の間を剥離した後、E2 入りシリコンチューブを体軸と

水平になるように埋め込み縫合糸で 2 針程度縫合した。エリザベスカラーを装着し、

37°C に温めたケージ内で覚醒するまで観察した。覚醒後、異常がないことを確認し、

通常の単飼ケージ内で飼育を継続した。E2 入りシリコンチューブ持続投与開始 3 日目

の血漿中 E2 濃度は、332.26±190.44 pg/ml [測定法：RIA 法 (DPC E2 キット 三菱化学

メディエンス株式会社)]であった。 

 
2.7 一般状態観察、摂餌量および体重測定 

 非投与日は 1 日 1 回、投与日は 1 日 2 回以上 (投与前および投与後約 1 時間)一般状

態観察を実施した。ケージサイドから糞便および尿の性状、形態、色調および量を観

察した。ケージを引き出し、動物の生死を確認し、自発運動量等の変化を観察し、動

物を保定して動物の耳翼内側、顔面、腹背部、四肢、尾の皮膚の状態を調べた。摂餌

量は風袋込みの重量を測定し、その翌日も同様に測定しその差を 1 日の摂餌量として

算出した。体重および摂餌量はメトラーの電子天秤を用いて測定した。 

 
2.8 Atrazine 投与 

 1 日 1 回、投与日の 8:30－10:00 の間に経口投与した。注射筒にディスポーザブルの

経口ゾンデを接続し、撹拌機で十分に分散させながら吸入計量し、ゾンデの外側に付

着した調製検体をペーパータオルで拭き取った。動物番号を確認後、口と食道が一直

線になるように保定したあと、食道の方向にゾンデを抵抗感のないように胃内に挿入

し、調製検体を注入した。 

 
2.9 Kp-54 投与 

 Atrazine 投与最終日に背部皮下投与した（投与時刻：11:00）。予め、背部を電気バリ

カンで剪毛した。投与部位を消毒用アルコール綿で消毒した後、動物を保定し、注射

針を投与部位の皮下に刺入し、内筒を軽く引いて血液の流入がないことを確認した後、

調製検体を静かに注入した。注射針を速やかに抜き、出血あるいは調製検体の漏出が

ないことを確認し、保定を外し、ケージに戻した。 

 
2.10 血漿サンプル採取 

 無麻酔下で頸静脈から採血した。予め、頸部を電気バリカンで剪毛した。動物を保

定し、消毒アルコール綿で頸下部から胸部にかけて拭いた後、予めヘパリンナトリウ

ム溶液を含ませた 25G の注射針を鎖骨上の胸筋層を介して頸静脈に刺入させた後、ゆ

っくりと吸引し、所定量を採血した。採血後速やかにチューブに移し、遠心分離し血
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漿を採取した。血漿は、各ホルモン濃度測定まで-70°C で保存した。 

 
2.11 脳サンプル採取 

2.11.1 視床下部の採取 

Atrazine 投与 5 日目の 11:30－13:00 の間に GnRH 含有量測定のために、視床下部を

採取した。2－4 %イソフルラン麻酔混合気を麻酔箱内で吸入させ麻酔下であることを

確認した後、マウスピースからの麻酔混合気吸入に切り替え、再度深部麻酔下である

ことを確認した後、開腹し、腹部大動脈および大静脈を切断し、放血死させた。その

後、頭頸部を剥皮後、筋肉を剥離し、頭蓋骨を露出させ、頭頂部の頭蓋骨を除去し、

大脳および小脳を露出し、嗅球を切り離し大脳および小脳を一括して取り出した。頸

髄を切断し、予め氷上に準備した生理食塩水で血液を除去した。次に、氷上に準備し

たブレインスライサー (株式会社ブレインサイエンス・イデア)に大脳および小脳を頭

頂部が下になるようにセット、rat brain atlas を参考に(Paxinos and Watson, 2004)、Bregma 

0.20－5.6 mm で切り出し、更にメス刃を用いて切り出した(Matsui et al., 2012)。その後、

DW で 5 分間煮沸し氷上で冷却した。得られた脳サンプルは測定実施まで-80°C 以下

で保存した。 

 
2.11.2 視床下部 AVPV および ARC 領域の採取 

Atrazine 投与 5 日目の 11:30-12:30 の間に Kiss1 mRNA 測定のために、視床下部 AVPV

および ARC を採取した。2-4 %イソフルラン麻酔混合気を麻酔箱内で吸入させ麻酔下

であることを確認した後、マウスピースからの麻酔混合気吸入に切り替え、再度深部

麻酔下であることを確認した後、開腹し、腹部大動脈および大静脈を切断し、放血死

させた。その後、頭頸部を剥皮後、筋肉を剥離し、頭蓋骨を露出させ、頭頂部の頭蓋

骨を除去し、大脳および小脳を露出し、嗅球を切り離し大脳および小脳を一括して取

り出した。頸髄を切断し、予め氷上に準備した生理食塩水で血液を除去した。次に、

氷上に準備したブレインスライサーに大脳および小脳を頭頂部が下になるようにセッ

トし、rat brain atlas を参考に、AVPV 採取用には Bregma 0 から 2 mm の厚さで切り出

し、ARC 用には Bregma 2.16 mm から 2 mm の厚さで切り出した。その後 AVPV は 1.5 

mm の生検パンチ (KAI グループ)を用いて採取した。ARC はメス刃を用いて切り出

した(Matsui et al., 2012)。得られた脳サンプルは測定実施まで-70°C 保存した。 

 
2.12 剖検 

2-4 %イソフルラン麻酔混合気を麻酔箱内で吸入させ麻酔下であることを確認した

後、マウスピースからの麻酔混合気吸入に切り替え、再度深部麻酔下であることを確
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認した後、開腹し、腹部大動脈および大静脈を切断し、放血死させた。その後、臓、

肺、胸腺、肝臓、腎臓、脾臓、副腎、卵巣、卵管、子宮および投与部位、又 OVX + E2

モデル動物は術野について肉眼的に観察した。 

 
2.13 排卵数の測定 

放血死させた後 (方法は、剖検の項を参照)、卵管を摘出後、生理食塩液内で卵管膨

大部を切開し、卵丘細胞卵に覆われた卵子の塊 (卵塊)を取り出し、卵塊内の卵子を実

体顕微鏡下で計数した。 

 
2.14 視床下部中 GnRH 含有量の測定 

サンプルをソニケーターで組織粉砕後、6.25 vol%になるように氷酢酸を添加し、4°C

で 1 時間転倒混和した。遠心分離により上清を回収し、SepPak C18 を用いて 80 % ア

セトニトリル/1 % トリフルオロ酢酸 1 mL で GnRH を抽出して、一晩かけて凍結乾燥

した。凍結乾燥品を 0.1%BSA-0.05%CHAPS-PBS で再懸濁して、GnRH 濃度は、RIA kit 

(BACHEM Peninsula, USA)を用いて測定し (測定範囲：10-1280 pg/mL)、タンパク濃度

は、Bradford-Protein Assay Kit (OZ BIOSCIENCE)を用いて測定した。 

 
2.15 RIA 法による血漿中 LH、E2 および P4 濃度測定 

血漿中 LH 濃度は、NHPP (National Hormone and Peptide Program)からの購入品を使用

して測定し (標準ペプチド：NIDDK rLH-RP-3、検出感度 0.16 ng/mL)、血漿中 E2 濃度

は、DPC・エストラジオールキット (三菱化学メディエンス (株)、検出感度 10 pg/mL)

を使用して測定した。 

 
2.16 視床下部 AVPV および ARC 中の Kiss1 mRNA 量の定量 

2.16.1  Total RNA 抽出および cDNA 合成 

採取した凍結脳サンプルを RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を用いて total RNA を抽出し

た。まず、凍結脳サンプルを速やかに40 mM dithiothreitol含有Buffer RLTを添加 (AVPV: 

350 μL/tube, ARC: 600 μL/tube)し、ホモジネーターを用いて脳組織を粉砕した。12000 

rpm で 2 分間遠心分離した後、上清を回収した。回収した上清に等量の 70 % ethanol を

添加しピペッティングにて混和した後、最大 700 μL の混合液をスピンカラムに移し、

12000 rpm で 1 分遠心操作をした。ろ液を廃棄した後に、残りの混和液をスピンカラ

ムに移し、再度 12000 rpm で 1 分遠心操作した。次に、カラム上での DNase 分解のた

めに、350 μL の Buffer RW1 を添加し 12000 rpm で 1 分遠心操作し、ろ液を廃棄した。

次に、80 μL の DNase (10 μL: DNase+70 μL: Buffer RDD/tube)を添加し、室温で 15 分静
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置した後に 12000 rpm で 1 分遠心操作し、ろ液を廃棄した。その後、350 μL の Buffer 

RW1 をスピンカラムに添加し、12000 rpm で 1 分遠心操作した後、ろ液を廃棄した。

そして、500 μL の Buffer RPE をカラムに添加し、12000 rpm で 1 分遠心操作した後、

ろ液を廃棄した。その後再度、500 μL の Buffer RPE をカラムに添加し、12000 rpm で

2 分間遠心操作した後、ろ液を廃棄した。カラムを新しいコレクションチューブに移

し、完全に Buffer を除去するために 10000 rpm で 1 分間遠心操作した。その後、カラ

ムを新しいコレクションチューブに移し、30 μL RNase フリー水を添加し、10000 rpm

で 1 分間遠心することで total RNA を抽出した。ここまでの操作は全て室温で実施し

た。RNA 濃度は、NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies)を用いて定量した。cDNA

合成は、High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific)を用い

て行った。すなわち、1 条件あたり 2 μL の 10X RT Buffer、0.8 μL の 25X dNTP Mix、

2 μL の 10X RT Random Primers、1 μL の MultiScribe™ Reverse Transcriptase、1 μL の

RNase Inhibitor、3.2 μL の Nuclease-free 水および 1 μg total RNA 含有 Nuclease-free 水を

10 μL の合計 20 μL の反応液を調製し、サーマルサイクラーを用いて、25°C で 10 分、

37°C で 120 分、85°C で 5 分反応させた。 

 
2.16.2  Realtime-PCR 法による mRNA 量の定量 

上記で合成した cDNA を鋳型として、リアルタイム PCR を実施し、Kiss1 mRNA 発

現量を測定した。Taqman Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific)を用いて、

Kiss1：Rn 00710914 および Actb：Rn 00667869 を用いた。0.5 μL の Taqman Gene Expression 

Assay、5 μL の TaqMan Universal Master Mix II, with UNG (Thermo Fisher Scientific)およ

び 0.5 μL の DW に、合成し 10 ng/μL in DW に調製した cDNA を 4 μL 加えて、合計 10 

μL で反応させた。反応時間は、95°C で 10 分反応させた後、95°C で 15 秒および 60°C

で 1 分を 1 サイクルとして合計 40 サイクル反応させた。Actb を内部標準とし、mRNA 

発現解析はΔCt 法を用いた。 

 
2.17 統計処理 

2 群の場合、F 検定により 2 群の分散の一様性の検定を行い、等分散の場合には

Student の t 検定、不等分散の場合は Aspin-Welch の t 検定により平均値の差の検定を

行った。検定の有意水準は、F 検定は 20%、t 検定は両側 5%および 1%とした。用量反

応性試験の場合、Bartlett 検定により各群の分散の一様性の検定を行った。その結果、

等分散の場合には、単調な用量反応関係を前提とした Williams 検定を行った。Williams

検定で有意でない場合には、Dunnett 検定を用いて対照群と各投薬群との平均値の差

の検定を行った。Bartlett 検定の結果、不等分散の場合は、単調な用量反応関係を前提
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とした Shirley-Williams 検定を行った。Shirley-Williams 検定で有意でない場合には、対

照群と各投薬群との平均順位の差について、順位に基づく Steel 検定を行った。検定の

有意水準は、Bartlett 検定は 5%、Williams 検定および Shirley-Williams 検定は両側 5%、

その他の検定は両側 5%および 1%とした。ホルモン測定については、ANOVA 検定に

より各群の分散を用いて、多群の平均値を分析する検定を行った。その結果、有意な

ものについてのみ群構成に伴い検定を実施した。各測定項目における ANOVA 検定を

下記に示した。 

・経時毎の血漿中 LH 濃度：repeated measures ANOVA 

・血漿中 LH ピーク濃度および曲線下面積 (area under the curve: AUC)値：one way 

ANOVA 
解析には、SAS System Version8.2 を使用した。  
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3 第 1 章 雌ラットの atrazine による性周期に対する影響 

3.1 目的 

 雌ラットに atrazine を一定量反復投与すると、性周期の異常が観察されることが知

られているが、その原因は未だ明らかとなっていない。そこで、atrazine 曝露による生

殖機能に対する影響を調べるために、最初に無処置の雌ラットに atrazine を 1 日 1 回

反復投与し、性周期に影響を及ぼす用量およびその発現までの日数を調べるとともに、

atrazine の卵巣機能に対する影響を調べるために、反復投与後の血漿中 E2 濃度および

P4 濃度の測定をした。さらに、GnRH 神経細胞の kisspeptin に対する反応性を調べる

ために、atrazine 反復投与後に Kp-54 を単回皮下投与して血漿中 LH 濃度を測定した 

(図 4)。 

 
3.2 無処置ラットにおける atrazine 反復投与の結果 

3.2.1 生死および一般状態 

 400 mg/kg 群では、1 例で投与 3-5 日に糞量の減少、投与 4 日に自発運動の低下およ

び眼瞼下垂ならびに投与 5 日に外陰部の被毛の汚れがみられ、投与 6 日に死亡した。

その他の生存動物では、投与 1-8 日に全例で糞量の減少がみられ、投与 8 日に 1 例で

削痩がみられた。さらに、初回投与後から体重増加量および摂餌量の減少が続き、回

復が見込まれなかったことから投与 8 日に全例を安楽死させ、同群の kisspeptin 投与、

採血、ホルモン測定および排卵確認は実施しなかった。 

 200 mg/kg 群では投与 3-5 日に 4 例で糞量の減少がみられたがその後回復がみられ

た (表 1)。 

 
3.2.2 体重 

 体重は、400 mg/kg 群では投与開始後に減少し、対照群と比較して投与 2-8 日で統計

学的に有意な低値を示した。200 mg/kg 群では投与開始後に減少したが、投与 3 日以

後は回復傾向を示した。しかし、同群では対照群と比較して投与 9-10 および 20-23 日

で統計学的に有意な低値を示した (図 5)。 

体重増加量は、400 mg/kg 群では対照群と比較して、投与 0-1 日で統計学的に有意な

低値、投与 3-8 日では低値傾向を示した。200 mg/kg 群では対照群と比較して、投与 0-

1 および 13-16 日で統計学的に有意な低値を示した。 

 
3.2.3 摂餌量 

 400 mg/kg 群では対照群と比較して投与 0、1、2 および 7 日で統計学的に有意な低
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値を示し、投与 6 日では低値傾向がみられた。200 mg/kg 群では対照群と比較して投

与 0、1 および 2 日で統計学的に有意な低値を示し、投与 9 日で高値を示した (図 6)。 

 
3.2.4 性周期変化 

 400 mg/kg 群の 3 例で投与 6 日頃から発情期が消失し、発情休止期の像が持続的に

みられる異常性周期が観察された。200 mg/kg 群においても全例で投与 6 日頃から 400 

mg/kg 群と同様の異常性周期が観察された。そのうちの 4 例では投与 17 日頃から正常

性周期への回復がみられたが、他の 1 例は回復がみられなかった (表 2)。 

 
3.2.5 生殖関連ホルモンの分泌変化 

血漿中 E2 濃度: 200 mg/kg 群は対照群と比較して、差は認められなかった。200 mg/kg

群のうち、性周期の回復がみられなかった 1 例 (2F04)において著しい低値を示した。

200 mg/kg 群の性周期回復の 4 例のうちの 3 例 (2F02、03 および 05)では差はみられな

かったが、他の 1 例 (2F01)では著しい低値を示した。その 1 例の値は性周期の回復が

みられなかった 1 例 (2F04)と同等であった (表 3)。 

血漿中 P4 濃度: 200 mg/kg 群は対照群と比較して、統計学的に有意な高値を示した。

200 mg/kg 群のうち性周期の回復がみられなかった 1 例 (2F04)は、著しい高値を示し

た。200 mg/kg 群のうち性周期の回復がみられた 4 例のうちの 3 例 (2F02、03 および

05) ではやや高値を示し、1 例 (2F01)では著しい高値を示した。その 1 例の値は性周

期の回復がみられなかった 1 例 (2F04)と同等であった (表 3)。 

 
3.2.6 GnRH 神経細胞の kissppeptin に対する影響 

Kp-54 投与前ならびに投与後 1、2 および 4 時間における血漿中 LH 濃度、LH ピー

ク濃度および AUC0-4hを算出した結果、200 mg/kg 群の各採血時間における血漿中 LH

濃度は、対照群と比較して Kp-54 投与 2 および 4 時間後で統計学的に有意な低値を示

した。また、血漿中 LH ピーク濃度および AUC0-4hは 200 mg/kg 群では対照群と比較し

て統計学的に有意な低値を示した。200 mg/kg 群のうち性周期の回復がみられなかっ

た 1 例 (2F04)の各採血時間における血漿中 LH 濃度、血漿中 LH ピーク濃度および

AUC0-4hは対照群と比較して著しく低値を示した。200 mg/kg 群のうち性周期の回復が

みられた 4 例のうちの 3 例 (2F02、03 および 05)の各採血時間における血漿中 LH 濃

度、血漿中 LH ピーク濃度および AUC0-4h に差はみられなかったが、他の 1 例 (2F01)

では著しい低値を示した。その 1 例の値は性周期の回復がみられなかった 1 例 (2F04)

と同程度であった (表 4)。 
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3.2.7 各種臓器に対する影響 

 400 mg/kg 群では 3 例に子宮の萎縮、副腎肥大および胃粘膜に黒色点がみられ、2 例

に脾臓の萎縮、1 例に胸腺の萎縮および肺の変色 (褐色)がみられた。一方、200 mg/kg

群では異常所見はみられなかった (表 5)。 

 
3.2.8 排卵に対する影響 

 対照群と投薬群の間に差はなかった。200 mg/kg 群のうち性周期の回復がみられた 4

例のうちの 3 例 (2F02、03 および 05) は対照群と比較し差がみられなかったが、1 例 

(2F01) で著しい低値を示した。200 mg/kg 投薬群のうち性周期の回復がみられなかっ

た 1 例 (2F04) の排卵は確認されなかった (表 6)。 

 
3.3 考察 

 雌ラットに 200 および 400 mg/kg/日の atrazine を反復投与すると、400 mg/kg 群の 3

例に投与 6 日頃から持続的な発情休止期がみられ異常性周期の誘発が示された (表 2)。

また、1 例に自発運動の低下、外陰部の被毛の汚れ、眼瞼下垂および糞量減少が観察

され、投与 6 日に死亡した (表 1 )。その他の生存例においても全例に糞量減少および

1 例に削痩がみられた(表 1)。同群ではさらに非回復性の体重増加抑制および摂餌量の

減少がみられたことが (図 5 および 6)、性周期の変化、副腎、胃粘膜および胸腺の変

化などの一因と推測された。ところが 200 mg/kg 群では、5 例全例で投与 6 日頃から

400 mg/kg 群と同様に持続的な発情休止期がみられたものの、そのうち 4 例で投与 17

日頃から性周期の回復がみられた (2F01、02、03 および 05) (表 2)。同群では atrazine

投与初期に糞量減少、体重増加抑制および摂餌量の減少がみられたが、その後回復が

みられた (図 5 および 6)。これらの変化は既に報告されている結果 (Cooper et al., 1996; 

Eldridgea et al., 1999; Shibayama et al., 2009)と概ね一致した。200 mg/kg では糞便量の減

少などの一般状態変化や体重増加抑制は回復がみられたことから、持続的な性周期の

変化は状態悪化による二次的な影響ではなく、atrazine が直接的に性周期に影響を及ぼ

した結果と考えられた。 

 200 mg/kg 群では atrazine 投与 22－29 日のいずれか 1 日の 11:00 に血漿中 E2 および

P4 濃度を測定した。性周期の回復がみられた 3 例 (2F02、03 および 05) では血漿中

E2 濃度に投薬の影響はみられず、血漿中 P4 濃度はやや高値であった (表 3)。性周期

の回復がみられた他の 1 例 (2F01)および性周期の回復がみられなかった 1 例 (2F04) 

では血漿中 E2 濃度の低値および P4 濃度の高値であった (表 3)。これらの動物では剖

検時に、発達した黄体 (多数であり、正確な計数が不可であったためデータ示さず)お

よび排卵数減少がみられた。Cooper らの報告では、ラットにおいて 300 mg/kgの atrazine
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を 21 日間投与すると発達した黄体および血漿中 P4 濃度の上昇がみられ、atrazine の

卵胞発育阻害作用が示唆されている (Cooper et al., 1996)。従って、本実験の 2 例 (2F01

および 04)でみられた血漿中の高濃度の P4 は発達した黄体からの分泌に起因し、また、

排卵数の低下は atrazine 投与によって卵胞発育が阻害され E2 の分泌および排卵が抑

制されたため生じたと考えられた。 

Atrazine 投与 22－29 日目のいずれか 1 日の 11:00 に 100 nmol/kg の Kp-54 を単回皮

下投与し、Kp-54 投与前ならびに投与 1、2 および 4 時間後に血漿中 LH 濃度を測定し

た結果、200 mg/kg 群では対照群と比較して一過性の LH サージ様分泌の減弱がみられ

た (表 4)。そのうち、性周期の回復がみられた他の 1 例 (2F01)および性周期の回復が

みられなかった 1 例 (2F04)では LH サージ様分泌はほぼ認められなかった (表 4)。生

理的な LH サージは図 3 に示した通り、視床下部の kisspeptin 神経細胞から放出される

kisspeptin が GnRH 神経細胞を刺激し、そこから放出される GnRH が下垂体を刺激す

ることで誘発される。また、このような LH サージは、卵巣より分泌されるステロイ

ドホルモンが正のフィードバックを視床下部に送ることで誘発される。Atrazine 曝露

と LH サージ減弱との関連を調べた先行研究では、OVX ラットに EB と P4 を同時に

持続投与し atrazine を 5 日間投与すると、血漿中 LH 濃度が低値を示したことから、

EB および P4 に対する視床下部の反応性の低下が示唆されている (Tami S McMullin et 

al., 2004)。また、雌ラットに atrazine を 4 日間投与し、視床下部における eGFP-GnRH

および神経細胞の活性化マーカーである FOS のタンパクを測定すると共発現するタ

ンパクの減少がみられたことから、atrazine 投与による GnRH 神経細胞の活性の低下

が示唆されている (Foradori et al., 2009a)。さらに、OVX ラットに EB を持続投与し、

atrazine を 3 日間投与した後に GnRH を投与すると、LH が一過性に上昇したことか

ら、atrazine を投与しても下垂体の GnRH に対する感受性は維持されていると考えら

れる (Cooper et al., 2000)。Kisspeptin は GnRH 神経細胞の生理機能を評価可能なペプチ

ドであり、雌ラットに kisspeptin の 100 nmol/kg を単回皮下投与すると、投与 2 時間後

をピークとした一過性の LH サージ様の分泌が生じることが報告されている (Ishii et 

al., 2013)。一方で、kisspeptin による LH の分泌には高濃度の E2 が必要であることが

示唆されており (Pielecka-Fortuna et al., 2007)、本研究での異常性周期を示した個体に

おける kisspeptin を単回投与後の一過性の LH の上昇が誘発されなかった原因として、

E2 低下を介した影響および/あるいは GnRH 神経細胞自身の活性低下が考えられた。

1 例 (2F01)については血漿中ホルモン濃度の変化がみられたが、性周期は正常であっ

た (表 2 および 4)。しかしながら、その原因は特定できなかったため、今後検討が必

要である。 

以上の結果より、雌ラットに 200 mg/kg/日の atrazine を反復経口投与すると性周期
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に異常を来すことが確認された。また、これらの動物では卵胞発育の抑制や卵巣から

の E2 分泌の低下、過剰な黄体形成および kisspeptin 依存的なサージ様 LH 放出の低下

などが引き起こされることが明らかとなった。このような atrazine曝露による影響は、

卵巣に対する作用起因、もしくは視床下部 (kisspeptin 神経細胞および GnRH 神経細胞)

に対する作用が考えられるが、前述の通り HPG 軸は視床下部、下垂体および卵巣が密

接に連関して機能することから、上記可能性のいずれか、あるいはその両方なのかに

ついては本研究では明らかにすることは出来なかった。視床下部機能、卵巣機能、そ

れぞれに焦点を当てた研究を行うことで、atrazine の影響に関する詳細な解析が可能に

なると考えられる。 
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図 4. 第１章における実験概要 

 
正常性周期が確認された雌ラットに 200 および 400 mg/kg の atrazine の 5 日間反復経

口投与を開始した。400 mg 群では、非回復性の体重増加抑制がみられたことから投与 8
日に全例安楽死させた。200 mg/kg 群は、投与 22-29 日の間に（最終投与時点で正常性

周期：P 期、異常性周期：D 期）100 nmol/kg の Kp-54 を単回皮下投与し、投与前ならび

に投与 1, 2 および 4 時間後の血漿中ホルモン濃度を測定した。さらに、atrazine 最終投

与翌日に剖検および排卵計数を実施した。 
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図 5. 無処置雌ラットの atrazine 投与による体重に対する影響 

 
 無処置の雌ラットに 200 および 400 mg/kg の atrazine を 1 回/日反復投与し、体重を測

定した。各群 5 匹の平均値±標準偏差 (SD)として示した。*; p < 0.05 vs. vehicle control. 
(two-tailed Williams’ or the Shirley–Williams test) 
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図 6. 無処置ラットの atrazine 投与による摂餌量に対する影響 

 
 無処置の雌ラットに 200 および 400 mg/kg の atrazine を 1 回/日反復投与し、摂餌量を

測定した。各群 5 匹の平均値±標準偏差 (SD)として示した。*; p < 0.05 vs. vehicle control. 
(two-tailed Williams’ or the Shirley–Williams test) 
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図 7. 第１章考察の概要 
 
 無処置の雌ラットに 200 mg/kg の atrazine を 1 回/日反復投与した結果、性周期が停止

し、その原因として、atrazine が卵巣機能に作用し E2 低下を介して HPG 軸が異常とな

った可能性、および atrazine が GnRH 神経細胞に作用して kisspeptin に対する反応性が

低下した可能性が示唆された。 
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表 1. 無処置雌ラットの atrazine 投与による一般状態に対する影響 

 

 無処置の雌ラットに 200 mg/kgの atrazineを 1 回/日反復投与し、非投与日は 1 日 1 回、

投与日は 1 日 2 回以上 (投与前および投与後約 1 時間)一般状態観察を実施した。数値

は、それぞれ観察された個体を示した。 
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表 2. 無処置雌ラットの atrazine 投与による性周期に対する影響 

 
 無処置の雌ラットに 200 および 400 mg/kg の atrazine を 1 回/日反復投与し、 膣スメ

ア観察によって性周期を判定した。 
a: 異常性周期が確認された個体の平均値±標準偏差 (SD) 
b: 異常性周期からの回復が確認された個体の平均値±標準偏差 (SD) 
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表 3. 無処置雌ラットの atrazine 投与による卵巣ホルモンに対する影響 

 

 無処置雌ラットに 200 mg/kg の atrazine を 1 回/日投与し、投与 22～29 日目のいずれ

か 1 日の 10:00 の血漿中 E2 濃度および P4 濃度。各群 5 匹の平均値±標準偏差 (SD)と
して示した。∗; p ≤ 0.05 (t test) vs. the vehicle control. 
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表 4. 無処置雌ラットの atrazine 投与による GnRH 神経細胞の Kp-54 に対する反応

性に対する影響 

 

 無処置雌ラットに 200 mg/kg の atrazine を 1 回/日投与し、投与 22～29 日目のいずれ

か 1 日の 11:00 に 100 nmol/kg の Kp-54 を単回皮下投与した後の血漿中 LH 濃度、LH ピ

ーク濃度および AUC0-4hr。各群 5 匹の平均値±標準偏差 (SD)として示した。 ∗ indicates 
P ≤ 0.05 (AVOVA and t test) vs. the vehicle control. 
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表 5. 無処置雌ラットの atrazine 投与による各種臓器に対する影響 

 
 雌ラットに 200 および 400 mg/kg の atrazine を反復投与し、投与最終日に剖検し、各

種臓器の肉眼観察を実施した。数値は、それぞれ観察された個体を示した。 
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表 6. 無処置雌ラットの atrazine 投与による排卵に対する影響 

 
  雌ラットに 200 mg/kg の atrazine 反復投与し、最終日の剖検時に卵管中の卵母細胞

を実体顕微鏡下で計測した。統計学的有意差は認められなかった。 
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4 第 2 章 雌ラットの atrazine による GnRH 神経細胞および kisspeptin神経細胞に

対する影響 

4.1 目的 

 第 1 章の結果より、雌ラットに 200 mg/kg/日の atrazine を反復投与することによっ

て卵巣機能が低下し、E2 分泌が低下、および/あるいは GnRH 神経細胞の kisspeptin に

対する反応性が低下した結果、LH 分泌が抑制され、HPG 軸の異常を介して性周期が

変化したと考えられた。GnRH 神経細胞の kisspeptin に対する反応性は卵巣機能の影響

を大きく受けることが知られている。そこで本章では atrazine の卵巣機能に対する影

響を排除するためにLHサージ研究に汎用されているOVX+E2モデルを用いて、GnRH

神経細胞および kisspeptin 神経細胞に対する影響を調べた (図 8)。 

 
4.2 OVX+E2 モデルラットにおける atrazine の 5 日間反復投与の結果 

4.2.1 一般状態、体重および LH サージに対する影響 

 OVX+E2 動物に 100 および 200 mg/kg の atrazine を 5 日間投与した結果、200 mg/kg

群では、下痢および糞便量の減少がそれぞれ 1 例でみられた (表 7)。また、体重は対

照群と比較して、100 および 200 mg/kg 群でそれぞれ 7.5 %および 12.1 %と有意に減少

した (図 9A)。また、atrazine 投与 5 日目 (E2 持続投与開始 2 日目)に LH サージを観察

した結果、100 および 200 mg/kg 群で LH サージ抑制が確認され、その程度は同等であ

ることが示された (図 9B-D)。雌ラットでは、10%までの体重増加抑制では生殖機能に

対する影響はごく軽度もしくはみられないと報告されている (Tropp and Markus, 2001)。

したがって、以降の実験の投与量は毒性学的影響の少ない且つ十分な LH サージ抑制

を誘発する 100 mg/kg に設定した。 

 
4.2.2 GnRH 含有量に対する影響 

 視床下部中の GnRH 含有量は、内因性の GnRH/LH サージ依存的に変動すると報告

されていることから (Barr and Barraclough, 1978)、日内変動を避けるために 11:00-

13:00 の GnRH 含有量を測定した。Atrazine 投与 5 日目の視床下部中の GnRH 含有量

は、対照群と atrazine 群の間に差はみられなかった (図 10)。 

 
4.2.3 GnRH 神経細胞の kisspeptin に対する反応性への影響 

 Atrazine 投与 5 日目 (E2 持続投与開始 2 日目)に Kp-54 に対する反応性を評価した。

E2 投与前の個体の膣スメア像は全て発情休止期の像が観察されており、E2 持続投与

開始 2 日目の個体の膣スメア像は全て発情期の像が観察された。対照群と atrazine 群
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との間に膣スメア像の差はみられなかった。E2 投与 2 日目の 11:00 に Kp-54 の 0、0.1、

1 または 10 nmol/kg を単回皮下投与した。投与後 1、2 および 3 時間後の血漿中 LH 濃

度を測定した結果、対照群と atrazine 群のいずれも Kp-54 の用量依存的な血漿中 LH 濃

度の一過性の増加を示した。血漿中 LH ピーク濃度は、Kp-54 の 10 nmol/kg 投与群で、

対照群と比較して atrazine群において統計学的に有意な増加を示した (図 11A)。また、

AUC は対照群と比較して差はみられなかった (図 11B)。 

 
4.2.4 Kiss1 遺伝子発現に対する影響 

 Atrazine 投与 5 日目の AVPV の Kiss1 mRNA 発現量を定量的 PCR で測定した結果、

atrazine 群において、統計学的に有意な発現量の低下を示した (図 12A)。一方で、ARC

の Kiss1 mRNA 発現量は対照群と atrazine 投与の間に統計学的に有意な差はみられな

かった(図 12B)。 

 
4.3 考察 

 第一章では、無処理雌ラットの atrazine 曝露によって LH 放出能を指標とした

kisspeptin に対する GnRH 神経に対する反応性の低下が認められた。しかしながら、

GnRH 神経細胞の kisspeptin に対する反応性は卵巣機能の影響を大きく受けるため、

atrazine 投与による kisspeptin 反応性低下の原因が、卵巣機能異常に起因するのか、

atrazine の作用によるものなのかが区別し辛い結果となった。そこで第二章では、LH

サージ研究に汎用されている OVX+E2 モデルを用いて、GnRH および kisspeptin に対

する影響を調べた。まず、atrazine 投与による LH サージ減弱モデルを作製するため、

OVX ラットに 100 および 200 mg/kg の atrazine を 1 日 1 回経口投与し、atrazine 投与 3

日目から E2 投与を開始して、atrazine 投与 5 日目 (E2 投与 2 日目)における LH サージ

を観察したところ、100 および 200 mg/kg では同等の LH サージの減弱が認められた 

(図 9B-D)。一方で、体重は対照群と比較して 100 および 200 mg/kg で、それぞれ 7.5 %

および 12.1 %減少した (図 9A)。200 mg/kg でみられた 10%を超える体重増加抑制など

のストレス負荷は、雌ラットの生殖機能に影響を及ぼすことが知られている (Tropp 

and Markus, 2001)。さらに同用量では、下痢などの一般状態の悪化が認められているこ

とから (表 7)、状態悪化によって LH サージ減弱が惹起された可能性が考えられた。

100 mg/kg は 200 mg/kg と同等の LH サージ減弱が認められたが、体重増加抑制は対照

群と比較して 10%未満であり、体重増加抑制による二次的な生殖機能に対する影響が

少ないと考えられ (Tropp and Markus, 2001)、且つ一般状態に変化がみられなかったこ

とから、毒性学的影響の少ない且つ十分な LH サージの減弱がみられた 100 mg/kg を

本研究の atrazine による LH サージ減弱モデルとして用いた。既報告では、OVX 処置
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ラットでは atrazine 投与によって GnRH 対する反応性は正常であることが示唆されて

おり (Foradori et al., 2009a)、さらに、OVX＋E2＋P4 処置ラットの atrazine による GnRH

神経細胞の活性の低下が示唆されている (Foradori et al., 2009b)。これらのことから、

atrazine投与によるLHサージ減弱の原因には 1) GnRH神経細胞のGnRH放出能低下、

あるいは 2) GnRH 神経を制御する上位のシグナル伝達系、すなわち kisspeptin 神経細

胞に影響を及ぼしている可能性が考えられた。 

 第二章の研究では、まず 1) GnRH 神経細胞における GnRH 放出能評価を目的に、

atrazine 投与 5 日目の 11:00 に Kp-54 を単回皮下投与して、その後の血漿中 LH 濃度を

GnRH 放出のサロゲートマーカーとして経時的に測定した。Kisspeptin は GnRH 神経

細胞を刺激して GnRH を放出させ (Seminara, 2005)、雌ラットの AVPV における

kisspeptin は、GnRH をサージ状に分泌させる (Maeda et al., 2007)。ラットに kisspeptin

を皮下投与すると、GnRH 神経細胞の活性がみられ (Matsui et al., 2004)、無処置の雌ラ

ットに Kp-54 を皮下投与すると血漿中 LH 濃度が一過性に上昇することから (Ishii et 

al., 2013)、kisspeptin の皮下投与による血漿中 LH 濃度の上昇は、本ペプチドが GnRH

神経細胞を刺激した結果を反映していると考えられる。Atrazine 投与後の kisspeptin 投

与による一過性の LH 放出能は、Kp-54 の用量依存的に上昇し (図 11A-B)、さらに Kp-

54 の 10 nmol/kg では、対照群と比較して有意な上昇を示した (図 11A)。atrazine 投与

は Gnrh mRNA の発現量には影響を及ぼさず、一方で GnRH 神経細胞の活性を低下さ

せることが示唆されている (Foradori et al., 2009a)。高濃度の kisspeptin に対する反応性

が上昇した原因として、GnRH 放出低下によって視床下部中の GnRH 含有量が増加し

ていることに起因する可能性が考えられたが、本研究では視床下部の GnRH 含有量に

は影響がみられなかった。過去の報告では、無処置の雌ラットに atrazine を 4 日間投

与した後の正中隆起 (median eminence：ME)における GnRH 含有量が増加することが

示されている (Cooper et al., 2007)。ME には GnRH 神経の末梢部分が局在しているこ

とから (Herbison, 1998)、atrazine によって GnRH 分泌能が低下し放出できていない

GnRH が貯留した状態である可能性が考えられる。本研究では、視床下部全体での

GnRH 含有量を測定したため、わずかなあるいは局所的な GnRH 放出能低下に対する

変化を捉え切れていないのかもしれない。 

 ここまでの結果から、atrazine 投与によって GnRH の合成/放出から LH 分泌までの

機能に影響はみられないことが示唆され、また過去の知見とも矛盾しない結果であっ

た。そこで次に、2) GnRH の上位のシグナル系、すなわち kisspeptin への影響を検討し

た。 

 ラット視床下部には二種類の kisspeptin 神経細胞が存在することが知られている。

一つは ARC に雌雄共に存在してステロイドホルモンのネガティブフィードバックを
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受けて GnRH/LH のパルス状分泌に寄与する。もう一つは AVPV に雌のみに存在する

kisspeptin 神経細胞である。雌ラットの AVPV における kisspeptin 神経細胞は、E2 のポ

ジティブフィードバックを kisspeptin 神経細胞上に発現する ERα を介して受けた後、

Kiss1 遺伝子発現量を増加し、それに引き続き GnRH をサージ状分泌させることが知

られている (Maeda et al., 2007)。Atrazine 投与による視床下部 AVPV 中の kisspeptin に

対する影響を明らかにするために、Kiss1 mRNA の発現量を調べたところ、atrazine 投

与による Kiss1 mRNA 発現量の有意な低下が認められた (図 12A)。Kiss1 mRNA の発

現量と kisspeptin ペプチド産生量や kisspeptin 神経細胞からの kisspeptin 放出量との関

係についてはほとんど調べられていないが、Hu らは AAV ウイルスを用いて Kiss1 に

対するアンチセンスオリゴ核酸を AVPV に局所投与することで、LH サージが消失す

ることを示しており (Hu et al., 2015)、atrazine 投与による Kiss1 mRNA 発現量の低下が

kisspeptin 産生量の低下につながり、結果的に LH サージ状分泌の減弱につながったと

考えることは妥当である。もっとも、kisspeptin 神経細胞自体の活性化については本研

究では検討出来ておらず、kisspeptin 神経細胞からの GnRH 神経細胞への kisspeptin 放

出低下についても検討できていない。これらの点については今後詳細な検討が必要で

ある。Goldman らの報告では、本実験結果とは異なり、OVX+E2 ラットに atrazine を

4 日間投与後の視床下部 AVPV 中の Kiss1 mRNA 発現量は影響がないことが示唆され

ている (Goldman et al., 2013)。本研究では atrazine により Kiss1 mRNA 発現が低下して

おり、結果の相違の理由は不明である。一つの可能性として、LH サージ減弱モデルの

作製方法および採材時期の違いが考えられる。Goldman らの研究では、OVX および E2

の持続投与実施と同時に atrazine 投与を開始しており、さらに E2 の持続投与は 4 日間

実施されている(Goldman et al., 2013)。一方、本研究では OVX 施術し回復期間を設け

た後に、まず atrazine のみの反復投与を開始し、atrazine 投与 3 日目 (採材の 2 日前)か

ら E2 の持続投与を開始し、E2 持続投与 2 日目採材した。雌ラットは通常 4－5 日のサ

イクルで発情するが、OVX ラットに高濃度の E2 を持続投与することで連続発情およ

び毎日のサージ様 LH 放出を引き起こすことが可能である。しかしながら、そのサー

ジ様 LH 放出は E2 持続投与開始 3 日目から急激に減少することが報告されているこ

とから (Tsukamura et al., 1988)、OVX+E2 ラットにおける LH サージ様放出能が実験条

件により異なる可能性が考えられ、これらが Goldman らの報告との相違の原因である

かもしれない。 

Kiss1 mRNA 発現は、E2 のポジティブフィードバックを ERα が受け取ることで制御

されている。本実験では、OVX+E2 条件下における血漿中 E2 濃度は対照群と比較し

て差がないことから、ERα への結合を atrazine が阻害する可能性もしくは E2 の ERα

結合後の作用に対する atrazine の抑制的作用が考えられた。McMullin らによるラット
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視床下部を用いた in vitro 受容体結合試験では、125 mg/kg の atrazine を投与した場合

の脳内 atrazine の Cmax が約 0.3 μM (64.8 μg/mL 相当)に対して、結合阻害定数 (Ki 値)

は 0.2 mM (43.2 mg/mL)と atrazine 脳内濃度の 660 倍以上の濃度であったことから 

(Albanito et al., 2015; T. S. McMullin et al., 2004)、生体内における atrazine の ERα への阻

害活性は無視できると示唆される。一方で、ERα とは別の G タンパク質共役型エスト

ロゲン受容体である GPR30 を atrazine が阻害することが示唆されている (Albanito et 

al., 2015)。しかしながら、Treen らは、AVPV の Kiss1 発現は GPR30 非依存的であると

報告していることから (Treen et al., 2016)、本研究における Kiss1 発現低下は、atrazine

による ERα 阻害もしくは GPR30 シグナル阻害には起因しないと考えられた。今後、

E2-ERα 結合後の下流のシグナルに対する干渉や Kiss1 の ERα 領域のエピジェネティ

ックな影響などの検討が、atrazine による LH サージ減弱の機作解明に繋がると考えら

れた。さらに本研究では、ARC の Kiss1 発現には影響はみられなかった (図 12B)。

Foradori らは、OVX ラットにおいて atrazine 曝露によって LH パルスが減弱すること

を報告している (Foradori et al., 2009b)。ARC の Kiss1 発現は、エストロゲンの負のフ

ィードバックによって制御されると考えられている (Oakley et al., 2009)。よって、本

研究における高濃度の E2 存在下、すなわち少なくとも基礎レベルでの ARC の Kiss1

発現およびそれに伴う LH 分泌には影響を及ぼさない可能性が示唆された。今後、

AVPV および ARC 領域の kisspeptin 神経細胞における E2-ERα 結合領域に着目した分

子メカニズムの解明が期待される。 

前述の通り、ヒトの atrazine 曝露による直接的な健康被害との因果関係を証明した

報告は見当たらない。化学物質のヒトに対する安全性評価には、非臨床安全性試験か

ら求められる NOAEL (No observable adverse effect level)からヒトにおける一日許容量

が算出される。2015 年の日本産業衛生学会の許容濃度等に関する委員会資料によると、

2 年間の atrazine の混餌投与試験で雌ラットの NOAEL は 70 ppm (3.5 mg/kg 相当)であ

ったことから、ラットとヒトの種差に関する不確実係数を 10 と仮定して、ヒトの一日

許容摂量を 0.35 mg/kg と算出されている (日本産業衛生学会 許容濃度等に関する委

員会, 2015)。実際に atrazine を扱う工場における職業性暴露は、10 – 700 μM/workshift 

(8h) (体重 50kg で換算した場合、最大 0.0004 mg/kg/day 相当)と報告されているが 

(Catenacci et al., 1993)、ヒト女性が職業性曝露することによる生殖機能に対する影響に

関する報告は見当たらない。本研究では、atrazine の短期間曝露における生殖機能に対

する毒性発現の機作解明を GnRH 神経細胞および kisspeptin 神経細胞に着目し研究す

るために atrazine を高用量で曝露させたが、今後、さらにヒト女性における生殖機能

の影響の可能性を評価する上ではヒトにおける職業性曝露量付近の用量を含め、さら

に長期間曝露における毒性発現の有無および機作解明が重要であると考えられた。 
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以上の結果から、atrazine投与による LH サージの減弱には kisspeptin神経が関与し、

特に Kiss1 遺伝子の転写レベルでの抑制が起こったことによる kisspeptin の分泌量低

下が GnRH/LH サージの減弱を引き起こした可能性が示唆された。今後、atrazine によ

る Kiss1 発現抑制の作用機序および kisspeptin ペプチドの産生・分泌能についてより詳

細に検討することで、atrazine 投与による影響をより明らかにすることができると考え

られた。 
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図 8. 第２章における実験概要 

 

 正常性周期が確認された雌ラットに OVX を施し、5 日間の回復期間を設けた。その

後、100 および 200 mg/kg の atrazine の 5 日間反復経口投与を開始した。Atrazine 投与

3 日目に背部皮下に E2 充填チューブを埋め込み、その後 atrazine 投与 5 日目 (E2 持続

投与 2 日目)に各実験に用いた。  
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図 9. OVX+E2 ラットの atrazine 投与による体重および LH サージに対する影響 
 
 OVX+E2 ラットに 100 mg/kg の atrazine を 1 回/日、5 日間反復投与期間の体重 (A) *; 
p < 0.05 vs. vehicle control. (two-tailed Williams’ or the Shirley–Williams test)。 Atrazine 投与

5 日目の血漿中 LH 濃度 (B)、LH ピーク濃度 (C)および LHAUC10:00-21:00 (D)。 
Two-way repeated measures 2-way analysis of variance (AVOVA) (B)もしくは one-way 
ANOVA test (C, D)において p < 0.05 を示した差について two-tailed Williams’ or the Shirley–
Williams test を実施した。 *; p < 0.05 vs. vehicle control. 各群 6 匹の平均値±標準偏差 
(SD)として示した。 
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図 10. OVX+E2 ラットの atrazine 投与による視床下部 GnRH 含量に対する影響 

 
 OVX+E2 ラットに 100 mg/kg の atrazine を 1 回/日、5 日間反復投与した後の視床下部

中 GnRH 含量。各群 6 匹の平均値±標準偏差 (SD)として示した。統計学的有意差はみ

られなかった。 
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図 11. OVX+E2 ラットの atrazine 投与による GnRH 神経細胞の Kp-54 に対する 

反応性への影響 
 
 OVX+E2 ラットに 100 mg/kg の atrazine を 1 回/日、5 日間反復投与後の 11:00 に Kp-
54 を単回皮下投与した。Kp-54 投与前ならびに投与後 1, 2 および 3 時間後の血漿中 LH
ピーク濃度 (A)及び LHAUC0-3hr (B)。各群 5-6 匹の平均値±標準偏差 (SD)として示し

た [Dose of Kp-54: 0 nmol/kg (n = 5 in each group), 0.1 nmol/kg (vehicle: n = 5, atrazine: n = 
6), 1 nmol/kg (n = 6 in each group)]。 *; p ≤ 0.05 (Williams’ or Shirley–Williams test) vs. the 0 
nmol/kg group. #; p ≤ 0.05 (t test) vs. the vehicle control. 
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図 12. OVX+E2 ラットの atrazine 投与による視床下部 AVPV 及び ARC の 

Kiss1 mRNA 発現に対する影響 
 
 OVX+E2 ラットに 100 mg/kg の atrazine を 1 回/日、5 日間反復投与後の視床下部 AVPV 
(A)および ARC (B)における Kiss1 mRNA 発現量。各群 6-7 匹 (vehicle: n = 6, ATR: n = 7)
の平均値±標準偏差 (SD)として示した。∗ indicates p ≤ 0.05 (t test) vs. the vehicle control. 
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図 13. 第２章考察の概要 

 
 OVX+E2 ラットに 100 mg/kg の atrazine を 1 回/日反復投与した結果、GnRH 神経 Kp-
54 に対する反応性には影響を及ぼさず、LH サージの減弱には atrazine による AVPV の

Kiss1 遺伝子発現量の低下が関与している可能性が示唆された。 
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表 7. OVX+E2 ラットの atrazine 投与による一般状態に対する影響 

 
 OVX+E2 ラットに 100 mg/kg の atrazine を 1 回/日反復投与し、非投与日は 1 日 1 回、

投与日は 1 日 2 回以上 (投与前および投与後約 1 時間)一般状態観察を実施した。数値

は、それぞれ観察された個体を示した。 
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5 総合考察 

 本研究は、雌ラットの atrazine 曝露による生殖機能に対する影響を明らかにすること

を目的とした。まず、無処置の雌ラットにおける影響を性周期、卵巣機能及び LH 分泌

を指標とした視床下部の kisspeptin 反応性に着目した研究を行った（第 1 章）。次に、

GnRH/LHサージに対する影響を明らかにするために、高濃度E2を持続投与させたOVX
ラットモデルにおける GnRH 神経細胞及び kisspeptin 神経細胞に対する影響に着目した

研究を行った（第 2 章）。 
第一章では、まず、雌ラットに 200 mg/kg/日の atrazine を反復投与した結果、投与 6

日頃から性周期の停止等の異常性周期がみられた。Atrazine 投与約 3 週間後の卵巣ホル

モンは、対照群と比較して、血漿中 E2 濃度には差がみられず、一方で血漿中 P4 濃度は

統計学的有意な上昇を示したことから、atrazine 投与による卵巣機能の低下が示唆され

た。また、投与約 3 週間後まで持続して異常性周期がみられた個体では、黄体数の増加

および排卵数の低下がみられた。次に GnRH 神経細胞の kisspeptin に対する反応性を調

べるために、atrazine 反復投与後に Kp-54 を単回皮下投与し、その後の血漿中 LH 濃度

を測定した。その結果、血漿中 LH 濃度は atrazine 投与群では対照群と比較して低値で

あり、kisspeptin 反応性の低下が認められた。生理的な LH サージは図 3 に示した通り、

視床下部の kisspeptin 神経細胞から放出される kisspeptin が GnRH 神経細胞を刺激し、

そこから放出される GnRH が下垂体を刺激することで誘発される。また、このような

LH サージは、卵巣より分泌されるステロイドホルモンが正のフィードバックを視床下

部に送ることで誘発される。Kisspeptin は GnRH 神経細胞の生理機能を評価可能なペプ

チドであり、雌ラットに kisspeptin の 100 nmol/kg を単回皮下投与すると、投与 2 時間

後をピークとした一過性の LH サージ様の分泌が生じることが報告されている (Ishii et 
al., 2013)。一方で、kisspeptin による LH の分泌には高濃度の E2 が必要であることが示

唆されており (Pielecka-Fortuna et al., 2007)、本研究での異常性周期を示した個体におけ

る kisspeptin を単回投与後の一過性の LH の上昇が誘発されなかった原因として、E2 低

下を介した影響および/あるいは GnRH 神経細胞自身の活性低下が考えられた。すなわ

ち、atrazine 投与が雌ラット GnRH 神経細胞の kisspeptin に対する反応性低下につなが

ることが示唆されたものの、atrazine 投与の卵巣機能に対する作用と、GnRH 神経細胞

に対する作用とを区別して検討するには限界があった。 

HPG 軸に対する atrazine の影響を検討した先行研究では、序論にも記述したように

卵巣機能に対する知見は多い(Cooper et al., 1996)。そこで第二章では、atrazine の卵巣

機能に対する影響を排除するために LH サージ研究に汎用されている OVX+E2 モデル

を用いて、GnRH 神経細胞および kisspeptin 神経細胞に対する影響を調べた。まず、

OVX+E2 モデルラットに 100 及び 200 mg/kg/日の atrazine を 5 日間反復経口投与した

結果、対照群と比較して有意な LH サージ放出の抑制を示した。次に、同モデルに
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atrazine の 100 mg/kg/日を 5 日間反復経口投与した後に視床下部中 GnRH 含量を調べ

たところ、対照群と比較して差は認められなかった。同様に、atrazine を 5 日間投与し

たモデルラットに kisspeptin を単回皮下投与し、kisspeptin 投与後の血漿中 LH 濃度を

測定した結果、atrazine 群は対照群と同等の LH 放出能を示したことから、GnRH 神経

細胞の kisspeptin に対する反応性には影響を及ぼさないことが示唆された。一方で、視

床下部 AVPV における Kiss1 mRNA の発現量は、対照群と比較して atrazine 群で有意

な低下がみられた。雌ラットの AVPV における kisspeptin 神経細胞は、E2 のポジティ

ブフィードバックを kisspeptin 神経細胞上に発現する ERα を介して受けた後、Kiss1 遺

伝子発現量を増加し、それに引き続き GnRH をサージ状分泌させることが知られてい

る (Maeda et al., 2007)。Kiss1 mRNA の発現量と kisspeptin ペプチド産生量や kisspeptin

神経細胞からの kisspeptin 放出量との関係についてはほとんど調べられていないが、

Hu らは AAV ウイルスを用いて Kiss1 に対するアンチセンスオリゴ核酸を AVPV に局

所投与することで、LH サージが消失することを示しており (Hu et al., 2015)、atrazine

投与による Kiss1 mRNA 発現量の低下が kisspeptin 産生量の低下につながり、結果的に

LH サージ状分泌の減弱につながったと考えることは妥当である。Kiss1 mRNA発現は、

E2 のポジティブフィードバックを ERα が受け取ることで制御されている。本研究で

は、OVX+E2 条件下における血漿中 E2 濃度は対照群と比較して差がないことから、

ERα への結合を atrazine が阻害する可能性もしくは E2 の ERα 結合後の作用に対する

atrazineの抑制的作用が考えられた。McMullinらによるラット視床下部を用いた in vitro

受容体結合試験では、125 mg/kg の atrazine を投与した場合の脳内 atrazine の Cmax が

約 0.3 μM (64.8 μg/mL 相当)に対して、結合阻害定数 (Ki 値)は 0.2 mM (43.2 mg/mL)と

atrazine 脳内濃度の 660 倍以上の濃度であったことから (Albanito et al., 2015; T. S. 

McMullin et al., 2004)、生体内における atrazine の ERα への阻害活性は無視できると示

唆される。一方で、ERαとは別のGタンパク質共役型エストロゲン受容体であるGPR30

を atrazine が阻害することが示唆されている (Albanito et al., 2015)。しかしながら、

Treen らは、AVPV の Kiss1 発現は GPR30 非依存的であると報告していることから 

(Treen et al., 2016)、本研究における Kiss1 発現低下は、atrazine による ERα 阻害もしく

は GPR30 シグナル阻害には起因しないと考えられた。今後、E2-ERα 結合後の下流の

シグナルに対する干渉や Kiss1 の ERα 領域のエピジェネティックな影響などの検討が、

atrazine による LH サージ減弱の機作解明に繋がると考えられた。さらに本研究では、

ARC の Kiss1 発現には影響はみられなかった。Foradori らは、OVX ラットにおいて

atrazine曝露によってLHパルスが減弱することを報告している (Foradori et al., 2009b)。

ARC の Kiss1 発現は、エストロゲンの負のフィードバックによって制御されると考え

られている (Oakley et al., 2009)。よって、本研究における高濃度の E2 存在下、すなわ
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ち少なくとも基礎レベルでの ARC の Kiss1 発現およびそれに伴う LH 分泌には影響を

及ぼさない可能性が示唆された。今後、AVPV および ARC 領域の kisspeptin 神経細胞

における E2-ERα 結合領域に着目した分子メカニズムの解明が期待される。 

前述の通り、ヒトの atrazine 曝露による直接的な健康被害との因果関係を証明した

報告は見当たらない。化学物質のヒトに対する安全性評価には、非臨床安全性試験か

ら求められる NOAEL からヒトにおける一日許容量が算出される。2015 年の日本産業

衛生学会の許容濃度等に関する委員会資料によると、2 年間の atrazine の混餌投与試験

で雌ラットの NOAEL は 70 ppm (3.5 mg/kg 相当)であったことから、ラットとヒトの種

差に関する不確実係数を 10 と仮定して、ヒトの一日許容摂量を 0.35 mg/kg と算出さ

れている (日本産業衛生学会 許容濃度等に関する委員会, 2015)。実際に atrazine を扱

う工場における職業性暴露は、10 – 700 μM/workshift (8h) (体重 50kg で換算した場合、

最大 0.0004 mg/kg/day 相当)と報告されているが (Catenacci et al., 1993)、ヒト女性が職

業性曝露することによる生殖機能に対する影響に関する報告は見当たらない。本研究

では、atrazine の短期間曝露における生殖機能に対する毒性発現の機作解明を GnRH 神

経細胞および kisspeptin神経細胞に着目し研究するために atrazineを高用量で曝露させ

たが、今後、さらにヒト女性における生殖機能の影響の可能性を評価する上ではヒト

における職業性曝露量付近の用量を含め、さらに長期間曝露における毒性発現の有無

および機作解明が重要であると考えられた。 

以上の結果から、atrazine投与による LH サージの減弱には kisspeptin神経が関与し、

特に Kiss1 遺伝子の転写レベルでの抑制が起こったことによる kisspeptin の分泌量低

下が GnRH/LH サージの減弱を引き起こした可能性が示唆された。今後、atrazine によ

る Kiss1 発現抑制の作用機序および kisspeptin ペプチドの産生・分泌能についてより詳

細に検討することで、atrazine 投与による影響をより明らかにすることができると考え

られた。 

 
本研究により、atrazine 投与による異常性周期の誘発には、卵巣機能低下を介した

GnRH 神経細胞の kisspeptin 反応性低下による HPG 軸の異常の関与が示唆され、さらに

LH サージの減弱には AVPV における Kiss1 遺伝子発現量の低下が関与している可能性

が示唆された。 
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Abstract

Atrazine, a commonly used herbicide, suppresses the luteinizing hormone (LH) surge in female
rats, although the underlying mechanism remains unclear. Kisspeptin, encoded by the Kiss1 gene,
is a hypothalamic peptide that controls gonadotropin-releasing hormone (GnRH) release from the
GnRH neurons. Kisspeptin neurons in the anteroventral periventricular nucleus (AVPV) are involved
in regulating pre-ovulatory GnRH and LH surge. To clarify the effect of atrazine on the LH surge
in female rats, we investigated its effects on hypothalamic GnRH and kisspeptin. Ovariectomized
female rats in a high-dose estradiol supplementation model were orally administered vehicle
or 100 mg/kg of atrazine once daily for 5 days. This attenuated the LH surge but did not affect
baseline LH levels, with no difference in hypothalamic GnRH levels between the vehicle-treated
and atrazine-treated animals. After the fifth treatment, subcutaneous administration of kisspeptin
(at 0, 0.1, 1, and 10 nmol/kg) induced a dose-dependent LH release almost equivalent in the vehicle-
and atrazine-treated animals, suggesting that GnRH neurons maintain normal responsiveness
to kisspeptin. However, Kiss1 mRNA expression levels in the AVPV were significantly reduced
in the atrazine-treated animals. Given the normal response of GnRH neurons to exogenously
administered kisspeptin, the suppressive effect of atrazine may be explained by suppression of
Kiss1 expression in the AVPV leading to the attenuation of kisspeptin release from kisspeptin
neurons in the AVPV. Further studies are warranted to elucidate more precisely the mechanism of
atrazine’s involvement in the suppression of Kiss1 mRNA expression in the AVPV.

Summary Sentence

The reduction of Kiss1 expression in the AVPV causes the atrazine-induced attenuation of the LH
surge in female rats.

C© The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press on behalf of Society for the Study of Reproduction. All rights reserved.
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Introduction

Atrazine (ATR), a commonly used herbicide, is known to affect re-
productive function in female animals. For example, it has been re-
ported to suppress the pre-ovulatory luteinizing hormone (LH) surge
in female rats [1, 2] These animal studies begin to provide insights
into the epidemiological observations such as the relationship be-
tween chronic exposure to ATR in drinking water and reproductive
function (e.g. menstrual cycles and LH release) in women [3]. For
ovulation, hypothalamic gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
neurons secrete GnRH in a surge, which stimulates the pituitary go-
nadotroph and leads to the surge release of LH, which eventually
triggers ovulation. This surge is induced by the positive feedback ac-
tion of estrogens released from the ovaries [4]. Thus, the GnRH/LH
surge requires coordinated action by the hypothalamus, pituitary,
and ovaries. Several lines of evidence suggest that the site of action
of ATR is the hypothalamus. Studies have shown that ATR does not
attenuate the pituitary responsiveness to GnRH agonists in ovariec-
tomized (OVX) female rats [1, 5], but that ATR suppressed GnRH
neuronal activation in OVX female rats in an estradiol benzoate and
progesterone supplementation model [6]. Thus, a plausible explana-
tion is that the suppression of LH surge by ATR is mediated by the
GnRH neurons themselves and/or their upper stream components
in the hypothalamus. However, the underlying mechanism has not
been fully elucidated.

Kisspeptin, a hypothalamic peptide hormone encoded by the
Kiss1 gene, is the cognate ligand for the G protein-coupled receptor
KISS1R (also known as GPR54) [7]. Kisspeptin plays a pivotal role
in controlling the release of GnRH from GnRH neurons [8]. Rodents
have two populations of kisspeptin neurons in the hypothalamus: in
the anteroventral periventricular nucleus (AVPV) and in the arcuate
nucleus (ARC). The kisspeptin neurons express estrogen receptor al-
pha (ERα), and the expression of Kiss1 mRNA in AVPV kisspeptin
neurons is positively regulated by estrogens [9–13]. In addition, the
AVPV kisspeptin neurons are activated during the GnRH/LH surge
in both intact and estradiol (E2)-supplemented OVX rats [9, 14].
Thus, it has been proposed that AVPV kisspeptin neurons are the
critical regulator for generating the GnRH/LH surge.

In this study, we sought to clarify the effect of ATR on LH surge
by specifically focusing on the responsiveness of GnRH neurons to
kisspeptin and the expression of AVPV Kiss1 mRNA levels in OVX
female rats with a high-dose E2 supplementation model.

Materials and methods

Animals
Female Jcl:Wistar rats were purchased from CLEA Japan, Inc.
(Tokyo, Japan) and were group-housed in cages and maintained on a
12-h light, 12-h dark cycle with lights on at 7:00. All had free access
to solid food (CR-LPF, Oriental Yeast Co., Ltd, Tokyo, Japan) and
tap water. Two weeks before the start of the experiments, the rats
were moved to individual cages and vaginal smears were taken daily
to monitor the estrous cycles. The rats that exhibited 4- or 5-day
normal estrus cycles were then classified into three (Experiment 1)
or two (Experiments 2–4) groups. All procedures were performed
in accordance with the institutional guidelines for animal care at
Takeda Pharmaceutical Company Ltd.

Recovery period (5 days)

d1         d2         d3         d4         d5

ATR dosing period (5 days)

Continuous dosing of E2

ATR 100, 200 mg/kg or Vehicle 

Sampling

OVX

Figure 1. Schematic representation of the experimental protocol. The animals
were ovariectomized bilaterally; 5 days later atrazine (ATR) or vehicle was
administered orally by gavage once daily for five consecutive days. Seven
days after ovariectomy (i.e. 3 days after the first administration of ATR), a
silastic tube filled with crystalline E2 was implanted subcutaneously in the
back of each rat. Two days after this (5 days after the first administration of
ATR), bloods or brain samples were taken for the various experiments.

Materials
ATR was obtained from Tokyo Chemical Industry Company Ltd
(Tokyo, Japan). Dosing suspensions of ATR were prepared in a
vehicle of 0.5% w/v methylcellulose (MC) in distilled water. The
control animals were gavaged daily with 0.5% w/v MC vehicle
(5 ml/kg body weight). Kisspeptin-54 (Kp-54) was synthesized by
Takeda Pharmaceutical Company Ltd (Osaka, Japan). Dosing solu-
tions of Kp-54 were prepared in saline, and the control animals were
subcutaneously injected with saline. β-Estradiol was obtained from
Sigma-Aldrich, Japan (Tokyo, Japan).

Administration of ATR, and the OVX with high-dose E2
supplementation model
This study comprised four experiments, detailed in the following
sections. For all the experiments, the OVX with high-dose E2 sup-
plementation model (OVX + E2) was implemented as follows (Fig-
ure 1). The animals were ovariectomized bilaterally and, 5 days later,
ATR or vehicle was administered orally by gavage once daily for five
consecutive days. Seven days after ovariectomy (i.e. 3 days after the
first administration of ATR), a silastic tube filled with crystalline
β-estradiol was implanted subcutaneously in the back of each rat,
as previously described [15]. Briefly, the silastic tubes (total length
25 mm, inner diameter 2.0 mm, outer diameter 3.0 mm; Kaneka
Medix Corp., Osaka, Japan) were plugged with silicone adhesive at
each end to leave a 2 cm length to be filled with E2 powder. All
operations were performed under 2.5%–3% isoflurane inhalation
anesthesia. Two days after the implantation of the E2 tubes (i.e.
5 days after the first administration of ATR), blood or brain samples
were taken, as described for each experiment.

Observation of animals
All animals were observed for survival and obvious pharmacotoxic
signs twice a day (before and 1 h after dosing) on the ATR dosing
days and once a day on the nondosing days. Fecal abnormalities,
feces quantity, and animal behavior in the cage were observed. The
animals were then taken out of the cage, and clinical signs were
observed by visual inspection and palpation, which were assessed
in all groups. All animals were weighed on the ATR dosing days
using an electronic balance (XS4002S, Mettler-Toledo K.K., Tokyo,
Japan).
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Experiment 1: Effect of ATR on body weight and the LH
surge
In the first experiment, three groups of animals (n = 6 in each group)
were administered vehicle or 100 or 200 mg/kg of ATR orally by
gavage once daily for five consecutive days to create the OVX + E2
model. In several studies in female rats, the suppression of LH release
was observed at 50, 100, and 200 mg/kg of ATR orally by gavage
for 3–4 days [1, 2, 5, 6]. Moreover, in our preliminary experiment,
the abnormal estrus cycle was observed at 200 mg/kg from around
the day of the fifth treatment of ATR (data not shown). Therefore,
in this study, the dosage levels of ATR for the initial experiments
were set at 100 and 200 mg/kg orally by gavage for 5 days. The
animals were weighed daily during the ATR dosing period. Blood
samples for determination of the LH surge were collected at 10:00,
15:30, 16:30, 17:30, 18:30, 19:30, and 21:00 on the day of the fifth
treatment of ATR, as previously described [15]. Blood was collected
without anesthesia from the jugular vein, using heparinized syringes.
Plasma was obtained by centrifugation and kept at −80◦C until
the radioimmunoassay. LH concentrations were determined using a
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney (NIDDK)
rat LH RIA kit (Dr Parlow, Harbor-UCLA Medical Center, CA). The
detection limit of these RIA kits was 0.08 ng/ml (LH). An increase in
plasma LH level to greater than double the basal level was considered
to be an LH surge. Based on the results of this experiment (described
later), the subsequent experiments used 100 mg/kg of ATR and not
200 mg/kg.

Experiment 2: Effect of ATR on GnRH levels in the
hypothalamus
The hypothalami were dissected, as previously described [16], from
the brains of euthanized OVX + E2 animals between 11:30 and
13:00 on the fifth day of treatment with 100 mg/kg ATR or vehicle
(n = 6 in each group), and weighed immediately after tissue collec-
tion. The samples were boiled for 5 min in 1 ml distilled water (DW),
and then chilled on ice until sample homogenization. After homog-
enization in DW, a 1:16 volume of glacial acetic acid (WakoPure
Chemical Industries, Tokyo, Japan) was added to the homogenate,
which was gently rotated for 1 h at 4◦C, followed by centrifuga-
tion. The supernatant from the hypothalamic homogenate was then
applied to a Sep-Pak C18 column (Waters, Milford, MA), washed
once with 1 M acetic acid in DW, and eluted with 60% acetoni-
trile containing 0.1% trifluoroacetic acid in DW. The elution was
then lyophilized and stored at 30◦C until the analysis. The level of
GnRH and protein content were determined by using RIA (Bachem
Peninsula, CA) and a Bradford-Protein Assay Kit (OZ Bioscience,
CA), respectively. The detection limit of RIA kits for GnRH was
10 pg/ml. The GnRH level was normalized to the protein content.

Experiment 3: Effect of ATR on LH release in response
to exogenous Kp-54 treatment
On the fifth day of treatment with 100 mg/kg ATR or vehicle,
OVX + E2 animals were administered Kp-54 subcutaneously at
0.1, 1, or 10 nmol/kg at 11:00, as previously described [15]. Control
group rats received saline in the same manner. In total, there were
eight groups, each with either five or six animals, as follows: vehi-
cle + Kp-54 at 0 (n = 5), 0.1 (n = 5), 1 (n = 6), and 10 (n = 5)
nmol/kg; ATR + Kp-54 at 0 (n = 5), 0.1 (n = 6), 1 (n = 6), and 10
(n = 6) nmol/kg.

Blood was collected before administering the Kp-54 or saline and
at 1, 2, and 3 h after administration. Plasma LH concentrations were

determined using a rLH[125I]RIA kit (Institute of Isotopes Company
Ltd, Budapest, Hungary). The detection limit of this RIA kit was
0.8 ng/ml.

Experiment 4: Effect of ATR on the expression of Kiss1
mRNA in the AVPV and ARC
The expression of Kiss1 mRNA in the AVPV and ARC were deter-
mined by quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR),
as previously described [15]. On the fifth day of ATR treatment,
at 11:30–12:30, the animals (vehicle, n = 6; ATR, n = 7) were
sacrificed by exsanguination under 2.5%–3% isoflurane inhalation
anesthesia. The brains were removed and sliced using a rat brain
slicer (BrainScience Idea Co., Ltd, Osaka, Japan). Tissue samples
containing the AVPV were sliced with a thickness of 2 mm, starting
at a point 0 mm anterior to the bregma and punched out with a
1.5 mm-diameter biopsy needle (Kai Industries Co., Ltd, Gifu,
Japan). The tissue samples containing the ARC (2-mm thickness)
were dissected with a microknife; the anterior end of the ARC tissues
was approximately 2.16 mm posterior to the bregma according to the
rat brain atlas [17]. These samples were stored at −80◦C. The total
RNA was purified using RNeasy Minikits (QIAGEN, Valencia, CA),
followed by first-strand cDNA synthesis using High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific, Waltham). The
expression of rat mRNA for Kiss1 and β-actin was determined by
quantitative PCR (qPCR; 7900HT Fast Real-Time PCR System; Ap-
plied Biosystems, Foster, CA) using TaqMan gene expression assays
(Applied Biosystems) for β-actin (Actb: Rn00667869 m1) and Kiss1
(Rn00710914 m1). The mRNA expression levels were analyzed by
the comparative cycle threshold method using β-actin as the internal
control, and were expressed as relative expression levels in compar-
ison to the vehicle controls.

Statistical analysis
Statistical significance was analyzed using SAS version 8.2 (SAS In-
stitute Inc., Cary, NC). Data were presented as mean and standard
deviation (SD) unless otherwise stated. The homogeneity of variance
for multiple groups was analyzed by the F test (for two groups) or
Bartlett’s test (for multiple groups), and the differences were then an-
alyzed by the Williams’ test (parametric test), the Shirley–Williams
test (nonparametric test) for dose-proportional data sets, or the t test
(comparison between two groups), as described in the individual fig-
ure legends. The results demonstrated in Figure 2 were also initially
analyzed using one- or two-way analysis of variance. Differences
were considered statistically significant when P values were ≤ 0.05.

Results

Experiment 1: Effect of ATR on clinical signs, body
weight, and the LH surge
Three groups of OVX animals were administered with vehicle or
100 or 200 mg/kg of ATR for five consecutive days, with E2 supple-
mentation starting on the third day. Diarrhea and a decrease in feces
were observed transiently each in one animal at 200 mg/kg of ATR
(Table 1). The body weights were significantly decreased by 7.5%
and 12.1% at 100 and 200 mg/kg of ATR, respectively, compared
to vehicle on day 5 (Figure 2A). Plasma LH levels were determined
from samples taken at 10:00 and then intervals between 15:30 and
21:00 on day 5. This showed an E2-induced surge-like LH release
in the control group, which was significantly attenuated in the 100
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Figure 2. Effect of atrazine on body weight and the luteinizing hormone surge. The body weight after the administration of atrazine (ATR) (A). ∗ indicates P ≤ 0.05
(Williams’ test or the Shirley–Williams test) vs. vehicle control. Plasma luteinizing hormone (LH) levels (B), LH peak level (C), and the area under the curve of
the LH levels (D) at 10:00 as baseline and from 15:30 to 21:00 on the fifth day of ATR treatment. The hormone profiles were first analyzed by repeated measures
2-way analysis of variance (AVOVA) (A) or one-way ANOVA (B–D), and the main effect of dose and main effect of time were found to be significant (P ≤ 0.05).
The data were then analyzed by two-tailed Williams’ test or the Shirley–Williams test. ∗ indicates P ≤ 0.05 vs. vehicle control. Data are presented as mean ± SD
(n = 6).

Table 1. Effect of atrazine on clinical signs.

Test article Vehicle Atrazine Atrazine

Dose (mg/kg/day) – 100 200
No. of animals 6 6 6
Pre-treatment period

No. of animals 6 6 6
Normal 6 6 6

Treatment period
No. of animals 6 6 6

Normal 6 6 4
Diarrhea 0 0 1 (day 2)
Decrease in feces 0 0 1 (days 2–3)

and 200 mg/kg ATR groups, with no significant difference between
these two groups (Figure 2B–D). In female rats, the body weight
reduction less than 10% was mild and not considered to affect the
female reproductive cycles in multiple rat strains [18]. Based on these
results, the dose level of ATR for the subsequent experiments was
set at 100 mg/kg; this dose provided no abnormal clinical findings
and sufficient attenuation of the E2-induced LH release in our rat
model while minimizing any possible toxic effect.

Experiment 2: Effect of ATR on GnRH levels in the
hypothalamus
To determine the hypothalamic GnRH levels, we evaluated GnRH
contents in the hypothalamic samples collected between 11:30 and
13:00 with the intention of avoiding any endogenous GnRH/LH
surge-dependent fluctuation of the GnRH contents [19]. No sta-
tistically significant difference in hypothalamic GnRH levels was
observed between the vehicle-treated and ATR-treated animals (Fig-
ure 3).

Experiment 3: Effect of ATR on LH release in response
to exogenous Kp-54 treatment
To investigate the dose responsiveness to exogenous Kp-54 treat-
ment, we determined plasma LH levels in the vehicle-treated or the
ATR-treated animals at 0, 1, 2, and 3 h after challenging 0, 0.1, 1, or
10 nmol/kg of Kp-54. Both the vehicle-treated and the ATR-treated
animals showed a dose-dependent elevation of plasma LH concentra-
tion in a similar way following the subcutaneous administration of
Kp-54 at 0.1, 1, and 10 nmol/kg. The peak plasma LH concentration
at 10 nmol/kg for the ATR-treated animals was significantly higher
than that for the vehicle-treated animals (Figure 4A). No statistically
significant difference was observed between the vehicle-treated and
ATR-treated animals in the area under the plasma LH concentration
curve at any dose (Figure 4B).
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Figure 3. Effect of atrazine on gonadotropin-releasing hormone (GnRH) levels
in the hypothalamus. The level of GnRH in the hypothalamus on the fifth day
of treatment with atrazine (ATR). Data are presented as mean ± SD (n = 6).
There was no significant difference from the vehicle control.

Experiment 4: Effect of ATR on the expression of Kiss1
mRNA in the AVPV and ARC
Kiss1 mRNA levels in the punched-out brain tissue from the area
containing the AVPV were significantly lower in the ATR-treated
group than in the vehicle-treated group (Figure 5A). In addition,
we also determined Kiss1 mRNA levels in the ARC because there
is another kisspeptin neural population, which has been suggested
to regulate pulsatile GnRH/LH release under negative regulation
by steroid hormones [8]. No statistically significant difference of
Kiss1 expression levels in ARC was observed between the vehicle-
treated and ATR-treated animals (Figure 5B), suggesting that ATR
preferentially affect Kiss1 mRNA levels in AVPV than those in ARC
in our experimental condition.

Discussion

In this study, we sought to clarify the effect of ATR on the LH
surge in female rats by focusing on the hypothalamic kisspeptin-
GnRH system in OVX + E2 model rats. In the initial experiment, we
confirmed that E2 induced a surge-like release of LH and that a daily
5-day oral administration of ATR at 100 and 200 mg/kg attenuated
this release. At 200 mg/kg of ATR, animals showed slight toxic effect
as evidenced by diarrhea. The 5-day treatment with ATR reduced
body weights by 7.5% or 12.1% at 100 or 200 mg/kg of ATR,
respectively, compared with the vehicle control. Metabolic effect
or stress has been known to affect female reproductive functions,
including LH surge [18]. ATR (200 mg/kg) might cause stress on the
animals with excessive body weight reduction. In contrast, the body
weight reduction by 7.5% at 100 mg/kg of ATR was considered to
be acceptable as previously demonstrated [18]. Given no abnormal
clinical sign was observed at 100 mg/kg of ATR as well, it was most
plausible that the attenuation of surge-like LH release observed at
100 mg/kg of ATR was attributed to the direct effect of ATR and not
to secondary effect. In addition, the dose of ATR, which we selected
in this study, was in line with the previous observations [20]. While
the relevancies of doses between animals and human need to be
addressed, results from animal studies begin to provide insight into
the findings from the epidemiological observations [3, 20]. Using this
model, we found that ATR treatment suppressed Kiss1 mRNA levels
in the AVPV without attenuating the responsiveness to exogenous
kisspeptin, suggesting that the cause of the attenuation of the LH
surge by ATR could be attributed to the suppression of kisspeptin
expression in the AVPV and the subsequent kisspeptin input to the
GnRH neurons.

Based on the results of previous studies, we hypothesized that
ATR affected either the neural responsiveness of GnRH neurons to
kisspeptin or the kisspeptin system in the AVPV. In the present study,
we found that ATR did not reduce hypothalamic GnRH contents
in the morning, suggesting that ATR treatment did not abrogate

Figure 4. Effect of atrazine on luteinizing hormone release in response to exogenous Kp-54. The peak (A) and area under the curve (AUC0–3h) (B) for the plasma
luteinizing hormone (LH) level after the administration of Kp-54. The animals were administered Kp-54 at 11:00 on the fifth day of treatment with atrazine (ATR),
and plasma LH levels were determined before the administration and at 1, 2, and 3 h after this. Dose of Kp-54: 0 nmol/kg (n = 5 in both the vehicle and the ATR
group), 0.1 nmol/kg (vehicle: n = 5, ATR: n = 6), 1 nmol/kg (n = 6 in each group), 10 nmol/kg (vehicle: n = 5, ATR: n = 6). Data are presented as the mean ± SD.
∗ indicates P ≤ 0.05 (Williams’ or Shirley–Williams test) vs. the 0 nmol/kg group. # indicates P ≤ 0.05 (t test) vs. the vehicle control.
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Figure 5. Effect of atrazine on the expression of Kiss1 mRNA in the anteroventral periventricular nucleus and arcuate nucleus of the hypothalamus. The expression
of Kiss1 mRNA in the anteroventral periventricular nucleus (AVPV) (A) and arcuate nucleus (ARC) (B) of the hypothalamus on the fifth day of atrazine (ATR)
treatment. Data are presented as the mean ± SD (vehicle: n = 6, ATR: n = 7). ∗ indicates P ≤ 0.05 (t test) vs. the vehicle control.

fundamental GnRH production. We then used Kp-54 as a physi-
ological tool to evaluate the responsiveness of GnRH neurons to
kisspeptin stimuli [21]. In our preliminary experiment, we compared
the Kp-54-dependent LH release both at 12:00 and 16:00 and found
no difference between the vehicle-treated and ATR-treated animals
(Supplementary Figure S1). Because we aimed to evaluate the dose-
proportional LH release in response to Kp-54, including low dose
range, we administered Kp-54 at 11:00 to avoid endogenous increase
in LH levels during the blood sampling period. In our study, we
found that the LH release in response to Kp-54 administration after
the treatment with ATR was not attenuated compared to the vehicle
control, suggesting that the GnRH neurons in the ATR-treated ani-
mals maintained responsiveness to kisspeptin at least comparable to
that of the vehicle-treated animals. At 10 nmol/kg of Kp-54, the LH
peak levels in the ATR-treated animals were slightly but significantly
higher than those of the vehicle-treated animals. A previous study
showed that in the median eminence, where GnRH neural terminals
locate, the GnRH level increased after intact female rats were admin-
istered ATR for four consecutive days [2]. d’Anglemont de Tassigny
et al. showed that, after the administration of Kp-10, Kiss1 knockout
female mice exhibited a higher LH release responses compared with
that exhibited by Kiss1 intact mice, with a trend (not statistically
significant) of an increase in the GnRH levels in the whole hypotha-
lamus [22]. These studies suggested that suppression of the release of
GnRH, such as by abrogating kisspeptin input, led to an increase in
GnRH level and LH release in response to exogenous kisspeptin. The
slight increase in LH levels in response to exogenous Kp-10 in our
study might also be explained by the reduction of kisspeptin input to
GnRH neurons; however, no increase in hypothalamic GnRH level
was observed in the ATR-treated animals in our study. This may
be because we used the whole hypothalamic tissue to determine the
GnRH level; a slight increase of GnRH in the median eminence may
not be distinguishable in whole hypothalamus extracts, similar to the
observation by d’Anglemont de Tassigny described earlier [22], while
this point needs to be confirmed by further study. Thus, our results
suggested that ATR did not abrogate GnRH neuronal responses to
kisspeptin.

We found that Kiss1 mRNA expression levels in the AVPV were
significantly reduced in the ATR-treated animals. The kisspeptin neu-
rons and the expression of Kiss1 mRNA in the AVPV are responsible
for GnRH/LH surge generation, and it has been demonstrated, for
instance, that the bilateral microinjection of antisense Kiss1 cDNA

in a recombinant AAV-associated virus in the AVPV region abol-
ished LH surge in rats [23]. Therefore, our results suggested that the
reduction of LH surge in ATR-treated animals could be attributed
to the reduction of Kiss1 mRNA expression, possibly leading to a
subsequent decrease in kisspeptin production. Several studies have
suggested that the Kiss1 expression levels are further elevated in
the late afternoon of the day of LH surge in parallel to the eleva-
tion of LH release [11, 24, 25]. We investigated the AVPV Kiss1
mRNA levels in the morning (11:00 h); therefore, Kiss1 mRNA lev-
els around the time of LH surge would provide more precise insights
about the role of kisspeptin neurons in explaining the effect of ATR
in LH surge, and our results should be interpreted that the ATR
reduced baseline AVPV Kiss1 mRNA levels in OVX-E2 animals.
Well-constructed experiments including a relatively large number of
animals and multiple sampling points would be required to precisely
address the temporal changes in AVPV Kiss1 mRNA levels with suf-
ficient statistical power. Goldman et al. reported contracting results
to our study; the administration of ATR for four consecutive days
did not reduce Kiss1 mRNA expression in the AVPV in OVX + E2
rats [26]. The reason for this differential result is unknown, but
one explanation may be attributed to the differences in the exper-
imental protocol. In the study by Goldman et al., the E2 capsule
was implanted and the ATR treatment started on the same day as
the OVX [26]. Thus, the animals had been continuously exposed to
E2 for 4 days on the day of the LH surge evaluation. It has been
demonstrated that the daily LH surge peaked on the second day
after the initiation of continuous E2 administration and that the
surge rapidly decreased from the third day [27, 28]. Therefore, the
amplitude of the E2-induced LH release and related neural functions
might have been attenuated at the time of sampling in the experimen-
tal protocol according to Goldman et al. In our study, in contrast,
the E2 supplementation was started on the third day of the ATR
treatment to observe the LH surge and Kiss1 expression levels at 2
days after the initiation of E2 supplementation, the optimal timing
for the greatest LH surge. However, further studies can elucidate
the underlying mechanisms related to kisspeptin. For instance, in
our study we could not determine kisspeptin peptide content in the
AVPV, probably because the AVPV samples were too small to be
analyzed by kisspeptin EIA method. It would be also valuable to
include immunohistochemical approaches to evaluate the neural ac-
tivation of the AVPV kisspeptin neurons by observing c-Fos protein
expressions or the kisspeptin-GnRH neural contact because it has
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been suggested that the neural contact is flexibly changed by steroid
hormones [29].

Kiss1 mRNA expression in the kisspeptin neurons in the AVPV
is positively regulated by ERα [9, 10]. Thus, the antagonistic effect
of ATR on ERα could be a possible explanation for the suppres-
sion of Kiss1 mRNA expression levels by ATR. However, ATR has
been shown not to inhibit ER signals in the hypothalamus in vivo,
even though it binds weakly to ERα [30, 31], suggesting that ATR
did not act as an ERα antagonist. A second possible explanation
is that ATR inhibited another estrogen receptor, such as GPR30.
In a previous study, Albanito et al. suggested that ATR activated
GPR30, which has been suggested as a G protein-coupled receptor
for estradiol [30]. However, Treen et al. reported that Kiss1 mRNA
expression in the AVPV was not dependent on GPR30 [32]. It is
therefore most plausible that, under the experimental conditions of
the present study, ATR does not antagonize ERα or inhibit GPR30
signals, but it might indirectly inhibit ERα signaling such as by in-
terfering the downstream events of E2–ERα binding event or the
epigenetic modification of the ERα responsive region of the Kiss1
locus [33–35]. In our study, ATR had no effect on Kiss1 mRNA
expression levels in the ARC, which is suggested to play a critical
role in pulsatile GnRH/LH release [8]. This result corroborated our
findings that ATR did not affect morning baseline LH levels (Fig-
ure 2B). Previously Foradori et al. investigated the effect of ATR
on pulsatile LH release in OVX female rats, and demonstrated that
ATR reduced LH pulses in rats [5]. Given Kiss1 expression levels in
the ARC is suppressed when E2 levels are elevated, the most plausi-
ble explanation is that ATR has little impact on fundamental Kiss1
expression in the ARC and the subsequent LH-releasing mechanism
in the ARC. Further studies focusing on the molecular mechanism
of E2-ERα in relation to the effect of ATR on AVPV/ARC Kiss1
expression should shed light on this regulatory mechanism.

In conclusion, our study revealed that ATR inhibited Kiss1 ex-
pression in the AVPV. The ATR-treated animals maintained or
exhibited slightly enhanced responsiveness to exogenous Kp-54,
suggesting that the suppressive effect of ATR is produced by the
suppression of Kiss1 expression and subsequent kisspeptin release
from the kisspeptin neurons in the AVPV. Further studies are war-
ranted to elucidate the mechanism of ATR more precisely.

Supplementary data

Supplementary data are available at BIOLRE online.

Supplementary Figure S1. Effect of ATR on LH release in response
to exogenous Kp-54 treatment in the morning or the afternoon.
Plasma luteinizing hormone (LH) levels (A and D), peak level (B
and E), and area under the curve (C and F) for the LH level after
the administration of Kp-54 treatment in the morning (A–C) or the
afternoon (D–F). The animals were administered 100 nmol/kg of
Kp-54 at 11:00 (morning session) or 16:00 (afternoon session) on
the fifth day of treatment with atrazine (ATR) and plasma LH levels
were determined before the administration and at every 30 min after
12:30 until 16:00 in the morning session, and at every 30 min after
17:00 until 20:30 in the afternoon session (n = 8 in each group).
There was no significant difference from the vehicle control.
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Increased mesodermal and mesendodermal populations by BMP4 treatment 
facilitates human iPSC line differentiation into a cardiac lineage 

 

Introduction 
 
Cardiotoxicity is a leading cause of failure in the clinical 
development of new drugs or withdrawal of approved drugs from 
the market[1]. In drug development, immortalized cell lines and 
animal models have provided useful information for predicting the 
risk of serious adverse events such as QT-prolongation and 
arrhythmia[2, 3]. However, only a few models recapitulate human 
cardiac physiology; this can be attributed to the lack of native 
functions of human cell lines and differences between animals and 
humans. To overcome this issue, human induced pluripotent stem 
cell-derived cardiomyocytes (hiPS-CMs) have attracted attention as 
a novel system for drug safety screening, especially cardiotoxicity, 
because these cells possess contractile ability and express cardiac-
specific genes similar to those of normal heart tissue[4-7]. hiPS-CMs 
are useful in assessing and predicting drug-induced arrhythmia or 
abnormal contractility[8-10]. Moreover, several teams, including 
ours, have recently demonstrated that hiPS-CMs from different 
donors can recapitulate the difference in susceptibility among 
individuals to a drug-induced QT-prolongation response[11, 12], 
facilitating a potential application of “clinical safety trial-on-dish” 
using hiPSC lines derived from individuals with different drug 
susceptibilities. To meet the expectations of drug safety regulations 
using hiPS-CMs, cardiomyocytes must be reliably and effectively 
derived from multiple hiPSC lines. Several protocols have been 
reported for differentiation of different iPSC lines into 
cardiomyocytes; however, each protocol is different based on the 
treatment with different growth factors involved in major   
embryonic      developmental      processes[13, 14].      However,   the  
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Abstract 
 
Human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (hiPS-CMs) have attracted attention as a novel tool for drug safety screening and 
several differentiation protocols of hiPSC lines into cardiomyocytes have been reported; the standardization of these protocols will expand their 
applications for safety assessments such as “clinical safety trial-on-dish”. Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) is an important factor in 
promoting mesoderm differentiation and BMP4 treatment has been used at the early stage of cardiac differentiation into different hiPSCs. In the 
present study, we evaluated the effects of BMP4 treatment at the early stage of cardiac differentiation. We performed gene expression profiling 
of the germ layer during mesoderm differentiation of hiPSCs derived from three different donors. The expression of T (a mesoderm marker) and 
GATA6 (an endoderm marker) increased and that of PAX6 (a neuroectoderm marker) decreased in pooled embryoid bodies (EBs) after BMP4 
treatment. Single-cell gene expression analysis revealed that mesodermal and mesendodermal populations increased in EBs derived from 253G1. 
Finally, BMP4 treatment increased mesodermal and mesendodermal populations compared with that without BMP4 in two other hiPSC lines, 
confirming the reproducibility of multiple hiPSC lines. Thus, our results suggest that BMP4 treatment increases mesodermal and mesendodermal 
populations at the early stage of cardiac differentiation in different hiPSC lines. 
 

contribution of each growth factor during cardiac differentiation has 
not been completely investigated. 
 
Cardiomyocytes are derived from the mesoderm[15, 16] and for cardiac 
differentiation of hiPSCs, it is important to produce mesodermal cells 
at an early stage of the differentiation process [16]. Bone 
morphogenetic protein 4 (BMP4) is an important factor that promotes 
mesoderm differentiation[17, 18], and has been used in several previous 
protocols[19-23]. However, the treatment period, concentration, and/or 
cardiac differentiation rate were different in each protocol for 
differentiation of iPSC lines into cardiomyocytes. For instance, 
Kattman et al. demonstrated cardiac differentiation of four hiPSCs 
using BMP4 at 0.5–10 ng/mL concentrations in days 2–5 (without 
supplementing additional growth factors for 48 h after dissociation) 
of differentiation and the differentiation rate into cardiomyocytes was 
different among the cell lines (range: 10%–60%)[19]. In addition,                
Ren et al., demonstrated cardiac differentiation using BMP4 at            
25 ng/mL concentrations in days 0–4 of differentiation, and the 
cardiac differentiation rate was approximately 40%[20]. Therefore, it 
is important to understand the contribution of BMP4 to the 
differentiation of multi hiPSC lines with different susceptibility and 
to provide insights on differentiation into mesoderm or 
cardiomyocytes. 
 
Single cell analyses have attracted considerable attention because of 
their potential in identifying differences between individual cells in a 
seemingly homogeneous population[24, 25]. During mesoderm 
formation in mouse, the  endoderm  is  also derived  from the epiblast 
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via gastrulation. After the formation of primitive streak (PS), it can be 
divided into the mesoderm and endoderm[18], suggesting that individual 
hiPSCs induce the formation of mesoderm and endoderm in a 
heterogeneous population during a process recapitulating PS formation. 
Thus, to understand the effect of BMP4 on differentiation into 
mesoderm, it is important to investigate the population of cells, which 
differentiate into a cardiac linage. 
 
In the present study, we focused on the relationship between BMP4 and 
early differentiation of iPSCs into the three germ layers and 
investigated the expression of three germ layer marker genes in single 
cells to identify the type of cell population increased in the three germ 
layers of EBs treated with BMP4. 

Materials and Methods 
 
Human iPSC culture, cardiac differentiation, and isolation of 
simultaneously beating embryonic bodies 
 
Three hiPSCs lines were used in this study. One hiPSC line (253G1) 
from the Kyoto University was maintained as described                            
previously[26, 27]. The other hiPSCs (K20 and A3N) were generated 
from human blood, as described previously[11]. All donors provided 
written informed consent before participating in this study, and the 
study protocol was approved by the institutional review board of the 
Takeda Pharmaceutical Company Limited. All hiPSCs were 
maintained in Essential 8TM medium (E8, Invitrogen, CA). hiPSCs 
were induced into cardiomyocytes as previously described with slight 
modifications (Figure 1A)[28]. Briefly, hiPSCs were isolated in 0.5 M 
EDTA (WAKO, Kanagawa, Japan) and they formed EBs during 
suspension culture in prime surface 90-mm dishes (Sumitomo Bakelite, 
Japan) with E8 containing 10 µmol/L Y-27632 (WAKO, JP) and 0–100 
ng/mL BMP4, depending on the experiment (R&D systems, MN, USA) 
on day 0. After two days, the culture medium was changed to 
StemPro34 (Invitrogen, CA) containing 2 mM glutamine, 0.4 mM 
monothioglycerol (MTG) and 50 μg/mL ascorbic acid (Sigma, MO, 
USA). The following cytokines were also used at each differentiation 
stage in the same StemPro34 basic medium described above: days 2−3, 
0–100 ng/mL BMP4, 5 ng/mL basic FGF (bFGF; ReproCell) and 3 
ng/mL activin A (Peprotech); days 4–6, 150 ng/mL CKI-7 
dihydrochloride (CKI-7; Sigma) and 10 ng/mL vascular endothelial 
growth factor (VEGF; Humanzyme, IL, USA); day 7 onwards, 10 
ng/mL VEGF, 150 ng/mL CKI-7 and 5 ng/mL bFGF. During 
differentiation, the medium was replaced every 3–4 days. Cultures 
were maintained in a 5% CO2/95% air environment, and on day 30, 
beating EBs were counted under a microscope on a stage warmed to 
37°C. This experiment was conducted repeatedly with three 
independent experiments for each hiPSC line. 
 
mRNA expression in pooled EBs after BMP4 treatment in 253G1 
 
RNA was isolated from EBs on day 2 using the RNeasy mini kit 
(Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s 
instructions. The concentration of RNA was determined by measuring 
the absorbance at 260 nm using a NanoDrop ND-8000 
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wolmington, DE), and 
the RNA samples were stored at -80°C until further assay. Reverse 
transcription (RT) into complementary DNA and the subsequent PCR 
were performed using 50 ng of total RNA from each sample using a 
high capacity cDNA RT kit (Life Technologies, Japan). Real-time PCR 
was performed using the Applied Biosystems 7900 fast real-time PCR 
(RT-PCR) system and Taqman gene expression assay                                     
kits   (Applied Biosystems)   for    β-actin   (ACTB: Hs99999903_m1),  

T (Hs00610080_m1), GATA binding protein 6 (GATA6: 
Hs00232018_m1), and paired box 6 (PAX6: Hs00240871_m1). 
 
The RT-PCR cycling conditions were as follows: 2 min at 50°C, 10 
min at 95°C, 15 s at 95°C, and 1 min at 60°C for 40 cycles. mRNA 
expression level was analyzed using the comparative cycle threshold 
method with β-actin as the internal control and expressed as 
expression levels relative to those of the controls. This experiment was 
conducted repeatedly with three independent experiments for each 
hiPSC line. 
 
mRNA expression in single cells after BMP4 treatment in 253G1, K20, 
and A3N 
 
On day 2, EBs were dissociated using trypsin EDTA. Single cells were 
isolated using the C1 Single-Cell Auto Prep System (Fluidigm, South 
San Francisco, CA, USA) followed by RT and pre-amplification, 
according to the manufacturer’s instructions. The cells were loaded 
onto C1 Single-Cell Auto Prep IFC, and single-cell gene expression 
experiments were performed using the Applied Biosystems 7900 fast 
real-time RT-PCR system and Taqman gene expression assay kit, as 
described above. The results of cells not expressing ACTB were 
removed from the analysis. Genes that were not expressed were 
assigned a Ct of 40. Data were plotted as a heatmap of the Ct values 
without normalization. It is known that the expression of genes 
including that of the internal control gene in individual cells varies by 
1000-fold. Therefore, in the present study, we used the Ct value 
without normalization to avoid misleading. These experiments were 
conducted repeatedly with three independent experiments for each 
hiPSC line. 
 
Statistical analysis 
 
The data were analyzed using Dunnet or Tukey test. The results with 
p values of < 0.05 were considered statistically significant. All 
statistical analyses were performed using SAS system version 8.2 
(SAS Institute, Cary, NC) 
 
Results and Discussion 
 
Gene expression profile of hiPSCs differentiated into the three germ 
layers by BMP4 treatment in 253G1 
 
Mesodermal cells are produced during cardiac differentiation of 
hiPSCs at the early stage of differentiation[16] and in the present study, 
BMP4 treatment was performed at the early stage of differentiation. 
To evaluate the effect of BMP4 treatment on differentiation of hiPSCs 
into mesoderm, we first investigated the expression level of germ layer 
marker genes in EBs at day 2 of differentiation from 253G1. BMP4 at 
10 ng/mL concentration produced the highest percentage, 51.0 % ± 
10.4 %, of spontaneously beating EBs (Figure 1B). The size and shape 
of EBs were comparable between treatments with and without BMP4 
(Figure 1C). Next, we investigated the expression of the marker genes 
for the three germ layers. The gene expression of T, a transcription 
factor transiently expressed in early mesoderm, and GATA6, an early 
endodermal lineage marker, was the highest in the 10 ng/mL group, 
which was the optimal concentration for differentiation into beating 
EBs as described above (Figure 1D and E). In contrast, the gene 
expression of PAX6, an ectoderm marker, was lower in the 0–1 ng/mL 
BMP4 treatment group than that in the 10–100 ng/mL BMP4 treatment 
group (Figure 1F). These results suggest that BMP4 induces the 
differentiation into both mesodermal and endodermal cells and inhibits 
the differentiation into ectodermal cells.  
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Figure 1 : Mesodermal differentiation after BMP4 treatment of 253G1. (A) The differentiation protocol for cardiomyocytes. (B) EB beating rate at 30 days after the initialization 
of differentiation with BMP4 treatment. (C) Phase contrast image of embryoid bodies (EBs) at 2 days after the initial BMP4 treatment. Bars = 500 μm. Gene expression levels of 

T (D), GATA6 (E), and PAX6 (F) at 2 days after BMP4 treatment. Gene expression data were normalized relative to 0 ng/mL. Data were then analyzed using Dunnett’s test.       
*P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, and ***P ≤ 0.001 vs. 0 ng/mL. Data are presented as mean ± SD of independent experiments (n = 3). 
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Cell population in the three germ layers of EBs formed with BMP4 in 
253G1 
 
Next, to investigate whether T and GATA6 are expressed in a single 
cell or in a population of cells expressing T or GATA6, single-cell 
analyses were conducted. Interestingly, cell populations expressing T 
and/or GATA6 were observed in the BMP4 treatment group                    
(Figure 2A). The number of cells expressing both T and GATA6 
increased on day 2 of differentiation, whereas the population 
expressing PAX6 was comparable with that in the population not 
treated with BMP4 (Figure 2B). We calculated the proportion of the 
populations representing mesoderm, endoderm, mesendoderm, and 
ectoderm based on the expression of the germ layer markers. The 
mesodermal and mesendodermal populations were 31.1% and 35.8%, 
respectively, after BMP4 treatment, whereas no such population was 
detected without BMP4 treatment (Figure 2C). During the 
differentiation of human ES cells into mesoderm and definitive 
endoderm, an intermediate stage called mesendoderm appears 
recapitulating PS formation[16]. Moreover, in mouse development, 
mesodermal cells in PS co-express T and GATA6 on embryonic                    
day 6.5[29]. Therefore, BMP4 treatment at early differentiation from 
hiPSCs increases the mesendodermal population, which co-expresses 
T and GATA6 and is important for efficiently inducing cardiac 
differentiation. Conversely, the differentiation into other cell types in 
BMP4 treatment was not clear.  
 
Contribution to management of mesendoderm differentiation                     
after BMP4 treatment in two hiPSC lines (K20 and A3N) 
 
To evaluate the applicability of BMP4 as a key factor in increasing 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

mesendodermal population for cardiac differentiation from hiPSCs, 
we investigated the relationship between effective differentiation and 
increasing mesendodermal population in two other iPSC lines. BMP4 
treatment promoted efficient differentiation into spontaneously 
beating EBs in both lines. The optimal BMP4 concentrations for 
efficient cardiac differentiation were 2 and 7 ng/mL for K20                   
(66.8% ± 4.9%) and A3N (55.5% ± 28.8%) lines, respectively, and 
bell-shaped responses to BMP4 concentration were observed in both 
lines (Figure 3A). Each experiment to investigate the sensitivity to 
BMP4-induced cardiac differentiation was performed in replicates, 
and the results revealed that the reproducibility of efficient 
differentiation by optimal BMP4 was observed for each hiPSC line. 
Therefore, these results suggest that the BMP4 concentrations at the 
initial cardiac differentiation phase need to be optimized for each 
hiPSC cell line. Cell populations from both lines also expressed T and 
GATA6 as single or double positively with optimal BMP4 treatment 
(Figure 3B). Single-cell analysis demonstrated that the number of 
cells expressing T and GATA6 increased with BMP4 treatment at the 
optimal concentrations of 2 and 7 ng/mL in K20 and A3N lines, 
respectively, whereas the expression of PAX6 was comparable with 
that in cells without BMP4 treatment (Figure 3C). The proportion of 
BMP4-treated cell populations from K20 and A3N lines was 19.6% 
and 22.4% mesoderm and 32.1% and 53.4% mesendoderm, 
respectively (Figure 3D).  
 
These results suggested that BMP4 contributed to key initial 
molecular events for differentiation into cardiomyocytes in each 
hiPSC line. Therefore, the concept could be employed for the 
differentiation of multiple hiPSC lines into cardiomyocytes.  
 

Kimura M, et al. J Stem Cells Regen Med 2019; 15(2) 
 

Figure 2: Mesodermal and mesendodermal population changes after BMP4 treatment of 253G1. (A) Heat map of single-cell gene expression patterns after BMP4 treatment. (B) 
Density dot plot of single-cell gene expression in embryoid bodies (EBs) at 2 days after BMP4 treatment. (C) Classification of populations after BMP4 treatment. Data are presented 

as three independent experiments. The total cell number in the 0 and 10 ng/mL treatment groups was 103 and 106 cells, respectively. 
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Moreover, this finding might help efficiently define optimal BMP4 
concentrations; an initial short-term screening of BMP4 can be 
completed in a 48-h protocol and used to initiate a full-scale (i.e., 10 
days) differentiation protocol using the identified optimal BMP4 
concentration. On the contrary, it was not clear whether the 
differentiation of cells not expressing any genes was induced, and it has 
been reported that native differentiation propensity is different for each 
pluripotent stem cell[30]. Further studies to explain the differences in 
optimal BMP4 concentrations are required to elucidate the mechanism 
of cardiac differentiation using a large number of hiPSC lines. 
 
Conclusion 
 
We demonstrated that increasing mesodermal and mesendodermal 
populations with BMP4 treatment could contribute to early cardiac 
differentiation of different iPSC lines by single-cell gene expression 
profiling. An in-depth evaluation with other approaches such as single-
cell RNA sequencing might provide a deeper understanding of the 
mechanism for different differentiation propensities of individual cells. 
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