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� endocrine disruptors �����
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Fungicides 
Herbicides 
Insecticides 
Metals 
Pharmaceuticals 
Phenols 
Soy products 

Vinclozolin, Benzimidazole 
Atrazine, Alachlor 
Methoxychlor, o,po DDT, Carbaryl 
Tributyltin, Triphenyltin, Cadmium 
Ethynylestradiol (EE2), Diethylstilbestrol (DES) 
Bisphenol A, Tetrabromobisphenol A  
Genistein, Daidzein 
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�	�!���, ���&�%����a������
�d,�����/
�	0�/
��	���#��&���!����� ��� 
�
����$���	�!'  
�/
��	� ���
����
�
����$��������
0����w��	$�  a�������&��
� 
�
�����/
�	0 ��
������/
��	�
������
������!
�"+� (Woodard et al., 1973)   ��
�"��.�

�
��
��
�Y-�c
a����# 
genistein ��&� endocrine disruptors �����  �e�b�q������ estrogenic effects �� ������

0����w��������	!��.
!	�
��# �

��
,� ������������	��
�Y-�c
���	�!'���$���*��#!��
���
�+# 
*�
 ��
��d���d %��
��*#Y-�c
�	���&��/
�!�

�   �
�Y-�c
�-���+ � genistein �� �	�!'�X���!�
��0���&��
�Y-�c
�#
�d�c!���
�
��,�d	�b�' (reproductive toxicology) a��Y-�c
��+ � 
genistein ��  !	�!��������,�d	�b�' (reproductive organs) t-����!���0���&��
�Y-�c
������
�	!��.
!	�  %���
,� ������������
�Y-�c
������
�	�!'�X��#!��	�� �"
�!�
 ��������
d	�b�'
%���y �'���� (Leopold, 1976)  ��"�� (Saito et al., 2001; Opalka et al., 2004)  %���� 
������
0����w� (Hanafy et al., 2004; Lin et al., 2004)  �.��&��
�Y-�c
�������	!��.
!	��	$���$�   
 ��
�"��.�

� .
���a + ��	�!'�X�
��!

�����������"�#�	���������
� endocrine disruptors ���
�


��  �e�b�q"�#��������!�	��	�` �'a
�� �a�����"�#

��!�
�	!��.
!	�   � ��
���$
� 
�
��
�!�
` �'a
�� �a������	�
����� ����!��
��/
����dY+ �� .
���a + ��	�!'�X� 
(Shibuya et al., 2004)  �	��	$� phytoestrogen �-���
��
���������� ����!��
��/
����dY
"�#   �����,�d	�b�'��&��������
��!

�/
�	0������-�����
��,��� ��,� �+ �����
���!�� ����	����
�
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��������� ������$������
���!�����.��
���������� �
��,��� ��,� �������
��+ �����
���!��
�����	$��#!������	�   

� .
���a ������
0����w�
�+# ��%��+# "�#�������/
��	��/


��#���
�Y-�c
��+ � 
endocrine disruptors ���
��� �
�����0 (developmental toxicology) "�#%��  "+�
�+�
���

��

"
���.���, ��0�������"� (Berg et al., 1999)  
��!

���!����
�y��  �


����#�
���
����
�# ��
�Y-�c
�� �	!� .
���a "�#a�������"+� (Halldin et al., 2004; Halldin, 2005)  ������

!
�"+��	$��X�-��


��
�"+��/
�
���� �"�#a��"
�+-$��	�e�*�
� (Berg et al., 1999; Halldin, 
2005)  ���� ��	�� .
���a 
�+�
���.���#�!�
���
�y���# ��!�
� .
���a + �"��%����#�
���
�
�# ��!�
� .
���a "�� (Berg et al., 1998)  � ��
��	$�d�!�
 "�#
��*#Y-�c
������ 
"�#��   
��������
� %��de�����
�
��
��,�d	�b�'"!#%�#!��&� ��
��� (Halldin et al., 1999; Ottinger 
et al., 2001; Ottinger et al., 2002; Halldin et al., 2004; Ottinger et al., 2005)  %���	�"�#
�
�
�%���/
��#��#� .
���a ������
0����w���&��	�!'��� ����
���� ��!

��&�d�c+ � 
endocrine disruptors ���
��� �����,�d	�b�'+ ��	�!'�X� (reproduction toxicity test)  ���#!� 
(OECD, 1984; EPA, 1996; OECD, 2000a; OECD, 2000b; Touart, 2004)  ���
�Y-�c
��	$���$
�-�"�#��, ���#� .
���a ������
0����w���&��	�!'��� ����
�Y-�c
�-���+ � genistein ���
��� �
�
����0+ � !	�!���#
��t��'�,�d	�b�' (gonadal development) 
 
��� �!"#$�%& 

 �d,� Y-�c
��+ � genistein �
,� ��#�	�� .
���a a�������"+� (in ovo) ���
��� ����!��
�
����0+ � !	�!���#
��t��'�,�d	�b�' (Gonadal development) + �� .
���a ������
0����w� 
(Coturnix japonica) ����,� ��� "���$ 

1. ��+ � genistein ���
��� �
����,� ����+ �����
�t��'�#��/
�����t��'�,�d	�b�'
(Primordial Germ Cells migration) 

�	�����!u�����
��
�����0��&� !	�!���#
�
�t��'�,�d	�b�' (genital ridges) 

2. ��+ � genistein ���
��� �
��������%����_
d+ � !	�!���#
��t��'�,�d	�b�' 
(Gonadal differentiation) + �� .
���a ������
0����w��dY�*#  

3. ��+ � genistein ���
��� �
�����a�%���
�����0��.
���+ � !	�!���#
��t��'�,�d	�b�' 
%�������,�d	�b�' (Gonadal growth and maturation) + �� .
���a ������
0����w�
�dY�*#%���dY�
�� 
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'��('�
	")*
+	 

1. �������������+ � genistein 2 �!

�+#
+#� (16 %�� 24 "
a����	
/��	
 "+�) ���
�
�� �/
�!��t��'�#��/
�����t��'�,�d	�b�' (Primordial Germ Cells) ����


�����,� ����


����	!������!u�����
��
�����0��&� !	�!���#
��t��'�,�d	�b�' (genital ridges)  
��!	���� 3 + ��
�y�� 

2. Y-�c
��+ � genistein 2 �!

�+#
+#� ���
��� �
��������%������

u+ ��	!�	��� 
` �'a
�� �a������� !	�!���#
��t��'�,�d	�b�'+#
�t#
� (left gonad) + �� .
���a 
������
0����w��dY�*#��!	���� 8 + ��
�y��  �d,� ����
���!

�	
d	�b'���!�
��
�
�������%������

u+ ��	!�	��� ` �'a
�� �a������	��
��������%����_
d 
(differentiation) + � !	�!���#
��t��'�,�d	�b�' 

3. ����

��+ � genistein ���
��� �
�����a�%���
�����0��.
���+ � !	�!���#
��t��'
�,�d	�b�' (gonadal growth and maturation) ��� .
���a ������
0����w��dY�*#
�!
�	$��
��������%�����������	��� + ������,�d	�b�'��� .
���a �	$� 2 �dY a��
�
�Y-�c
�����	��
�!�_
�%�����	���,$ ��,� ��!	���� 15 + ��
�y�� 

       
     �# �����	���
�����/
�
�Y-�c
�,  �# �����	���
���!!���
�
�����0  _
�!��
��!!���
 
�u�!���
Y
���'  ���
����u'
�
!���
�	� 

 
!"#,�-�&���%	.�
	/#0.1"�� 

1. ��&�+# 
*�����!��
�
������&����a���'�� �
�Y-�c
�#
��
�����0+ � !	�!���#
�
�t��'�,�d	�b�'���	�!'�X� 

 2.   ��&�+# 
*�d,$�]
����
��	��������#` �'a
��dY��, �
����  �e�b�q��������!�	� 
                  ` �'a
��dY���
���������dY������
0����w��d,� �d��
������"+� 

 



����� 2 
 

����	
����
� 
 

�
����	��

���
�����
������
 Coturnix japonica  
 ��������	
��
��	������������������������	� 
 Kingdom  Animalia 
  Phylum  Chordata 
   Subphylum  Vertebrata 
    Class  Aves 
     Order  Galliformes 
      Family  Phasianidae 
       Genus  Coturnix 
        Species  Coturnix japonica 
      
 ��������	
��
�78���������	
�	���9�	�:�9;8
����<=>��9�?�@��7A�B����9�C<�:DE
��	F8
�
@����G��:F8
� <�AH�> Common quail, Stubble quail, PharohKs quail, Eastern quail, Astiatic 
quail, Japanese Grey quail, Red-throat quail, Japanese migratory quail, King quail H�� 
Japanese King quail  �:>��<��PQ��:���	��������8
�R�	�G��:F���9F>�  Bob white quail 
(Colinus virginianus) H�� California quail (Lophortyx california) DE
�;�B���	��9�����9G�8�  
@��G�����������	
;�G�8��	
9����9�	�:�B����9�C<�:78� ��������	
��
� G�8� Japanese quail 
(Coturnix japonica) 
 

�����
������
��	����	��  
 9;CWXA : @����ZH:���������	
��
�Q��9QP���:9;CWXA���[��9;C9�	:<�A9�8
��	��:�
�����\ 3 @����G^  Q��9QP���:9;CWXA@��9�Q<�A[�����_\�@	=�H�� cinnamon-colored 
feathers Q�����9�\���7��A����H�����9�\���A���>��  ���[���	�  Sanford (1957)  
��:����>�  @����Z���H:�9;C��������	
��
�Q��9QP���:<�A[��9@	:��A�� 
 9;C9�	: : ���_\�@	=�=��Q��9QP���:9;C9�	:7�A�:������9;CWXA  :�9�A�@	=��	
���9�\
���7�H�����A����=��9;C9�	:[�:����>� �	���_\�9�?�[�� H���	@	=��	
[����>�9;CWXA���  
���[���	�:���	���_\�;�9C_=��@	=����9�\��78��	@	9��H���	HZ�@	��� 
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e�;�	
 1  9��	:�9�	:���������	
��
�Q��9QP���:9;CWXA (=��) H��9;C9�	: (DA�:) 
 
���
�����
������
  
 ���_\�;�9C_=��<=>��������	
��
�78��	@	H����:��9��8��<=>�	
G�����: ��7��QZ��	

;�B�9��8��<=><�AH�> ooporphyrin H�� biliverdin (Poole, 1965)  ��7̂������=��<=>�������
�	
��
��������A�: <=>=�� 47.4%  <=>H�� 31.9% �������@>���	
9�?�9:8
�BQA9��8��<=>H��9��8��<=> 
�	� 20.7% (Mohmond and Coleman, 1967)  ����G���9l�	
:=��<=>�����\ 10 ���� DE
�9�?�
�����\ 8% =������G���H�>��   Woodard and Wilson (1963) ��:����>� 7>�9l�	
:=������G���
<=>  <=>H��H��9��8��<=>���9�\Q������=��<=>�	7>�9l�	
:����	
@�� 
 

                
 
e�;�	
 2  7���G���G��:=����:��9��8��<=>��������	
��
� 
 
���������
�����
������
  
 9�P����o���������	
��
�BFA9���9[����:X>e�:B�<=>�����\ 16 ��� [E�pq�9�?�Q�� 
(Abbott, 1967)  DE
��A�:��>�9�P����o�<�>�	
BFA��:�9���B����9[��� 21 ��� (Hamburger and 
Hamilton, 1951)   Padgett and Ivey (1960) 9�?�WXA9��
�CE�_����9[���=��9�P����o��������
�	
��
��:>����9�	:�Q���HQ>���H���	
<=><�A�������t�@���<�[�ZE���:�H��pq�=��9�P����o�[E�<�A
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9@���>�  ��������	
��
��	7����>�@�B[H��9G���@�@��G���BFA9�?�@�Q�̂Q��H�� (model 
animal) B������[�:���F	����:����@8�;����^H�����9[��� 9�8
��[����������	
��
�9=A�@X>��: 
9[���;����^9�P�o�:BFA9���9;	:� 6 @����G^  �:>��<��PQ��B���G�>�����9[���=��9�P����o����;�
�q�G����Q�:=��9�P����o�DE
�;����B�F>�� 3 ���H��=�����pq�H��F>���	
9�P����o�B��A[�pq�
9�?�Q�� �q�G����Q�:=��9�P����o�9���=E��[��G��:@�9GQ�9F>�  9�P����o�<�>@����Z@�A�����:��
�	
@��7��<�A  9���7���W����Q�B����;���Q��=��9�P����o�  ������@����G��[��<=>=����BFA   
����X�DE�@����G��[��Z��<=>H�� H�����H��9��	
:��u�D���9�\H��H����:@^ (allantois) 
 
�
�� �����������!�"�
��#
�����
������
 
 ���9[���=������@8�;����^9���B���:�9�P����o�o�:�������A�:@>���	
9�?����:��@�A��
9D��^@8�;����^ (embryonic gonads) DE
����G�A��	
G���B����@�A��9D��^@8�;����^ (gametes) H��
@>���	
9�?��>�=������@8�;����^ (accessory embryonic ducts) ���G�A��	
���9D��^@8�;����^���@X>
HG�>��	
[��	����t�@���   B�9�P����o�9;CWXA��\v� (testes) =A��DA�:H��=���	=���9�>���� 
(symmetrical gonads) B�=\��	
9�P����o�9;C9�	:9l;�����<=> (ovary) =A��DA�:9�>������	
�	���
9[���H��W��Q9D��^@8�;����^<�A (asymmetrical gonads)  @>�����<=>=A��=��@��:<�B���:�
9�P����o�   ��\v��������A�:�>�@�A��@9�w�^� (seminiferous tubules) =��:X>e�:B�  e�:B����
<=>�������A�:9D��^p����97�� (follicle cells) DE
�9�?�9D��^�>����:H��9D��^�	
[�9[���9�?�9D��^
<=>  <�AH�> o�o�o�9�	: (oogonia) H��o�o�<DQ̂ (oocyte) ��:�Q>��R   �>�=������@8�;����^B�
9�P����o�9;CWXA9�	:��>� xo��9py:� ��7@^ (Wolffian ducts)z DE
�9��	
:�H�����[���>�=��<QF���	

@�� (mesonephric duct)    o��9py:� ��7@^�	����=A��=��H��=A��DA�:9�8
�9=A�@X>��:9[���;����^[�
9��	
:�H���9�?�G�������@�[� (vas deferens) DE
�[�9�w����@X>�����>�� (cloaca)  @>���>��	
�:X>
����A��G�A�=��<QF���	
@��[�9��	
:�H���9�?�G���9�P�Q���@�[� (epididymis) (Lillie, 1919)    
@��G��������>�=������@8�;����^B�9�P����o�9;C9�	:9�	:��>� x�X�9��9�	:� ��7@^  (Müllerian 
ducts)z ������	
��
��������
�������
������
�����������
�������� !
"#$    �%&�&
���'
 �!(�$�

�
������
�!)*$������%��!
+&!�� ,-%.���&�')!*��'
��"� &�
�/
�$��
� ,-%.  �0�+�!��
� ,���'

�%&�&
���'
 �!(�$'!�(�
'%�1&���&��'
1�&���	
������
�
�������� !
"#$� ,���' ��*
o��9py:� 
��7@^����@��=A��[�@��:<�    �
�&#���!)*$�2��%&�&
���'
 �!(�$�.���.�'����
!3
���������
��'�
�
������
1&���&��'
1�&���	
��

0�4�� (oviducts) ����

��������.��%�*!'����� !
"#$    �%&�&

���'
 �!(�$�.���*��&�')!*)!3�1)��
��'��
������
�6�
���'*�!��!�4���.���*� (Romanoff, 1960) 
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e�;�	
 3   ����@8�;����^=��9�P����o���������	
��
�  (A) ����@8�;����^=��9�P����o�B���:��	
:�� 

<�>���G��9;C (indifferent stage) �������A�: gonads (@	=��) H�� accessory 
embryonic ducts (@	9��H��@	���)  (B) 9�P����o�9;CWXA��:�pq��	 Wolffian ducts (@	
9��) ����=A��DA�:H��=�� H�� (C) 9�P����o�9;C9�	:��:�pq��	 Müllerian ducts (@	���) 
=A��DA�:9;	:�=A��9�	:� (���H��� [�� Romanoff, 1960) [EG: Embryonic Gonad; 
ET: Embryonic Testes; EO: Embryonic Ovary; AED: Accessory Embryonic 
Duct; WD: Wolffian Duct; MD: Müllerian Duct; ME: Mesonephros] 

 
�
�� �������	��	���$
��%&&#�!�"�
��# 
 ���9[���=�����:��@�A��9D��^@8�;����^ (gonadal development) B���:�9�P����o��	
9GQ����\^@��7���	
9���=E��Q>�9�8
��9�?������� @����ZH�>�<�A9�?� 3 =���Q��BG�> <�AH�>: 
1.  ��:��	
�	���97�8
���	
=�����>�9D��^QA����9���9D��^@8�;����^ (Primordial germ cells: PGCs) 
[��HG�>����9������Q��9�P����o� (extraembryonic region) ���q�Q��B�Q��HG�>��	
[��	���
9[���9�?����:��@�A��9D��^@8�;����^9���B�9�P����o���:�pq� 1-2 ���    PGCs 9�?����>�9D��^�	

9��	
:�H�����[�����>�9D��^9��o�9���^� (endoderm) =��Z��G�A�<=>H�� (yolk sac) �	
�:X>B��A
���@>��=�����9�����G��@> ���A�:=��9�P���� o� (hindgut)  �	
 [�:8
����9���9�?� 
H��H����:@^    PGCs 97�8
���	
H�� amoeboid movement ��Q��9:8
�H=�����<@A 

EG 

AED 

ET 

WD MD 

EO 

ME 
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(mesentery) [������
����q�Q��B�Q��HG�>��	
[��	���9[���9�?����:��@�A��9D��^@8�;����^  DE
�
B���:��	��	���_\�9�?�@���X�9�	:��>� xgenital ridgesz �:X>�	
H���������Q������A���>�� 
(medioventral) =��<QF���	
@�� (mesonephros)    G�������q�Q�� PGCs H��9D��^�>����: 
(somatic cells) B� genital ridges 9[����>�����9;8
�@�A�����:��@�A��9D��^@8�;����^ (gonad)  

 
 

 
 
e�;�	
 4  ��Z	���97�8
���	
=�� Primordial germ cells (PGCs) B�9�P����o�@�Q�̂9�	�:��X��A�:��   
              (A) PGCs �	
9GP�B� yolk sac B��A������9�\ hindgut H�� allantois (B) PGCs  
              97�8
���	
<�Q�� dorsal mesentery 9;8
�<��q�Q���	
 genital ridges  (C) PGCs ���9�\  
              hindgut B��A���Q��HG�>�=�� yolk sac H�� allantois  (D) PGCs �	
97�8
���	
<�Q��  
              dorsal mesentery (���H���[�� Gilbert, 2003) 
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2.  ��:��	
9���������������G��9;C (sex determination) =��9�P����o� ����������	�9���B� 
     9�P����o���:�pq� 3-4 ��� 
3.  ��:��	
9������9��	
:�H���@e�;=�����:��@�A��9D��^@8�;����^ (gonadal differentiation)  
     9;CWXAG�8�9;C9�	:  ����������	�9���B�9�P����o���:�pq������\ 6 ��� 
B��	
@�����:��@�A��9D��^@8�;����^=��HQ>��9;C�	��������� (gonadal function) 9;8
�W��Q9D��^
@8�;����^ (gametes) �	
�	���@����e�;<�AQ>�<� (Clinton and Haines, 1999) 

 
QA����9���H�����_\��X��>��=�� Primordial Germ Cells (PGCs) B�9�P����o��������

�	
��
� 
 ���9��
�QA�CE�_� PGCs =��9�P����o���������	
��
�9���G���[���	���CE�_� PGCs B�
9�P����o�<�>   o�:9��
�[�����CE�_�=�� Swift (1914) DE
�@����Z[��H�� PGCs [�����>�9D��^
�>����:�8
�R =��9�P����o�<�AQ���HQ>B�F>���A�:=�����9[���B���:�H�@��X�� (gastrula)  Q>����	
WXA@����Z[��H�� PGCs B����9[���F>��QA�=��9�P����o���:�H�@��X��=\��	���9��
�@�A��  
;�����	; @Q�	7 (primitive streak) (Clawson and Domm, 1969)   DE
��	���CE�_�B���:�G����	
�	
W�@��7�A��������CE�_�7�����	�<�AH�>��:���=�� Muniesa and Domingeuz, 1990; England 
and Mutsumura, 1993; Matsumura and England, 1993; Karagenc et al. (1996)   
���CE�_�=�� Fujimoto et al. (1976) <�AQ��[;� PGCs �	
���9�\ 9[��^����� 97�@9D�Q̂ 
(germinal crescent) DE
�9�?����9�\�	
�:X>����A��G�A� (anterior) =��;�����	; @Q�	7 9�?����9�\�	

���>�9D��^�	oD9���^� (mesoderm) 97�8
���	
<�<�>ZE�   B�F>��9���B��A97	:���� Eyal-Giladi et al. 
(1976) @����Z[��H�� PGCs <�AB����9[�����:��	
�>����>����CE�_�9���o�:;��	
���@o�
��@�̂ (blastodisc) B����9[���F>���A�:=����:�7�	9�[ (cleavage) Q>������:����@�X�� 
(blastula) H���	���CE�_�B���:�Q>����	
��:���W�9F>�9�	:����<�AH�>���=�� Sutasurya et al. 
(1983),  Pardanaud et al. (1987)  H�� Ginsburg and Eyal-Giladi (1989)     Eyal-Giladi et 
al. (1981) CE�_�o�:BFA9�7��7 Feulgen staining @����Z;� PGCs �	
���9�\9�;����@Q̂ 
(epiblast) DE
�9���B�F>��QA�=�����9[�����:����@�X��   ��:������CE�_�B���:�Q>���
@����ZQ��[;� PGCs Q������=�� area pellucida DE
�9���B����9[���F>���A�:=����:�7�	
9�[Q>�9�8
�������:����@�X�� (Ginsburg and Eyal-Giladi, 1987; Kagami, 1997; Naito, 
2001)  �:>��<��P�	  Tsunekawa et al. (2000) @����ZQ��Q��<�A�>�<Do�;��DE�B�Q��HG�>�B�
=��o�o�<D Q̂  ( oocytes)  �	
 �	�����B���� 9[�����9�?�  PGCs o�:BFA 9�7��7 
immunohistochemistry 
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���CE�_�=�� Yoshinaga et al. (1993) <�A��:���ZE����_\��X��>�� PGCs =��
9�P����o���������	
��
�<�A����	�   
1.  9D��^�	=��������\ 12-15 <�o7�9�Q� DE
�BG�>�>�9D��^�>����: (somatic cells) �	
�:X> 
     B��A97	:�H���	���97�	:@=��������\ 7-10 <�o7�9�Q�   
2.  <�>�	 glycogen particles B�<Do�;��DE� (Nakamura et al., 1992) DE
�Q>��[�� PGCs =�� 
     9�P����o�<�>�	
�	 glycogen particles 9�?�[��������B�<Do�;��DE� (Clawson and Domm,  
     1963; Meyer, 1964; Fujimoto et al., 1976)   
3.  ���CE�_�o�:BFA��A��[�����C�^��9�P7Q���F���@>��W>�� (TEM) ;� electron dense H��  
     membrane bounded granules B�<Do�;��DE�B���:� indifferent gonads   
4.  �	���7�	o���@�	
9GP�<�AF��9[�H���:X>B��A������9��9��o�o7������ (heterochromatin)   
     DE
����CE�_�7�����	�9�?����CE�_�7����H���	
<�A��:���ZE����_\� PGCs =��9�P����o��� 
     ������	
��
�����e�:���H��e�:B��:>����9�	:��A�:��A��[�����C�^��9�P�Q��� 
 

        
 
e�;�	
 5  [�����9���=�� Primordial germ cells (PGCs) ���9�\ germinal crescent   (A) H@�� 
              ���9�\ germinal crescent (@	�>��) �	
;� PGCs   (B) e�;������=:�:@X�=�� PGCs (@	 
              ����Q��) ���9�\ germinal crescent (���H���[�� Tsunekawa et al., 2000) 

 
���[��H�� PGCs B�9�P����o���������	
��
� 
���[��H�� PGCs B���:�9��
�QA�=�����97�8
���	
���<�A�>�:o�:���@��9�Q[��=����	


BG�>��>�9D��^�>����:�	
�:X>B��A97	:� (Meyer, 1964; Singh and Meyer, 1967)  �:>��<��P�	�	
���CE�_�o�:BFA���	�	
[��9;��B����[��H�� PGCs =��9�P����o���������	
��
�o�:BFA germ cell 
markers F���Q>��R <�AH�>    
1. 9��<D�^ Alkaline phosphatase (AP)   Swartz (1982) ;��>�  AP 9�?�9��<D�^�	
BFAB�
���������9�H�����DE�=\��	
�	���97�8
���	
=�� PGCs  ����B���:��	
97�8
���	
H�� passive 

(A) (B) 
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H����:��	
97�8
���	
H�� active =��9�P����o�<�>  B���:��	
97�8
���	
H�� passive ;�
Q��HG�>�=��9��<D�^ AP B�<Do�;��DE�B��A������97�	:@ HQ>B���:� active ;�Q��HG�>�=��
9��<D�^ AP 9��	
:�<��:X>���9�\B��A���9:8
�G�A�9D��^   @����;�H��7\� (2547=) <�ACE�_�
Q��HG�>�=�� PGCs B�9�P����o���������	
��
��A�:9�7��7���:A��9��<D�^ alkaline 
phosphatase DE
�BGAW���������9F>�9�	:����������CE�_�=�� Swartz (1982) �	
CE�_�B�
9�P����o�<�>  �:>��<��PQ�����[��H�� PGCs �A�:���	�	�:���	7���[��9;�� (specificity) Q
�����    

2.  9�7Q�� (Lectin)  9�?�o��Q	��	
@����Z[����� sugar residues �	
�:X>��9:8
�G�A�9D��^=�� PGCs  
B����9[�����:��	
�	���97�8
���	
=�� PGCs    Yoshinaga et al. (1992) ;��>�  lectin [�� 
������
� (Solanum tuberosum) @����Z[����� sugar residues =�� PGCs <�A����B�9�P����o�
<�>H��9�P����o���������	
��
�  B�=\��	
 lectin [�� Japanese wistaria (Wistaria 

floribunda) [�[����� sugar residues =�� PGCs B�9�P����o���������	
��
�9�>�����    
3. ���BFAQ���>�F	��������Xo���@oQ97�	 (Immunohistochemical markers)  9�?����BFA 
o�o�o7���� H��Q����	 (monoclonal antibody) H�� o;�	o7���� H��Q����	 (polyclonal 
antibody) <�[����� germ cells epitopes �	
�:X>��9:8
�G�A�9D��^=�� PGCs �:>��[��9;��B�
9�P����o���������	
��
�H��Q��Q��Q��HG�>��	
9����t�����:�o�:BFAH��Q����	�	
Q��l���@��
9�8��H@�G�8�9��<D�^�	
9�8
�����t�����:�H�A����BGA9���Q����@	 9F>� QH-1 (Pardanaud et al., 
1987)  Anti-gPGC serum (Ginsburg et al., 1989)  QCR1 / QB2 (Ono et al., 1996; Ono 
et al., 1998; Ono and Machida, 1999) H�� Vasa (Tsunekawa et al., 2000)  

 
���97�8
���	
=�� Primordial Germ Cells 
Primordial Germ Cells (PGCs) �	7���@����ZB����97�8
���	
[��HG�>�QA����9���

���9�\���Q��9�P����o� (extraembryonic region) <��q�Q��Q�����9�\�	
[�9[���<�9�?����:��
@�A��9D��^@8�;����^ (presumptive gonads) (Kuwana, 1993)    �q[[�:�	
7���>�9�?�Q��F�����BGA 
PGCs 97�8
���	
���q�Q��:�����9�\�	
[�9[���9�?����:��@�A��9D��^@8�;����^<�A�:>��ZX�QA������9F8
�
�>�9�?����F�����[��@��97�	 (chemotaxis)   �:>��<��PQ�����CE�_�B���:�H��:��<�>����ZE�
F���H����<����������=�� chemotactic factor �����>��<�A�:>��F��9[�[E�9�	:�@�������>���>�   
xtelopheronz (Baker, 1972)  telopheron ZX�@�A��H��G��
������[��9D��^�>����:=�� 
presumptive gonads H��F�����BGA PGCs 97�8
���	
���q�Q��:�����9�\ presumptive gonads <�A
���� 2 =A�� HQ>[����� PGCs �����\ 70% ;��	
 gonad =A��DA�:�����>�=A��=��B�����@��9;C 
(Witschi, 1935) DE
�@��7�A����������:���=�� Swartz and Domm (1972) �	
��>���>� 
presumptive gonad =A��DA�:G��
� chemotactic factor ����������>�=A��=��DE
��	W�Q>����
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9������H�>�9D��^H��<�o�D�@ (mitotic activity) =�� PGCs    ���[���	� Didier and Fargeix 
(1976) ;��>�   ����q�Q��=�� PGCs B�9�P����o���������	
��
����9�\ presumptive gonads 
=A��DA�:H��=���	[�����<�>9�>����B���:��	
9�P����o�9��� wing buds H�� leg buds (stages 18 
and 24 Hamburger and Hamilton, 1951) H��9�8
� presumptive gonads 9[���<�9�?����<=>
H�A�;� oogonia DE
�9[�����[�� PGCs �	
���<=>=A��DA�:�����>�=A��=��H��:��;���Q�����Q�:
=�� oogonia �	
���<=>=A��=�������>�=A��DA�:�	��A�: (Ukeshima and Fujimoto, 1991)    
@��G��� oogonia �	
Q�:H�A�[�ZX����[�����������9�\ lacunae B�F��� medulla =�����<=>����=A��
DA�:H��=�� (Ukeshima, 1994)  H��;��>����Q�:=��9D��^9�?�H�� apoptosis (Ukeshima, 
1996; Yoshimura and Nishikori, 2004)   

@��G������CE�_���:��9�	:�=�� chemotactic substance �	
G��
������[�� 
presumptive gonads ���� Baillie et al. (1966) @����_����>� chemotactic factor �	
G��
���[�� 
presumptive gonads DE
��	W�<�F�����BGA PGCs 97�8
���	
���q�Q��:�����9�\ presumptive 
gonads <�A�����>�[�9�?�@��;�� steroids   Q>��� Swartz (1975) <�A�����������9;8
���@��
�>� ���BGA exogenous steroid hormones [�9=A�<���������������=�� endogenous 
steroids �	
G��
������[�� presumptive gonads B�=\��	
�	���97�8
���	
=�� PGCs  
exogenous steroid hormones �>�[��	W�Q>����97�8
���	
=�� PGCs B�9F��<����Q�A� :��:��� 
G�8� ��������97�8
���	
=�� PGCs  W���������;��>�  testosterone cypionate (TC) �	W�<�
:��:������97�8
���	
=�� PGCs ���BGA;�[�����=�� PGCs �	
���9�\ presumptive gonads �A�:
�	
@��  W����������	�[E�@���@���@��Q�����>� chemotactic substance �	
ZX�G��
������[�� 
presumptive gonads 9�?�@��;�� steroids  �:>��<��PQ�� Dubois et al. (1976) ��:����>� 
presumptive gonads �	���G��
�@��;��<��o7o��Q	�9;8
�F�����BGA PGCs 97�8
���	
���q�Q��B�
���9�\�����>��  DE
�9�?������:����	
=��H:A����=A�@����_���=�� Baillie et al. (1966) H�����
�����=�� Swartz (1975)  

�:>��<��PQ��9F8
�����>� chemotactic factor �	
ZX�G��
������[�� presumptive gonads 
78� Transforming Growth Factor beta; TGFβ (Godin and Wylie 1991; Drews, 1995; 
Gilbert, 2003) DE
�9�?�@��;��o��Q	�   ���[���	�  Stebler et al. (2004) ;��>�  @��97�	F8
� 
SDF-1α  (The chemokine stromal cell-derived factor 1 alpha) :�����G�A��	
9�?� chemotactic 
factor �	
�	�����@��7��B�������Q�A�BGA PGCs =��9�P����o�<�>97�8
���	
���q�Q��:�����9�\ 
presumptive gonads <�A DE
�@��97�	�����>��9�?�@��;��o��Q	�9F>����   

  ���97�8
���	
=�� PGCs B���:�H������9�?����97�8
���	
H�� passive (passive 
migration)  o�: PGCs �	
�:X>Q�����9�\ germinal crescent [�97�8
���	
W>��9D��^��W���9@A�9�8�� 
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(endothelial cells) 9=A����:X>e�:B�9@A�9�8���A�:��������� diapedesis (Gilbert, 2003) DE
�
9�?����97�8
���	
H�� amoeboid movement �:>��G�E
�  Q>��� PGCs �	
9=A����:X>e�:B�9@A�
9�8��[��	���97�8
���	
o�:��C�:���<G�9�	:�<�Q�����H@9�8��e�:B�9@A�9�8�����Q��
9�P����o� (extraembryonic blood vessel) 9�	:� PGCs B���:��	��>� xcirculating PGCs 
(cPGCs)z (Clawson and Domm, 1969)  B���:��	��X��>��=�� PGCs 7>��=A�����  Q>��� 
PGCs [��	���97�8
���	
���[��9@A�9�8�� DE
�B�=\��	
 PGCs ������97�8
���	
���[��9@A�9�8��[�
�	���:8
�@>��=�� cytoplasmic process �	
�	���_\�9�?���
�H�����G�>��9D��^9:8
���W���9@A�
9�8�����<� (Ando and Fujimoto, 1983; Ukeshima et al., 1991)  9�8
� PGCs 97�8
���	
W>��
W���=��9@A�9�8�������H�A�[�97�8
���	
Q>�o�:��C�:���97�8
���	
<�Q�����>�9D��^�	9D�<7�^ 
(mesenchymal cells) ���9�\<QF���	
@��=��9�P����o� 9�	:� PGCs B���:��	��>� xtissue PGCs 
(tPGCs)z (Clawson and Domm, 1969)   B���:��	��X��>��=�� PGCs 9��	
:�H���<�o�:;�
���_\�=�� pseudopodia :8
������9�?����97�8
���	
H�� amoeboid movement (Fujimoto 
et al., 1976; Lee et al., 1978b; Kuwana et al., 1986 ) DE
����97�8
���	
B���:��	�9�?����
97�8
���	
�A�:Q��=�� PGCs 9�� 9�	:��>�  x���97�8
���	
H�� active (active migration)z  B����
97�8
���	
H�� active =�� tissue PGCs <�Q�� mesenchymal cells =��9�P����o�[�@���@�����
97�8
���	
9�8
���ZE����9�\ genital ridges  [�����CE�_�=�� Ukeshima et al. (1987) ;��>�  
���9��� genital ridges [�@��;���^�������q�Q��=�� PGCs Q��Q��HG�>�Q>��R =�� genital 
ridges   PGCs �	
���q�Q�����9�\ genital ridges 9�	:��A�:H�A� 9�	:��>� xgonadal PGCs 
(gPGCs)z (Clawson and Domm, 1969) ���[���	����9[���=��9@A�9�8�����9�\ genital 
ridges :���	7���@��7��Q>�����q�Q��H�����������>�=�� PGCs �	
���9�\�����>���A�: (Perez-
Aparicio et al., 1998) 
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e�;�	
 6  H@�� PGCs B���:� passive H�� active migration   (A) e�;[�� Scanning  
                Electron Microscope (SEM) H@�� PGCs B�9@A�9�8����: ��:� passive  
                migration  (B) ���97�8
���	
=�� PGCs ���[��9D��^��W���9@A�9�8���A�:���������  
                diapedesis  (C) ���97�8
���	
=�� PGCs (G���X�C�@	���) ���9�\ genital ridges ��:�  
                active migration (���H���[�� Gilbert, 2003) Bar = 100 µm 

Red blood cell  (RBC) 
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e�;�	
 7  ���97�8
���	
=�� PGCs =��9�P����o�<�>B���:�Q>��R  (a) @��9�Q PGCs <�A:��B���:�

9��
�9��� primitive streak  (b) PGCs ([��@	���) ���9�\ germinal crescent ��:�pq� 18 
F�
�o��  (c) PGCs �	
9������>�Q�����9�\ germinal crescent ��:�pq� 23 F�
�o��   
(d) PGCs 97�8
���	
9=A�<�B����9�\ blood islands ��:�pq� 33 F�
�o��  (e) PGCs 
97�8
���	
H�� passive migration B�����G���9�	:�9�8�� ��:�pq� 48 F�
�o��   
(f) PGCs 97�8
���	
H�� active migration ���q�Q�����9�\ presumptive gonads ��:�
pq� 72 F�
�o�� (���H���[�� Nieuwkoop and Sutasurya, 1979) 

 
�:>��<��PQ�� PGCs @����Z97�8
���	
���������9�\ presumptive gonads H�A�<��q�

Q���	
���9�\�8
��	
<�>BF> presumptive gonads <�A   [�������:���=�� Nakamura et al. (1988) 
��>���>�  [����� PGCs =��9�P����o�<�>�	
97�8
���	
���������9�\ presumptive gonads �	
�����\  20% =�� PGCs ����G���	
CE�_� H��B�[������	������\ 90% 9�?� PGCs �	
;�
���9�\@>��G��=��9�P����o�B�Q��HG�>�B��A��� neural tube   @��G��������:���=�� PGCs �	

97�8
���	
=�����������9�\ presumptive gonads B�9�P����o���������	
��
�����  @����;�H��
7\� (2547�) ;�  PGCs Q��Q��HG�>�B��A��� neural tube ���9�\@>��G��=��9�P����o�o�:BFA
9�7��7 Mallory AZAN staining DE
�@��7�A��������CE�_�=�� Nakamura et al. (1988)  H��
[�����CE�_�=�� Nakamura et al. (1991) ;��>�  B�@e����	
<�>�	 presumptive gonads  
PGCs =��9�P����o�<�>@����Z97�8
���	
<��������:X>Q�����9�\@>��G��=��9�P����o�o�:97�8
���	

���[��W���=��9@A�9�8����:H�A�H���Q��9=A�<�B�F����	9D�<7�^ 

@��G������CE�_�ZE�W�=��@��97�	�	
�	Q>����97�8
���	
=�� PGCs @>��BG�>9�?�=A��X��	

<�A[�����CE�_�B�9�P����o�<�> ;��>� �	@��97�	G��:���>��	
@>�W�Q>����97�8
���	
=�� PGCs 
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<�AH�> ���>�:��>�H���9F>�  DDT  David (1975) ;��>�   DDT �	W�Q>����97�8
���	
=�� PGCs B�
��:� passive H����:� active migration ���BGA[����� PGCs �	
���9�\ presumptive gonads 
����   ���>����^o�� androgen @��97���G^ 9F>� Cyproterone acetate (CA)  DE
� Swartz (1977)  
;��>�  presumptive gonads =��9�P����o��	
<�A��� CA 7���9=A�=A� 0.5 ��������� �	[�����=�� 
PGCs �	
���9�\ presumptive gonads �A�:��>����>��	
<�><�A��� CA     ���>�o��Q	��	
<�A[��;8F 
9F>� lectin Concanavalin A (Con A)  o�: Lee et al. (1978a)  ;��>�  Con A �	
7���9=A�=A� 10 
<�o7�����/<�o7���Q� �	W�:��:������97�8
���	
=�� PGCs [�����9�\ germinal crescent <�:��
���9�\�8
�R=��9�P����o�  @�����>��8
�R9F>����>� Polyaromatic hydrocarbons 9F>� 
Polychlorinated bisphenyls (PCBs) �P�	W�Q>����97�8
���	
=�� PGCs ���CE�_�=�� Fang et 
al. (2002) ;��>�   PCBs �	
7���9=A�=A� 100 <�o7�����/���� <=> ���BGA[�����=�� PGCs �	

���9�\ presumptive gonads ����H���	
7���9=A�=A� 1, 10 H�� 100 <�o7�����/���� <=> ���BGA
9������Q�:=�� PGCs H�� necrosis 

 
������G��9;CH�����9��	
:�H������_\�9;C 
B�9�P����o�@�Q�̂�y�������G��9;C (sex determination) H�����9��	
:�H������_\�

9;C (sexual differentiation) ZX�7��7���A�::	���o7�o�oD�9;C (genetic sex determination) 
o7�o�oD�9;C=��@�Q�̂�y��	[	o�<��� 2 H�� 78� [	o�<���H�� homogametic sex (ZZ) B�9;CWXA
H��[	o�<���H�� heterogametic sex (ZW) B�9;C9�	: (Clinton and Haines, 1999; Ellegren, 
2001; Shimada, 2002; Smith and Sinclair, 2001; Nakagawa, 2004; Smith and Sinclair, 
2004)  �:>��<��PQ����:��9�	:�=����<�������G��9;C�A�::	���o7�o�oD�9;C:��<�>9�?��	

����H�>F��  Smith et al. (1999) ;��>�   :	� DMRT1 (doublesex-and mab-3-related 
transcription factor 1 gene) �	�����@��7��B����7��7�����������@�A�� testes B�
9�P����o�9;CWXA  DE
�@��7�A����������:���=�� Raymond et al. (1999) ;��>�   :	��	
�:X>��
o7�o�oD� Z <�AH�> DMRT1 �	���H@���������	
���9�\ genital ridges =��9�P����o�<�>9;CWXAB�
��:� gonadal differentiation    @��G���B�9�P����o�9;C9�	:;����H@�����=��:	��	
�:X>��
o7�o�oD� W ����	
���9�\ genital ridges =�� embryonic gonad �>���	
[�9������������ 
sexual differentiation   <�A�	WXAQ���F8
�9�	:�:	������>��9�?� 3 F8
��	
HQ�Q>�����<�AH�> :	� PKCIW 
(protein kinase C inhibitor W-linked gene G�8� Wpkci gene) (Hori et al., 2000;)  :	� ASW 
(Avian Sex-specific W-linked gene) (OKNeill et al., 2000; Ellegren, 2001; Pace and 
Brenner, 2003) H��:	� FET-1 (Female- Expressed Transcript 1 gene) (Reed and Sinclair, 
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2002)   ���[���	�  Clinton (1997) <�A@����>�   ������G��9;C=��9�P����o�<�>9���=E�������\
����	
 5-6 =�����9[��� 

 
���������9[���=�����:��@�A��9D��^@8�;����^  

 ���������9[���=�����:��@�A��9D��^@8�;����^ (gonadogenesis) B�9�P����o���
������	
��
��	=���Q���	
7�A�:���������������9[���=�����:��@�A��9D��^@8�;����^=��9�P����o�
<�>  o�:���:��@�A��9D��^@8�;����^9[�����[�� intermediate mesoderm �	
�	���_\�9�?�@���X� 
9�	:��>� xgenital ridgez DE
��:X>���9�\=���A���>�� (ventral) =��<QF���	
@�� (mesonephros) 
H��9[����>��������<QF���	
@�� (Browder et al., 1991)  o�:���>�9D��^�	
[�9[���<�9�?����:��
@�A��9D��^@8�;����^����9��	
:�H�����[�� mesenchymal blastema =�� genital ridge �	
G��Q��
=E����[��@�����9�\�>�����78� ���9�\ coelomic epithelium H�����9�\ mesonephros 
(Matineau et al., 1997)  ���9[���=�����:��@�A��9D��^�8�;����^=��9�P����o�B���:�H������<�>
@����Z���7���HQ�Q>����G�>��9;CWXAH��9;C9�	:<�A 9�	:���:��	��>� xindifferent stagez  
Q>����	���9[���=�����:��@�A��9D��^@8�;����^=��HQ>��9;CH:����  o�:9�P����o�9;CWXA�	���
9[���=����\v�B�=\��	
9�P����o�9;C9�	:�	���9[���=�����<=>    ���>�9D��^�>����:=��9�P����o�
9;CWXAH��9;C9�	:B���:� indifferent stages [��	���9��	
:�H���<����G�A��	
9l;��78� 9�?�
9D��^�	
@��97���G^@9Q	:��:�̂���^o�� (steroidogenic cells) H��9�?�9D��^7���[�� (supporting 
cells) DE
�9D��^����@��[�9[����A�����9D��^�	
[�9[���9�?�9D��^@8�;����^ (Primordial Germ Cells) 
[������[E�H�>�9D��^9;�
�[��������=E��9��	
:�H���9�?� primary sex cords (Romanoff, 1960)   
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e�;�	
 8  H@�� sexual differentiation =�� embryonic gonads  (A) embryonic gonads ��:�  
              indifferent stage �������A�:F��� cortex H�� medulla e�:B��	 PGCs (@	9��) �	
;� 
              ����B�F��� cortex H�� medulla  (B) male embryonic gonads F��� medulla  
              �������A�: testicular cords �	
�	 spermatogonia H�� spermatocytes �:X>e�:B� 
              H���	 epithelium =��F��� cortex ���  (C) female embryonic gonad �	F��� cortex  
              G��H��;� oocytes �:X>���9�\F��� cortex (���H���[�� McCarrey and Abbott,  
              1979) 

 
���9[���=�� primary sex cords <�AH�> cortical cord H�� medullary cord �	
�:X>

e�:B� embryonic ovaries H�� embryonic testes �	�X�H�����9[����	
HQ�Q>�����<�B�HQ>��
9;C   o�:��
�<�H�A� embryonic gonad �������A�:F��� 2 F���78� F���B� 9�	:��>� xmedullaz H�� 
F������ 9�	:��>� xcortexz (Maraud et al., 1987)  ���9[���=����\v�9���[�� medullary cord 
�	���H�>�9D��^9;�
�[����������H���	
F��� cortex ���=E��@>�W�BGA9G�8�F��� cortex �	
���[������
[E��	���9[���=�� medullary cord <�9�?� secondary sex cord 9�	:��>� testicular cord DE
��:X>
e�:BQA���7��7��=��:	���o7�o�oD�9;C   B�=\��	
���9[���=�����<=>9���[�� medullary 
cord ���@>��@��:Q��9�8
��	���9[���=�� secondary sex cord 9;�
����=E��@>�W�BGAF��� cortex 
G��=E�� DE
��:X>e�:BQA���7��7��=��:	���o7�o�oD�9;C9F>����  ����������9[���=�����:��@�A��
9D��^@8�;����^B�9�P����o�9;CWXA[��9�?� xmedullary developmentz @��G���B�9�P����o�9;C9�	:
[��9�?� xcortical developmentx 
 

PGCs 
Cortex 

Medulla 
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e�;�	
 9  H@�����9[���=��F��� cortex H�� medulla =�� embryonic gonad  @��9�QF��� cortex  
              (@	9��) H�� medulla (@	���) B���:� indifferent stage =\��	
�	���9��	
:�H���<�9�?� 
              ���:��@�A��9D��^@8�;����^=��9�P����o�9;CWXA (��\v�) H��9;C9�	: (���<=>) [�������;� 
              =��o7�o�oD�9;C (ZZ H�� ZW)  (���H���[�� Clinton and Haines, 1999) 

 
 
e�;�	
 10  H@�����9[���=�����:��@�A��9D��^@8�;����^�	
�:X>��<QF���	
@��   @��9�Q���:��@�A�� 
                9D��^@8�;����^ (@	=��) �	
�:X>��<QF���	
@�� (@	9��) B���:��	
<�>@����ZH:�9;C<�A  
                (indifferent stage) H����:��	
�	������G��9;C (sex determination stage) �	
[� 
                9[���<�9�?����:��@�A��9D��^@8�;����^9;CWXA (ZZ) H��9;C9�	: (ZW) (���H���[��  
                Clinton and Haines, 1999)  
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���������9��	
:�@e�;=�����:��@�A��9D��^@8�;����^ (gonadal differentiation) B�
9�P����o�9;CWXAH��9;C9�	:����ZX�7��7���A�:��<��	
9���=E��B������o�9���� 2 ��<� 78�  

1)  ��<����������=��:	��:>��Q>�9�8
��9�?������� (gene cascade) DE
�9�?���������� 
                 �	
7��7��BGA�	���9��	
:�H���<�9�?�9D��^9l;��B���\v�G�8����<=>    

2) ��<�������G��9;C (sex-determining mechanism) �	
7��7��BGA embryonic  
                 gonads 9[���<�9�?���\v�G�8����<=>  

 
 

                    
 

e�;�	
 11  ��������� gonadal differentiation  9��
�QA�[������	
 3.5 =�����9[��� ;����9�\�	
  
 [�9[���<�9�?����:��@�A��9D��^@8�;����^ (genital ridges) �	���_\�9�?�@���X� (@	 
 =��) DE
��:X>����A�� ventral =�� mesonephros (@	9G�8��)   B���:��	����:��@�A�� 
 9D��^@8�;����^�������A�:F��� cortex (@	F�;X) H�� medulla (@	����9���) H��<�>@����Z 
 H:�9;C=��9�P����o�<�A[�����:��@�A��9D��^@8�;����^ ;� PGCs (@	���) �:X>B�F���  
 cortex 9�?�@>��BG�>   Q>���B�F>������	
 5.5 ZE� 6.5 =�����9[��� 9��
��	
[�H:�9;C 
 =��9�P����o�<�A[�����:��@�A��9D��^@8�;����^ o�:B�9�P����o�9;CWXA (ZZ) ��\v� (@	���� 
 9���) =A��DA�:H��=���	=���9�>���� o7��@�A��e�:B���\v��������A�: F���  
 medulla ;� seminiferous cord (@	����9���) �	
�	 germ cells (@	���)�:X>e�:B� H��F���  
 cortex (@	F�;X) �	
���   B�=\��	
9�P����o�9;C9�	: (ZW) 9l;�����<=>=A��DA�:9�>������	
 
 �	���9[���HQ>=A��=��@��:<�  o7��@�A��e�:B����<=>=A��DA�:�	���9[���=��F���  
 cortex �	
G�� (@	F�;X) H��;� germ cells (@	���) ���[�:�:X>��
�<� @>��F��� medulla  
 (@	����9���) �	���@�A��F>���>�� (lacunae) 9���=E�� (���H���[�� Smith and Sinclair,  
 2004) 
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e�;�	
 12    ���H@�����=��:	� (gene expression) �	
[��9;��B�������G��9;C  @��9�Q:	��	
�	

�����Q>����9��	
:�H���@e�;=��9D��^<�9�?�9D��^9l;��B���\v�=��9�P����o�
9;CWXA (�����@	����9���)  B����<=>=��9�P����o�9;C9�	: (�����@	F�;X) H��:	��	
�	���
H@������	
;�B�9�P����o�����@��9;C (�����@	9G�8��) �:>��Q>�9�8
��9�?�������
B�F>���	
9������������ gonadal differentiation   =���=�������H@��ZE������
7���@��;���^=�����H@�����=��HQ>��:	�9�8
�9��	:�9�	:����B�9�P����o�HQ>��
9;C   ;8���	
@	@A��>��H@�����H���	
@����ZH:�9;C=��9�P����o�<�A[�����:��@�A��
9D��^@8�;����^ (���H���[�� Smith and Sinclair, 2004) [st = stage] 
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���[����� ����^ o��9�@o��9[�:���	�����@��7��Q>���������� gonadal 
differentiation  (Woods and Erton, 1978; Gasc, 1980) o�:@����ZF�����BGA embryonic 
gonad 9������9��	
:�H���<�9�?���\v�G�8����<=><�A=E���:X>��������\=�����^o���	
<�A���H�� 
endocrine disruptors 9F>� ���^o��9�@o��9[�@��97���Ĝ (synthetic estrogen) @����Z�	
�����;��������������� gonadal differentiation <�A (Narbaitz and Adler, 1966; Scheib, 
1983; Stevens, 1997) 
 <�A�	��������o�:BGA���^o��9�@o��9[�@��97���G^H�>9�P����o�<�>9;CWXAB���:� sexual 
differentiation ;��>�  embryonic gonads =A��DA�:=��9�P����o�9;CWXA9������_\��>��=��
��\v�H�����<=> (ovotestis)  (Kozelka and Gallagher, 1934; Willlier et al., 1935; Willier et 
al., 1937)  ���[������:��;��>� DDT H�� PCBs @����ZF�����BGA9��� ovotestis B�9�P����o� 
�������;����^H7��p��^9�	: (California quail) H��9�P����o�=���������� (Common terns) 
(Fry and Toone, 1981; Hart et al., 2003)  DE
����_\����9�8��9:8
����:�=�� ovotestis 
�������A�:F��� cortex G��H��;� germ cells �	
9=A�@X>��:� oocyte B�F��� cortex DE
�9�?�
���_\�=�� embryonic gonad 9;C9�	:HQ>B�F��� medulla :��7�;� testicular cords �:X> (Teng 
and Teng, 1979; Scheib, 1983, Berg et al., 1998; Berg et al., 1999; Shibuya et al., 2004; 
Shibuya et al., 2005)  ���CE�_�B�9�P����o���������	
��
�9;CWXA;��>�  9������_\� ovotestis 
�	
 embryonic gonad =A��DA�:e�:G���[�����<�A��� diethylstilbestrol (DES) B�����	
 4 H��
����	
 3 =�����pq� (Perrin et al., 1995; Berg et al., 1999)  ���[���	��	�����:����>�  o,p'-
DDT H�� ethynylestradiol (EE2) @����ZF�����BGA embryonic gonads 9;CWXA9��� ovotestis <�A 
(Berg et al., 1998; Berg et al., 1999)    

�	���CE�_�9�8
�� gonadal differentiation B�9�P����o�<�>9;C9�	:�A�:���	Q>��R <�AH�> ���
���9�� embryonic testes �� graft �	
���9�\ embryonic ovary =��9�P����o�9;C9�	:�	
9�?� 
9[A��A�� ;��>� embryonic testes �	
����� graft �	W����BGA embryonic ovary 9������@��:Q��  
�	���9��	
:�H���[�� embryonic ovary 9�?� embryonic testis �	
�	���@�A�� interstitial cells 
(LeydigKs cell) <�A (Groenendijk-Huijber, 1960; Rashedi et al., 1983; Maraud and 
Vergnaud, 1986; Rashedi and Maraud; 1987; Maraud et al., 1990; Rashedi et al., 1990)   
���BGA@��97�	9F>� 1-methyl-androstendion (Wartenberg et al., 1992)  Fadrozole 
(Wartenberg et al., 1992; Burke and Henry, 1999; Smith et al., 2003) �	
9�?�Q��:��:������
������=��9��<D�^ aromatase (aromatse inhibitor) DE
����G�A��	
9��	
:����^o��H��o��9[�<�
9�?����^o��9�@o��9[�;��>�  @����Z���BGA9������9��	
:�9;C (sex reversal) =�� embryonic 
gonad [��9;C9�	:9�?�9;CWXA<�A (Elbrecht and Smith, 1992)    @��G������CE�_�B�9�P����o� 
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��������	
��
�9;C9�	:  Scheib et al. (1984) ��:����>�   Tamoxifen (antiestrogen) �	W�<�
:��:������H�>�9D��^���9�\ germinal epithelium H��:��:������9���F��� cortex =�� embryonic 
gonad =A��DA�:HQ>���Q�A�BGA�	���9[���B�F��� medulla =�� embryonic gonad ����=A��DA�:H��
=��  H��:���	@��97�	�	
<�>BF>���>�=�����^o��@��97���Ĝ (nonsynthetic hormones) �	
@����Z
@>�W������Q>���������� gonadal development B�9�P����o�<�> <�AH�> Carbaryl (Swartz, 
1985) H�� PCBs (Zhang et al., 2002)  @��G���B�9�P����o���������	
��
� <�AH�>  Busulfan 
(Hallett and Wentworth,1991) H�� Nonylphenol (Nishijima et al., 2003)   

W�=�� endogenous estrogen G�8� endocrine disruptors �	
��������7�A�:������
���^o��9�@o��9[��	
�	Q>���������� gonadal development ���� �	���������o�:���[�����
Q�����Q>����^o��9�@o��9[� (estrogen receptor ER)   �	���CE�_��������Xo���@oQ97�	 
(immunohistochemisrty) =�����:��@�A��9D��^@8�;����^B�9�P����o�<�>9;C9�	:;������\=�� 
ER F������p
� (α) ���Q�����9�\ epithelium =��F��� cortex =�� embryonic gonad =A��DA�:
@����Z;� ERα <�A�>���	
[�9������������ gonadal differentiation B�=\��	
���9�\ 
epithelium =�� embryonic gonad 9;CWXA����	
 4.5 H�� 12.5 =�����pq�;� ERα B������\
�A�: (Smith et al., 1997; Nakabayashi et al., 1998)   Smith et al. (1997) ��:����>�  ;� 
mRNA =�� ERα �	
���9�\ genital ridge =��9�P����o�<�>9;C9�	:B�����	
 3.5 =�����pq�   
B�=\��	
;� ER F���9�QA� (β) ���9�\���:��@�A��9D��^@8�;����^H��@���=����������	
��
�Q��
9QP���:9;CWXAH��9;C9�	: (Lakaye et al., 1998; Foidart et al., 1999) HQ>B�9�P����o��������
�	
��
�:��<�>�	�����:���B�9�8
�������>�� 

���^o��9�@o��9[�ZX�9��	
:�H�����[�����^o��H��o��9[�o�:9��<D�^ xaromatase 
(CYP19, P450arom)z (Rumsby, 1997; Bruggeman et al., 2002)  �	��:����>�  ;� mRNA 
=�� aromatase H�� aromatase activity ���9�\ embryonic gonad =��9�P����o�<�>9;C9�	:
B�F>������	
 6-6.5 =�����pq�DE
�9�?�F>���	
9��� sexual differentiation  B�=\��	
9�P����o�<�>9;CWXA
<�>;����H@�����=�� aromatase gene (Smith et al., 1997; Villalpando et al., 2000)  DE
�
@��7�A����������:���=�� Clinton and Haines (1999) �	
Q��[;����^o��9�@o��9[����9�\ 
embryonic gonad =��9�P����o�<�>9;C9�	:B�����	
 6.5 =�����pq� 

���[���	�:���	���CE�_�ZE�W�=�� endocrine disruptors �8
�R�	
�	Q>����@��:Q��H��
���7��:X>=�� embryonic accessory ducts  [����������o�:BGA���^o��9�@o��9[�
@��97���G^B���:� sexual differentiation H�>9�P����o�<�>;��>�  9�P����o�9;CWXA:���	���7��:X>=�� 
Müllerian duct ����@��=A��DE
�o�:��Q��>������>��[�QA��@��:<�B�9�P����o�9;CWXA H��B�
9�P����o�9;C9�	:�	
<�A������^o��9�@o��9[�@��97���G^;��>�  �	���7��:X>=�� Müllerian duct =A��
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=��DE
�o�:��Q�[�QA��@��:<�9F>����   ���[���	�:��;��A��9�8�� (cyst) �:X>���9�\ Müllerian 
duct (Willier et al., 1935; Willier et al., 1937; Teng and Teng, 1979; Berg, 1999)   B�
���CE�_���<����@��:Q�� (regression) =�� embryonic duct o�:9l;���:>��:�
����@��:Q��
=�� Müllerian duct (Müllerian duct regresssion) B�9�P����o�<�>����<�A�	�����:����>�   
@��97�	�	
F8
� MIS (Müllerian Inhibiting Substance) DE
��:X>B����>�=�� transforming growth 
factor-β family (Hutson et al., 1981; Teng, 1987) �	
ZX�@�A��=E��[�� female gonads @>�W�BGA
9������@��:Q��9l;�� Müllerian duct =A��=��   B�=\��	
 Müllerian duct =A��DA�::��7��:X>
9�8
��[���	�����;�=�����^o��9�@o��9[��	
@�A��[�� female gonad �	W�<�:��:������������
=�� MIS �	
 Müllerian duct =A��DA�:���BGA Müllerian duct =A��DA�:<�>@��:<� (Hutson et al., 
1981)   [�����CE�_�=�� Hutson et al. (1985) ;��>�    ���9��� Müllerian duct regression 
:��9���<�A[���q[[�:=��@9Q	:��:�̂���^o���	
;�B�����F�Q� 9F>� Norethindrone (NET) 
Aminoglutethimide (AG) H�� 4-hydroxyandrostenedione (4OHA)   B�=\��	
 Teng (1990) 
��:����>�  Diethystilbestrol (DES) �	W�<�:��:������9��� Müllerian duct regresssion B�
9�P����o�<�>���BGA;� Müllerian duct =A��=��B�9�P����o�9;C9�	:H��;� Müllerian duct ����=A��
DA�:H��=��B�9�P����o�9;CWXA   @��G�����<����@��:Q��=�� Müllerian duct ����9���[�� MIS �	

ZX�@�A��[�� embryonic ovary [�<�[����� MIS receptor �	
�:X>�� Müllerian-mesenchymal 
cells (Teng, 1990; Tsuji et al., 1992) H�A�@>�W������Q>����@��97���G^H�����@��:Q��=�� 
extracellular material (ECM) ���9�\ basement membrane H�� periductal region =�� 
Müllerian duct (Hayashi et al., 1982; Trelstad et al., 1982; Ikawa et al., 1984)  DE
����
@��:Q��=�� ECM ���9�\�����>��9���[��9�P�<D�^B����>�=�� ECM degrading enzyme �	
F8
� 
xmatrix metalloproteinase enzyme (MMP)z (Kleiner and Stetler-Stevenson, 1999;  
Vu and Werb, 2000)  [�����CE�_�=�� Ha et al. (2004) ;��>�  ���H@�����=�� mRNA 
=�� MMP-2 ���9�\ Müllerian duct =A��=��=��9�P����o�<�>9;C9�	:9;�
�@X�=E��B�����	
 15 H�� 
����	
 18 =�����pq�[�������97���G^�A�:9�7��7 RT-PCR 
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e�;�	
 13  H@�����@��:Q��=�� accessory embryonic ducts (A) ��:��	
<�>:��<�>�	��� 
                 @��:Q��=�� accessory embryonic ducts (indifferent stage)  (B) ���@��:Q�� 
                 =�� Müllerian ducts ����@��=A��B�9;CWXA   (C) ���@��:Q��=�� Wolffian ducts ���� 
                 @��=A��H�����@��:Q��=�� Müllerian ducts =�� H�� embryonic ovary =A��=�� 
                 B�9;C9�	: (���H���[�� Gilbert, 2003) 
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e�;�	
 14  H@�����9[���=�� Müllerian duct =��9�P����o�B���:��	
:��<�>���G��9;C H�� 
                �X�H�����@��:Q��=�� Müllerian duct  B�9�P����o�9;CWXAH�� caudocranial  
                regression (A)  H�����@��:Q��=�� Müllerian duct B�9�P����o�9;C9�	:H��  
                craniocaudal regression (B)  (���H���[�� Hutson et al., 1985) 
 

 
 
 
 

A B 
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@��97�	�	
9�?� endocrine disruptors (EDs) �	
��������7�A�:���������^o��9�@o��9[��	

�	W������Q>���������� gonadal development ���[��[�9�?� EDs B����>����^o��
@��97���G^G�8�@��@��97���G^H�A� :���	 EDs �	
9�?�@��97�	�	
��������7�A�:���������^o�� 
9�@o��9[��	
;�B�;8F (phytoestrogen)  DE
����>� isoflavones 9�?����>��	
��:������CE�_�
����A��;�_���:����@8�;����^ (reproductive toxicology) H��Q���:>��=��@��97�	B����>��	��	
BFA
CE�_�������78� 9[�	@9Q�	� (Genistein) (Setchell, 1998; Kanno  et al., 2002; King, 2002) 
 
� 
������
  
 9[�	@9Q�	� (Genistein: 4K,5,7-trihydroxyisoflavone) 9�?�@��97�	B����>� isoflavones �	

;����B�;8FQ���X�Z�
� (Leguminosae) �	�����:����>�  ;8FQ���X��	�@��97���G^ genistein 
=E����9;8
����G�A��	
����������Q��:[��@�Q�̂���;8F  �� H��H�7�	9�	:�	
�>�o�7  ���[���	�:��9�?�
Q��F>�:���BGA9������������ symbiosis �>�������G�>��H�7�	9�	:�����=�����;8FQ���X�Z�
� 
(Koes et al., 1994)  ���;� genistein B��X�=�� inactive glucoside G�8� aglycone (Axelson 
et al., 1982; Eldridge and Kwolek, 1983; Setchell, 1998)  o�: genistein B��X� inactive 
glucoside ZX�9��	
:�H�����[��@��Q���QA��	
F8
��>� xbiochanin Az �A�:�t�����:� hydrolysis 
o�:��C�:9��<D�^ intestinal glucosidase �	
ZX�@�A��=E��[�� gut intestinal microflora B�����
���9�����G��=��@�Q�̂9�	�:��X��A�:������ (Lampe et al., 1998; Rowland et al., 2000)  
=���Q��@���A�:=����������� metabolism [�<�A@���	
F8
��>� p-Ethyphenol (Shutt, 1976; 
Setchell,1998) 
 
�>����$
�?&��
��@
�

���� 
������
 
 Genistein �	o7��@�A�����97�	���@>���	
7�A�:���������^o�� 17β-Estradiol DE
�9�?�9�@
o��9[��	
�	C��:e�;@X�  <�AH�> ����	��HG��=��py��� (phenolic rings) H����:�G>����G�>��
G�X> 4K ���G�X> 7-hydroxyl group 9�?�QA� (Dixon and Ferreira, 2002)   [�����_\�o7��@�A��
���97�	�����>�����BGA genistein @����Z[����� estrogen receptor (ER) Q�����9�\ ligand-
binding domain (Brzozowski et al., 1997; Pike et al., 1999) H�� sex hormone binding 
proteins (SHBP) H�A���������9�?�Q��9@�������� ���^o��9�@o��9[� (estrogen agonist) G�8� Q��
QA����������^o��9�@o��9[� (estrogen antagonist) <�A (Setchell, 1998)    �	��:����>� 
genistein @����Z[��<�A������� ERα H�� ERβ HQ>����	
[�[����� ERβ �����>� ERα (Kuiper et 
al., 1997; Kuiper et al., 1998; Barnes et al., 2000)  H��:���	��:����>�  9[�	@9Q�	�@����Z
[����� estrogen related receptor (ERR) 9F>� ERRα  ERRβ H�� ERRγ <�A�	��A�:  (Suetsugi 
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et al., 2003)  H��9�8
� genistein [����� ER H�A�[��	W�<���������������=�������8
�R �	
�	
������[�:Q��=�� ER HQ�Q>�����B�HQ>�����:�� o�:9l;�� ERβ �	
;����B�����@8�;����^ 
<�AH�> ���<=>  ��\v� 9QA��� H��Q>���X�G��� (Brandenberger et al., 1997; Setchell, 1999)  
 
 

         
 
e�;�	
 15  9��	:�9�	:�o7��@�A�����97�	��G�>�� Genistein ��� 17β-Estradiol (���H���[��  
                Shaw and McCully, 2002) 
 
 
A&���� 
������
��������!�"�
��#B
���	#�&�C��&D�E$	�
� 
 [�����CE�_�=�� Awoniyi et al. (1998) ;��>�  B�G�XH��9;C9�	:�	
<�A��� genistein 
�����\ 50 µg/d B�����	
 21 =�����Q���7��e^�	����G���=�����<=> ���X� H�������=�����^o��9�@
o��9[�H��o��9[@9Q�o��B� plasma ����     Casanova et al. (1999) ��:����>�  genistein 
H��  daidzein 9�?�Q��9@������������=�����^o��9�@o��9[��	
�	7���@����ZB����[����� 
estrogen receptor ����F��� α H�� β HQ> genistein [��	C��:e�;@X���>� daidzein B����@>�W�
BGA��Q��@>��=������G������X�Q>�����G���Q��9;�
�=E�� DE
�@��7�A����������:���=�� Lewis et al. 
(2003) �	
��>���>�  G�XH��9;C9�	:�	
<�A��� genistein �����\ 40 mg/kg �	����G������X�9;�
�=E��
B�����	
 22 =����:�G���7���  ���[���	�:��;��>�  genistein @����Z@>�W������Q>� sexual 
differentiation H�� sexual development =��G�XH��e�:G���[���	
<�A��� genistein B���:�
�>��7���    Delclos et al. (2001) ;��>�  B�G�XH��9;C9�	:�	
<�A��� genistein �	
�����7���
9=A�=A� 250 ZE� 1,250 ppm. ���BGAQ>���������	���H�>�9D��^=���>�W��Q������9;�
����=E�� 
(ductal-alveolar hyperplasia) H��9���7���W����Q�=�����9[���=�����>�9D��^B�F>��7����	

�����7���9=A�=A� 625 H�� 1,250 ppm. H��B����<=>9���7���W����Q�o�:�	p����97���	
�
� 
(atretic follicles) 9���9�?�F>���>��[�����G��:p����97�� (ovarian antral follicles) �	
�����7���
9=A�=A� 1,250 ppm. ���BGAG�XH��9;CWXA�	��������� spermatogenesis 9���FA���>���Q�H��;�
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7���W����Q�=���@�[�B� epididymis �	
�����7���9=A�=A� 625 H�� 1,250 ppm.  HQ>@��G���G�X
H��9;CWXA�	
<�A��� genistein �����\ 250 H�� 1,000 mg/kg diet <�>�	W������Q>�����G��� 
testes  H���X��>��=�� testes (Fritz et al., 2003)    @��G������CE�_�B�G�X9��@^ Cline et al. 
(2004) ;��>�  genistein B������\ 40 mg/kg  body weight �	W����BGA���X�=:�:=���H�� 
epithelial cells =��W������X�F���B�@X�=E��  H��B�G�X9��@^9;CWXA�	
<�A��� genistein �����\ 5 
mg/kg �	W����BGA�����\=���@�[����� (Lee et al., 2004)    [�����CE�_�=��  Wendy  et al. 
(2000) ;��>�  ���<�A��� genistein B������\ 50,000 µg/kg B�����	
 1 ZE�����	
 5 =����:�
7���BG�>���BGAG�X9��@^�	[����� oocytes 9;�
�=E��G��: oocytes Q>� 1 follicle (multi-oocyte 
follicle) DE
�@��7�A��������CE�_�=�� Nagao  et al.(2001) �	
;��>�  e�:B����<=>=��G�XH��
9;C9�	:�	
<�A��� genistein �����\ 50 mg/kg B���:�G���7�������	
 1 ZE�����	
 5 �	[����� 
oocytes 9;�
�=E�� 2-3 oocytes Q>� 1 follicle (polyovular follicles) H���	���9[���=�����:��
@�A��9D��^@8�;����^�	
W����Q�B�9;C9�	: DE
����_\�=�� multi-oocyte follicles G�8� polyovular 
follicles 9���=E��[����<����������=�� genistein �	
[����� ER F��� β 9�8
��[��;��>�  G�X9��@^
�	
���9��@>��=��:	��	
@��97���G^ ERβ ���<� (gene knockout) <�>;����_\������>�� 
(Jefferson et al., 2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e�;�	
 16  H@�� ovarian antral follicles H�� multi-oocyte follicle  (a) @��9�Q���_\�  
                  ovarian antral follicles �	
�	 atretic follicles (AF) (���H���[�� Delclos et al.,  
                  2001) H�� (b) ���_\� multi-oocyte follicle (���H���[�� Wendy et al., 2000) 
 
 

b 
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A&���� 
������
��������!�"�
��#B
���	#�F� 
 �������;����^H7��p��^9�	:9;C9�	:�	
�����G���	
�	@>��W@�=�� formononetin (@��Q���
QA�=�� daidzein) H�� genistein [��;8F9�8
�W>�����������:>�:H�A�@������@��Q���	��	W�<�
:��:������������=������@8�;����^H�����BGA[�����<=>�	
Q��9�	:���<=>B�HQ>��7�������� (Leopold 

et al., 1976)  H��<�>9;CWXA�	
<�A��� genistein 7���9=A�=A� 5  10 H�� 50 µM �	W�<�:��:������
@��97���G^H�����G��
����^o��9�@o�@9Q�o��[�� LeydigKs cell (Opalka et al., 2004) 
 9GP�<�A�>����CE�_�W� genistein Q>�����@8�;����^=��@�Q�̂�y�����B���:�9�P����o�H��
��:�Q��9QP���:�	�A�:��>����CE�_�B�@�Q�̂9�	�:��X��A�:�����  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



����� 3 
 

��	�
��
����������� 
 
1.  �������
��� 
 

��������	
	��
��
��
�	����	������������������	
��������
����� 
�!� ����"��
�#��$�  %�&��'����&�	������()��(�)�*%��+'���,
�
-*�-
�.�  �"�	���"*/��
�-�"���)���
0.��
��,
���)0-����
�	�������-������� 

 
�
�	����	�� 1   
23�4
.����  genistein  	����-���
��#�'���	�����������;��!-���,
��*��;��!�')+��/�!

(Primordial Germ Cells: PGCs migration) �
HI�-�"	�� genital ridges 
���(�)�*%������	

�������J
&�����
��
������) genistein %�&�
�K��%�&-��
���� (in ovo) 
����������	
�������	��&��
�������,
���
 I� ("��	�� 0) 0�� 0)������ 3 ����������� 

1.1  �����#")#��K��-�"	,
���
&��� genistein ���0�� 10% DMSO + Corn oil �����"� 
1 : 10   

1.2  �����	����K�� genistein 	�����
&
� 10% DMSO + Corn oil #"
�������� 16    
 ��%#�����/���� ��� 

1.3  �����	����K�� genistein 	�����
&
� 10% DMSO + Corn oil #"
�������� 24  
 ��%#�����/���� ��� 

�����
������,
��������	
)������
��#�'���+�*������-%���-*  �,
�
 I�
� water-
jacketed incubator  ����(�)�*%����
&�#�) 3 "�� (72 ��.) (Yoshinaga et al., 1992)   0��"�3�
�,
��(�)�*%��
23�4
�
��#�'���	�����������;��!-���,
��*��;��!�')+��/�! (PGCs) �
HI�-�"
� 
genital ridges  %�&�,
��(�)�*%��
.�
��)"��
�	
�e*�%-�	#�*#0��"&�����"& WFA lectin 
(Wisteria floribunda Agglutinin)  	����#"
��,
�+
�-�� PGCs ��������	
�������  "��.��
�
	����
���*���*�
i��"&�
���)�,
�"� PGCs  	��)�*�"i genital ridges (����j�)  ;3����"*/��
���)
%�& ��(�)�*%� 1 -�"-�� section 	������)	������ 10 section (�"����&���
�	��k 2 section �+'��
���
����);�,
 ��)����#�) 10 section, Song et al., 2005)  0��")��	3�J
+%�&
����������	��2�!   
)��	3�.��
�	��������,
�"� PGCs 	����)���	��� 3 ����� 0��#,
�"i#�
�����#"
��������� 
(Index of Sterility : IS)  �
��j-�   IS = (N - X) / N  %�&  N = �,
�"� PGCs �����(�)�*%������
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#")#�� 0�� X = �,
�"� PGCs �����(�)�*%������	���� (Aige-Gil and Simkiss, 1991)   �,

����j�	������
"*�#�
��!	
��t*-*0)) one-way ANOVA  "*�#�
��!.���"&%��0����,
��(��j� 
SPSS 

 
 
 

 
 
 
 
 

  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
                     
J
+	�� 17  J
+-���"
���(�)�*%���&� 72 ���"%��0���)�*�"i genital ridge ("���) 	��	,
�
���) 
               �,
�"� PGCs ;  nt = neural tube, n = notochord, da = dorsal aorta 0��  
               g = genital ridges (���0����
� Yoshinaga, 1992) 
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0.�Jj�*�
�	����	�� 1 
 

��(�)�*%��
&� 0 "�� 
 

 
 
             �����	�� 1    �����	�� 2        �����	�� 3 
   �����#")#��K�� 10%              K�� genistein #"
��������     K�� genistein #"
��������   
      DMSO+Corn oil                    16 ��%#�����/���� ���                    24 ��%#�����/���� ��� 
           25  ��       25  ��         25  �� 
 
 
 

)��	����i�Jj�* 37.5  oC 	����#"
��'�� 
 

��(�)�*%��
&� 3 "�� (72 ��.) 
 

.�
-�� fix 
� Rossmanxs fluid 
 

         	,
 Paraffin section (-��-
��"
�) 
 

&��� Lectin histochemistry 
 

 )��	3�.� 
 

)��	3�J
+ 
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�
�	����	�� 2  
23�4
.���� genistein 	����-���
������&�0����J
+����"�&"����
��;��!�')+��/�! 

(Gonadal differentiation)  �����(�)�*%������	
��������+2.j�J
&�����
��
������) genistein 
%�&-��
���� (in ovo) 

%�&
����������	
�������	��&�����������
 I� ("��	�� 0) 0��"0)��������
�	�����+'��K�� 
genistein 0���,
��*��
� I��������&"��)�
�	����	�� 1 �����	�����(�)�*%����
&� I� 8 "�� 
(Andrews et al., 1997)  0��"�3��,
��(�)�*%��
.�
-�� �,
�
 fix �+'��.�
��)"��
� 
	
�e*�%-�	#�*# 0���,
�
&�����"&�	#�*#	
� immunohistochemistry (���0.�Jj�*�
�	����) 
�+'��-�"���)-,
0������� estrogen receptor (ER) 
��;��!)�*�"i germinal epithelium ���
�"�&"����
��;��!�')+��/�!��
�;�
&�����(�)�*%��+2.j� (male left gonad)   "��.��
�	����
���*�
��*�
i��"&�
���)�,
�"��;��!	���� estrogen receptor (ER-immunostained cells) 	���&j�)�*�"i 
germinal epithelium (González-Morán, 2005)   %�&��)���	�� section 
�0-�������!��#�)
	������! (�"����&���
�	��k 2 section �+'�����
����);�,
0����)�,
�"� ER-immunostained cells 
	��+)	���;��!	���&j�%�&��)������)"����)�*�"i germinal epithelium)  �,
����j�	����)���	��� 3 
������
"*�#�
��!	
��t*-*0)) one-way ANOVA "*�#�
��!.���"&%��0����,
��(��j� SPSS 
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0.�Jj�*�
�	����	�� 2 
 

��(�)�*%��
&� 0  "�� 
 

 
 
             �����	�� 1    �����	�� 2        �����	�� 3 
   �����#")#��K�� 10%              K�� genistein #"
��������     K�� genistein #"
��������   
      DMSO+Corn oil                    16 ��%#�����/���� ���                    24 ��%#�����/���� ��� 
           35  ��       35  ��         35  �� 
 
 
 

)��	����i�Jj�* 37.5 oC 	����#"
��'�� 
 

��(�)�*%��
&� 8 "�� (192 ��.) 
 

.�
-����()0�� fix  gonad 
� 4% Paraformaldehyde 
 

     	,
 Paraffin section (-��-
��"
�) 
 

&��� Immunohistochemistry 
 

 )��	3�.� 
 

)��	3�J
+ 
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�
�	����	�� 3 
23�4
.���� genistein 	����-���
��-*)%-0���
����*��-(�	������"�&"����
��;��!

�')+��/�!0����))�')+��/�! (Gonadal growth and maturation) �����(�)�*%������	
������� 
�+2.j�0���+2���&J
&�����
��
������) genistein %�&-��
���� (in ovo) 

0)��������
�	����������� 3 �����  �,
��*��
�K�� genistein %�&
����������	
�������	��
&�����������
 I� ("��	�� 0) 0���,
��*��
� I��������&"��)�
�	����	�� 1  �����	�����(�)�*%����
&�
 I�#�) 15 "�� (Berg et al., 1999)  0��"�3��,
��(�)�*%��
.�
-���+'��23�4
�J
+	
��
&"*J
#
0���
�23�4
	
���'���&'��  %�&"��.��
�	����
���*�#�iJ
+0����*���*�
i ���-�������  

3.1  �
������&�0���	
��
&"*J
# (anatomical alteration) ���	�� Müllerian ducts  
                   (MDs) 	���
���(�)�*%��+2.j�0���+2���&  %�&�����-���4i�#"
�.*���-*	�� 
                   ��*��3�� ������          

       -  ��(�)�*%��+2.j�  : �����-�
�#��&j��&�
���)j�i!��'�)
���"���� MDs  
                       	��������
� (completely or partially persistent of left and right MDs)  

       -  ��(�)�*%��+2���& : �����-#"
�.*���-*��� MD ��
��"
 ���� #"
�&
"	���+*���3��  
                      (&
"�"�
 3 �*��*��-� ��'���	�&)��)�����#")#��), �
���
�����-������
����'�� 
                      ��� (shell gland) 	�� MDs ��
��"
 
            3.2  �
������&�0���	
���'���&'�� (histological alteration) �����i����
�;�
& (left  
                   testis) 
���(�)�*%��+2.j� %�&�����-���4i��
������&�0��������i��	����*� 
                   %#�����
�����"�&"����
��;��!�')+��/�!�+2���& (ovotestis) �
����4i����-������� 
        - �
������� cortex 	����
�3��0����
�� oocyte-like germ cells 	���&j�
���&�  
                     meiotic prophase �
��"�
 5 �;��!�3���� (Berg et al., 1999; Berg et al., 2001)  

       - �
����;��!)�.*" (epithelial cells) ��*�	���j�)
2�! (cuboidal cells) ��'� 
                     	�����)�� (columnar cells) 0���;%	+�
;3���� germ cells 
����� cortex  
                     ����0)) eosinophilic cytoplasm (Shibuya et al., 2004)  

               ;3�����4i�������
"��
�-��+)�K+
�
��"�&"����
��;��!�')+��/�!�+2���& (������)  
                     ��
�;�
&
��J
+��-* 
�,
.��
�	����	������
"*�#�
��!����j�����,
�"���(�)�*%�	����*�#"
�.*���-*
������	����
����&)�	�&)��)�����#")#�� %�&
���
�	���)	
��t*-*0)) Fisherxs exact test 
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0.�Jj�*�
�	����	�� 3 
 

��(�)�*%��
&� 0  "�� 
 

 
 
             �����	�� 1    �����	�� 2        �����	�� 3 
   �����#")#��K�� 10%              K�� genistein #"
��������     K�� genistein #"
��������   
      DMSO+Corn oil                    16 ��%#�����/���� ���                    24 ��%#�����/���� ��� 
           35  ��       35  ��         35  �� 
 
 
 

)��	����i�Jj�* 37.5 oC 	����#"
��'�� 
 

��(�)�*%��
&� 15 "�� (360 ��.) 
 

.�
-����()0�� fix gonad 
� Bouinxs fluid 
 

        Paraffin section 
 

&��� Haematoxylin and Eosin (H&E) 
 

 )��	3�.� 
 

)��	3�J
+ 
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0.�Jj�*��������-���
��,
��*��
�0��"*/��
�23�4
 
 

��������	
������� C. japonica  	�������)�
���*��/* 
 
 

K���
����
%�&-��
���� (in ovo) 	��&�����������
 I� ("��	�� 0)  
 
 

 I�	����i�Jj�* 37.5 ��2
�;��;�&� 
�-j�	����#"
��'��0��+�*����	��k 3 ���"%����"&�#�'���+�*���� 
 
 

0)���������(�)�*%�	����23�4
������� 3 ����� 
 
 

 
����� 1: PGCs migration       ����� 2:  Gonadal differentiation           ����� 3: Gonadal growth  
                                                                                  and maturation 
                               
                                                          

                
23�4
	
���'���&'��"*	&
                   23�4
	
���'���&'��"*	&
                23�4
	
��
&"*J
#0��
            ��'���&'��"*	&
 
  
"*/� Lectin histochemistry "*/� Immunohistochemistry        "*/� Haematoxylin 0�� Eosin 
 

                     
                    t�
&�j�0��)��	3�.� 

 
 
                                                           0��.��
�	���� 
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2.  
������������� !��"# 
 
-     Automatic rotating incubator     
- BHS Olympus system microscope (Oympus, Japan) 
- Cell counter : Taiwan 
- Disposable microtome knife : Feather, Japan 
- PM-10M3 Photomicrographic system camera (Olympus, Japan) 
- Forceps 
- Hamilton microliter syringe : Hamilton Company, Reno, NV, USA. 
- Hot plate : E.G.O 
- Laminar flow : Dwyer MARK II, Dwyer Instruments, Inc., USA. 
- Leukosilk plastic tape : Beiersdorf AG, Humburg, Germany 
- Manual counter 
- Micropipette : Pipetman, Gilson, France  
- Moist chamber 
- Needle 
- Petri dish 
- Rotary microtome : The Gemmary, Fallbrook, CA, USA.  
- Rubber gloves : Angel Touch, EN Medipart, Korea 
- SZ-PT Stereomicroscope (Olympus, Japan) 
- Vial  20 ml 
- Water-jacketed incubator : Forma Scientific, Marietta, OH, USA. 
- �#�'�������	2�*&� 4 -,
0���� : Precisa 125A 
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J
+	�� 18  �#�'����'���-%���-*�+'��
��+�*���������	
 (Automatic rotating incubator)  0��� 
                %#�����
�J
&��� (A) 0�� %#�����
�J
&
� (B) 
 
 

A 

B 
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3.  &��
��� 
 

            -  Biotinylated goat anti-mouse IgG : Chemicon International Inc.,  
                  Temacula, Canada 

-     Butanol : E. Merck, Darmstadt, Germany.  
-     Corn oil : Mazola, CPC/AJI, Thailand.  
-     Dimethylsulfoxide (DMSO) : E. Merck, Darmstadt, Germany. 
- Eosin : E. Merck, Darmstadt, Germany. 
- Ethanol : ��#!�
����
  ������+�
�*- 
- Genistein : Sigma-Aldrich Company, St. Louis, MO, USA. 
- Haematoxylin : E. Merck, Darmstadt, Germany. 
-     Hydrogen peroxide : APS, Auburn, Australia. 
- Immunoperoxidase Secondary Detection System : Chemicon 

International, USA. 
- Lectin (Wisteria floribunda, Biotin conjugate) : Sigma-Aldrich 

Company, St. Louis, MO, USA. 
- Mouse anti-estrogen receptor monoclonal antibody : Chemicon 

International Inc., Temecula, Canada 
-     Paraformaldehyde : Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA. 
- Paraplast : Sherwood Medical Co., St. Louis, Mo, USA. 
- Permount : Fisher Scientific Company., Fair Lawn, NJ, USA. 
- Poly-L-Lysine : Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA. 
- Triton X-100 : Serva, New York, USA. 
- Tween 80 : Fluka, Bunch, Switzerland. 
- Xylene : E. Merck, Darmstadt, Germany. 
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4.  ��	�
��
�������
��� 
 
    4.1  ���(�
 genistein /
01��2�345 (in ovo) 
 

4.1.1  ������,
�������	2�*&� 4 -,
0���� 
4.1.2   ����-���,
��)-����	,
�
�K���
����
�j����
��J
+������'��%�&�#�'����'�	���*�� 
            .�
��
���
��'�� 0��	,

� Laminar flow hood 

4.1.2.1   ��
��'��-��)�*�"i���'�������
���
�	����K���
���"& 70% Ethanol 
4.1.2.2   ��
����'�����	��	,
�
���
��'��0��"��"&��(�����&	��.�
��
���
��'�� 
4.1.2.3   K���
�-
�������
�	����	������"�  %�&
�� Hamilton microliter  

                  syringes ��
� 50 ��%#��*-� K��	
��j)����'�������
���
�	����
��"�  
                  %�&
��.�
�)�*�"i	���������0�� -
�"*/���� Brunström and Örberg,    
                  1982 0�� Brunström and Halldin, 1998 (J
+	�� 19)    
4.1.2.4   ����j	��K���
���"& paraffin (Brunström and Örberg, 1982) 

4.1.3 �,
��������	
�������	��K���
����
& genistein ���&)���&0��"0�������#")#��
)������
��#�'���+�*������-%���-*	��-����"�

������	��k 3 ���"%�� 0��"�,
�� I�
� 
water-jacketed incubator �����	�����(�)�*%����*������
&� I�#�)���0-���
�
�	���� 0��"�3��,
��(�)�*%��
23�4
 

 

   
 
J
+	�� 19  0����
�K�� genistein %�&-��
���� (in ovo) .�
�)�*�"i	���������0�� (yolk) 
�"��	�� 
               &�����������
 I� (���0����
� Hutson et al., 1985) 
 

Air space 

Yolk  

Yolk sac injection 
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4.2  ����5�1A

B������
�C����/��������&D�B�����0��D����������������
��E�
0��� 
 

4.2.1 �������'����� �	��(�)�*%�0����"������)�'��k 	���&j�J
&
������
� Petri dish    
��
�����.�
�2j�&!��
� 100 �*��*��-� 

4.2.2 .�
-���,
�K+
�-�"��(�)�*%��

����
� Petri dish 	���� Chick ringer solution  �&j�
%�&�
2�&����� stereomicroscope   23�4
0��)��	3�.�	
��
&"*J
#0��
)��	3�J
+ 

4.2.3 Fix ��(�)�*%��+'��23�4

�����)��'���&'����"& 
- �
�	����	�� 1 
��  Rossmanxs fluid (Nakamura et al., 1992) �
� 24 ���"%�� 
- �
�	����	�� 2 
��  4% Paraformaldehyde (Nakabayashi et al., 1998) �
�  
     16 ���"%��  
-   �
�	����	�� 3 
��  Bouinxs fluid (Kannankeril and Domm, 1968) �
� 24  
     ���"%��    
 

 
4.3  ������ Paraffin section   

 
4.3.1  ��
� fixative  

  - �
�	����	�� 1 ��
� fixative ��"&  Absolute ethanol �
� 2 ����
�! ��������� 
      ��� Picric acid ���'��&j�  
  - �
�	����	�� 2 ��
� fixative ��"&  Phosphate-buffered saline (PBS) 3 #����  
      �
�#������ 5 �
	� 
  -   �
�	����	�� 3 ��
� fixative ��"&  70% Ethanol �
� 3 ����
�! ������������  
      Picric acid ���'��&j�  
 

4.3.2 Dehydration 
 - �
�	����	�� 1 dehydrate ��"& 30% Ethanol  70% Ethanol 0�� Absolute  
     ethanol  -
��,
��) 
- �
�	����	�� 2  dehydrate ��"& 30% Ethanol  70% Ethanol 0�� Absolute  
     ethanol  -
��,
��) 
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 - �
�	����	�� 3 dehydrate ��"& 90% Ethanol 95% Ethanol 0�� Butanol   
     -
��,
��) 
  

         4.3.3    Clearing :  �
�	����	�� 1   2 0�� 3 clear ��"& Xylene 
4.3.4    Infiltration :  �
�	����	�� 1  2 0�� 3  infiltrate ��"& Xylene+Molten Paraffin  
            Wax   Wax 1 0�� Wax 2  -
��,
��) 
4.3.5 Embedding :  �
�	����	�� 1  2 0�� 3  embed ��"& Paraffin Wax 3 
4.3.6 -�� Paraffin section 	��#"
���
������ 
   -  �
�	����	�� 1 -�� section 	��#"
���
 6 ��#��� (Yoshinaga et al., 1992) 

  -   �
�	����	�� 2 -�� section 	��#"
���
 5 ��#��� (González-Morán and  
             Camacho-Arroyo, 2001) 

 -   �
�	����	�� 3 -�� section 	��#"
���
 5 ��#��� (Berg et al., 1998) 
4.3.7   �
�-*� section )�����! :  �
�	����	�� 1 0�� 2  �#�'�) (coat) ����!��"&  
           0.01% poly-L-lysine (González-Morán and Camacho-Arroyo, 2001;  
           Brancroft and Gamble, 2002)  �,
���)�
�	����	�� 3 �#�'�)����!��"& egg  
           albumen 

 
4.4  Lectin Histochemistry �,
���)�
�	����	�� 1 (Primordial Germ Cell migration) : �� 
   ����-�����-������� 

    
4.4.1  ����-���
���
+
�
  ����� (Deparaffinization) 0�� �
�
����,
#'��j���'���&'�� 

                     (Rehydration) : �,
����!	���� section �����(�)�*%��
.�
�����-�������� 
                              - Xylene    4 #����    �
�#������ 5 �
	� 

      - 100% Ethanol    2 #����   �
�#������ 1 �
	� 
                              -     70% Ethanol    2 #����   �
�#������ 1 �
	� 
                              -     30% Ethanol    2 #����   �
�#������ 1 �
	� 
                              -     Distilled water   2 #����   �
�#������ 1 �
	� 

 
4.4.2  ����-�� Tissue pretreatment : 	,
�+'���,
�������;�!  Peroxidase 	�����&j�
� 
            ��'���&'�� 
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    - �&� 0.3% hydrogen peroxide ��*�
-� 20 ��%#��*-���)�����! 
        %�&
���
�#��)#���	��"��'���&'�� 
    -    �,
��)����
������+�
�-*�	����#"
��'�� �
� 30 �
	� 

 
4.4.3  ����-���
���
� Hydrogen peroxide ����
���'���&'�� (Rinsing)  

        -   �&� 1X rinse buffer (�����)��"& Tris buffer + Distilled water +  
                                   Tween 80) 	���-��&��"�0��"��)�����!��'���&'�� ���&�����!����
i 45  
                                   ��2
�+'��
�� rinse buffer  ��
���
 0.3% Hydrogen peroxide ����
�  
                                   ��'���&'��0��"
������
4	*��j;�)��
 rinse buffer 	��������'��&j�����
� 
                                   ��'���&'���)
k 
        -    �&� 1X rinse buffer ��)�����! 4 �&� ��)����!0��"���&�����!���
 
                                    
�0�"����+'��
�� rinse buffer #��&k ��
���
 0.3% Hydrogen   
                                    peroxide ����
���'���&'�� 
        - ��
 1X rinse buffer ����
�����!0��"	,
����-�� 2 0�� 3 ;�,
��� 5 #���� 
        - �&� 1X rinse buffer ��)�����! 4 �&� 0��"�,
��)��
������	���� 
                                    #"
��'�� �
��&�
����& 2 �
	� 
                              -     ��
 1X rinse buffer ��� 0��"��*��	,
�
�����-��	�� 4.4.3 ;�,
��� 5 #���� 
 

4.4.4  ����-�� Lectin staining 0�� Control staining  
         - �&� blocking reagent  (normal goat serum in phosphate buffered  
                                    saline PBS  �
���� kit : Immunoperoxidase Secondary Detection  
                                    System) �,
�"� 2 �&� ��)�����!�+'�� block nonspecific binding 
         - �,
����!��)��
������	����#"
��'�� �
� 5 �
	� 
                               - ���&�����!����
i 45 ��2
 0��"��
�����!��"& 1X rinse buffer �
� 
                                    �&�
����& 15 "*�
	� %�&
����
���
&��)����!"
��&j�)�����
4	*��j 
                                    �+'��;�) buffer 	��&�����'��&j�
����� 0��"��*��	,
����-���
� rinse 
� ���  
                                    4.4.3 
��� 
                               - ����- biotinylated WFA lectin (Wisteria floribunda Agglutinin)  
                                    (Yoshinaga et al.,1992) 	������
�-�� Japanese wisteria  #"
�������� 50  
                                    ��%#�����/�*��*�*-�   ��*�
-� 20 ��%#��*-� 0��"�&���)�����!
���
� 
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                                    #��)#���	��"��'���&'�� �
������,
��
����
������	����#"
��'��0��")���"�	�� 
                                    ��i�Jj�*���� �
� 1 ���"%��   
                                    (�,
���) Control staining 	,
-
�����-���
�&�����
�-��0-�����&� WGA  
                                    lectin ��)�����!) 
                
 4.4.5  ����-�� Streptavidin horseradish peroxidase (Streptavidin HRP) 
        - �&� Streptavidin-HRP (�
���� kit) �,
�"� 2 �&� ��)�����! 
        - �,
��)��
������	����#"
��'�� �
� 30 �
	� 
                              - �,
����!�� rinse -
�����-��
���� 4.4.3 
             

4.4.6  ����-�� Chromogen reagent 
                              - �&� Chromogen reagent (�
���� kit �����)��"& 3,3x  
                                    Diaminobenzidine diluted in TBS + Hydrogen peroxide diluted in TBS)  
                                    �,
�"� 2 �&� ��)�����! 
                              - �,
��)��
������	����#"
��'�� �
� 10 �
	� 
                              - �,
����!�� rinse -
�����-��
���� 4.4.3 
 
              4.4.7  ����-�� Mounting 
                              - �,
����!���3���,
��� (dehydrate) %�&��������!��
� 30% Ethanol, 70%  
                                    Ethanol 0�� 100% Ethanol -
��,
��) 0��"&��3��	��	�  
                              - ��������!��
� coplin jar 	���� Xylene �&j� �
� 1 �
	� 0��"&��3��	��	� 
                              - �&� Xylene ����
i 1-2 �&���)�����! 0��" mount ����!��"&  
                                    Permount 
        -     	*������!�"���
�#'�0��"�,
�
23�4
 
 
4.5  Immunohistochemistry  �,
���)�
�	����	�� 2 (Estrogen receptor localization) :  �� 
       ����-�����-������� 
 

4.5.1  ����-���
���
+
�
 ����� (Deparaffinization) 0�� �
�
����,
#'��j���'���&'��  
                      (Rehydration) : �,
����!��'���&'���
.�
�����-�������� 
                           -    Xylene   4 #����   �
�#������ 5 �
	� 
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                                   -    100% Ethanol   2 #����   �
�#������ 1 �
	� 
                                   -    70% Ethanol   2 #����   �
�#������ 1 �
	� 
                                   - 30% Ethanol   2 #����   �
�#������ 1 �
	� 
                                   - Distilled water  2 #����   �
�#������ 1 �
	� 

 
4.5.2  ����-�� Tissue pretreatment 
            -    �,
����!	��0��
� 10 �*��*%��
�! citric acid, pH 6.0 ��
��#"
����� 
                            ��"&�#�'��� microwave (Von Bogulawsky, 1994) �,
�"� 2 ��)k 
                            �� 10 �
	� 	�� 800 "�--!  �+'�������
����-��� antigen 0�����
��  
                            epitope ��� antigen tj�)�)����'��
�� monoclonal antibody 
��
� 
                            ��)��) antigen 	��-����
� 
            -    ��
�����!��"& 0.05 %��
�! Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4  
            -   �&� 3% Hydrogen peroxide ����
i 2-3 �&���)�����! 
                            
��#��)#���	��"��'���&'�� �+'���,
�������;�! peroxidase 
���'���&'�� 

           -     �,
��)����
������+�
�-*�	����#"
��'�� �
� 10 �
	� 
           -   �&� 0.5% Triton X-100 ����
i 2-3 �&���)�����! 0��"�,
��)�� 

                            
������	����#"
��'���
� 20 �
	� 
       

4.5.3  ����-���
���
���'���&'�� (Rinsing) : �,
��*��
��������&"��)��� 4.4.3 
           
            4.5.4  ����-���
� Blocking  
            -  �&� blocking reagent  (normal goat serum in phosphate  
                                        buffered saline PBS  �
���� kit : Immunoperoxidase Secondary  
                                        Detection System) �,
�"� 2 �&� ��)�����! �+'��  block  
                                        nonspecific binding 
            -    �,
����!��)��
������	����#"
��'�� �
� 5 �
	� 
                                  -    ���&�����!����
i 45 ��2
 0��"��
�����!��"& 1X rinse buffer �
� 
                                       �&�
����& 15 "*�
	� %�&
����
���
&��)����!"
��&j�)�����
4 
                                       	*��j�+'��;�) buffer 	��&�����'��&j�
����� 0��"��*��	,
����-���
� rinse  
                                       
� ��� 4.4.3  
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           4.5.5  ����-�� Primary antibody 0�� Negative control 
             -   ����- Primary antibody (mouse anti-estrogen receptor monoclonal  
                                         antibody)  #"
�������� 4 ��%#�����/��%#��*-� (Andrews et al.,  
                                         1997)  ��*�
-� 20 ��%#��*-� �&���)�����!
���
�#��)#���	��" 
                                         ��'���&'��  (�,
���) Negative control ����&� Primary antibody ��)� 
                                         ����!)  
                                    -   �,
����!
����
������	����#"
��'��0��"�,
��)��
�-j�)��	����i�Jj�* 4  
                                         ��2
�;��;�&� �
���
�#'� 
 
 4.5.6  ����-�� Secondary antibody 

    -   �&� Secondary antibody (Biotinylated goat anti-mouse IgG 
�  
          phosphate buffer saline  �
���� kit) ��)�����! �,
�"� 2 �&� 
    -    �,
��)��
������	����#"
��'�� �
� 10 �
	�  

                                  -    �,
����!��'���&'���� rinse -
�����-��
���� 4.4.3 
 

4.5.7  ����-�� Streptavidin Horseradish Peroxidase : �,
��*��
��������&"��)��� 4.4.5 
           
            4.5.8  ����-�� Chromogen reagent : �,
��*��
��������&"��)��� 4.4.6 
                                 

4.5.9  ����-�� Haematoxylin counter staining 
                       -    �&� Mayerxs haematoxylin counter stain (�
���� kit) �,
�"� 2 �&�   
                                      ��)�����! 
                                 -    �,
��)��
������	����#"
��'�� �
� 10 �
	� 
                                 -    �,
����!��'���&'���� rinse -
�����-��
���� 4.4.3 
                                 -    "
�����!��'���&'����)������	����#"
��'�����"�
����*��	,

�����-���� 
 
          4.5.10  ����-�� Dehydration 0�� Mounting 
                                -  �,
����!��'���&'�����3���,
��� (dehydrate) %�&��������!��
� 30%  
                                      Ethanol, 70% Ethanol 0�� 100% Ethanol -
��,
��) 0��"&��3��	��	�  
                                -     ��������!��
� coplin jar 	���� Xylene �&j� �
� 1 �
	� 0��"&��3��	��	� 
                                -     �&� Xylene ����
i 1-2 �&���)�����!0��" mount ����! ��"& 
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                                       Permount 
                                -     	*������!�"���
�#'�0��"�,
�
23�4
 
 
4.6  ���0Q��
Q�0 Haematoxylin and Eosin (H&E) �,
���)�
�	����	�� 3 �+'��23�4
 Gonadal   
       histology :  ������-�����-������� 
 

- Xylene  2  #����      �
�#������  5   �
	� 
- Butanol  2  #����      �
�#������  1   �
	� 

       - 95% Ethanol  3  #����      �
�#������  1   �
	� 
       - ��
���"&��,
����
	�����-����"�
       �
� 10  �
	� 
       -  &�����"&�� Mayerxs Haematoxylin        �
� 10  �
	� 
       -    ��
���"&��,
����
	������&j�-����"�
   �
� 10  �
	� 
       -   &�����"&�� Eosin          �
� 3   �
	� 
       - 90% Ethanol                      �
� 1   �
	� 
       -    95% Ethanol           �
� 1   �
	� 
       -    Butanol            �
� 1   �
	� 
       -    Xylene            �
� 2  �
	� 
       -   �,
����!�
 mount ��"& Permount  	*���"���
�#'� 0��"�,
�
23�4
 

 
 
 
 



����� 4 
 

��	
��
	�
 
 
4.1  	
������������������
������� �!�"#$� (Gonadal development) �����23���4�"	 
      	���
���5$6" (Coturnix japonica) 
 

            ��������	
�
�
�����������������
����	
��
������
��������� !�"�!���
�#���
	
$�%
��� �&�'
� (#�)�* 
4.1.1 Primordial Germ Cell migration : �!=�����'�� 
��� 	
������%���&����#�����

����
���� (Primordial Germ Cells : PGCs) ���)A�*�%���&����#�
�%
��
������

(extraembryonic region) ��FG�%
�H�%&�)A�*��� �������������!=�
�
��������
���������
����  (genital ridges) ���#H��
������
����IG� 1-2 �
�  (L����  20) 

 
4.1.2 Gonadal differentiation :  �!=������� ���#����!�� ��)!���L��	
�
�
��������

���������
������OPQ�A��
��O���� ��������� (�*�����R)����O(#� (indifferent 
stage) (L����  21)  ��RS������� �����R)����O	
��
������
(#� �#�HT��
�UV�
��������L�'	
�
�
�����������������
���� (gonadal anatomy) ���*�  H�
�
������
��OPQ�

VW� (testes) 	�������)��	����	��#��*��
� (symmetrical 
gonads) H�	V��� �
������
��O�����X����
�(	* (ovary) 	���������*��
$��� �����)��
P��%���������
����(#�  �*���
�(	*	���	������(!H������
������
  (asymmetrical 
gonads)  �����������$���#H��
������
����IG� 6-8 �
�  (L����  22) 

 
4.1.3 Gonadal growth and maturation : �!=������� ���*�������� �������(!�!=������

����
���� (#�)�* spermatogonia   oogonia  )�����*�������*������� 
�Q*L��H�

�
�����������������
���������)�*��������� ��&�������	S$��*�P�HA�
�
��������
���������
����	
��
������
��	��#HA�*	S$�  ���#H��
������
���� 11-15 �
�  (L����  
23) 
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L����  20 :   ���� PGCs migration  )�#� PGCs �� 
�Q*H� dorsal aorta )���� H����
������V��  
                    ������������(!�!=�
�
�����������������
����	
��
������
��������� !�"����� 48  
                    T
 ���� (cPGC : circulating-Primordial Germ Cell , DA : Dorsal aorta ,  
                    gPGC : gonadal-Primordial Germ Cell)  Bar = 10 µm 
 
L����  21 : )�#� embryonic gonads 	
���������� !�"�
���IG� 6 �
�  �S ��!=������
�(�* 
                    �����R)����O����
�UV���������L�'	
�
�
�����������������
����(#�  
                   (indifferent stage) (IG : Indifferent gonad , ME : Mesonephros)  Bar = 0.5 mm 
 
L����   22 :  )�#� embryonic gonads 	
���������� !�"����� gonadal differentiation 
��� 
                   IG� 8 �
�  �!=�T*���� �����R)����O(#� (different gonads) �#�)�#� symmetrical  
                   gonads 	
��
������
��������� !�"���OPQ� (������
) )�� asymmetrical gonads  
                   (	����
) H��
������
��������� !�"���O���� (DA : Dorsal aorta , LO : Left ovary  
                   , LT : Left testis , ME : Mesonephros , RO : Right ovary, RT : Right testis)   
                   Bar = 0.5 mm 
 
L����  23 : )�#� embryonic gonad 	
���������� !�"����� gonadal growth )��  
                    maturation 
���IG� 15 �
�   �
���%����%���%	
� embryonic testes �
$� 2 	���  
                    (������
) )�� embryonic ovary �X���	������� (	����
)  (LO : Left ovary , LT :  
                    Left testis , ME : Mesonephros , RO : Right ovary, RT : Right testis)   
                    Bar  =  0.5 mm 
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4.2 ����� genistein ���3�;<�	
��=� ��"������	�$<3�����;�"	>
�"�?������ �!�"#$� 
(Primordial Germ Cells migration) 3
��������C�����3�	
�������5D"���������
�
������ �!�"#$� (genital ridges) 

 

            H��
������

���IG� 3 �
�  %&�)A�*��� �������������!=�
�
�����������������
����������*� 
genital ridges  ��
�Q*���#����*�� (ventral side) 	
�(%T�#��  2 (mesonephros) �
$� 2 	��� 
(L����  26A)   PGCs �'�� 
��� ����������
#L���
��*��������
�%&�)A�*� genital ridges �#�
����������
# dorsal aorta    ����
$� PGCs �'�� 
��� 

���� dorsal aorta ��FG�%
�H� genital 
ridges   �����R�
���%)�� PGCs ���������*������� 
�Q*	����'���H� genital ridges (#����
�
�UV�����
Vn��	
������   �#����*�  PGCs ��	��#	
������)��	��#	
�����'����HA�*  
�'���%��	#%
�)�*� (condensed chromatin) (�������S�H� (L����  26B)   ����&�)�� PGCs 
	
��
������
��������� !�"�
�*���&������������&�(#��#������
�#��� WFA lectin (Wisteria 
floribunda Agglutinin)  �S ������R�
�
�*���&�����(#��� �����VP�������)��H�(�������S�	
� 
PGCs (L����  27A)   ��� 
�!����������&���� PGCs �� �'�� 
��� ��FG�%
�H� genital ridges H�
����#�
��
$� 3 ���*� (%������  2) ���*�  �
������
���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 )�� 
24 (��'���
�/��
� (	* ���&����	
� PGCs H� genital ridges �#��
�*�����
��&�'
�����R�%� 
(41.09 + 1.38 )�� 38.82 + 0.84; p<0.001 %���&�#
�) ��� 
�!����������
��
������
���*�
'��'�� (50.49 + 1.86) (L����  24)   '*�#
T��'����!=�A�
� (Index of Sterility : IS, %������  3) 
	
��
������
���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 )�� 24 (��'���
�/��
� (	* )%�%*��
�*����
�
��&�'
�����R�%� (0.19  )�� 0.23; p<0.001 %���&�#
�) ��� 
�!����������
��
������
���*�
'��'�� (L����  25)   �!
������%�	
�

%��������#'����!=�A�
� (sterility rate) 	
��
������

���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 )�� 24 (��'���
�/��
� (	*  ��'*���*��
� 19.0 % )�� 
23.0 % %���&�#
� (%������  3) 
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%������  2  �&����	
� PGCs  (mean + SEM) �� �����V genital ridges 	
��
������

��� 
                   IG� 3 �
� (������  21)   L��A�
��� (#��
� genistein �#�%��H�(	* (in ovo) �*
� 
                   ����	��IG�  
  

���*�����#�
� �&�����
������
�� �
� �&����	
� PGCs �
$�A�# 

���*�'��'��  
(corn oil + 10%DMSO) 

6 50.49 + 1.86 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	* 

7     41.09 + 1.38 *** 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 24 (��'���
�/��
� (	* 

6    38.82 + 0.84 *** 

 
*** '���)%�%*��
�*�����
��&�'
�����R�%��� ��#
�'����T� 
�
 � p<0.001 �#�
��#�HT��R�%� 
     )�� one-way ANOVA 
 
%������  3  '*�#
T��'����!=�A�
� (Index of Sterility : IS) 	
��
������

���IG� 3 �
� (������  21)  
                L��A�
������ (#��
� genistein �#�%��H�(	* (in ovo) �*
�����	��IG�  
 

���*�����#�
� '*�#
T��'����!=�A�
� 1 �!
������%�#
T��'����!=�A�
� 2 

���*�'��'�� 
(corn oil + 10%DMSO) 

0 0 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	* 

   0.19 *** 19.0 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 24 (��'���
�/��
� (	* 

   0.23 *** 23.0 

 
1 '*�#
T��'����!=�A�
� = �&����	
� PGCs ���*�'��'�� - �&����	
� PGCs ���*��� (#��
� genistein  

                    �&����	
� PGCs ���*�'��'�� 
2 �!
������%�#
T��'����!=�A�
� = '*�#
T��'����!=�A�
� x 100  
*** '���)%�%*��
�*�����
��&�'
�����R�%��� ��#
�'����T� 
�
 � p<0.001 
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L����  24  �&���� PGCs (mean + SEM) �����V genital ridges 	
��
������

���IG� 3 �
�  
                 (������  21) ���*�'��'�� (n = 6), ���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 (��'���
�/ 
                 ��
� (	* (n = 7) )�� 24 (��'���
� /��
� (	* (n = 6) (***p<0.001)  
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L����  25  '*�#
T��'����!=�A�
� (mean + SEM) 	
��
������

���IG� 3 �
� (������  21) ���*� 
                '��'��, ���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	* )�� 24  
                (��'���
� /��
� (	*  (**p<0.001)  
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L����  26  L��%
#	��� (cross section) 	
��
������
��������� !�"�
���IG� 3 �
� (������  21)
     �� �&��
�	���% &� (A) )���&��
�	����Q� (B)  �
���%�����V genital ridges (������)#�) 
     ��
�Q*���#����*��	
� mesonephros �
$� 2 	��� )�� PGCs (�Q�O���)#�) �
���%  
     	��#	
������HA�*, 	��#	
�����'����HA�*, �'���%��	#%
�)�*� )��(�������S�
     H� (DA : Dorsal aorta; NC : Notochord; NT : Neural tube, GR : Genital ridges;  
     MS : Mesonephros)  H&E, Bar (A) = 100 µm, Bar (B) = 10 µm 
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L����  27  L��%
#	��� (cross section) 	
��
������
��������� !�"�
���IG� 3 �
� (������  21)  
                ���*��� ��
�#��� WFA lectin (Wisteria floribunda Agglutinin) �
���% PGCs ��  
                ���#!~������� (�Q�O���)#�) %�������V genital ridges (A)  )�����*� negative control     
                (B)  H&E, Bar = 10 µm 
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4.3 ����� genistein ���3�;<�	
��5����"R5���S
!������������
������� �!�"#$� 
(Gonadal differentiation) �����23���4�"		���
���5$6"�!��U� 

 

       ��������
����$
��� 
	
�
�
�����������������
����	�������	
��
������
��OPQ� (male left 
gonad) ��� 
%����
�������� ���!�%�� estrogen receptor (positive ER-immunostained cells) 
�� �����V germinal epithelium #�����'��' immunohistochemistry �#�HT�)
�%��#��� �&�����
%*
�!�%�� ER ���*�   germinal epithelium 	
�
�
�����������������
����	�������	
��
������

��OPQ� (L����  29A)  !���
�#����������P��T��#)����� (squamous cells) ��RS�T��#���
�Q���O�� (cuboidal cells) �
#�����%
�A��!����V 1-2 T
$� )�����*������	
� germinal 
epithelium �A�*���$�� �!�%�� ER (ER-immunostained cells) �#�������� �&�!~�������%�#���$&�%��
�
$�H�����'����)��(�������S�	
������  (L����  29C) ��� 
�!����������&����  
ER-immunostained cells �� �
�(#���������V germinal epithelium 	
�
�
�������������
����
����	�������	
��
������
��OPQ��
$� 3 ���*� (%������  4) ���*�   �
������
���*��� (#��
� 
genistein '����	��	�� 24 (��'���
�/��
� (	* ���&���� ER-immunostained cells ��
���*�

�*��(�*���
��&�'
�����R�%� (36.90 + 1.82) ��� 
�!����������
��
������
���*�'��'�� (42.37 + 
2.46)  H�	V��� �
������
�� (#��
� genistein '����	��	�� 16 (��'���
�/��
�(	* ���&���� ER-
immunostained cells �����*�������
�
�*��(�*���
��&�'
�����R�%� (42.47 + 2.62) ��� 

�!����������
��
������
���*�'��'�� (42.37 + 2.46) (L����  28) 
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%������  4  �&����	
� ER-immunostained cells (mean + SEM) �� �����V germinal  
                    epithelium 	
�
�
�����������������
����	�������	
��
������
��OPQ�
���IG� 8  
                    �
� (������  34)  L��A�
������ (#��
� genistein �#�%��H�(	* (in ovo) �*
���� 
                    �	��IG�  
 

���*�����#�
� �&�����
������
�� �
� �&����	
�  
ER-immunostained cells 

���*�'��'��  
(corn oil + 10%DMSO) 

6 42.37 + 2.46 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	* 

6 42.47 + 2.62 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 24 (��'���
�/��
� (	* 

6 36.90 + 1.82  
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L����  28  �!
������%�	
��&���� ER-immunostained cells (mean + SEM) �� �����V germinal  
                epithelium 	
�
�
�����������������
����	�������	
��
������
��OPQ�
���IG� 8 �
�  
                (������  34) ���*�'��'�� (n = 6), ���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 (��'���
�/ 
                ��
� (	* (n = 6) )�� 24 (��'���
� /��
� (	* (n = 6)   
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L����  29  L��%
#	��� (cross section) 	
�
�
�����������������
����	�������	
��
������
 
               ��������� !�"���OPQ� (male left gonad) 
���IG� 8 �
� (������  34)  (A,C) )�#�  
               ER-immunostianed cells (�Q�O���)#�) �����V germinal epithelium �� ���#!~������� 
               L��A�
���������
�#���)
�%��
#��� �&�����%*
�!�%�� ER  (B,D) (�*���#!~������� 
               H����*� negative control  (GE : Germinal epithelium; T : Testicular cord)  
               IHC-DABs, Haematoxylin counterstained, Bar = 10 µm 
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4.4 ����� genistein ���3�;<�	
��;��4;R��	
�������;23���������������
� 
������ �!�"#$�R������� �!�"#$� (Gonadal growth and maturation) �����23���4�"	
	���
���5$6"�!��U�R���!��3�� 

 

4.4.1 �
�UV���������L�'	
��Q���
����� #
'�� (Müllerian Ducts : MDs) H��
������

��OPQ�)����O���� 

         ������OS�U���������L�'	
� MDs 	
��
������

���IG� 15 �
� �
$� 3 ���*� 
���*�   �
������
�� (#��
� genistein �
$� 2 '����	��	�� (16 )�� 24 (��'���
�/��
� (	*) ���#
'���P�#!�%�	
� MDs �
$� 2 ��O (L����  31 )�� 32)   genistein �� ��#
� 16 (��'���
�/
��
� (	* ���
������
��OPQ��� P�#!�%��&���� 5 %
�H� 7 %
� (p<0.05) ��� 
�!����������
�
�
������
���*�'��'���� ��'���P�#!�%� 2 %
�H� 11 %
�  )���
������
��O������ P�#!�%�
�&���� 3 %
�H� 7 %
� (p<0.05) ��� 
�!����������
��
������
���*�'��'���� (�*��'���
P�#!�%� (%������  5)   �!
������%�'���R� 	
��&�����
������
��OPQ�)����O������ (#��
� 
genistein '����	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	*  ��'*���*��
� 71% )�� 43% %���&�#
� 
(L����  30)    �&�A�
� genistein �� ��#
� 24 (��'���
�/��
� (	* ���
������
��OPQ��� P�#!�%�
�&���� 7 %
�H� 13 %
� ((�*)%�%*��
�*�����
��&�'
�) ��� 
�!����������
��
������
���*�
'��'���� ��'���P�#!�%� 2 %
�H� 11 %
�  )���
������
��O������ P�#!�%��&���� 7 %
�H� 
14 %
� (p<0.01) ��� 
�!����������
��
������
���*�'��'���� (�*��'���P�#!�%� (%������  5)  
�!
������%�'���R� 	
��&�����
������
��OPQ�)����O������ (#��
� genistein '����	��	�� 24 
(��'���
�/��
� (	*  ��'*���*��
� 54% )�� 50% %���&�#
� (L����  30) 
 
4.4.2  �
�UV�������$
��� 
	
�

VW�	������� (left testis) 	
��
������
��OPQ�  
       ������OS�U��
�UV�������$
��� 
	
�

VW�	�������)��	���	��	
��
������
��OPQ�
���*�'��'��
���IG� 15 �
� ���*�  ��T
$� cortex ���  !���
�#������*��������P���
#�����
%
�A��!����V 1-2 T
$� (L����  34A) T
$� medulla !���
�#������*�	
��*
�� �������
���������
���� (testicular cord) ������
�Q*�
 �(! (L����  34A)  L��H� testicular cord 
!���
�#������*������ 2 T��# (#�)�* ����� Sertoli )��������� ��������!=����������
���� 
(spermatogonia) �� 
�Q*H����� interphase �
���%(#��������� chromatin �� 	#%
�)�*� 
(L����  34B)  �����VT
$� cortex 	
��
������
���*�'��'��(�*�� spermatogonia  
           �&�A�
��
������
���*��� (#��
� genistein �
$� 2 '����	��	�� (16 )�� 24 (��'���
�/
��
� (	*) ���*�   

VW�	����������#����!�� ��)!���#�!���~�'�������	
�
�
��������
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���������
������O���� (ovotestis) ���#	S$�(#�)�*  �����T
$� cortex A��)���� oocyte-like 
germ cells H����� meiotic prophase (L����  34C,E) , (�������S�	
� germ cells 
��
�%�#��)#� (eosinophilic cytoplasm) (L����  34D,F) )���������P��	
�T
$� cortex 
�!�� ����� squamous cells (!�!=� cuboidal A��
 columnar cells (L����  34E,F)   �S �
�
�UV�#
���*����(#�H��
�(	*	�������	
��
������
��O�������*�'��'�� (L����  34G,H)    
�&�����
������
��OPQ��� ���# ovotestis L��A�
������ (#��
� genistein '����	��	�� 16 
(��'���
�/��
� (	* ��*��
� 6 %
�H� 7 %
� (p<0.001) )���� '����	��	�� 24 (��'���
�/��
� 
(	*  ��*��
� 11 %
�H� 13 %
� (p<0.001) (%������  6)  �!
������%�'���R� 	
�������# 
ovotestis H��
������
�� (#��
� genistein '����	��	�� 16 )�� 24 (��'���
�/��
� (	* ��'*�
��*��
� 86 % )�� 85% %���&�#
� (L����  33) 
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%�������  5  '���R� 	
��&�����
������
��OPQ�)����O����
���IG� 15 �
� (������  41) �� ���# 
                  '���P�#!�%�	
� MDs L��A�
������ (#��
� genistein �#�%��H�(	* (in ovo)  
                  �*
�����	��IG�  

 
���*�����#�
� �
������
��OPQ��� �� MDs 

P�#!�%� (%) 1 
�
������
��O������ �� MDs 

P�#!�%� (%) 1 

���*�'��'��  
(corn oil + 10%DMSO) 

18 (2/11) 0 (0/13) 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	* 

 71 (5/7) * 43 (3/7) * 

���*��� (#��
� genistein '���
�	��	�� 24 (��'���
�/��
� (	* 

 54 (7/13)     50 (7/14) ** 

 
1 

%���*�� (H�������) = (�&�����
������
�� P�#!�%� / �&�����
������
�
$�A�#)  '���R� 	
� 
  �&�����
������
�� ���#'���P�#!�%�H����*��� (#��
� genistein �!����������
��&�����
������
H� 
  ���*�'��'�� �#�
��#�HT��R�%�)�� Fisher�s exact test 
* '���)%�%*��
�*�����
��&�'
�����R�%��� ��#
�'����T� 
�
 � p<0.05 
** '���)%�%*��
�*�����
��&�'
�����R�%��� ��#
�'����T� 
�
 � p<0.01 
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L����  30  '���R� 	
��&�����
������
��OPQ�)����O����
���IG� 15 �
� (������  41) �� ���#'��� 
                P�#!�%�	
� MDs L��A�
������ (#��
� genistein '����	��	�� 16 )�� 24 (��'���
�/ 
                ��
�(	*  �#�%��H�(	* (in ovo) �*
�����	��IG� 
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L����  31  �
�UV���������L�'	
� embryonic ducts 	
��
������
��������� !�"���O���� 
                
���IG� 15 �
� (������  41)   (A) Müllerian Ducts : MDs (�Q�O���	��)  	
��
������
 
                ���*�'��'�� (B,C) '���P�#!�%�	
� MDs H��
������
���*��� (#��
� genistein '���   
                �	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	*   (D,E) '���P�#!�%�	
� MDs H��
������
���*��� (#��
�  
                genistein '����	��	�� 24 (��'���
�/��
� (	*   �
���%���'�
�Q*	
� MDs 	���	��  
                (right MDs retention ; �Q�O���#&�) )�����'�
�Q*	
� MDs 	���	���� ��%*
������ 
                �!��
�(	* (shell gland: SG) (right MDs retention with shell gland; �Q�O���)#�) 
                Bar = 2 mm  
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L����  32  �
�UV���������L�'	
� embryonic ducts 	
��
������
��������� !�"���OPQ�
��� 
                IG� 15 �
� (������  41)   (A) Wolffian ducts : WDs (�Q�O���	��)  	
��
������
���*� 
                '��'�� (B,C) '���P�#!�%�	
� embryonics ducts H��
������
���*��� (#��
�  
                genistein '����	��	�� 16 (��'���
�/��
� (	*   (D,E) '���P�#!�%�	
� embryonic  
                ducts   H��
������
���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 24 (��'���
�/��
� (	*  �
���% 
                ������# cyst-like structure �� WDs (cyst -like structure on WDs; �Q�O���#&�) )�� 
                ���'�
�Q*	
� MDs 	������� (left MDs retention; �Q�O���)#�)  Bar = 2 mm   
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%������  6  '���R� 	
��&�����
������
��OPQ�
���IG� 15 �
� (������  41) �� ���# ovotestis  
                 L��A�
������ (#��
� genistein �#�%��H�(	* (in ovo) �*
�����	��IG�  
 

���*�����#�
� �
������
��OPQ��� ���# ovotestis (%) 1, 2 
���*�'��'��  
(corn oil + 10%DMSO) 

0 (0/11) 

���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 
(��'���
�/��
� (	* 

86 (6/7) *** 

���*��� (#��
� genistein '����	��	�� 24 
(��'���
�/��
� (	* 

    85 (11/13) *** 

   

1 

%���*�� (H�������) = (�&�����
������
�� P�#!�%� / �&�����
������
�
$�A�#)  '���R� 	
� 
   �&�����
������
�� ���#'���P�#!�%�H����*��� (#��
� genistein �!����������
��&�����
������
 
   H����*�'��'�� �#�
��#�HT��R�%�)�� Fisher�s exact test 
2 �
�UV�	
� ovotestis (#�)�* �����T
$� cortex A�� �� oocyte-like germ cells H�����  
   meiotic prophase, (�������S�	
� germ cells ��
�%�#��)#� (eosinophilic cytoplasm)  
   )�� �������P��	
�T
$� cortex �!�� ����� squamous cells (!�!=� cuboidal A��
 columnar  
   cells 
*** '���)%�%*��
�*�����
��&�'
�����R�%��� ��#
�'����T� 
�
 � p<0.001 
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L����  33  '���R� 	
��&�����
������
��OPQ�
���IG� 15 �
� (������  41) �� ���# ovotestis  

                   L��A�
������ (#��
� genistein '����	��	�� 16 )�� 24 (��'���
�/��
� (	*  �#�%�� 
                   H�(	* (in ovo) �*
�����	��IG�  
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L����  34  L��%
#	��� (cross section) 	
�

VW�	������� (left testis) 	
��
������
�������
�� !�"���OPQ�
���IG� 15 �
� (������  41)   (A,B) 

VW�	�������	
��
������
���*�
'��'��  �
���%T
$� cortex ��� (Co) )��T
$� medulla (M) �� testicular cord (T) �� 
�� spermatogonia (A
��Q�O���)#�) )������� Sertoli (A
��Q�O����A��
�)   (C,D) 
Ovotestis 	
��
������
��OPQ����*��� (#��
� genistein '����	��	�� 16 (��'���
�/��
� 
(	* �
���%T
$� cortex (Co) �� A��	S$� �� oocyte-like germ cells (�Q�O���)#�) H�
���� meiotic prophase (�� nucleus HA�*)�� eosinophilic cytoplasm)   (E,F) 
Ovotestis 	
��
������
��OPQ����*��� (#��
� genistein '����	��	�� 24 (��'���
�/��
� 
(	*   (G,H) �
�(	*	�������	
��
������
��O�������*�'��'�� H&E, Bar = 10 µm 
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����� 5 
 

��	
��
���������� 
 
-  ������	�������
����������� �!�"�#$%  (Gonadal development) �����34��	5�#� 
   ��������
%6# (Coturnix japonica) 

     
������������	�
��
��
����
�
���������������
����
�
���� !��"#�$%���&����'�� 

(model) �"��
�"/0���� ��� 1��'�2  �
����
�
���� !��"#�$%��"�����0�� ���� � ��0������34�
��
���2��
����
�
1�2  '0 �"56������� � �2��7 �
��
����
�
��8�'�2� � '���
�����	�
� (Eyal-
Giladi and Kochav, 1976) 1�	�I��� � !"#34�

�����&���� (Padgett and Ivey, 1960) �
�1��
'0����&�
�2���"    

	��������������	�
��
�
���� ������O00��P�Q��R$��
��
����
�
���� !��"#�$%�
�2��
�2
��P#
���8�'�2� � '��!"#�"����S0P#
�!"#�
��0$2��O00�����T���
��O00��P�Q��R$� (PGCs) �����I
	T�'�� PGCs �
��
����
�
���� !��"#�$%�	���O00��2�����1��	��!"# PGCs �"�����
��O00�
'0 �����
��
��S0"���/�2��2��O00��2�����  �"�O�!Q0�O����  �6��2���
��O00�S2
������0�
��P#

�62�������0P
� dorsal aorta '0  �6��2��1�2'�2�
���P#

�62!"#��
��X genital ridges  '0 
�������/���
�S0"�
0��1������	�  	��0���X ����02����������
�S0�
��������������
� 
Yoshinaga  et al. (1993)  !"#1�������0���X  PGCs �
��
����
�
���� !��"#�$%�'0 1��
�������2�  �����I'�� PGCs �
��
����
�
���� !��"#�$%�

�	���O00��2�����!"#
�62��0��S"��
1���2����P#
�	�� �O00��"�����/�2  �O00��"0���X �0�1�	�I��0���X !"#1�2'�2�
�  �" 
�
�S0"�
0��!"#�/��1������	�   
�2��1������  Nakamura et al. (1988)  1���02��I��0���X �Q
#���
�
�
� PGCs �
��
����
�
���� !��"#�$%��2�  1�2Q� glycogen granules ��1O�!Q0�O����P#
�	��
��P#
��
������!S�
S Periodic Acid Schiff (PAS) �/�50��&�0� (PAS negative) O�#�'���2��	�� 
PGCs �
��
����
�
1�2!"#��&� PAS positive (Clawson and Domm, 1963; Meyer, 1964; 
Fujimoto et al., 1976)   

� �  gonadal differentiation  	��������������	�
��
�
���� ������O00��P�Q��R$�
�
��
����
�
���� !��"#�$%���� � �"8Q��2�  �����I'���Q��
��
����
�
1��	��0���X !��
����
k�S�
�
���� ������O00��P�Q��R$������!"# 7 �
����34� ����
����
�
���� !��"#�$%����
� � ��0������34���� 17 ��� (�
!R
Q0 '0 SX , 2547�; �
!R
Q0 '0 SX , 2547�)  O�#�
�
�S0�
��������������
�  Shimada (2002) ���
����
�
1�2!"#�02���2�  �2�����!"# 8-10 �
����
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34���&��2��'��!"#�������/��S���'���2��� /�2��
���� ������O00��P�Q��R$��
��
����
�
�Q�56�
'0 �Q���"� !T��/������I'���Q��
��
����
�
1��	��0���X !������
k�S�
�
���� �����
�O00��P�Q��R$�  ����
����
�
1�2���� � ��0������34���� 21 ��� (Hamburger and Hamilton, 
1951) 

� � �$�!����
�����	�
��
�
���� ������O00��P�Q��R$�k��������
����
�
SP
� �  
gonadal growth '0  maturation  � � �"8�����I�������/��
���� ������O00��P�Q��R$��
�
�
����
�
�"�����/�2��8�!�8����
����
�
�Q�56�'0 �Q���"�  O�#���&�� � !"#
���� ������O00��P�Q��R$�
�"������"��Q��
������50
��O00��P�Q��R$��Q�56�'0 �Q���"�  �
�S0�
��������������
� 
Clinton and Haines (1999) !"#�2�  � � !"#
���� ������O00��P�Q��R$��"���!T���� (gonadal 
function) ��
���8�/0��	��� �  gonadal differentiation  �T�/��������
� embryonic ducts ��
�
����
�
���� !��"#�$%�Q��2�  �����I�������/�� Wolffian ducts �
��
����
�
�Q�56� '0  
Müllerian ducts �
��
����
�
�Q���"�1���� ��X���!"# 7 �
����34� (�
!R
Q0 '0 SX , 2547
�)  ���X !"#�
����
�
1�2��
#��������/�� Wolffian ducts '0  Müllerian ducts 1���� ��X���!"# 9 
�
����34� (Romanoff, 1960) 
 
-  ����� genistein ���4�:;�����<�!��#��������%;4���� :�#�=��#	>���� �!�"�#$%  (Primordial  
   Germ Cells migration) 4�
����	��B�����4�������	��
C#���
����������� �!�"�#$%   
   (genital ridges) 

 
 ��������S��8��"8��&�������S��8�'��!"#Q��2�  genistein (16 '0  24 1��S�����/���� 1�2) 
�"50!T��/�	T�����
� PGCs !"#�S0P#
�!"#�������
��X genital ridges 0�0�
�2���"����T�S��!��
�I
�
��P#
���"���!"������0$2�S��S$�'0 Q��2�  	T���� PGCs ��
��X genital ridges !"#0�0�
'�����S�����������
� genistein (dose-dependent manner)   
 ���!"# genistein !�8� 2 ����!"#��������!�0
�S��8��"8�"50!T��/�Q� PGCs �� genital 
ridges ��
���2����0$2�S��S$���8� �"��
����
�t������"8 
 1.   Genistein  �"50!����� (direct effect) �2
 PGCs  ���1������8����'�2��O00��
� 
PGCs ���X �S0P#
�!"#1�u4����!"# genital ridges  O�#�S���2� genistein ��&������ �$���/��O00�
�2������
� genital ridges �/�/0�#� chemotactic factor ��
� TGFβ1 (Godin et al., 1990; 
Godin and Wylie, 1991)  O�#������I1�	����� TGFβ1 receptor !"#��
��X��P#
/$���O00��
� 
PGCs    �2�50�/���
��� ������ TGFβ-smad signaling pathway �� PGCs ����"���
����S�� /� smad protein O�#�!T�/���!"#��&� transcription factor !"#	 1��"50�� �$���������S�� /�
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����"�!"#
�	��&���������8����!T�����
� microtubules O�#���&� cytoskeleton !"#�"�!��!�T�S��
�2
���'�2��O00� (Godin and Wylie, 1991)   ��P#
�	���"�������2�  �X !"# PGCs �S0P#
�!"#1�u4�
��������
��X genital ridges 	 �"���'�2��O00���
���8����� (Swartz and Domm, 1972)    	��
���������
� Richards et al. (1999) �02���2�  TGFβ1 '0  activin (growth factor ��
�/��#�) 
�"50�������2
 PGCs ���1������8����'�2��O00��
� PGCs �
��
����
�
/�6�����
��$ 8.5 ���
!T��/�	T���� PGCs 0�0� O�#��
�S0�
�������������
� Godin and Wylie (1991) !"#Q��2�   
TGFβ1 �����I�����8����'�2��O00��
� PGCs �
��
����
�
/�6�����
��$ 8.5 ��� ���k�Q 
in vitro 1��   
�2��1������	�����������
�  Fujioka et al. (2004) Q��2�   TGFβ2 �������I
�����8����'�2��O00��
� PGCs �
��
����
�
1�2
��$34� 6 ���1��    Kim et al. (1998)  �������2�   
genistein �����I�����8����'�2��O00�'0 �����
����
��O00�1����� genistein !T�/���!"#��&�
����� �$�����!T�����
� TGFβ1     O�#� TGFβ1 �����I!T����1��!�8�����
��� �$��'0 �����8����
'�2��O00�!�8��"8��8�
�62�����
��
��O00� (Roberts et al., 1990; Sathyamoorthy et al., 1998)   
�
�	����8��"��
����
�t���2�  TGFβ1 	 !T�/���!"#��&� chemotactic factor !"#����T��/���
����
�S0P#
�!"# (chemotaxis) �
� PGCs 1��    	�����������
� Stebler et al. (2004)  �������2�  
SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) O�#���&� growth factor ��2���"����� TGFβ1 ���!T�/���!"#
��&� chemotactic factor !"#�"�!��!�2
����S0P#
�!"#�
� PGCs 1����� SDF-1 	 !T����52��
receptor !"#�P#
 CXCR4 '0��!T��/� PGCs �����I������ (colonize) 
�62!"#��
��X genital ridges 
1��   
�2��1������	������������S��8��"8��P#
�2� genistein �2�	 �"�!��!1������ signaling 
pathway �
� chemotactic factor ��
� TGFβ1 �����2� SDF-1 ��P#
�	�� SDF-1 �"�!��!�2

S���
�62�
��
� PGCs ���2��!"# PGCs 1���S0P#
�!"#��������
�62�� genital ridges (PGCs 
colonization) ��"����
�'0�� '�21�2�"�!��!�2
����S0P#
�!"#�
� PGCs  (Molyneaux et al., 
2003; Stebler et al., 2004) 
 2.  Genistein 
�	�"50!��
�
� (indirect effect) �2
 PGCs  ���1��� �$������ ��
�
�����
��O00� (extracellular materials : ECM) 1��'�2 fibronectin '0  collagen fiber !"#
��
��X hindgut '0  dorsal mesentery O�#���&�����!������S0P#
�!"# (migratory route) �
� 
PGCs !T��/��"�������S�� /� ECM �����8� '0 �"50�/� PGCs ���S�
�62����
��X����02�����1�2
�S0P#
�!"#�2
1������
��X genital ridges  ���S���2� genistein 1��� �$���01� TGFβ-smad 
signaling pathway 52����������
� TGFβ receptor type I !"#�P#
 ALK5 �
��0$2��O00���
��X 
hindgut '0  dorsal mesentery �2�50�/��"�������S�� /� ECM ��
� fibronectin '0  collagen 
type I �����8� (Laping et al., 2002; Itoh et al., 2003)   ��P#
�	���"�������2� TGFβ �����I
�� �$���/��0$2��O00� fibroblasts �
��
����
�
1�2�"�������S�� /� ECM ��
� fibronectin '0  
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collagen �Q
#���8� (Ignotz and Massague 1986)   	�����������
� Chuva de Sousa Lopes  
et al. (2005) Q��2�   �
����
�
/�6�����!"#�"�!"#S��S$��������S�� /������� ALK5 1�2!T���� 
(Alk5-/-) �"	T���� PGCs !"#��
��X genital ridges �����2��
����
�
/�6��������
��P#
�	��
��
��X hind gut �"��
��X�
� collagen fiber type I 0�0�    	�������������
����
�
1�2
Q��2� ��
��X dorsal mesentery 1�	�I����
��X genital ridges Q� ECM ��
� fibronectin 
'0  collagen type IV !"#!T�/���!"#�2������������� � /�2�� PGCs ��� ECM  � /�2��!"#�"���
�S0P#
�!"#�
� PGCs 1�u4������ genital ridges (Urven et al., 1989)  O�#������0"#��'�0��
� 
ECM ��
��X migratory route �
� PGCs �"�!��!�T�S���2
����S0P#
�!"#�
� PGCs '0 ���
u4������ genital ridges (D~costa et al., 2001) 	��
�	!T��/�Q�	T�����
� PGCs �� genital 
ridges �����8�/�P
��
�0�������2���� 
 �����8�
�	�02��1���2��4		��!"#�"�!��!�2
����S0P#
�!"#�
� PGCs 1�u4������ genital 
ridges �" 2 �4		��!"#�T�S��1��'�2 �������T�	������S�" (chemotaxis) '0  �����0"#��'�0��
� 
ECM !"#��
��X migratory route 52�� signaling pathway �
� TGFβ1 !"#��P#
�2���&� 
chemotactic factor !"#I6�/0�#�

���	���0$2��O00��2�������
��X genital ridges (Godin et al., 
1990; Godin and Wylie, 1991)  O�#���&���
�60!"#1��	�������������k�Q in vitro   
�2��1���
���	�����������
� Chuva de Sousa Lopes  et al. (2005) ���k�Q in vivo �P����
�2��'�2
����2� TGFβ1 1�21����&�!�8���������8����'�2��O00��
� PGCs '0  chemotactic factor �����
� � !"#�"����S0P#
�!"#�
� PGCs �
����
�
/�6�����
��$ 8.5 ��� '�2 TGFβ1 �"�!��!�T�S���2

�������S�� /� ECM ��� migratory route �
� PGCs  
 ��������S��8��"8��&���������������
����
�
 �����8�S���2� genistein 
�	!T��/�	T���� 
PGCs !"#��
��X genital ridges 0�0�1��	��50!��
�
� (indirect effect) �
� genistein �2
���
�S0P#
�!"# PGCs �����
����
�t��!"# 2 �����2���
����
�t��!"#1 ��P#
�	��50��������!"#�����
���
���

������
����
�t��!"# 1 ��8���&������������k�Q in vitro !�8��
8� (Godin and Wylie, 
1991; Richards et al., 1999 Fujioka et al., 2004)   ���X !"#50���������
�  Chuva de 
Sousa Lopes  et al. (2005) ��&���������������
����
�
 (in vivo) 
 �
�	�� genistein 	 �"50�2
���!T�����
� TGFβ1 /�P
 TGFβ2 !"#��"#����
����
�� ������'�2��O00�'0��  Akiyama et al. (1987) �������2�   genistein !T�/���!"#��&���������8�
�
�1O�� protein tyrosine kinase (PTK) �����!T�����
� epidermal growth factor (EGF) 
receptor ��� PTK O�#��
�1O������02���"�!��!�2
���'�2��O00�'0 �����0"#���6��2���
��O00�  
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 ��P#
�	�����1�2�S��"���������I��50�
� genistein /�P
 endocrine disruptors ���
P#�
!"#�"�2
����S0P#
�!"#�
� PGCs ���
����
�
���� !��"#�$%����2
�	��/���
���"���!"��50�
� 
endocrine distuptors �2
����S0P#
�!"#�
� PGCs 1�21��   '���"�������
� Liu et al. (2005) O�#�
�����50�
� daidzein O�#���&� phytoestrogen �0$2���"�������� genistein !"#�"�2
 ovarian germ 
cells ���
����
�
1�2'0 1���������2�   daidzein  �����I�� �$�����'�2��O00��
� ovarian 
germ cells �
��
����
�
1�2
��$ 18 ������k�Q in vitro 1�����

��!R
�S0������ estrogen 52��
!�� estrogen receptor (ER) 
 
�2��1����"1�2�����I�T�50���������
� Liu et al. (2005) �����"���!"�����50�
� 
genistein �2
����S0P#
�!"#�
� PGCs ���
����
�
���� !��"#�$%������!�0
�S��8��"81����P#
�	��
� � ���34��
��
����
�
!"#���'���2�����  ���

��!R
��
����'0 �01����!T����	��
�		 
52�� pathway !"#'���2�����1��   Liu et al. (2005) �02���2�  daidzein �� �$�����'�2��O00��
� 
ovarian germ cells ������!T����!"#52���01�!"#��8���� ER (ER-dependent pathway)  O�#�
�����&���
����
�t��!"#��&�1�1��   ��P#
�	���"�������2������I���	Q� mRNA �
�����"� ER 
���
����
�
1�2�� ��X���!"# 3.5 I�� 4.5 �
����34� (Smith et al., 1997) '0 �����I���	Q� 
estrogen ��
���� ������O00��P�Q��R$��
��
����
�
���2�����!"# 5.5 '0  6.5 �
����34�  '0 
���	Q�����"� ER �����!"# 7.5 �
����34� (Andrews et al., 1997)  �����8���������50�
� 
daidzein �2
�
����
�
1�2�������50�����!"# 18 �
����34�'0 Q��2� ovarian germ cells �"���
'�2��O00��Q
#���8� '0 ����
�t���2���&��01����!T����!"#��8���� ER (ER-dependent pathway) 
	����&�1�1����P#
�	�����0�$0�
�����"� ER 1���"�������S�� /�'0�� 
 '�2�T�/�����������50�
� genistein !"#�"�2
����S0P#
�!"#�
� PGCs ����� genital 
ridges ��8�!T��������50���!�0
������!"# 3 �
����34�  O�#���&�� � !"# PGCs �S0P#
�!"#��u4����
�� genital ridges  ����
�t���2�1�21����&��01����!T����52������"� ER  ��P#
�	����P#

���"���!"��� � ����	�
�������50
� mRNA �
�����"� ER   ���50
� estrogen '0 ������	
Q�����"� ER ���
����
�
1�2'0�� �
����
�
���� !��"#�$%�
��$ 3 ������1�2S��	 �"����"� ER 
'0 ���!T�����
�����"� ER  
 �����8�	����$�1���2� genistein �"50�2
����S0P#
�!"#�
� PGCs ��u4����!"# genital ridges 
���52���01�!"#1�2��"#����
���� ER (ER-independent pathway) '0  genistein !T��/�	T���� 
PGCs !"# genital ridges 0�0�����01�!"#!T����52�� TGFβ signaling pathway /�P
1�2��8�S���"
���!�0
��QP#
Q
�6	���/�'�2����2
1� 
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 ����" PGCs �S0P#
�!"#��u4����!"# genital ridges ��
�0�
�	�"50!T��/�
���� ������O00�
�P�Q��R$��"����k�Q�����50
��O00��P�Q��R$�1����
�0���2�!"#S��	 ��&�/�P
�T�1��62�����&�/���1�� 
(Zhang et al., 2002)   �
�	����8�1���"���!�0
�'���I��50�
�����S�"�����
�!"#�����I
!T�0�� PGCs '0 �2�50�/���
�S�����&�/���1��  ��� Hallett and Wentworth (1991) !T����
!�0
��/� Busulfan (BU: 1,4-butanediol dimethanesulfonate) O�#���&�����S�"!"#

��!R
�
	T��Q� �����!T�0���O00� PGCs ��
��X 420 1��S����� ��������1�2 (in ovo) �
����� !�
�"#�$%��2
��������34� ��P#
�T�
���� ������O00��P�Q��R$��
����� !��"#�$%�����������
��$ 3 �����
�����1�2Q� oogonia ���Q���"�'0  spermatogonia ���Q�56�    	�����������
� Aige-Gil 
and Simkiss (1991) ����/� BU in ovo '�2�
����
�
1�2
��$34� 48 ��#����'0��!T�������	�
�
�
����
�
��P#

��$34� 6 ��� Q��2�   S�����������
� BU !"#�����&�Q
��2
�O00��
� PGCs �
�
�
����
�
1�2 (cytotoxic) ��� � !"#�"����S0P#
�!"#�
� PGCs '0 ���!T��/��
����
�
1�2��
�S���
��&�/����6�I�� 94-100%   �����8�����S�"!"#�"50�� !��2
	T�����
� PGCs ��� � �
����
�


�	�2�50�/�������������
��k�� S�����&�/��� (sterility) 1����
��S�     
 ����������S��8��"81��!��
�50�
� genistein !"#
�	!T��/���
�S�����&�/����2

�
����
�
���� !��"#�$%�1�� ���Q
	��X�	��S2�����"S�����&�/��� (Index of Sterility, IS) 
Q��2�   �
����
�
!"#1����� genistein S���������� 16 '0  24 1��S�����/���� 1�2 �"��
���O�����
�

���������
�S�����&�/��� (sterility rate) �!2���� 19.0% '0  23.0% ���0T����   ���X !"#  
Mohsen and Ahmed (2002) Q��2�  �
����
�
1�2!"#1����� Tamoxifen (��������8����!T�����
� 
estrogen) S���������� 200 '0  400 1��S����� in ovo �"��
���O���� sterility rate �!2���� 
16.0% '0  16.3% O�#����!�0
�����02��  Mohsen and Ahmed 1����$��2�  Tamoxifen ��&�
����S�"!"#�2
�/���
�S�����&�/��� (chemosterilizer) 1�����
����
�
1�2   ��P#
Q
	��X�I��
��
���O���� sterility rate �
�����������S��8��"8������������
� Mohsen and Ahmed '0���"
S2�!"#S2
�������0��S"�����   �����8�
�	�02��1���2�S�����������
� genistein !"#�������������S��8�
�"8
�	�2
�/���
�S�����&�/���1��    
 
�2��1���������X !"# PGCs �"����S0P#
�!"#�QP#
��u4������ genital ridges ��8� ��� 
PGCs �
����S��"����k�Q�����'�2��O00�
�62  '0 '����P#
 PGCs u4������ genital ridges '0����
����"����k�Q�������&��O00�����T���
��
��O00��P�Q��R$�  	����������I'�2��O00��Q
#�	T�����QP#

���50
��O00��P�Q��R$�1�� 
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-  ����� genistein ���4�:;�����
���
#D
�����"������
����������� �!�"�#$%   
   (Gonadal differentiation) �����34��	5�#���������
%6#�"��F� 
 

���
����
�
�������� estrogen �"�!��!�T�S����� �  gonadal differentiation   �"���
�������2 �  �
� ���
 �
�������� �Q�56� !"# 1�� ������ �S�"!"# 

��!R
� S0� ��������  estrogen 
(exoestrogen) ���2���2
�� �  gonadal differentiation �����I!T��/���
������0"#���Q� (sex 
reversal) 1�� (Clinton and Haines, 1999; Brunström et al., 2003)    

��������S��8��"8��&�������S��8�'��!"#Q��2�  genistein !"#� ���S���������� 24 
1��S�����/���� 1�2  !T��/�	T���� ER-immunostained cells !"#��
��X germinal epithelium �
�
�
����
�
���� !��"#�$%��Q�56�
��$34� 8 ��� 0�0�
�2��1�2�"����T�S��!���I
�
��P#
���"���!"�����
	T���� ER-immunostained cells �
��
����
�
�0$2�S��S$�  ���X !"# genistein S���������� 
16 1��S�����/���� 1�2  !T��/�	T���� ER-immunostained cells !"#��
��X germinal epithelium 
�Q
#���8��0����
�
�2��1�2�"����T�S��!���I
�
 

������
�0$2��O00���
��X germinal epithelium �
�
���� ������O00��P�Q��R$�����O���
'0 ��������
��
����
�
1�2�Q�56��"���'�2��O00���
���8����2�����!"# 7 - 8 �
����34�'0 /��
�
����
�
1����� estrogen /�P
 exoestrogen 	 �"50!T��/�	T�����O00���
��X germinal 
epithelium �Q
#������8� (Romanoff, 1960)   �����8�S���2�!"#S���������� 16 1��S�����/���� 1�2 
��&�S����������!"#

��!R
�����
��� �$���/��0$2��O00���
��X germinal epithelium �"���'�2�
�O00��Q
#������8�  ���X !"#S���������� 24 1��S�����/���� 1�2 ��&�S����������!"#

��!R
�����
�
�����8����'�2��O00������01����!T����52�� ER ��!�8� 2 S����������   O�#�50���!�0
�S��8��"8
��&�1���!����"�����50���!�0
��
� Wang et al. (1996) !"#Q��2�  genistein S�����������#T� 
(10-8 - 10-6 ��0���) �� �$������Q
#�	T�����
��O00� Breast cancer (MCF-7) ���X !"# 
genistein S�����������6� (�����2� 10-5 ��0���) �����8�����Q
#�	T�����O00� MCF-7 �����01�
���!T����52�� ER  

 	�����!"#�O00���
��X germinal epithelium �
�
���� ������O00��P�Q��R$�����O�����
�
����
�
�Q�56�
��$34� 8 ����/�50����������
�����'
��
�
�"�2
����"� ER (ER-positive 
cells) '0 S�����������
� genistein !"#�������������S��8��"8�/�50!�8�����
��Q
#�'0 0�	T���� 
ER-immunostained cells (biphasic effects) !T��/���P#
�2��0$2��O00���
��X�"8��&��0$2��O00�
����/����
� estrogen (estrogen target cells) (González-Morán, 2005)  !"#!T����52���01�
!"#��8���� estrogen receptor (ER)  	��!T��/� genistein O�#���&������������!T�����
� estrogen 
(estrogen mimic) �����I

��!R
�1��!�8��� �$������Q
#�'0 0�	T���� ER-immunostained 
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cells '0 �������S�� /�����"� ER �
��0$2��O00���
��X germinal epithelium 1��   ����
�t��
�2� genistein !"#� ���S���������� 16 '0  24 1��S�����/���� 1�2 �"�01����!T����!"#'���2�����
����"8 
 1.  Genistein !"#S���������� 16 1��S�����/���� 1�2 �"����S0P#
�!"#52����P#
/$���O00�'0��
����1�	���������"� ER !"#
�62k�����O00���
��X germinal epithelium !"#��&��O00�����/��� '0��
�� �$���/��O00���
��X germinal epithelium 50
�����"� ER �Q
#���8� (Anderson et al., 1999)  
!T��/�Q�	T���� ER-immunostained cells !"#��
��X germinal epithelium  �Q
#���8��0����
�
k��/0��	��!"#1����� genistein !"#S���������� 16 1��S�����/���� 1�2 
 2.  Genistein !"#S���������� 24 1��S�����/���� 1�2  �"�01����!T����S0������ 
genistein S���������� 16 1��S�����/���� 1�2 '�2�"S���'���2��������S���2� genistein !"#
S�����������"8�6����Q
!"#!T��/��"��
��X�
� genistein !"#	 �����I'�2� estrogen  �����	��
�������"� ER '0��

��!R
���&�����������!T�����
� estrogen (anti-estrogenic effect) !T��/�
�O00���
��X germinal epithelium ����S�� /�����"� ER ��
�0� (Anderson et al., 1999)  
���X !"# genistein S���������� 16 1��S�����/���� 1�2 
�	�"��
��X��� ���!"#1�2'�2� 
estrogen �����	���������"� ER  	��

��!R
���&�������
����!T�����
� estrogen (estrogenic 
effect)   	��50�
� genistein !"#!T��/���
�S���'���2���
�	T���� ER-immunostained cells 
!"#��
��X germinal epithelium �"8S���2���&����!T�����
� genistein '�� biphasic effect   O�#�
50����������S��8��"8��&�1���!����"��������������
� Jefferson et al. (2002) !"#Q��2�  /�6
�����'��S0
�!"#1����� genistein 	������"�����!�����5
�/�����
��X 1 1��S�����/���/��� �"
��
��X����"� ER !"#���1�2�����2�/�6�����'��S0
�!"#1����� genistein ��
��X 10 1��S�����/
���/��� 	��������	�
������!S�
S immunohistochemistry 


�	�02��1���2�50�
� genistein !"#�"�2
�0$2��O00���
��X germinal epithelium �
�

���� ������O00��P�Q��R$�����O����
��
����
�
�Q�56���
�	�����!T����52���01�!"#��8���� ER 
(ER-dependent pathway)  ��������I�P������
���
����02��1��	�������
�����'
��
�
�"!"#
	T��Q� �2
����"� ER �����!S�
S immunohistochemistry  O�#�50���!�0
���S��8��"8Q� ER-
immunostained cells !"#��
��X germinal epithelium �
�
���� ������O00��P�Q��R$�����O����
�
�
����
�
�Q�56�  ���X !"# Andrews et al. (1997)  1�2Q� ER-immunostained cells !"#
���� 
������O00��P�Q��R$�����O����
��
����
�
1�2�Q�56�	�������
������!S�
S immunohistochemistry   
S���2�50���!�0
��
� Andrews et al. (1997) ���'������50���!�0
���S��8��"8��P#
�	�����
���'
��
�
�"!"#	T��Q� �2
����"� ER �2����
� (ER subtypes) '0 1��'
��
�
�"��	���2�� 
clone   �����!�0
�S��8��"8��� mouse monoclonal antibody, clone AER304  O�#���&� clone !"#
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�
����������!�����S�� (commercial clone) !"#�����I	���������"� ER �
�1�2 (chicken 
cross reactivity)  ���X !"#  Andrews et al. (1997) ��� rat monoclonal antibody, clone 
H22Spγ  !"#�����I	���������"� ER �
��������� (avian cross reactivity)  �
�	����8���
��������S��8��"8���1������!S�
S����� �$�� antigen (antigen retrieval) �QP#
�/� antibody �����I
	����� antigen 1���Q
#���8������
R" microwave O�#���&��
R"!"#�
�����������  	��!T��/�����������
S��8��"8�����I���	Q� ER-immunostained cells !"#��
��X germinal epithelium �
�
���� 
������O00��P�Q��R$�����O����
��
����
�
�Q�56�1�� 

�
����
�
1�2
��$�� ��X���!"# 7.5 �
����34��"���'���

��
��"� ER !"#
���� �����
�O00��P�Q��R$�����O��������2�����������
����
�
!�8��
��Q�'�2�����I���	Q� mRNA �
��"� 
ER '0 ����"� ER !"#��
��X germinal epithelium �
�
���� ������O00��P�Q��R$�����O�����
�
����
�
�Q���"������2��
����
�
�Q�56� (Andrews et al., 1997; Smith et al., 1997; 
Nakabayashi et al, 1998)   ���!"#�
����
�
�Q���"������I���	Q� mRNA �
��"� ER '0 
����"� ER !"#��
��X����02��1�������2��
����
�
�Q�56���P#
�	�����!T�����2������
� estrogen 
��� ER �"�!��!�T�S�����������T��/���
��X germinal epithelium �	�
�1���&���8� cortex !"#
/���
����1�2 (thick ovarian cortex) O�#���&�0���X ��Q� �
����1�2����O����
��
����
�
�Q�
��"� (Nakabayashi et al., 1998; González-Morán, 2005)   

�T�/����
����
�
�Q�56���
#����	Q� mRNA �
��"� ER 1��!"#��
��X germinal epithelium 
�
�
���� ������O00��P�Q��R$�����O��������!"# 7 �
����34� (Nakabayashi et al., 1998) O�#�
�
�S0�
����50���!�0
���S��8��"8!"#�����I���	Q�����"� ER 1��!"#
���� ������O00��P�Q��R$�
����O����
��
����
�
�Q�56������!"# 8 �
����34�  
�2��1������
���� ������O00��P�Q��R$��������
�
��
����
�
�Q�56����" mRNA �
��"� ER ������2����'�2�"����
��X!"#��
���2�
���� ������O00�
�P�Q��R$�����O������ (Andrews et al., 1997) 
 �����8�50����������S��8��"8	���
�S0�
���
���
!"#�2�  50�
� genistein !"#�"�2
�0$2��O00�
��
��X germinal epithelium ��
�	�����!T����52���01�!"#��8���� ER (ER-dependent 
pathway) '0 ��&�������S��8�'��!"#�����I���	Q� ER-immunostained cells !"#��
��X
germinal epithelium �
�
���� ������O00��P�Q��R$�����O����
��
����
�
���� !��"#�$%��Q�56�  
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-  ����� genistein ���4�:;�����:	�5:D��������	��:34���������
����������� �!�"�#$%    

   D�������!�"�#$%  (Gonadal growth and maturation) �����34��	5�#���������
%6# 
   �"��F�D���"��4�
 
 

 ����������S��8��"8����
����
�
���� !��"#�$%���&����'�� (model) �QP#
!��
�50�
� 
genistein !"#�����I

��!R
�1����2���"����� estrogen (estrogenic effect) �2
� ���P�Q��R$��
�
�
����
�
���� !��"#�$%�   	������/� genistein ��������1�2 (in ovo) ��������"����52��
��
��X!"#��&�1�2'�� (yolk sac injection) �2
��������34� (���!"# 0 �
����34�) Q��2�  genistein 
�����I����T��/�
���� ��� ���P�Q��R$� (reproductive organs) �
��
����
�
���� !��"#�$%�
��
�S���5
����
  50�
�S���5
����
��S��8��"8
�	�02��1���2��
����
�
���� !��"#�$%������I
�T� genistein �����62����
����
�
1����� ���!"#�����I����T��/���
�S���5
����
 (effective doses) 
�2
����	�
��
� reproductive organs 
 S���'���2���
��Q� (sexual differentiation) �
��
����
�
���� !��"#�$%������I
������1��	��
���� ������O00��P�Q��R$� (gonads) �� ��X���!"# 8 �
����34� (�
!R
Q0 '0 SX  
2547�)   
���� �
�� ���P�Q��R$��
��
����
�
���� !��"#�$%�!"#�T��������I��50�
� genistein 
��S��8��"81��'�2 �60�0
��"�� ��S�� (Müllerian Ducts : MDs) �
��
����
�
�Q���"� '0 
�X� ����
O��� (left testis) �
��
����
�
�Q�56�  ��P#
�	��1���"��������50�
� exoestrogen !"#!T��/���
� 
estrogenic effects 1��'�2 o,p
-dichlorodiphenyltrichloroethane (o,p
-DDT), Ethynylestradiol 
(EE2), Diethylstilbestrol (DES), Bisphenol A (BPA) '0  Tetrabromobisphenol A (TBBPA)   
O�#��2
�/���
�S���5
����
�2
����	�
��
�
���� ����02���
�1��'0����&�
�2���" (Berg et al., 
1998; Berg et al., 1999; Berg et al., 2001; Shibuya et al., 2004; Shibuya et al., 2005)  
 ��������S��8��"8��&�������S��8�'��!"#Q��2� genistein S���������� 16 '0  24 
1��S�����/���� 1�2 �����I����T��/�
�X� ����O����
��
����
�
�Q�56���
��S��������
�
���� 
������O00��P�Q��R$��Q���"� (ovotestis) '0  MDs �
��
����
�
�Q�56�'0 �Q���"���
�S���
5
����
  O�#�S���5
����
����02��'�����S�����������
� genistein (dose-dependent 
manner)   	��S���5
����
!"#��
���8��2

���� ����02�������I�T�������������&�����2��"8���
��
� estrogenic effect �
� genistein 1��   ����2��"8�
������
� estrogenic effect �
� genistein 
!"#�"!"#�$�����������S��8��"8SP
  �����0"#��'�0��
�
�X� ����O���!"#������S��������
�
���� 
������O00��P�Q��R$��Q���"� (ovotestis)  O�#�S���5
����
!"#��
���8��"8S0������S���5
����
!"# Fry 
and Toone (1981) Q����
����
�
�
� California gull �Q�56�!"#1����� o,p
-DDT S���������� 20 



 88 

1��S�����/���� 1�2 in ovo �2
��������34�  !T��/�  MDs !�8��
��������S�
�62'0 
�X� ��
� 
ovotestis O�#�0���X ����02����&��S�P#
��2��"8�����
��k�Q�
��Q���"� (feminization)   
 ����������S��8��"8Q��2�  ��
���O���������
� ovotestis �
�
�X� ����O����
��
����
�

���� !��"#�$%��Q�56�!"#1����� genistein S���������� 16 '0  24 1��S�����/���� 1�2 �"S2��!2���� 
86% '0  85% ���0T����O�#��"S2�S2
������6�   �����8�
�	�02��1���2� �����0"#��'�0��k�Q�
�

�X� ����O���1���&� ovotestis ���
����
�
���� !��"#�$%��Q�56���
���P#
�	������"� ����
� 
estrogen /�P
 exoestrogen !"#�6���2�� ����
����� androgen ������X !"#�T�0���" gonadal 
differentiation    	��!���" dihormonal theory �
� Willier (1952) �02���2�  
���� ������O00�
�P�Q��R$��
��
����
�
�Q���"�	 ����S�� /� estrogen �����2� androgen ���X !"#�
����
�
�Q�
56�	 ����S�� /� androgen �����2� estrogen  O�#���
��X�
� androgen !"#�����2�	 1��� �$��
����	�
��
��O00�����8� medulla '0 �����8�����	�
��
��O00�����8� cortex �����8������
� 
ovotestis !"#
�X� ����O����
��
����
�
�Q�56�
�	��
�	�� genistein !T�/���!"#���
����!T����
�
� estrogen (estrogen agonist) /�P
�� �$���/�
���� ������O00��P�Q��R$��
��
����
�
�Q�56��"
�������S�� /� estrogen �2�50�/��
����
�
�Q�56��"� ����
� estrogen �6���8�  ��P#
�	���"���
�������2�  
�X� ����O����
��
����
�
���� !��"#�$%�!"#��
� ovotestis k��/0��	��!"#1����� 
DES in ovo  �"�������� estrogen 1���6���2� androgen ��P#
���"���!"�����
�X� �
��
����
�

�Q�56����
!"#����� androgen 1���6���2� (Scheib and Reyss-Brion, 1979; Teng and Teng, 
1979) 
 �01����!T�����
� genistein !"#!T��/�
�X� ����O����
��
����
�
�Q�56���
� ovotestis 
1����8�����
�t���2�   genistein 

��!R
�����
� estrogenic effect �2

���� ������O00��P�Q��R$�
����O����
��
����
�
�Q�56���8�'�2��� �  gonadal differentiation  ������	���������"� ER !"#
�62
���O00���
��X germinal epithelium '0���� �$���/��0$2��O00���
��X germinal epithelium ��
�
���'�2��O00��Q
#������8��2�50�/���8� cortex �
�
�X� ����O���/����8�  ��P#
�	���"���������
�2�  ��
��X germinal epithelium �
�
�X� ����O����
��
����
�
1�2��
���&���8� cortex !"#/����8�
k��/0��	��!"#�
����
�
1����� exoestrogen  in ovo  (Fry and Toone, 1981; Perrin et al., 
1995; Berg et al., 1998; Berg et al., 1999, Berg, 2000; Berg et al., 2001; Shibuya et al., 
2004; Shibuya et al., 2005)  50!"#��
� ovotestis ��8������I�P����1��	��	T���� ER-
immunostained cells !"#��
��X germinal epithelium �Q
#���8�k��/0��	��!"#�
����
�
1����� 
genistein S���������� 16 1��S�����/���� 1�2  �
�	������Q
#�	T�����
� ER-immunostained 
cells !"#��
��X germinal epithelium 
�	��&����/�$!"#!T��/��
����
�
�"
�X� ����O���!"#/��'0��  
S���2����!T��/���8� cortex !"#/�������
��S�������!����P8
��P#
�
�
���� ������O00��P�Q��R$� 
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�Q���"� (cortical tissue) 
"�����   ���!"#
���� ������O00��P�Q��R$�����O����
��
����
�
�Q�56���
� 
ovotestis 1����8�  
�	��
�	���0$2��O00���
��X germinal epithelium �"��
��X�
�����"� ER 
���Q
!"#!T��/�!�8� estrogen ���
����
�
�Q�56�!"#�"��
��X��
���2����
����
�
�Q���"����k�� 
���
 (Willier, 1952; Woods and Erton, 1978) '0  genistein !"#�
����
�
1����������I	�����
����"� ER 1�������8�'0������T��/�
�X� ����O�����
� ovotestis ����"0���X !����P8
��P#
�
���8� 
cortex !"#�2��
��k�QS�����&��Q���"� (feminization)   �"����������2��
����
�
1�2�Q�56�!"#
1����� 17β-estradiol  in ovo ��� �  gonadal differentiation !T��/�
���� ������O00��P�Q��R$��"
�������S�� /� mNRA �
��"� ER ��
��X germinal epithelium �Q
#���8�'0 
�X� ����O�����
� 
ovotestis (Nakabayashi et al., 1998)   �����8�	���02��1���2�50�
� genistein !"#!T��/�
�X� ����
O����
��
����
�
�Q�56���
� ovotestis ��
�	�����!T����52���01�!"#��8���� ER (ER-dependent 
pathway) 
 �
�	�� genistein 	 �"50!T��/�
�X� ����O����
��
����
�
�Q�56���
� ovotestis '0�� 
����������S��8��"8���Q��2�  genistein �"50!T��/� MDs ��
�S���5
����
���
����
�
!�8��
��Q�  
S���2� genistein �"�01����!T����!"#!T��/� MDs ��
�S���5
����
�����
����
�t������2
1��"8 
 1.  ���S�
�62�
� MDs ���
����
�
�Q�56�   ������
���
����
�
�Q�56� MDs !�8��
�����	 
�0��1� (regression) 	�/�������!"# 12 �
����34� (Teng, 1987) ����

!R
Q0�
� anti-
Müllerian hormone (AMH) /�P
 Müllerian inhibiting substance (MIS) !"#I6������	��
�X� 
!�8� 2 �����
��
����
�
�Q�56� (Hutson et al., 1981; Teng, 1987)  S���2�  ���!"# MDs ����O���
�
��
����
�
�Q�56����S�
�62�Q"��������"����8���
�	�� genistein �����I���� (against) ���
!T�����
� MIS !"#�T�'/�2��
� MDs ��� genistein 

��!R
�1����2���"����� estrogen 
(estrogenic effect) �������	���������"� ER k�����O00��
� MDs ��� � !"#��
#�	 �"����0��
�
� MDs '0��!T�/���!"#��&� transcription factor �� �$���������S�� /�����"�!"#��&�
�S��� �
�
�
� basement memebrane �
� MDs 1��'�2 laminin '0  collagen type IV (Ikawa et al., 
1984) ��P#
�	�� estrogen �"�!��!�������
��������0������
� MDs ����O��� (MDs 
regression)    	�����������
�  MacLaughlin et al. (1983) Q��2�  MDs ����O����
�
�
����
�
�Q�56�'0 �Q���"��"����"� ER �����2� MDs �������  '0 �����I�P����1���2� MDs 
��&�
���� ����/����
� estrogen (Hutson et al., 1982)  �������
��������0������
� MDs 
1��	�����������
�  Doi and Hutson (1988)  O�#�Q��2�  �
����
�
1�2�Q�56�!"#1����� 
Diethylstilbestrol (DES) in ovo �����!"# 5 �
����34��" MDs ����O���S�
�62 (retention) ��� 
DES 

��!R
�52������"� ER k�����O00��
� MDs   �T�/��� MDs �������Q��2����S�
�62
��2���"�����'�2�/0P
��
������P#
�!"����� MDs ����O�����P#
�	�� MDs ��������"����"� ER 
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��
���2�����O��� (MacLaughlin et al.,1983)  genistein 	��

��!R
��/�  MDs �������S�
�62��
�
��2� MDs ����O���   �����8�
�	�02��1��50�
� genistein !"#!T��/� MDs �
��
����
�
�Q�56����S�

�62��
�	�����!T����52���01�!"#��8���� ER (ER-dependent pathway) 
 �
�	�� genistein !T��/� MDs ����O����
��
����
�
�Q�56�S�
�62'0�� genistein ���!T��/�
��
� cyst-like structure !"#�"0���X ��&���
���P8

�62�� Wolffian ducts (WDs) !�8� 2 ����  O�#�
�
�S0�
�������������
�  Willier et al. (1935) !"#Q��2�  �
����
�
1�2�Q�56�!"#1����� theelin (���
!"#

��!R
�S0������ estrogen !"#I6������	�����1�2�
�������0"8��06������8T���) S���������� 0.4 
�
00
���� in ovo �����!"# 2 �
����34� �"���S�
�62�
� MDs !"#�"0���X ��&���
� (cyst-like 
structure) 
�62!�8� 2 �����
� WDs   �
�	����8�50����������S��8��"8����
�S0�
������������
�
� Berg et al. (1999) !"#Q��2�  �
����
�
���� !��"#�$%��Q�56�!"#1����� DES S���������� 2 ��
������/���� 1�2 in ovo �����!"# 3 �
����34� �"���S�
�62�
� MDs !"#�"0���X ��&���
�
�62!�8� 2 
����k�����2
�!�
�     
 
�2��1���������1�2�"���������I���01��
������
� cyst-like structure ��
��X WDs 
�
��
����
�
���������Q�56� '�2����
�t���2� genistein !"#�������������S��8��"8!T��/���
� cyst-like 
structure 1�����
�	1��� �$���/��0$2��O00���
��X WDs �"���	����
��O00� (cell cycle) !"#
5
����
'0 !T��/��0$2��O00���
��X WDs �"���'�2��O00������2����
�2�50�/�Q�0���X �
�
��
���P8
 (cyst)  ��
���8�!"# WDs   
 2.  ���S�
�62�
� MDs ���
����
�
�Q���"�  ������
���
����
�
�Q���"� MDs �������
	 �0��1� (regression) ����

!R
Q0�
� anti-Müllerian hormone (AMH) /�P
 Müllerian 
inhibiting substance (MIS) !"#I6������	�����1�2����O����
��
����
�
�Q���"� (Hutson et al., 
1981)  S���2�  ���!"# MDs ��������
��
����
�
�Q���"����S�
�62'�21�2���6�X���8���
�	�� 
genistein 

��!R
�52���01���2���"�������
����
�t��!"# 1  
�2��1���������S�
�62�
� MDs 
��������
��
����
�
�Q���"�!"#1����� genistein ��&�'��1�2���6�X� (partially MDs retention) 
��P#
���"���!"����� MDs ����O����
��
����
�
�Q���"��0$2�S��S$�!"# MDs S�
�62
�2�����6�X� 
(completely MDs retention) ������
    ��P#
�	�����1�2���������
�����0�����	��!T��/����
'/02������ estrogen !"#	 �2���������
��������0������
� MDs (Hutson et al., 1982;  Doi 
and Hutson, 1988) 	�� anti-Müllerian hormone (AMH) /�P
 Müllerian inhibiting substance 
(MIS) !"#I6������	�����1�2����O��� (Hutson et al., 1981)   �
�	���"8�������
�t���2� ���!"# 
genistein !T��/� MDs �������S�
�62
�	��
�	�����

��!R
�'�� estrogenic effect ���!T����
52������"� ER �����
����
�t��!"#�02����'0��  ���S���2�  genistein ��P#
��	���������"� ER 
k�����O00��
� MDs �������'0��
�	�"����2������X1�!T��/��������S�� /� mRNA �
��"� 
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MMP-2 (metalloproteinase-2) !"#	 ������
�1O�� MMP-2 O�#�!T�/���!"#������2
��0������"��� 
ECM ��
��X basement membrane �
� MDs (Kleiner and Stetler-Stevenson, 1999; Vu 
and Werb, 2000) 0�0��Q"������2�� 	��!T��/� MDs ����������S�
�62
�2��1�2���6�X� (partially 
MDs retention)    	�����������
� Ha et al. (2004) Q��2�  �
����
�
1�2!"#1����� DES in ovo 
�����!"# 4 �" MDs �������S�
�62��P#
� DES !T��/�� ��� mRNA �
��"� MMP-2 !"# MDs �������
0�0�   �����8�
�	�02��1���2�50�
� genistein !"#!T��/� MDs ��������
��
����
�
�Q���"����S�

�62��
�	�����!T����52���01�!"#��8���� ER (ER-dependent pathway) ��2���"����� 
 S�����������
� genistein !"#�������������S��8��"8 (16 '0  24 1��S�����/���� 1�2) �"
����k�Q�6���2� Bisphenol A (BPA) O�#���&�����S�"!"#�����
$���/�������50
�Q0���
�  
���������T��/���
�S���5
����
�
� reproductive organs �
��
����
�
���� !��"#�$%�  
	�����������
� Berg et al. (2001) �������2�   �
����
�
���� !��"#�$%�!�8��Q�56�'0 �Q���"�
!"#1�����  BPA S���������� 200 1��S�����/���� 1�2 in ovo �����!"# 3 �
����34�  BPA !T��/� 
MDs �
��
����
�
���� !��"#�$%�!�8��
��Q���
�S���5
����
'0 ����T��/���
� ovotestis ��
�
����
�
1�2     1���"��������I������k�Q�
� xenoestrogens '0  phytoestrogens �����	��
��� ER �
����� !��"#�$%�Q��2�  genistein �"����k�Q�����	��!�8� ERα '0  ERβ 1���6���2� 
BPA (Hanafy et al., 2004; Hanafy et al., 2005)  �����8�	�����������
�  Hanafy et al. 
(2004) '0  Hanafy et al. (2005) 	��������$����ST��02���������!"#�2�  genistein �"����k�Q�6�
��2� BPA !�8������	����� ER '0 �����
� estrogenic effect �2
 reproductive organs �
�
�
����
�
���� !��"#�$%� 
 Endocrine disruptors �2���/�20 0��1���� lipid (lipophilic substances) 
(Brunström and Örberg 1982; Berg, 2000)   ����������S��8��"8	��!T�����"� genistein in ovo 
52����
��X!"#��&�1�2'�� (yolk)  ��P#
�	�� yolk �"
�S��� �
���&�Q�� lipid '0 ��&�����!��!"#
�
����
�
	 �T�1������&����
�/��������	�
�   
�2��1��������S�����&�	�
����R������

�
���!"#�
����
�
	 1����� genistein ����
��X!"#�����2�����������S��8��"8
�	�"��
����  
����������X"!"#'�2���� !�1����� genistein 	��I�#��/0P
�O�#������&�
�/���0"8��'�2�Q"��
�2��
��"���
��2
�����&���0���� /�P
'�2���� !�
�	�"S���5
����
�
�� ���2
�
�/��!"#�����I
�T� genistein 52�������O00�1�����5
����
 '0��I6�0T��0"��1������ '��0P
���� � !"#�"���
� �� yolk (vitellogenesis)  
 I��'���2��"�
�����
�!"#�
����
�
	 1�������
��X�
� genistein �����
�1�52��!�����
�
�I�#��/0P
�	�����'�2  '�2	��������������
����
�
��������Q��2�  �
����
�
���� !��"#�$%��"
S�����"#��!"#	 1����� genistein ����
��X���	���
�1�	������
�I�#��/0P
��
�'�2�� 
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�� !�  ���'�2���� !�!"#1����� genistein 	������
�����1� genistein 	 I6�0T��0"��1����
�� '��0P
�'0��1�� ��!"# yolk (Lin et al., 2004)  ��2���"���������������1�2!"#Q��2�  '�21�2!"#
�
�I�#��/0P
�!"#�"���Q�� isoflavones ���	 I6�0T��0"������� '��0P
�'0��1�� ��!"# yolk ����
��2���� (Saitoh et al., 2001; Saitoh et al., 2004)   �T�/������
����
�
������0"8��06������8T���
�
���!"#�
����
�
	 1����� genistein ��	�����1�����52��!���� (placental transfer) (Doerge 
et al., 2001) /�P
	������6���'�2 (lactational transfer) (Fritz et al., 1999, Lewis et al., 
2003)  
 	�����!�0
���S��8��"8 genistein !"#
�62��1�2'�������I�2�50�� !��2
����	�
��
�

���� ������O00��P�Q��R$��
��
����
�
1����8�'�2� � '���
�����	�
�1�	�I��� � �$�!����
�
����	�
��
�
���� ������O00��P�Q��R$�'0 � ���P�Q��R$�  ��� genistein �"���!T����52���01�
!"#'���2�������'�20 � � ����"8 
 � � '�� (PGCs migration)  genistein �"�01����!T����!"#1�2��8�����������
� ER (ER-
independent pathway)  ��P#
�	���
����
�
��� � �"8���1�2�"�������S�� /� estrogen �����8����
!T�����
� genistein ��� � �"8	��1�2��&�!�8����

��!R
�����
����
����!T���� (agonist) '0 ��
��
������8����!T���� (antagonist) �2
 estrogen   O�#�50�
� genistein ��� � �"8����
�t���2�
��&�50����
��� �$�����!T�����
� TGFβ1 �/��"�������S�� /� ECM !"#�"�!��!�2
����S0P#
�!"#
�
� PGCs �Q
#������8�  !T��/� PGCs � ��
�62�����
��X migratory route 1�2�S0P#
�!"#�2
1����
��
��X genital ridges  	��Q�	T���� PGCs !"#��
��X genital ridges 0�0���P#
���"���!"�����
�0$2�S��S$�   
 � � !"#�
� (Gonadal differentiation) genistein �"�01����!T����!"#��8���� ER (ER-
dependent pathway) ��P#
�	���
����
�
��� � �"8�"�������S�� /� estrogen ��
���8�'0��  
����
�t���2�  genistein 1��� �$���/��0$2��O00���
��X germinal epithelium �/�����S�� /�
����"� ER �Q
#���8�  !T��/� genistein 	���������"� ER �2�������� estrogen �����

��!R
����
�
���!T�����
� estrogen (estrogen agonist) �2�50�/�Q�	T���� ER-immunostained cells !"#
��
��X germinal epithelium �
�
���� ������O00��P�Q��R$�����O����
��
����
�
�Q�56��Q
#���8�
�0����
����
����
�
!"#1����� genistein S���������� 16 1��S�����/���� 1�2   �T�/���50�
� 
genistein S���������� 24 1��S�����/���� ����
�t���2��"���!T����!"#���������� genistein 
S���������� 16 1��S�����/���� 1�2 (biphasic effect) 
 � � �$�!��� (Gonadal growth and maturation) genistein �"�01����!T����!"#��8���� 
ER (ER-dependent pathway) 
�2������	�  ��P#
�	������	�
��
� reproductive organs ��
� � �"8
�62k��������!T�����
� estrogen O�#�50�
� genistein !"#�"�2
�
����
�
��� � �"8
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����
�t���2�  genistein !T��/�
�X� ����O�����
� ovotestis ���

��!R
����
����!T�����
� 
estrogen (estrogen agonist)  �� �$���/��O00���
��X germinal epithelium '�2��O00��Q
#���8�
�2�50�/���
���8� cortex !"#/��   �
�	���"8 genistein ����2�����
�� ����
� estrogen !"#
�X� 
����O����/��6���8�  �2�50�/���8� cortex !"#/����
��S�������!����P8
��P#
��&��Q���"� (ovotestis) O�#�
�2��"8�����
��k�QS�����&��Q���"� (feminization) �
��
����
�
�Q�56�    �T�/���50�
� 
genistein !"#�"�2
���S�
�62�
� MDs !�8����
����
�
�Q�56�'0 �Q���"�����
�t���2�  genistein 


��!R
����
����!T�����
� estrogen  (estrogen agonist) ���	���������"� ER k�����O00�
�
� MDs '0���� �$���/� MDs �"���'�2��O00��Q
#���8�'0 !T��/� mRNA �
��"� MMP-2 !"#	 
����S�� /��
�1O�� MMP-2 0�0�  !T��/��"�
�1O�� MMP-2 !"#	 �2
� ECM ��
��X basement 
memebrene �
� MDs 0�0�  �2�50�/� MDs �
��
����
�
S�
�62 (MDs retention) 
  
 
 
 

 
 
 



����� 6 
 

��	
��
����
��������������� 
 
 ��������������	��
��
�
����������	�������������������
� genistein &'
���	��
�
�
�
����������	�������������(�	
)*��
+
�����,��-./�0� ���/12�2���-3 
 
-  
������������� ��������!��"�#�$��%	" (Gonadal development) �����34���5��
 
   
�������
	6� (Coturnix japonica) 

 
���	��
��
�
����������	��������������
�	
)*��
+
�����,��-./�0�/���
�2��� 

��3�&
�,-.�4�5�� 3 ��3�&
� 12���' 
1.  ���	5��.
�,-.�
����'*	����&���4�	�
2	������������� (Primordial Germ Cell migration) 	/D� 
     ���	5��.
�,-.�
� PGCs ����E�'��4�	�
2�
�&��	
)*��
+
 (extraembryonic region) *�JK�&�� 
     (�&4��E�'�,-.��*-���	��
�	/D�
����������	������������� (genital ridges) 	�
2(�	
)*��
+
 
     ����LK� 1-2 ��� 
2. ���	/�-.���/���O���
�
����������	������������� 	���P�E��
	��	*-� (Gonadal  
     differentiation) 	/D�����,-.	�
2���	/�-.���/���O���
�
����������	�������������	���P�E��
   
     	��	*-� �������,-.1*'��*��R���	��12� (indifferent stage) ��R������,-.��*��R���	�� 
     �
�	
)*��
+
12�2�������S�,������
O�5�
�
����������	�������������  	�
2(�	
)*��
+
 
     ����LK� 6-8 ��� 
3.  ���	&
�+&������	��
�	&)*,-.�
�
����������	������������� (Gonadal growth and  
      maturation) 	/D�����,-.*-�����'�	����	�
.*�4����*����3��
����'*	����,-.��	��
�1/	/D� 
      	������������� ������'*	�����'�����,-.
�P'O��(�
����������	��������������'���(E�
���������� 
      	��������������
�	
)*��
+
*-���2(E�'��3�  	�
2(�	
)*��
+
���� 11-15 ��� 
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-  ����� genistein ���4�:;�
���<�#���������
�	;4�!��":��
=����>�!��"�#�$��%	" (Primordial  
   Germ Cells migration) 4� �������B�����4�
��������
C���� ��������!��"�#�$��%	"  
   (genital ridges) 
 

 PGCs �
�	
)*��
+
�����,��-./�0�(E������ (positive cells) O��E�����������
*
2��� WFA lectin (Wisteria floribunda Agglutinin)  ����� positive PGCs 12�,-.��
	�S genital 
ridges ,�3��
�����  ��.� WFA lectin ��*��R�4�*�(`�	/D� marker (����E�&4��E�'� PGCs �
�
	
)*��
+
�����,��-./�0�(�`'��,-.*-���	5��.
�,-.�
� PGCs (PGCs migration) 12�     
 Genistein ,�3� 2 5��*	��*��� (16 ��� 24 1*+5����*/���* 1�') ,-.(`�(����,2�
�5��3��-3
��*��R�'������,�&'
���	��
��
�
����������	��������������
�	
)*��
+
�����,��-./�0�12�
&�3��&'(�������� (PGCs migration)  +2�,4�(E��4���� PGCs ,-.��
	�S genital ridges �2��   
���*-2�`�-,-.�'��
�5��*	/D�E*�� (Index of sterility) (���2��&.4�  ��.�	/D���,-.��3����5��*	��*���
�
� genistein (dose-dependent manner)    2����3����*-5��*	/D�1/12���
�,-.	/
��	�)�&�2�`�-
5��*	/D�E*���
�	
)*��
+
,-.	/D������ genistein ,�3� 2 5��*	��*����
���������(�5��3��-3��
�'���(E�&��	&)*���	�
25��*	/D�E*�� 
 
-  ����� genistein ���4�:;�
���
��� ��
���D�$������ ��������!��"�#�$��%	" (Gonadal  
   differentiation) �����34���5��

�������
	6��$��F� 

    
     ���'*	������
	�S germinal epithelium �
�
����������	����������������������
�
	
)*��
+
�����,��-./�0�	���P� 	/D����'*	����	/e�E*���
� estrogen ,4�(E��� ER-
immunostained cells 12�,-.��
	�S germinal epithelium O��E�����������
*+/�&-� ER 2���
	,5�
5 immunohistochemistry 
 Genistein ,-.5��*	��*��� 16 1*+5����*/���* 1�' ,4�(E��4�����
� ER-immunostianed 
cells ,-.��
	�S germinal epithelium 	�
.*��3�	�)���
�  (��S�,-. genistein 5��*	��*��� 24 
1*+5����*/���* 1�' ,4�(E��4�����
� ER-immunostianed cells ,-.��
	�S germinal epithelium 
�2��  ��.����
� genistein ,-.*-&'
�4���� ER-immunostained cells �-3	/D���,-.�/�&�*5��*
	��*����
� genistein (dose-dependent manner)  ��.�(������-3 genistein ��*��R

�h,�
i12�
,�3� 2 ��� (biphasic effect)  2����3����	�
.*�4�����
� ER-immunostained cells ,-.��
	�S 
germinal epithelium ,-.	�
2��� genistein 5��*	��*��� 16 1*+5����*/���* 1�' 
��(`�	/D���2
���	�&�
����	/�-.��	�� (sex reversal) �
�	
)*��
+
(����� gonadal differentiation 12�  
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- ����� genistein ���4�:;�
���:��5:���
��������:34��������� ��������!��"�#�$��%	"  
  ��������#�$��%	" (Gonadal growth and maturation) �����34���5��

�������
	6��$� 
  �F�����$��4�  
 

 Genistein ,�3� 2 5��*	��*��� (16 ��� 24 1*+5����*/���* 1�') ,-.(`�(����,2�
�5��3��-3
��*��R

�h,�
i12�	`'�	2-����� estrogen (estrogenic effects)  +2��'���(E�	�
25��*�
2/�&

,�3�(���2������
O�5�����2��	��3
	��.
�
�
�����(�������������� (reproductive organs)  
(���2������
O�5  genistein ,4�(E�  Müllerian ducts �
�	
)*��
+
�����,��-./�0�,�3��
�	��
���5�
�P' (MDs retention)   (���2��	��3
	��.
  genistein ,�3� 2 5��*	��*��� (16 ��� 24 
1*+5����*/���* 1�')  ,4�(E�
�Sm����������
�	
)*��
+
	���P�	�
2+5��������
�
����������	����
���������	��	*-� (ovotestis)   
�����/12��'�5��*	��*����
� genistein ,-.(`�(���������5��3��-3,4�
(E�	
)*��
+
	���P�	�
2�O��5��*	/D�	��	*-� (feminization) ���,4�(E�	�
25��*�
2/�&
�
� 
MDs ,�3�(�	
)*��
+
	���P����	��	*-�  ��.����5�
�P'�
� MDs (�	
)*��
+
	���P����	��	*-�
��*��R(`�	/D���2��2 (end point) (����,2�
����

�h,�
i��� estrogenic effect �
� 
genistein   �
�����-3���	�
2 ovotestis ,-.
�Sm����������
�	
)*��
+
	���P������*��R(`�	/D�
	5��.
��'�`-3���	/�-.��	��������

�h,�
i��� estrogenic effect �
� genistein ,-.*-&'

�����
�����	��������������
�	
)*��
+
�����,��-./�0�(������-312�   2����3�5��*	��*����
� genistein ,-.
(`�(���������5��3��-3	/D���2��5��*	��*���,-.�'���(E�	�
25��*�
2/�&
 (adverse effect levels 
E��
 effective doses) &'
 reproductive organs �
�	
)*��
+
�����,��-./�0� 
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���������� 
 

   (���������5��3��-3*-��
	��
����4�E����&'��E����
�
���������2��&'
1/�-3 
 
-  ����� genistein ���4�:;�
���<�#���������
�	;4�!��":��
=����>�!��"�#�$��%	" (Primordial  
   Germ Cells migration) 4� �������B�����4�
��������
C���� ��������!��"�#�$��%	"  
   (genital ridges) 
 

 	��.
��������
����
�p��,-.�'� genistein ,4�(E��4���� PGCs ,-.��
	�S genital ridges 
�2��	�
2������,4�����
� genistein ,-.���&������,4�����
� TGFβ1 (E�*-������	5���E� 
ECM ,-.*-�,��,&'
���	5��.
�,-.�
� PGCs 	�
.**����3�  ,4�(E� PGCs ���*
�P'&����
	�S 
migratory route 1*'	5��.
�,-.&'
1/�����
	�S genital ridges  5��,4���������&'
1/�'�,-.��
	�S 
migratory route *-/�
*�S+/�&-� TGFβ1 	�
.*��3�12�+2�(`�	,5�
5 immunohistochemistry ,-.
��
*���'*	������
	�S migratory route 2����
�&
�
2-,-.�4�	���&'
+/�&-� TGFβ1 ����,4����
����4����	����,-.*-+/�&-� TGFβ1 �
����'*,2�
�	/�-��	,-��������'*5��5�*  E��

��(`�
	,5�
5
SP`-��
,��(����&����
�/�
*�S mRNA �
��-� TGFβ1 ��
	�S migratory route ,-.
5�2�'�
����	�
.*��3�O��E������,-.	
)*��
+
12���� genistein 	���1/   
 �4�E������&����
��'�	/
��	�)�&�2�`�-5��*	/D�E*���
�	
)*��
+
,-.12���� genistein 	���
1/���'���(E�&��	&)*���	�
25��*	/D�E*��12���
� 
��,4�12�+2��
(E�	
)*��
+
	��
�	/D�&��	&)*���
(�����,-.��*��R��
&	�������������12��������,4�������	������������� (gamete counting) �
�
���'*,-.12���� genistein 	/�-��	,-�����&��	&)*���/�&
	��.
�������'�&��	&)*�����
&	�������������12�
&.4���'�/�&
  ��.��
�-����-3*-��
	�-�5�
 (`�����	��������'�,-.��(E�	
)*��
+
	��
�	/D�&��	&)*���
��R������,-.��
&	�������������12� 
 
-  ����� genistein ���4�:;�
���
��� ��
���D�$������ ��������!��"�#�$��%	" (Gonadal  
   differentiation) �����34���5��

�������
	6��$��F� 
 

 ���(`�	,5�
5 immohistochemistry (������
*+/�&-� ER ��
	�S germinal epithelium 
	��.
&����
��'� genistein *-��,4�(E�	
)*��
+
	���P�	�
2���	/�-.��	�� (sex reversal) 12�E��
1*'
��3�5'
�����*-/K�����4���2E���
�'��	`'�  `�
2�
�&
�
2-,-.�4�	���&'
+/�&-� ER �
�	
)*��
+

`�
2��3�s ������&����
����	/�-.��	���
�	
)*��
+
,-.��2��+/�&-���3�
��*-��
2�
���'�	*�.

	/�-��	,-��������&����
�,-.��2���-�   2����3����&����
��'� genistein *-��(����� 
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gonadal differentiation &'
	
)*��
+
	���P�+2�,4�(E�	�
2���	/�-.��	��,-.��2���
�
����������
	�������������E��
1*'��3�5��,4���������&'
1/(���2�� mRNA 	`'� ���,-.
����������	����
���������	���P�	�
2���	/�-.��	��1/	/D�	��	*-�O��E������,-.12���� genistein 
��*-��2���
� 
mRNA �
��-� ER ,-.
����������	��������������
�	
)*��
+
	���P�*����3�  ��.�
��,4����
&����
�12�+2�(`�	,5�
5 in situ hybridization 	��.
2P�����2�

��
��-� ER 12����	��3
	��.

�
�
����������	�������������	���P�   E��

��&����
��-� aromatase ,-.�����	
�1�*� 
aromatase ,-.*-�,��,(�������	5���E� estrogen ��.�	/D�t
��+*�,-.5��5�*���	��
��
�
�����
�����	�������������	��	*-�+2�(`�	,5�
5 in situ hybridization 12�	`'�	2-����� 
 
- ����� genistein ���4�:;�
���:��5:���
��������:34��������� ��������!��"�#�$��%	"  
  ��������#�$��%	" (Gonadal growth and maturation) �����34���5��

�������
	6��$� 
  �F�����$��4�  
 

 	��.
��������
����
�p��,-.�'� genistein ,4�(E� MDs �
�	
)*��
+
5�
�P'2������,4�(E� 
mRNA �
��-� MMP-2 ,-.���	5���E�	
�1�*� MMP-2 �2��  
��,4�12�2������	/�-��	,-�����
��2�

��
� mRNA �
��-� MMP-2 +2����	�)�	
� MDs �
�	
)*��
+
���'*,-.12���� genistein 
������'*5��5�**�,4�������2	
� mRNA 	��.
�4�1/�
	5���E�&'
2���	,5�
5 RT-PCR &�*��3�&
�
�
�	,5�
5,��
SP`-��
,��&'
1/ 
 5��*	��*����
� genistein ,-.(`�(���������5��3��-3,4�(E�
�Sm����������
�	
)*��
+
	��
�P�	�
2 ovotestis ��.����5�*-����S��'�*�
�
����������	�������������	���P����	��	*-�,-.	/D����
�'��
��O��5��*	/D�	��	*-� (feminization) �&'	�-������'�� (partially sex reversed)  
2����3�E��&�
����(`�  genistein 	/D����	5*-(����`���4�(E�	
)*��
+
�����,��-./�0�	�
2���
	/�-.��	�����	���P�1/	/D�	��	*-�	��.
&�
����	�
.*����
&1�' 5��/���5��*	��*����
� 
genistein (E��P���3�(���2��,-.��*��R`���4�(E�
����������	��������������
�	
)*��
+
	���P�	�
2
���	/�-.���/��1/	/D����1�'12�
�'���*�P�S� (completely sex reversed)   ��.�5��*	��*����
� 
genistein ,-.(`�(���������5��3��-3	E*��,-.���4�*�(`�(�������������
�O���
� reproductive 
organs  *����'�,-.���4�*�(`�	/D����	5*-(����`���4�(E�	�
2���	/�-.��	��
�'���*�P�S�(�
	
)*��
+
�����,��-./�0� 
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 �����������5��3��-3�
���� genistein ��*-��&'
 reproductive organs �
�	
)*��
+

�����,��-./�0�����  genistein ���*-��&'
 non-reproductive organs 12���' bursa of Fabricius  
��.�	/D�
�����(�����OP*
5��*��� (immune organs) �
���&��/u�  ���������	�&���'�  genistein 
,-.(`�(���������5��3��-3,4�(E� bursa of Fabricius �
�	
)*��
+
�����,��-./�0�*-���2(E�'��3�    
�4�E�����������R�����
� genistein E��
 endocrine disruptors &��
�.�,-.*-&'
���	��
��
� 
bursa of Fabricius (�	
)*��
+
�����,��-./�0�E��
	
)*��
+
��&��/u����5����,4���������
	�
.*	&
*(������	
-�2&'
1/  
    
 
 
 
 

 



������������� 

 

������� 
�	�
	�� 
	��������, 
����	�� ������� ��� 
����� ��������. 2547". "���#"��"��$��	%&
' 
       
�������(�'$)����*+���
,�-�$
./+�	0
�""����%123,4� Coturnix japonica  5(���	
1"���	��6    
       ���������$�6�	6��'/	%7�	���. "��3��7,/$��
8�'���	�����5�++��9	��#"���:;'7��	   
       6��<'�12 4 , :�(� 109. 10-11 �	':�6/ 2547 �  0�'��/0����3�'����"(�  ��':��5$71�'-:/;.  
�	�
	�� 
	��������, 
����	�� ������� ��� 
����� ��������. 2547&.  "��:��A��:�;'&
' 
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1. Rossman�s fluid 

 Saturated solution of picric acid in ethanol   90.0 ml 

 neutral formalin      10.0 ml 
 

2. 4% Paraformaldehyde 

 Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4.H2O)  27.6  g 

 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)    28.3 g 

 NaCl        8.76 g 

 KCl                 200.0 mg 
 Distilled water                900.0 ml 

 Paraformaldehyde      40.0 g 

 

3. Bouin�s fluid 

 Glacial acetic acid      5.0 ml 

 40% Formaldehyde               25.0 ml 
 Saturated picric acid               75.0 ml 

 

4. Phosphate buffer saline 

 Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4.H2O)  13.8  g 

 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)             14.15 g 

 NaCl        4.38 g 
 KCl                 100.0 mg 

 Distilled water                450.0 ml 
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5. Chick ringer solution 

 NaCl        7.0  g 

 KCl                 0.37 g 
 CaCl2                 0.18 g 

 Distilled water           1,000.0 ml 

 

6. 0.01% Poly-L-lysine 

 Poly-L-lysine       0.01 g 

 Distilled water                100.0 ml 
 

7. 10 mM Citric acid, pH 6.0 

 Tri-Sodium citrate (dihydrate)     2.94 g 

 Distilled water             1,000.0 ml 

 (F�GH pH I�J� 1 N HCl + Tween 20  0.5 ml) 

 
8. 0.15 M Phosphate buffer saline, pH 7.4 

    Stock I : 

 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)             42.59 g 

 NaCl               238.44 g 

 Distilled water             1,800.0 ml 

 
    Stock II : 

 Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4.H2O)          13.78  g 

 NaCl                79.48 g 

 Distilled water            1,000.0  ml 

            (F�GH pH to 7.4 I�J� 1 N HCl and 1 N NaOH) 
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9. Ehrich�s Acid Haematoxylin 

    9.1       Haematoxylin       8.0 g 

       95% Ethanol             400.0 ml 
 Q�
�RJSQ�
TGUV��VWX��Y��ZGS 	SWX������ S[�\F�]RS �Z�V
��JZ��VI�J�Z��I�^Z��V 

            �H��_ 4 

 

     9.2       Potassium or ammonium alum    8.0 g 

       Distilled water              400.0 ml 

 Q�
�RJSQ�
TGUV��VWX��Y��ZGS 	SWX������ S[�\F�]RS �Z�V
��JZ��VI�J�Z��I�^Z��V 
            �H��_ 4 

 S[��RJSQ�
Y��T�` 9.1 
�� 9.2 �Y��I�J�ZGS
��J��a
 

       Glycerine              400.0 ml 

 Q�
WX��Y��ZGS
��J��a
 

       Glacial acetic acid               40.0  ml 

 �ZbH���S�U\J��FcS�J��F��
�d 6 �Ie�S ZR�SS[�
�Wf� 
 

10. Eosin 

 Eosin-Y        0.5 g 

 95% Ethanol              100.0 ml 
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