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研究成果の概要（和文）：3つの研究を実施した。1) 尿道下裂モデルラットの作製：妊娠ラットに対し非ステロ
ドアンドロゲン剤を、日数を調節して投与することで、胎仔の尿道形成時期を特定した。2) 胎仔陰茎の遺伝子
解析：尿道形成期の胎仔陰茎からtotal RNAを抽出し、cDNAマイクロアレイ解析をした。尿道形成に重要な遺伝
子として、新規遺伝子(Pip: Prolactin-induced protein)を同定した。3) パスウェイ解析：マイクロアレイの
結果についてパスウェイ解析を行った。その結果、FGFなど上流の調節因子によりGタンパクやチロシンキナーゼ
型受容体のシグナル伝達経路が亢進していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Three studies were conducted. 1) Preparation of hypospadias model rat: The 
time of fetal urethral formation was identified by administering anti-androgen drug to pregnant 
rats. 2) Gene analysis of fetal penis: Total RNA was extracted from the fetal penis during urethral 
formation and subjected to cDNA microarray analysis. A novel gene (Pip: Prolactin-induced protein) 
was identified as an important gene for urethral formation. 3) Pathway analysis: Pathway analysis 
was performed on the microarray results. As a result, it was revealed that upstream regulatory 
factors such as FGF enhance the signal pathways of G protein and tyrosine kinase type receptors.

研究分野：泌尿器科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
先天異常の研究において、ヒトを対象とした研究を行うことには限界があり、モデル動物が必要となる。私たち
の開発した尿道下裂モデルラットは「遠位型」･「中間位型」･「近位型」と分けることができ、ヒトの臨床病態
と極めて類似している。これらをマイクロアレイで網羅的解析をすることにより候補遺伝子を探索し、さまざま
なタイプの尿道下裂における遺伝子発現局在を確認できるため、尿道下裂の病態解明に役立つと考えられる。さ
らに、遺伝子導入技術を用いれば新規治療法への発展も可能である。

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



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
尿道下裂は、先天的に陰茎が弯曲し尿道の形成不全を伴う先天異常で、世界的に増加傾向にあ
る。わが国では 35年前に比べ約 3.5倍に増加している(WHO国際先天異常監視機構の報告, 2012
年)。これは環境ホルモンなどの化学汚染物質による胎児期の曝露が大きな要因であることが、  
基礎研究や疫学研究により明らかにされている。 
私たちはこれまでに尿道下裂モデル動物の開発に成功し、走査型電子顕微鏡により陰茎や尿
道の形態形成について明らかにしてきた。また、多くの尿道下裂症例の診療経験から、より正常
解剖に近い修復術を目指して様々な工夫を行ってきた。しかし、先天的に欠損した組織の修復術
では新しい組織の生着が重要であり、欠損部分が大きいほど組織の補填・生着は困難になる。尿
道下裂修復術は術式が複雑で難易度が高いため、より習得しやすく、生着率の高い治療法の開発
が必要である。本研究では、尿道下裂モデル動物を利用した遺伝子解析の結果を活かして、シン
プルで合併症の少ない新規術式を開発することを目標とする。 
 
２．研究の目的 
尿道下裂は世界的に増加している先天異常であり、尿道下裂修復術が唯一の治療法である。外
尿道口の位置や陰茎弯曲の程度によって様々なタイプに分類され、多数の術式が存在する。私た
ちはこれまで、尿道下裂モデル動物を開発し、基礎研究を通じて外性器の形態形成過程の解明に
取り組んできた。その過程で得られた新規な遺伝子解析の結果と最近注目されている細胞シー
トの技術を組み合わせることにより、シンプルかつ病態に合わせた新規術式の開発に応用でき
ると考えた。そこで、本研究では、尿道形成にかかわる候補遺伝子群を網羅的に解析し、補完す
べき遺伝子群を同定する。さらにその遺伝子を導入した自家細胞シートによる再生医療技術を
取り入れた次世代の尿道下裂修復術を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ⅰ) 尿道下裂モデルラットを用いた尿道形成期の同定 
11週齢の妊娠Sprague-Dawleyラットに対し非ステロイド性抗アンドロゲン剤flutamideを投与
することにより尿道下裂モデルラットの作成を行う。アンドロゲン依存的に外性器が形成され
る妊娠後期、すなわち妊娠 13～20 日に抗アンドロゲン剤を 3日間連日腹腔内投与し、尿道下裂
モデルラットを作成する。抗アンドロゲン剤の投与方法に関しては、私たちがこれまでに停留精
巣モデルラットを作成したときと同様 flutamide7.5mg をカルボキシルメチルセルロースに溶解
し 0.5%溶液としたのちに妊娠ラットの腹腔内に投与する。 
ⅱ) 尿道形成期における胎仔陰茎の遺伝子解析 
尿道下裂モデルラットとコントロールである正常ラットの双方から、尿道下裂発生の臨界期に
胎仔を取り出し、実体顕微鏡下に、氷冷したリン酸緩衝生理食塩水(PBS)内で胎仔の性腺を確認
し雌雄を識別後、雄仔から陰茎を採取する。また、生後 1週間の各タイプ（遠位型・中間位型・
近位型）の尿道下裂モデルラットと正常ラットの新生仔の陰茎も同様に氷冷した PBS 内で採取
する。採取した陰茎から total RNA を抽出し、逆転写によって cDNA を合成する。合成された cDNA
は、マイクロアレイチップにハイブリダイズさせスキャナーによる解析を行う。マイクロアレイ
解析にて発現差の認められた候補遺伝子は、定量 RT-PCR 法により実際の発現に有意差があるか
どうか確認する。 
ⅲ) 尿道下裂に関わる遺伝子の発現局在 
定量 RT-PCR 法で発現に有意差の認められた候補遺伝子の発現部位を確認するために、正常ラッ
トと尿道下裂ラットの陰茎の免疫染色を行い、組織学的に検討する。 
ⅳ) パスウェイ解析 
cDNA マイクロアレイの結果についてパスウェイ解析を行った。すなわち単独遺伝子一つ一つの
評価ではなく、遺伝子群として遺伝子発現プロファイルの変化を捉えることを行う。 
 
４．研究成果 
ⅰ) 尿道下裂モデルラットを用いた尿道形成期の同定 
溶解させを用いた。抗アンドロゲン剤の投与日の違いにより、正常な陰茎から様々なタイプの尿
道下裂（亀頭部・陰茎部・会陰部）まで作成可能であった。 
抗アンドロゲン剤投与期間の検討から、ラットの尿道形成は、妊娠 15日目から始まり、妊娠 17
日目が最も重要な時期で、妊娠 19 日目には終了することが確認された。妊娠 15 日目と 17 日目
と 19 日目に胎仔の陰茎を採取した。 
ⅱ) 尿道形成期における胎仔陰茎の遺伝子解析 
尿道下裂のモデルラットとコントロールである正常ラットの双方から、雄仔の陰茎を採取した。
具体的には、まず正常ラットの妊娠 15、17、19 日目と尿道下裂モデルラットの尿道下裂発生の
臨界期である妊娠 17日目に、雄仔から陰茎を採取した。採取した陰茎から total RNA を抽出し、
逆転写によって cDNA を合成した。合成された cDNA は、20500 遺伝子のマイクロアレイチップに
ハイブリダイズさせスキャナーによる解析を行った。尿道形成に重要な遺伝子として、新規遺伝
子(Pip: Prolactin-induced protein)を同定した。 
ⅲ) 尿道下裂に関わる遺伝子の発現局在 



Pip の免疫染色による発現局在解析の結果、陰茎包皮の表皮基底層に発現を認めた。 
ⅳ) パスウェイ解析 
マイクロアレイの結果についてパスウェイ解析を行った。すなわち単独遺伝子一つ一つの評価
ではなく、遺伝子群として遺伝子発現プロファイルの変化を捉えることを行った。FGF など上流
の調節因子により G タンパクやチロシンキナーゼ型受容体のシグナル伝達経路が亢進している
ことが分かった。 
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