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研究成果の概要（和文）：MAMLD1（Mastermind-like domain containing 1）は、ヒトにおける尿道下裂の責任遺伝子
である。マウス相同遺伝子（Mamld1）は胎生中期から後期のマウス胎仔精巣で発現すること、その発現量は経時的に増
加することを明らかにした。また、Mamld1遺伝子欠損マウスの胎仔精巣において、ライディッヒ細胞特異的に発現する
遺伝子の発現量は有意に低下していた。本研究から、Mamld1はライディッヒ細胞特異的に発現する遺伝子の発現制御に
関与することが見出された。

研究成果の概要（英文）：MAMLD1 (Mastermind-like domain containing 1) has been identified as a gene respons
ible for with hypospadias in humans. The Mamld1 mRNA expression was gradually and steadily increased from 
12.5 to 18.5 day post coitum in the fetal testis of wild-type male mice. To study the role of MAMLD1 in mi
ce, we produced Mamld1 knockout mice. Mamld1 knockout male mice showed mildly but significantly reduced fe
tal testicular mRNA levels of genes exclusively expressed in Leydig cells (Star, Cyp11a1, Cyp17a1, and Hsd
3b1). These results provide the evidence that MAMLD1 plays a role in androgen production, indicating the p
resence of a mechanism shared between mouse and human. Further studies will explore the MAMLD1-dependent m
olecular network in the steroid hormone production and the pathological condition of MAMLD1-mutated patien
ts.
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１．研究開始当初の背景 
尿道形成には、胎生期における細胞増殖因
子群の形成制御シグナルおよび男性ホルモ
ンが関与している。そのため、男性ホルモン
産生量減少および精巣機能の低下は、尿道下
裂を引き起こすと考えられている。尿道下裂
は、外生殖器腹側の発育異常により正常な尿
道が形成されない症状であり、出生男児の約
0.5%に認められる頻度の高い性分化疾患で
ある。尿道下裂患者の中で、特異的遺伝学的
診断がなされる症例はごく少数であり、本症
の発症メカニズムには未知の遺伝的因子が
多く関与すると推測される。 
当 研 究 部 に お け る 解 析 の 結 果 、

Mastermind-like domain containing 1
（MAMLD1）がヒトの尿道下裂発症の責任
遺伝子であることが明らかになった。また、
MAMLD1 翻訳領域の上流には NR5A1 結合
配列が存在し、NR5A1 により転写活性化さ
れること、男性ホルモンを合成している胎生
14.5日胚のマウス胎仔精巣において、マウス
相同遺伝子（Mamld1）が男性ホルモン産生
に関与する細胞（セルトリとライディッヒ細
胞）で発現することが見出された。さらに、
培養細胞を用いたノックダウン実験の解析
から、Mamld1遺伝子の発現低下は男性ホル
モン産生細胞におけるテストステロン産生
量の減少とホルモン産生関連酵素である
Cyp17a1 遺伝子の発現量低下を招くことを
報告した。 
しかし、MAMLD1 変異が尿道下裂を招く
機序は不明であり、MAMLD1 の生体内機能
はわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 

MAMLD1 は、ヒトにおける尿道下裂発症
の責任遺伝子である。胎生期における男性ホ
ルモン作用により尿道が形成されること、
Mamld1 遺伝子がマウスの胎仔精巣の男性
ホルモン産生細胞において強く発現してい
ることから、MAMLD1 変異陽性男性は男性
ホルモン産生障害を介して、尿道下裂を生じ
ると考えられる。 
そこで、Mamld1遺伝子欠損マウスを用い
て、胎生期精巣の男性ホルモン産生における
MAMLD1の役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 胎仔精巣におけるMamld1遺伝子発現解
析： 
胎生 12.5－18.5 日胚のマウス精巣におけ
るMamld1遺伝子の発現量を、qRT-PCR法
にて解析した。内部標準として Gaphd 遺伝
子を使用した。 
 
(2) Mamld1遺伝子欠損マウスの作製： 
生体内でのMAMLD1の機能を明らかにす
るために、翻訳領域を含む Exon 3をネオマ
イシン耐性遺伝子で置き換えて、Mamld1遺
伝子欠損マウスを作製した。 

 
(3) 胎仔精巣の解析： 

Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣内
の体細胞・生殖細胞の発生・分化状態を明ら
かにするために、免疫組織染色を行った。抗
AMH 抗体と抗 HSD3B 抗体でセルトリ細胞
とライディッヒ細胞などの体細胞、抗 DDX4
抗体で生殖細胞を検出した。それぞれのシグ
ナル陽性細胞数を比較した。 
 
(4) 男性ホルモン産生酵素遺伝子群の発現量
変化の解析： 

qRT-PCR 法にて、Mamld1 遺伝子欠損マ
ウスの胎仔精巣における男性ホルモン産生
酵素遺伝子群の発現量の変化を調べた。内部
標準として Gaphd遺伝子を使用した。 
 
４．研究成果 
(1) 胎仔精巣におけるMamld1遺伝子発現解
析： 

Mamld1 遺伝子は胎生中期から後期のマ
ウス胎仔精巣で発現すること、その発現量は
経時的に増加することを見出した（図 1）。こ
れは、マウス胎仔精巣において報告されてい
るテストステロン合成量の増加と一致して
いる。 

 
(2) Mamld1遺伝子欠損マウスの作製： 
遺伝子の転写産物およびタンパク質の欠
損を認め、Mamld1遺伝子欠損マウスが得ら
れたことを確認した。Mamld1遺伝子欠損オ
スマウスは尿道下裂を示さず、正常な妊よう
性をもつことが明らかになった。 

Mamld1遺伝子は、X染色体上に存在する
ため、全ての遺伝子型の仔を、一度の交配で
得ることは出来ない。そこで、ヘテロのメス
と野生型あるいは欠損オスを交配させて、全
ての遺伝子型の仔が生まれることを確認し
た。生まれてきた仔は、それぞれの遺伝子型
が 25%前後となり、正常なメンデル比を示し
た（表 1）。 

Mamld1遺伝子欠損マウスは、雌雄ともに
離乳まで野生型マウスと外見上区別できず
に成長した。 
 

図1 胎仔精巣におけるMamld1遺伝子発現 
Mamld1遺伝子の発現量は、胎生中期から
経時的に増加した。 
FC: Fold Change. 

(FC) 
2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0 
12.5 13.5 14.5 16.5 18.5 
（胎生日齢） 



 
(3) 胎仔精巣の解析： 

Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣の
形態を調べた結果、正常な精細管の形成が観
察された。Mamld1遺伝子欠損マウスの胎仔
精巣は、野生型マウスと比べて違いがなく、
セルトリ細胞、ライディッヒ細胞、生殖細胞
は正常に発生・分化していた（図 2）。また、
野生型マウスと同様に、Mamld1遺伝子欠損
マウスにおいて精巣下降が認められた。さら
に、Mamld1遺伝子欠損マウスの胎仔精巣内
におけるテストステロン値は、野生型マウス
と比べて、ほぼ同等の値を示した（野生型: 
2.38±0.31, n = 4; Mamld1遺伝子欠損: 2.31
±0.30, n = 4）。 

 
(4) 男性ホルモン産生酵素遺伝子群の発現量
変化の解析： 
男性ホルモン産生への影響を調べるため
に、胎仔精巣における遺伝子発現解析を行っ
た。その結果、Mamld1遺伝子欠損マウスの
胎仔精巣において、ライディッヒ細胞特異的
に発現する遺伝子（Cyp17a1、Hsd3b1など）
の発現量が有意に低下していた（図 3）。この

時、セルトリ細胞特異的に発現している Sox9
遺伝子、ライディッヒ細胞とセルトリ細胞で
発現している Nr5a1遺伝子、ライディッヒ細
胞と生殖細胞と管周細胞で発現している Ar
遺伝子、生殖細胞特異的に発現している
Ddx4 遺伝子について発現量の変化は認めら
れなかった（図 3）。 

 
以上の成績から、Nr5a1遺伝子の調節下に
おいて、Mamld1 遺伝子は Cyp17a1 遺伝子
の発現調節を介して、テストステロン産生に
関与すると示唆される。なお、ヒトとマウス
の表現型の違いは、性分化臨界期の種差やス
テロイドホルモン生合成の主要経路が異な
ることに起因すると推測される。 
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図 2 胎仔精巣（胎生 14.5日胚）における 
免疫組織学的解析 

Mamld1遺伝子欠損マウスの胎仔精巣は、
野生型マウスと比べて違いがなかった。 
A, C, E: 野生型マウス. 
B, D, F: Mamld1遺伝子欠損マウス. 
AMH: セルトリ細胞のマーカー. 
HSD3B: ライディッヒ細胞のマーカー. 
DDX4: 生殖細胞のマーカー. 
スケールバー: 50 m. 
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図 3 胎仔精巣における遺伝子発現変化 
Mamld1遺伝子欠損マウスにおいて、ライ
ディッヒ細胞（L）特異的に発現する遺伝子
の発現量が有意に低下していた。 
FC: Fold Change. 
白色棒: 野生型マウス. 
灰色棒: Mamld1遺伝子欠損マウス. 
アスタリスク: p < 0.05. 
L: ライディッヒ細胞. 
S: セルトリ細胞. 
G: 生殖細胞. 
P: 管周細胞. 
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表 1 遺伝子型の頻度 

Female +/- (n = 49) x Male +/Y (n = 9)     
Female +/+  Female +/-  Male +/Y   Male -/Y 
 85 (25.0%)  84 (24.7%)  85 (25.0%) 86 (25.3%) 

Female +/- (n = 46) x Male -/Y (n = 14)     
Female +/-   Female -/-  Male +/Y   Male -/Y 
 82 (23.0%)  94 (26.4%)  96 (27.0%)  84 (23.6%) 

正常なメンデル比を示した。 
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