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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自に作製した胎生期／発達期アンドロゲン暴露モデルマウスを用い
て、アンドロゲンの生殖器官形成における作用点およびその発生内分泌学的意義を解明し、これらの結果を抗ア
ンドロゲン作用が疑われている化学物質の影響評価系の構築にフィードバックすることを目的としている。この
モデルマウスでは、雌性仔マウスで仮性半陰陽（内生殖器は雌性型で外性器は雄性型）の表現型を示した。また
この表現型の一部は、胎生期にフルタミドを投与することで改善された。この結果から、この表現型をエンドポ
イントすることで、生殖器官形成過程における抗アンドロゲン作用が疑われている化学物質の評価が可能になる
ことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Androgens play a major role in male sexual development. Although 
androgen-induced masculinization has been well studied, genuine role of androgens in reproductive 
development remains unclear. To study the direct effect of androgens in reproductive development, we
 generated a transgenic mouse that carries a transgene expressing EGFP-tagged 17β-hydroxysteroid 
dehydrogenase type 3 (17β3E), which converts androstenedione into testosterone, based on the 
Cre/loxP recombination (17β3ETG mouse). When 17β3ETG mice were mated with Cre-expressing TG mice, 
testosterone and dihydrotestosterone levels in the 17β3E/Cre double TG fetuses (DTG) were 
significantly higher than those of the 17β3E single TG littermates in both male and female. 
Consistent with these results, female DTG has formed male reproductive tracts in the prenatal and 
postnatal period. These results suggest that our model mice are potential tool for investigating 
genuine role of androgens in reproductive development.

研究分野：分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
昨今、問題となった内分泌かく乱化学物質

（EDC）問題においては、ホルモン作用を有
すると考えられる化学物質がヒトの性分化
等に影響を与える可能性が懸念されてきた。
哺乳類の性分化は生殖腺が精巣や卵巣に分
化する１次性決定と、生殖輸管の分化や外生
殖器の形成などを誘導する２次性決定の２
つのステージに分けられる。哺乳類の性分化
は基本的に雌への分化が“デフォルト”であ
り、ここに雄化のシグナルが入ると雄に分化
するが、１次性決定は性決定遺伝子である
Sry 等の発現により誘導され、２次性決定は
分化した精巣から産生されるテストステロ
ンにより誘導される。そのため、抗アンドロ
ゲン剤であるフルタミドを妊娠動物に投与
した場合には、雄性仔個体において精巣は形
成されるが２次性分化で形成される生殖器
に異常が見られる。一方でエストロゲンは２
次性決定がある程度進んだ段階で卵巣から
産生されると考えられており、テストステロ
ンと比較すると生殖器官形成の初期段階に
おける影響は高くないと考えられる。したが
って、胎生期や発達期におけるアンドロゲン
シグナルのかく乱は、エストロゲンのかく乱
よりも遙かに深刻な影響を与えると言える。 
一方で、ダイアジノンやフェニトロチオン

等の登録農薬やペンタフルオロオクタン酸
においては、前立腺ガン治療薬として用いら
れている強力な抗アンドロゲン剤のフルタ
ミドよりも、その作用が上回る可能性が指摘
されている[1]。しかしながら、抗アンドロゲ
ン作用に関しては適切な生物試験法が存在
しないことが問題とされており、前述の化学
物質の抗アンドロゲン作用を適切に評価し、
その作用機構を解明するためには、性分化過
程におけるアンドロゲンの作用点を明確に
することが必要不可欠である。 

 
２．研究の目的 
胎生期／発達期におけるアンドロゲンシ

グナルの生理的意義を解明するには、胎仔だ
けにアンドロゲンを暴露して考察を容易に
する必要がある。本研究では、我々が独自に
作製したアンドロステンジオンをテストス
テロンに変換する 17β-ヒドロキシステロイ
ド脱水素酵素 3 型（17β-HSD3）と EGFP の
融合蛋白質（17β3E）を Cre リコンビナーゼ
（Cre）存在下で発現するトランスジェニッ
ク（TG）マウス（17β3ETG マウス）を用い
て、性分化過程におけるアンドロゲンの作用
点の解明を試みる。 

 
３．研究の方法 
（１）実験動物 
 17β3ETG マウスは、ICR 系マウスと交配
を行うことで系統維持をした。CAG プロモ
ーター存在下で Cre を発現する TG マウス
（CAG-CreTG マウス） [2]は、大阪大学微
生物病研究所の伊川正人先生より御供与頂

き、C57BL/6J 系マウスで継投維持したもの
を用いた。17β3ETG マウスと CAG-CreTG
マウスを交配させて得られた妊娠母体内に
は、雌雄それぞれでアンドロゲン過剰暴露胎
仔（17β3E+/Cre+：DTG マウス）、非過剰暴
露胎仔（17β3E+/Cre- or 17β3E-/Cre+ or 
17β3E-/Cre-）が存在するが、本検討では
17β3E+/Cre-を陰性対象群（STG マウス）と
して用いた。マウスの飼育は、温度 23 ± 2°
C 、湿度 50% ± 10%、明期 12 時間暗期 12
時間の明暗周期下で飼育し、水と餌は自由に
摂食させ、本研究におけるすべての動物実験
は、学内での承認を得た後、十分な動物愛護
の配慮下で行った。 
 
（２）胎生期の観察 
各胎齢の胎仔を摘出し、尾からゲノムDNA

を抽出して PCR 法により遺伝子型の判定を
行った。摘出後、胎仔を 4% パラホルムアル
デヒド液にて固定後、実体顕微鏡下で観察す
るとともに、肛門生殖結節間距離 (AGD) を
測定した。包皮形成の観察は、陰茎部分につ
いて薄切切片を作成した後にスライドガラ
スに伸展させ、ヘマトキシリン・エオシン染
色を行った。その後、オイキッドにて封入し、
形態観察を顕微鏡下にて行った。ウォルフ管
とミュラー管の同定は、Pax2 を標的分子と
した whole mount in situ hybridization
（WISH）法により行った。 
 
（３）出生後の観察 

仔マウスの尾からゲノム DNA を抽出して
PCR 法により遺伝子型と遺伝的性（XX、XY）
の判定を行った。経時的に体重測定を行うと
ともにノギスを用いて、AGD の測定を行っ
た。6 週齢で屠殺し、生殖器の形態観察を行
った。 
 
（４）抗アンドロゲン剤の投与 
 フルタミドはコーンオイルに溶解し、得ら
れた妊娠母体に妊娠 9.5 日目から 10 
mg/kg/day を 10 μL の用量で妊娠 18.5 日ま
で投与した。得られた胎仔および仔マウスに
ついて、前述までの方法に従って評価を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）胎生期の生殖器官形成への影響 

胎生期の生殖器官形成への影響を中心に
検討を行った。AGD の経時的な測定を行っ
たところ、野生型の胎仔においては胎齢 15.5
日から雄で有意な伸長が見られ、明確な性差
が確認できた。また XX-DTG 胎仔において
も、胎齢 15.5 日から XX-STG と比べて有意
な AGD の伸長が見られ、妊娠期間中は
XY-STG 胎仔とほぼ同等の長さであった。さ
らに XX-STG においては胎齢 18.5 日でほぼ
完全に消失するはずのウォルフ管が、
XX-DTG では残存しており、包皮の形成も雄
型になっていた。一方で、XY-DTGは XY-STG



と比べて、特に変化は認められなかった。こ
れらの結果は、アンドロゲンは胎生期から内
生殖器の一部と外生殖器を雄性化すること
を示唆していると考えられた。 

 
（２）出生後の生殖器官形成への影響 

胎生期からの過剰なアンドロゲン曝露が
与える生殖器形成への影響について、出生後
を中心に検討を行った。AGD の経時的な測
定を行ったところ、XX 野生型仔マウスでは
出生直後からほとんど伸長が見られなかっ
たのに対し、XY 野生型仔マウスでは伸長が
見られ、42 日齢まで日を追うごとにその差が
大きくなった。一方で XX-DTG 仔マウスの
AGD は、出生直後から 20 日齢までは XY 野
生型仔マウスと同様の伸長性を示したが、そ
れ以降はほとんど伸長を示さなかった。
XY-DTG 仔マウスの AGD は野生型とほぼ同
様の伸長性であった。またこれらのマウスに
おいて、野生型-DTG 間および XX-XY 間で
体重増加の差は見られなかった。さらに 42
日齢における内生殖器について観察したと
ころ、XY-DTG 仔マウスでは特に変化は認め
られなかったが、XX-DTG 仔マウスでは陰茎
の形成の他、精巣上体および輸精管様の組織
が認められた。これらの結果から、胎生期か
らのアンドロゲン高暴露は、XX 仔マウスに
対して雌性仮性半陰陽の症状を誘導するこ
とが示された。 

 
（３）抗アンドロゲン剤投与の影響 

前項までで確認された生殖器官形成異常
に対する抗アンドロゲン剤（フルタミド）の
影響について検討を行った。胎生期における
AGD の経時的な測定を行ったところ、
XY-STG 胎仔ではフルタミド処理により
AGD が XX-STG 胎仔レベルまで減少した。
また同様に XX-DTG 胎仔においても、アン
ドロゲン曝露による伸張が XX-STG 胎仔レ
ベルまで抑制された。さらにアンドロゲン高
産生の XX-DTG 胎仔では胎齢 18.5 日でほぼ
完全に消失するはずのウォルフ管が残存し
ていたが、フルタミド処理によりこの残存が
完全にキャンセルされ、雌型の生殖輸管形成
を示した。一方で、XY 胎仔では XX 胎仔で
影響が認められたフルタミド処理を行って
も、STG および DTG ともにウォルフ管の形
成が維持されており、雄型の生殖輸管形成を
示した。これらの結果から、DTG 胎仔で認
められた AGD の伸長やウォルフ管の維持は、
アンドロゲンに依存していることが示され
た。しかし、ウォルフ管については XY 胎仔
で形成を完全に抑制できなかったことから、
アンドロゲン以外の因子がその形成に関わ
っている可能性も示唆された。  
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