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研究成果の概要（和文）：アンドロゲンの機能破綻は、先天性形成異常の１つである尿道下裂の主要要因である
と考えられる。しかし、その発症機序はほとんど分かっていない。本研究から、尿道形成過程においてアンドロ
ゲンシグナルの下流遺伝子としてMafBを同定した。さらに、MafBの下流で機能しうる遺伝子をいくつか同定する
ことができた。外生殖器伸長過程において、細胞増殖・細胞死制御は重要であるが、MafBノックアウトマウスの
解析から尿道形成には細胞増殖・細胞死制御以外のプロセスが不可欠である可能性を見出した。今後、MafBの下
流候補遺伝子の機能解析を進めることで、尿道下裂発症機序の理解が進むことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Urethral tube formation of external genitalia is androgen dependent. Defects
 of androgen signaling cause congenital anomalies such as hypospadias. However, it is not understood
 the pathological mechanisms of hypospadias and even the developmental mechanism of androgen 
dependent urethral tube formation. 
We identified MafB (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B) as a new androgen 
target gene during urethral tube formation. Cell proliferation and cell death was not dramatically 
changed in MafB KO mice. Intriguingly, we identified several candidate genes under the MafB by 
RNA-seq and ChIP-seq analyses. Further functional analyses on such downstream genes may lead to 
understand the developmental mechanism of urethral tube formation as well as the pathological 
mechanism of hypospadias.

研究分野：発生医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 外生殖器は、雌雄共通の原基（生殖結節）
から形成される。生殖結節は、男性ホルモン
であるアンドロゲン依存的に形態的性差（雄
性化）を形成する。外生殖器の雄性化におけ
るアンドロゲンの必要性は、今から５０年以
上も前に報告された。しかし、その機能およ
び標的遺伝子を含め外生殖器雄性化の分子メ
カニズムの理解はほとんど進んでいない。特
に尿道形成過程は、アンドロゲンの作用によ
り顕著な雌雄差を形成する。近年、アンドロ
ゲンシグナルの異常が主因とされるヒト先天
性疾患“尿道下裂”の発症頻度が増加の一途
をたどっている。尿道下裂は、尿道口が異所
的に開口してしまう先天性疾患で、発症率は
1/250人と高頻度であるにもかかわらず、その
発症メカニズムはほとんどわかっていない。 
２．研究の目的 
 外生殖器は、アンドロゲンにより顕著な形態
的性差（雄性化）を有する器官である。近年、
この雄性化プロセスの異常が一因とされるヒ
ト先天性疾患“尿道下裂”の発症率が増加し
ているが、その発症メカニズムはおろかアン
ドロゲンによる雄性化の分子メカニズムもほ
とんどわかっていない。私は、マウス外生殖
器形成過程おいて雄特異的に発現する遺伝子
“MafB”を見出した。興味深いことに、雄の
MafBノックアウトマウス(MafB KOマウス)は、
尿道下裂に類似した尿道形成異常を呈するこ
とがわかった。本研究は、MafB KOマウスお
よび次世代シーケンサーを用いた組織
ChIP-Seq解析を駆使し、雄特異的性差発現遺
伝子“MafB”の発現制御機構、さらに網羅的
性差エンハンサーを同定することでこれまで
わかっていなかったアンドロゲンによる外生
殖器の雄性化分子メカニズム、さらに、アン
ドロゲンシグナルの破綻が導く尿道下裂の発
症メカニズムを統合的に理解することを目的
としている。 
３．研究の方法 
①MafB は、アンドロゲンシグナルの直接的標
的遺伝子なのか？ In silico 解析により見出
した ARE（アンドロゲン応答配列）を介して
直接制御されている可能性についてレポータ
ーassay、AR 抗体を用いた ChIP-PCR により検
証した。さらに ChIP-Seq 解析から、新規アン
ドロゲン標的遺伝子群の同定を試みた。 
②雄特異的な MafB の発現制御にヒストン修
飾によるエピジェネティック制御が関与して
いるのか？H3K4me1 をはじめ各種ヒストン抗
体を用いた ChIP-seq 解析により MafB 遺伝子
周辺さらに、エピジェネティックステータス
が雌雄間で異なる領域（性差エンハンサー）
の同定を試みた。 
③尿道形成過程おける MafB の機能は何か？
MafB KO マウスを用いて、細胞増殖及び細胞

死の変化を調べた。MafB 発現細胞を FACS で
単離し、MafB KO マウスと MafB ヘテロマウス
の遺伝子発現プロファイルを RNA-Seq により
解析し、MafBの下流遺伝子群の同定を試みた。
得られた候補因子に関してリアルタイム PCR
により評価した。 
４．研究成果 
①MafB の発現制御領域に ARE（アンドロゲ
ン応答配列）が複数存在していたことから、
アンドロゲンは MafB の発現を直接制御し
ている可能性が考えられた。そこで、これ
らの ARE が実際にアンドロゲンに応答する
かを検証するため、ARE を含む MafB の発現
制御領域を単離し、レポーター assay によ
り検証した。その結果、MafB の 3’UTR を
介してアンドロゲンは、MafB の発現を制御
している可能性が見えてきた。さら AR抗体
による ChIP assay を行なった結果、ARは、
そのAREに直接結合することでMafBの発現
を制御している可能性を見出した。 
 さらに、組織を用いた ChIP アッセイおよ
び次世代シーケンサーによる ChIP-Seq 解
析を行うための DNA の断片化条件、固定法、
ライブラリ－作成法など外生殖器原基を用
いた ChIP の最適条件を検討し、最適条件を
見出すことができた。 
②雄有意な MafB の発現がエピジェネティ
ックに制御されている可能性を検証するた
め、エンハンサー領域をマークすることが
できる H3K4me1 や H3K27ac、転写が抑制さ
れている領域をマークすることができる
H3K27me3などの各種ヒストン抗体を用いて
ChIP（免疫沈降）を行った。その後、ライ
ブラリーを作成し、次世代シーケンサーに
より、アンドロゲンにより MafB の発現が誘
導されるステージのエピゲノムステータス
を網羅的に調べた。さらに、新規アンドロ
ゲンの標的遺伝子を同定するため AR 抗体
を用いて同様の実験を行った。その結果、
それぞれの性特異的に H3K27ac でマークさ
れる領域を見出し、MafB の発現制御領域に
おいても数カ所、雄特異的に転写が活性化
されている領域を見出した。この雄特異的
に活性化されている領域の配列を詳しく調
べると、器官形成に不可欠な制御因子の結
合サイトが存在することがわかった。 AR
抗体を用いた ChIP-Seq 解析から、MafB に
加え新たなアンドロゲン標的候補遺伝子を
見出した。リアルタイム PCR によるバリデ
ーションの結果、細胞周期や細胞増殖制御
に関わる因子が尿道形成過程において、ア
ンドロゲンの標的因子として機能している
可能性を見出した。 
③MafBの尿道形成過程における機能を明らか
にするため、MafB KOマウスを用いて細胞増殖
はEdUの取り込み実験により、細胞死は、 
TUNEL法により調べたが今回の実験から
は、顕著な違いを見出すことはできなかった。
よってMafBの機能は、細胞増殖及び細胞死制



御ではない可能性が示唆された。MafB KOマウ
スとMafBヘテロマウスにおけるRNA-Seq解析
から、MafBの標的候補遺伝子をいくつか同定
することができた。  
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