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研究成果の概要（和文）：組織発生において、各組織特異的プロモーター領域の重要性が注目されている。本研究では
、外性器形成障害の代表的疾患である尿道下裂を対象にゲノムワイド解析を行い、遺伝子およびプロモーター領域の両
面から外性器形成メカニズムを包括的に解明することを本研究の目的とした。その前提として、より特異的な疾患であ
る、46,XX精巣性DSD (Disorders of sex development；性分化疾患) を対象とした研究を行った。その結果、X染色体
長腕、SOX3遺伝子の上流566kbの領域にコピー数増加を確認できた。同部位はSOX3遺伝子のプロモーター領域の可能性
が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The importance of tissue-specific promoter region is now attracting attention in 
the field of developmental biology. In the present study, we aimed to elucidate the developmental 
mechanisms of external genitalia comprehensively through genome-wide analyses of gene mutations in the 
patients with hypospadias, as the typical developmental disorder of external genitalia. First, we 
investigated the genomic structures in the patients with 46,XY testicular DSD (Disorders of sex 
development). As a result, we detected copy number variation at the upstream 566kb genomic region of SOX3 
gene at Xq27.1. We estimated this regions as specific promoter region of SOX3 gene during testicular 
development.

研究分野：泌尿器科学
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１．研究開始当初の背景 
外性器の形成には、複数の遺伝子が関与し
ており、ノックアウト動物を用いた機能解析
が進められている。しかしながら、実際の外
性器異常症例において、こうした遺伝子変異
が認められるのは一部に過ぎず、大多数の症
例では原因不明である。一方、最近になって
精巣特異的に働くプロモーター領域が存在
し、同一の遺伝子であっても組織によって異
なる発現制御を受けることが報告された。そ
のため、従来のように遺伝子機能のみを解析
するのではなく、その発現制御機構を明らか
にすることが重要な課題となっている。また、
個々の症例におけるばらつきを説明する上
で、疾患発生に特異的な SNP 解析が行われ
るなど、ゲノム DNA を対象とした解析は非
常に重要となってきている。 
外性器形成障害の代表疾患である尿道下
裂の原因遺伝子として、(1) アンドロゲンお
よび関連遺伝子群（SRD5A2、MAMLD1 ）、
(2) エストロゲンおよび関連遺伝子群
（ESR1/2, ATF3 ）、(3) FGF, BMP, HOX, 
WNT などホルモン非依存性遺伝子群、が同
定されている。しかしながら、外性器形成に
特異的なプロモーター領域については、いま
だ明らかにされていない。 
私たちは、外性器・内性器の先天異常につ
いて診療を行う一方、病態生理について基礎
研究を進めてきた。すなわち、尿道下裂の新
たな術式や治療アルゴリズムの開発を行う
とともに、病態解明にむけて精力的な研究を
進めている（Hayashi Y, Kojima Y et al. 
Urology. 2010；Kurokawa S, Hayashi Y et 
al. BJU Int. 2011）。さらに、性分化に関わ
る因子のヒトにおける発現変化（Mizuno K, 
Hayashi Y, et al. Urology, 2010）、始原生殖
細胞の発生機序（Mizuno K, Hayashi Y, et al. 
Mol Reprod Dev., 2006）、精巣組織の分化・
成熟機構（Kojima Y, Mizuno K, Hayashi Y 
et al. Urology., 2009）、精子形成メカニズム
（Mizuno K, Kojima Y, Hayashi Y et al. 
Urology., 2011）、などのテーマについても基
礎的研究を行ってきた。 
近年の分子生物学の発展により、古典的な
セントラルドグマで説明のつかない遺伝子
発現調節機構が次々と発見されている。これ
には、DNA メチル化やヒストンタンパク質
修飾といったエピジェネティックな遺伝子
発現調節や、わずか 20 塩基ほどの small 
RNA による micro RNA 発現調節機構が挙
げられる。また、疾患の発症しやすさ・薬剤
に対する応答性といった、これまで「体質」
として片付けられてきた個体差が、遺伝子多
型や DNA コピー数の違いというゲノムの差
異という観点から説明されようとしている。
こうした背景には、ヒトゲノムプロジェク
ト・国際 HapMap プロジェクトといった大
規模データベースの構築や、コンピュータ処
理能力の向上、次世代シーケンサーの登場と
いった技術的な進歩が挙げられる。 

現在私たちは、精巣の発生過程を解明する
ため、遺伝子そのものに加え、プロモーター
領域の解析をゲノム全体にわたって行って
いる。その結果、X染色体上の特定領域に精
巣発生に関わるプロモーター領域を同定す
ることができた（投稿準備中）。このような
ゲノムワイド解析手法は、個々に遺伝子機能
解析を行う手法に比べ効率的であり、遺伝子
コード領域以外の情報も得ることが可能で
ある。 
こうした研究手法をさらに発展させ、外性
器障害の代表的疾患である尿道下裂につい
ても、ゲノム DNA 全体を解析することによ
って、疾患特異的な変化を捉え、遺伝子だけ
でなくプロモーター領域を含めた、外性器形
成メカニズムを包括的に解明することがで
きるのでは、という着想に至った。 
 
２．研究の目的 
組織発生において、各組織特異的プロモー
ター領域の重要性が注目されている。本研究
では、外性器形成障害の代表的疾患である尿
道下裂を対象にゲノムワイド解析を行い、遺
伝子およびプロモーター領域の両面から外
性器形成メカニズムを包括的に解明するこ
とを本研究の目的とした。その前提として、
より特異的な疾患である、46,XX精巣性DSD 
(Disorders of sex development；性分化疾患) 
を対象とした。本研究では、Y染色体を持た
ないにも関わらず精巣が発生したこれらの
症例の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
名古屋市立大学病院で診断・治療を行った、

46,XX 精巣性 DSD 症例について、(1) 手術
時に採取した精巣組織を、正常男性核型
（46,XY）を持つ精巣組織を比較した。遺伝
子 発 現 差 を 検 討 す る た め に
PCR-Subtraction 法を用いた。(2) ゲノム
DNA構造の変化について46,XX精巣性DSD
症例の 4 例について、CGH アレイ解析を行
い共通の遺伝子コピー数変化が見られる領
域を探索した。 
 
４．研究成果 
(1) XY精巣と XX精巣所見（下図） 

手術時に生検した精巣組織所見では、XX 精
巣でも精細管を有しており、精子形成細胞を
認めた。それぞれの組織から mRNA を抽出
し PCR-Subtraction 法で発現差のある遺伝
子を探索したところ、XX 精巣で高発現する
ROCK1遺伝子を同定することができた。 
 



ROCK1 はセルトリ細胞に発現していること
を免疫染色で明らかにした。機能解析を行う
ため、セルトリ細胞培養株である TM4 を用
い、ROCK1選択的阻害剤である Y-27632を
投与したところ、SOX9遺伝子発現が有意に
低下していた（下グラフ）。 

このことから、ROCK1 は SRY 非存在下に
SOX9遺伝子を活性化させることが示唆され
た。 
(2) 4例の 46,XX 精巣性 DSD症例の末梢血
からゲノム DNAを回収し、CGHアレイ解析
を行ったところ、X 染色体上の Xq27.1 領域
にコピー数増加を認めた（下図）。 

この領域は、SOX3遺伝子の上流 566kbであ
り、SOX3遺伝子のプロモーター領域である
可能性が示唆された。SRY非存在下で、SOX3
遺伝子が高発現することで、精巣発生にかか
わるカスケードが活性化されることが示唆
された。 
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