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研究成果の概要（和文）：モデル動物とヒト疾患患者の解析を通して、雌性生殖機能を調節する新たな分子機構
を明らかにすることを目的として本研究を行った。下記の成果が得られた。
下垂体ホルモンがマウス卵巣においてMamld1遺伝子の発現を制御すること、NR5A1変異による精巣形成がヒト特
異的な現象であることを見出した。さらに、多嚢胞性卵巣症候群患者における男性化の一因と不妊症患者におい
て加齢による卵の質の低下に関与する因子を同定し、子宮内膜上皮細胞におけるCD9の機能を解明した。

研究成果の概要（英文）：In order to identify missing pieces hidden in already known mechanisms of 
female reproductive function, we performed this study using a set of disease model animals and 
samples obtained from patients. Subsequently, we obtained remarkable results as followings: (1) 
Pituitary hormone regulates the Mamld1 expression in the mouse ovary; (2) The p.R92W variant of 
NR5A1/Nr5a1 induces testis formation specifically in women; (3) 11-oxygenated C19 steroids are 
clinically important as circulating androgens in patients with polycystic ovarian syndrome; (4) 
Autophagy-disrupted LC3 abundance worsens the oocyte quality with age; and (5) CD9 functions in 
regenerating the uterine epithelium.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、遺伝子機能の変化やホルモンバランスの変化が雌性生殖機能に与える影響を明らかにした。さら
に、モデル動物と疾患患者の解析を行うことで、生物種間における雌性生殖機能に与える影響の共通性と多様性
を見出した。本研究の意義として、単一遺伝子の機能低下により引き起こされる疾患発症機序の解明が挙げられ
る。本研究の成果は、性分化疾患や不妊症などの内分泌関連疾患の発症機序の解明に結び付くことが期待され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生殖機能には、複数の遺伝子と内分泌環境が深くかかわることが知られている。したがって、

遺伝子機能の変化やホルモンバランスの変化は生殖機能に影響を及ぼすと推測される。不妊症
患者において血中の性ホルモン濃度は、生体内の状態を把握するマーカーとして一般検査に取
り入れられている。しかし、単一遺伝子の機能低下に起因する性ホルモンの産生・代謝の異常
については不明な点が多い。 
われわれは、これまでの解析から、野生型マウスと比べて、Mamld1 遺伝子欠損妊娠マウス

の血中女性ホルモン（プロゲステロン）濃度は持続高値を示し、その結果として分娩遅延率が
増加することを見出した。このことは、単一遺伝子の機能低下が卵巣ステロイドの産生・代謝
の異常を介して雌性生殖機能を調節することを示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、モデル動物とヒト疾患患者の解析を通して、雌性生殖機能を調節する新た

な分子機構を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスを用いた解析 
① 過排卵処理によって性周期をそろえた非妊娠野生型マウスの卵巣を用いて、Mamld1 遺伝

子の発現解析を行った。 
② 解剖学的および組織学的な解析を行い、NR5A1 p.R92W 導入マウスの性腺の分化状態を調

べた。NR5A1 p.R92W ヘテロ導入 XX マウスの卵巣重量および産仔数を測定した。 
③ マウス子宮内膜上皮細胞と子宮内腔液中における CD9 の動態を解析した。 

(2) ヒト検体を用いた解析 
① 液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析法にて、多嚢胞性卵巣症候群患者と正常月経

女性の血中における男性ホルモン濃度を測定した。 
② 不妊症患者から回収された顆粒膜細胞を用いて、オートファジー機構に関わるタンパク質

の発現量と局在を解析した。 
③ 黄体中期（着床の最適時期）不妊症患者の子宮内腔液中における CD9 の有無を調べた。 

(3) 倫理面への配慮 
本研究は、ヒト遺伝子解析研究、遺伝子組換え DNA 実験、動物実験が含まれる。本研究は、

必要な倫理委員会における承認を得て、倫理指針を遵守して実施した。資料の管理は倫理指針
および倫理委員会の指示に従って適切に行った。 
 
４．研究成果 
(1) 非妊娠野生型マウス卵巣のステロイド産生・代謝に関与する因子の同定 

過排卵処理によって性周期をそろえた非妊娠野生型マウスでは、排卵後（排卵当日）の卵
巣に比べて、排卵前日の卵巣における Mamld1 遺伝子の発現量が有意に高値であることを見
出した。このことから、非妊娠時マウス卵巣の MAMLD1 は、下垂体ホルモンによって制御
されて、機能していると推測される。 

(2) ヒト 46,XX 精巣性性分化疾患の原因となる新たな遺伝子変異（NR5A1 p.R92W）の同定 
46,XX 精巣性性分化疾患で見られた症状（遺伝的女性が精巣を持つ）がマウスで観察され

るか否かを調べるため、患者で同定された NR5A1 p.R92W 変異を導入したマウスを作製し、
その性腺について形態学的な解析を行った。p.R92W ホモ導入およびヘテロ導入の XX マウ
スでは、卵巣から精巣への変化は認められなかった。このことから、NR5A1 変異による精巣
形成はヒト特異的な現象であることが明らかになった。また、同変異ヘテロ導入 XX マウス
の卵巣重量および産仔数は野生型と同等であった。半年を過ぎても、へテロ導入 XX マウス
の妊孕性低下は認められなかった。このことから、同変異はマウスの妊孕性に影響を与えな
いことが明らかになった。 

(3) 女性における非古典的男性ホルモン（11-oxygenated C19 steroid）の役割の解明 
11-oxygenated C19 steroid は、ヒトに存在することが近年同定された非古典的男性ホルモン

である。多嚢胞性卵巣症候群は生殖年齢女性の 10%程度に認められる疾患である。本症患者
群と正常月経女性群の血中男性ホルモン濃度を測定し、患者の男性化症状には古典的男性ホ
ルモンのみならず非古典的男性ホルモンが関与することを見出した。本症患者における非古
典的男性ホルモンの蓄積が男性化の一因であることを明らかにした。 

(4) ヒト顆粒膜細胞におけるオートファジー機能不全を招く機構の解明 
オートファジーは、ジャンク・タンパク質や機能異常を起こした細胞内小器官をリサイク

ルする機構として知られる。不妊症患者から回収された顆粒膜細胞を用いて、微小管結合タ
ンパク質であり、オートファゴソームの形成初期に働く LC3 とその前段階に関わる ATG7 の
発現量および細胞内局在を調べ、それらが顆粒膜細胞が細胞死に至ることを予測するための



バイオマーカーになり得ることを見出した。顆粒膜細胞におけるオートファジー機構の破綻
は、加齢による卵の質の低下の一因になることが明らかになった。 

(5) ヒトおよびマウスの子宮内膜再生における CD9 の機能解明 
膜貫通型タンパク質 CD9 は、エクソソームよりさらに微細な細胞外微粒子（マイクロエク

ソソーム）の構成因子として働く。マウス子宮内膜上皮細胞と子宮内腔液中の CD9 の動態を
調べ、性周期に応じた CD9 の再配置が起こることを見出した。さらに、野生型と比較して
Cd9 遺伝子欠損マウスの子宮内膜上皮細胞では、微絨毛が粗かつ短小化しており、子宮内膜
上皮細胞内のミトコンドリア数が優位に減少していた。子宮内膜上皮細胞の CD9 の再配置と
細胞外分泌が、子宮内膜上皮細胞の膜構造とミトコンドリア数に影響を及ぼし、さらに子宮
内膜の再生により内膜機能を制御することを明らかにした。 
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