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研究成果の概要（和文）：ホルモン環境によって制御される、外生殖器の性分化メカニズムには未だ不明な点が
多い。本解析ではCTによる組織内部観察から、外生殖器のホルモン環境に依存したパラメータを見出すことに成
功し、マウス外生殖器の表現型を定量的に評価することが可能となった。また、胎仔外生殖器の遺伝子発現を
RNAシークエンスにより解析し、各種ホルモン投与による発現変動遺伝子を取得した。これらの研究結果は外生
殖器の発生・発達の度合いや、雌雄の性分化の度合いを遺伝子レベルで正確に評価する根拠となることが期待さ
れる。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of sexual differentiation of the external genitalia, which is 
regulated by the hormonal environment, remains unclear. In this study, we identified that several 
parameters that prescribe hormone-dependent development and morphology of external genitalia by 
computed tomography (CT) scan analysis, and were able to quantitatively evaluate the phenotype of 
the mouse external genitalia. In addition, gene expression in the fetal external genitalia was 
analyzed by RNA sequencing, and identified several differential expression genes (DEGs) which gene 
expression depends on hormonal environment during embryonic development. The results provide a basis
 for accurate evaluation of the degree of sexual differentiation between males and females at the 
genetic level.

研究分野： 発生内分泌学

キーワード： 外生殖器　アンドロゲン　性分化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
尿道下裂の発症頻度は1/200-1/300とされ、非常に頻度の高い先天性疾患である。新生児期の外性器異常は、社
会的な性の決定に関わる大きな問題であることから、正確な医学的評価と根拠を要する。本研究によって得られ
る知見は、生殖器系に係わる診断技術や治療などの医療行為を実践するための基本的知識を提供すると共に、こ
れら先天性疾患の原因解明の基礎となることが期待される。本研究によって推進される性分化や疾患に対する理
解は、性の多様性の理解にもつながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
外生殖器は、胎生期のホルモン環境に大きく依存して雌雄差が形成される。これまで、外生殖

器の性分化および性分化疾患（DSD）に関連する遺伝要因の探索は、DSD 患者と健常人、ある
いはマウスの雌雄での遺伝子発現の比較に留まっていた。しかしながら、DSD 患者と健常人の
比較では、生殖腺分化やホルモン産生に関わる比較的少数の既知遺伝子の解析が行われてきた
ため、そのような遺伝子（すなわちアンドロゲン産生に関わる遺伝子）に変異が認められない場
合、外生殖器の性分化疾患に関わる遺伝的原因の同定は困難であった。また、単なる雌雄での遺
伝子発現の比較では、アンドロゲンには応答するが形態形成には直接は関係しない多くの遺伝
子が取得されることになり、その後の解析はやはり困難であった。したがって、アンドロゲンに
よって制御される、外生殖器形成の発生プログラムに関わる（外生殖器で発現する）遺伝子の多
くが未だほとんど同定されていないのが現状である。 
また、ヒトとマウスの外生殖器の発生と構造の類似性あるいは相同性も問題となってくる。多

くのマウスを用いた研究では、外生殖器の表現型は出生前後で行われている。これは、尿道下裂
を主としたヒト外生殖器の性分化疾患の医学的な診断が出生時に行われているためである。と
ころが、ヒトとマウスの出生時の外生殖器の発生段階は、明らかに異なっているため、ヒトの新
生児における尿道下裂の典型的な症例である尿道口の異所的な開口を、マウスの出生前後の段
階おける尿道板の腹側開裂が再現していると見なすには早計である。加えて、外生殖器の表現型
解析は、そのほとんどが外観や組織染色による目視で観察が行われてきた。すなわち、外生殖器
の表現型の評価方法はこれまで不正確な定性的評価が主とされており、これまで成獣マウスの
外生殖器の形態的パラメータは未だ確立されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、外生殖器の表現型を形態・組織学的なパラメーターをとることによって連続な表

現型として定量化する。胎仔期のホルモン環境によってマウスの外生殖器が成熟後にどのよう
な形態学的変化が起きるのか、そしてそれを定量的に解析する手法の確立を目指す。また、その
表現型は胎生期のホルモン環境に依存することから、胎生期での外生殖器のトランスクリプト
ーム解析を行う。発生プログラムがアンドロゲンに大きく依存する外生殖器形成おいて、ホルモ
ン環境に応答してどのように表現型が変化するかのパターンは、遺伝的な支配を受ける。ホルモ
ン環境に依存する外生殖器の正常発生・分化及び性分化疾患に関連する遺伝子（群）を同定し、
その発生プログラムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、マウス胎生期の様々なホルモン環境（内分泌要因及び外因性の化学物質等による環

境要因）に依存した遺伝子発現解析を行い、主成分解析を行う。さらに、外生殖器の雄化の程度、
雌化の程度、さらに外生殖器の形成異常の程度を、生後 30 日齢の外生殖器の組織学的パラメー
ターを定量的に解析することによって決定する。 
アンドロゲンが外生殖器の性分化に最も影響をもたらす臨界期（Critical Time Window）は、

オスにおいて包皮が尿道板を包み込む時期の E14.5-E15.5 とされている。そこで、E14.5 及び
E15.5 に、フルタミド（Flu; AR アンタゴニスト）、プロピオン酸テストステロン（TP; 合成アン
ドロゲン）、17β-エチニルエストラジオール（EE2; 合成エストロゲン）、ビスフェノール A（BPA; 
エストロゲン作用をもつ内分泌かく乱化学物質）のいずれかを投与した。産仔の外生殖器を 30
日齢で摘出し、CT スキャンによる三次元的形態解析を利用して、成獣マウス外生殖器のさまざ
まな表現型のパラメータを測定した。各処理群から得られた測定データを比較することで長さ
や容積といった定量的な差を示し、胎仔期のホルモン環境の変化が成熟後の外生殖器にどのよ
うな影響を及ぼすかを解析した。遺伝子発現解析についても同様に、E14.5 及び E15.5 に、ホル
モンや薬剤を投与し、胎生 16.5 日の外生殖器の尿道両側間葉といわれる部分における遺伝子発
現を RNA シークエンスにより網羅的に調べた。 
 
４．研究成果 
 
（1）成獣マウスの外生殖器の表現型解析 
胎生期に上記条件の様々なホルモン環境においたマウスを生後 30 日齢まで飼育し、外生殖器

の表現型をマイクロ CT スキャンにより詳細に解析した。計測可能なパラメータを全て取得する
ことで、外生殖器自体と内部構造の定量的な表現型解析を試みた（図 1）。例えば、TP を暴露し
たメスマウスの陰核は顕著なオス様の形態を示したが、陰核のサイズは正常なオスとメスの中



間であった。また、Flu
を暴露したオスマウス
の陰茎の長さと内部の
陰茎骨のサイズは、正
常のオスマウスと比較
して有意に小さくなっ
た。雌雄共通パラメー
タの主成分分析をおこ
なった結果、正常なオ
スのプロット群と、正
常なメスのプロット群
はグラフ上で大きく離
れていた（図 2）。また
TPを投与することでオ
ス化が予想されたメス
のプロット群が正常な
メスのプロット群を逸
脱してオスに近付いて
いること、Fluや BPAを
投与することでメス化
が予想されたオスのプ
ロット群が正常なメス
のプロット群にやや近
付いていることから、
今回設定したパラメー
タの測定値によって、
正常な雌雄差のみなら
ず、TPや Flu を含む胎
仔期ホルモン投与の効
果が成獣においても確
かに見られていること
が分かった。 
 
（2）胎生期の遺伝子発現解析 
上記の表現型は胎生

期のホルモン環境に依
存する。そこで胎生期
にホルモン投与した胎
仔外生殖器の尿道両側
間葉といわれる部分に
おける遺伝子発現を
RNA シークエンスによ
り解析し、それぞれの
ホルモン投与による発
現変動遺伝子を取得し
た。例えば、正常なオ
スと Flu を投与したオ
ス、正常なメスと TPを
投与したメスをそれぞ
れ比較して 136 個の候
補遺伝子を選出した（図 3）。これらの遺伝子は今後、CROSPR/Cas9 でノックアウトすることによ
り、機能解析していく予定である。 
 
以上のように、本研究では CT による組織内部観察から、新たな外生殖器のホルモン環境に依

存したパラメータを見出すことに成功し、マウス外生殖器の表現型を定量的に評価することが
可能となった。その結果、外生殖器形成に関わる各種パラメータに影響を与える遺伝子の特定す
るためのシステムが構築できた。外生殖器の性分化に寄与する遺伝子群の情報は、外生殖器の発
生・発達の度合い、雌雄の性分化の度合い、性分化疾患の度合いを遺伝子レベルで正確に評価す
る根拠となるものとして期待できる。 
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図1. CT解析において設定した外生殖器パラメータの定義
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図2. 主成分分析により、各群に傾向をプロットした。正常なオスの群と正常
なメスの群は大きく離れていること、オス化メス群はオスに、メス化オス群
はメスに寄ることがわかる。
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