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研究成果の概要（和文）：ウォルフ管発生は最も顕著な雄型形態形成を示す器官発生の一つであり、雄性形質誘導機構
を解析するための良いモデルとなる。本研究は、雄性形質誘導の分子機構を解析するために、ウォルフ管発生に着目し
て細胞増殖因子の機能とアンドロゲンによる制御機構を解析した。遺伝子改変マウスを用いた解析の結果、Shh、Fgf、
Wntシグナルがウォルフ管形態形成に必須の機能を担っていることが明らかとなった。特にWntシグナルは、アンドロゲ
ンによるWntアンタゴニストの発現制御を介してウォルフ管の雄性化に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Wolffian duct (WD) development is one of the most prominent developmental 
processes which lead to masculinization of the reproductive tract. Androgen is the most important factor 
to promote masculinization processes including WD elongation. In this study, the functions of several 
growth factor signaling and molecular mechanisms of androgen regulation were analyzed during WD 
development. Conditional knockout studies revealed that Sonic hedgehog (Shh) and Fibroblast growth factor 
(Fgf) signaling pathways play pivotal roles in WD development. In vitro culture system revealed that Wnt 
signaling regulated WD masculinization. Further analyses revealed that androgen regulates Wnt signaling 
through the suppression of Wnt antagonist expression. This study demonstrated the function of growth 
factor signaling in WD development and identified Wnt signaling as a down-stream target of androgen 
signaling.

研究分野：発生生物学、内分泌学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 多くの生物において、雄と雌を創りだす仕
組み（性分化）は生殖に不可欠であり、その
確立は種の存続に直結する最重要課題の一
つである。雄性ホルモン（アンドロゲン）は
生殖器官や二次性徴における雄の形態形成
を支配する最も重要な因子であり、核内レセ
プターであるアンドロゲン受容体（androgen 
receptor: AR）を介してその作用を現す。細
胞質でアンドロゲンと結合した AR は核内へ
移行し、転写因子として種々の共役因子とと
もに標的遺伝子の発現を制御する。野生型と
自然発生型アンドロゲン不応（tfm）マウス
を用いた古典的な組織組換え実験の結果か
ら、アンドロゲン依存的な器官の性分化にお
いて、特に間葉に発現する AR を介したアン
ドロゲンシグナルの重要性が示唆されてお
り、分泌性因子を介して上皮細胞の増殖や形
態形成などの制御が行われると考えられて
いる。この間葉-上皮相互作用を担う分泌性
因子については、EGF（上皮細胞増殖因子）
を含むいくつかの細胞増殖因子シグナルの
関与が示唆されてはいるものの、それらの雄
性化作用は不完全であり、更なる解析が期待
されている。また、アンドロゲンシグナルに
よるこれら細胞増殖因子シグナルの制御機
構は全く不明である。 
 本研究で着目するウォルフ管は、性的に未
分化な雌雄両方の胎児において形成される。
雌胎仔ではウォルフ管は退縮する。一方、雄
の胎仔においては、生殖腺の性分化を受けて
産生されるアンドロゲンの作用により、ウォ
ルフ管は伸長し、精巣上体、輸精管、精嚢へ
と分化する。ウォルフ管は AR の発現量が高
く、アンドロゲンシグナルの解析対象として
優れており、古典的組織組換え実験やアンド
ロゲン投与実験の対象として古くより着目
されてきた。しかし、アンドロゲンによる雄
性化誘導現象の作用機構や下流因子に関す
る分子遺伝学的解析はほとんど行われてい
ない。更に、ウォルフ管の伸長をはじめとし
た雄性形質誘導に本質的に関わる AR の下流
標的遺伝子は同定されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、雄性生殖管原基であるウォルフ
管の雄性化誘導における細胞増殖因子の機
能を解析するとともに、アンドロゲンによっ
て誘導される下流標的分子経路を同定し、そ
の誘導機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ウォルフ管雄性化におけるアンドロゲン
シグナルの下流遺伝子シグナルネットワー
クの同定とその誘導機構を分子レベルで解
明することを目的とし、以下の点に着目して
解析を行った。 
(1) ウォルフ管雄性化における細胞増殖因
子の機能解析：組織特異的遺伝子改変マウス
群を駆使し、細胞増殖因子シグナル経路、特

に Wnt/β-catenin、Shh（ソニックヘッジホ
ッグ）、FGF（線維芽細胞増殖因子）などに関
する組織特異的遺伝子改変マウスを作製し、
ウォルフ管発生におけるそれぞれの細胞増
殖因子の機能を個体レベルで解析した。 
(2) ウォルフ管雄性化における新規アンド
ロゲン標的因子の同定：野生型雄マウス胚と
AR KO（ノックアウト）雄マウス胚のウォル
フ管を用いた DNA マイクロアレイによる発
現比較の結果から、特に発現変動の大きかっ
た遺伝子群に関して、AR による発現制御解
析とその雄性化における機能解析（器官培養
での阻害剤投与実験）を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究では遺伝子改変マウスを用いた解
析から、Shh、FGF、Wnt シグナルの雄性生殖
輸管形成における機能を明らかにした。その
中でもWntシグナルはアンドロゲンによるア
ンタゴニストの発現制御を介してその機能
が調節されている可能性が示唆された。これ
はアンドロゲンによる雄性形質誘導と細胞
増殖因子の機能を相互に結びつけうる新規
の雄性化誘導制御機構である。本研究で得ら
れた知見は、雄性生殖輸管系のアンドロゲン
依存的/非依存的形態形成メカニズムを考察
するうえで極めて重要な知見を与えると考
えられる。 
 一方で、細胞増殖因子のアンドロゲン非依
存性のウォルフ管発生における重要性の発
見は、研究開始当初予期していなかった知見
である。本研究における解析により、初期ウ
ォルフ管形成異常が雄性生殖輸管の形態形
成に与える影響が明らかになるとともに、ヒ
ト先天性腎尿路異常（CAKUT）などの病態に
おける細胞増殖因子関連遺伝子の関与を示
唆する重要な知見が与えられたと考えられ
る。以下にそれぞれの具体的な研究成果の詳
細を記す。 
 
(1) ウォルフ管雄性化における細胞増殖因
子の機能解析 
① Shh は精巣輸出管形成を制御する 
 Shh はウォルフ管上皮と、ウォルフ管に沿
って形成される、精巣輸出管原基の中腎細管
上皮に発現する。Shh KO マウス胚を解析した
結果、中腎細管の過形成と精巣輸出管の形成
異常を示すことがわかった。このことより、
Shh は正常な精巣輸出管形成に必須であると
考えられた。一方で、ウォルフ管上皮特異
的・中腎細管上皮特異的 Shh KO マウス
（Hoxb7-Cre;Shhflox/-、Sall1CreERT2;Shhflox/-）
はともに、正常な精巣輸出管発生を示した。
ShhCreERT2/floxマウスを作製し、胎生 7.5 日齢
（E7.5）、E8.5 または E9.5 において時期特異
的に Shh 遺伝子をノックアウトし、解析を行
った結果、E8.5 で遺伝子組換えを誘導した場
合にのみ Shh KO マウスと同様の中腎細管の
過形成が観察された（図 1）。このときの Shh
の発現様式から、正中構造（脊索、神経管）



に発現するShhが正常な精巣輸出管発生を制
御していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② Fgf シグナルはウォルフ管上皮の細胞増
殖を部位特異的に制御する 
 ウ ォルフ管上皮特異的 Fgfr2 (Fgf 
receptor 2) KO マウスを解析したところ、ウ
ォルフ管発生の初期（E12.5）において上皮
の退縮と管の途絶を示した（図 2）。このとき、
ウォルフ管上皮特異的 Fgfr2 KO マウス胚で
はコントロール胚に比べ、ウォルフ管尾部領
域における細胞増殖が著しく低下していた。
この細胞増殖の低下はその他の領域では検
出する事ができなかった。このことから、Fgf
シグナルは管上皮の維持に必須であると考
えられた。一方で、ウォルフ管上皮の Fgf シ
グナルが雄性化に直接関与することを示唆
するデータは得られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ウォルフ管雄性化における新規アンド
ロゲン標的シグナル経路の同定と制御機構
解析 
 野生型雄マウス胚と AR KO 雄マウス胚のウ
ォルフ管におけるDNAマイクロアレイからウ
ォルフ管雄性化に関与し得るシグナル経路
候補を同定し、ウォルフ管の器官培養系にそ
の阻害剤を添加し、雄性化（ウォルフ管の伸
長と屈曲）への影響をスクリーニングした。
その結果 canonical または non-canonical 
Wnt シグナル経路の阻害はアンドロゲンによ
るウォルフ管の雄性化をいずれも顕著に抑
制することがわかった（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、アンドロゲン受容体拮抗薬の母獣投
与によって雄胎仔ウォルフ管間葉における
WntアンタゴニストSfrpの発現上昇が確認さ
れた。また、器官培養系においてもアンドロ
ゲンシグナルを阻害すると Sfrp の発現上昇
が確認されたため、アンドロゲンは Sfrp の
発現制御を介してWntシグナルを制御してい
る可能性が示唆された。アンドロゲンによる
Sfrp の発現制御機構を調べるために、in 
silico プロモーター解析を含む様々な解析
を行ったが、AR による Sfrp の発現制御は直
接では無い可能性が示唆された。 
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