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研究成果の概要（和文）：われわれが得た成果は以下の項目である。
①今回はLC/MSMS法を用いて、正常新生児の臍帯血におけるfrontdoor pathway・backdoor pathway両方の一斉分析を行
った。胎児期から新生児期にかけての男性ホルモン産生経路を中心としたステロイドプロファイルを明らかにした。胎
児期から新生児期における男性ホルモン産生機序はいまだ不明な点が多く、性分化研究における重要な結果である。②
これまでに集積した日本人男児・成人男性、性分化異常症症例の末梢血DNAを使用し、ESR1遺伝子のイントロン内微小
欠失頻度を解析し、この欠失がエストロゲン効果の感受性亢進を招くことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）： We gained the two new insights by this grant. First, we performed steroid 
profiling of umbilical cord blood from normal now borns by LC-MS/MS-based method. Given that there are 
still some unclear points of androgen generation during fetal period, those results are quite important 
for research on gonadal sex differentiation. Second, we analyzed the frequency of a 2244 base pair 
deletion within intron 6 of the ESR1 gene that is the significant gene modification involving increased 
sensitivity to estrogenic endocrine disruptors. We identified that this deletion has recessive effect on 
male genital abnormalities. Furthermore, the number of subjects involving with this deletion was higher 
in normal adult male group than in normal boy group, indicating that the sensitive subjects to estrogenic 
endocrine disruptors tended to to be born with normal genitals during past decades when the level of 
endocrine disruptors was low.

研究分野： 新生児学　先天奇形症候群
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1. 研究開始当初の背景 
 近年、種々の先天奇形が増加している
という疫学的データが日本や欧米諸国か
ら報告され、大きな社会的問題となって
いる。特に、男児尿道下裂の増加に関し
ては、本邦および欧米において明瞭なデ
ータが報告されている。 
これらの現象に共通する原因として、環
境化学物質なかでも内分泌撹乱物質の影
響が強く推測されている。大部分の内分
泌撹乱化学物質が有する女性ホルモン効
果は、抗男性ホルモンとして働き、男性
化を障害する重要な原因の１つであると
推測されている。このことは、 内分泌撹
乱物質として作用しうる環境化学物質の、
国内および欧米諸国での生産量・排出量
が近年急激に増加している事実とも整合
する。 
 胎児の環境化学物質曝露において、懸
念すべき事は、曝露量の増加に伴い遺伝
的に脆弱な個体において様々な先天奇形
の発症頻度が増加することである。これ
に関して、エストロゲン受容体α遺伝子
における特定のハプロタイプ（遺伝的に
連鎖している多型の組み合わせ）のホモ
接合体を有する個体が、停留精巣及び尿
道下裂の発症の危険群であるという結果
が報告されている(Yoshida, Ogata,（連携
研究者）et.al. J Clin Endocrinol Metab 
2005)。これは、内分泌撹乱物質に対する
感受性が高い個体、言い換えれば遺伝的
に脆弱な個体群が存在する事をしめす重
要な結果である。 
 以上より、性分化異常症とくに外性器
の男性化障害との関連を、個々の遺伝的
な背景と化学物質暴露量の両方から複合
的に検証することが重要となってくる。 
 
2. 研究の目的 
 本研究の具体的な目的は以下の４点で
ある。研究の進行にともない、研究当初
の目的に追加項目が加わった。 
 正常新生児における肛門性器間距

離(anogenital distance)の測定を行う。
諸外国からのデータの報告はある
が、日本における報告は極めて少な
い。 

 母体尿、臍帯血の環境化学物質の一

斉分析を行い、暴露量を決定する。 
 環境化学物質に対する感受性に関

与する遺伝子多型を調べる。 
 性分化において、胎児期のステロイド
代謝は重要である。胎児期を反映する、
臍帯血における性ステロイドプロフ
ァイリングを行う。 

  環境ホルモンの感受性に強く関与する
エストロゲン受容体α遺伝子 ESR1 の
第７イントロンから同定された微小
欠失について、尿道下裂の発症に関与
することを明らかとする。 

3. 研究の方法 
 浜松医科大学医学部附属病院において、
妊娠が判明した妊婦ならびに出生した児
を対象とする。サンプル収集を計画立て
て実施できる予定帝王切開となるケース
を主たる対象とする。研究開始当初は、
妊娠判明時にリクルートすることを計画
していたが、診療のながれなどから困難
であり、途中で、リクルートのタイミン
グを、予定帝王切開のために入院した時
に変更した。母体の尿、臍帯血、胎盤を
対象のサンプルとした。 
 解析表現系としては、外性器の状態、
男女の肛門性器間距離の計測を評価する。    
臍帯血における、性分化関連ホルモン
（IGF1、IGF2、LH、FSH）の測定およ
び、ステロイドプロファイリングを行う。
ス テ ロ イ ド プ ロ フ ァ イ リ ン グ は
LC/MSMS にて行う。 
 これまでに集積した日本人男児・成人
男性、性分化異常症症例の末梢血 DNA
を使用し、エストロゲン効果の感受性亢
進を招く ESR1 遺伝子の構造的変化であ
る。ESR1 遺伝子イントロン内の微小欠
失を解析した。この微少欠失を特異的に
同定するプライマーを設計し、PCR 産物
のサイズをキャピラリーシークエンサー
にて解析した。 
4. 研究成果 
 現在もリクルートを継続しており、肛
門性器間距離、環境化学物質量解析、臍
帯血中の性ホルモン解析は、データ集積
および解析中である。外陰部の測定デー
タは約２５０人分、母体尿・血液、臍帯
血、臍帯、児の尿のサンプルは、約５０
人分である。 



 本研究における研究終了時の成果は以
下の２点である。 
1. 臍帯血におけるステロイドの一斉分

析を行った。通常のアンドロゲン産生
経路を frontdoor pathway（テストス
テロンから強力な男性ホルモンであ
るジヒドロテストステロンを産生す
る）と呼ぶが、胎児期やある一定の病
的な状態ではテストステロン産生を
介さず、ジヒドロテストステロンを産
生 す る 経 路 で あ る backdoor 
pathway が作動することが知られて
いる。今回は、もっとも精度のよい
LC/MSMS 法を測定法として採用し
た。これまでヒトにおける臍帯血のス
テロイドプロファイリングは行われ
ておらず、性分化研究において極めて
重要な成果である     (Figure 1) 

2. 日本人正常対照を用いた世代間の頻
度解析において、微小欠失を有するも、
正常にとどまる個体数は、正常男児群
において、正常成人男性と比べて有意
に少なかった。このことは環境化学物
質に感受性を有する個体において、そ

の暴露量が増加した現代のほうが、か
つての低い暴露量であったときより
も、性分化異常を発症しやすくなって
いることを示している (Table1)。 

  また、ESR1 における微小欠失は、
日本人の日本人男児において、劣性の
効果（ホモのときのみ効果を発揮す
る）を仮定したときに、尿道下裂の発
症と有意な相関を示すことを見出し
た (Table2)。 
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Figure 1 

Table 2 ESR1 microdeletion analyses in boys with hypospadias in a Japanese population
Genotyping [n,(%)] homo hetero wild
HS (n=78) 14 (17.94) 32 (41.03) 32 (41.03)
NC (n=92) 3 (3.26) 36 (39.14) 53 (57.60)
<Asspcoation of ESR1 microdeletion genotype with phenotype>

P -value OR (95% CI) P -value OR (95% CI) 
HS vs. NC 0.031 1.92 (1.06–3.60) 0.00147 6.49 (1.79–23.52)
 HS: hypospadiac boys; NC: normal control boys; OR: odds ratio; CI: confidential interval  

Dominant mode Recessive mode 

Table 1 Genotype frequency of ESR1 microdeletion in Japanese boys and adult men
Genotyping [n,(%)] homo hetero wild
Boys  (n=98) 3 (0) 36 (53.84) 59 (46.15)
Adult men  (n=31 26 (3.75) 141 (27.50) 144 (68.75)  
<Asspcoation of ESR1 microdeletion genotype with phenotype>

Dominant mode 
P -value P -value

 Boys vs. Adult m 0.016 0.074
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