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研究成果の概要（和文）：尿道下裂は胎児期の環境汚染物質曝露が原因で増加しているとされているが、ヒト集
団における因果関係は定かでない。本研究では尿道下裂と埋没陰茎患者の包皮組織を用い、化学物質曝露バイオ
マーカーのCYP1ファミリーとアンドロゲン関連遺伝子の解析を行った。尿道下裂群では埋没陰茎群に比べ、
CYP1B1が高くARが低かった。尿道下裂患者群内ではCYP1ファミリーとSRD5A2 mRNA発現に正の相関が見出され
た。また、SRD5A2のメチル化とCYP1ファミリー発現との間に負の相関が見られた。この知見は尿道下裂症患者に
対する化学的曝露を示唆しているかもしれない。

研究成果の概要（英文）：Incidence of hypospadias has been reported to increase owing to fetal stage 
exposure to environmental pollutants. However, association of chemical exposure with hypospadias is 
still controversial. In this study, using preputial tissues from patients with hypospadias and 
phimosis, we analyzed CYP1-family, chemical exposure biomarkers, and SRD5A2 and AR as androgen 
related genes. Higher expression of CYP1B1, in contrast, lower AR level were observed in the 
hypospadias groups compared to the phimosis group. Positive correlations between CYP1 family and 
SRD5A2 expression were found among hypospadias patients. Moreover, negative correlations were also 
found between the SRD5A2 promoter methylation and the CYP1 family mRNA levels in hypospadias. These 
results seems to indicate the chemical exposure to patients with hypospadias.
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１． 研究開始当初の背景 

 

本研究の最終目標は、ヒト集団における男
児外陰部異常症と化学物質曝露の関連性を
明らかにすることである。尿道下裂患者手術
時に微量採取される貴重な「新鮮包皮サンプ
ル」を利用する。回収できるトータル RNA

とゲノム DNA を用い、１）まず、曝露指標
となるバイオマーカー遺伝子群の mRNA 発
現レベルと発症に関与すると考えられる性
ホルモン関連遺伝子群の発現レベルを比較
し、発症重篤度との相関性を検討する。２）
さらに DOHaD の観点から胎児期曝露によ
る刷り込みの可能性を検討するため関連遺
伝子の DNA メチル化を測定し、曝露バイオ
マーカーとの相関性を検討することで、環境
因子によるエピジェネティックな変化が先
天奇形症に関与するか明らかにする。 

 

２． 研究の目的 

 

尿道下裂はアメリカ、オーストラリア、ヨ
ーロッパで増加しているとの報告がある
（Skakkebaek et al. 2016）。また、農薬を高濃
度で使用する集団に発症率が高いとする結
果から、この増加には内分泌かく乱化学物質
等の環境化学物質の曝露が原因でないかと
の指摘がある。実験動物では抗アンドロゲン
作用を持つ内分泌かく乱物質で生殖器器官
の異常が認められるが、ヒト集団における尿
道下裂発症と環境汚染物質の関与は定かで
ない。また、化学物質の胎仔期曝露は器官を
構成する細胞のエピゲノムを変化させ、遺伝
子の発現レベルを変化させることでホルモ
ン感受性と変化させる可能性があるが、ゲノ
ムメチル化変化に関しては報告がない。本研
究では尿道下裂患者皮膚サンプルを用いて、
多環芳香族炭化水素（PAHs）や難分解性有機
汚染物質（POPs）等の環境汚染化学物質の曝
露指標として用いられるシトクローム P450

（CYP）ファミリーの発現レベルと、動物実
験でダイオキシンにより変動の報告された
ステロイド 5α還元酵素 2型（SRD5A2）の発
現レベルならびに各遺伝子プロモーター領
域の CpGメチル化頻度を測定した。これによ
り曝露レベルと男児生殖器異常との関連性
をヒト集団において検討した。 

 

３． 研究の方法 

 

尿道下裂の包皮試料は、名古屋市立大学医
学部で採取され、国立生育医療センター研究
所でトータルRNAならびにDNAに調整した
ものを使用した。尿道下裂（n=23）、埋没陰
茎（n=16）、いずれも年齢 1 歳～14 歳。手術
時に採取した約 1mm3の表皮から Trizol で処
理した。RNAは逆転写後 CYP1A1、CYP1B1、
SRD5A2、アンドロゲン受容体（AR）、サイ
クロフィリン（CP） の mRNAコピー数をリ
アルタイム RT-PCR法で測定した。また、DNA

は定法に従いバイサルファイトゲノミック
シークエンス法で SRD5A2、AR ならびに
CYP1A1遺伝子プロモーター領域のCpGアイ
ランドを標的に DNA メチル化頻度解析を行
った。 

（倫理面への配慮）使用した包皮サンプル
は、名古屋市立大学倫理委員会(委員会番号
65)ならびに国立成育医療センター研究所の
医学研究倫理審査委員会（委員会番号 512）
で承認を得た研究課題において、被験者（保
護者）の同意を得、手術時に採取されたもの
である。また研究代表者の東京大学でもヒト
ゲノム使用の倫理審査を得て解析を実施し
た（委員会番号 G10027）。 

 
４． 研究成果 

 
多環芳香族炭化水素（PAHs）や難分解性有

機汚染物質（POPs）等の環境汚染化学物質の
曝露指標である CYP1A1 と CYP1B1、ならび
に雄性ホルモン関連の SRD5A2 と ARの
mRNAの発現を２群で測定して比較した（図
1）。その結果、CYP1A1 では尿道下裂、埋没
陰茎間で有意差はないものの、CYP1B1 が尿
道下裂患者群で埋没陰茎群より有意に高か
った（図 1B）。また、SRD5A2 の mRNAレベ
ルに差はなかったが、AR の発現が埋没陰茎
患者群で高かった（図 1D）。疾患群内の各遺
伝子の発現レベルの相関性を解析したとこ
ろ、CYP1A1 と CYP1B1には尿道下裂群、埋
没陰茎群ともに有意な相関が認められた。ま
た尿道下裂患者群でのみ CYP1B1 と SRD5A

間に相関が認められた。AR発現には尿道下
裂群、埋没陰茎群内で CYP1B1との相関は認
められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 尿道下裂、埋没陰茎皮膚サンプルに
おける遺伝子発現の違い。 

 

SRD5A2 の転写開始点上流-500～-150 には
Sp1サイトや AP4サイトなどのエレメントが
存在し、その転写の活性化に関与しているこ
とが知られている。今回調べた CpGアイラン
ドにも Sp1 サイトが存在している。この領域
内にある 19 個の CpG について解析したとこ
ろ、尿道下裂群と埋没陰茎群間で有意な差は
認められなかった。各患者の SRD5A2 遺伝子
のメチル化頻度と SRD5A2 mRNA の発現レ
ベルとの相関関係をみたところ、有意に逆相



関（P<0.001）することがわかった（図 2A）。
この逆相関傾向はCYP1A1とCYP1B1 mRNA

の発現レベルに対しても認められたが（図
2B,C）、AR mRNAの発現レベルに対しては認
められなかった（図 2D）。一方埋没陰茎群で
はいずれの遺伝子も相関性が認められなか
った。同一サンプルの CYP1A1、CYP1B1、
AR のプロモーター領域も調べたがほぼ非メ
チルであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．SRD5A2 プロモーターDNAメチル化
レベルと４遺伝子発現レベルの相関（上段：
尿道下裂、下段：埋没陰茎） 

 

SRD5A2 は外陰部の雄性化に関与し、その
遺伝子変異は雄性化の異常、マイクロペニス
や尿道下裂を引き起こし、尿道下裂とも関連
性が示唆されている（Thai et al., 2005）。
SRD5A2 はテストステロンによって誘導され
るため、1 歳から 8 歳まで血中テストステロ
ンレベルに呼応する形でヒトの包皮皮膚で
は徐々に活性が下がっていく（Theintz et al., 

1989）。今回確かに 1-2yr のほうが 2 歳児以上
より SRD5A2 レベルは高かった。一方、ダイ
オキシンの胎児期曝露で見られる外陰部発
育異常では前立腺内SRD5A2が発現上昇する
ことは報告されている（Theobald et al., 2000; 

Ohsako et al., 2001）。これらの動物では前立腺
内の CYP1A1 レベルも高く、胎児期に曝露さ
れたダイオキシン量と SRD5A2 ならびに
CYP1A1 発現レベルの間には正の相関関係が
成立する。したがってヒトにおける研究でも
前立腺を標的とした調査が妥当と思われる
が、男児外陰部奇形で成体サンプルが利用可
能なのは、血液以外ほとんどなく、手術時に
微量採取できる今回のサンプルは極めて貴
重な解析対象である。上述のように、胎児期
にダイオキシン曝露された実験動物では生
後の前立腺内SRD5A2が対照群より高くなる
が、これはテストステロンの上昇によるもの
ではなく、なんらかの他の機構で発現基底レ
ベルが上昇したことによるものと考えられ
る。Ahr の活性化は前立腺やペニスなどの男
性生殖器の発達を阻害するため、この
SRD5A2 の基底レベル上昇は代償的反応と推
測される。 

このような変化はエピジェネティック記
憶の変化によることが予想される。今回の
我々の解析結果はSRD5A2遺伝子の変化と尿
道下裂発症との関連性についてヒトの皮膚
でも化学物質によるエピジェネティックな
変化を受けるかもしれないことを示唆して
いる。 
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