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要旨 

 

 外生殖器は生物にとって、効率的な交配による体内受精を成し遂げるために必須な

器官である。生物が様々な環境に適応して種を維持する過程で、外生殖器の形態を多

様化させてきたものと推測される。しかし、これまで外生殖器の発生過程における研

究についての報告例は少ない。この約 15 年の間に、遺伝子改変マウスを用いた解析か

ら、外生殖器の発生過程が分子レベルで解明されつつあるが、他の動物種との比較解

析が行われておらず、マウスに限定された分子メカニズムである可能性を否定できて

いない。そのため、多様な形態をもつ雄性外生殖器の形態形成について、生物種を越

えて共通して働く分子メカニズムを解明するためには、げっ歯目を用いた解析だけで

は不十分である。したがって、げっ歯目以外の動物の外生殖器を解析することにより、

初めて哺乳類の雄性外生殖器の形態形成におけるメカニズムの共通性を明らかにし、

種特異的な部分を特定することが可能になると考えられる。 

 本研究では、哺乳類に共通した雄性生殖器の形成・発育の分子基盤と疾患発症にお

けるその破綻について解明することを目的とし、雄性外生殖器形成に関わる段階を男

性ホルモン非依存的ステージと依存的ステージに分けて遺伝子発現解析および形態学

的解析を試みた。前半では、マウスにおいてすでに関与が報告されている遺伝子群を

手がかりにして、スンクス外生殖器原基における遺伝子局在を検討し、後半では、ヒ

ト先天性疾患から変異が同定された遺伝子の男性ホルモン産生における役割について、

遺伝子改変マウスを用いて解析を行った。 

 マウス外生殖器原基の伸長過程で機能していることが報告されているFgf8遺伝子と、

尿道形成過程で機能していることが報告されている Shh 遺伝子について、スンクス外

生殖器原基における発現領域を調べ、外生殖器原基の発生過程における細胞増殖因子

群の役割について解析した。その結果、スンクス外生殖器原基におけるこれら遺伝子



 

の発現様式とマウスで報告されている遺伝子の発現様式は極めて類似していることが

明らかになった。このことから、マウスとスンクスで共通した複数の遺伝子は、生物

種を超えて外生殖器原基の形態形成を制御していることが推測される。続いて、成獣

スンクスの雄性外生殖器について形態学的に詳細な解析を行った。その結果、スンク

ス雄性外生殖器の背側には骨格筋が存在すること、これまでスンクスのように骨格筋

が陰茎内を通っている生物種の報告はないこと、陰茎は角化した数多くのとげで覆わ

れていることを見出した。外生殖器におけるこれら形態学的特徴から、その形成には

男性ホルモンの関与が示唆される。 

 つぎに、男性ホルモンの雄性外生殖器における役割に着目して研究を行った。従来

の研究から、胎生期において男性ホルモンは外生殖器原基の形態の雌雄差および尿道

形成に関与することが推測されており、男性ホルモン産生量および分泌量の減少は外

生殖器の女性化や尿道形成異常（尿道下裂）を引き起こすと考えられている。

Mastermind-like domain containing 1（MAMLD1）は、ヒトにおいて尿道下裂責任遺伝子

として発見された遺伝子である。MAMLD1 変異が尿道下裂を招く機序は不明であり、

MAMLD1 の生体内機能はわかっていない。我々は、胎生中期から後期のマウス胎仔精

巣で Mamld1 遺伝子の mRNA 発現量が経時的に増加することを見出し、この発現量の

上昇が男性ホルモン合成増加と一致することを明らかにした。そこで、Mamld1 遺伝子

欠損マウスを作製し、胎生期精巣のステロイドホルモン産生における Mamld1 の役割

の解明を試みた。その結果、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣において、ライディ

ッヒ細胞特異的に発現する遺伝子（Cyp17a1、Hsd3b1 など）の mRNA 発現量が有意に

低下していることを明らかにした。しかし、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣の形

態および胎仔精巣内のテストステロン量は野生型マウスと比べて違いがなく、Mamld1

遺伝子欠損マウスは尿道下裂を示さなかった。ただし、これまでに培養細胞を用いた

ノックダウン実験の解析から、Mamld1 遺伝子の発現低下は男性ホルモン産生細胞にお



 

いてストステロン産生量の減少とホルモン産生関連酵素である Cyp17a1 遺伝子の発現

量低下を招くことを明らかにしている。以上の結果を総合すると、MAMLD1/Mamld1

は、マウスやヒトに共通して、胎生期精巣におけるライディッヒ細胞特異的に発現す

る遺伝子の発現調節を介して、ステロイドホルモン産生に関与することが推測される。 

 本研究により、男性ホルモン非依存的な時期では、Fgf8 や Shh などのサイトカイン

がマウスおよびスンクスの外生殖器原基の発生過程に共通して機能していることが示

唆される。さらに、男性ホルモン依存的な時期では、Mamld1 が胎生期精巣において男

性ホルモン産生酵素遺伝子群の発現を制御することを見出し、男性ホルモン産生に関

与する新たな分子機構が明らかになった。 
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【序論】 

 

 脊椎動物における性決定は、遺伝的性決定（受精時における性染色体の組み合わせ

に依存）と遺伝的支配を受けない環境による性決定（爬虫類の卵が置かれた温度に依

存）に分けられる(1, 2)。遺伝的性決定をする動物種の中で、哺乳類の多くは雄へテロ

型（XY 型）であり、ヒトでは男性が 46,XY、女性が 46,XX として、性染色体の配分

により性が決定される(3)。ヒトの性腺は、男女に共通した未分化性腺として形成され

た後、性決定遺伝子として知られる Y 染色体上の SRY 遺伝子が発現するとき胎生期精

巣へ、発現しないとき胎生期卵巣へと分化する(4)。それに対して、精管や外生殖器は、

性腺の性分化から遅れて、胎生期精巣が形成された後、そこから分泌されるホルモン

の有無に依存して分化する。すなわち、胎生期には雄にも雌にもウォルフ管とミュラ

ー管と呼ばれる二組の生殖管が存在しており、その後の初期の性分化にともない雌雄

特有の形態へと分化していく(5-7)。ミュラー管は、セルトリ細胞から分泌される抗ミ

ュラー管ホルモンが存在するときには退縮し、存在しないときには子宮・卵管・膣上

部へと分化する。一方、ウォルフ管は、ライディッヒ細胞から分泌される男性ホルモ

ンの一つであるテストステロンに暴露されたときには精巣上体・輸精管・精嚢に分化

し、暴露されないときには退縮してしまう。外生殖器も同様に男性ホルモンの影響を

受け、男性ホルモンが機能するときには雄性外生殖器である陰茎および陰嚢に分化し、

機能しないときには雌性外生殖器である陰核・陰唇へと分化する(8, 9)。以上のことか

ら、哺乳類の外生殖器の性分化は、大きく二つのステージに分類される。一方は男性

ホルモン非依存的ステージ、もう一方は男性ホルモン依存的ステージであり、内生殖

器と同様に、外生殖器も発生段階はこの二つのステージに分けられる。 

 外生殖器は、四肢と同様に形態の多様性がある付属器官の一つに分類される(10)。外

生殖器は、多くの生物種において次世代に遺伝子を伝えるという生殖メカニズムのた
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めに極めて重要な器官である。また、哺乳類は、脊椎動物の中でも形態的に複雑な構

造をした外生殖器を有しており、種を維持する過程で効率的に子宮内へ精子を運搬す

る道具として、外生殖器の形態を多様化させてきたと考えられている(11, 12)。結果と

して、外生殖器の形態の多様性は、種特異的な生殖戦略の一端を担っているとも考え

られる。つまり、遺伝的にみた場合には近縁種であっても外生殖器の形態が異なった

場合は、生殖行動が制限されてしまうことから、外生殖器の形態変化は種内変異から

種分化への変遷にとって必要な過程であると推測される(13)。 

 最近の分子生物学、分子発生工学の飛躍的な進歩により、モデル動物を用いた遺伝

子改変法であるエレクトロポレーションやウイルスベクターによる変異遺伝子の導入

法が確立された。さらにノックアウトおよびトランスジェニックマウスを用いた解析

から、器官形成を制御する分子メカニズムが数多く明らかにされてきた(14)。その結果、

器官原基の発生はいくつかの過程に分けられることがわかってきた。まず、第一に器

官の伸長を始めるという隆起開始の過程、第二にそれに引き続いて器官内での伸長反

応が誘導される過程、第三に器官内での組織分化が起こる過程である。これらの過程

には、形態形成に必要な相互作用、すなわち、上皮間葉相互作用が存在する。外生殖

器原基の発生では、男性ホルモンに非依存的ステージとして隆起開始過程と伸長過程、

男性ホルモン依存的ステージとして雌雄差が現れる過程が知られており、陰茎や陰核

などの雌雄特有な形態の形成、尿道の形成は男性ホルモン依存的な過程に含まれる(8, 

15, 16)。 

 本研究のテーマである外生殖器の研究は、外生殖器と四肢発生における共通点を出

発点としている。今までの研究成果として、四肢や歯といった付属器官の発生過程で

重要な因子として知られている Fibroblast growth factor（Fgf）遺伝子群、Sonic hedgehog

（Shh）遺伝子、Bone morphogenetic protein（Bmp）遺伝子群などが、マウス外生殖器

原基にも発現しており、外生殖器形成に関与していることを見出している(17-19)。Fgf8
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遺伝子は四肢形成初期から発現が認められ、四肢の原基である肢芽形成とともに外胚

葉性頂堤（AER: apical ectodermal ridge）全域で強い発現がみられるようになり、やが

て発現が消失する(20, 21)。このことから Fgf8 遺伝子は四肢形成のごく初期に、体幹か

らの伸長過程に機能していると考えられている(20, 21)。Fgf10 遺伝子は遺伝子発現解

析に基づき(22)、脳、肺、および四肢の発達の調節因子として機能することが推測され

ている。1998 年に Fgf10 遺伝子欠損マウスが作製され、このマウスは肺が形成されな

いために出生時に死亡すること、四肢が完全に欠損していることが報告された(23, 24)。

さらに、現在までに、Fgf10 遺伝子は四肢、肺はもちろん、前立腺、乳腺などの発生に

おいて重要な働きをしていることが報告されている(25, 26)。Shh 遺伝子は、ショウジ

ョウバエの変異体により報告されたヘッジホッグ（Hedgehog）遺伝子の脊椎動物のホ

モログであり、分泌型タンパク質をコードする(27)。現在までに、Shh 遺伝子はヘンゼ

ン結節、脊索、肢芽の極性化領域、脳の腹側の神経上皮、肺、歯、毛の原基上皮に発

現し、それぞれの器官の形態形成において重要な因子であることが報告されている

(28-31)。 

 マウス外生殖器原基の初期形成過程で発現している四つの遺伝子（Fgf8、Fgf10、Shh、

Bmp4）を中心にして、主に研究が進められてきた(17-19)。また、これまでに生殖器原

基の発生過程における機能を解析するため、遺伝学的手法やビーズ移植などによる実

験発生学的手法を取り入れた生殖器原基の器官培養系が開発された(17-19)。その培養

系および遺伝子欠損マウスを用いた解析から、遠位尿道板上皮（DUE: distal urethral 

epithelium）で発現している Fgf8 遺伝子は、外生殖器原基の間葉性遺伝子の発現を制御

して、外生殖器原基の伸長過程に関与すること(17)、Fgf10 遺伝子欠損マウスや Shh シ

グナリングが破綻したマウスの外生殖器原基は尿道下裂を示すことから、Fgf10 遺伝子

および Shh シグナリングは外生殖器の尿道形成過程において重要な役割を果たすこと

が報告されている(17, 18)。このようにマウスを用いた解析から、外生殖器形成の分子
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メカニズムの一部が明らかになったとは言え、形態が多様である外生殖器の形態形成

の分子メカニズムを解明するためには、マウスを用いた解析だけでは不十分である。

そこで、複数の動物種での外生殖器の形態比較や発生過程における遺伝子の発現様式

の相違について検討するために、進化的に最も原始的な哺乳類とされる食虫目に属す

るスンクス(32-34)に注目した。スンクスは今から約 30 年前に日本で実験動物化された

食虫目では唯一の小型哺乳類である(35, 36)。このように系統学的に離れた位置に存在

する動物種を用いて形態学的・分子生物学的な解析を行うことは、哺乳類の様々な器

官が最終的に呈する形態や機能の種特異性の中に存在する共通メカニズムを理解する

上で必要不可欠である。また、ヒト疾患の発症メカニズムが動物種としての特異性の

部分が原因になっているのか、または動物種を越えて共通したメカニズムの破綻が原

因になっているのかといった疑問についても新たな知見が得られる可能性がある。 

 ヒトに関して言えば、近年、停留精巣や尿道下裂など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、社会的問題となっている(37-39)。

その中でも、尿道下裂は、外生殖器腹側の発育異常により正常な尿道が形成されない

症状であり、出生男児の約 250 人に 1 人の割合で認められる頻度の高い性分化疾患で

ある(38, 40)。尿道下裂患者の中で、特異的遺伝子診断がなされる症例はごく少数であ

り、本症の発症メカニズムには機能未知でかつ複雑なシグナル伝達経路の遺伝的因子

が関わっていることが推測されている。 

 今までの研究から、正常な尿道形成は、胎生期において外生殖器原基の腹側に存在

する尿道溝が、間葉の分化にともない深くなり、その後、陰茎内に取り込まれて管状

の構造である尿道になるという特徴的な形態形成過程をとることが明らかになってい

る(8)。この尿道形成には、胎生期における細胞増殖因子群の形成制御シグナルの関与

のほか、胎生期精巣で産生される男性ホルモン（主にテストステロン）が関与すると

考えられている(8, 15, 16)。尿道形成への男性ホルモンの作用については、妊娠マウス
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に抗男性ホルモン剤であるフルタミドを投与すると、外生殖器原基腹側の形成異常す

なわち尿道下裂が引き起こされるという報告により示唆されている(41)。したがって、

胎生期の男性ホルモン産生量および分泌量の減少は尿道下裂を引き起こす主要因とし

て考えられている(42)。 

 従来、X 染色体長腕遠位部に、男性外生殖器異常の責任遺伝子が想定されていた(43)。

Mastermind-like domain containing 1（MAMLD1）は、2006 年に現所属研究部においてヒ

トの尿道下裂責任遺伝子として発見された遺伝子であり(44)、男性外生殖器異常の責任

遺伝子の存在が想定されていた領域である染色体 Xq28 に存在する。これまでの蛋白

構造解析および in vitro 解析から、MAMLD1は Mastermind-like motif を有していること、

MAMLD1翻訳領域の上流にはNR5A1（別名 SF-1、AD4BP）結合配列が存在し(45)、NR5A1

タンパク質がこの配列に結合してレポーター遺伝子を活性化することが明らかになっ

ている(46)。また、マウス相同遺伝子（Mamld1）はマウス胎仔精巣において、NR5A1

と同一の細胞（セルトリ細胞とライディッヒ細胞）で発現することが見出されている

(44)。さらに、我々はマウスライディッヒ腫瘍細胞における内在性 Mamld1 遺伝子をノ

ックダウンした結果、テストステロン産生量の減少とホルモン産生関連酵素である

Cyp17a1 遺伝子の発現量低下を招くことを報告した(46, 47)。これらのことから、

MAMLD1/Mamld1 は NR5A1/Nr5a1 の調節下において、ステロイド合成酵素遺伝子

CYP17A1/Cyp17a1 の発現調節を介してテストステロン産生に関与しており、MAMLD1

変異はテストステロン産生障害に起因する 46,XY 性分化疾患を引き起こすことが推測

される。しかしながら、MAMLD1 変異が尿道下裂を招く機序はこれまでわかっていな

い。 

 外生殖器原基の発生過程は、男性ホルモンに非依存的な隆起開始過程と伸長過程、

男性ホルモン依存的な形態に雌雄差が発現する二つの過程に分けることができるが(8)、

雄性外生殖器の最終的な形態は脊椎動物間で多様である(11, 12)。本研究では、雄性外
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生殖器の形成・発育過程に着目し、外生殖器原基の発生過程における分子メカニズム

と外生殖器形成異常の発症メカニズムを明らかにすることを目的として一連の研究を

行った。本論文では、第一章において、男性ホルモン非依存的ステージでの外生殖器

形成メカニズムを解明するために、スンクス外生殖器原基の発生過程に関与する遺伝

子の局在解析および成獣スンクスの雄性外生殖器の形態学的解析を中心に行い、第二

章では、男性ホルモン依存的ステージでの外生殖器形成メカニズムを解明するために、

Mamld1遺伝子欠損マウスを用いて男性ホルモン産生経路におけるMamld1の役割につ

いて解析を行った。 
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【第一章】 

男性ホルモン非依存的ステージでの外生殖器形成メカニズムの解明 

- スンクス外生殖器原基の発生過程および成獣外生殖器形態の解析 - 
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＜諸言＞ 

 

 外生殖器は、付属器官の一つに分類され(10)、その形態は脊椎動物間において多種多

様である(11, 12)。そのため、外生殖器の形態は、同種間における物理的な一種の“鍵

と鍵穴”の関係に例えられるような雌雄選択の役割を担うことが知られている(13)。ま

た、哺乳類は脊椎動物の中でも一般によく発達した外生殖器をもっており、これは交

尾行動の少ない機会を利用して、効率的に精子を雌性生殖器内に運搬する手段として

外生殖器の形態を進化させたことを意味している。哺乳類が生息する環境は多様であ

り、様々な環境に適応して種を維持する過程で、外生殖器の形態も多様化してきたも

のと推測されている。また、外生殖器は、陰茎内に尿道および海綿体構造などの哺乳

類に共通した構造が存在する一方、陰茎内における骨の有無、白膜（海綿体を囲む結

合組織）の厚みの違い、包皮の形成といった種特異的な形態的特徴を示す(8)。 

 このように外生殖器は、形態が多様化した器官であるだけでなく、動物種の絶え間

ない繁殖において最も重要な効率的体内受精を成し遂げるために必要な器官である。

現在、地球上に存在する動物のほとんどは種の保存に関する問題を抱えている。ヒト

もそのような動物種の一種であり、外生殖器の形成異常はヒトの生殖能力低下の一因

として考えられている(48)。ヒトにおける外生殖器の形成異常について、先天性疾患の

一つである尿道下裂の発症頻度が年々増加していると報告されている(37-39)。最新の

資料では、症状が軽度のものを含めると、出生男児の約 250 人に 1 人の割合で尿道下

裂を発症していると考えられている(38)。このように出現頻度の高い先天性疾患であり

ながら、ヒトの外生殖器の形態形成過程における研究、特に分子レベルでの解析はこ

れまで報告例が少なく、外生殖器の形成異常発症の原因は不明のままである。 

 外生殖器の研究には、ヒトを実験対象として用いることは不可能であるが、倫理審

査を通過した後、患者検体（血液など）を採取して遺伝子変異を同定することは可能
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である。しかし、同定した遺伝子について機能解析を行うためには、実験動物を用い

ることも必要である。今まで実験動物として主に用いられているマウスは、げっ歯目

に属しており、外生殖器の発生を解明するモデルとして解析されてきた(17-19, 49)。マ

ウスでは胎生 10.5 日以降に体幹部より外生殖器原基の隆起が起こり、胎生 11.5～14.5

日まで外生殖器原基は著しく伸長し、その後、腹側には内胚葉性の尿道、背側には陰

茎骨を形成する(8)。胎生 15.5 日まではマウス外生殖器形態に雌雄の差は生じていない

(41)。外生殖器原基の器官培養系および遺伝子欠損マウスを用いた解析より、マウス外

生殖器の形態形成過程における分子メカニズムの一部が徐々に明らかになってきた

(17-19, 49, 50)。しかし、様々な点で、マウスとヒトの外生殖器は異なる特徴をもつた

め、外生殖器の形態形成を理解し、ヒトにおける疾患の原因を究明するためには、げ

っ歯目を用いた解析だけでは不十分である。そこで、本研究では、生物種間での外生

殖器の形態形成メカニズムの相違について検討するために、進化的に最も原始的な哺

乳類である食虫目を用いた解析を試みた。ウシ、ブタ、ヒツジといった大型動物も実

験動物として利用可能であるが、多数の胎生期胚を必要とする本研究を推進するため

に、マウスと同等程度の大きさという特徴をもつ小型動物であるスンクスを用いた。 

 スンクスは食虫目に属しており、今から約 30 年前に実験動物化された日本発の実験

動物であり(35, 36)、嘔吐の分子メカニズムを探る上でのモデル動物として研究されて

きた(51)。食虫目は系統学的に最も原始的な哺乳類であると考えられており(32-34)、系

統進化学的にマウスおよびヒトの祖先型としての形質を保持していることが推測され

る。このように系統学的に離れた位置に存在する動物種を用いて解析することは、哺

乳類の形態の共通性および多様性を理解する上で必要である。以上の根拠から、本研

究では、マウスと比較する対象としてスンクスを用いて、生物種間での雄性外生殖器

の形態の差異と共通性を解析した。具体的には、マウスにおいて解析が進んでいる遺

伝子、特に細胞増殖因子に着目し、スンクス外生殖器原基におけるそれらの遺伝子の
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発現様式について検討した。男性ホルモン非依存的ステージでの、哺乳類の外生殖器

原基の発生過程における種を超えた分子機構の共通性について解析を行った。 
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＜材料と方法＞ 

 本研究で行った全ての動物実験は、熊本大学動物実験指針および（独）国立成育医療

研究センター、実験動物委員会における動物実験に関する指針に準拠して実施し、事前の

承認に基づいて（承認番号 A2007-001-C06）、動物に対しての苦痛を最小限に留めるように

配慮された条件の下で行われた。 

 

動物の飼育と交配 

 KAT 系統（名古屋大学教授 織田銑一先生により維持されていた繁殖コロニーから分

与）のスンクスは、12 時間ごとの明暗周期、25℃の室温条件においてマウスとは異な

る動物実験室で飼育し、餌は日本クレアより購入した CIEA-305 を用いた。また、交配

には 8 週齢以上の雌雄個体を用いた。 

 

器官およびスンクス胚の採取 

 8 週齢以上のスンクスを用いて、外生殖器の解剖学的、組織学的な解析を行った。

外生殖器を含む外陰部領域を摘出後、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）にて洗浄を行い、

解剖学的解析用、組織学的解析用および免疫組織化学用にそれぞれの処理を行った。

スンクス胚の日齢は、雌雄を 2 時間または一晩交配させた後、交配翌日を胎生 0 日と

した。スンクスの妊娠期間は約 30 日間であり、実験には胎生 14 日以降のスンクス胚

を用いた。さらに、スンクス胚の発生ステージは、四肢発生の形態的な特徴に従って

推定した(52)。各発生段階のスンクス胚を素早く摘出した後、PBS にて洗浄を行い、解

剖学的解析用、組織学的解析用、免疫組織化学用、電子顕微鏡解析用および in situ 

hybridization 用に適したそれぞれの処理を行った。 

 

器官およびスンクス胚の処理 
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 解剖学的解析用の器官は、PBS による洗浄後、未固定条件下で作業を行った。組織

学的解析用と免疫組織化学用の器官およびスンクス胚は、PBS による洗浄後、4%パラ

ホルムアルデヒド/PBS にて一晩固定した後、メタノールにて段階的に脱水処理を行っ

た。脱水処理を行った後、半自動オープン式ティッシュプロセッサー（ライカ、TP1020）

により、エタノール（室温、2 時間、3 回）、キシレン（室温、2 時間、3 回）、パラフ

ィン（60℃、3 時間、2 回）へと液交換を行い、組織をパラフィン包埋装置（ライカ、

EG1160）にてパラフィン（サクラファインテックジャパン）に包埋した。包埋した組

織を 6 µm の切片にし、APS（アミノシラン）コートスライドグラス（松浪硝子工業）

に貼付して組織切片を作製した。In situ hybridization 用のスンクス胚は、PBS による洗

浄後、4%パラホルムアルデヒド/PBS にて一晩固定し、メタノールにて段階的に脱水し

た。電子顕微鏡解析用のスンクス胚は、PBS による洗浄後、グルタルアルデヒドとパ

ラホルムアルデヒドの混合液にて前固定、オスミウムにて後固定を行い、エタノール

にて段階的に脱水処理を行った。 

 

解剖学的解析 

 実体顕微鏡（ライカ、MZ-FL III）で観察した後、デジタルカメラ（オリンパス、DP70）

にて画像を撮影した。 

 

組織学的解析 

 組織切片は、パラフィン除去と加水処理後、ヘマトキシリン・エオシン（H&E）染

色およびマッソン・トリクローム（Masson’s trichrome）染色（武藤化学薬品）を行っ

た。H&E 染色は、ヘマトキシリンで細胞核を青藍色に染色、エオシンで細胞質をピン

ク色に対比染色することにより、顕微鏡による組織像の撮影を可能にした。また、

Masson’s trichrome 染色は、ヘマトキシリンで細胞核を濃紫赤色に染色、酸フクシンで
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細胞質を赤色に染色、アニリン青で膠原線維を青色に染色することにより顕微鏡によ

る組織像の撮影を可能にした。染色後の切片は、疎水化処理を行った後、疎水性封入

剤（オイキット液）で封入して、正立顕微鏡（オリンパス、BX50）で観察した後、デ

ジタルカメラ（オリンパス、DP70）にて画像を撮影した。 

 

免疫組織化学 

 組織切片を用いて、つぎに示すような酵素抗体法にてタンパク質の局在を解析した。 

 骨格筋の検出：組織切片をパラフィン除去と加水処理、抗原賦活化処理（20 µg/ml 

Proteinase K、37℃、15 分）を行い、内因性ペルオキシダーゼの失活処理（0.3% H2O2/PBS、

室温、30 分）を行った後、2% Blocking 溶液（1096176、Roche）にてブロッキング処

理（室温、60 分）を行った。その後、Mouse monoclonal anti-Myosin (Skeletal、Fast) 抗

体（MY-32、Sigma、希釈倍率 1/400）を用いて一次抗体反応（室温、120 分）を行った。

PBS による洗浄後、Goat anti-mouse IgG-HRP 抗体（sc-2005、Santa Cruz、希釈倍率 1/100）

を用いて二次抗体反応（室温、60 分）を行った。PBS による洗浄後、DAB を基質液と

し、酵素反応にてシグナルの検出（室温、15 分以内）を行った。 

 平滑筋の検出：組織切片をパラフィン除去と加水処理後、内因性ペルオキシダーゼ

の失活処理（3% H2O2/PBS、室温、5 分）を行った。PBS による洗浄後、ブロッキング

処理をせず、Anti-human smooth muscle actin/HRP 抗体（1A4、DAKO、Ready-to-use で

市販）を用いて抗体反応（室温、60 分）を行った。PBS による洗浄後、DAB を基質液

とし、酵素反応にてシグナルの検出（室温、15 分以内）を行った。 

 シグナル検出後の切片はメチルグリーンでカウンター染色を行った。染色後の切片

は、疎水化処理を行った後、疎水性封入剤（オイキット液）で封入して、正立顕微鏡

（オリンパス、BX50）で観察した後、デジタルカメラ（オリンパス、DP70）にて画像

を撮影した。 
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電子顕微鏡解析 

 スンクスを安楽死させた後、スンクス胚の性腺の形と大きさにより雌雄を判別した。

続いて、外生殖器の形態をはっきりと観察するために、スンクス胚から尾を取り除い

た。エタノールにより脱水処理を施したスンクス胚を、酢酸イソアミルにより一晩、4℃

で置換した後、臨界点乾燥を行った。その後、スンクス胚を銀ペーストでアルミニウ

ムの試料台に付け、試料表面に金の薄膜を蒸着後、走査電子顕微鏡（日立、S-800）で

観察、フィルムカメラにて画像を撮影した。 

 

ジゴキシゲニン標識リボプローブの作製 

 成獣スンクス脳を素早く採取した後、ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて total RNA

を抽出した。抽出した total RNA から、遺伝子特異的プライマーと SuperScript III One 

Step RT-PCR Synthesis System with Platinum Taq（Invitrogen）を用いて、つぎに示す遺伝

子に対して逆転写反応（50℃、30 分）を行い、DNA の単鎖化（94℃、2 分）を行った

後、DNA の単鎖化（94℃、30 秒）、プライマーのアニーリング（sFgf8 60℃、30 秒：

sShh 58℃、30 秒）、伸張反応（72℃、90 秒）を 36 サイクル行った後、最後に、伸張反

応（72℃、5 分）を行い、cDNA 断片を増幅した。RT-PCR 反応に用いたプライマーは

つぎのとおりである。 

sFgf8 For: 5’-ACC TAC CAG CTC TAC AGC CGC ACC-3’ (24 mer) 

sFgf8 Rev: 5’-GCG TGG CAG GCG CTT CAT GAA GTG-3’ (24 mer) 

sShh For: 5’-CCG AAC GAT TTA AGG AAC TCA CC-3’ (23 mer) 

sShh Rev: 5’-CAC GGA GTT CTC TGC TTT CAC A-3’ (22 mer) 

 その後、得られたそれぞれの cDNA 断片（sFgf8 384 bp、sShh 365 bp）を pGEM-T Easy 

vector（Promega）に組み込むための結合反応を行い、反応終了後の DNA 溶液を大腸
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菌のコンピテント細胞 DH5α 株に導入した後、アンピシリンを含む寒天培地上で培養

して目的断片を含むプラスミドを選択した。目的のプラスミドを含む大腸菌を液体培

地で培養した後、sFgf8 を組み込んだプラスミドは Nco I（TOYOBO）で、sShh を組み

込んだプラスミドは Spe I（TOYOBO）で制限酵素処理して鎖状にした。これを鋳型と

してジゴキシゲニン（DIG）標識を行うために、DIG RNA Labeling Mix（1277073、Roche）

を用いて、T7 あるいは SP6 ポリメラーゼにより in vitro 転写を行い、sFgf8 遺伝子およ

び sShh 遺伝子に対する DIG 標識 cRNA プローブを作製した。 

 

ホールマウント in situ hybridization 

 ホールマウント in situ hybridization は、Wilkinson により確立された方法に従い行っ

た(53)。メタノール中に保存していたスンクス胚を、メタノール/PBT 液シリーズにて

再水和を行い、過酸化水素処理（6% H2O2/PBT、室温、60 分）を行った。PBT による

洗浄後、プロテネース K 処理（10 µg/ml Proteinase K/PBT、室温、60 分）を行い、グリ

シン/PBT 液でプロテネース K の反応を停止した。PBT による洗浄後、再固定処理（0.2%

グルタルアルデヒド/4%パラホルムアルデヒド、室温、20 分）を行った。PBT による

洗浄後、ハイブリダイゼーションバッファー（50% formamide、50 µg/ml Yeast RNA、

5xSSC、1% SDS、50 µg/ml heparin）中にてプレハイブリダイズ（70℃、60 分）した。

その後、DIG 標識した cRNA プローブ（0.5 µg/ml）の入ったハイブリダイゼーション

バッファー中にてハイブリダイズ（70℃、一晩）を行った。ハイブリダイズを行った

後、Solution 1（50% formamide、5xSSC、1% SDS）にて洗浄（70℃、20 分、3 回）、Solution 

1 と Solution 2（0.5 M NaCl、10 mM Tris-HCl、0.1% Tween-20）との 1:1 の混合液にて

洗浄（70℃、10 分）、Solution 2 にて洗浄（室温、10 分）を行った。その後、10 µg/ml RNase 

A/ Solution 2 処理（37℃、30 分）を行い、Solution 2 にて洗浄（室温、10 分）、Solution 

3（50% formamide、2xSSC）にて洗浄（室温、10 分）、Solution 3 にて洗浄（37℃、30
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分、2 回）を行った。続いて、TBST（0.1 M NaCl、0.2 M CaCl2、25 mM Tris-HCl、0.1% 

Tween-20）にて洗浄（室温、10 分、3 回）し、10% FBS/TBST でブロッキング処理（4℃、

60 分）を行った。スンクスエンブリオパウダーにより非特異吸着処理済みのアルカリ

フォスファターゼ標識ヒツジ抗 DIG 抗体（1093274、Roche）を 1% FBS/TBST で約 2,500

倍に希釈して抗体反応（4℃、一晩）を行った。翌日、TBST にて洗浄（室温、5 時間、

10 回近く液交換を行う）、NTMT（0.1 M NaCl、0.2 M MgCl2、20 mM Tris-HCl、0.2% 

Tween-20）にて洗浄（室温、10 分、3 回）を行い、BM パープルアルカリフォスファ

ターゼ基質液（1442074、Roche）を加え、遮光状態にて発色反応を行った。シグナル

検出後、順次 PBT で洗浄を行い、発色反応を停止した。実体顕微鏡（ライカ、MZ-FL 

III）で観察した後、デジタルカメラ（オリンパス、DP70）にて画像を撮影した。 
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＜結果＞ 

 

1. スンクス外生殖器原基の発生過程 

 最初に、スンクス外生殖器原基の発生過程について解析を行った。まず、胎生 14～

18 日（マウスの胎生 10.5～12.0 日に対応）について検討した（Fig. 1）。外生殖器原基

は、胎生 14 日において隆起しておらず（Fig. 1A、white arrowhead）、胎生 15 日におい

て臍帯と尾の間にわずかな隆起が認められた（Fig. 1B、yellow square bracket）。また、

胎生 15 日からスンクス外生殖器原基に遠位尿道板上皮（DUE: distal urethral epithelium）

の構造が確認できた（Fig. 1B-D、yellow arrowhead）。胎生 16 日と胎生 18 日において、

外生殖器原基は著しく伸長した（Fig. 1C、D、yellow square bracket）。ここで観察した

胎生 18 日までは、外生殖器原基の形態における雌雄差は認められなかった。この時期、

外生殖器原基の間葉は未分化状態であった（データ不掲載）。つぎに、胎生 20～22 日

（マウスの胎生 13.5～14.5 日に対応）について検討した（Fig. 2）。胎生 20 日において、

外生殖器原基の遠位側に形態の雌雄差は認められなかったが（Fig. 2A、B、white 

arrowhead）、雄の外生殖器原基の近位側では尿生殖ヒダ（urogenital fold）の癒着がみら

れ、雌の近位側で癒着はみられないという雌雄差が認められた（Fig. 2A、B、yellow 

arrowhead）。さらに、胎生 22 日において、雄の外生殖器原基の近位側ではすでに管状

の構造である尿道が形成されており、雌では尿道は形成されていないという尿道形成

における雌雄差が認められた（データ不掲載）。また、実長計測は行っていないが、取

得画像解析の結果、雄の肛門性器間距離（AGD：anogenital distance）は雌に比べて長

いことがわかった（Fig. 2C、D、yellow square bracket）。 

 マウス外生殖器の発生過程において、Fgf8 遺伝子は外生殖器原基の DUE に発現し、

外生殖器原基の伸長を制御していることが報告されている(17)。そこで、スンクス外生

殖器原基において Fgf8 遺伝子の発現解析を行った（Fig. 3）。その結果、原基の隆起が
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みられない時期の腹側正中線上に Fgf8 遺伝子の発現が認められ（Fig. 3A、yellow 

arrowhead）、その後、外生殖器原基の伸長にともない、DUE に Fgf8 遺伝子の発現が認

められた（Fig. 3B、C、yellow arrowhead）。胎生 20 日では、Fgf8 遺伝子の発現は外生

殖器原基先端にわずかに観察された（Fig. 3D、yellow arrowhead）。これらの発現様式

は、マウス外生殖器原基の伸長過程における Fgf8 遺伝子の発現様式と類似していた。

つぎに、スンクス外生殖器原基の尿道形成過程について調べた。今までの研究から、

Shh 遺伝子はマウス外生殖器原基の尿道板上皮に発現し、尿道形成過程で機能してい

ることが報告されている(18)。そこで、スンクス外生殖器原基において Shh 遺伝子の発

現領域を検討した（Fig. 4）。その結果、原基の隆起がみられない時期の腹側正中線上

に Shh 遺伝子の発現が認められた（Fig. 4A、yellow arrowhead）。胎生 18 日および胎生

20 日では、外生殖器原基において近位から遠位の尿道板上皮に Shh 遺伝子の発現が観

察された（Fig. 4B、C、yellow arrowheads）。胎生 22 日では、雄性外生殖器原基の遠位

側において尿道板上皮に Shh 遺伝子の発現が確認された（Fig. 4D、yellow arrowheads）。

しかし、近位側ではすでに尿道溝の取り込みが起こっており、管状の構造である尿道

が形成されていたため、外側より Shh 遺伝子の発現を確認することはできなかった（Fig. 

4D、black arrowhead）。そこで、胎生 22 日の雄性外生殖器原基の近位側における section 

in situ hybridization による発現解析を行い、取り込まれた尿道上皮においても Shh 遺伝

子が発現していることを確認した（データ不掲載）。これらの発現様式は、マウス外生

殖器原基の伸長過程および尿道形成過程における Shh 遺伝子の発現様式と類似してい

た。 

 

2. スンクス雄性外生殖器の解剖学的解析 

 つぎに、スンクス雄性外生殖器がどのように構成されているか形態を理解するため

に、解剖学的な解析を行った(54, 55)。成獣スンクスの性差は、体長や体重および乳頭
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の有無により明らかである(56)。しかし、一見すると成獣スンクス外陰部領域の外観の

性差ははっきりしない。それは、スンクスの泌尿器と生殖器の外口と肛門は、雌雄と

もに共通の皮膚のヒダに覆われているためであった。この開口部は、正中線上で吻尾

方向に長い共通の裂隙に開いており、尿生殖肛門裂と呼ばれている(56)。 

 まず、性成熟したスンクス雄性外生殖器の解剖学的な解析を行った。雄性外生殖器

を尿生殖肛門裂より押し出し、外生殖器の先端を左側に向けた（Fig. 5A）。包皮（prepuce）

は、外生殖器の近位領域に観察された（Fig. 5A、white arrow）。雄性外生殖器は、尿生

殖肛門裂の中において、ほぼ中央部分で折れ曲がった状態で収納されており、交配時

に勃起することができる(56)。外生殖器の背側遠位には、尿道海綿体からつながる陰茎

亀頭があった（Fig. 5A、white arrowhead）。 

 

3. スンクス雄性外生殖器の組織学的解析 

 つぎに、外生殖器の切片化を行い、Masson’s trichrome 染色による組織学的な解析を

行った。解析の結果、外生殖器の遠位領域において、陰茎亀頭は粗な結合組織（loose 

connective tissues）（白膜と比較すると粗である）として観察され、亀頭海綿体（corpus 

cavernosum glandis）に接していた（Fig. 5B、white arrowhead）。近位領域は、外生殖器

の背側に骨格筋（Fig. 5D、yellow square）、中央部に陰茎海綿体（Fig. 5D、black square）、

その腹側に尿道（Fig. 5D、yellow dash line）が存在した。また、尿道の両側に、陰茎背

動脈（arteria dorsalis penis）が観察された（Fig. 5D、black arrowhead）。さらなる観察を

行ったところ、亀頭海綿体は血管構造が発達しており（Fig. 5E、yellow sharp）、陰茎は

陰茎亀頭を除いて角化した数多くのとげ（spines）を持つ上皮に覆われていた（Fig. 5E、

black arrow）。陰茎中央部にある陰茎海綿体は非常に厚い白膜に覆われていた（Fig. 5F、

yellow double-headed arrow）。陰茎の腹側には、尿道海綿体に囲まれた重層円柱上皮よ

りなる尿道が存在した（Fig. 5G）。 
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 Fast-myosin heavy chain に対する抗体を用いた免疫組織化学の結果、スンクス外生殖

器の背側に fast-myosin heavy chain 陽性の骨格筋が存在することを見出した（Fig. 6A、

B）。この骨格筋は、坐骨結節の内側を起点とし、陰茎亀頭の後方の陰茎海綿体に停止

することから、坐骨海綿体筋と言える（Fig. 6C-F）。坐骨海綿体筋は、背側と腹側から

構成され、坐骨結節の中央部表面から部分的に重なって始まっていた（Fig. 6E、F、green 

arrowhead and black asterisk）。スンクス外生殖器の背側に見出されたこの骨格筋を、起

点部（坐骨結節の内側）、停止部（陰茎亀頭の後方の陰茎海綿体）およびその存在位置

から、背側坐骨海綿体筋（musculus ischiocavernosus dorsalis）と名付けた。背側坐骨海

綿体筋は陰茎海綿体の背側部分に接しており（Fig. 6C、D、black arrowhead）、筋肉の

繊維束は間葉の背側部分に位置し（Fig. 6G、black arrowhead）、陰茎海綿体の遠位末端

に付着していた（Fig. 6H、yellow arrowhead）。また、坐骨結節に起始をもつもう一つ

の骨格筋を、腹側坐骨海綿体筋（musculus ischiocavernosus ventralis）と名付けた（Fig. 

6D-F、black asterisk）。 

 陰茎海綿体は、血管内皮に覆われている相互に連結した海綿体様空間の網構造から

なり、平滑筋の束を含む小柱により区分されていた（Fig. 7A、B、black arrow）。さら

に、尿道の両側に α-smooth muscle actin 陽性の平滑筋が一対存在することがわかった

（Fig. 7C、D、black arrow）。 
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＜考察＞ 

 

 本研究では、食虫目に属する小型実験動物であるスンクスを用いて、外生殖器原基

の発生過程における分子メカニズムについて検討した。マウス外生殖器原基の発生過

程において、Fgf8 遺伝子は、外生殖器原基が隆起する直前の胎生 10.5 日から、著しい

外生殖器原基の伸長が見られる胎生 14.0 日まで発現している(17)。この Fgf8 遺伝子が

発現する領域は遠位尿道板上皮（DUE: distal urethral epithelium）と呼ばれ、DUE を除

去すると間葉性因子の発現が低下するとともに、外生殖器原基の伸長は著しく抑えら

れる(17)。したがって、マウス外生殖器原基の隆起開始過程および伸長過程において、

DUE とその周辺の間葉との相互作用が重要であると考えられている。走査電子顕微鏡

による胎生 14 日での外観の解析より、スンクスの排泄腔膜（cloacal membrane）は腹

側正中線上に外見上はっきり確認できなかった。一方、マウスの排泄腔膜ははっきり

とした溝として確認できる(41)。このような外観上の違いは観察されたが、スンクスに

おいても腹側正中線上に Fgf8 遺伝子の発現領域が認められたことから、この領域は外

生殖器原基の隆起点である可能性が高い。また、スンクスの外生殖器原基においてDUE

の構造が確認できた。この DUE の構造は胎生 15 日から確認でき、Fgf8 遺伝子の発現

がわずかに確認できる胎生 20 日まで観察された。このことから、マウスで報告されて

いるように、スンクスにおいても、Fgf8 遺伝子が外生殖器の伸長を制御していること

が示唆される。 

 Shh 遺伝子は、マウス外生殖器原基において尿道板上皮に発現しており、尿道形成

に関与している(18)。スンクス雄性外生殖器原基の遠位側では、マウスと同様に尿道板

上皮に Shh 遺伝子の発現が観察されたが、近位側ではすでに管状の構造である尿道が

形成されていたために、外側より Shh 遺伝子の発現は観察されなかった（Fig. 4D、black 

arrowhead）。マウスの尿道は、胎生 16.5 日において包皮の融合により形成されるが(41, 
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49)、スンクスの尿道形成は包皮の融合には依存しなかった。 

 このようにマウスとスンクスでは、形態形成において異なる点が存在することが明

らかになった。しかし、スンクス外生殖器原基の発生過程は、その形態の変化を含め、

未だ不明な点が多く残されている。今後は、まずスンクス外生殖器原基の形態変化に

ついての詳細な解析を行う必要がある。また、どのような因子がスンクス外生殖器原

基の隆起開始過程、伸長過程および尿道形成過程において機能しているかを調べる必

要がある。外生殖器は男性ホルモン依存的に形態形成が起こる器官であることが知ら

れているが(8, 49)、今回はその点について解析することができなかった。しかし、外生

殖器の形態形成と男性ホルモンとの関連は切り離すことができず、マウスにおいても

外生殖器原基の発生過程における男性ホルモンシグナルの分子作用機序の解明は始ま

ったばかりである。我々は予備的な実験ではあるが、妊娠スンクスに抗男性ホルモン

剤であるフルタミドを投与することにより、外生殖器原基腹側の形成異常すなわち尿

道下裂が誘導されることを見出している（データ未掲載）。このことは、他に報告され

ている動物と同様に、スンクスにおいても尿道形成には男性ホルモンが関与している

ことを示唆する。また、フルタミド投与の時期による尿道下裂誘導の有無が確認され

ており、投与時期の詳細な検討を行うことで、スンクスの尿道形成に男性ホルモンが

必要な時期を特定することも可能となる。 

 

 さらに、スンクスを用いて、異なる生物種間での雄性外生殖器の形態の相違につい

て検討した。これまで外生殖器の発生過程における分子メカニズムの解析は、主にマ

ウスを用いて行われてきた(17-19, 49)。しかし、マウスの雄性外生殖器をヒトと比べる

と、その最終形態は大きく異なる(8)。マウスとヒトにおいて、陰茎内に尿道および海

綿体構造が存在するという哺乳類共通の構造が観察される一方で、マウスは陰茎内に

骨の存在が報告されているが、ヒトの陰茎内に骨は存在しないという種特異的な構造
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を有していることも知られている(8)。また、マウスやヒトの陰嚢は、陰茎の下方にお

いて体外に存在する。ウサギは、陰嚢が陰茎の上方に存在し、陰茎亀頭部を持たず、

陰茎表面にとげ（spines）が存在せず、陰茎の先端は花びらのつぼみのようにねじれて

折り重なっている（データ未掲載）など、外生殖器を含む外陰部は種特異的な形態を

呈している。したがって、哺乳類の成獣における雄性外生殖器の外部および内部形態

の共通性と多様性がどのようにして形成されるのかを理解するためには、本研究で行

ったように系統学的に離れた位置に存在する動物種を用いた解析が必要であると考え

る。 

 スンクスは、食虫目の中で唯一実験動物化が成功した小型哺乳類であり(35, 36)、げ

っ歯目に属するマウスやラットとは異なる特有の性質を有している。その特有な性質

から、これまで、嘔吐研究(51)、消化管運動研究(57, 58)、歯胚形成研究(59-62)におい

て、ヒトのモデル動物として利用されてきた。このように、実験動物化されたことに

より、スンクスを用いたさまざまな研究報告がなされている。しかし、繁殖に必須な

器官である外生殖器についての詳細な解析はほとんどなく、スンクスの生殖システム

と雄性外生殖器の外見上の形態に関して報告されているのみであった(56, 63)。これら

の報告の中で、スンクスの雄性外生殖器がどのような構造により構成されているのか、

内部構造については記載されていない。さらに、スンクス外生殖器の発生過程におけ

る形態形成についてはまったく報告がないのが現状である。そこで、スンクス外生殖

器がどのように構成されているのかを解析し、哺乳類の外生殖器の形態および発生過

程の分子メカニズムに対する新たな知見を得るため、解剖学的、組織学的な解析およ

び形態形成期における遺伝子発現の解析を行った(54, 55)。 

 その結果、スンクス雄性外生殖器の背側に骨格筋の存在を見出した(54, 55)。このよ

うに外生殖器の背側に骨格筋が存在することは他の動物種では報告されておらず、今

回の研究が初めての報告である。解剖学的な解析より、この骨格筋は坐骨結節の内側
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に起始を持ち、陰茎亀頭の後方の陰茎海綿体に停止することが明らかになった。そこ

で、スンクス外生殖器背側の骨格筋を「背側坐骨海綿体筋」と命名した。この背側坐

骨海綿体筋は、交尾時まで雄性外生殖器を折りたたんで格納するのに働いていると思

われる。この背側坐骨海綿体筋は、雄ではスンクスの系統に依存せずに発達している

が、雌では系統によりほとんど観察されないか、あるいは発生が非常に乏しいことが

明らかになった（データ不掲載）。この背側坐骨海綿体筋の形成で見られる性差は、外

生殖器に存在する骨格筋が男性ホルモン依存的に形成されることを示唆している。さ

らに、もう一つ坐骨結節に起始を持ち、腹側より坐骨海綿体を取り巻く骨格筋が存在

しており、こちらは「腹側坐骨海綿体筋」と命名した。これらの骨格筋は陰部神経支

配である(64)。陰茎脚に付着する坐骨海綿体筋（スンクスではおそらく腹側坐骨海綿体

筋に相当する）は、ヒト、イヌ、ラットにおいてよく特徴づけられており、勃起と射

精に関連していることが報告されている(65)。 

 陰茎後引筋（retractor penis muscle）の存在は、イヌ、ネコ、ブタ、ウマ、ハイエナ、

ラットなど多くの動物種において報告されている(66)。これらの動物で報告されている

陰茎後引筋は、ラットでは陰嚢に広がっており、他の動物種では陰茎内部に位置して

いるが、すべて平滑筋性であることが報告されている。また、ヒトやマウスでは陰茎

後引筋の存在は報告されていない。他の動物と比較すると、スンクスにおいて、尿道

両側に存在する α-smooth muscle actin 陽性の平滑筋が陰茎後引筋であると考えられる。 

 さらに、陰茎にとげを持つ動物が数多く報告されており(67, 68)、中でもスンクスと

ネコで、このとげは交尾時における排卵誘発の刺激を与えることが示唆されている(63, 

69, 70)。しかし、性周期にともない自然排卵するマウスやラットにおいても、陰茎に

とげを持つことが報告されており(68)、異なる動物種においてこのとげは様々な役割を

果たしていると推測される。ラットにおいてとげは、交配時における前者の雄の膣栓

（plug）除去の役目を担うと考えられている(71)。また、このとげは男性ホルモン依存
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的に発生することが知られている(69, 72)。ある種の霊長目において男性ホルモンの機

能を阻害し、とげの低形成を引き起こすと陰茎の挿入時間が長くなるという結果が得

られており(73)、とげは感覚フィードバックにおいて重要な役割を果たしていることが

推測されている。 

 陰茎海綿体を覆う厚い白膜の存在は、交配に必要な陰茎の剛性に寄与すると考えら

れる。げっ歯目において、マウスは雌雄ともに、ラットは雄のみが、陰茎骨を持つこ

とが報告されている(68, 74)。この陰茎骨の役割は、交配時に勃起する構造を強化する

ために必要であり、陰茎骨の形態変化は Hoxa13 遺伝子や Hoxd13 遺伝子欠損マウスに

おいて不妊と関係することが知られている(75, 76)。しかし、スンクスやヒトの外生殖

器に陰茎骨は存在しない。スンクスやヒトは、外生殖器を構成する成分の中で陰茎海

綿体が厚い白膜で覆われ、白膜の構造が顕著であることから、陰茎海綿体が陰茎骨と

同等の機能を持つことが推測される。また、陰茎骨の存在の有無から、外生殖器原基

の間葉の分化が異なっていることが示唆される。これらの知見から、動物種により外

生殖器の発生過程における間葉での分子メカニズムが異なっている可能性が推定され、

将来の問題として残されている。 

 本研究の結果から、スンクスの陰茎亀頭は、多くの哺乳類の外生殖器で報告されて

いるように、尿道海綿体とつながっていることが明らかになった。陰茎亀頭は亀頭海

綿体により囲まれており、厚い白膜で覆われていなかった。厚い白膜で覆われていな

いことは、陰茎亀頭の拡張につながり、外生殖器を雌の膣内に保持するための助けと

なると考えられる。すでにハイエナで報告されているように(77)、スンクスにおいても

陰茎亀頭は、交配時の子宮内における固定機構（locking system）として機能している

のではないかと推測される。さらに射精を促すための刺激が必要であり、陰茎亀頭は

刺激を関知する感覚神経が集中しているのではないかと予想している。 
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【第二章】 

男性ホルモン依存的ステージでの外生殖器形成メカニズムの解明 

- Mamld1 遺伝子欠損マウスの表現型解析 - 
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＜諸言＞ 

 

 胎生期における尿道形成には男性ホルモン（主にテストステロン）が関与すること

が知られている(8, 49)。したがって、男性ホルモン産生量および分泌量の減少は尿道下

裂を含む男性外生殖器異常を引き起こすと考えられている(42)。 

 従来、X 染色体長腕遠位部にある筋疾患ミオチュブラーミオパチー（MTM: 

myotubular myopathy ） 責 任 遺 伝 子 で あ る ミ オ チ ュ ー ブ ラ リ ン 1 （ MTM1: 

MYOTUBULARIN 1）遺伝子の近傍には、男性外生殖器異常発症責任遺伝子が想定され

ていた(43)。これは、MTM1 遺伝子内変異陽性患者が正常外生殖器を有し、MTM1 遺伝

子を包含する微小欠矢を有する 6 例の男性患者が尿道下裂を主体とする外生殖器異常

を有することに基づいている(43)。さらに、生殖器異常をともなう MTM 患者 6 例の共

通欠失領域から、新規遺伝子 Mastermind-like domain containing 1（MAMLD1、別名

CXORF6）が単離された。MAMLD1 遺伝子はヒトの染色体 Xq28 に存在し、尿道下裂

を伴う 46,XY 性分化疾患責任遺伝子として発見され(44)、現在までにナンセンス変異

を含む複数の機能喪失変異が同定されている(44, 78, 79)。 

 これまでの解析から、MAMLD1 翻訳領域の上流にはステロイドホルモン合成経路に

関わる遺伝子群の発現を調節する NR5A1（別名 SF-1、AD4BP）の結合配列が存在して

おり(45)、NR5A1 タンパク質がこの配列に結合してレポーター遺伝子を活性化するこ

とが見出されている(46)。また、マウス相同遺伝子（Mamld1）は、胎生期のマウス精

巣における男性ホルモン産生に関与し、NR5A1 の局在が認められるセルトリ細胞とラ

イディッヒ細胞に発現している(44)。さらに、培養細胞を用いたノックダウン実験によ

る解析から、Mamld1 遺伝子の発現低下は男性ホルモン産生細胞におけるテストステロ

ン産生量の減少とホルモン産生関連酵素である Cyp17a1 遺伝子の発現量低下を招くこ

とが報告されている(46, 47)。これらのことから、MAMLD1/Mamld1 は NR5A1/Nr5a1 の
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調節下において、ステロイドホルモン合成酵素である CYP17A1/Cyp17a1 遺伝子の発現

調節を介してテストステロン産生に関与し、MAMLD1 変異はテストステロン産生障害

に起因する 46,XY 性分化疾患を引き起こすと推測されている。しかしながら、MAMLD1

変異が尿道下裂を招く機序は不明のままであり、症例からは MAMLD1 の生体内にお

ける機能を突き止めることができない。そこで本研究では、Mamld1 遺伝子欠損マウス

を独自に作製し(80)、胎生期精巣のステロイドホルモン産生における Mamld1 の役割に

ついて解析を行った。 
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＜材料と方法＞ 

 本研究で行った全ての動物実験は、（独）国立成育医療研究センター、実験動物委員会

における動物実験に関する指針に準拠して実施し、事前の承認に基づいて（承認番号

A2008-001-C01）、動物に対しての苦痛を最小限に留めるように配慮された条件の下で行わ

れた。 

 

Mamld1 遺伝子欠損マウスの作製 

 Mamld1 遺伝子欠損マウスは、標準的な遺伝子ターゲティングの手順に従い(81)、マ

クロジェン（ソウル、韓国）にて作製された(80)。Mamld1 の翻訳開始点を含み、翻訳

領域の 3 分の 2 に領域に相当するエキソン 3 をネオマイシン（neo）耐性遺伝子に置き

換えた。Mamld1 遺伝子欠損マウスは遺伝的背景の C57BL6/N 系統への近交化を進め、

解析には 9 世代目を使用した。また、マウス尾部よりゲノム DNA を抽出し、PCR に

より遺伝子型決定を行い、Mamld1 遺伝子欠損マウスが産まれたことを確認した。PCR

は KOD Dash（TOYOBO）を用いて、反応条件として DNA の単鎖化（94℃、5 分）を

行った後、DNA の単鎖化（94℃、15 秒）、プライマーのアニーリングと伸張反応（67℃、

15 秒）を 35 サイクル行った。PCR 反応に用いたプライマーはつぎのとおりである。 

Mamld1 For: 5’-TTT GCA ACT CCA GCA TCA TC-3’ (20 mer) 

Mamld1 Rev: 5’-CCT AAC TCC TTC CCC TGG AC-3’ (20 mer) 

PGK-neo For: 5’-TGC TCC TGC CGA GAA AGT AT-3’ (20 mer) 

PGK-neo Rev: 5’-AAT ATC ACG GGT AGC CAA CG-3’ (20 mer) 

 

動物の飼育と交配 

 野生型および Mamld1 遺伝子欠損マウスは、12 時間ごとの明暗周期、23℃の室温条

件において飼育し、餌は日本クレアより購入した CE-2 を用いた。また、交配には 8
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週齢以上の雌雄個体を用いた。 

 

器官およびマウス胚の採取 

 雌雄を交配させ、プラグ（膣栓）が確認された日の正午を胎生 0.5 日とした。通常、

野生型のマウスでは、胎生 19.0 日が分娩予定日となる。実験には胎生 12.5 日以降のマ

ウス胚を用いた。マウス尾部よりゲノム DNA を抽出し、PCR により雌雄を判別した。

PCR は KOD Dash（TOYOBO）を用いて、反応条件として DNA の単鎖化（94℃、5 分）

を行った後、DNA の単鎖化（94℃、15 秒）、プライマーのアニーリングと伸張反応（67℃、

15 秒）を 35 サイクル行った。PCR 反応に用いたプライマーはつぎのとおりである。 

Sry For: 5’-ATG GAG GGC CAT GTC AAG-3’ (18 mer) 

Sry Rev: 5’-GCC CAG TGG GGA TAT CAA-3’ (18 mer) 

 各発生段階のマウス胚を素早く摘出した。摘出後、PBS にて洗浄を行い、解剖学的

解析用、組織学的解析用、免疫組織化学用、リアルタイム RT-PCR 用、ウエスタンブ

ロット用、ステロイド代謝産物含有量の測定用および in situ hybridization 用に適したそ

れぞれの処理を行った。 

 

器官およびマウス胚の処理 

 解剖学的解析用の器官は、PBS による洗浄後、未固定条件下で作業を行った。組織

学的解析用と免疫組織化学用の器官およびマウス胚は、PBS による洗浄後、4%パラホ

ルムアルデヒド/PBS にて一晩固定し、メタノールにて段階的に脱水した。脱水処理を

行った後、半自動オープン式ティッシュプロセッサー（ライカ、TP1020）により、エ

タノール（室温、2 時間、3 回）、キシレン（室温、2 時間、3 回）、パラフィン（60℃、

3 時間、2 回）へと液交換を行い、組織をパラフィン包埋装置（ライカ、EG1160）に

てパラフィン（サクラファインテックジャパン）に包埋した。包埋した組織を 6 µm の
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切片にし、APS（アミノシラン）コートスライドグラス（松浪硝子工業）に貼付して

組織切片を作製した。リアルタイム RT-PCR 用のマウス胚は、PBS による洗浄後、素

早く RNAlater（Ambion）に入れ、浸透処理（4℃、一晩）を行った。その後、実験に

使用するまで-20℃で保存した。ウエスタンブロット用の胎仔精巣は、PBS による洗浄

後、素早くサンプルバッファー（0.1 M Tris-HCl、4% SDS、20% Glycerol、0.01% 

Bromophenol blue）に入れ、ビーズによる破砕処理（3,800 rpm、4℃、30 秒、2 回）を

行った。その後、熱処理（96℃、10 分）、氷中にて急冷、遠心分離により得られた上

清を分注し、実験に使用するまで-80℃で保存した。ステロイド代謝産物含有量の測定

用の胎仔精巣は、PBS による洗浄後、液体窒素により素早く凍結し、測定するまで-80℃

で保存した。In situ hybridization 用のマウス胚は、PBS による洗浄後、4%パラホルム

アルデヒド/PBS にて一晩固定し、メタノールにて段階的に脱水処理を行った。 

 

解剖学的解析 

 実体顕微鏡（ライカ、M205 C）で観察した後、デジタルカメラ（ライカ、DFC290）

にて画像を撮影した。 

 

組織学的解析 

 組織切片は、パラフィン除去と加水処理を行った後、ヘマトキシリン・エオシン（H&E）

染色を行った H&E 染色は、ヘマトキシリンで細胞核を青藍色に染色、エオシンで細胞

質をピンク色に対比染色することにより、顕微鏡による組織像の撮影を可能にした。

染色後の切片は、疎水化処理を行った後、疎水性封入剤（オイキット液）で封入して、

正立顕微鏡（ライカ、DM2500）で観察した後、デジタルカメラ（ライカ、DFC290）

にて画像を撮影した。 
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免疫組織化学 

 組織切片を用いて、つぎに示すような酵素抗体法にてタンパク質の局在を解析した。 

 生殖細胞の検出：組織切片をパラフィン除去と加水処理、抗原賦活化処理（L.A.B. 

Solution、Polysciences, Inc.、室温、15 分）を行い、内因性ペルオキシダーゼの失活処

理（0.3% H2O2/PBS、室温、30 分）を行った後、2% Blocking 溶液（1096176、Roche）

にてブロッキング処理（室温、60 分）を行った。その後、Rabbit polyclonal anti-DDX4

抗体（ab13840、Abcam、希釈倍率 1/200）を用いて一次抗体反応（室温、120 分）を行

った。PBS による洗浄後、Goat anti-rabbit IgG-HRP 抗体（sc-2004、Santa Cruz、希釈倍

率 1/800）を用いて二次抗体反応（室温、60 分）を行った。 

 セルトリ細胞の検出：組織切片をパラフィン除去と加水処理、抗原賦活化処理（L.A.B. 

Solution、Polysciences, Inc.、室温、15 分）を行い、内因性ペルオキシダーゼの失活処

理（0.3% H2O2/PBS、室温、30 分）を行った後、2% Blocking 溶液（1096176、Roche）

にてブロッキング処理（室温、60 分）を行った。その後、Goat polyclonal anti-AMH 抗

体（sc-6886、Santa Cruz、希釈倍率 1/50）を用いて一次抗体反応（室温、120 分）を行

った。PBS による洗浄後、Donkey anti-goat IgG-HRP 抗体（sc-2020、Santa Cruz、希釈

倍率 1/100）を用いて二次抗体反応（室温、60 分）を行った。 

 ライディッヒ細胞の検出：組織切片をパラフィン除去と加水処理を行った。その後

の抗原賦活化処理は行わなかった。内因性ペルオキシダーゼの失活処理（0.3% 

H2O2/PBS、室温、30 分）を行った後、2% Blocking 溶液（1096176、Roche）にてブロ

ッキング処理（室温、60 分）を行った。その後、Rabbit polyclonal anti-HSD3B 抗体（(82)、

希釈倍率 1/2,000）を用いて一次抗体反応（室温、120 分）を行った。PBS による洗浄

後、Goat anti-rabbit IgG-HRP 抗体（sc-2004、Santa Cruz、希釈倍率 1/800）を用いて二

次抗体反応（室温、60 分）を行った。PBS による洗浄後、DAB を基質液とし、酵素反

応にてシグナルの検出（室温、15 分以内）を行った。 
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 シグナル検出後の切片はメチルグリーンでカウンター染色を行った。染色後の切片

は、疎水化処理を行った後、疎水性封入剤（オイキット液）で封入して、正立顕微鏡

（ライカ、DM2500）で観察した後、デジタルカメラ（ライカ、DFC290）にて画像を

撮影した。 

 

リアルタイム RT-PCR 

 RNAlater 処理を行った後、-20℃で保存していた各発生段階のマウス胚から胎仔精巣

を取り出し、ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて total RNA を抽出した。各発生段階

について、3 個体分の精巣を 1 本のチューブにまとめたものをそれぞれ 5 本ずつ用意

した。抽出した total RNA を High Capacity cDNA Reverse Transcription kit（Life 

Technologies）にて逆転写反応（37℃、120 分）を行うことにより cDNA を得た。リア

ルタイム PCR 反応は、TaqMan Gene Expression Master Mix（Life Technologies）を用い、

ABI 7500 Fast real-time PCR system（Life Technologies）にて行った。内在性コントロー

ルとして Gapdh 遺伝子の発現を検出した。用いたプローブとプライマー（TaqMan Gene 

Expression Assay、Life Technologies）はつぎのとおりである。 

 

Gene name Assay ID  Expression-positive cells in the fetal testis  

Mamld1  Mm01293665_m1 Sertoli cells and Leydig cells 

Amh  Mm03023963_m1 Sertoli cells 

Ar  Mm00442688_m1 Germ cells, Leydig cells, and peritubular cells 

Arx  Mm00545903_m1 Interstitial cells excluding Leydig cells 

Cyp11a1 Mm00490735_m1 Leydig cells 

Cyp17a1 Mm00484040_m1 Leydig cells 

Ddx4  Mm00802445_m1 Germ cells 
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Dhh  Mm01310203_m1 Sertoli cells 

Dlx5  Mm01161781_m1 Leydig cells 

Dlx6  Mm01166201_m1 Leydig cells 

Gata4  Mm00484689_m1 Sertoli cells and Leydig cells  

Hsd17b3 Mm00515131_m1 Sertoli cells (seminiferous tubules) 

Hsd3b1  Mm01261921_mH Leydig cells 

Insl3  Mm01340353_m1 Leydig cells 

Nr5a1  Mm00446826_m1 Sertoli cells and Leydig cells 

Ptch1  Mm01306905_m1 Interstitial cells including Leydig cells 

Sox9  Mm00448840_m1 Sertoli cells 

Star  Mm00441558_m1 Leydig cells 

Gapdh  4352339E  Ubiquitous      

 

 データ解析は、胎生 14.5 日（Mamld1 遺伝子の場合のみ胎生 12.5 日）の野生型マウ

ス精巣における各目的遺伝子の mRNA 発現量を基準（Fold Change = 1）とし、相対的

な発現量を算出した。 

 

ウエスタンブロット 

 サンプルバッファーに溶解して得られたマウス胎仔精巣の全タンパク質を 12% 

SDS-PAGE により分離し、PVDF 膜（Bio-Rad）に転写（1.3 A、7 分）した。転写後の

PVDF 膜を 0.1%スキムミルク/TBST（20 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、0.1% Tween-20）

溶液にてブロッキング処理（室温、60 分）を行った。TBST による洗浄後、一次抗体

反応（室温、120 分）を行った。TBST による洗浄後、二次抗体反応（室温、60 分）を

行った。TBST による洗浄後、ECL Plus Western Blot Detection kit（GE Healthcare）と
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Odyssey Infrared Imaging System（LI-COR Biosciences）によりシグナルの検出を行った。

内在性コントロールとして ACTIN を検出した。使用した抗体はつぎのとおりである。 

Rabbit polyclonal anti-MAMLD1 抗体（(80)、希釈倍率 1/1,000） 

Rabbit polyclonal anti-HSD3B 抗体（(82)、希釈倍率 1/10,000） 

Rabbit polyclonal anti-ACTIN 抗体（A2066、Sigma、希釈倍率 1/2,000） 

Goat polyclonal anti- CYP17A1 抗体（sc-46081、Santa Cruz、希釈倍率 1/2,000） 

Goat anti-rabbit IgG-HRP 抗体（sc-2004、Santa Cruz、希釈倍率 1/2,000） 

Donkey anti-goat IgG-HRP 抗体（sc-2020、Santa Cruz、希釈倍率 1/2,000） 

 

胎仔精巣内のステロイド代謝産物含有量の測定 

 -80℃で保存した胎仔精巣（胎生 18.5 日）を用いて、テストステロンおよび他のステ

ロイド代謝産物の含有量を、LC-MS/MS 測定法（あすか製薬メディカル）にて測定し

た。 

 

ジゴキシゲニン標識リボプローブの作製 

 マウス Shh cDNA クローンに相当する I.M.A.G.E.クローン（IMAGE:6516263、

Invitrogen）を購入した。pCMV-SPORT6.1 vector に組み込まれているプラスミドを Pst I

（TOYOBO）にて制限酵素処理を行い、Shh cDNA 断片を得た。制限酵素処理により

得られた cDNA 断片（mShh 1362 bp）を pBluescript II SK(-) vector（Stratagene）に組み

込むための結合反応を行い、反応終了後の DNA 溶液を大腸菌のコンピテント細胞

JM109 株に導入した後、アンピシリンを含む寒天培地上で培養して目的断片を含むプ

ラスミドを選択した。目的のプラスミドを含む大腸菌を液体培地で培養した後、得ら

れたプラスミドは Hind III（TOYOBO）で制限酵素処理して鎖状にした。これを鋳型と

してジゴキシゲニン（DIG）標識を行うために、DIG RNA Labeling Mix（1277073、Roche）
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を用いて、T7 あるいは T3 ポリメラーゼにより in vitro 転写を行い、mShh に対する DIG

標識 cRNA プローブを作製した。 

 

ホールマウント in situ hybridization 

 ホールマウント in situ hybridization は、Wilkinson により確立された方法に従い行っ

た(53)。メタノール中に保存していたマウス胚を、メタノール/PBT 液シリーズにて再

水和を行い、過酸化水素処理（6% H2O2/PBT、室温、60 分）を行った。PBT による洗

浄後、プロテネース K 処理（10 µg/ml Proteinase K/PBT、室温、60 分）を行い、グリシ

ン/PBT 液でプロテネース K の反応を停止した。PBT による洗浄後、再固定処理（0.2%

グルタルアルデヒド/4%パラホルムアルデヒド、室温、20 分）を行った。PBT による

洗浄後、ハイブリダイゼーションバッファー（50% formamide、50 µg/ml Yeast RNA、

5xSSC、1% SDS、50 µg/ml heparin）中にてプレハイブリダイズ（70℃、60 分）した。

その後、DIG 標識した cRNA プローブ（0.5 µg/ml）の入ったハイブリダイゼーション

バッファー中にてハイブリダイズ（70℃、一晩）を行った。ハイブリダイズを行った

後、Solution 1（50% formamide、5xSSC、1% SDS）にて洗浄（70℃、20 分、3 回）、Solution 

1 と Solution 2（0.5 M NaCl、10 mM Tris-HCl、0.1% Tween-20）との 1:1 の混合液にて

洗浄（70℃、10 分）、Solution 2 にて洗浄（室温、10 分）を行った。その後、10 µg/ml RNase 

A/ Solution 2 処理（37℃、30 分）を行い、Solution 2 にて洗浄（室温、10 分）、Solution 

3（50% formamide、2xSSC）にて洗浄（室温、10 分）、Solution 3 にて洗浄（37℃、30

分、2 回）を行った。続いて、TBST（0.1 M NaCl、0.2 M CaCl2、25 mM Tris-HCl、0.1% 

Tween-20）にて洗浄（室温、10 分、3 回）し、10% FBS/TBST でブロッキング処理（4℃、

60 分）を行った。マウスエンブリオパウダーにより非特異吸着処理済みのアルカリフ

ォスファターゼ標識ヒツジ抗 DIG 抗体（1093274、Roche）を 1% FBS/TBST で約 2,500

倍に希釈して抗体反応（4℃、一晩）を行った。翌日、TBST にて洗浄（室温、5 時間、
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10 回近く液交換を行う）、NTMT（0.1 M NaCl、0.2 M MgCl2、20 mM Tris-HCl、0.2% 

Tween-20）にて洗浄（室温、10 分、3 回）を行い、BM パープルアルカリフォスファ

ターゼ基質液（1442074、Roche）を加え、遮光状態にて発色反応を行った。シグナル

を検出後、順次 PBT で洗浄を行い、発色反応を停止した。実体顕微鏡（ライカ、M205 

C）で観察した後、デジタルカメラ（ライカ、DFC290）にて画像を撮影した。 

 

統計学的解析 

 データは平均値±標準誤差で表した。データの統計的処理は、Student の t 検定およ

び ANOVA を行い、P<0.05 の場合を統計的有意とした。 
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＜結果＞ 

 

1. Mamld1 遺伝子のマウス胎仔精巣における発現解析 

 マウス胎仔精巣における Mamld1 遺伝子の発現の有無を調べるために、リアルタイ

ム RT-PCR 法を用いた発現解析を行った。性腺の精巣への分化が明らかになる胎生 12.5

日から、出生前日の胎生 18.5 日までのマウス胎仔精巣から抽出した total RNA を用い

た。Mamld1 遺伝子は、胎生中期（胎生 12.5 日）から胎生後期（胎生 18.5 日）のマウ

ス胎仔精巣で発現していた（Fig. 8）。さらに、その発現量は経時的に増加していること

が明らかになった。また、この発現量増加には有意差が認められた。 

 

2. Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの作製 

 常法に従って、Mamld1 の翻訳開始点を含むエキソン 3 の領域をネオマイシン耐性遺

伝子で置えた Mamld1 遺伝子欠損マウスを作製した（Fig. 9A）。まず、遺伝子組み換え

のためのベクターを作製するため、二つの遺伝子断片を PCR 法により増幅し、PGK プ

ロモーターで発現が制御されるネオマイシン耐性遺伝子の両側に挿入した。マウスの

胚盤胞由来の胚性幹細胞（以下、マウス ES 細胞）に Mamld1 ターゲティングベクター

を電気穿孔法にて遺伝子導入した。相同組換えを起こしたマウス ES 細胞をサザンブロ

ット法により選別し、マウスの胚盤胞に注入した。結果として、50%以上のキメラ率

をもったキメラマウスが産まれたため、野生型マウスとの交配により、Mamld1 変異ア

リルが次世代に伝わることを確認した。雌雄間での交配を行い、Mamld1 遺伝子欠損マ

ウスを作製した。この Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの精巣において、Mamld1 遺伝子の

mRNA および MAMLD1 タンパク質が検出されないことを確認した（Fig. 9B）。出生当

日の Mamld1 遺伝子欠損雄マウスは、外見上、異常は認められなかった。また、Mamld1

遺伝子欠損雄マウスの体重は、野生型マウスと比べて違いがなかった（Table 1）。 
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3. Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣における遺伝子発現およびタンパク質発現 

 胎仔精巣における遺伝子発現解析の結果、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣にお

いて、ライディッヒ細胞特異的に発現する遺伝子の mRNA 発現量が有意に低下してい

た（Fig. 10A）。詳しくみてみると、胎生 14.5 日、胎生 16.5 日、胎生 18.5 日では、Cyp17a1

遺伝子、Hsd3b1 遺伝子、Insl3 遺伝子の mRNA 発現量が低下しており、胎生 14.5 日、

胎生 16.5 日では、Star 遺伝子、Cyp11a1 遺伝子の mRNA 発現量が低下していた。Mamld1

遺伝子欠損マウスの胎仔精巣におけるそれぞれの遺伝子の mRNA 発現量は、野生型マ

ウスと比べて 65-80%であった。一方、解析した残りの遺伝子の mRNA 発現量は、胎

生 14.5 日の Hsd17b3 遺伝子と Amh 遺伝子を除いて、Mamld1 遺伝子欠損マウスと野生

型マウスの胎仔精巣で違いがなかった。しかしながら、CYP17A1 および HSD3B タン

パク質レベルは、Mamld1 遺伝子欠損マウスと野生型マウスの胎仔精巣で違いがなく、

胎生 16.5 日と胎生 18.5 日では胎生 14.5 日に比べて高かった（Fig. 10B）。 

 

4. Mamld1 遺伝子欠損マウスの外生殖器の解析 

 胎生期および出生当日において、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの外生殖器の形態を観

察したところ、外部形態は野生型マウスと区別できず、正常であることがわかった（Fig. 

11、Table 1）。胎生 14.5 日では、野生型マウスと同様に、Mamld1 遺伝子欠損雄マウス

の尿道上皮において Shh 遺伝子の発現が検出された（Fig. 11A、B）。胎生 16.5 日では、

Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの外生殖器原基の形態は、野生型マウスと同様の発生段階

を呈しており、外生殖器原基の伸長および腹側正中で起こる尿道ヒダの融合は野生型

と同様に、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスにおいて正常に起きていることがわかった（Fig. 

11C-F）。さらに、出生当日では、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの肛門性器間距離（AGD：

anogenital distance）および AGI（AGD index：肛門性器間距離を体重で割った値）は、
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野生型マウスと比べて違いがないことが明らかになった（Fig. 12A、B、Table 1）。また、

出生当日での外生殖器の組織学的な解析により、野生型マウスと同様に、Mamld1 遺伝

子欠損雄マウスの外生殖器は正常な包皮の融合が起きていることが観察された（Fig. 

12C-F）。 

 

5. Mamld1 遺伝子欠損マウスの内生殖器の解析 

 実体顕微鏡による観察の結果、胎生期および出生当日において、Mamld1 遺伝子欠損

雄マウスの内生殖器の形態は正常であることがわかった（Fig. 13、Table 1）。胎生 16.5

日では、正常な腹腔内の精巣下降とウォルフ管の発達およびミュラー管の退縮が観察

された（Fig. 13A、B）。さらに、胎生 14.5 日および出生当日での組織学的な解析から

も、Mamld1 遺伝子欠損マウスと野生型マウス間での胎仔精巣には違いが認められなか

った（Fig. 13C-F）。 

 免疫組織化学による解析の結果、胎生 14.5 日での Mamld1 遺伝子欠損マウスと野生

型マウスの胎仔精巣において、セルトリ細胞（AMH 陽性細胞）、ライディッヒ細胞

（HSD3B 陽性細胞）、生殖細胞（DDX4 陽性細胞）の数には差が見られなかった（Fig. 

14A-F）。また、出生当日の Mamld1 遺伝子欠損マウスと野生型マウスの精巣のおける

ライディッヒ細胞（HSD3B 陽性細胞）の数には差が見られなかった（Fig. 14G、H）。

さらに、出生当日の精巣重量および胎仔精巣内のテストステロン含有量とその他のス

テロイド代謝産物含有量は、Mamld1 遺伝子欠損マウスと野生型マウスで違いはなかっ

た（Table 1）。 

 

6. 交配実験 

 交配実験を行うことにより、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの生殖能力を解析した。通

常、常染色体上にある遺伝子の欠損マウスは、ヘテロ同士の組み合わせにより、全て
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の遺伝子型の仔を得ることが可能である。しかし、Mamld1 遺伝子は X 染色体上に存

在するため、一度の交配では全ての遺伝子型の仔を得ることはできない。また、得ら

れる仔について、雄の遺伝子型は+/Y が野生型、-/Y がヘミ欠損型（通常のホモ欠損型

に相当）である。雌の遺伝子型は、常染色体の遺伝子が欠損した場合と同じであり、

+/+が野生型、+/-がヘテロ欠損型、-/-がホモ欠損型である。そこで、本実験では、野生

型と Mamld1 遺伝子ヘテロ欠損の雌マウス、野生型と Mamld1 遺伝子ヘミ欠損の雄マウ

スをそれぞれ組み合わせて交配を行った。雌がヘテロ欠損型の場合、雄の遺伝子型に

関係なく、得られた産仔は、それぞれの遺伝子型が 25%前後となり、正常なメンデル

比を示した（Table 2）。さらに、野生型あるいは Mamld1 遺伝子ヘミ欠損の雄マウスを

野生型の雌マウスと交配させた結果から、平均産仔数に違いは認められないことが明

らかになった（データ不掲載）。 
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＜考察＞ 

 

 本研究では、男性ホルモン依存的ステージにおける MAMLD1 変異が尿道下裂を招く

機序を明らかにするために、マウス相同遺伝子（Mamld1）欠損マウスを用いた解析か

ら、胎生期精巣の男性ホルモン産生における Mamld1 の役割について検討した。 

 マウス胎仔精巣における男性ホルモンの生合成は、胎生 13.5 日から行われており、

胎生 14.5 日からその合成量が増加することが知られている(83, 84)。マウス胎仔精巣に

おける Mamld1 遺伝子の mRNA 発現量の変化を調べた結果、Mamld1 遺伝子の発現上

昇が認められること、さらにこの発現量の上昇は男性ホルモンの合成量の増加と時間

的な一致が認められることが明らかになった(80)。これまでの報告から、Mamld1 遺伝

子は外生殖器原基では発現が認められず(85)、男性ホルモンを合成している胎生 14.5

日のマウス胎仔精巣において、男性ホルモンの産生に関与する細胞（セルトリとライ

ディッヒ細胞）で発現していること(44)、さらにヒト胎児精巣においても MAMLD1 遺

伝子は発現していることが明らかになっている(44, 86)。これまでの結果と今回得られ

た結果を総合して考えると、MAMLD1/Mamld1 は男性ホルモン産生へ関与しているこ

とが強く示唆される。 

 また、本研究から、野生型マウスの胎仔精巣と比べて、Mamld1 遺伝子欠損マウスの

胎仔精巣において、ライディッヒ細胞特異的に発現する遺伝子（Star、Cyp11a1、Cyp17a1、

Hsd3b1 と Insl3）の mRNA 発現量が有意に低下していることが明らかになった(80)。一

方、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣において、ライディッヒ細胞以外の他の細胞

（生殖細胞、セルトリ細胞、ライディッヒ細胞を除く間質細胞、管周細胞）に発現す

る遺伝子、あるいはライディッヒ細胞と他の細胞の両方に発現する遺伝子については、

野生型胎仔精巣と比べてそれらの遺伝子の mRNA 発現量に違いが認められなかった

(80)。Hsd17b3 遺伝子は、成獣マウスの精巣においてライディッヒ細胞に発現するが、



46 

マウス胎仔精巣においてはセルトリ細胞に発現することが知られている(87, 88)。つぎ

に、男性ホルモン産生酵素の遺伝子に着目し、Mamld1 遺伝子が欠損することによる遺

伝子発現の制御が転写レベルだけであるのか、翻訳レベルにまで影響があるのかを検

討するために、胎仔精巣におけるタンパク質の定量解析を行った。今回は、CYP17A1

と HSD3B について解析を行った。その結果として、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔

精巣における CYP17A1、HSD3B のタンパク質の発現量は、野生型マウスと比べて違

いが認められなかった(80)。このことから、Mamld1 は、胎仔精巣のライディッヒ細胞

特異的に発現する遺伝子の転写レベルでの発現制御には関与しているが、翻訳レベル

までは影響を与えないことが示唆される。転写レベルと翻訳レベルにおける差異につ

いては、後で考察する。 

 続いて、外生殖器の形態について検討したところ、MAMLD1 変異陽性男性が尿道下

裂を示すヒトと異なり(44, 85)、Mamld1 遺伝子欠損マウスでは尿道下裂を示さないこ

とが明らかになった(80)。また、精巣の形態について、組織学的解析および免疫組織化

学解析を行った結果、Mamld1 遺伝子欠損マウスの精巣は野生型マウスと比べて明らか

な違いが認められなかった(80)。さらに、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスが正常な妊孕性

をもつことも明らかになった(80)。これらの結果から、Mamld1 遺伝子の欠損は、マウ

ス胎仔ライディッヒ細胞特異的に発現する遺伝子についてmRNA発現レベルに影響を

与えるが、生殖器と生殖機能には影響を与えずに、正常に発生させることが示唆され

る。 

 この概念を支持するようなタンパク質の発現レベルおよび表現型の結果とmRNA発

現レベルとの間における不一致については、これまでにいくつかの報告がある(89-91)。

転写レベルでの発現量の変化とタンパク質レベルでの発現および存在量について解析

が行われており、様々な可能性が検討されている。また、精巣、肝臓、大脳ではほと

んどすべての転写産物が検出されるものの、タンパク質として発現・存在するのはそ
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の一部であり、転写レベルと翻訳レベルは別々の制御を受けることが報告されている

(92, 93)。さらに、タンパク質の発現量の変化には転写レベルでの調節の他に、タンパ

ク質分解系によるタンパク質の存在量の調節系が深く関わっており、転写産物の量が

増減するステージと、タンパク質の蓄積量が増減するステージには時間的にずれがあ

ることが報告されている(94)。そのため、Mamld1 においても、タンパク質分解系によ

る分解を受けにくいこと、あるいはタンパク質の存在量が増減するステージは転写レ

ベルでの変化が認められるステージよりも遅れていることが推測される。以上のこと

も含め、mRNA 発現レベルとタンパク質の発現レベルとの相関が乏しい理由について、

現在では三つの可能性が提案されている(95)。第一に、まだ十分明確に定義されていな

いmRNAからタンパク質への翻訳に関する多くの複雑で様々な転写後のメカニズムが

存在する可能性である。第二に、生体内における mRNA とタンパク質の半減期が本質

的に違っている可能性である。第三に、リアルタイム RT-PCR に用いた内在性コント

ロール遺伝子よりも、最適な内在性コントロール遺伝子候補が他に存在するかもしれ

ない、また、タンパク質の発現レベルの変動の幅が少ない場合、ウエスタンブロッテ

ィングでは定量の評価は難しいという実験手法に限界があるという可能性である。 

 これらの説明は、Cyp17a1 mRNA、Hsd3b1 mRNA 発現量が有意に減少しているにも

かかわらず、CYP17A1、HSD3B のタンパク質が正常な発現量を示すという我々の結果

にも該当するであろう。さらに、Mamld1 遺伝子欠損および野生型マウスにおいて、

CYP17A1、HSD3B のタンパク質レベルは、既報の精巣内テストステロン量の増加と同

様に増加していることが確認された。これは、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスが正常な精

巣機能を有していることに一致する。 

 これまでに、MAMLD1 変異陽性男性が尿道下裂を示すというヒトの表現型(44, 85)

と Mamld1 遺伝子欠損マウスは正常な尿道形成を示すというマウス表現型(80)には違

いがあることが明らかになった。この点において、まず、尿道形成期におけるヒトと
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マウスの違いが挙げられる。ヒトの尿道形成期は、妊娠初期の数週間（妊娠 12～15 週

目）であり、尿道形成期と精巣内テストステロン量のピークは一致することが報告さ

れている(96, 97)。一方、マウスの尿道形成期は、妊娠後期の数日（胎生 15.5～17.5 日）

であり(41, 49)、尿道形成期と精巣内テストステロン量のピーク（胎生 18.5 日）は一致

しない(83, 84)。このことから、ヒトとマウスでは、尿道形成期に必要なテストステロ

ン量が異なると推測される。つぎに、テストステロン産生におけるヒトとマウスの違

いである。ヒトは絨毛性ゴナドトロピン（hCG）刺激に依存し、主にΔ5 経路を経由し

てテストステロンが産生され(97-100)、一方、マウスは絨毛性ゴナドトロピン刺激に依

存せず、主にΔ4 経路を経由してテストステロンが産生される(83, 97, 101)。このよう

に、ヒトとマウスでは、ステロイドホルモン生合成の主要な経路が異なっていること

が知られている(97)。また、動物種により、酵素活性に必要なコファクターが異なるこ

とが考えられる。したがって、詳細なメカニズムはまだ解明されていないが、胎生期

雄性の性分化におけるこのような動物種の違いが、Mamld1 遺伝子欠損マウスと

MAMLD1 変異陽性男性との表現型の違いの根底にあると考えられる。 

 さらに、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスにおけるライディッヒ細胞数が正常であった

(80)という結果は、マウスライディッヒ腫瘍細胞において内在性 Mamld1 遺伝子をノッ

クダウンした時に細胞増殖に影響を与えない(47)という結果と一致していたが、mRNA

発現レベルと精巣内ホルモン含有量の結果はマウス生体と培養細胞とでは異なってい

た(47, 80)。実際、培養細胞における Mamld1 遺伝子の発現低下は、主に Cyp17a1 遺伝

子の発現に影響を与えて、テストステロン濃度や 17α-水酸化（17α-hydroxylation）以降

の他のステロイド代謝産物濃度が減少している(47)。CYP17A1 酵素は 17α-水酸化酵素

（17α-hydroxylase）活性と 17/20-リアーゼ（17/20-lyase）活性の両方を有するが(102)、

Mamld1 遺伝子の発現を抑制しても 17/20-リアーゼ活性は保持されている(47)。マウス

ライディッヒ腫瘍細胞は、成獣ライディヒの腫瘍細胞に由来しており、Δ4 経路とΔ5
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経路において元来、17α-水酸化酵素活性は著しく低いが、17/20-リアーゼ活性は比較的

よく保存された細胞株である(103)。したがって、培養細胞実験では、このようなマウ

スライディッヒ腫瘍細胞自体の特徴的な性質のために、Mamld1 遺伝子の発現抑制によ

り、Cyp17a1 遺伝子発現の優先的な障害と 17α-水酸化酵素活性の低下が顕著にあらわ

れたのかもしれない。また、Mamld1 遺伝子は胎仔精巣ではセルトリ細胞にも発現して

おり(44)、培養細胞実験では単一の細胞での機能を見ているために、精巣における他の

細胞（セルトリ細胞や生殖細胞など）との相互作用まで見出すことは難しい。そのた

め、Mamld1 遺伝子欠損マウス生体において得られた mRNA 発現レベルおよび男性ホ

ルモン産生量の結果と培養細胞において得られたそれらの結果には違いが生じたと示

唆される。しかし、成獣ライディヒ由来の細胞において、Mamld1 遺伝子の発現抑制に

よりテストステロン産生量低下が見出されたことは(46, 47)、MAMLD1 変異陽性男性に

おいて出生後も性腺機能の低下が起きる可能性がある。我々は予備的な実験ではある

が、生後のマウス精巣において Mamld1 遺伝子が発現していること、成獣 Mamld1 遺伝

子欠損マウスの精巣サイズと重量が減少していることを見出しており、MAMLD1 変異

陽性男性が生後の性腺機能低下を招く可能性を支持する結果を得ている。そのため、

今後も患者のフォローアップが必要である。 

 また、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣において、Insl3 mRNA 発現量は減少し、

Amh mRNA 発現量は正常であった(80)。これらの発現様式がヒトにおいても観察され

ると仮定すると、MAMLD1 変異陽性患者では停留精巣とミュラー管の退縮が起こるこ

とが推測される。実際、MAMLD1 変異陽性患者において、尿道下裂だけでなく、停留

精巣を併発している症例を見出している(44)。さらに、Mamld1 遺伝子欠損マウスを用

いた交配実験の結果、正常なメンデル比（それぞれの遺伝子型が 25%前後）に一致し

て産仔が得られている(80)。そのため、Mamld1 遺伝子は中枢神経系での強い発現を含

む広範な臓器に発現していることが報告されているが(44)、Mamld1 が欠損することに
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より生存能力に影響を与える可能性は低いと考えられる。 

 以上の結果より、Mamld1 遺伝子の欠損は外生殖器および生殖機能には影響を与えて

いないが、Mamld1 遺伝子はマウス胎仔ライディッヒ細胞特異的に発現する複数遺伝子

の mRNA 発現レベルを制御することが示唆される。コレステロールからテストステロ

ンへの合成経路は、ヒトとマウスでは異なっていることが知られており(97)、この経路

において機能している補助因子が異なる可能性やまだ知られていないバイパス経路が

存在する可能性もある。マウスにおいて一つの遺伝子を欠損させただけでは、ヒトと

同様の表現型が得られないことは、男性ホルモン合成経路における未知のバイパス経

路が存在し、それが胎生後期における性分化や雄性外生殖器の形成において重要な役

割を果たしていることを示唆する。また、遺伝子欠損マウスの約 9 割では顕著な表現

型が認められないことから(104, 105)、マウスではバイパス経路が動きだしやすいなど

の特性があると推察される。 

 今後、MAMLD1/Mamld1 の生物学的機能の解明のためには、遺伝子欠損マウスの解

析の他に、ヒトで同定された変異型をノックインすることによっても解析する必要が

ある。 
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【総括】 

 

 本研究では、哺乳類に共通した雄性生殖器の形成・発育の分子基盤と疾患発症にお

けるその破綻について解明することを目的とし、雄性外生殖器形成に関わる段階を男

性ホルモン非依存的と男性ホルモン依存的なステージに分けて、遺伝子発現解析およ

び形態学的解析を試みた。外生殖器の形態は、脊椎動物間において様々な多様性がみ

られ、同種の雌雄間における物理的な一種の鍵と鍵穴の関係に例えられるような雌雄

選択の役割を持っている。外生殖器は、このように形態の多様性が存在する器官であ

るだけでなく、生物にとって最も重要な種保存のための効果的な交配や体内受精を成

し遂げるために必要な器官である。外生殖器原基の形成には、胎生期における細胞増

殖因子群の形成制御シグナルの関与のほか、胎生期精巣由来の男性ホルモンが関与す

ることが知られている。 

 本研究からは以下の点が明らかになった。はじめに、スンクス外生殖器原基におけ

る発現解析の結果、スンクス外生殖器原基における細胞増殖因子（Fgf8、Shh）の発現

様式は、マウス外生殖器原基におけるこれら遺伝子の発現様式と類似していることを

見出した。これらの結果から、哺乳類外生殖器原基の外生殖器の伸長過程、尿道形成

過程における分子メカニズムの共通性が示唆される。さらに、成獣スンクス外生殖器

の形態解析の結果、スンクス雄性外生殖器の背側には骨格筋が存在すること、陰茎は

角化した数多くのとげで覆われていることを見出し、哺乳類雄性外生殖器の形態に関

する共通性および多様性を明らかにした。 

 近頃、スンクスゲノム解析プロジェクトが立ち上がった。今後、日本で初めて実験

動物化されたスンクスのゲノム構造の解読とデータベースの構築を行うことにより、

日本発のモデル動物の有用性を国際的に発信することができる。スンクスの多くの遺

伝子配列が明らかになるにつれて、スンクスのモデル動物としての有用性がより高く
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なると考えている。 

 つぎに、ヒトにおいて尿道下裂責任遺伝子として同定された MAMLD1 の生体内機

能について検討するため、マウス相同遺伝子（Mamld1）欠損マウスの解析を行った。

その結果、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスは尿道下裂を示さず、正常な妊孕性を有してい

ることを見出した。また、Mamld1 が胎仔精巣のライディッヒ細胞特異的にステロイド

ホルモン産生酵素遺伝子群の発現を制御する因子であることを明らかにした。 

 本研究から示唆される MAMLD1/Mamld1 の男性ホルモン産生への関与は、実験動物

モデルから得られる一つの知見としてだけでなく、ヒト内分泌疾患の発症機序解明へ

結び付くと考えられる。また、我々は Mamld1 遺伝子が胎生期精巣のみでなく、成獣

の精巣、卵巣、脳などの他のステロイドホルモン合成器官において発現していること

を見出している。今後の課題として、これらの器官における Mamld1 遺伝子の役割に

ついても解析する必要がある。また、ヒトで見つかった変異体を発現するノックインマ

ウスを作製することにより、ヒトと同様の尿道下裂の症状を示すマウスが得られる可能

性がある。 
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Fig. 1 スンクス外生殖器原基（胎生 14～18 日）の走査電子顕微鏡観察 
 
A：胎生 14 日の外生殖器原基の形態観察。原基の隆起はみられなかった（白色矢印頭）。 
B：胎生 15 日の外生殖器原基の形態観察。原基は臍帯と尾の間にわずかな隆起として観察

された（黄色片括弧）。外生殖器原基の先端に、遠位尿道板上皮の構造が確認できた（黄

色矢印頭）。 
C：胎生 16 日の外生殖器原基の形態観察。原基の伸長がみられた（黄色片括弧）。 
D：胎生 18 日の外生殖器原基の形態観察。原基はさらに著しく伸長した（黄色片括弧）。

胎生 18 日までは、外生殖器原基の形態における雌雄差は認められなかった。 
白色矢印頭：隆起予定領域、黄色矢印頭：遠位尿道板上皮、黄色片括弧：原基の隆起と伸

長、スケールバー： 300 µm。  
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Fig. 2 スンクス外生殖器原基（胎生 20、22 日）の走査電子顕微鏡観察 

 
A、B：胎生 20 日の外生殖器原基の形態観察。雄性（A）、雌性（B）の外生殖器原基の遠

位側に形態の雌雄差は認められなかったが（白色矢印頭）、雄の外生殖器原基の近位側で

は尿生殖ヒダの癒着がみられ、雌の近位側で癒着はみられないという雌雄差が認められた

（黄色矢印頭）。 
C、D：胎生 22 日の外生殖器原基の形態観察。尿道形成において、雄性（C）、雌性（D）

の差が認められた。雄の肛門性器間距離は雌に比べて長かった（黄色片括弧）。 
白色矢印頭：将来の陰茎亀頭、黄色矢印頭：形態の雌雄差が認められた近位側、黄色片括

弧：肛門性器間距離、スケールバー： 300 µm。  
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Fig. 3 スンクス外生殖器原基における Fgf8 mRNA 発現細胞の局在 

 
A：胎生 14 日の Fgf8 mRNA 発現細胞の局在解析。原基の隆起がみられない時期の腹側正

中線上に Fgf8 遺伝子の発現が認められた（黄色矢印頭）。マウスの報告と同様に、Fgf8 遺

伝子はスンクスの体節および肢芽の外胚葉性頂堤にも発現していた（白色矢印頭）。 
B：胎生 15 日の Fgf8 mRNA 発現細胞の局在解析。外生殖器原基先端の遠位尿道板上皮（黄

色矢印頭）と外胚葉性頂堤（白色矢印頭）に Fgf8 遺伝子の発現が認められた。 
C：胎生 18 日の外生殖器原基における Fgf8 mRNA 発現細胞の局在解析。外生殖器原基先

端の遠位尿道板上皮に Fgf8 遺伝子の発現が認められた（黄色矢印頭）。 
D：胎生 20 日の外生殖器原基（雌性）における Fgf8 mRNA 発現細胞の局在解析。外生殖

器原基先端において Fgf8 遺伝子の発現はわずかに観察された（黄色矢印頭）。 
黄色矢印頭：外生殖器原基での Fgf8 遺伝子発現、白色矢印頭：外胚葉性頂堤での Fgf8 遺

伝子発現、スケールバー： 500 µm。  
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Fig. 4 スンクス外生殖器原基における Shh mRNA 発現細胞の局在 

 
A：胎生 14 日の Shh mRNA 発現細胞の局在解析。原基の隆起がみられない時期の腹側正中

線上に Shh 遺伝子の発現が認められた（黄色矢印頭）。マウスの報告と同様に、Shh 遺伝子

はスンクスの脊索および極性活性化領域にも発現していた（白色矢印頭）。 
B：胎生 18 日の Shh mRNA 発現細胞の局在解析。外生殖器原基において近位から遠位の尿

道板上皮に Shh 遺伝子の発現が観察された（黄色矢印頭）。 
C：胎生 20 日の外生殖器原基（雄性）における Shh mRNA 発現細胞の局在解析。外生殖器

原基において近位から遠位の尿道板上皮に Shh 遺伝子の発現が観察された（黄色矢印頭）。 
D：胎生 22 日の外生殖器原基（雄性）における Shh mRNA 発現細胞の局在解析。遠位側の

尿道板上皮に Shh 遺伝子の発現が確認された（黄色矢印頭）が、近位側ではすでに管状の

構造である尿道が形成されていたために、外側より Shh 遺伝子の発現は観察されなかった

（黒色矢印頭）。 
黄色矢印頭：外生殖器原基での Shh 遺伝子発現、黒色矢印頭：発現がみられない近位側、

白色矢印頭：極性活性化領域での Shh 遺伝子発現、スケールバー： 500 µm。  
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Fig. 5 成獣スンクス雄性外生殖器の外観と組織像 

 
A：雄性外生殖器の側面観察。雄性外生殖器を尿生殖肛門裂より押し出し、外生殖器の先

端を左側に向けた。外生殖器の背側遠位は、尿道海綿体からつながる陰茎亀頭（白色矢印

頭）がみられた。また、外生殖器近位には包皮が確認された（白色矢印）。 
B－G：冠状断切片の Masson’s trichrome 染色による組織学的解析。A の灰色線の位置で冠

状断切片を作製した。遠位領域は、陰茎亀頭（B の白色矢印頭）は粗な結合組織として観

察され、亀頭海綿体に接していた。近位領域は、外生殖器の背側に骨格筋（D の黄色領域）、

中央部に陰茎海綿体（D の黒色領域）、腹側に尿道（D の黄色破線領域）が存在した。また、

尿道の両側に、陰茎背動脈（D の黒色矢印頭）が観察された。 
E：B の黒色破線領域の拡大画像。亀頭海綿体（黄色シャープ）は、血管構造が発達して

おり、角化した数多くのとげ（黒色矢印）を持つ上皮に覆われていた。 
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（Kamikawa-Miyado M et al. (2005) Zoological Science 22: 463-468, Fig. 1 より転載） 



F：D の緑色破線領域の拡大画像。陰茎中央部にある陰茎海綿体は非常に厚い白膜（黄色

両矢印）に覆われていた。 
G：D の黄色破線領域の拡大画像。陰茎腹側には、尿道海綿体（黄色アスタリスク）に囲

まれた重層円柱上皮（黄色矢印）よりなる尿道が存在した。 
白色矢印頭：陰茎亀頭、黒色矢印頭：陰茎背動脈、黄色領域：背側坐骨海綿体筋、黒色領

域：陰茎海綿体の内部、緑色領域：陰茎後引筋、スケールバー：2 mm（A－D）、100 µm（E
－G）。 

  



 
Fig. 6 成獣スンクス雄性外生殖器における坐骨海綿体筋の 

解剖学的、組織学的解析および fast-myosin heavy chain 陽性細胞の局在 
 
A、B：坐骨海綿体筋の Masson’s trichrome 染色による組織学的解析および fast-myosin heavy 
chain 陽性細胞の局在解析。Fig. 5D の黄色領域の拡大画像である。陰茎の背側に fast-myosin 
heavy chain 陽性の骨格筋が確認された。 
C：陰茎近位部の背面観察。皮膚と膀胱を切除して、陰茎の近位部を背側から観察し、陰

茎背側に存在する骨格筋（黒色矢印頭）を確認した。 
D：陰茎近位部の側面観察。 
E、F：背側および腹側の坐骨海綿体筋の起始部。F は E のイラスト図である。 
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（Kamikawa-Miyado M et al. (2005) Zoological Science 22: 463-468, Fig. 2 より転載） 



G、H：矢状断切片の Masson’s trichrome 染色による組織学的解析。外生殖器の正中で矢状

断切片を作製した。H は G の黒色領域の拡大画像である。 
陰茎背側に存在する骨格筋（黒色矢印頭）は、坐骨結節の内側を起点（緑色矢印頭）とし、

陰茎亀頭の後方の陰茎海綿体（黄色矢印頭）に停止していた。 
bp：尿道球、bu：尿道球腺、t：精巣、u：尿道、黒色矢印頭：背側坐骨海綿体筋、緑色矢

印頭：背側坐骨海綿体筋の起始部、黄色矢印頭：背側坐骨海綿体筋の停止部、*：腹側坐

骨海綿体筋、#：陰茎海綿体、スケールバー：100 µm（A、B）、2 mm（C－F）、1 mm（G）、

500 µm（H）。 
  



 
Fig. 7 成獣スンクス雄性外生殖器における陰茎海綿体と陰茎後引筋の 

組織学的解析および α-smooth muscle actin 陽性細胞の局在 
 
A、B：陰茎海綿体の Masson’s trichrome 染色による組織学的解析および α-smooth muscle actin
陽性細胞の局在解析。Fig. 5D の黒色領域の拡大画像である。陰茎海綿体は、血管内皮に覆

われている相互に連結した海綿体様空間の網構造からなり、疎性結合組織（アスタリスク）

と平滑筋の束を含む小柱（矢印）によって区分されていた。 
C、D：陰茎後引筋の Masson’s trichrome 染色による組織学的解析および α-smooth muscle actin
陽性細胞の局在解析。Fig. 5D の緑色領域の拡大画像である。尿道の両側に α-smooth muscle 
actin 陽性の一対の平滑筋が確認された（矢印）。片側のみ図示した。 
矢印：α-smooth muscle actin 陽性細胞、*：疎性結合組織、スケールバー：100 µm。 
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（Kamikawa-Miyado M et al. (2005) Zoological Science 22: 463-468, Fig. 3 より転載） 



 
Fig. 8 野生型マウス胎仔精巣における Mamld1 遺伝子の mRNA 発現量 

 
 胎生中期から後期の野生型マウス胎仔精巣におけるMamld1 遺伝子の mRNA 発現量をリ

アルタイム RT-PCR にて解析した。Fold Change（FC）は、内在性コントロール遺伝子であ

る Gapdh に対する Mamld1 遺伝子の相対的な mRNA 発現量として算出した。胎生 12.5 日

における Mamld1 mRNA 発現量を 1.0 とした。Mamld1 遺伝子は胎生中期から後期のマウス

胎仔精巣で発現しており、その発現量は経時的に増加していた。発現量増加には有意差が認

められた。P < 0.05 を有意差ありと判定し、赤色アスタリスクで示した。 
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（Miyado M et al. (2012) Endocrinology 153: 6033-6040, Fig. 2 より転載） 



 

A 

B 

 

Targeting 
vector

PGK-neo

Wild-type 
Mamld1

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

Targeted 
Mamld1

 

Mamld1
PGK-neo

M
ar

ke
r

+/+ +/− −/− WT KO
Female Male

95
68

WT KOkDa

MAMLD1

ACTIN

WT KOM
ar

ke
r

WTKO RT (–)

Fetal
testis

Adult
testis

Mamld1
Gapdh
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Fig. 9 Mamld1 遺伝子欠損マウスの作製 
 
A：遺伝子ターゲッティング戦略の略図を示す。X 記号で示す相同組換えにより、Mamld1
の翻訳開始点を含むエキソン 3 の領域をネオマイシン耐性遺伝子（PGK-neo）で置き換え

た。 
黒色箱：翻訳領域、白色箱：非翻訳領域、黒色矢印頭ペア：野生型 Mamld1 ゲノム増幅用

プライマーセット、白色矢印頭ペア：野生型 Mamld1 遺伝子転写産物増幅用プライマーセ

ット、灰色矢印頭ペア：ネオマイシン耐性遺伝子増幅用プライマーセット。 
B：Mamld1 遺伝子欠損の状態について、遺伝子型決定解析（上段）、RT-PCR 解析（中段）、

ウエスタンブロット解析（下段）により確認を行った。Mamld1 遺伝子欠損マウスの精巣

において、Mamld1 遺伝子および MAMLD1 タンパク質が検出されないことを検討し、

Mamld1 遺伝子欠損マウスが得られていることを確認した。 
+/+：野生型雌マウス、+/-：Mamld1 遺伝子ヘテロ欠損型雌マウス、-/-：Mamld1 遺伝子ホ

モ欠損型雌マウス、WT：野生型雄マウス、KO：Mamld1 遺伝子欠損雄マウス、RT (-)：逆

転写酵素を含まないネガティブコントロール。 
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（Miyado M et al. (2012) Endocrinology 153: 6033-6040, Fig. 3 より転載） 



Fig. 10 胎生期の野生型と Mamld1 遺伝子欠損マウスの精巣における 
遺伝子発現およびタンパク質発現の解析 

 
A：胎生 14.5 日、胎生 16.5 日、胎生 18.5 日の野生型および Mamld1 遺伝子欠損マウスの精

巣におけるターゲット遺伝子の mRNA 発現量をリアルタイム RT-PCR にて解析した。Fold 
Change（FC）は、それぞれ内在性コントロール遺伝子である Gapdh に対するターゲット

遺伝子の相対的な mRNA 発現量として算出した。それぞれのターゲット遺伝子について、

胎生 14.5 日における mRNA 発現量を 1.0 とした。P < 0.05 を有意差ありと判定し、赤色ア

スタリスクで示した。野生型マウスに比べて、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣にお

いて、ライディッヒ細胞特異的に発現する遺伝子（Star、Cyp11a1、Cyp17a1、Hsd3b1 と Insl3）
の mRNA 発現量が有意に低下していた。一方、Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣にお

いて、ライディッヒ細胞以外の他の細胞（生殖細胞、セルトリ細胞、ライディッヒ細胞を

除く間質細胞、管周細胞）に発現する遺伝子、あるいはライディッヒ細胞と他の細胞の両

方に発現する遺伝子は、野生型マウスと比べてそれらの遺伝子の mRNA 発現量に違いがな

かった。 
L：ライディッヒ細胞、S：セルトリ細胞、G：生殖細胞、P：管周細胞、I [non-L]：ライデ

ィッヒ細胞を除く間質細胞、I [inc.-L]：ライディッヒ細胞を含む間質細胞、白色棒：野生

型雄マウス、灰色棒：Mamld1 遺伝子欠損雄マウス、dpc：胎生日齢。 
B：胎生 14.5 日、胎生 16.5 日、胎生 18.5 日の野生型および Mamld1 遺伝子欠損マウス精巣

における CYP17A1、HSD3B のタンパク質の発現量をウエスタンブロット解析にて解析し

た。Mamld1 遺伝子欠損マウスの胎仔精巣における CYP17A1、HSD3B のタンパク質の発現

量は、野生型マウスと比べて違いが認められなかった。 
WT：野生型雄マウス、KO：Mamld1 遺伝子欠損雄マウス、dpc：胎生日齢。 

  



 
Fig. 11 胎生期における野生型と Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの外生殖器原基 

 
A、B：胎生 14.5 日の外生殖器原基において Shh 遺伝子の発現解析。野生型マウスと同様

に、Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの尿道上皮において Shh 遺伝子の発現（矢印頭）が認め

られた。 
C－F：胎生 16.5 日の外生殖器原基の外観観察。野生型マウスと同様の発生段階で、Mamld1
遺伝子欠損雄マウスの外生殖器原基の伸長および腹側正中で起こる尿道ヒダの融合が正

常に起こっていた。 
g：亀頭、p：包皮、WT：野生型雄マウス、KO：Mamld1 遺伝子欠損雄マウス、dpc：胎生

日齢、スケールバー：500 µm。  
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（Miyado M et al. (2012) Endocrinology 153: 6033-6040, Fig. 4 より転載） 



 
Fig. 12 出生当日における野生型と Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの外生殖器 

 
A、B：出生当日の外生殖器の外観。矢印頭で示す肛門性器間距離（AGD：anogenital distance）
は、Mamld1 遺伝子欠損と野生型雄マウスでは違いがなかった。 
C－F：出生当日の外生殖器の組織学的な解析。野生型マウスと同様に、Mamld1 遺伝子欠

損雄マウスの外生殖器では正常な包皮の融合（3 つの矢印頭）が起きていた。 
p：包皮、pg：包皮腺、u：尿道、WT：野生型雄マウス、KO：Mamld1 遺伝子欠損雄マウ

ス、スケールバー：1 mm（A、B）、500 µm（C、D）、100 µm（E、F）。  
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（Miyado M et al. (2012) Endocrinology 153: 6033-6040, Fig. 4 より転載） 



 
Fig. 13 野生型と Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの内生殖器 

 
A、B：胎生 16.5 日の内生殖器の外観。Mamld1 遺伝子欠損と野生型雄マウスにおいて、正

常な腹腔内の精巣下降とウォルフ管の発達およびミュラー管の退縮が確認された。 
C－F：胎生 14.5 日および出生当日の内生殖器の組織学的な解析。Mamld1 遺伝子欠損と野

生型雄マウスの胎仔精巣には違いがみられなかった。 
b：膀胱、t：精巣、WT：野生型雄マウス、KO：Mamld1 遺伝子欠損雄マウス、dpc：胎生

日齢、スケールバー：1 mm（A、B）、100 µm（C、D）、200 µm（E、F）。 
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（Miyado M et al. (2012) Endocrinology 153: 6033-6040, Fig. 5 より転載） 
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Fig. 14 野生型と Mamld1 遺伝子欠損マウス精巣の免疫組織化学による観察 
 
A、B：胎生 14.5 日の精巣における AMH 陽性細胞の局在。AMH はセルトリ細胞のマーカ

ー分子として知られており、Mamld1 遺伝子欠損と野生型マウスの精巣において、AMH 陽

性細胞の局在に違いはみられなかった。 
C、D、G、H：胎生 14.5 日および出生当日の精巣における HSD3B 陽性細胞の局在。HSD3B
はライディッヒ細胞のマーカー分子として知られており、Mamld1 遺伝子欠損と野生型マ

ウスの精巣において、HSD3B 陽性細胞の局在に違いはみられなかった。 
E、F：胎生 14.5 日の精巣における DDX4 陽性細胞の局在。DDX4 は生殖細胞のマーカー

分子として知られており、Mamld1 遺伝子欠損と野生型マウスの精巣において、DDX4 陽

性細胞の局在に違いはみられなかった。 
WT：野生型雄マウス、KO：Mamld1 遺伝子欠損雄マウス、dpc：胎生日齢、スケールバー：

50 µm（A－F）、200 µm（G、H）。 

 



TABLE 1.   Comparison between Mamld1 KO mice and their WT littermates 

  
KO WT P value 

Body weight (g) (at birth) 1.48 ± 0.03 (n = 10) 1.44 ± 0.03 (n = 10) 0.40 
AGD (mm) (at birth) 1.33 ± 0.02 (n = 10) 1.32 ± 0.02 (n = 10) 0.62 
AGI (mm/g) (at birth) 0.90 ± 0.02 (n = 10) 0.92 ± 0.02 (n = 10) 0.55 
Leydig cells (HSD3B-stained cells) (number/HPF) (at 14.5 dpc) 69.3 ± 8.2 (n = 3) 75.1 ± 7.6 (n = 3) 0.63 
Testis weight (mg)  (at birth) 1.46 ± 0.08 (n = 10) 1.35 ± 0.08 (n = 10) 0.34 
Intratesticular steroid metabolites (at 18.5 dpc) 

     
  Pregnenolone (pg/two testes) 

 
17.9 ± 4.0 (n = 4) 15.4 ± 1.4 (n = 4) 0.57 

  Progesterone (pg/two testes) 
 

16.5 ± 4.6 (n = 4) 15.0 ± 1.7 (n = 4) 0.56 
  17-OH pregnenolone (pg/two testes) 

 
15.2 ± 2.9 (n = 4) 15.4 ± 1.3 (n = 4) 0.77 

  17-OH progesterone (pg/two testes) 
 

10.4 ± 1.7 (n = 4) 13.5 ± 2.5 (n = 4) 0.15 
  Androstenedione (ng/two testes) 

 
0.44 ± 0.15 (n = 4) 0.51 ± 0.07 (n = 4) 0.25 

  T (ng/two testes) 
 

2.31 ± 0.30 (n = 4) 2.38 ± 0.31 (n = 4) 0.89 

Expressed as mean ± SEM. HPF, high power field (234.1 µm × 175.5 µm). 
（Miyado M et al. (2012) Endocrinology 153: 6033-6040, Table 1 より転載） 

 
Mamld1 遺伝子欠損と野生型雄マウスの特性の比較 
 
出生当日における Mamld1 遺伝子欠損雄マウスの体重は、野生型マウスと比べて違いがなかった。また、Mamld1 遺伝子

欠損雄マウスの肛門性器間距離（AGD：anogenital distance）および肛門性器間距離を体重で割った値（AGI：AGD index）
は、野生型マウスと比べて違いがなかった。さらに、出生当日の精巣重量および胎仔精巣内の T（テストステロン）とそ

の他のステロイド代謝産物含有量は、Mamld1 遺伝子欠損マウスと野生型マウスで違いがなかった。 



TABLE 2.   Cross-mating experiments for Mamld1 

Offsprings produced by cross-mating between Mamld1 KO male mice (n = 5) and WT female mice (n = 24) 

Sex and Mamld1 genotype Male (–) Male (+) Female (–/–) Female (+/–) Female (+/+) 

Number and frequency n/o 89 (45.6%) n/o 106 (54.4%) n/o 

Offsprings produced by cross-mating between Mamld1 KO male mice (n = 14) and heterozygous female mice (n = 49) 

Sex and Mamld1 genotype Male (–) Male (+) Female (–/–) Female (+/–) Female (+/+) 

Number and frequency 84 (23.6%) 96 (27.0%) 94 (26.4%) 82 (23.0%) n/o 

Offsprings produced by cross-mating between WT male mice (n = 6) and WT female mice (n = 12) 

Sex and Mamld1 genotype Male (–) Male (+) Female (–/–) Female (+/–) Female (+/+) 

Number and frequency n/o 58 (59.8%) n/o n/o 39 (40.2%) 

Offsprings produced by cross-mating between WT male mice (n = 9) and heterozygous female mice (n = 46) 

Sex and Mamld1 genotype Male (–) Male (+) Female (–/–) Female (+/–) Female (+/+) 

Number and frequency 86 (25.3%) 85 (25.0%) n/o 84 (24.7%) 85 (25.0%) 

WT or +, WT; KO or –, Mamld1 KO; n/o, not obtained. 
（Miyado M et al. (2012) Endocrinology 153: 6033-6040, Table 2 より転載） 

 
Mamld1 遺伝子欠損マウスの交配実験 
 
Mamld1 遺伝子は X 染色体上にあるため、一度の交配では全ての遺伝子型の仔を得ることはできない。そこで、野生型

と Mamld1 遺伝子ヘテロ欠損の雌マウス、野生型と Mamld1 遺伝子ヘミ欠損の雄マウスをそれぞれ組み合わせて交配を

行った。雌がヘテロ欠損型の場合、雄の遺伝子型に関係なく、得られた産仔は、それぞれの遺伝子型が 25%前後となり、

正常なメンデル比を示した。 
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