
はじめに

多くの生物種において，雄と雌を作り出す仕組み（性
差構築）は生殖に不可欠であり，その確立は種の存続を
かけた重要課題である．ヒトを含む哺乳類の性差構築は，
遺伝的支配による性差構築と分化後の生殖腺より分泌さ
れるホルモンによる支配をうけるもの（ホルモンによる
性差構築）に大別される．外生殖器は，ホルモンによる
性差構築を示す代表的な器官である．また，さまざまな
種において子孫を残すため必要不可欠な生殖器官であ
り，雌雄においてその形態は大きく異なる．マウスの場
合，外生殖器の原基である生殖結節（genital tubercle；
GT）は，胎生10．5日目（E10．5）以降に体幹末端の総排
泄腔領域から隆起する．E11．5～14．5の間，GTは著し
く伸長し，その後 E15．5以降になると精巣から分泌され
るアンドロゲンの作用によって，形態学的な性差が認め
られるようになる．雄では将来尿道が形成される周辺の
間葉細胞（尿道両側間葉細胞）と包皮が正中線に沿って
癒合し，尿道が GT内部に取り込まれる（図1A）．ま
た雄の GTは，雌に比べてサイズが増大し，陰茎および
亀頭を形成する．一方，雌の GTは，尿道の取り込みが
起こらず，GTは陰核を形成する［1，2］．尿道形成過
程は，特に顕著に性差がみられるプロセスであり，性ホ
ルモンによる性差構築の分子基盤を理解するうえで有用
なモデルである．また尿道下裂は，外生殖器に高頻度に
みられる先天異常である［3］．よって，尿道形成過程
の分子機構を解明することは，性差構築の理解に加えて
その病態発症機構の理解にも寄与することが期待され
る．
外生殖器形成過程の分子機構は，遺伝子改変マウスを

駆使した遺伝学的解析により明らかになりつつある．外
生殖器は，間葉細胞，外胚葉性上皮細胞，総排泄腔由来
の内胚葉性上皮細胞から構成されている．特に尿道両側

間葉細胞におけるアンドロゲン受容体（AR）シグナル
が雄型の尿道形成に必須であることが明らかになってい
る［4］．さらに，尿道両側間葉細胞においてWntシグ
ナルの細胞内伝達因子であるβ-cateninが雄型の尿道形
成に関与していることが示唆されている［4］．このよ
うに雄型の尿道形成は，ARシグナルに加えて増殖因子
による制御の重要性が示唆されているが，その詳細は明
らかではなかった．これまでホルモンによる外生殖器形
成における性差構築の理解が大きく遅れていた一因は，
ARシグナルの標的遺伝子が同定されていなかったこと
にある．以前我々は，尿道の雄性化因子，特にアンドロ
ゲン標的遺伝子の探索を目的として，ARシグナルが機
能する尿道両側間葉細胞を用いてマイクロアレイ解析を
行った［5］．その結果，雄の尿道両側間葉細胞に強く
発現するMafb 遺伝子を同定した（図1B）．MAFBは
ベーシックジッパープロテイン型転写因子であり，血球
分化などに重要な機能をもつことが報告されているが，
ホルモン応答性や性差構築に関与するといった報告はな
かった．我々は，このMAFBが ARシグナルの下流で
尿道の雄性化に重要な因子であることをMafb 遺伝子改
変マウスの解析などによって明らかにした［6］．しか
しながら，尿道形成過程におけるMafb 遺伝子の発現制
御機構は，依然として不明であった．
本研究では，Mafb 遺伝子の発現制御機構を理解し，

その発現制御エレメントを同定するために，マウス GT

を用いた詳細な発現解析，in silico 解析，in vitro レポー
ターアッセイ，そして ARに対する抗体を用いたクロマ
チン免疫沈降解析（ChIP assay）を行った．またMafb の
上流因子の候補として，外生殖器雄性化因子の1つであ
るβ-cateninがMafb の発現を制御する可能性についても
検討を行った．

Mafb mRNAの発現は，アンドロゲン投与によっ
て亢進する

遺伝子発現制御機構を理解するために，まずMafb

mRNAの発現を in situ hybridization法により解析を
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行った．E13．5まではMafb mRNAの発現に雌雄差が認
められなかったが，E14．5から尿道両側間葉細胞におい
て雄特異的な発現が認められた．次に in vitro 器官培養
系を用いて，アンドロゲン投与によってMafb mRNA

の発現が亢進するかどうか定量的 PCR法により解析を
行った．その結果，アンドロゲン投与24時間後，雌雄ど
ちらにおいても非投与群に比べてアンドロゲン投与群で
Mafb mRNAの発現が亢進した．

Mafb 3’非翻訳領域（3’UTR）は，ARシグナル
によって制御されるエンハンサー活性をもつ

Mafb mRNAの発現が尿道形成過程においてアンドロ
ゲン投与によって顕著に亢進したことから，我々はMafb

が ARシグナルの直接的なターゲットである可能性につ
いて検証した．Mafb 遺伝子近傍のアンドロゲン応答性
の領域を明らかにするために，Mafb 遺伝子の配列を生
物種間で比較した．その結果，5’上流領域，3’非翻訳
領域（3’UTR）を含む約6．6kb（－2900～＋3679，＋
1＝転写開始点）は，多くの生物種で保存されているこ
とが明らかになった．実際にこの領域がアンドロゲン応
答性を有しているのかを検証するために，この領域をク

ローニングし，ルシフェラーゼレポーターアッセイを
行った．アンドロゲン応答性を有するヒト肝がん細胞株
である HepG2細胞を用いたレポーターアッセイにおい
て，アンドロゲン投与群が非投与群に比べ約10倍の活性
を示した．以上の結果より，Mafb 遺伝子近傍の多くの
生物種に保存されている領域は，アンドロゲン応答性の
領域であることが示唆された．
次に，この多くの生物種に保存されている領域の中で，

アンドロゲンによる制御における重要な制御領域の同定
を行った．まず，同領域の中で特に高い保存性を示した
3’UTRに注目した．その結果，3’UTR前半部（＋1362
～＋2307）・後半部（＋2308～＋3679）は，AR受容体シ
グナルによって制御されるエンハンサー活性をもつこと
が明らかになった．さらに，クロマチン免疫沈降実験，
変異を導入したレポーターベクターを用いた解析によ
り，雄の GTにおいて ARがMafb 3’UTR上に存在す
る2つの機能的なアンドロゲン応答エレメント（ARE）
に結合することが示唆された．

Mafb 5’UTRもアンドロゲン応答性を示す

次に3’UTR以外の領域のプロモーターを含む5’上

図1 マウス生殖結節（GT）におけるMAFBの発現パターン
（A）E16．5雄マウスのGTの冠状断面図．尿道周辺には尿道形成に重要な尿道両側間葉細胞が存在する．
（B）E16．5マウスGTにおけるMAFBの発現．雄マウスでは，尿道両側間葉細胞にMAFBの発現が認められ

る（矢頭）．
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流領域（－2900～－1），5’UTR（＋1～389）に注目
した．その結果，5’UTRはアンドロゲン応答性を示し，
一方でプロモーターを含む5’上流領域はアンドロゲン
応答性を示さなかった．さらに5’UTRに関して詳細に
解析を行ったところ，5’UTRの後半部（＋250～＋389）
がアンドロゲン応答性の領域であることが示唆された．

外生殖器雄性化因子の1つであるβ-catenin は，
Mafb の上流候補因子である

本研究により，Mafb の3’UTRだけでなく，5’UTR

もアンドロゲン応答性の領域であることが示唆された．
しかしながら，5’UTRには3’UTRと違ってアンドロ
ゲン応答エレメント（ARE）は存在しなかった．そこで，
5’UTRを介したアンドロゲンによる発現制御には AR

に加え，他の因子を介した制御の可能性が想起された．
そこで我々は，Mafb の上流候補因子としてβ-cateninに
注目した．β-cateninはWntシグナルの構成因子として，
転写制御因子としての機能を有している．Wntシグナ
ルは，胚発生やがんに関連する多くのタンパク質のシグ
ナルネットワークである［7］．当研究室の解析により，
β-cateninが外生殖器雄性化因子の1つであることが明
らかになっている［4］．間葉細胞特異的β-catenin knock-

outマウスの雄では，正常な雄型の尿道形成が認められ
なかった．またβ-cateninは ARと直接結合して，下流遺
伝子の転写を協調的に活性化することも報告されている
［8］．そこでβ-cateninがMafb の発現をマウス GTにお
いて制御するか検討を行った．まず外生殖器における
MAFBとβ-cateninの発現の比較を行ったところ，MAFB

とβ-cateninの発現は E16．5の雄の尿道周辺間葉細胞で

部分的に重複した．さらにβ-cateninがMafb の発現を誘
導する可能性をレポーターアッセイにより検証したとこ
ろ，恒常的活性化型β-cateninを発現させた実験群では
非発現群に比べ10倍以上の活性を示した．以上の結果よ
り，外生殖器雄性化因子の一種であるβ-cateninは，Mafb

の上流候補因子である可能性が示唆された．

おわりに

本研究によりMafb 遺伝子3’非翻訳領域（UTR）が
アンドロゲン受容体（AR）シグナルによって制御され
るエンハンサー様の領域であること，そして同領域に含
まれる2個のアンドロゲン応答エレメント（ARE）が明
らかになった．また3’UTRに加えて，5’UTRもアン
ドロゲン応答領域を含んでいた．さらに，外生殖器雄性
化因子の1つであるβ-cateninがMafb の発現を制御する
可能性が初めて示唆された（図2）［9］．3’UTRは，
従来から解析が進んでいる翻訳制御のみならず，転写制
御にも重要であることが報告され，近年注目されている．
実際に外生殖器先天異常である尿道下裂の患者の中に
は，Bmp7遺伝子やMafb 遺伝子と同じ bZipファミリー
の Atf3遺伝子の3’UTR上の変異が報告されている
［10，11］．このように UTRを介した転写制御メカニズ
ムをさらに詳細に解析することは，尿道下裂をはじめと
した病態解明に役立つと考えられる．さらにアンドロゲ
ン応答性の遺伝子発現制御機構のモデルとしても今後注
目される．

Wntシグナルの重要な制御因子であるβ-cateninは，
外生殖器雄性化因子の1つであることが明らかになって
いるが，尿道両側間葉細胞における下流因子は不明で

図2 マウス胎仔期尿道形成過程におけるMAFBの発現制御機構
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あった．今回の解析によってβ-cateninがMafb の発現を
制御する可能性が示唆された．今後は遺伝子改変マウス
を用いた解析に加え，タンパク質相互作用解析等を行い，
外生殖器における ARとβ-cateninの直接的な相互作用の
可能性も含めて，詳細に分子メカニズムを調べる予定で
ある．さらに，次世代シークエンサーを用いたゲノムワ
イドな解析を行い，Mafb を軸とした性差発現制御機構
を理解することで，これまで未解明であった外生殖器形
成過程におけるホルモン依存的性差構築機構の全容が解
明されることが期待される．
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