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研究成果の概要：本研究期間では、以下の進展が見られた。(1) 機能解析により、CXorf6
が非古典的 Notch 標的遺伝子である Hes3 の転写活性化因子として作用し、マスター遺伝

子である SF1 により制御されていることを見いだした。(2) ノックダウン実験により、

CXorf6 がテストステロン産生に関与するステロイド産生酵素活性に作用することを見い

だした。 (3) 尿道下裂患者においてさらなる遺伝子変異を同定した。 (4) ノックアウトマ

ウス作製とその解析から、CXorf6 が脂肪代謝に関連する可能性を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：We have obtained the following findings during the research period: 
(1) Functional studies revealed that CXorf6 has a transactivation function for the canonical 
Notch target HES3, and is regulated bySF-1 that functions as a master gene for sex 
development; (2) Knockdown experiments showed that CXorf6 has a regulatory function for 
the testicular steroidogenic enzymes; (3) Mutation analysis identified further CXorf6 
mutations in patients with hypospadias; and (4) Knockout mouse experiments indicated 
that CXorf6 is involved in metabolic syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 

われわれは、X 染色体長腕末端に存在する

CXorf6 が新規尿道下裂発症責任遺伝子であ

ることを世界で初めて報告した。このCXorf6

は、MTM1（myotubular myopathy 遺伝子）

を含む Xq28 の微小欠失を有する 3 家系６例

の男児における遺伝子型−表現型解析から男

児外陰部異常候補遺伝子とされていた遺伝
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子である。これは、MTM1 の遺伝子内変異を

持つ男児の外陰部が正常であることにたい

し、MTM1 と CXorf6 を含む微小欠失を有す

る男児が例外なく尿道下裂などの外陰部異

常を呈することに基づく。また、微小欠失保

因者女性 3 例中 1 例が早発性卵巣機能不全を

呈している。 
われわれは、性腺異形成、尿道下裂、停

留精巣などを有する患者166例を対象とする

変異解析により、３家系４例の尿道下裂患者

において異なるナンセンス変異を同定し、

CXorf6 が尿道下裂発症責任遺伝子であるこ

とを世界で初めて明らかとした。そして、マ

ウス相同遺伝子が、胎児期では性決定臨界期

の精巣ライディッヒ細胞（男性ホルモン産生

細胞）とセルトリ細胞で発現し、卵巣および

外陰部ではほとんど発現していないこと、生

後では精巣において発現せず、卵巣顆粒膜細

胞で強く発現していることを見いだした。こ

れは、胎児期の一過性男性ホルモン分泌不全

が尿道下裂の原因であることを示唆すると

共に、CXorf6 変異陽性男児の妊孕性が確保

されうる可能性や CXorf6 変異陽性女性の卵

巣機能が障害される可能性を示唆する。 
これらの成果に基づき、本研究では、

CXorf6 変異陽性患者の臨床スペクトラムを

決定すること、および、CXorf6 変異による

性分化異常症発症機序を in vitro および in 
vivo 機能解析により解明することである。こ

れにより、“性”というヒトにおける根源的生

命現象の分子基盤を明らかとすることに貢

献することを提案した。 
 
２．研究の目的 

以下の４点を主たる研究目的とする。 
(1) 外陰部異常症男児および卵巣機能障害女

性における変異解析：これにより、

CXorf6 変異の臨床スペクトラムを決定

する。特に、小児期男児における尿道下

裂以外の疾患における変異の有無、成人

女性における卵巣機能不全および関連疾

患における変異の有無に焦点を当てる。 
(2) CXorf6の in vitro機能解析：正常CXorf6

蛋白の転写活性化能解析や DNA 結合能

解析により、CXorf6 の標的遺伝子候補を

Notch標的遺伝子であるHesおよびHey
遺伝子群からを同定すると共に、標的遺

伝子と類似する構造を有する遺伝子を in 
silico 解析で同定する。また、患者で同定

された自然発症変異および人工的に導入

した変異 CXorf6 蛋白の転写活性化能、

DNA 結合能、細胞内局在を解析し、

CXorf6 の機能ドメインを同定する。さら

に、SF1/Ad4BP が CXorf6 の発現調節因

子であるか否かを検討する。 
(3) CXorf6 標的遺伝子候補の in vivo 発現パ

ターンの解析：選択された CXorf6 の標

的遺伝子候補にたいするマウス相同遺伝

子を同定し、その組織発現パターンを解

析する。これにより、ライディッヒ細胞

のような性分化関連標的細胞で発現する

遺伝子を同定する。 
(4) ノックアウトマウスの作製と解析：特に、

雄における新生時期の外陰部形成と成獣

期の精子形成能、雌における成獣期の卵

巣機能を評価する。さらに、ノックアウ

トマウスの性腺における既知および候補

性分化関連遺伝子の発現パターンを解析

し、CXorf6 と相互作用する遺伝子を同定

する。 
 
３．研究の方法 
(1) CXorf6 の患者における変異解析 
① 集積済検体の男児外陰部異常患者におけ

る変異解析：われわれは、男児外陰部異常

症患者 166 例を解析し、その結果、３家系

４例の尿道下裂患者において、ナンセンス

変異を同定した。その後、約 200 例の外陰

部異常症患者（約 100 例の尿道下裂患者と

約 60 例の停留精巣患者）の DNA を集積

しており、これらの検体において全コード

領域の直接シークエンスを行う。プライマ

ーおよび PCR 条件は既報の通りである。 
② 集積済検体の卵巣機能不全成人女性にお

ける変異解析と X 染色体不活化解析：われ

われは、早発性卵巣機能不全患者約 100 例

を既に集積している。これらの検体におい

て全コード領域の直接シークエンスを行

う。また、X 染色体不活化パターンを既報

の方法で行う。 
(2) Notch シグナル伝達経路の in vitro 機能

解析 
① CXorf6と高い相同性を有する MAML2蛋

白は、Notch 標的遺伝子である Hes1, 5, 7
のプロモーターに対して、単独では転写活
性化能を持たないが、Notch 細胞内ドメイ
ンおよび DNA 結合蛋白である RBP-Jと 3
量体を形成することで、Notch の転写活性
化作用を増強することが確認されている。
そして、Notch1-4 のうち、Notch1, Notch2
は、CXorf6 陽性の精巣のセルトリ細胞や
ライディッヒ細胞で発現している。これに
関して、われわれは、Notch1, Notch2, 
RBP-J, MAML2 発現ベクターを研究協力
者から入手し、高頻度に使用される U2OS
細胞や HEK293 細胞のみならず、性分化
に必須の男性ホルモン産生細胞であるラ



 

 

イディッヒ腫瘍細胞を用いたルシフェラ
ーゼレポータアッセイ系を確立している。 

② 正常および変異 CXorf6 発現ベクターの作
製：われわれは、CXorf6 の細胞内局在を
解析するために、 full-length cDNA を
pEF-BOS に組み込んだ発現ベクターを作
製している。さらに、既に同定されたナン
センス変異やミスセンス多型、人工的に
mastermind-domain を含む複数のドメイ
ンに生じさせたミスセンス変異を有する
発現ベクターを mutagenesis の手法で作
製する。 

③ 正常 CXorf6 蛋白の Notch 標的遺伝子に対
する転写活性化能解析：上記のライディッ
ヒ腫瘍細胞系を用いて、CXorf6 蛋白が古
典的 Notch 標的遺伝子である Hes1, 5, 3
のプロモーターを活性化するか否かを検
討する。これに関して、preliminary なデ
ータであるが、われわれは、既に CXorf6
が単独で古典的 RBP-J 結合配列と無関係
にHes1, 5, 7のプロモーターを活性化する
可能性を見いだしている。これを確定的な
ものとすると共に、転写活性化能が存在す
る場合、Hes1, 5, 3 以外の Notch 標的関連
遺伝子である Hes3 や Hey 遺伝子などに
対する CXorf6 の転写活性化作用も検討し、
最も強く転写活性化を受けるプロモータ
ーを同定する。さらに、転写活性化が認め
られる場合、古典的 RBP-J 結合配列の関
与を介するか、あるいは、直接的に Notch
標的遺伝子を活性化させるか否かをルシ
フェラーゼアッセイ、ゲルシフトアッセイ、
および、クロマチン沈降法で検討する。こ
れについて、われわれは、研究協力者から、
Hes3，Hey 遺伝子のプロモーターを含む
発現解析ベクター、および、RBP-J 結合配
列に変異を導入した Hes1, 5 のプロモータ
ー含む発現解析ベクターを入手済である。 

④ 変異 CXorf6 蛋白の細胞内局在解析：われ
われは、正常 CXorf6 蛋白が核小体で
MAML2 と共存することを見いだしてい
る。変異蛋白の細胞内局在を解析すること
で、変異体の機能ドメインを検討する。 

(3) SF1/Ad4BP による発現調節解析 
① われわれは、ヒト CXorf6 およびマウスマ

ウス相同遺伝子 G630014P10Rik の上流

に、性分化遺伝子群の発現を調節するマ

ス タ ー 遺 伝 子 と し て 作 用 す る

SF1/Ad4BP 結合領域が存在することを

見いだしている。したがって、SF1/Ad4BP
は、CXorf6 の発現を調節している可能性

がある。 
② DNA 結合能および転写活性可能解析：

SF1/Ad4BP 結合領域を含む塩基配列に

SF1/Ad4BP 蛋白が結合するか否かをゲル

シフトアッセイで解析する。また、ルシフ

ェラーゼ法を用いた転写活性可能解析を

行う。これについて、われわれは、

SF1/Ad4BP 発現ベクターを研究協力者か

ら入手済であり、既に同様の実験を報告し

ていることを付記する。 
(4) ノックアウトマウスの作製と解析 
① ノックアウトマウスの作製：われわれは、

マウス相同遺伝子 G630014P10Rik におい

て、ヒト CXorf6 の重要な機能を担う領域

と相同な配列が第３エクソンに存在するこ

とを見いだし（図 3）、既に第３エクソンを

欠失した DNA コンストラクトの構築に着

手している。このコンストラクト作製を終

了させ、本年度中にノックアウトマウスの

作製を完了させる。 
 
４．研究成果 
(1) CXorf6 の患者における変異解析 
われわれは、尿道下裂患者約 100 例を新たに
解析し、１例において IVS4-2A>G という
splice acceptor site の AG が GG の変換され
る変異を同定した（図１，２）。そして、mRNA
の配列解析から、この変異の結果、正常のス
プライスが傷害され、第５エクソンの１０塩
基はなれた部位の AG が alternative splice 
acceptor siteとして利用されていることが判
明した。この変異は、明確な病的変異と考え
られる。 

図 1.正常のMAMLD1遺伝子スプライシング。 

図２. IVS4-2A>GのMAMLD1遺伝子スプラ
イシング。 



 

 

(2) CXorf6 の in vitro 機能解析 
われわれは、CXorf6 が、MAL2 と相同性を
有し（図３）、正常では核小体に存在するが、
変異蛋白が核小体に移行できないことを示
した（図４）。さらに、CXorf6 が、非古典的
Notch 標的である Hes3 を転写活性化させる
こと（図５）、CXorf6 が SF1 によい調節され
ていること（図６）を世界で初めて示した。
この成果は、CXorf6 の機能を解明する上で
重要なものであり、精巣におい
SF1-CXorf6-Hes3 という転写調節経路が作
用していることを推測させるものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．MAML2 と CXorf6 の相同性。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．正常および変異 CXorf6 の細胞内局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．CXorf6 の Hes3 に対する転写活性化作
用 
 
 

 
図６．SF1 の CXorf6 に対する転写活性化作
用。 
 
(3) CXorf6 にたいするノックダウン実験 
われわれは、マウスライディッヒ細胞腫瘍細
胞を用いて、siRNA を使ったノックダウン実
験を行った。その結果、CXorf6 ノックダウ
ンによりテストステロン産生量が有意に低
下すること（図７）、および、この低下がテ
ストステロン産生に必要な CYP17A1 酵素活
性の低下によることを見いだした（図８、９）。
これは、CXorf6 が、まさにテストステロン
産生の関与することを示すデータである。 
 

図７．ノックダウンによるテストステロン産
生低下。 
 
図 8．テストステロン産生経路。 

 
 



 

 

 
図９．CP17A1 酵素活性の低下 
 
(4) ノックアウトマウスの作出と機能解析 
われわれは、ノックアウトマウスの作出に成
功し、その解析を進めている。興味深いこと
に、ノックアウトマウスは、性的機能に異常
はないが、高度の肥満を呈している（図１０）。
そして、現在、食欲亢進が判明し、種々の代
謝マーカーの解析を行っている。 
 

 
図１０．ノックアウトマウスにおける高度の
肥満。 
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