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研究成果の概要（和文）：複合型下垂体機能低下症３例において、トリオエクソーム解析、ならびに網羅的ゲノムコピ
ー数解析を行った。結果、3症例全体で、de novoヘテロ変異は計5変異、常染色体劣性遺伝形式をとるホモ変異は、計1
3変異同定された。3症例に共通の遺伝子の変異はなかった。これらの候補遺伝子のヒト下垂体での発現はなく、病原性
は不明であった。array CGHの結果、症例１においてHTR1Fを含む3p11.2領域の微小ヘテロ欠失を同定した。これは表現
型正常である父にも同定されたため、病的意義は低いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We performed Trio-whole exome sequencing in three Japanese patients with combined 
pituitary hormone deficiency (Patient 1: a 12-year-old girl; patient 2: a 15-year-old boy; patient 3: an 
1-year-old boy) for finding de novo and/or recessive type mutations in the patients. We found four de 
novo mutations (CDK13, MYOD1, SPATA13, XYLT) in patient 1 and one de novo mutation (TUBGCP3) in patient 
2. In addition, we found three recessive homozygous mutations (TSPAN2, YEATS2, SYNM) in patient 2, and 
nine homozygous mutations (PKN2, MAGI1, ROBO1, KHDC1L, CCDC91, HNF1A, CYP1A2, TTLL12, RP1-32I10.10) in 
patient 3. No compound heterozygous mutations have not been identified in all the patients. These 
candidate genes have not been expressed in human pituitary cDNA. Array CGH analysis identified a 
heterozygous microdeletion in 3p11.2 involving HTR1F in patient 1. This microdeletion was identified in 
phenotypically normal father. Thus,
The deletion could not be pathogenic.

研究分野：小児内分泌学

キーワード： 小児内分泌学　下垂体
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１．研究開始当初の背景 
複合型下垂体機能低下症は、2 つ以上の下
垂体前葉ホルモンが障害された状態と定義
される。近年、ヒトにおいて、下垂体発生、
分化に関わる一部の転写因子の異常により、
CPHD が生じることが報告されてきた。われわ
れは、本邦約 80 例の CPHD 患者において、既
知の原因遺伝子（POU1F1, PROP1, HESX1, LHX3, 
LHX4, SOX3）の網羅的遺伝子変異・コピー数
解析を行い、1例に LHX4 を含むヘテロ微小欠
失を同定した（文献 1）(図１)。これらの結
果は、CPHD において、既知の転写因子異常症
の頻度が非常に稀であること、さらにその発
症には、その他の遺伝的もしくは環境因子が
関与することを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
無・小眼球症の原因遺伝子であるOTX2は、
下垂体機能低下症の原因遺伝子として、われ
われが世界に先駆けて報告した遺伝子であ
る (文献 2，3)。 
OTX2 を含む 14q22-23 の微小欠失例の一部
には、眼奇形のほかに下垂体機能異常をきた
す例が存在すること（文献 4,5）、さらに、下
垂体発生に重要な転写因子である HESX1 のプ
ロモーター部位には OTX2 認識配列が存在し
ていることから（文献 6）、OTX2 の下垂体発生、
分化、機能に対する関与が示唆されてきた。 
2009 年度以降、われわれは、全国より集積さ
れた無・小眼球症、下垂体機能低下症患者、
約 100 名に対し、OTX2 変異・欠失解析を行っ
た。その結果、異なる 5 名の患者において 4
種の新規ヘテロ接合性変異(p.S135fsX136、 
p.K74fsX103、p.A72fsX86、p.G188X)を、さ
らに、1男児例に OTX2 遺伝子を含む 2.86 Mb
のヘテロ接合性欠失を同定した。これら計 6
例の OTX2 変異・欠失陽性患者における詳細
な臨床的、分子遺伝学的解析の結果から以下
のことを明らかにし、その研究成果を報告し
た（文献 2）。（1）OTX2 ヘテロ異常症では、
複合型下垂体機能低下症から GH 単独分泌不
全症、正常まで多様な下垂体表現型を示す。
（2）下垂体低形成、異所性後葉などの下垂
体構造異常を一部に伴う。（3）OTX2 変異・欠
失陽性例は何かしらの眼の異常を示してお
り、眼に異常がない下垂体機能低下症におけ

る変異陽性例は稀である。（4）OTX2 異常症で
は haploinsufficiency がその発症メカニズ
ムである。（5）OTX2 ヘテロ異常症の眼症状な
らびに下垂体症状には、遺伝子型－表現型の
関連性がない。(6) CPHD における OTX2 異常
症の頻度は稀であり、依然、原因不明の CPHD
患者が多く存在している。 
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２．研究の目的 
われわれは、複合型下垂体機能低下症（CPHD）
患者、約 80 名において、既知の原因遺伝子
（POU1F1,PROP1, HESX1, LHX3, LHX4, SOX3, 
OTX2）の網羅的遺伝子変異、コピー数解析を
行い、CPHD における既知遺伝子異常症の頻度
が本邦において非常にまれであることを明
らかにした（文献 1, 2）。この結果は、CPHD
の原因となる未知の遺伝子異常症の存在を
示唆している。本研究の目的は、次世代シー
クエンサーを用いたエクソーム解析、array 
CGH 解析により、CPHD における新規原因遺伝
子を同定すること、さらにその変異による下



垂体機能異常症発症機序を 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、CPHD の発症機序、ならびに下垂
体発生・分化の分子基盤を解明することに貢
献する。 
 
３．研究の方法 
(1)既知の原因遺伝子に異常を認めない CPHD
２症例、ならびにその両親を対象に、次世代
シークエンサーを用いたエクソーム解析、
arrayCGH 解析を行う。CPHD の原因となりう
る denovo もしくは compound hetero の遺伝
子変異、コピー数異常を同定する。 
(2)新規候補遺伝子の機能、発現パターンを
検討し、当該遺伝子が、下垂体の発生・分化、
機能に関与しうるか検討する。 
(3)原因不明の CPHD 症例約 80 名を対象に、
新規候補遺伝子の変異解析を行う。他の CPHD
症例に同遺伝子異常が発見された場合は、候
補遺伝子の異常が CPHD の原因となることを
強く示唆する。 
(4)変異による下垂体機能異常症発症機序を
in vitro および in vivo 機能解析により解明
する 
 
初年度 
（１） 検体集積： われわれはすでに長崎
大学病院小児科、国立成育医療研究センター
を中心とする複数の医療機関で継続的に下
垂体機能低下症患者の集積を行い、これまで
に約 80 例の下垂体機能低下症例を集積した
（文献１）。さらに下垂体症状のない両親の
検体を同意を得たうえで集積を初めている。 
（２） 臨床評価： 診断は各施設において、
臨床像、ホルモン学的検査（下垂体前葉ホル
モン分泌試験含む）、画像検査を行い決定し
た。症例は全国に散在しているため、各臨床
医と連携をはかり情報集積の支援を要請す
る。 
（３） エクソーム解析： 末梢白血球から
通常の方法でゲノム DNA を採取し、次世代シ
ー ク エ ン サ ー (SOLiD 5500, Life 
Technologies)を用いて、全遺伝子のエクソ
ン領域の配列を決定する。 
まず最初に、解析対象症例は、両親の検体が
利用可能な下記に示す２症例とする。これは
de novoやcompound heteroの変異を検出し、
疾患責任遺伝子変異を絞ることを容易にす
るためである。ただ、これでは浸透度の低い
遺伝子異常症を見逃す恐れがあるため、順次、
その他の CPHD 患者症例を検査対象とし、共
通の遺伝子上の変異を探索する。 
症例１：12 歳女児、汎下垂体機能低下症、下
垂体低形成、異所性後葉  
症例２：15 歳男児、複合型下垂体機能低下症
（GH, TSH, PRL, LH, FSH 欠損）下垂体低形
成、視神経低形成。 
(４) PCR-直接シークエンス法による変異の

確認：PCR-直接シークエンス法を用いて、エ
クソーム解析で同定された遺伝子変異の有
無を確認する。プライマー配列、PCR 条件は
その都度最適化する。患者においてヘテロの
変異が同定された場合には、制限酵素による
切 断 あ る い は TOPO TA Cloning Kit 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) にサブクロー
ニングして２アリルの塩基配列を決定する
ことにより変異を確認する。これまで報告さ
れていない変異が同定された場合は、正常対
象者100例における当該変異の有無を検討し、
その変異が多型か否か、表現型に関与するか
検討する。 
(５) array CGH 解析：エクソーム解析では
解析できないコピー数の異常を array CGH 解
析にテ行う。検査は、エクソーム解析と同様
に、両親の検体が利用可能な 2症例を優先さ
せる。 
 
次年度以降 
（1）新規候補遺伝子の機能・発現パターン
解析 

新規候補遺伝子が CPHD の原因遺伝子とな

りうるか、その機能や発現パターンを in 

silico に検討する。情報が得られない場合は、

ヒトもしくはマウス cDNA ライブラリーを用

いて PCR にて発現パターンの解析を行う。 

（2）新規候補遺伝子の標的遺伝子の in 
silico 同定 
 候補遺伝子が転写因子であった場合、同
遺伝子の認識配列を有するプロモーターを
含む遺伝子をバイオインフォマテイックス
の手法を用いて同定する。 

（3）新規候補遺伝子の in vitro 機能解析 

新規候補遺伝子の種類、特徴にもよるが、

in vitro の実験にて、候補遺伝子が、下垂体

の発生分化に関わること、さらには変異タン

パクが下垂体機能異常に関与することを証

明する方法を模索する。下垂体もしくは視床

下部に発現する転写因子である場合は、下垂

体発生・分化に関わる既知遺伝子に対するＤ

ＮＡ結合能、転写活性化能を、ゲルシフトア

ッセイ、ルシフェラーゼアッセイ等で検討す

る。 

（4）ノックアウトマウスの作製と解析 
● ノックアウトマウスの表現型解析 
下垂体の形態異常の有無、障害ホルモ

ンパターンを検討する。  
● ノックアウトマウスにおける候補標的
遺伝子発現解析 



下垂体発生・分化に関わる遺伝子の発
現量を Real time PCR の手技を用いて行う。 

（5）エクソーム解析、array CGH 解析の継続 

2症例以外の原因不明CPHD症例においても、

網羅的変異解析を順次行っていく。 

 

以上の実験が全て順調に経過するとは限ら
ないが、順調に進むものを重点的に解析し、
当該研究期間の目的達成を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) 検体集積：両親の検体が使用可能な３
症例（症例１：12 歳女児、症例２：15 歳男
児、症例３：1 歳男児）において、以下の解
析をおこなった。 
(2) エクソーム解析：３症例とその両親に
おいて、末梢白血球から通常の方法でｹﾞﾉﾑ
DNA を採取し、次世代ｼｰｸｴﾝｻｰ(SOLiD 5500, 
Life Technologies)を用いて、全遺伝子のｴｸ
ｿﾝ領域の配列を決定した。 
De novo 候補変異数は 3 症例ともに平均で約
30 万だったが、その後，missense, nonsense, 
frameshift, splice 変異を抽出し，データベ
ースを用いて候補変異を抽出，最終的には直
接シーケンス法で確認したところ，de novo
変異コール数は家系 1 が 4 遺伝子の 4 変異
（CDK13, MYOD1, SPATA13, XYLT），家系 2が
1遺伝子 1変異（TUBGCP3）を同定した。常染
色体劣性遺伝形式をとるホモ変異は、家系 1
では 1遺伝子 1変異（SMARCA2），家系 2では
3 遺伝子 3 変異(TSPAN2, YEATS2, SYNM)，家
系 3 ではいとこ婚であることを反映してか，
9遺伝子9変異を認めた(PKN2, MAGI1, ROBO1, 
KHDC1L, CCDC91, HNF1A, CYP1A2, TTLL12, 
RP1-32I10.10)。複合ヘテロ変異 3 症例とも
に同定されなかった。これらの候補遺伝子の
ヒト下垂体での発現は明らかではなかった。 
 (３) ゲノムコピー数解析：エクソーム解析
では解析できないコピー数の異常検出するた
め、array CGH、SNP array解析を行った。上
記症例１ではHTR1Fを含む3p11.2領域の微小
ヘテロ欠失を同定した。これは表現型正常で
ある父にも同定されたため、病的意義は低い
と考えられた。 
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