
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 6 月 13 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：われわれは、無・小眼球症の責任遺伝子である OTX2が、下垂体の発

生・分化に関与し、下垂体機能低下症の原因遺伝子のひとつであることを世界に先駆けて報告し

た。本研究では、OTX2変異陽性患者の詳細な臨床的、分子遺伝学的検討により、OTX2異常症の

下垂体機能を含めた臨床像、OTX2変異による下垂体機能異常症発症機序を明らかにした。本研

究成果は、OTX2異常症患者における適切なホルモン補充療法を可能とするという臨床的意義と、

下垂体の発生分化にかかわる分子ネットワークの解明に貢献するという基礎医学的意義の両者

を有するものである。  

 
研究成果の概要（英文）：Recent studies have suggested a positive role of OTX2 in pituitary 
as well as ocular development and function. In this study, we performed clinical and 
molecular analyses in patients with OTX2 mutations, and revealed detailed pituitary 
phenotype of the mutation positive patients and the mechanism of OTX2 for development 
of hypopituitarism. These results allow for an appropriate hormone-replacement therapy 
in patients with OTX2 mutations and an understanding of molecular mechanism of pituitary 
development. 
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１．研究開始当初の背景 

OTX2は、脳、眼球の発生に重要な転写因子

で、paired 型のホメオドメインを有する。

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

例が存在し、また、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、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年度までに、われわれは、OTX2が下垂

体発生初期から細胞分化にいたる様々な段階

で、下垂体形成に関与していることを示唆す

るデータを得ている。第１に、臓器別 cDNAラ
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イブラリーを用いた検討で、OTX2が下垂体に

発現していること見いだした。第２に、下垂

体発生分化に重要な転写因子である POU1F1、
GNRH のプロモーター領域に OTX2 認識配列を

同定し、野生型 OTX2が HESX1、POU1F1ならび

GNRHの転写活性を上昇させることを世界で初

めて示した。 
さらに、われわれは、眼奇形患者を対象と

した変異解析により、無眼球症、成長ホルモ

ン分泌不全性低身長を呈する１女児例におい

て 、 新 規 OTX2 フ レ ー ム シ フ ト 変 異

（c.402insC）を同定した。この変異蛋白は、

核移行能、DNA結合能は保持されていたが、C

末端に存在する転写活性化ドメインを失い、

IRBP、HESX1、POU1F1 プロモーターを用いた

Luciferase assayではすべてのプロモーター

において有意差をもって機能は低下していた。 

HESX1 は septo-optic dysplasia や複合型下

垂体機能低下症（CPHD）の原因遺伝子で、そ

のヘテロ接合性の異常は、CPHDから、成長ホ

ルモン単独欠損症、正常にいたるまで幅広い

臨床像をもつとされている。また POU1F1異常

症のキャリアーの中には一部低身長例が存在

している。これらの事象は、HESX1 ならびに
POU1F1 の転写活性低下をきたす OTX2 ヘテロ

異常症では、本症例のような成長ホルモン単

独欠損症だけでなく、種々の程度の下垂体機

能低下症をきたす可能性があることを示唆し

ている。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、OTX2変異陽性患者の下垂体

機能を含めた臨床像を明らかにすること、お

よび、OTX2変異による下垂体機能異常症発症

機序を in vitro機能解析により解明すること

である。これにより、先天性下垂体機能低下

症の発症機序、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) OTX2変異解析 

① 検体集積： 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        

継続的に眼奇形ならびに下垂体機能低下症患

者の集積を行い、これまでに９４例の無・小

眼球症、下垂体機能低下症症例を集積した。 

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。 

③ 遺伝子変異解析： 末梢白血球から通常

の方法でゲノム DNA を採取し、これをテンプ

レートとして、OTX2遺伝子の各エクソンなら

びにその近傍イントロンを PCR にて増幅し、

CEQ8000 オートシークエンサー（Beckman 

Coulter, Fullerton, CA）を用いて直接塩基

配列を決定した。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

確認した。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した。 

④ 遺伝子欠失解析： OTX2変異陰性例に対

して、 OTX2 遺伝子を含む欠失の有無を

Multiplex Ligation Probe Amplification 

（MLPA）法 (MRC-Holland, Amsterdam) を用

いて解析した。さらに欠失を疑う所見が得ら

れた場合は、Oligoaray-CGH, Long PCR の手

法を用いて、欠失範囲、Break point の決定

を行った。 

 

(2) 変異遺伝子機能解析 

① OTX2発現ならびに蛍光ベクターの作製： 

わ れ わ れ は 、 す で に wild type OTX2 

full-length cDNA を pCMV-Myc ベクター な

らびに pAcGFO1-C1 ベクターに組み込んだ発

現ベクターを作製していた。変異解析により

同定された変異を有する発現ベクターは、

mutagenesisの手法で作製した。 

② 変異 OTX2 蛋白の細胞内局在解析： OTX2

の核移行シグナルは既報告によりホメオドメ

インとその３‘側に存在していることが判明

している。上記の GFP 融合蛋白用い、変異蛋

白の細胞内局在を解析した。 

③ DNA 結合能解析： OTX2認識配列を含む

IRBP、HESX1、POU1Fプロモーター領域のプロ

ーブ、ならびに正常ならびに変異 OTX2遺伝子

を transfectionしたCOS-1細胞の核抽出物と

各 プ ロ ー ブ を 用 い 、 Lightshift 

chemiluminescent EMSA kit (Pierce, 

Rockford, IL) にて DNA結合能を検討した。 

④ 転写活性化能解析： われわれはすでに

OTX2 認識配列を有する IRBP、HESX1、POU1F1
プロモーター領域を組み込んだレポーターベ

クターを作製し、野生型 OTX2がすべてのレポ

ーターにて転写活性化能を上昇させることを

Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega, Madison, WI) にて証明している。 

変異蛋白の転写活性化能を、これらの手法を

用いて検討した。 

 

(3) OTX2のin vitro標的遺伝子の in silico

同定： OTX2 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した。DNA binding assay

や transactivation assayにより、OTX2の標



 

 

的遺伝子に対する機能を評価し、下垂体発生

分化の転写因子ネットワークにおける OTX2

の役割を明らかとする。 

 

４．研究成果 

（１）遺伝子変異解析 

眼症状を有する群において、3種の de novo

新規フレームシフト変異(症例 1：c.402insC, 

p.S135fsX136、  症例 2： c.221_236del16, 

p.K74fsX103、症例 3：c.214_217delGCACinsCA, 

p.A72fsX86)を、また、血族関係のない 2例に

おいて同一のナンセンス変異(症例４，５：

c.562G>T, p.G188X)をそれぞれヘテロ接合性

に同定した。正常コントロール 200 アリルに

これらの変異は認めなかった。これらの変異

は、すべて最後のエクソンに終止コドンが形

成されるため、Nonsense mediated mRNA decay

を逃れ、異常蛋白を形成すると予測された。

眼症状を伴わない下垂体機能低下症患者群に

は、変異を認めなかった。 

 

（２） 遺伝子欠失解析 

OTX2変異陰性例に対して、欠失解析を行い、

無・小眼球症を有する 1男児例に OTX2遺伝子

を含むヘテロ接合性欠失を同定した（症例６）。

Array-CGH, LA-PCRの結果から、この欠失は、

OTX2を含む 2.86Mbpにおよぶこと、さらに欠

失部には上流配列を含む 931bp が付加されて

いることが判明した。この欠失には OTX2のほ

かに、16の遺伝子が含まれたが、下垂体、眼

に関与している遺伝子は OTX2 のみであった。 

 

（３） OTX2 の in vitro 標的遺伝子の in 

silico同定 

 われわれはバイオインフォマテイックスの

手法を用い GNRH1 遺伝子のプロモーター領域

に OTX2認識配列が存在すること、さらに OTX2

が同プロモーターに対し、DNA 結合能、転写

活性化能を有することを明らかにした。 

 

（４） 機能解析 

GFP 融合蛋白の細胞内局在、IRBP、HESX1、
POU1F、GNRH1 プロモーターに対する DNA結合

能と転写活性化能を解析した。C 末端の転写

活性化ドメインを欠く症例１、４、５の変異

蛋白は、核に移行し、DNA 結合能を有したが 

（図１，２）、全てのプロモーターに対する転

写活性化能を優性阻害効果なく喪失していた

（図３）。ホメオドメインの一部と転写活性化

ドメインを欠く症例２、３の変異蛋白は、核

にほとんど移行せず、転写活性化能は喪失し

ていた（図１－３）。 

 

 
（５） 変異・欠失陽性患者の臨床像 

変異・欠失陽性例は、全例、さまざまな程

度の無・小眼球症と発達遅滞を呈していた。

症例１，２，４，６では明らかな成長障害を

認め、内分泌学的検査では、フレームシフト

変異を伴う症例１，２ならびに６では GH単独

分泌不全症（GHD）を、症例３では GH、TSH, PRL

の分泌不全を伴う複合型下垂体機能低下症

（CPHD）それぞれ認めた。症例３、５には明

らかな下垂体機能異常を認めなかった。MRI

では、症例２，４に異所性後葉を、症例４、

６に下垂体前葉低形成を認めた。 

 

（６）発現解析 

PCR法を用い、ヒト cDNAライブラリースク

リーニングを行った。OTX2は下垂体と視床下

部において明瞭に発現していた。OTX2には２

つのスプライスバリアントが存在することが

知られているが、OTX2発現陽性組織において

は、exon 4 由来の最初の 8 アミノ酸を欠く

short variant の発現が優位であった （図

４）。 

 



 

 

（７）考察 

以上の成績は、① OTX2ヘテロ異常症では、

複合型下垂体機能低下症から成長ホルモン単

独分泌不全症、正常まで多様な下垂体表現型

を示すこと。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こと。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こと。④ 

OTX2異常症では haploinsufficiencyがその

発症メカニズムであること。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こと。を示す

ものである。  

本研究成果は、OTX2異常症患者における適

切なホルモン補充療法、遺伝カウンセリング

を可能とするという臨床的意義と、下垂体の

発生分化にかかわる分子ネットワークの解明

に貢献するという基礎医学的意義の両者を有

するものである。     
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