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研究成果の概要（和文）：変異陽性患者の臨床解析を行い、MAMLD1 が胎児期の外性器形成のみ

ならず、思春期の男性ホルモン産生と精子形成に関与する可能性を見出した。また、ホルモン

産生細胞を用いた in vitro 実験から、Mamld1 が Cyp17a1 の転写制御を介してテストステロン

産生を修飾することを明らかとした。SF1-MAMLD1-CYP17A1系は、精巣でのテストステロン産生

調節に重要な機能を果たしていると推測される。 
 

研究成果の概要（英文）：Clinical analysis of mutation-positive patients indicated that 
loss of function of MAMLD1 leads to various clinical features including abnormal genitalia, 
testosterone deficiency, impaired spermatogenesis and infertility. In vitro assays 
suggested that Mamld1 enhances Cyp17a1 expression primarily in Leydig cells and permit 
to produce a sufficient amount of testosterone for male sex development. Collectively, 
it is likely that SF1-MAMLD1-CYP17A1 axis plays a critical role in regulation of 
testosterone production in the testis.  
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１．研究開始当初の背景 
Mastermind like domain containing 1 
(MAMLD1)は、Ｘq28の微小欠失を有する外性

器異常症男性患者の共通欠失領域から単離

された遺伝子である。われわれは、166例の

外性器異常症患者における MAMLD1変異解析

を行い、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。さらに、変異陽

性男性の出生後の内分泌学的検査所見が正

常であることを明らかとした。また、われわ

れは、MAMLD1マウス相同遺伝子(Mamld1)が、

胎児性決定臨界期の精巣ライデイッヒ細胞

とセルトリ細胞、および、成獣期卵巣顆粒膜

細胞で強く発現していることを見出した。以

上の成績は、胎児期特異的男性ホルモン分泌

不全が MAMLD1変異陽性患者における尿道下

裂の原因であることを示すと共に、変異陽性

女性で卵巣機能が障害される可能性を示唆
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する。しかし、本研究前に同定された患者は

尐数であり、MAMLD1異常症の臨床スペクトラ

ムは不明であった。 

また、われわれは、MAMLD1蛋白が Notchシグ

ナル経路共役因子、Mastermind like 2 

(MAML2) と相同性を有し、核内 PML小体にお

いて共存することを見出した。また、in vitro
では、MAMLD1が非古典的 Notch標的遺伝子

Hes3プロモーターを転写活性化することを

明らかとした。以上の成績は、MAMLD1が、最

近ヒトとマウスにおいて同定された非古典

的 Notchシグナル経路の構成因子である可能

性を示唆する。しかし、本研究開始前には、

MAMLD1の生体内機能および標的遺伝子は不

明であり、MAMLD1変異が性腺機能障害を招く

機序は解明されていなかった。 
                        
２．研究の目的 
本研究の目的は、MAMLD1変異陽性患者の臨床
像の解析と MAMLD1 の細胞内機能の解明によ
り、本遺伝子変異による性分化異常・生殖機
能障害の疾患成立機序を明らかとすること
である。 

 
３．研究の方法 
（1） MAMLD1 変異陽性患者の臨床スペクト

ラムの決定：外性器異常、精子形成不全、卵

巣機能不全、不妊症などの性腺機能障害を有

する患者における MAMLD1 変異解析を行い、

新規患者を同定した。本研究では、MAMLD1全
翻訳領域の直接塩基配列決定を行った。変異

が同定された場合は、患者のリンパ芽球様細

胞株から mRNA を抽出し、mRNA 量の測定およ

び nonsense mediated mRNA decay とスプラ

イスパターンの検討を行った。さらに、変異

陽性患者の経時的臨床解析により、MAMLD1変
異の臨床像と予後を明らかとした。 
 
（2） MAMLD1細胞内機能の解明：RNA干渉
による一過性遺伝子発現抑制（ノックダウ
ン）によって、内在性 MAMLD1の発現量を変
化させた性ホルモン産生細胞株を作成した。
本研究では、恒常的に MAMLD1を発現してい
るマウスライデイッヒ腫瘍細胞 （MLTC-1）
（ATCC, CRL-2065TM) に、リポフェクトアミ
ン法で 2種類の siRNAを導入した。導入 48
時間後の MAMLD1 mRNAが 30％以下に抑制さ
れていることを確認した。これらのノックダ
ウン細胞から抽出した mRNAを cDNAマイクロ
アレイ、リアルタイム PCR、ウェスタンブロ
ット法などの方法で解析し、MAMLD1標的遺伝
子を同定した。また、これらの細胞における
培養液中のステロイド濃度を解析した。ステ
ロイド測定においては、siRNA導入 48時間後
に 1時間 hCG刺激 （最終濃度 50 IU/L）を行

い、培養液を採取した。 
 
４．研究成果 
（１）MAMLD1変異陽性患者の臨床像の解析：
200 例以上の男児外性器異常症患者、性腺機
能異常症患者を対象として、MAMLD1変異スク
リーニングを行なった。その結果、尿道下裂
患者において、3つのナンセンス変異（E124X, 
Q197X, R653X）、1つのスプライスアクセプタ
ー変異(IVS4-2A>G)、1 つのミスセンス変異 
(H279Q) が同定された。さらにこれらのナン
センス変異が nonsense mediated mRNA decay
の機序により生体内において早期に分解さ
れる一方、スプライスアクセプター変異とミ
スセンス変異が安定型 mRNA を形成すること
が見出された。この知見に基づき、スプライ
スアクセプター変異とミスセンス変異の機
能解析を開始した。さらに、患者の臨床像の
解析から、MAMLD1変異が、出生時の外性器異
常のみならず、経時的精巣機能低下を招く可
能性が見出された（図 1）。 
 

 
図 1.  MAMLD1変異陽性患者の臨床像 

（左）尿道下裂、（右）精巣内微細石灰化 
 

 
表 1. ナンセンス変異陽性患者の経時的内
分泌検査所見 
2歳時には明らかな異常を認めなかったが、7
歳時には、精巣機能不全を示唆するゴナドト
ロピン上昇と hCGに対するテストステロン低
反応が確認された。 
 
 
（２）MAMLD1 細胞内機能の解明：MLTC-1 を
用いて、siRNAによる Mamld1一過性発現抑制
を行ない、MAMLD1 の細胞内機能を検討した。
ステロイド測定では、 Mamld1 のノックダウ
ンがアンドロステンジオンとテストステロ
ンを含む複数のステロイド代謝産物の産生
低下を招くことが見出された（図 2）。一方、
プレグネノロン、プロゲステロンには差がな



 

 

く、17α水酸化酵素活性低下が示唆された。 
 

 
図 2.（A）テストステロン合成経路とそれに
関与する酵素 
（B）ノックダウン細胞培養液中ステロイド
濃度。N.C.:ネガテイブコントロール 
 
さらに、ノックダウン細胞の mRNA解析では、
siRNA 導入 48 時間後の CYP17A1 の発現量が、
コントロールの約 60％程度に減尐している
ことが確認された（図 3）。 

 
図 3. mRNA相対定量 
（A）Taqman 法によるリアルタイム PCR を用
いた定量 
（B）オリゴアレイによる定量 
 
 
以上の成績は、Mamld1/MAMLD1 が精巣におけ
るステロイド合成酵素 CYP17A1の転写活性化
を介して、男性ホルモン産生に関与する可能
性を示唆する。 
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