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研究成果の概要（和文）：日本人低身長127家系由来のDNAを用いて、我が国の小児低身長における既知原因遺伝子の変
異スペクトラムと変異による病態形成メカニズムについて検討を行った。その結果、GHRH受容体にこれまで知られてい
なかった新規の変異としてp.G136VとIVS2+3a>gを同定した。変異遺伝子の機能解析からp.G136V変異はGHRH刺激への転
写誘導が欠落することを、IVS2+3a>g変異はGHRHRのスプライシング異常をおこすことを見いだした。また未だ報告がな
かったSHOX遺伝子について解析を行ったが、発症に関連する遺伝子変異や遺伝子欠損を同定するには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：The genomic DNAs from 127 families with short stature were subjected to genetic 
studies and further functional studies. We identified two novel compound heterozygous GHRHR gene 
mutations such as p.G136V substitution (p.G136V) and IVS2+3a>g mutation (IVS2+3a>g) in the patient. Our 
functional analysis revealed that a p.G136V elicited no transcriptional activity increment in response to 
GHRH stimulation and the IVS2+3a>g would led to its aberrant splicing. We further analyzed SHOX genes 
which have not been charicterized in Japanese population, but SHOX deletions and point mutations as well 
as downstream SHOX enhancer deletions were not identified.

研究分野： 遺伝学

キーワード： 低身長症　遺伝子変異
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１．研究開始当初の背景 

集団において身長は正規分布しており、一
般に低身長とみなされる「年齢平均身長から
-2SD（平均標準偏差）以下」の頻度は 2.28%、
本邦における総人数は約 291 万人程度と推定
される（H18 年推計日本総人口 1 億 2777 万
人を用いて計算）。すなわち低身長症は
common diseases（ありふれた病気）である一
方、成人（最終）身長は多数の遺伝子と環境
要因が関係する多因子形質の一つであり、遺
伝 要 因 が 80% （ 言 い 換 え る と genetic 
heritability が 0.8）と非常に高く、その解明は
遺伝学中心課題の一つとされている。 

近年、genome-wide association study (GWAS)
の利用により、多数の common diseases にお
いて susceptibility variants（疾患感受性あるい
は疾患関連 SNPs）が同定されているが、成
人身長表現型においても同様であり、現在ま
でHMGA2, ZBTB38, HHIP, GDF5-UQCC等 50
以上の関連遺伝子（または遺伝子座）が報告
されてきた。一方で、他の疾患と同様に、各々
の SNP の phenotypic variance（表現型変動）
への寄与度が非常に小さいことが報告され
ており、合計しても全体の約 5%しか説明し
得ず、すなわち身長に関する遺伝的背景の
90%以上はまだ解明されていない（missing 
heritability）。さらに GWAS で同定された各々
の身長関連遺伝子（座）においても、“真の原
因あるいは機能的変異”の発見には全く至っ
ていない状況であり、これらの点が現時点に
おける GWAS という手法の限界と言える。 

このように小児低身長症は、成人低身長症
より遺伝要因がさらに大きいと推測される
が、これまでの多くの遺伝子研究では-4SD 以
下の重篤低身長症を対象としており、軽症か
ら中等症の低身長症における遺伝子異常は、
その発生頻度、遺伝形式、浸透度についてま
だよくわかっていない。また本邦における小
児低身長症の原因遺伝子変異の報告は、他民
族と比較して少なく、その理由も不明である。 

 
 
２．研究の目的 

 申請者は、日本全国の小児内分泌医との共
同研究により収集した日本人小児低身長症
127 家系のゲノム DNA と不死化リンパ芽球
株を保有しており、本研究ではこのリソース
を活用して、研究課題Ⅰ「小児低身長症候補
遺伝子のディープシークエンス解析」また研
究課題Ⅱ「日本人小児低身長症における
SHOX 遺伝子微小欠失の検討」を実施する。
本研究の成果を、申請者等のこれまでの研究
結果と統合することで、本邦の小児低身長症
における特に既知原因遺伝子の変異・異常ス
ペクトラム、また病態生理的意義を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 

日本人小児低身長症の分子病態を解明す
るため、申請者等が保有し、既に整備が完了
している日本人小児低身長症 127 家系 (計
304 名)のゲノム DNA、EB ウイルス不死化リ
ンパ芽球、および臨床情報を用いて、具体的
には以下の二つの研究課題を、3 年間の研究
期間に実施する。 

(1)小児低身長症候補遺伝子のディープシー
クエンス解析 

申請者が既に解析した 12 遺伝子に新たに
10 個以上の遺伝子を候補遺伝子として追加 
し、申請者が保有する小児低身長症発端者の
ディープシークエンス解析を実施、各変異の
健常対照群における頻度調査、変異の機能的
影響の生化学的検証等を行う。 

(2)日本人小児低身長症における SHOX 遺伝
子微小欠失の検討 

Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification（MLPA）法を用いて SHOX 遺
伝子領域（特にエンハンサー領域）の構造解
析を行い、低身長症の病因としての SHOX 遺
伝子微小欠失の頻度、病態意義を明らかにす
る。 
 
 
４．研究成果 

全国の小児内分泌医の協力の下に収集し
た、主に軽症から中等症の日本人低身長症患
児およびその家系（計 127 家系）を対象に、
ゲノム・遺伝子解析を行った。ディープシー
クエンス法による詳細な変異解析により、複
数の既知および新規の低身長症原因候補遺
伝子（12 遺伝子）における変異の同定に成功
した。新規変異の例には、グレリンレセプタ
ーGHSR1A における稀なミスセンス変異
（ ΔQ36, P108L, C173R, D246A ； J Clin 
Endocrinol Metab 96:E373-8, 2011）、GHRHR
における exon 12 のスプライス変異 E382E
（c.1146G>A）およびプロモーター領域の
Pit-1 P2 binding element に お け る 変 異
ATG-166T>C、ATG-164T>C (Clin Endocrinol 
74:223-33, 2011）、さらに POU1F1/PIT-1 遺伝
子における初めてのエキソン 2 スプライス変
異（Clin Endocrinol 76: 78-87, 2012）などがあ
り、これらの変異の機能的影響は生化学的に
も実証することが出来た。 

平成 24 年度は研究課題Ⅰ「小児低身長症
候補遺伝子のディープシークエンス解析」お
よび研究課題Ⅱ「日本人小児低身長症におけ
る SHOX 遺伝子微小欠失の検討」において、
特に発端者 DNA を用いた一次スクリーニン
グに相当するアッセイ（DNA シークエンス法
と MLPA 法）を中心に実施した。 

(1) DNA シークエンス解析 

保有している 127 家系由来の計 304 名のゲ
ノム DNA の内、これまでにシークエンス解



析が完了している 12 個の遺伝子に加えて、
さらに 10 個の候補遺伝子を抽出し、追加解
析を開始した。追加遺伝子としては、これま
でヒトあるいは動物モデルで低身長症との
関連が報告された、下垂体 GH 産生および分
泌、GHR シグナル関連、また骨・軟骨形成に
関わる重要な分子をコードするものを考慮
した。遺伝子変異を同定した患者において、
小児科主治医と連携しながら臨床症状、特に
身長を含めた身体的形成、低発症、GH 分泌
能や rhGH 治療への反応性などの内分泌デー
タなどについて詳細な情報収集を行い、遺伝
子あるいは変異に特徴的な表現型の有無を
検討した。 

(2)MLPA 法による SHOX 遺伝子微小欠損の
検討 

SHOXはTurner症候群の低身長表現型に関
与し、ヘテロ機能喪失型遺伝子変異（半量不
全）が Leri-Weill 型軟骨骨異形成症また特発
性低身長症（ISS）で、ホモ機能喪失変異（完
全不全）が Langer 型中肢骨短縮症で報告さ
れている。日本人低身長症における SHOX 遺
伝子異常の正確な頻度はまだ報告されてお
らず、また疾患、人種により異なる遺伝子異
常が検出されることが期待されるので、本研
究ではまず申請者等が保有する日本人小児
低身長症の 127 家系の発端者において、
SHOX 遺伝子エンハンサー領域の構造解析、
微小欠失同定を MLPA 法にて実施した。 

 平成 25 年度は保有している 127 家系由来
の計 304 名のゲノム DNA の内、これまでに
シークエンス解析が完了している 12 個の遺
伝子に加えて、さらに下垂体 GH 産生および
分泌、GHR シグナル関連、また骨・軟骨形成
に関わる重要な分子をコードする 10 個の候
補遺伝子を抽出し、追加解析をおこなった。
その結果、GHRH 受容体にこれまで知られて
い な か っ た 新 規 の 変 異 と し て
p.G136V(c.407G>T)と IVS2+3a>g を同定する
ことができた。ルシフェラーゼレポーターを
用いたプロモーター活性解析から新たに同
定した p.G136V(c.407G>T)変異は GHRH 刺激
への転写誘導が欠落することを見いだした。
一方、IVS2+3a>g を変異は GHRHR のスプラ
イシング異常をおこすことを見いだした。こ
の成果を Growth Horm IGF Res. に論文発表
することができた。 

  平成 26 年度は Turner 症候群の低身長表現
型に関与することが知られており、ヘテロ機
能喪失型遺伝子変異（半量不全）では
Leri-Weill 型軟骨骨異形成症また特発性低身
長症（ISS）を発症し、またホモ機能喪失変異
（完全不全）が Langer 型中肢骨短縮症を発
症することが報告されている SHOX 遺伝子
に関して、申請者等が保有する日本人小児低
身長症の 127 家系の発端者において、SHOX
遺伝子エンハンサー領域の構造解析を行っ
たが、発症に関連する遺伝子変異や遺伝子欠
損を同定するには至らなかった。 

本研究から低頻度の“slightly deleterious 
variants”ともいうべき遺伝子変異が、正常身
長の一般集団においても存在しており、低身
長症患者群でより集積する傾向が見出され
た。例えば、GHR 遺伝子 T51I 変異や GH1 遺
伝子 D116E 変異は、過去に private mutations
として罹患家系のみで同定、報告されていた
が、一方で変異機能解析では病的意義につい
て明確でなく、中間的な結果であった。我々
の解析では、両変異とも患者群のみならず一
般集団において低頻度（アレル頻度 1-2％）
ながら存在し、これ自体は変異の重要性に関
し否定的な観察結果であるが、一方で極めて
まれな罹患家系で低頻度の変異がやはり偶
然に同定されたとも考えにくかった。同様の
ケースは他の遺伝子でも確認されており、こ
れら rare variants の多く（特にミスセンス変
異）は、浸透度が不完全で表現度に差異があ
るドミナント変異と理解すべきと考えてい
る。他方で、なお約 75％の患者で何ら変異が
認められず、さらに解析遺伝子数を増やし、
また別のアプローチによる研究の必要と考
えられた。 
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