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研究成果の概要（和文）：本研究は、次世代遺伝子解析技術を用いて性分化疾患（DSD: Disorders of sex developmen
t）患者における既知および新規原因遺伝子変異を同定することを目的に行われた。
　257例に対して次世代遺伝子解析を行った。特記すべき成果は下記の通りである。(1)重度のDSDの47症例のうち、8例
で病的意義が明確な既知遺伝子変異、29例で候補遺伝子変異、4例で染色体微小欠失を検出した。(2)尿道下裂の150症
例のうち、7例で既知遺伝子変異、23例で疾患感受性多型を同定した。(3)低ゴナドトロピン性性腺機能低下症例におい
てはじめてFGF8遺伝子のフレームシフト変異を同定した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to identify genetic defects in patients with disorde
rs of sex development (DSD). We performed next generation sequencing and array-based comparative genomic h
ybridization.
The results obtained from 257 DSD patients included the following findings. 1) Of 47 patients with the sev
ere DSD, 8, 29 and 4 had causative mutations, candidate mutations and submicroscopic chromosomal deletions
, respectively. 2) Of 150 patients with the hypospadias, 7 and 23 carried causative mutations and disease 
susceptibility polymorphisms, respectively. 3) A patient with hypogonadotropic hypogonadism was shown to h
ave a frameshift mutation in FGF8. These data provided novel information about molecular basis of DSD.
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１．研究開始当初の背景 

性分化疾患（DSD: Disorders of sex 

development）は、「染色体、生殖腺、もし

くは解剖学的に性の発達が先天的に非定型

的である状態」と定義された、約 60 種類以

上の疾患群である。発症頻度は 4500 人に一

人程度と推定され、外性器の形成異常、思

春期発来の遅延、不妊などにより発見され

る。本症は、単一遺伝子疾患および多因子

疾患として発症する。DSD 患者の遺伝子診

断においては、さまざまな遺伝子が対象と

なる。これまでの DSD 患者の遺伝子解析で

は、比較的少数の既知遺伝子の解析が行わ

れてきた。そのため、DSD 患者の変異同定

率は低く、大部分の患者において遺伝的原

因は未解明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、次世代シークエンサー

とアレイ CGH を用いた DSD 患者の変異解析

と変異陽性患者の臨床解析、および、in 

vitro 解析、in silico 解析による新規 DSD

原因遺伝子の発見と機能の解明を行うこと

であった。 

 

３．研究の方法 

(1) DSD 発症の原因遺伝子の検索 

 国立成育医療研究センター（旧国立成育

医療センター）にて、2002 年から 2011 年

までに遺伝子解析依頼があった DSD 患者の

うち、未だ原因遺伝子の特定に至らない約

400 例の末梢血または組織検体より採取し

た DNA を集積した。集積した DNA のうち、

解析に必要な DNA 量がない場合は、末梢血

または組織より作成され凍結保存されてい

る細胞株を培養し、DNA の再抽出を行った。

検体の DNA 量を確認し、次世代シークエン

サーを用いて標的遺伝子の網羅的な変異解

析を行った。また、カスタムアレイ CGH 解

析により、標的遺伝子の欠失または重複の

有無を確認した。これらの解析により、遺

伝子変異または欠失・重複が検出された場

合、ダイレクトシークエンス、サブクロー

ニングにより再現性の確認を行った。 

①次世代シークエンサーを用いた遺伝子変

異解析 

1）サンプルの前処理： DSD の既知原因遺

伝子および候補遺伝子を標的とするカスタ

ムターゲットエンリッチメントシステムキ

ットもしくはカスタムアンプリコンシーク

エンスキットを用いて、サンプルの前処理

を行った。2）次世代シークエンサーを用い

て前処理したサンプルのシークエンスおよ

び解析を行った。3) 患者データをバイオイ

ンフォマティックスの手法で解析し、リフ

ァレンスデータと異なる塩基配列を抽出し

た。4)ダイレクトシークエンスおよびサブ

クローニングにより、抽出した結果の再現

性を確認した。 

②アレイ CGH 解析 

検体と同じ核型をもち、かつ妊孕性のある

正常人の DNA をコントロールとして、アレ

イ CGH 解析を行った。 

 

(2) DSD 発症の原因遺伝子の確定 

(1)で検出した遺伝子変異もしくは欠失・重

複が、既報であるか否かを検索した。新規

であった場合は、in silico 解析および in 

vitro 機能解析を行い、DSD 発症の原因遺伝

子であるか否かを検討した。 

 

(3) DSD 症例の病態と遺伝子型の関連検討 

(2)で得られたデータと、臨床情報を詳細に

分類し、病態と遺伝子型の関連について検

討した。 

 

４．研究成果 

(1) 重 度 の外性器異常を伴う 46,XY 

DSD/46,XX DSD (47 症例) 

既知 DSD 責任遺伝子と候補遺伝子計 120 を



対象とするターゲットエンリッチメント、

および、全ゲノム CGH を行った。次世代シ

ークエンス解析の陽性対照として、4 例の

既知変異陽性患者を同時に解析した。次世

代シークエンス解析では、62 種類の遺伝子

変異が同定された。変異の約 80％が直接塩

基配列決定で再現可能であった。陽性対照

の変異はすべて検出された。8 例において

病的意義が明確な既知遺伝子変異(AR, SF1, 

SOX9, BNC2)が、29 例で候補遺伝子の変異

が同定された。CGH 解析では、4例の染色体

微小欠失が検出された（DMRT1 遺伝子領域

を包含する 9 番染色体 2 例、2 番染色体 1

例、20 番染色体 1 例）。なお、この成果は

2013 年の Plos One に掲載された。 

 
 

(2) 比較的軽度の外性器異常を伴う 46,XY 

DSD (n=150) 

既知 DSD 責任遺伝子と候補遺伝子を対象

とする次世代シークエンス解析を行った。7

例で既知遺伝子変異が 23 例で疾患感受性

多型が同定された。現在成果を論文化して

いる。 

 

(3)低ゴナドトロピン性性腺機能低下症(60

例) 

低ゴナドトロピン性性腺機能低下症の既知

責任遺伝子と候補遺伝子を対象とする次世

代シークエンス解析を行った。FGF8 遺伝子

のフレームシフト変異が、視床下部‐下垂

体不全の病因である事を示した。この成果

は 、 2014 年 の Hormone Research in 

Paediatrics に掲載された。 

 
 

本研究では、次世代遺伝子解析技術が、遺

伝的異質性を有する疾患の変異スクリーニ

ングに有用であることが明らかとした。重

症度の異なる DSD における既知遺伝子変異

の寄与が明確となり、DSD 発症における

oligogeneity の可能性および既知遺伝子

変異による表現型の多様性が見出された。 
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