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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
（日本語） 
本研究の目的は、性分化・性成熟疾患の遺伝子診断法を確立し、難治性疾患等政策研究事業「性分化・

性成熟疾患群における診療ガイドラインの作成と普及」班 (研究代表者：緒方勤) における診療ガイドライ

ン作成の基盤となるエビデンスを構築することである。さらに、新規疾患発症機序の解明および継続的遺伝

子診断技術提供の体制整備を行う。この目標に向けて、本研究班の分担研究者の所属施設および国内の

他の医療機関から集積された多数の性分化・性成熟疾患患者の網羅的遺伝子解析を行い、日本人患者の

遺伝学的基盤を明確とする。 
全研究期間において研究班全体として 1,000 以上の性分化・性成熟疾患患者の臨床サンプルを集積

した。検体集積は、日本小児内分泌学会、日本小児泌尿器科学会などの関連学会および患者会と連携

して行った。本年度集積された検体には、46,XY 性分化疾患、思春期遅発症（ゴナドトロピン欠損症）、

中枢性思春期早発症、卵巣機能不全を主徴とする 46,XX 性分化疾患、および、性分化異常・性成熟異

常を伴う先天奇形症候群が含まれる。さらに、1000 例 以上(先行研究および初年度に集積した検体を

含む) の検体を対象に、次世代シークエンサーを用いたアンプリコンシークエンス とターゲットエンリッチ

メン ト 、 multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA) 、  アレイ comparative genomic 
hybridization (CGH) などを用いた網羅的遺伝子解析/ゲノム解析を行った。その結果、日本人患者の変

異パターンと既知遺伝子変異の臨床スペクトラムが明確となった。たとえば、非症候群性尿道下裂の

10%以上が AR もしくは他の既知疾患関連遺伝子の変異で説明できることが見いだされた。特記すべき

成果として、46,XX核型を有する遺伝的女性において精巣形成を招く新規遺伝子異常を発見し、その機

能解析を開始した。また、ゴナドトロピン分泌過剰に起因する思春期早発症を招く新規 G タンパク共役型

受容体機能亢進変異を同定した。個々の患者の変異および臨床情報は、データベース上に登録した。

また、日本人患者の変異情報をもとに、multiplex PCR 法による迅速遺伝子診断システムの開発に着手

した。さらに、主治医を介して患者に遺伝子診断結果をフィードバックした。サンプルは、成育医療研究

センターが推進する 6 ナショナルセンターバイオバンク事業と連携して管理した。 
モデル動物解析では、遺伝子改変技術を用いてヒト性分化疾患の責任遺伝子として同定された遺伝

子の破壊や精巣と卵巣を構成する細胞の機能を破壊したマウスを作成した。このマウスを用いて、胎児

精巣におけるステロイド産生を行うライディッヒ細胞の遺伝子発現制御機構を解明した。とくに重要な点と

して、性分化のマスター遺伝子 NR5A1 (SF1/Ad4BP) が、ライディッヒ細胞内代謝制御を介して精巣形

成とステロイド産生に寄与することが明確となった。 
以上の研究成果は、シンポジウム、ホームページ、論文などで発表した。 

 

 

（英語） 

This study aimed to provide supporting evidence for the clinical guideline for disorders of sex development 
(DSD) and pubertal disorders. To this end, we performed molecular and clinical analyses of patients with these 
disorders. First, we created a system for systematic mutation screening of DSD and pubertal disorders by using 
next generation sequencers (NGS), array-based comparative genomic hybridization, and multiplex ligation 
dependent probe amplification. Then, in collaboration with several clinicians, academic societies and patient 
groups, we obtained clinical samples from of more than 1,000 patients. Our subjects included 46,XX DSD, 
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46,XY DSD, gonadotropin deficiency, central precocious puberty, and congenital malformation syndromes 
associated with DSD/pubertal disorders. We preformed molecular analysis of these samples and successfully 
clarified the mutation pattern and genotype-phenotype correlation of Japanese patients. For example, we found 
that more than 10% of cases with non-syndromic hypospadias can be ascribed to mutations in the androgen 
receptor gene or other known disease-associated genes. 

Remarkable findings of this project include the following. (1) We identified an NR5A1 missense mutation 
p.Arg92Trp in two unrelated Japanese patients with 46,XX testicular/ovotesticular DSD. The p.Arg92Trp 
mutation was less sensitive to NR0B1-induced in vitro suppression on the SOX9 enhancer element. The results 
raise the possibility that specific mutations in NR5A1 underlie testicular development in genetic females. (2) We 
detected a heterozygous frameshift mutation of PROKR2 in a girl with central precocious puberty. The mutant 
protein had no in vitro signal transduction activity; however, cells co-expressing the mutant and wildtype 
PROKR2 exhibited markedly exaggerated ligand-induced Ca2+ responses. The results indicate for the first time 
that certain inactive PROKR2 mutants can cause early puberty by enhancing the functional property of 
coexisting wildtype proteins. (3) We created a mouse model of NR5A1 mutations and clarified species-specific 
functions of NR5A1 in the differentiation of immature gonads.    

Molecular data obtained in this study were submitted to original mutation database. In addition, we 
designed Multiplex PCR-based gene panels for systematic mutation screening. These panels will be used rapid 
molecular diagnosis in clinical practice. The results of this study were published in English papers, symposium 
and homepage. 
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