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研究成果の概要（和文）：　遺伝性小頭症には、DNA損傷応答・DNA修復システム (DDR)の異常により発症してい
るケースが見られる。DDRの異常により発症する疾患には先天性小頭症を含み多くの種類が知られているが、そ
れぞれの疾患に症状のオーバーラップが見られること、また個々の疾患が非常にまれであることから、鑑別診断
が難しく、長期間診断不能となるケースも多い。我々は、DNA修復活性を精密に評価する技術と次世代ゲノム解
析 (全エキソーム解析、全ゲノム解析)を併用することで、遺伝性小頭症の鑑別診断技術の開発を目指した。

研究成果の概要（英文）： Primary microcephaly is partially caused by deficiencies in DNA Damage 
Response system (DDR system). As prevalence of these genetic disorders are very rare and the 
patients usually display overlapping clinical features, we often face with difficulties in the 
clinical diagnosis.
 In this project, we aimed to develop a system helpful in the differential diagnosis of microcephaly
 and similar conditions. The developed system comprises next generation DNA sequencing (NGS) as well
 as DDR activity assays for detecting deficiencies in double strand break (DSB) repair and 
nucleotide excision repair (NER).

研究分野：人類遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
	 小頭症の発症には様々な要因	(遺伝性、感
染症、周産期障害など)が考えられるが、遺
伝性小頭症では、DNA 損傷応答・DNA 修復シ
ステム	(DNA	Damage	Response	system:	DDR)
の異常を発症原因とするケースが多く含ま
れる。DDR の異常により発症する遺伝性疾患
には多種類の疾患が知られている一方で、個
別の疾患の有病率は数十万から百万人に一
人程度と非常にまれであることから、症例不
足による診断の難しさが問題となっている。
また、それぞれの疾患の臨床所見にオーバー
ラップが見られることから、鑑別診断が困難
であるだけでなく、誤診のリクスも高い。研
究代表者らは、小頭症や低身長などが認めら
れる遺伝性疾患である、コケイン症候群	(CS
−転写共役ヌクレオチド除去修復機構:	
TC-NER の異常)や、ゼッケル症候群	(SS−DNA
損傷応答/細胞周期チェックポイントの異
常)の症例収集と疾患原因遺伝子変異の同定
を行いながら、新規 DDR 関連遺伝子の探索を
進めていた。	
	 研究開発当時までに、患者由来細胞を用い
て TC-NER の活性を簡便かつ迅速に測定する
評価法を確立していたほか、レンチウイルス
を用いて野生型 TC-NER 関連因子を患者由来
細胞に発現させ、欠損した TC-NER 活性の回
復を指標として、疾患原因変異を持つ遺伝子
を特定するウイルス相補性試験も実現して
いた。これらの解析法の確立により、既知の
ヌクレオチド除去修復	(NER)関連遺伝子に
関しては、DNA 修復活性評価法とサンガーシ
ーケンス法のみで疾患原因変異の同定まで
を可能にした。また、次世代ゲノム解析と NER
活性を指標としたウイルス相補性試験を併
用することで、NER に関連した未知の遺伝子
変異の同定も可能となっていた。全エキソー
ム解析による疾患責任遺伝子変異の一般的
な同定率は、地理的人種的に孤立した集団の
家系解析あるいはトリオ解析を実施しても
約 3割程度と言われており、決して高くはな
い。我々は、次世代ゲノム解析	(全エキソー
ム解析や全ゲノム解析)に、NER を高精度に測
定する技術を組み合わせることで、疾患原因
特定率の向上を目指し、TC-NER 欠損性疾患の
新規疾患責任遺伝子変異同定にも成功して
いた。 
 
２．研究の目的 
	 遺伝性疾患の発症原因となったDDR経路の
異常が異なる場合、増悪因子や治療方針、予
後予測も大きく変わることから、疾患発症原
因を正しく知ることは、患者にとって有益で
ある。患者由来細胞を用いて DDR 活性を評価
し、疾患原因となっている異常を示す経路を
特定する簡便な技術の開発を目指した。また、
本法をウイルス相補性試験に応用すること
で、疾患原因変異を持つ遺伝子を簡便に特定
することが可能な方法となるよう検討した。
さらに、これらの DDR 活性評価法と次世代ゲ

ノム解析を併用することで、小頭症を示す遺
伝性疾患の新規あるいは機能未知の疾患原
因遺伝子変異の特定をも可能にする解析方
法とし、鑑別診断への応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
	 NER の活性評価法については、DNA 修復活
性を蛍光値として換算し、蛍光画像を自動で
取得・計算する精密プレートリーダーを活用
することで、診断を目的とした解析にも応用
可能な客観性と精度を備えることに成功し
た。この NER 活性評価法は、異常を持つサブ
パスウェイである TC-NER とゲノム全体で働
く GG-NER の異常の判別も可能であり、多検
体を簡便かつ迅速に比較検討することがで
きる。本 NER 活性評価法を応用して、DNA 二
重鎖切断	(DSB)修復機構の活性を評価する
方法の立ち上げを試みた。指標としては、目
視観察の際に使用されている、DSB 誘発後に
認められるリン酸化 H2AX あるいは 53BP1 の
核内スポット	(foci)数の変化を用いること
とした。リン酸化 H2AX や 53BP1	の foci は免
疫染色により蛍光画像としてとらえること
ができるため、自動で蛍光画像を取得する顕
微鏡内蔵型のプレートリーダー装置を活用
することで、多検体比較とデータの客観性の
実現を目指した。	
	 遺伝性小頭症が疑われる既存症例で、NER
活性が正常であり疾患原因が特定されてい
ない検体について、新たに立ち上げた DSB 修
復機構の活性を評価する方法を用いて、スク
リーニングを実施した。また、本研究期間中
にも新たに国内外より、小頭症を示す遺伝性
疾患の症例収集を進めた。新たに収集された
小頭症症例は、まずは NER 活性の評価を実施
し、NER 関連疾患	(特に CS)であるかの判定
を行った後、NER が正常であった検体につい
ては、既存症例と同様に DSB 修復活性スクリ
ーニングを進めた。DSB 修復応答に何らかの
異常が見られ、新たな疾患責任遺伝子変異が
原因で疾患を発症している可能性が高まっ
た場合には、次世代ゲノム解析を実施し、疾
患原因の特定を試みた。	
	
４．研究成果	
	 DSB 修復応答を、自動蛍光画像取得装置に
て評価する手技の確立に取り組んだ。指標に
は、顕微鏡下で DSB の変化を目視観察する際
に頻繁に利用される、リン酸化 H2AX と 53BP1
の免疫染色を用いた。マルチウェルプレート
上に患者由来細胞を播種して評価すること
で、多検体を同時比較できる方法とした。ま
た、放射線誘発リン酸化 H2AX あるいは 53BP1
の foci を蛍光免疫染色し、自動蛍光画像取
得装置にて自動的に計測・定量するシステム
とすることで、客観性と観察の際の簡便性・
迅速性を高めた。さらに、観察過程を自動化
することで、人為的ミスの軽減により正確さ
が高まったほか、個人間の観察眼の差による
データの食い違いも解消されたと考えられ



る。本評価法を使用して既知の DSB 応答に異
常が見られるいくつかの遺伝性疾患の患者
由来の細胞を解析したところ、スクリーニン
グに使用可能な精度でリン酸化 H2AX および
53BP1 の変化をとらえることが可能であった。
さらに、本患者由来細胞にてウイルス相補性
試験を試みたところ、リン酸化 H2AX と 53BP1
いずれの指標を用いた場合でも疾患原因因
子の特定が可能であった。次に、細胞周期の
指標やRad51の局在変化などを使用すること
で、DSB 修復機能のうち非相同末端結合	
(NHEJ)と相同組替え	(HR)の活性を分離して
評価することが可能であるかを検討した。使
用している自動蛍光画像取得装置の性能的
な限界から、各因子の染め分け方法(多重染
色に使用する蛍光色素)の選択や、ポジティ
ブ/ネガティブの境界蛍光値の決定、観察・
定量にかかる時間など、いくつかの問題点が
残り、目視観察と同程度の精度には達しなか
ったが、引き続き改良を続けたいと考えてい
る。	
	 遺伝性小頭症が疑われ疾患原因が未同定
である症例を対象にDDRスクリーニングを実
施した。本研究期間に新たに収集した症例に
関しては、まずは GG-NER と TC-NER の修復活
性を調査し、NER 関連疾患であるかを判定し
た。NER 欠損が認められた症例は、NER 関連
遺伝子に関するウイルス相補性試験を実施
し、既知遺伝子の異常による NER 関連遺伝性
疾患であるかの検討を行った。新たに収集し
た症例には TC-NER 欠損性の CSが多数含まれ
ており、疾患原因変異の特定を完了した。新
たに収集した症例および既存症例のうち NER
の活性が正常であった検体に関して、DSB 応
答反応性に関する調査を行った。その結果、
DSB 応答に異常が認められるものの疾患原因
変異を持つ因子が特定できない症例および、
NER 活性の中間的な欠損が見られる症例等が
検出された。これらの症例について、次世代
ゲノム解析	(全エキソーム解析・全ゲノム解
析)により疾患原因変異の同定を試みた。そ
の結果、複数の症例で有力な疾患原因変異の
候補が得られ、現在絞り込みを行っている。
また、一部の症例では新規の疾患責任遺伝子
変異を特定した。本遺伝子と DSB 応答機構と
の関連についてはこれまでに報告がないこ
とから、詳細な機能解析を進めている。	
	 本研究にて、臨床診断にも応用可能な DNA
損傷応答・修復活性の評価系を確立し、次世
代ゲノム解析およびウイルス相補性試験を
組み合わせることで、小頭症を示す疾患原因
不明の症例に関して、新規の疾患関連遺伝子
の同定が可能であることを示した。今後、さ
らに技術の改良を進めることで、より幅広い
症例にも対応可能な解析方法としてゆきた
いと考えている。	
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