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研究成果の概要（和文）：　CFAP43遺伝子ノックアウトマウスの上衣細胞をマイクロダイセクション法によって
集め，cDNAライブラリー合成後に次世代型シークエンサーを使った発現解析を実施した。発現量変化遺伝子を用
いたオントロジー解析により，神経発生関連の遺伝子群の発現変化が認められた。
　正常圧水頭症患者の線毛構成遺伝子96個変異解析では，DRC1遺伝子をはじめ，一般集団での minor allele 
frequency <0.01のtruncation型の変異を5個の遺伝子に認め，ミスセンス変異を19遺伝子に認めた。

研究成果の概要（英文）：  Ependymal cells of CFAP43 gene knockout mice (KO mice) were collected by 
microdissection method, cDNA library was synthesized, and expression analysis was performed using a 
next-generation sequencer. KO mice and control mice were clearly distinguished on classification, 
and ontology analysis using genes with altered expression levels revealed altered expression of gene
 clusters related to ensheathment of neuron, telencephalon development, and negative regulation of 
cell differentiation. 
  Analysis of mutations in 96 genes construction cilia in patients with normal pressure 
hydrocephalus revealed truncation-type mutations with a minor allele frequency <0.01 in the general 
population, including the DRC1 gene, in 5 genes, and missense mutations in 19 genes. 

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： CFAP43　正常圧水頭症　変異解析　モデルマウス　発現解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　線毛関連遺伝子の変異は，水頭症発生に関与することが明確に示された。上衣細胞の機能異常は神経分化関連
の遺伝子群に集中し，線毛の構造異常から分化異常に至り機能不全に陥っていることが示唆された。ただし，そ
の詳細は今後の研究を待たざるをえない。
　線毛関連遺伝子の変異が，正常圧水頭症患者に多く見つかっていることは，正常圧水頭症・水頭症・認知症患
者の一部が，線毛関連遺伝子異常症であることを明確に示唆しており，成人あるいは初老期に発症する遺伝病で
あることを世に知らしめた意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は，正常圧水頭症家系解析により，CFAP43 遺伝子の機能喪失が原因となって水頭症

を発症することを発表した (Morimoto, Yoshiura, Ono et al., Neurology, 2019)。論文は，古

典的な家系解析から水頭症の原因を明らかにしたものである。稀少疾患／遺伝性疾患は，症状

が明確で，原因遺伝子が見つかった場合には，その遺伝子に着目して病態を詳細に把握するこ

とで病態解析が一気に進む。遺伝病の病態から，ヒトの生理状態が明らかになることは多く，

当該遺伝病に現れる症状に対する病態生理の新しいとらえ方を与えてくれる。CFAP43 は運動

線毛を構成するタンパクであり，CFAP43 遺伝子変異と正常圧水頭症発症の関連が明らかにな

ったことで，遺伝性とは認識されていない通常の正常圧水頭症（iNPH: idiopathic normal 

pressure hydrocephalus）も，運動線毛の機能異常によるものが含まれているのではないかと

考えられた。また，正常圧水頭症は，「歩行障害」「認知症」「尿失禁」の三主徴によって臨

床的にその発症が疑われる治療可能な認知症である。仮に認知症から発症して尿失禁がないよ

うな場合には，通常の認知症と間違えられている可能性もある。本研究は，iNPH と運動線毛

の変異との関係が，より一般的なのではないかと考え開始することにした。 

研究開始当初は，モデルマウスとして Cfap54 遺伝子 (McKenzie et al., Molecular Biology 

of The Cell., 2015) と Gemc1 遺伝子 (Terre et al., The EMBO Journal, 2016) （いずれの遺

伝子も繊毛構成成分）のノックアウト導入で水頭症をきたすことが報告されていた。その報告

は，「ノックアウトマウスを作ってみたら水頭症のように脳室が拡大しました」ということで

あり，ヒトの水頭症患者，正常圧水頭症患者，認知症患者などにそれら遺伝子の変異があるこ

とを証明した論文ではなかった。ただ，これらの論文と我々の論文を考えると，水頭症は運動

線毛である可能性が高く，ノックアウトマウスの病態発症過程を詳細に明らかにすることで，

ヒトの通常型の水頭症患者，正常圧水頭症患者，認知症患者の病態を明らかにできるのはない

かと考えて本研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，motile cilia（運動繊毛）関連の遺伝子群が，日本人の水頭症・認知症のリ

スク因子であることを，臨床検体を用いて検証する。また， Cfap43 変異モデルマウスを解析

することによって，実際に医療に役立つ水頭症の病態生理を明らかにすることを目標とした。

motile cilia（運動繊毛）関連の遺伝子群変異がリスク因子であることは，患者集団でそれら遺

伝子に変異が蓄積していることを証明することが必要で，水頭症の病態生理の解明にはモデル

マウスの脳での遺伝子発現解析，免疫組織学的解析が必要である。 

 

３．研究の方法 

（１）Cfap43 ノックアウトモデルマウスの病態解析 

Cfap43 タンパクは，脳室の最表層で脳脊髄液と接する上衣細胞に発現していることが分か

っており，我々の解析においても，上衣細胞の数の減少や線毛異常が観察されており，水頭症

発症の基盤にある変化は上衣細胞であると考えられる。そこで，作成済みの Cfap43 ノックア

ウトモデルマウスの脳室周辺の凍結切片を作成し，脳室周囲の上衣細胞をマイクロダイセクシ

ョンして，RNA 抽出後，全 RNA を鋳型として QIAseq UPX3’ Transcriptome Kit (QIAGEN) 



を用いて次世代型シークエンサー（NGS）用にライブラリー調整し，NGS による塩基配列決

定からライブラリーの tag カウントを取得することで，発現定量解析を実施した。発現定量解

析データは，遺伝子発現量の変化から，Gene Ontology エンリッチメント解析や，Gene Set 

エンリッチメント解析を行い，上衣細胞で発現変化している細胞内機能を明らかにする。それ

らの機能変化のオントロジーは水頭症の病態に重要なことが示唆され，カスケードの根にある

遺伝子は新規の水頭症や認知症の原因遺伝子の可能性も示唆される。 

 

（２）運動線毛遺伝子の変異解析 

運動線毛遺伝子の変異が，「水頭症，正常圧水頭症，認知症の原因である」，あるいは「リ

スク因子である」ことを示すためには，ヒトゲノムにある運動線毛遺伝子の変異解析を多くの

患者群で実施する必要がある。新規患者収集には，神経内科と脳神経外科の協力が必要であ

り，患者収集の協力体制を整える。当初から，神経内科１教室，脳神経外科１教室との共同研

究で進めることを計画した。また，正常圧水頭症を収集していた研究施設・研究者と線毛関連

遺伝子の変異解析を実施することを計画した。 

運動線毛構成タンパク遺伝子は，運動線毛構成タンパク 96 遺伝子（機能不明な遺伝子もあ

るので多めに選定した）のエクソン領域の濃縮キャプチャー用の修飾オリゴヌクレオチドを作

成する。キャプチャーオリゴを使用したハイブリダイゼーション法によるエクソン部 DNA 濃

縮後，ショートリード型次世代シークエンサーによって，遺伝子変異スクリーニングを実施す

る。このエクソン領域の濃縮と次世代シークエンサーは，全エクソン解析法と同様の手法であ

る。 

 

４．研究成果 

（１）Cfap43 ノックアウトモデルマウスの病態解析 

マウスは，生後４ヶ月齢を，ノックアウトマウスと対照コントロールマウスを 2 匹ずつ用い

た。図１に，RNA 発現によりクラスタリング解析を実施した。 

ノックアウトマウス２例と対照２例は各カテゴリーでクラス分

けされており，RNA-seq 発現解析実験が成功していると判

断できる。 

オントロジー解析の結果は，上位３個が，ensheathment 

of neuron，telencephalon development，negative 

regulation of cell differentiation となっており，尤もらしい

結果が得られている（図２）。今後，発現変化のあった遺伝

子を個別に詳細に見ることで，水頭症の病態発症における上

衣細胞の役割を明らかにしていきたい。 

 

 

 

 

図１．RNA 発現解析によるノック
アウトマウスと対照のクラスタリ
ング解析 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）運動線毛遺伝子の変異解析 

リストアップした 96 遺伝子を変異解析対象とした。脳神経外科から新規収集した正常圧水

頭症 6 例，神経内科から提供された 1 例，大阪の病院から検査を依頼された１例を解析した

が，疾患原因と考えられる変異は特定できなかった。 

ある施設との共同研究で 100 例の正常圧水頭症を解析した。DRC1 遺伝子（exon1 ~ exon4 

の欠失が原発性線毛異常症の原因と報告されている）を初めとして，一般集団で<0.01 minor 

allele 頻度の truncation 型の変異を 5 個の遺伝子に認め，ミスセンス変異を 19 遺伝子に認め

た。最終的には，96 遺伝子から 23 遺伝子に変異を認めたが，一般集団でのアレル頻度との比

較で p-値<0.03（多重検定の補正を実施すると有意ではない）の遺伝子が多くある。我々が選

択した線毛遺伝子構成・関連遺伝子は，一遺伝子病としての「原因遺伝子」，あるいは多因子

疾患としての「感受性遺伝子」の可能性があると思われ，今後のさらなる正常圧水頭症，水頭

症，認知症患者での変異解析が必要である。 

truncation 型の変異を持つ遺伝子，正常対照集団に認められないミスセンス変異を有する

遺伝子は，正常圧水頭症の原因である可能性が高く，マウスに変異を導入することで，ヒト正

常圧水頭症の原因遺伝子とみなしてよいのかを確認中である。 

 

図２．RNA 発現解析結果によるノックアウトマウスの ontology 解析 
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