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研究成果の概要（和文）：小頭症・小脳脳幹部低形成を伴う精神遅滞 (MICPCH)の機序を包括的に明らかにすることを
目的とし、典型例40例を収集して主たる原因遺伝子CASKの変異解析ならびに次世代シーケンサーを用いた新規疾患原因
遺伝子探索を行った。CASKのハプロ不全28例の他、既知の原因遺伝子ITPR1, 新規疾患原因遺伝子候補RELN, Gene A, G
ene B変異を4例に検出した。さらに神経由来セルラインに対する発現抑制系を用いてGene Bの神経細胞分化への関与と
Gene AがGene Bの発現を正に制御している可能性を示し、両遺伝子がともにハプロ不全となることでMICPCHの原因とな
る機序を予想した。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate an etiology of microcephaly with pontocerebellar 
hypoplasia (MICPCH) we analyzed mutation of CASK, which is a major causative gene of MICPCH, and 
investigated novel causative gene using next-generation sequencer for a cohort of 40 patients with 
typical MICPCH. Besides haploinsufficiency of CASK in 28 patients, we identified mutation of ITPR1 as a 
known causative gene, and RELN, Genes A and B as a candidate causative gene. Moreover we identified Gene 
B was corresponding to neural differentiation and Gene A potentially activated an expression of Gene B 
through a suppression of expression of Gene A and/or Gene B on cell-line from neuroblastoma, suggesting 
that haploinsufficiency of both genes could cause MICPCH.

研究分野： 遺伝学

キーワード： CASK　MICPCH　小頭症　小脳脳幹部低形成　疾患関連遺伝子　疾患コホート　次世代シークエンサー
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは、種々のゲノムアレイを用いた

先天異常疾患スクリーニングから Xp11.4 に

座位する CASK 遺伝子のハプロ不全が小頭

症・小脳脳幹部低形成を伴う精神遅滞

(intellectualdisabilityandmicroecphalywithponto-

cerebellarhypoplasia;MICPCH)の原因となって

いる症例を世界で初めて報告したことを受

け、症例の収集解析を継続的に行い、MICPCH

の疾患原因を包括的に明らかにすることを

目的とする研究を行ってきた。この過程で、

研究開始当時までに 33 例中 20 例に疾患原因

となる CASK 変異を見出す一方で、典型的な

MICPCHであるにもかかわらずCASK異常を

見出さない少数の症例を経験してきた。 

例えば、CASK 変異陰性であった MICPCH

の１症例は 6 番染色体上に微細欠失を有して

おり、当領域に座位する Gene A, B はたがい

に隣接し、Gene A が立遺伝子の発現調節を行

う機能を有していること、Gene B は中枢神経

系で強く発現し、ノックアウトマウスが小脳

の低形成を呈することなどが報告されてお

り、ともに MICPCH の新規原因遺伝子として

有力であった。 

また、CASK が MICPCH を引き起こす機序

は十分には解明されていないが、TBR1 と共

役して中枢神経のmigrationに関与するRELN

発現を促進することが報告されている 

[Hsueh et al. Nature. 2000]。RELN は小脳低形

成を伴う滑脳症の疾患原因遺伝子であり 

[Hong et al. Nat Genet. 2000]、TBR1 ノックア

ウトマウスは脳の層構造形成異常を示すこ

となどから  [Hevner et al. Neuron. 2001]、

CASK-TBR1-RELN パスウェイの破綻が中枢

神経の形成異常を来す病態が予想された。 

以上の知見より、MICPCH の包括的な病態

理解は中枢神経発生発達の機序の解明に寄

与し、臨床症状予測、治療法の開発、療育に

益する情報の集積といった総合的な意義を

持つと考えられた。 

 

２．研究の目的 

MICPCH は弁別が容易な phenotype である

にもかかわらず、疾患原因などには不明な点

が多く、臨床的にも独立した疾患単位として

の認知が浅い。 

本研究は、特に CASK 異常を伴わない

MICPCH 症 例 の 疾 患 原 因 を 探 索 し 、

genotype-phenotype の連関を明らかにして新

規症候群を確立し、診断・治療・療育に寄与

する成果を上げることを目的とした。具体的

には、下記の目標を設定した。 

(1) 新規症例の収集とgenotype/phenotype情

報の集積 

(2) MICPCH の原因となる CASK 以外の新

規疾患原因遺伝子の特定 

(3) MICPCH における Gene A, B の機能解

析 

 

３． 研究の方法 

(1) 新規症例の収集とgenotype/phenotype情

報の集積 

新規 MICPCH 症例の収集を継続し、サン

ガーシークエンスによる CASK 全エク

ソンのシークエンス並びに SNP アレイ

による CASK を含むゲノムコピー数変

化 (copy number variant; CNV)のスクリ

ーニングを継続するとともに、genotype, 

phenotype 情報を蓄積して、MICPCH の

疾患コホートを形成した。 

(2) MICPCH の原因となる CASK 以外の新

規疾患原因遺伝子の特定 

CASK 変異陰性症例に対し、次世代シー

クエンサーを用いた下記の方法でスク

リーニングを行い、疾患に関連する遺伝

子変異を探索した。 

i) プロモーター領域やイントロンを含

めた CASK の全領域ならびに、従来報告

されてきた小脳脳幹部低形成の原因遺

伝子と前述した疾患原因遺伝子候補



TBR1, RELN などの合計 16 遺伝子の全

エクソンを標的としたターゲットリシ

ークエンス 

ii) 患者並びに両親のトリオを対象とし

た全エクソンシークエンス 

それぞれのスクリーニングで患児にお

ける de novo の変異または複合ヘテロと

なる変異を検出し、既知の SNP 等を除外

して疾患原因候補遺伝子を探索した。 

(3) MICPCH における Gene A, B の機能解

析 

これらの候補遺伝子のヘテロ欠失によ

るはプロ不全が神経細胞の発達に及ぼ

す影響を評価するため、候補遺伝子の発

現が高く、かつ神経細胞に分化すること

が確認できているセルラインとしてヒ

ト由来神経芽細胞種に由来するセルラ

イン IMR-32 を選択した。siRNA 導入に

よる発現抑制または CRISPR 導入による

ゲノム編集を行い、ターゲット遺伝子の

発現を低下させ、細胞増殖や神経分化を

評価した。 

 

４． 研究成果 

(1) 新規症例の収集と genotype/phenotype 情

報の集積 

研究終了時までに MICPCH の典型例 40

例を収集し、CASK の変異解析を行った。

従前の結果と併せ、CASK の点変異例 18

例、CASK を含む CNV10 例を検出した。

この中には、男性における CASK のミス

センス変異や体細胞モザイク例が含まれ

ており、男性における CASK の機能不全

が致死であるという従来の予想に貴重な

知見を付け加えることができた。これら

の結果は各臨床施設に報告して診断なら

びに遺伝カウンセリングの一助とした。 

 

(2) MICPCH の原因となる CASK 以外の新

規疾患原因遺伝子の特定 

CASK 変異陰性であった 12 症例のうち、

i) ターゲットリシークエンスにより、

RELN のミスセンス変異を 2 例に検出し

た。また、ii) 全エクソンシークエンスに

より、既知の疾患原因遺伝子として、

spinocerebellar ataxia (SCA) 29 の疾患原因

遺伝子であることが知られている ITPR1

のミスセンス変異を見出した。SCA29 は

乳幼児期に発症し、小脳低形成を来すこ

とが報告されていることから、本症例の

疾患原因と考えられた。また、従来のサ

ンガー法では見落とされていた、CASK

における連続するグアニンへの一塩基挿

入も検出された。以上の解析により新た

に 4 例の疾患原因を明らかにし、結果と

して合計 32 例(76.2%)に疾患原因につな

がるゲノム異常を検出した。 

 

(3) MICPCH における Gene A, Gene B の機

能解析 

ヒト神経芽細胞種由来の IMR-32 細胞株

に siRNAを導入して両遺伝子の発現抑制

を行い神経分化を評価したところ、Gene 

B 発現抑制下では細胞数と神経突起の伸

長が低下した。さらに、Gene A を単独で

ノックダウンすると Gene B タンパク発

現が低下する傾向が見られた。また、

CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集

で Gene A, B の発現抑制株を作成したと

ころ、特に Gene B の発現レベル依存的に

神経突起の伸長が抑制されることが見出

された。以上の結果より、Gene A は Gene 

B の発現を正に制御していること、Gene 

B は神経細胞の分化に関与している可能

性が示されたことから、両遺伝子がとも

にハプロ不全となることで Gene B の発

現がより強く抑制され、MICPCH の病態

を引き起こしている機序が予想された。 

 

以上の結果より、本研究は MICPCH の疾患



コホートを形成し、疾患原因を明らかにする

ことで原因不明症例の診断に寄与してきた

だけではなく、CASK 以外の新規疾患原因遺

伝子の検出ならびに神経の発生発達におけ

る機能解析を行い、新規症候群としての治験

を蓄積し、予後予測や療育方針の決定に寄与

した。 
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