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研究成果の概要（和文）：小頭症の原因タンパク質の一つである MCPH1 に変異をもつ患者細胞で
は時期尚早な染色体凝縮（PCC）が観察される。染色体凝縮における MCPH1の役割を調べるため
に、カエル卵抽出液を用いた無細胞系を確立した。その結果、ヒト MCPH1 の N末端領域はコン
デンシン II の染色体結合を特異的に阻害することが明らかになった。さらに、患者細胞を用い
た相補実験では、PCC のレスキューには N 末端領域だけで充分であることがわかった。本研究
により、MCPH1はコンデンシン IIの直接的な制御因子として染色体凝縮に機能することが示さ
れた。 
 
研究成果の概要（英文）： Mutations in human MCPH1 (hMCPH1) cause primary microcephaly, 
which is characterized by a marked reduction of brain size. hMCPH1 mutant patient cells 
display unique cellular phenotypes, including premature chromosome condensation (PCC), 
in G2 phase. To examine a role of MCPH1 in chromosome condensation, I developed a cell-free 
assay using Xenopus egg extracts. The results demonstrated that an N-terminal domain of 
hMCPH1 specifically inhibits the action of condensin II in vitro. A complementation assay 
using patient cells revealed that the N-terminal domain of hMCPH1 is sufficient to rescue 
the PCC phenotype. Thus, hMCPH1 acts as a direct modulator of condensin II to regulate 
chromosome condensation. 
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１．研究開始当初の背景 
染色体異常は、染色体数の異常と、欠失や

転座などの構造的異常の 2 つに大別される。
これらの異常はダウン症や白血病といった
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深刻な疾患を引き起こしうるため、染色体検
査は臨床診断や遺伝カウンセリングを行う
うえで、重視される。最近になって、染色体
の構築および分離過程に関連する遺伝子の
変異を原因とする疾患が明らかになりつつ
ある。それらの疾患の一つに小頭症があり、
この患者では脳の発達が悪く、頭蓋および大
脳が異常に小さいという症状が見られる。そ
の発症には、遺伝的要因が一因となっており、
これまでに七つの原因遺伝子座（MCPH1-7）
が同定されている。このうち MCPH1 遺伝子に
変異をもつ患者由来の細胞では、分裂期に先
立って時期尚早な染色体凝縮（Premature 
Chromosome Condensation; PCC）が観察され
ることが知られていた。この現象はコンデン
シン II の制御異常に起因することが明らか
にされ、MCPH1はコンデンシン IIの抑制因子
として働いている可能性が示されていたが、
その機構についてはわかっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
カエル卵抽出液を用いた生化学的解析と

ヒト培養細胞を用いた細胞生物学的解析を
併用することにより、コンデンシン II の染
色体結合活性および染色体凝縮活性の制御
における MCPH1 の役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)カエル卵抽出液を用いた生化学的解析 

細胞周期特異的な染色体の構造変換を
試験管内で再現できるカエル卵抽出液を
用いることにより、コンデンシン IIの染
色体への結合活性と染色体凝縮活性にお
ける MCPH1の直接的役割を調べた。 

(2)ヒト培養細胞を用いた細胞生物学的解析 
染色体凝縮異常（PCCと中期染色体の形

態異常）が観察される MCPH1 患者細胞に
MCPH1 を異所的に発現させる相補実験を行
うことにより、生化学的解析で得られた結
果がどのように MCPH1の細胞内機能を反映
しているかを調べた。 

 
 
４．研究成果 
(1) ヒト MCPH1（hMCPH1）によるコンデンシ
ン II 特異的な阻害 

カエル卵抽出液を利用して、MCPH1 によ
るコンデンシン II の制御機構を解析する
ための無細胞系を確立した。hMCPH1 を添加
すると、分裂期抽出液中にあるコンデンシ
ン II の染色体への結合が阻害されること
を見いだした（図 1）。一方で、異なる制御
サブユニットをもつコンデンシン Iの染色
体結合は阻害されなかった。欠失変異体を
用いることにより、阻害活性を担うのは N

末端領域であることがわかった。さらに重
要なことに、小頭症の病因となるミスセン
ス変異をこの領域に導入すると、コンデン
シン II の阻害活性が抑えられた（図 1）。
これらの結果から、hMCPH1の変異によるコ
ンデンシン II の異常な活性化が小頭症の
病因の一つであることが示唆された。 

(図 1) hMCPH1によるコンデンシン II 特異
的な阻害 

 
(2) hMCPH1 とコンデンシン II との染色体結
合領域の競合 

hMCPH1 がコンデンシン II を阻害する機
構を調べるために、染色体上の両者の局在
を比較した。その結果、hMCPH1の N末端領
域とコンデンシン II は染色体上で相互排
他的に観察された（図 2）。この結果から、
hMCPH1 の N 末端領域は、コンデンシン II
の染色体結合領域を競合することで阻害
することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図 2) hMCPH1 の N 末端領域とコンデンシ
ン II の染色体結合領域の競合 

 
(3) hMCPH1 とコンデンシン II の物理的相互
作用 

hMCPH1 とコンデンシン II が機能的なだ
けではなく、物理的にも相互作用している
かを調べるために、ヒト培養細胞抽出液を
用いた免疫沈降実験を行った。その結果、
両者は物理的にも相互作用していること
を見いだした。そこで、hMCPH1の領域欠失
変異体を用いた実験を行ったところ、
hMCPH1 は中央領域（cen）を介してコンデ
ンシン II と強く相互作用していることが
わかった。さらにこの領域内のアミノ酸を
置換させた変異体を用いることで、相互作



 

 

用に必須のアミノ酸を同定した。次に、無
細胞翻訳系で発現させた組み換えタンパ
ク質を用いた解析から、hMCPH1の中央領域
はコンデンシン IIを構成する G2サブユニ
ットと強く相互作用していることが明ら
かとなった。さらに、hMCPH1 の N 末端領域
は D3 サブユニットと弱く相互作用するこ
とを見いだした。つまり、hMCPH1 は二つの
ドメインを介してコンデンシン II と相互
作用していることがわかった（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 

(図 3) hMCPH1とコンデンシン IIの物理的
相互作用 

 
(4) ヒト培養細胞における hMCPH1 によるコ
ンデンシン IIの制御 

 上記の生化学的な解析で得られた結果
が、hMCPH1の細胞内機能をどのように反映
しているかを調べるために、患者細胞を用
いた相補実験を行った。その結果、PCC を
抑制するためには N末端領域の発現で充分
であったが、中期染色体の形作りにはコン
デンシン II と強く相互作用する中央領域
が貢献していることがわかった（図 4）。こ
れらの結果は、hMCPH1 がコンデンシン II
の直接的かつ複合的な制御因子であるこ
とを強く示唆している。 

 (図 4) ヒト培養細胞における MCPH1による
コンデンシン IIの制御 

 
(5)MCPH1 の機能的進化 

小頭症の原因タンパク質である MCPH1の
別の側面として、進化における MCPH1のア
ミノ酸置換が脳サイズの増大に貢献して
いるという興味深い可能性が指摘されて
いる。MCPH1 のオルソログはショウジョウ
バエからヒトまで存在するが、そのアミノ
酸配列の保存性は他の細胞周期関連タン
パク質に比較して際立って低く、MCPH1 は
進化速度の速いタンパク質であることが
知られている。そこで、半定量的な解析が
可能である無細胞系を利用して生物種間
における MCPH1 の活性の違いを検討した。
無細胞系にマウス MCPH1 あるいはカエル
MCPH1 を添加してみたところ、それらの有
するコンデンシン II の阻害活性はヒト
MCPH1 に比べて極めて低かった（図 5）。そ
こで、この実験系の簡便さを活かして、ヒ
トとマウス間での活性の違いを担うアミ
ノ酸残基の同定を試みた。その結果、N 末
端領域内の複数のアミノ酸残基を組み合
わせることにより、マウス MCPH1 をヒト
MCPH1 様の高い活性を持つタンパク質に変
換させることができた。これらの結果は、
MCPH1によるコンデンシンIIの制御活性が
進化の過程で大きく変化していることを
示唆するとともに、今回開発した無細胞系
が MCPH1の機能的進化を検出するための有
力な手段となりうることを示している。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(図 5) 生物種間における MCPH1の活性の違い 
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