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研究成果の概要（和文）：　放射線の子宮内被曝は精神遅滞を伴う重度小頭症を誘発することが知られている。しかし
、小頭症発症の分子、細胞レベルでの発症機構は不明な点が多い。本研究では、遺伝性小頭症の原因遺伝子としてMRE1
1A遺伝子を同定して、ATM依存性アポトーシスの亢進が小頭症発症の一因になることを示した。また、セッケル症候群2
家系２例が、中心体構成分子pericentrin遺伝子のヌルタイプ変異のコンパウンドへテロ接合体であることを明らかに
した。患者細胞はp53-p21経路が活性化されG1期停止した細胞集団が増加していることを示した。以上のことから、本
研究により遺伝性小頭症発症の新たな遺伝的基盤が明らかになった。

研究成果の概要（英文）： Radiation exposure in utero induces severe microcephaly with mental retardation. 
However, less is known  about the molecular and cellular pathology of microcephaly.This study revealed tha
t mutations of the MRE11A gene causes hereditary microcephaly via the aberrant enhancement of ATM-dependen
t apoptosis. Moreover we demonstrated that the unrelated two patients with Seckel syndrome were compound-h
eterozygotes of null type mutations of pericentrin gene encoding a centrosome protein, and that G1 phase- 
arrested population in the patient cells increased by an aberrant activation of p53-p21 pathway. Taken tog
ether, these results shed light on the molecular basis of genetic microcephaly.

研究分野：

科研費の分科・細目：

複合新領域

キーワード： 遺伝性小頭症　DNA損傷修復欠損症

環境学・放射線・化学物質影響科学



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 高等生物は多様な外的・内的要因によって

生じる DNA 損傷を速やかに認識して、DNA 修

復、細胞周期停止、アポトーシスなどの DNA

損傷修復機構を駆使してゲノム上の遺伝情

報を安定的に維持している。ヒト遺伝病には

DNA 損傷修復機構が先天的に欠損して放射線

高感受性を示すナイミーヘン症候群などの

一連の遺伝性疾患が知られている。DNA 損傷

修復欠損症は高発がん性や免疫不全など幅

広い臨床症状を示すが、精神遅滞を伴う重度

小頭症を発症する傾向が顕著である。したが

って、新規の放射線感受性遺伝病を探索する

上で遺伝性小頭症は有効な臨床的指標とな

り、遺伝性小頭症の原因遺伝子は DNA 損傷修

復機構の中核を担う可能性が高いと考えら

れる。しかし、遺伝性小頭症の原因遺伝子と

その生理的機能の多くは未だに不明である

ため、新規小頭症原因遺伝子の同定および機

能解析は今後の解決すべき重要課題として

取り残されている状況である。 
	 
２．研究の目的 
	 近年の遺伝性小頭症の研究から DNA 損傷
修復シグナルの根幹を担う ATR/ATM シグ
ナル経路が神経発生を支える重要な分子機
構であることが示唆されているため、原爆小
頭症などの放射線の胎内被曝による小頭症
発症機構を「DNA 損傷修復機構の破綻」と
して捉えることが可能になってきた。そこで、
本研究では、遺伝小頭症の原因遺伝子の探索
と細胞生物学的解析から原因遺伝子産物の
DNA 損傷応答における機能を明らかにする
ことで、放射線誘発小頭症発症の分子機構の
理解を進めることを研究目的としている。 
 
３．研究の方法 
（1）DNA 損傷修復経路分子のウエスタンブロ
ッティング法による原因遺伝子探索	 
	 DNA 損 傷 修復経路のうち ATR 経 路
（ ATR,Rad1,Rad9,Hus1,TopBP1,Chk1,Clasin
,ATRIP,TopBP1,RPA1,Rad17 ） 、 ATM 経 路
(ATM,NBS1,Mre11,Rad50,Rad51,Rad52,53BP1
,MDC1,Chk2)を構成する遺伝子群および既知
の小頭症遺伝子群（CENP-J,MCPH1,CEP164）
が遺伝性小頭症の原因遺伝子として最有力
候補と考えられる。これらの候補遺伝子のう
ち抗体入手が可能な分子についてウェスタ
ンブロット法によるタンパク質発現を解析
する。発現低下やバンドシフトなどを認めた
場合、該当遺伝子の全エクソンおよびエクソ
ン-イントロン接合部のシークエンスを行い、
変異部位を確定する。	 
	 
（2）エクソーム解析による原因遺伝子探索	 
	 遺伝性小頭症患者および両親について
GeneChip	 Human	 Mapping	 500K	 array	 
(Affimetrix 社)を用いて、全ゲノム領域をカ
バーする高密度 SNP タイピングを行う。この

データをもとにホモ接合領域や染色体上の
微小欠損などの異常を網羅的に検索する。次
に、患者のゲノム DNA より全エクソンを回収
して（SureSelect	 V2,	 Agilent 社または
SeqCap	 EZ	 Human	 exome	 v3,	 Roche	 Nimblegen
社）、次世代シークエンサー（Genome	 Analyzer	 
II または Hiseq2000,	 Illumina 社）を用いて
塩基配列を決定する。小頭症の原因変異とし
て、データベースに登録のない新規の
variant のうち劣性遺伝様式で現れるものを
探索する。	 
	 	 
（3）患者細胞の DNA 修復能の解析	 
	 患者細胞に電離放射線、紫外線やハイドロ
キシ尿素などの DNA 損傷薬剤を処理して、主
要 な DNA 損 傷 修 復 タ ン パ ク 質 （ γ
H2AX,ATM,NBS1）の核内動態変化を経時的に
蛍光免疫染色にて解析する。さらに、患者細
胞の放射線感受性についてコロニー形成法
にて評価する。次に、DNA 損傷後の G1 期チェ
ックポイント、G2/M 期チェックポイントを免
疫染色法とフローサイトメーター（FACS）で
解析して、患者細胞の細胞周期制御の異常に
ついて評価する。また、活性型 Caspase3 抗
体によるウェスタンブロット法および免疫
染色により、患者細胞における DNA 損傷後の
アポトーシス異常について検討する。	 
	 近年、多くの DNA 損傷修復タンパク質が中
心体数を制御することが示されているため、
中心体マーカー・γ-チューブリン抗体の免
疫染色法によって患者細胞の中心体数の異
常を解析する。	 
	 
４．研究成果	 
	 所属研究室の松浦伸也教授（広島大学	 原
爆放射線医科学研究所）は全国の遺伝医学研
究者と連携して日本人遺伝性小頭症の症例
収集し患者細胞株の樹立を進めている。本研
究終了時までに、15 家系 17 例の収集が行わ
れた。本研究は松浦教授からこれらのサンプ
ルの提供を受けて遂行された。	 
	 研究の方法（1）により、2 家系２例の患者
に DNA 二重鎖切断を認識する主要分子 MRE11
をコードする MRE11A 遺伝子にスプライシン
グ異常を引き起こす変異を同定した。患者 2
例はいずれも MRE11A 遺伝子のコンパウンド
へテロ接合体であり、同一のスプライシング
変異とそれぞれ異なるヌルタイプ変異を同
定した。研究の方法（3）により小頭症患者
由来細胞の細胞機能の解析を行った。本患者
2 例の細胞は、放射線照射後の ATM 活性化と
その下流で働く SMC1 と p53 のリン酸化、さ
らに Caspase-3 の活性化が亢進していた。こ
れまでに MRE11A 遺伝子のミスセンスやナン
センス変異は毛細血管拡張性運動失調症様
疾患（ATLD）の原因であることが知られてい
たが、ATLD 細胞の放射線照射後の ATM 活性化
とアポトーシス誘導は著しく低下していた。
これらの結果から、本患者は神経発生過程で
ATM 依存性アポトーシスが亢進したために、



DNA 損傷を受けた細胞が排除されてしまい、
神経前駆細胞数の減少を来して小頭症を発
症したと考えられた。一方、ATLD では、ATM
依存性アポトーシスの低下により、DNA 損傷
をもつ機能低下した神経細胞が蓄積されて
しまい、小頭症ではなく神経変性症を発症し
たと考えられた。	 
	 2家系2例は、既にセッケル症候群/MOPD-II
の原因遺伝子として報告された中心体構成
分子 Pericentrin遺伝子のヌルタイプ変異の
コンパウンド接合体であることを明らかに
した。先行研究と同様に(Griffith	 et	 al.,	 
Nat	 genet	 2008)、患者細胞の放射線感受性
は健常者細胞と同程度であったが、UV 照射後
の分裂期指数の減少（G2/M チェックポイント
の活性化）が有意に阻害されており、ATR 経
路の障害が示唆された。また、細胞周期マー
カーのウエスタンブロッティング解析と
FACS 解析から、患者細胞および Pericentrin
ノックダウン細胞では G1 期集団が有意に増
加しており、p53-p21 経路が恒常的に活性化
していることが示された。人為的に G1 期を
長くしたマウス脳では神経細胞分化が早期
に生じることが知られており(Iacopetti	 et	 
al.,	 PNAS	 1999)、本患者の神経発生過程で
は G1 期が長い神経幹細胞が自己増殖よりも
神経細胞分化を優先的に行うことで、神経幹
細胞の総数が低下して小頭症を発症する可
能性が考えられた。	 
	 候補遺伝子の探索によって原因遺伝子を
同定できなかった症例のうち、6 家系 8 例に
ついて研究の方法（2）によりエクソーム解
析を行った。両親と患者は 4家系（同胞 1例）、
1 家系同胞 2 例、1 家系母親と患者の組み合
わせでエクソーム解析を行った。小頭症の発
症は劣性遺伝形式を示し極めて稀な疾患で
あるため、データベースに登録のない新規の
variant のうち劣性遺伝様式で現れるものを
探索した。ホモあるいはコンパウンドへテロ
接合を示すヌルタイプ変異およびホモ接合
を示すミスセンス変異は検出されなかった。
コンパウンドへテロ接合を示すミスセンス
変異として、1 家系に核膜孔遺伝子、1 家系
に中心体キナーゼ遺伝子、1 家系に細胞外マ
トリックス修飾酵素遺伝子を見出した。しか
し、いずれもアミノ酸置換効果予測ではタン
パク質機能に大きな影響を及ぼさないと推
定された。残り 3家系については条件を満た
す variant の抽出には至らなかった。なお、
MCPH1,ASPM,CDK5Rap2,STIL,WDR62,CEP152,C
ENP-Jなどの既知の小頭症遺伝子53遺伝子に
ついて解析したところ、1 家系 1 症例に
CENP-J 遺伝子のヌルタイプ変異がヘテロに
検出されたが、もう一方のアリルには有望な
変異は検出されなかった。エクソーム解析で
は有望な変異同定に至っていないので、各症
例の全ゲノム配列決定を行い遺伝子外領域
の変異探索が今後の課題として残された。	 
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