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研究成果の概要（和文）：日本人遺伝性小頭症家系を用いて、次世代シーケンサーによる全エクソーム解析を行った。
その結果、遺伝性小頭症の兄妹にWDR62遺伝子の新規変異を同定した。いずれもc.731 C>T (p.Ser 244 Leu)とc.2413G>
T (p.Glu 805 X)の複合ヘテロ接合体であった。WDR62の機能を明らかにするために、人工ヌクレアーゼCRISPR/Cas9を
用いてWDR62/MCPH2欠損ヒト培養細胞株を樹立した。樹立した欠損細胞は紡錘体形成に異常を来しており、これにより
初期発生で十分な神経幹細胞が得られないために小頭症を発症したことが考えられた。

研究成果の概要（英文）：We searched for mutations in Japanese patients with primary microcephaly using a 
next-generation sequencer, and found novel mutations in the WDR62/MCPH2 gene in the siblings. To study 
the functional role of WDR62 in neuronal development, we established a WDR62 knockout cell line using 
CRISPR/Cas9 system. The cell line showed abnormal mitotic spindle formation. This may result in depletion 
of neuronal progenitor cells, which lead to reduced brain size in early development.

研究分野：遺伝医学

キーワード： 遺伝性小頭症
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 遺伝性小頭症は、遺伝的異質性が特段に高

いことが知られており、これまでに原因遺伝

子として、NBS1、Rad50、Ligase4（DNA 二重

鎖切断修復遺伝子）、ATR、MCPH1、ORC1（DNA

一本鎖損傷修復遺伝子）、PCNT、ASPM、CENPJ、

CDK5RAP2、STIL、CEP152、CEP63（有糸分裂

制御遺伝子）などが同定された。これらの研

究から、遺伝性小頭症の患者は、出生前から

のゲノム安定性機構の破綻により、器官形成

期で神経幹細胞が十分増殖できず、そのため

に脳サイズが小さくなることが考えられた。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 研究代表者らは、日本人 10 家系 11 例のサ

ンプルを収集して、DNA 修復経路上から原因

遺伝子を探索し、２家系に DNA 二重鎖切断修

復遺伝子 Mre11Aに変異を、２家系に中心体

構成因子 PCNT遺伝子に変異を同定した。い

ずれの患者細胞も DNA 損傷後のアポトーシス

が亢進しており、神経幹細胞の増殖不良にア

ポトーシスの関与が示唆された。一方、残り

６家系には DNA 修復経路上の小頭症関連遺伝

子に変異を認めず、新規の原因遺伝子が予想

された。本研究では、日本人遺伝性小頭症の

６家系について、次世代シーケンサーを用い

た全エクソーム解析で原因遺伝子を同定し

て、病因と病態を解明することを目的として

いる。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

	
 Agilent	
 Technologies 社の SureSelect	
 

target	
 Enrichment	
 System を用いて、ゲノム

DNA のエクソン配列に相当する DNA 断片を濃

縮し、Genome	
 Analyzer	
 IIx（Illumina 社）

で塩基配列を決定する。塩基配列のアセンブ

リとマッピングは解析ソフトウェア用サー

バーを利用する。候補遺伝子変異が次世代シ

ーケンサーのエラーでないことを、キャピラ

リーシーケンサーで確認する。さらに、患者

細胞に正常遺伝子を導入して、中心体数の異

常を指標にした相補性試験を行って、原因遺

伝子であることを機能的に証明する。	
 

	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 共同研究によりミオクローヌス運動失調

の成人女性に Mre11A遺伝子変異を同定して、

同遺伝子変異が臨床的に多様な症状を示す

ことを明らかにした。	
 

	
 さらに、遺伝性小頭症の日本人兄妹に

WDR62 遺伝子の新規変異を同定した。患者は

重度小頭症を呈する 7歳男児と 3歳女児であ

り、WDR62/MCPH2遺伝子の c.731	
 C>T	
 (p.Ser	
 

244	
 Leu)と c.2413G>T	
 (p.Glu	
 805	
 X)の複合

ヘテロ接合体であった。	
 

	
 WDR62/MCPH2 遺伝子変異による小頭症発症

の分子・細胞レベルでの機序は不明な点が多

い。そこで本研究では WDR62 の生理機能を明

らかにする目的で、人工ヌクレアーゼ

CRISPR/Cas9 を用いて WDR62/MCPH2 欠損ヒト

培養細胞株を樹立した。正常分裂期は細胞接

着面に対して紡錘体を水平に形成すること

で均等分裂を保証する。WDR62/MCPH2 欠損培

養細胞では、紡錘体を構成する微小管の重合

低下により細胞分裂軸が大きく傾くことが

明らかになった。ヒト神経発生において、神

経幹細胞は均等分裂によって十分な数の幹

細胞数を確保した後、不均等分裂によりニュ

ーロンを産生する。本研究から、WDR62/MCPH2

遺伝子変異による細胞分裂軸制御不全によ

り十分な神経幹細胞数が得られないために

小頭症が発症することが示唆された。	
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