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研究成果の概要（和文）：常染色体劣性遺伝性小脳失調症（ARCA）は常染色体劣性遺伝性を示し、

臨床的に運動失調症状を示す不均一な疾患の総称である。今回日本人 ARCA の 3 家系を経験につ

いて、ホモ接合性マッピング・連鎖解析と次世代シーケンサーを使用したエクソーム解析を併

用し、その疾患責任遺伝子の同定を試みた。その結果、1 家系において Synaptotagmin XIV 遺

伝子（SYT14）のホモ接合性変異が ARCA の新規疾患責任遺伝子であることを同定した。本研究

に用いた方法により小規模な家系においても疾患責任遺伝子同定が可能なことを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Autosomal recessive cerebellar ataxias (ARCAs) are heterogeneous 
disorders clinically associated with cerebellar ataxias. In this study, we performed the 
whole exome sequencing analysis combined with homozygosity mapping and linkage analysis, 
to identify causative mutations from three Japanese families of ARCA. As a result, a 
homozygous missense mutation in SYT14, encoding synaptotagmin XIV, was identified in one 
of the families. We showed that the above methods could successfully identify a causative 
mutation from small family. 
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１．研究開始当初の背景 

脊髄小脳変性症 Spinocerebellar Ataxia

（SCA）は、およそ 60％は孤発性、30-40%は

優性遺伝性、数%が劣性遺伝性である。優性

型においては連鎖解析およびポジショナル

クローニングといった遺伝学的解析が極め

て有効で当時、少なくとも遺伝学的に異なる

28 種類の SCA（SCA30 まで分類）が明らかに
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なりとそのうち 16 の責任遺伝子が単離され

（Carlson KM et al., Curr Opin Genet Dev 

19, 247-253, 2009）、本邦においても約 9 割

の患者で既知の原因遺伝子に変異を持つこ

とが明らかにされていた（Nozaki H et al., 

Mov Disord 22, 857-862, 2007）。一方、常

染色体劣性遺伝性小脳失調症（ARCA）では 20

種類以上の責任遺伝子が同定されており、欧

米諸国においては Friedrich 失調症の頻度が

最も高いが約半数の患者で原因遺伝子が不

明との疫学調査があった。本邦においては

Friedrich 失調症の報告例はなく、欧米諸国

とは原因遺伝子の構成は異なるが欧米同様、

原因遺伝子の判明していない ARCA 患者が数

多く存在すると推定されていた。しかし ARCA

は頻度が少なく、小家系しか得られないこと

が多かったため、これまでの方法では解析が

困難であった。今回 SCA の劣性遺伝性家系 3

例を経験した。近年発達した高密度 SNP アレ

イを用いたホモ接合性マッピングにより遺

伝子局在部位を明らかにし、次世代シーケン

サーを用いたエクソーム解析を併用するこ

とにより、責任遺伝子単離が可能ではないか

との仮定に基づき研究を開始した。 

 
２．研究の目的 

今回血族婚を伴う日本人家系に見られた

高齢発症の ARCA3家系を経験したのでその疾

患責任遺伝子の同定することを目的として

研究を開始した。以下、原因遺伝子が同定可

能であった精神発達遅滞を伴う高齢発症の

ARCA 兄弟例についての研究方法、結果につい

て述べる。 

 
３．研究の方法 

症例 

信州大学医学部附属病院で臨床的に SCA と

診断された 2症例を有する日本人 1家系を対

象にした（図1）。合計で2名のSCA症例（IV-3、

IV-4）と 3名の非罹患者（III-1、IV-1、IV-2）

より末梢血白血球からゲノム DNA を抽出し解

析に用いた。本研究は横浜市立大学および信

州大学の倫理委員会の承認を得て行った。  

ホモ接合性マッピングおよび連鎖解析 

Affymetrix 社 の Genome-Wide Human SNP 

Array 6.0（6.0 アレイ）を用いて全ゲノム

SNP タイピングを施行（東京大学神経内科と

の共同研究）し、そのデータをもとに

HomozygosityMapper（ Seelow, D. et al., 

Nucleic Acids Res 37, W593-599, 2009.）

を用いてホモ接合性マッピングを施行、罹患

者に共通するホモ接合領域を同定した。さら

に6.0アレイデータからLinkdatagen（Bahlo, 

M. et al., Bioinformatics 25, 1961-1962,  

2009. The Walter and Eliza Hall Institute, 

Australia）で情報性の高い SNP を抽出し、

抽出したSNP情報をもとにAllegro version 2

ソフトウェアを使用して多点連鎖解析を行

って、常染色体劣性遺伝形式および X染色体

劣性遺伝形式を想定し LODスコアを算出した。 

次世代シーケンサーによるエクソーム解析  

IV-3 および IV-4 のゲノム DNA 3μg に対

し Agilent Technologies 社  SureSelect 

Human All Exon Kit v.1 を用いたエクソン

キャプチャーを行い、Illumina 社次世代シー

ケンサーGAIIx を用いて解析した。得られた

配列は Mapping and Assembly with Qualities

（ MAQ ） と NextGENe software v2.00

（SoftGenetics 社）を用いて解析した。同定

した変異については、ダイレクトシーケンス

法で変異の存在を確認した。日本人正常コン

トロールの解析においては変異を含む領域

について High resolution melt 法で変異の

有無をスクリーニングし、変異を持つことが

疑われた検体については、ダイレクトシーケ

ンス法で塩基配列を決定した。 

SYT14 の発現解析には TaqManTM定量 PCR 法



 

 

を行い、テンプレートとしては成人組織別、

胎児組織別、マウス組織別 cDNA（以上

Clontech 社）、マウス脳部位別 cDNA（日本ジ

ェネティクス株式会社）を使用した。発現量

は Rotor-Gene Q Series Software（QIAGEN

社）を用いて2−ΔΔCt法で相対的に定量化した。 

培養細胞免疫染色、マウス凍結切片およびヒ

トパラフィン切片の組織免疫染色は標準的

な方法で免疫染色を行った。蛍光染色した切

片は共焦点顕微鏡で観察した。ヒトパラフィ

ン切片では Vectastain ABC kit（Vector 

Laboratories）を使用し抗体を検出した。 

 

４．研究成果 

ホモ接合性マッピングでは 3領域、11.35Mb

が候補領域として同定された（表 1）。非罹患

者を含めた連鎖解析においても同領域は候

補領域として矛盾しないことを確認した。エ

クソーム解析データについては表 2のように

同定されたすべての変異（Total variants）

から SNPデータベース登録のあるものを除外

し、その中からアミノ酸変化を伴うホモ接合

性変異を選び出したところ 2種類に候補が絞

られ、サンガ―法によるシーケンスでも IV-3、

IV-4 においてホモ接合、III-1、IV-1、IV-2

においてヘテロ接合性変異として認められ

たのは synaptotagmin XIV 遺伝子（SYT14）

の変異 c.1451G>A（p.Gly484Asp）のみであっ

た。よって SYT14 が唯一の疾患責任遺伝子の

候補として同定された。 

表 1 

 

 

 

 

 

表 2 

 

本家系で認めた SYT14 変異は、SYT14 の機

能ドメインである C2B ドメイン上に存在し、

ハエからヒトまで進化的に高度に保存され

たアミノ酸の変化であり、また異なる変異効

果予測ソフト（polyphen、polyphen2、SIFT、

Align GVGD）で一貫して病的変異であると予

測された。同変異は正常日本人 576 クロモゾ

ームの解析では認められなかった。X 染色体

劣性遺伝形式を想定した候補領域内には病

的な変異が検出されなかった（データ省略）。

以上からSYT14変異は本家系にみられたARCA

の原因として矛盾しないと考えた。 

TaqMan 定量 PCR 法では、SYT14 の mRNA 発

現はヒト組織では成人、胎児とも脳で強いこ

とを確認し、マウスの脳においても Syt14 の

mRNA が発現しており、その発現は小脳に強い

ことを確認できた（図 2）。 

COS1 細胞を用いた強制発現系（図 3）では

野生型 SYT14 は主として核近傍で小胞体（ER）

マ ー カ ー PDI （ protein disulfide 

isomerase：赤）と共染し細胞膜近傍顆粒状

構造は PDI とは共染しないが、p.Gly484Asp

変異型 SYT14 は（下段、緑）の大部分は PDI

とは共染することから、変異型では ER から

の輸送が障害されており、ER に蓄積している

ことが示唆された。抗 SYT14 抗体（今回の研

究のために作成）を用いた免疫染色をマウス

小脳凍結切片（図 4 上段、抗 SYT14 抗体は緑

色にラベル）、ヒトパラフィン切片（図 4 下

段、左は事前に SYT14 の抗原ペプチドと反応

させた抗体を使用したもの）に対して行った

ところ、SYT14 がマウスおよびヒトにおいて

Chr Chromosomal position (rsID) Size (Mb)

1 207226930 (rs2761781) - 213992561 (rs1857229) 6.77

4 181929079 (rs918401) - 185188999 (rs7690914) 3.26

22 45676443 (rs3905396) - 47003473 (rs2013591) 1.33

　

　 MAQ NextGENe MAQ NextGENe

Total variants 102,033 66,469 200,735 69,239

SNP登録（dbSNP130）

なし
21,096 28,753 42,128 29,927

ホモ接合性変異 3,332 11,890 7,892 11,787

タンパク質翻訳領域* 314 364 367 412

アミノ酸変化を伴う 85 222 123 262

候補領域内 2 2 2 2

サンガー法による
Segregationの確認

1 1 1 1

IV-3 IV-4



 

 

プルキンエ細胞に発現していることが確認

できた。この結果からも SYT14 変異が小脳障

害の原因となりうることが傍証され、ARCA の

疾患責任遺伝子であることが強く示唆され

た。 

図 1  

 

図 2 

 

図 3 

  

図 4 

 
本研究では、SNP タイピングを用いたホモ

接合性マッピング・連鎖解析とエクソーム解
析を併用することにより小規模な家系から
疾患候補遺伝子を絞り込むことが可能であ
ることを示した。SYT14 は分泌小胞の膜タン
パクであると考えられるため、今回の発見に
より分泌小胞、膜輸送系の障害が神経変性疾
患を発症する新しい機序となりうることが
示され、脊髄小脳変性症さらには精神運動発
達遅滞の発症機構の理解がさらに進むと考
えられる。 
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