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研究成果の概要（和文）：全エクソーム解析を用いることにより、乳児期発症てんかん性脳症1家系（兄弟例）から、
難治性のてんかん発作に加えて精神運動発達遅滞を呈する乳児期発症のてんかん性脳症の原因遺伝子QARSの同定に成功
した。変異が病的であるかの評価のために、同定された変異をもとにした組換えタンパク質の神経細胞内発現解析を行
った。このQARSの複合ヘテロ接合性変異によって引き起こされるてんかん性脳症の特徴として、髄鞘低形成および白質
異常が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Using whole exome sequencing, we identified compound heterozygous mutations 
[c.169T>C (p.Tyr57His) and c.1485dup (p.Lys496*)] in QARS, which encodes glutaminyl-tRNA synthetase, in 
two siblings with early-onset epileptic encephalopathy (EOEE).
Recessive mutations in QARS, including the loss-of-function missense mutation p.Tyr57His, have been 
reported to cause intractable seizures with progressive microcephaly. The p.Lys496* mutation is novel and 
causes truncation of the QARS protein, leading to a deletion of part of the catalytic domain and the 
entire anticodon-binding domain. Transient expression of the p.Lys496* mutant in neuroblastoma 2A cells 
revealed diminished and aberrantly aggregated expression, indicating the loss-of-function nature of this 
mutant. Together with the previous report, our data suggest that abnormal aminoacylation is one of the 
underlying pathologies of EOEE.
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１．研究開始当初の背景 
 
乳児期発症のてんかん性脳症は、難治性のて
んかん発作に加えて精神運動発達遅滞を呈
する疾患群である。これまでに、イオンチャ
ネル遺伝子、シナプス小胞調節遺伝子、3 量
体 G蛋白質遺伝子やヌクレオチドー糖トラン
スポーター遺伝子の異常等が見つかってい
るが、全体の 3割程度を説明するに留まって
おり、新規責任遺伝子の同定とその病態解明
が待たれている。 
てんかん性脳症においては、責任遺伝子に生
じた点変異とコピー数異常が重要な疾患原
因であることが知られている。エキソンキャ
プチャー法と次世代シークエンス技術を組
み合わせた Exome 解析は、全エクソンの 9
割以上の領域において点変異を検出可能で
あるが、更に 1エキソンあたりで読まれるリ
ード数を解析することにより、遺伝子のコピ
ー数異常も検出可能である。我々は、この
Exome 解析を用いて、GNAO1 変異と SLC35A2 
変異がてんかん性脳症を引き起こすことを、
また WDR45 変異が神経変性症の一種である
SENDA を引き起こすことを明らかにし、同定
された変異体の機能異常を分子生物学的手
法を用いて証明していた（Kodera et al., Hum 
Mutat, 2013; Nakamura et al., Am J Hum 
Genet, 2013; Saitsu et al., Nat Genet, 
2013）。更に、Exome 解析データを用いたコピ
ー数異常の検出においても豊富な経験を有
していた（Kodera et al., Epilepsia, 2013）。
また、変異が同定された場合には、まず健常
者がその変異アレルを有する頻度を確認す
ることが重要であるが、当研究室では既に
575 名を超える日本人健常者の全エキソーム
データが蓄積されており、Exome 解析による
網羅的遺伝子異常の検出が世界最高水準で
遂行可能な体制が整っていた。 
我々は、申請にあたって、100 例を超える乳
児期発症てんかん性脳症のExome解析を通じ
て、3 家系において、常染色体劣性遺伝形式
をとる 3 種のアミノアシル tRNA 合成酵素遺
伝子変異の同定に成功していた（現在 3遺伝
子中2種は未発表データ）。過去の報告では、
アミノアシル tRNA 合成酵素遺伝子変異で、
てんかんを伴う白質脳症や末梢神経障害が
報告されている。そのため、てんかん性脳症
の病態の一つに、アミノアシル tRNA 合成異
常が関与している可能性は極めて強く、てん
かんの新しい発症機序が示唆されていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
過去の報告では、アミノアシル tRNA 合成酵
素遺伝子変異で、てんかんを伴う白質脳症や
末梢神経障害が報告されており、アミノアシ
ル tRNA 合成異常とてんかん性脳症との関連
が強く示唆されていた。そのため、本研究で
は（１）Exome 解析によるアミノアシル tRNA

合成酵素遺伝子変異症例の更なる集積と、
（２）変異体の発現解析および生化学的活性
測定による機能異常の評価を行うことで、て
んかん性脳症におけるアミノアシル tRNA 合
成異常の全容を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）Exome 解析による病的変異の網羅的ス
クリーニング 
解析依頼が予想される年間約 80 症例に対し
て Exome 解析を施行し、網羅的にアミノアシ
ル tRNA 合成酵素遺伝子異常を検出する。 
 
 
（２）動物細胞を用いた発現解析および生化
学的活性測定 
得られた病的変異について組換えタンパク
質の発現・精製を行う。その後、神経細胞内
発現解析および放射性同位体を用いたアミ
ノアシル化活性測定を施行することによっ
て、変異タンパク質と野生型との機能の違い
から、変異タンパク質が疾患を引き起こす機
構を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
全エクソーム解析を用いることにより、乳児
期発症てんかん性脳症1家系（兄弟例）から、
アミノアシル tRNA 合成酵素遺伝子の一種で
あ る QARS の 複 合 ヘ テ ロ 接 合 性 変 異 
[c.169T>C (p.Y57H) お よ び  c.1485dup 
(p.K496*)] を同定した（図 a、b）。 
 

 
乳児期発症のてんかん性脳症は、難治性のて
んかん発作に加えて精神運動発達遅滞を呈
する疾患群である。これまでに、イオンチャ
ネル遺伝子、シナプス小胞調節遺伝子、3 量
体 G蛋白質遺伝子や糖ヌクレオチドトランス
ポーター遺伝子の異常等が見つかっている
が、全体の 3割程度を説明するに留まってい
た。本研究による QARS の同定は、アミノア
シル tRNA 合成異常が関与する、てんかんの
新しい発症機序の存在を示唆するものであ
った。 
 
変異が病的であるか評価を行うため、同定さ
れた変異をもとにした組換えタンパク質を



作成し神経細胞内発現解析を行った。
Neuro2A細胞内においてAcGFP1-tagを付加し
たQARS変異体を一過性に発現させたところ、
p.K496*変異体では細胞内における分解が観
察されたものの、p.Y57H 変異体では野生型と
の間に局在の違いを認めなかった（図 c）。 
 

 
そのため、生化学的に酵素活性の違いを比較
するため、放射性同位体を用いたアミノアシ
ル化活性測定に取りかかった。しかしながら、
アメリカのグループにより、QARS 変異が進行
性小頭症および難治性てんかんの原因であ
るとの報告がなされたため、それまでに得ら
れた実験データを詳細な臨床所見と併せ、す
ぐにセカンドレポートとして報告した
（Kodera et al., J Hum Genet 2014）。我々
の報告した1家系とアメリカのグループが報
告した 2家系を併せて考えると、QARS 変異に
よって、髄鞘低形成および白質異常が引き起
こされると考えられた。 
 
また、我々が同定した残りの 2種のアミノア
シル tRNA 合成酵素遺伝子変異についても同
様に、変異が病的であるか評価を行うため、
同定された変異をもとにした組換えタンパ
ク質を作成し神経細胞内発現解析を行った。
Neuro2A 細胞内において変異体を一過性に発
現させたところ、QARS のミスセンス変異と同
様に、明らかな局在の異常は認めなかった。
そのため、これらの変異体も QARS と同様に
生化学的な活性に異常をきたしている可能
性があると考えられた。放射性同位体 14C で
標識したアミノ酸を用いたアミノアシル化
活性測定を行うことを目標とし、同定された
変異をもとにした動物細胞発現用ベクター
の作成を続けている。 
また、現在までに病的変異の網羅的スクリー
ニングを続けてきたが、新規のアミノアシル
tRNA 合成酵素遺伝子変異の同定には至って
いない。このことからも、アミノアシル tRNA
合成酵素遺伝子変異が原因となる乳児期発
症のてんかん性脳症は非常にレアな症例だ
と予想される。 
本研究の症例解析により、アミノアシル tRNA

合成酵素遺伝子変異がもたらす疾患の病態
解明に努める。 
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