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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺動脈性肺高血圧症(PAH)の日本人患者サンプル収集を通じて、PAHの新
規原因遺伝子を検索すること、及び、PAHにおけるlong non-coding RNAの役割を解明することを目的とした。日
本人PAH患者DNA検体を用いた全エクソーム解析によって、SOX17やRNF213をPAHの新規原因遺伝子として同定し
た。さらに、PAH患者RNA検体を用いたlong non-coding RNA(lncRNA)のアレイ解析を含めた集学的解析によっ
て、PAHの病態形成のためにエピジェネティックに重要な役割を有していると考えられるlncRNAを絞り込むこと
に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to search for novel causative genes of pulmonary 
arterial hypertension (PAH) and to elucidate the roles of long non-coding RNA in PAH by collecting 
large samples from Japanese PAH patients. SOX17 and RNF213 were identified as novel causative genes 
of PAH by whole exome sequencing. Furthermore, we succeeded in narrowing down long non-coding RNAs 
(lncRNAs), which are thought to have the important epigenetic roles for the pathogenesis of PAH 
through multidisciplinary analysis including lncRNA array.

研究分野： 循環器病学

キーワード： 肺動脈性肺高血圧症　全エクソーム解析　long non-coding RNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
欧米を中心として、患者サンプルを収集したドライビッグデータは既に存在しており、数々のエビデンスも報告
されている。しかしながら、海外からのエビデンスをそのまま日本人患者へ応用することはリスクを伴う。多人
種による異質性が高い海外の解析結果に比べ、統一プロトコールで収集した均質性の高い日本人患者の臨床検体
から得られた本研究での知見は、日本人患者の病態に最適化した個別化医療の実現にとって非常に重要な基盤に
なると考える。海外の報告例は、必ずしも本邦の患者病態を反映していることは限らないことから、日本人患者
に最適化された医療を提供することが極めて重要であり、我々の研究の意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症 Pulmonary Arterial Hypertension(PAH)は、肺動脈の内膜や中膜の肥厚を

原因として肺動脈圧が上昇し、右心不全を起こす生命予後不良の難治性疾患である。膠原病や先
天性心疾患に伴う PAH に加えて、特発性 PAH や家族性 PAH は比較的若年に発症し極めて予後
不良である。原因はいまだ一部の遺伝子異常が明らかになっているものの、それのみでは説明が
つかず、他の遺伝子異常の存在、また、epigenetic 制御の可能性、何らかの外的因子の重要性、
など未だ病態解明には疑問点が残されている。 

PAH の中で遺伝的な背景が示唆される家族性症例から、2000 年に染色体 2q33 に存在する”
2 型骨形成タンパク受容体(以下 BMPR2)遺伝子”の変異が発見され原因遺伝子とされた(1)。し
かしながら、BMPR2 遺伝子異常は特発性 PAH の約 25%、家族性 PAH の中でも 70%程度であ
る。近年はゲノムワイド関連解析や次世代シークエンサー(以下、NGS)での変異解析や miRNA
を含めた発現解析が普及しつつあるが、我々も含めて未だに有力な新規発症関連遺伝子や
epigenetic な制御は発見に至っていない。即ち、特発性 PAH の過半では原因を特定出来ていな
い。そのため、根本的な発症概念は確立されておらず、肺動脈肥厚に至る分子機構は不明で、治
療方法も確立していない。 
 PAH は難病指定の希少疾患であるが故に、個々の施設が診療に全力を尽くすのみでなく、我
が国として共通の PAH サンプルバンクや PAH データバンクの設立、および、それに基づく効率
的な病態解明や臨床情報収集からの治療方針の改善も、近い将来の目標として、我が国の総力を
挙げて取り組んでいく必要がある。現実的に、米国や欧州などでは大規模な臨床研究が遂行され、
ガイドラインへの反映に結びつくような研究成果が数多く発表されているが、我が国から発信
した PAH に関する分子遺伝学的大規模エビデンスは未だ存在しない。そのような状況を打開し、
日本から世界へ発信し、世界中の PAH 患者医療への貢献を高いレベルで実現可能な目標として
目指していく必要がある。そのために、本研究では、日本最大規模患者サンプル及びデータネッ
トワーク構築を掲げて取り組んできた。 
 
２．研究の目的 

PAH の発症原因としては、遺伝子変異だけで病態を全て説明することはできず、epigenetic な
修飾による制御が関与することを強く示唆する。近年では epigenetic 制御機能を持つ long non-
coding RNA (lncRNA)が注目されている(2)。ヒト遺伝子のうち、蛋白質をコードする遺伝子は、
全染色体 DNA の 2％を占めるに過ぎない。しかし、全染色体 DNA の半分以上は RNA へと転写
されており、蛋白質をコードしない non-coding RNA が大量に存在する。Non-coding RNA のう
ち、約 30 塩基以下の microRNAs については、数年前より研究が活発に行われ、その機能があ
る程度解明されつつあるが、一方で、約 200 塩基以上の長さを有する lncRNA については、その
存在や機能について、いまだほとんど解明されていない。特に、循環器領域においては、ES 細
胞や iPS 細胞の心筋細胞への分化誘導過程における特定の lncRNA の機能が、ごく近年に解明
されつつあるが(3,4)、いまだ PAH を含めた成体期の肺循環における lncRNA の役割は全く解明
されていない。そこで本研究では、PAH の新規原因遺伝子を検索すること、及び、lncRNA の肺
循環領域における役割の世界初の解明を目的とした。PAH 患者検体を用いて全エクソーム解析
による原因遺伝子の検索、及び、lncRNA の発現量の解析から epigenetic 制御の可能性の検討を
行い、個別化医療の実現を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) PAH 患者臨床検体の収集 
協力施設間での倫理手続きの上で、患者臨床検体の収集を行った。臨床検体は、剖検試料も含

めて、DNA/RNA/血清/血漿へ抽出分離し、専用フリーザーで保管した。 
(2) 全エクソーム解析による PAH 発症関連遺伝子の同定と相関解析 
 DNA 検体を用いて NGS による全エクソーム解析を実施した。網羅的な変異抽出を行い、PAH
患者における新規原因または感受性遺伝子候補を抽出した。また、それらの変異を有する患者群
における臨床的意義を臨床指標との相関解析から検証した。 
(3) 患者 RNA 検体からの lncRNA 発現量の解析 

RNA検体を用いて lncRNAアレイを行った。その後、解析ソフトウエア(Agilent社GeneSpring)
を用いて lncRNA の発現量を解析し、PAH 患者で発現量が大きく変動する lncRNA を精査した。
また、Heat-map 解析や GO analysis 等を併用し、多角的に lncRNA 発現量について精査した。
さらに、アレイの結果から大きく発現量が変動する lncRNA を重要候補として、それらのプライ
マーを設計して定量的 qPCR にて発現量を確認した。 
 
４．研究成果 
 従来、先天性心疾患、特に、頻度の多い心房中隔欠損症や動脈管開存症の原因遺伝子変異は明
らかに同定されていなかったが、我々は、SOX17 遺伝子変異が、心房中隔欠損症や PAH の共通
した原因遺伝子変異として、日本人PAH患者の4%程度で認めることを見出した(5)。このSOX17
遺伝子によってコードされる蛋白の分子動力学計算による構造解析を実施したところ、SOX17
変異により蛋白構造の不安定性を示す結果が得られた。この SOX17 変異を有する PAH 患者で
は、肺病理学的に血管内腔の著明な線維化をきたしており、肺血管拡張剤に対して治療不応性で



あった。このような SOX17 変異を原因として発症している PAH 患者では、肺血管拡張剤で粘
るよりも、より早期に肺移植登録を検討すべき可能性が示唆された。 
また、日本人 PAH 患者での全エクソーム解析データを用いた検証から、基礎疾患を有しない

特発性 PAH 患者の 1 割程度に RNF213 p.Arg4810Lys 変異が存在することを見出した(6)。この
RNF213 p.Arg4810Lys 変異は、日本人もやもや病患者の 7-8 割、および、末梢性肺動脈狭窄症
患者の多くでも認められる(7)。この変異は東アジア圏の人種が多く有する変異であり、現代の
日本人一般集団の 0.8%(全国約 100 万人)も保有している(東北メディカルメガバンク 3.5K デー
タベースより)。よって、日本人に保有者の多い RNF213 p.Arg4810Lys 変異によって、浸透率は
低いものの、発症した場合には、もやもや病・PAH・末梢性肺動脈狭窄症のいずれか(または、そ
れらの組み合わせ)の難治性血管病を発症することが示唆された。我々は、この RNF213 
p.Arg4810Lys 変異を有する日本人 PAH 患者集団は、現在のガイドライン上の治療アルゴリズム
に従った肺血管拡張剤の治療法では治療不応性で、極めて予後不良な集団に一致することを確
認した(7)。これらの患者では、心不全が進行して手遅れになる前に肺移植を早期から検討すべ
きと考えられる。 
欧米を中心として、患者サンプルを収集したドライビッグデータは既に存在しており、数々の

エビデンスも報告されている。しかしながら、海外からのエビデンスをそのまま日本人患者へ応
用することはリスクを伴う。異質性(heterogeneity)が高い海外の解析結果に比べ、統一プロトコ
ールで収集した均質性の高い(homogeneous)日本人患者の臨床検体から得られた本研究での知
見は、日本人患者の病態に最適化した個別化医療の実現にとって非常に重要な基盤になると考
える。海外の報告例は、必ずしも本邦の患者病態を反映していることは限らないことから、日本
人患者に最適化された医療を提供することが極めて重要であり、我々の研究の意義は大きい。 
さらに、PAH 患者の RNA 検体を用いて、lncRNA アレイ解析を実施した。その結果、健常者

コントロール RNA 検体と比較して、PAH 患者 RNA 検体では一部の lncRNA の発現量が大きく
異なっていることが明らかとなった。Heat-map 解析・PCA 解析等も施行し、多角的に lncRNA
発現量について精査した。発現量がコントロールと比較して大きく異なる lncRNA 複数個を絞り
こんだ。定量的 RT-PCR 法を併用することによって、アレイ解析結果との相関性を調べ、最終
的に PAH 病態制御に重要な役割を果たしていることが予想される候補 lncRNA を絞り込むこと
に成功した。 
今後は、絞り込んだ候補 lncRNA について、発現量と臨床指標との相関解析をさらに詳細に進

めていく予定である。いまだ循環器領域においてほとんど解明されていない lncRNA 患者検体発
現量と臨床指標が相関することを実証すれば、臨床重症度を反映する非侵襲的指標としての
lncRNA の可能性を実証することにもつながり価値が高いと思われる。 
さらに、候補となる lncRNA に対してウイルスベクター等を用いることによって、in vivo 動物

モデルでの gain- and/or loss-of-function study や、ヒト肺血管内皮細胞やヒト肺血管平滑筋細胞
を用いた in vitro 培養系での増殖能やシグナル経路を含めた詳細なメカニズム解析を進めており、
lncRNA がどのように PAH 病態制御に関与しているかを解明するため研究を継続している。 
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