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研究成果の概要（和文）：環境ストレスは様々な臓器に遺伝子変異を引き起こし、心筋症や癌など致死的な疾患
に関与していることが多いが、その疾患部位に発現しているため、変異はほとんど解明されていない。組織特異
的なストレス誘発変異を解明するため、疾患組織から高純度DNAを抽出し、次世代シーケンサーで点突然変異を
正確に解析する手法を確立した。この方法で後天的に発症した拡大型心筋症の新規変異の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：The environmental stresses induce somatic mutations in various organs and 
the mutations are often involved in lethal diseases such as cardiomyopathy and cancer. It is 
difficult to find the somatic mutations, because the mutations are present in the specific regions 
of the tissues. In order to elucidate tissue-specific stress-induced mutations, we established to 
accurately analyze point mutations with a next-generation sequencer using the extracting highly pure
 DNA from diseased tissues, and identified a novel mutation of acquired cardiomyopathy.

研究分野： 遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
拡張型心筋症は、遺伝性のケースと孤発的に発症するケースがある。孤発性心筋症は様々な環境因子が作用して
いるが、遺伝子変異が心臓組織のみ発現しているため、変異解析は困難であった。そこで微量ですべての変異を
検出する技術を開発し、孤発性拡張型心筋症の新規変異を発見した。今後の心筋症の治療に大きな進展をもたら
すと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 染色体 DNA は、酸化ストレスや放射線などの環境ストレスによって損傷し、変異が挿入さ
れ、アミノ酸配列が変化する。これらの遺伝子変異が生殖細胞に伝わる場合は遺伝病となり、
出生後の環境ストレスによる体細胞変異では、臓器不全などの疾患になる。癌や心筋症は、こ
れらの体細胞変異によって引き起こされているが、疾患部位の採取が困難なことや血管など正
常組織混入の問題があり十分解明されてはいない。 
 
２．研究の目的 
 疾患特異的遺伝子変異を解明するため、微量組織から変異を検出する high resolution melting
法を開発し、女性ホルモン受容体変異を高速で検出する手法を開発した。さらに網羅的に遺伝
子変異を解明するため、次世代シーケンサーの解析に取り組み、分解 DNA や RNA の混入が読
みミスを増加していることを見いだした。そこで各社キットのスクリーニングや抽出方法を一
から再検討し信頼性のあるデータを取得する方法を確立した。さらに塩基配列の同定に２塩基
エンコード法を採用すると共に正常組織を同時に解析し SNP を除外することで飛躍的なデー
タの改善に成功した。これらの手法で微量組織から全エクソン配列を解析することが可能にな
り、環境ストレスによる病因遺伝子変異を解明する手法を確立した。実際にこれらの技術によ
って乳がん組織から正確に約 100 カ所の変異を同定に成功している。 
 この技術を使い、体細胞変異のモデル疾患として孤発性(家族歴のない)拡張型心筋症の原因
変異の同定を行う。これまでに酸化ストレスが心臓のシグナル伝達経路で異常な活性化を示し、
遺伝子発現を変化させることを解明してきた。また、シグナル経路の活性化が、遺伝子の発現
変化を誘導し心筋収縮能力の低下、心不全や不整脈の原因となることを明らかにし、心筋細胞
の機能解析に十分な実績を有している。拡張型心筋症は、遺伝子変異によって心筋細胞が次第
に拡張し収縮能力を失っていく疾患である。心臓移植以外に治療手段がなく、約 50％が環境因
子によって生じた体細胞変異が原因である。心臓は増殖しないため組織からのバイオプシーが
困難であり、ペン先程度（1mg 程度）の組織しか採取できない。 
 しかし、凍結後、ビーズ破砕で高速抽出することで高純度 DNA の精製に成功し、微量組織
から次世代シーケンス解析を可能にした。さらに既知の遺伝子変異を網羅的に解析する方法と
してアンプリコンシーケンス法を開発し、10ng のゲノム DNA を用いて 1 本のチューブで 2987
遺伝子を同時に増幅できる手法を開発した。予試験では 7 例のサンプルを次世代シーケンサー
で解析し、世界で初めて生存時の孤発性拡張型心筋症の患者さんに存在する 3 箇所の新規アミ
ノ酸変異を発見した。これはまさしく世界で初めて拡張型心筋症の治療の糸口が見えた瞬間で
あり、画期的な研究成果である。しかし、これらの変異は、いずれも 15kb 以上の巨大分子に存
在しており、現在の遺伝子解析技術では、クローニングやベクターの増幅は不可能である。ま
た、これらの変異には疾患を誘発する変異が含まれる一方、疾患によって 2 次的に生じた変異
である可能性も否定できない。同定した中から真に疾患を誘発する変異を同定するためにはノ
ックインマウスの作製が行われている。しかし、1 カ所変異を有するマウスを作製するために
数年の歳月と数千万円の費用が必要であり、拡張型心筋症の生存期間を考慮すると、この手法
で検証することは不可能である。このため、簡便で高速に変異遺伝子に導入する技術が求めら
れているが、相同組換えは ES 細胞以外ではほとんど起こらず、正確に変異の機能を解析する
ことは難しい。 
 この問題を解決するため、ゲノム編集技術である CRISPER/CAS 法での条件検討を行ってき
た。しかし、組換え効率が 10％以下と低く、ほとんど組換えが起きない細胞も存在した。そこ
で申請者は、相同組換え酵素を過剰発現させる染色体組換え実験に挑戦した。その結果、染色
体上の特定箇所に変異を導入することに成功し、その導入効率は 95％以上だった。この変異遺
伝子がリガンド刺激で急速に分解されることも明らかになり、変異発現細胞の樹立に成功した。
この技術をゲノム編集実験に応用し、目的遺伝子をゲノム編集酵素で切断後、RAD51 や BRCA2
など相同組換え酵素を強制発現させ、染色体上で直接、変異遺伝子を導入する技術を確立し、
難治性疾患の原因変異遺伝子を解明する。 
 
３．研究の方法 
次世代シーケンサーでの拡張型心筋症遺伝子解析  
（孤発性拡張型心筋症の診断とバイオプシー）：臨床患者さんの診断を行い、孤発性拡張型心筋
症のバイオプシーを実施し、サンプルの保存を行った。 
（サンプル調製 臨床バイオプシーサンプルからゲノム DNA 精製）：次世代シーケンスの最適
な DNA 抽出を行うため組織の破砕方法を検討し、凍結ビーズ破砕法を用いることが最も DNA
分解が抑制されていた。また、4 社の DNA 抽出キットを比較し、PureLinkDNA 抽出キットが
最も高純度なゲノム DNA を抽出していた。この精製条件下で、この家族歴のない拡張型心筋
症からの組織および正常血液から DNA の精製を行った。 



（電気泳動による DNA 純度検定）：これまでに確立しルーチンで行っている純度検定を実施す
る。つまり抽出した DNA を 1%アガロースゲル電気泳動およびバイオアナライザーで純度確認
を行い RNA のコンタミや DNA 断片化が検出されない高分子ゲノム DNA のバンドを確認し、
コンタミが認められた場合は RNase 再処理後、カラム精製を再度実施した。 
既知の心筋症原因遺伝子に対するパーソナル型次世代シーケンス解析：これまでに心筋症や不
整脈など心臓疾患を発症することが報告されている 57 遺伝子の 2987 領域に対するプライマー
設計を Ion AmpliSeq™ Designer で行い、独自のカスタムパネルを作製した。このマルチプレッ
クス PCR で 57 遺伝子全領域（2987 産物）の 98.3%をカバーする。1 回に 4 サンプルが解析可
能であり、平均カバレッジ 200 以上の良好な結果が得られた。さらに検出された変異約 20 箇所
をキャピラリーシーケンサによって配列を確認した。 
（DNA 断片のライブラリー調製）：精製したゲノム DNA50ng およびカスタムパネル（プライ
マーmix）を用いて Ion Ampliseq Library Preparation キットで PCR 増幅およびライブラリー作製
を行う。予試験では、増幅ミスを最小限にするため primer pairs を 1499 産物ずつ 2 チューブに
分け、PCR を行うことでミスアニールが減少し良好な結果が得られている。この PCR 産物の
両末端にバーコードとアダプターを付加しライブラリーを作製した。 
（PGM 解析用エマルジョン PCR）：Ion template OT2 200 Kit を用いて Ion One Touch2 システム
でエマルジョン PCR を行う。ライブラリー濃度は 24 pM になるように混合し、エマルジョン
PCR とその後の次世代シークエンス反応に用いた。 
（PGM を用いたシークエンシング）：Ion PGM Sequencing 200 Kit v2 及び 318 チップを用いて
PGM 解析を行う。リファレンスはヒトゲノム(hg19)を用い、PGM によるマッピングを行った。 
（新規の心筋症原因遺伝子に対する大規模次世代シーケンス解析）：これまで報告のある心臓疾
患関連遺伝子に変異が検出されない場合は、エクソン解析を用いてアミノ酸をコードする全て
の領域を解析する。ゲノム DNA 1µg を用い、5500 SOLiD Fragment Library キットでライブラリ
ーの作製およびバーコード付加を行った。PCR で増幅後、バイオアナライザーと定量 PCR で
ライブラリーの確認をした。 
（エクソン領域の濃縮）：TargetSeq Exome Enrichment Kit を用いてエクソン領域の濃縮を行い、
定量 PCR で RUNX2、PRKG1、SMG1、PLAU 遺伝子をエクソン領域マーカー、PLAU 3’UTR、
PLAU Promoter をイントロン領域のマーカーとしてエクソン領域の濃縮を確認した。 
（SOLiD 5500 解析用ビーズ作製）：エクソン濃縮 DNA を調製し、SOLiD EZ Bead Amplifier に
てエマルジョン PCR を行う。その後、SOLiD EZ Bead Enricher を用いて増幅した DNA/ビーズ
複合体を濃縮し、ビーズは Flowchip  6 レーンに対し 284000 個/レーンの密度で自動解析反応
をスタートした。 
（データ解析）：PGM および SOLiD のデータは、解析ソフト Variant Caller および Genomics Work 
Bench を用いた。 
 
染色体相同組換え技術の開発 
（マウス胎児心筋細胞の調整）：細胞増殖時にしか相同組換えが起きないため，増殖可能な新生
児マウスから心臓を採取し、これまでに確立した手法で心筋細胞を単離した。 
（標的遺伝子の切断ベクターと相同組換えによる変異遺伝子導入）：標的遺伝子の切断には
CRISPER/CAS システムを用いる。これまでの実験では、導入細胞の 10％程度しか切断効率は
得られていないため、変異遺伝子の相同組換えと同時に抗生剤セレクションを行った。（変異発
現心筋の機能解析）：培養心筋を電気刺激後、5 ミリ秒のスピードで細胞の縦横の大きさを測定
することで収縮能力に換算し測定した。ノックインマウス作製は、変異導入細胞作製時に使用
した CRISPER/CAS を用いてこれまでに確立した方法で受精卵にマイクロインジェクションす
る。マイクロインジェクション後、受精卵をマウス B6 の仮親に導入し胎児を得た。 
 
４．研究成果 
染色体 DNA は、酸化ストレスや放射線などの環境ストレスによって損傷し、変異が挿入され、
アミノ酸配列が変化する。これらの遺伝子変異が生殖細胞に伝わる場合は遺伝病となり、出生
後の環境ストレスによる体細胞変異では、臓器不全などの疾患になる。癌や心筋症は、これら
の体細胞変異によって引き起こされているが、疾患部位の採取が困難なことや血管など正常組
織混入の問題があり十分解明されてはいない。次世代シーケンス技術を使い、体細胞変異のモ
デル疾患として孤発性(家族歴のない)拡張型心筋症の原因変異の同定を行った。 
既知の遺伝子変異を網羅的に解析する方法としてアンプリコンシーケンス法を開発し、10ng の
ゲノム DNA を用いて 1 本のチューブで 2987 遺伝子を同時に増幅できる手法を開発した。予試
験では 7 例のサンプルを次世代シーケンサーで解析し、初めて生存時の孤発性拡張型心筋症の
患者さんに存在する 3 箇所の新規アミノ酸変異を発見した。また、大規模ゲノム変異を解析す
るため、全遺伝子のエクソン領域を増幅する実験条件を検討し微量組織から全エクソン領域を



増幅する手技を確立した。この手法で拡張型心筋症の変異の検証を行った。その結果、検出さ
れた 3 箇所のうち、2 箇所は読みが浅く変異が検出されなかったが、1 箇所は同位置に変異が検
出された。この変異は細胞内カルシウム移行の関与する遺伝子であり、心筋収縮時のカルシウ
ム動態に影響を与えている可能性がある。培養細胞にこの変異を導入した結果、細胞内の局在
には影響を与えなかった。マウスの初代培養心筋細胞に変異遺伝子を導入し細胞内カルシウム
を測定したが、遺伝子導入した細胞はほとんどが死滅し測定できなかった。この遺伝子変異が
心筋細胞の生存に影響を与えている可能性がある。8匹のマウスに合計 200以上の卵を挿入し、
この変異を導入したゲノム編集マウスを作製した。この遺伝子変異を発現するように設計した
変異発現マウスは現在まで誕生していない。他の箇所に変異が挿入されたマウスは誕生してい
るので、この変異が致死的な変異である可能性がある。今後は、コンディショナルノックイン
マウスを作製するなど別の方法を検討する必要がある。 
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