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研究成果の概要：法医剖検において、乳幼児と成人男性の睡眠中に多発する原因不明の突然死

に対し、遺伝性疾患の関与を遺伝子解析から探った。睡眠時無呼吸発作を主徴とする先天性中

枢性肺胞低換気症候群が含まれる可能性は低いと判断され、致死的不整脈をきたしうる QT 延長

症との関連では、一部の症例に SCA5A 等イオンチャンネル遺伝子に変異が検出され、これが原

因で突然死した可能性が示唆された。内因・外因について議論が絶えないが、一部には遺伝的

背景をもつものが含まれると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 異状死体の剖検を行う法医学領域では、当
初死因が不明ということで内因性急死を多
く扱う。これらは突然死に該当し、剖検にて
死因が明確に判断される場合と原因がはっ
きりせず死因不詳とせざるをえない場合と
がある。原因不明の突然死は乳幼児と成人男
性の睡眠中に好発し、特に乳幼児突然死症候
群（sudden infant death syndrome, SIDS）
は広く知られている。診断は肉眼的解剖所見
に加え組織学的検査を行い、外因死でないこ
とを確認し除外診断されているのが現状で

ある。診断の精度を向上させる目的で、画像
検査や臨床生化学検査が死後診断法として
導入され、臨床法医学として展開し始めてい
る。一方、臨床の場においては、先天性疾患
に加え、乳癌における BRCA 遺伝子解析など
広範に遺伝子診断が導入されている。法医学
領域においる DNA 検査は、専ら親子鑑定や個
人同定の目的で導入されてきたが、診断目的
での DNA検査の可能性を探るべき時期にきて
いる。今回の研究は、原因不明ということで
除外診断されてきた突然死に遺伝的背景が
ないかを探り、検討すべき候補遺伝子を決定
することである。 



 原因不明の突然死においては、家族内発生
は少なく、遺伝傾向は低いと考えられてきた。
しかし、最近の臨床遺伝学研究から、様々な
疾患において減数分裂時の変異（de novo 突
然変異）が原因となり発症するものが多数を
占め、一般的に優性遺伝の形態をとっている
ことが明らかにされている。すなわち、遺伝
性は低いとされてきた孤発例でも、遺伝的要
因が大きく影響していると考えるべきであ
る。今回の研究においては、法医剖検例にお
いて、突然死と関連するとされる遺伝子座を
網羅的に解析することを計画した。乳幼児突
然死症候群（SIDS）は、人種差は認めるもの
の世界中で発生しており、遺伝的背景の研究
は国内外を問わず盛んである。また、小児科
医の注目もあり、遺伝子解析を死後診断とし
て実施することも試みられており、ドイツ
Brinkmann らのグループが、SIDS 症例で検出
されたイオンチャンネル遺伝子の変異を報
告している。乳幼児や働き盛りの成人の突然
死は、家族にとって悲劇的であり、社会的な
損失は大きく、これらの一部でも病態を解明
し、診断法を確立することには意義があると
考える。 
 
 
２．研究の目的 
 

乳幼児突然死症候群（SIDS）は、解剖と諸
検査において死因が不明のものとして除外
診断されている。国内では 1歳以下の乳幼児
死因の第三位を占め、年間300例程度発生し、
病因と病態の解明が重要な課題となってい
る。背景として推定されることは、うつ伏せ
寝に伴う覚醒反応の異常が挙げられるが、一
部の症例では先天性遺伝疾患との関連も想
定されている。一方で、成人男性に発生する
原因不明の突然死（sudden adult or manhood 
death syndrome, SADS or SMDS）に関しては、
東アジアや東南アジアの国々で好発し、明ら
かな人種差を認めることが特徴である。この
現象は、移民からなるカナダやアメリカでの
疫学調査でもアジア系移民に原因不明の突
然死が多発することが確認されており、遺伝
的背景が推定されている。今回の検討では、
剖検において有意の所見を得ることが難し
い SIDS 及び成人男性型突然死に対し、可能
性のある疾患遺伝子の DNA解析からその異常
となりうるゲノム上の変化を見つけ出し、遺
伝的背景がないのか検討を加えたい。 

臨床においては、突然死をきたしうる循環
系・神経系・代謝系疾患に対する心電図・画
像・臨床生化学検査など診断方法がほぼ確立
されている。しかしながら、これら検査を遺
体に行う時には、死後変化の影響から有意な
結果を得ることが難しい場合が多く、法医学
領域では死後診断に対する検査法の有用性

を様々な角度から検討中といえる。一方で、
突然死をきたしうる疾患のうち一部は単一
遺伝子疾患であり、遺伝子検査が可能となっ
てきている。抽出された DNA に対し遺伝子診
断を行うことは、遺族の承諾を得られれば、
死後検査として行うことは、他の検査法に比
べむしろ容易かもしれない。Ackerman ら
（JAMA 286;2264-2269, 2001）は、この行為
を postmortem molecular analysis と呼び、
今後展開してゆくと思われる。 
検討する疾患遺伝子としては、次のような

疾患が挙げられる。先天性中枢性肺胞低換気
症 候 群 （ congenital central 
hypoventilation syndrome, CCHS, Ondine の
呪い, MIM: 209880）は、新生児期に発症す
る睡眠時の無呼吸発作を主症状とするもの
で、中枢神経系の発生異常とされ、PHOX2B 遺
伝子内ポリアラニン繰り返しの異常伸長や
RET 遺伝子の変異が主な原因となる。成人に
おいてもポリアラニン異常伸長が確認され
ており、SADS 例に含まれていないか検討が必
要である。循環器系疾患としては QT 延長症
(MIM: 192500)が挙げられ、心臓刺激伝導系
の機能異常から突然死をきたしうる。特に、
心電図上 V1～V3誘導の ST上昇と右脚ブロッ
クを主徴とする Brugada 症候群(MIM:601144)
においては、致死的不整脈から突然死する場
合が多いとされている。遺伝子座としては、
SCN5A や KCAQ1 遺伝子など４つのイオンチャ
ンネル遺伝子が知られている。代謝性疾患と
しては、脂肪酸 β 酸化異常症に成人発症型
があるとされ、遺伝子座としては ACADM や
CDSP などが挙げられる。その他、セロトニン
発現調節タンパク異常症として SLC6A4 など
も挙げられる。これら候補遺伝子に対しエク
ソン部を中心に網羅的に配列を検討し、挿
入・欠失、ナンセンス変異、非同義置換など
を検出し、原因不明とされる SIDS 及び SADS
に遺伝的関与がないのか検討を加えてゆく。
さらに、検出された変異がタンパク機能に影
響を与えるものなのか、変異を導入した組み
換えタンパク発現実験まで実施してゆく。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）検体：当施設において剖検となったも
ので、SIDS 及び SADS と診断された症例の血
液 5 ml 程度を検体とした。代諾者である遺
族より書面にて同意書を得た上で、検体を使
用した。検体としては、SIDS 症例に関しては
50 検体程度、SADS 症例に関しては 30 検体程
度を目標とした。対照群は、健常成人とし、
DNA 検体も同意を得た上で使用した。また、
研究に関しては、東海大学医学部「医の倫理
委員会」の承認を得ている。 
 



（２）変異検出：DNA は、血液から定法によ
り抽出した。遺伝子の全塩基配列は既に DDBJ
や NCBI のデータベースに登録されているの
で、それを参考にエクソン及び境界部付近の
イントロンを含み、PCR 産物が 300～500 bp
程度になるようにプライマーを設定する。
PCR 増幅の後に配列を確認し、分析部分の増
幅系を確立する。解析を試みる遺伝子は、突
然死を起こしうる神経系・循環系・代謝系異
常から RET・PHOX2B・SCN5A・KCAQ1・KCNE1・
KCNE2・KCNH2・NOS1AP・ZFHX1B・EDNRB・TPM1・
ACADM・CDSP・SLC6A4 遺伝子である。PHOX2B
遺伝子は３つのエクソンから成るが、その他
の遺伝子のエクソン数は 20～40 に及び、遺
伝子座全体を PCR 増幅する。変異検出法には
いくつかあるが、今回の検討では、500 bp 程
度の PCR 産物内の変異を 9割程度の検出能を
もつ、温度勾配を含む HPLC装置を使用した。
変異が検出された場合には、ダイレクトシー
クエンスを行い、変異部位を確認してゆく。
この中で、ミスセンス変異やアミノ酸置換を
伴うような非同義置換を認めた場合には、遺
伝子異常に伴う突然死の可能性があると判
断する。 

単に変異を検出するだけでは、本当にその
変異が発病に関連しているのか確かではな
いので、組み換えタンパク発現実験を実施し
ている。KCAQ1・KCNE1・KCNE2・SCN5A の cDNA
を発現ベクターに組み込み、大腸菌内で変異
を導入した。さらに、これら変異源性ベクタ
ーにてアフリカツメガエル(Xenopus laevis)
の卵母細胞を形質転換し、タンパクを発現さ
せ、培養液に電位をかけ上で、膜電位の変化
を調べた。 
 PHOX2B 遺伝子内のポリアラニン繰り返し
配列の異常伸長に関しては、配列周囲の GC
含量が 93%と高く、PCR 増幅に抵抗性を認め
たために、我々独自の検出法を開発した。
sodium bisulfite 処理は、DNA メチル化の検
出目的に利用されるが、メチル化を受けてい
ない DNAのシトシン残基を化学的に脱アミノ
化しウラシルに変換する。この反応に伴い GC
含量を低下させる効果が期待でき、ドロップ
アウト現象などを回避した上で、PCR 増幅が
行えると考えた。脱アミノ化 DNA に対し、
5’-AGGTGAATTTGGTAAGGGTGG-3’、5’-ACCCA 
ACCTTATCCAAAACCC-3’のプライマーペアを
設計し、PCR 増幅を行った。 
 NOS1AP 伝子イントロン 1 内の SNP
（rs10494366）の検出に関しては、PCR-RFLP
法にて行った。簡単に述べると、変異を導入
した 5’- CAGATATTTATGGGAGGTAT

遺

CCA -3’、
5’- ACTTTGAGTATTTGACATCGTGA -3’のプラ
イマーペアにてPCR増幅を行った後、Mva Iの
制限酵素分解し電気泳動にて検出した。 

結果は、t検定等にて統計処理した。また、
最終的には、変異や異常伸長を検出した症例

の経過や組織学的検査などに特徴的な所見
はないか再検討を加えた。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）先天性中枢性肺胞低換気症候群（CCHS）
との関連性： 
睡眠時の無呼吸発作を主症状とする CCHS

が SIDS に含まれている可能性は、症状の類
似性から以前より指摘されていたが、剖検所
見から CCHS を判断することは難しく、関連
性は不明のままであった。そこで、死後の DNA
検査から生前の疾病を推定する、いわゆる
postmortem molecular analysis を試みるに
至った。CCHS は Hirschprung 病と合併する場
合があり、当初は RET protooncogene の解析
を試みたが、顕著な成果は得られなかった。
その後、Amiel ら（Nat Genet, 33;459-461, 
2003）により、CCHS の原因が PHOX2B（paired 
mesoderm homeobox 2b）遺伝子エクソン 3内
のポリアラニン配列の異常伸長にあると報
告があった。そこで、この繰り返し配列の解
析を試みたが、GC 含量が大きく、PCR 増幅に
抵抗性を認めた。bisulfite 処理による脱ア
ミノ化 DNA を用いた PCR 反応にて検出する改
良法を確立し、実際例に適応してみた。その
結果を表１にまとめてある。 
 
表１ PHOX2B ポリアラニン配列の解析 

 20 回以下 異常伸長 

CCHS (n = 10) 11* (0.55) 9 (0.45) 

SIDS (n = 48) 96 (1.00) 検出なし 

健常者(n = 190) 380 (1.00) 検出なし 

*：１例に１塩基欠損に伴うフレームシフト
を検出 
 
 臨床的に CCHS と診断され、治療を受けて
いる患者 10 例について、検討を加えたとこ
ろ、9 例にポリアラニン配列の異常伸長を検
出し、残りの 1例においても 1塩基欠失を検
出した。すなわり、臨床上診断を受けた全例
にこの PHOX2B 遺伝子の異常を検出した。（こ
れらの検体については、山形大学医学部小児
科学早坂清教授らより提供を受けたもので
ある。）一方で、乳幼児突然死 48 例と対照と
した健常成人では 1例もポリアラニンの異常
伸長を検出できなかった。すなわち、SIDS に
はこの CCHS が含まれる可能性は低いのでは
ないかと推定された。ただし、CCHS の症状は、
SIDS の発生状況と酷似しており、検討症例数
を増やせば、その中に含まれてくる可能性は
否定はできないと考えている。 
 
（２）QT 延長症との関連性 



病的な QT 延長に関しては、現在までに少
なくとも４つの心臓性イオンチャンネル遺
伝子が直接的に関連していることが解明さ
れている。特に、特徴的な心電図所見を示す
Brugada 症候群においては、SCN5A 遺伝子の
異常を検出する場合が多いとされている。
SIDS と判断された 42 例について、塩基配列
の検討を行ったところ、以下の表のとおり、
４例にアミノ酸置換を伴う DNAの非同義変異
をヘテロ接合として検出した。特に、１症例
では KCNH2 と SCA5A 遺伝子に変異を認めた。
これらのうち、４つの置換は報告がなく、新
規のものと判断された。 

 
表２ SIDS 症例に検出された非同義置換 

症例 遺伝子 エクソン 変異 

62 KCNQ1 15 K598R 

9 KCNH2 11 T895M 

 SCA5A 18 G1084S 

40 SCA5A 28 F1705S 

63 SCN5A 12 F532C 

 
 KCNQ1 と KCNH2cDNA を用いた発現実験にお
いて、膜電位の変化を検出し、SCA5A では脱
分極後の電位回復の遅延を検出した。すなわ
ち、これらのアミノ酸置換が、生体において
も心臓刺激伝導系に異常を伴い、不整脈を併
発する可能性が示唆された。これら４症例に
ついて、生前の経過を再検討したが、顕著な
傾向は認めなかった。また、この結果は、SIDS
症例の１割程度に遺伝子異常が検出された
ことを意味しており、この現象は諸外国にお
ける報告、例えば Wedekind らの報告（Int J 
Legal Med, 120;129-137, 2006）と一致する
ものであった。 
 
（３）QT 間隔関連遺伝子との連鎖 
 心電図上の QT間隔には個人差を認めるが、
Arking ら（Nat Genet, 38;644-651, 2006）
は、この相違が NOS1AP (nitric oxide 
synthase 1 adaptor protein)遺伝子イント
ロン 1内の SNP（rs10494366）と強く連鎖関
係にあると報告している。そこで、この SNP
をタイピングすることにより、SIDS 症例との
連鎖解析を実施した。この結果をまとめたも
のが表３である。 
 SIDS 群は、SNP の T と有意の連鎖を認め、
特に劣性（TT）とした時に顕著であった。す
なわち、SIDS 発生に、心電図上の QT 間隔が
影響する可能性が考えられた。ただし、症例
数が限られ、さらに数を増やした上で、最終
的には判断する必要があると思われた。 
 
 

表３ NOS1AP 内 SNP の型判定 

遺伝
子型

対照群
(n=210)

SIDS 
(n=42) 

Odds ratio 
(95% CI) 

GG 99 
(0.47) 

16 
(0.38)  

1.00 

GT 97 
(0.46) 

18 
(0.43)  

1.15 
(0.55-2.38)

TT 14 
(0.07) 

8 
(0.19)  

3.54  
(1.28-9.77)

χ
2

 (P): 6.86 (0.032) 
 
 研究の総括としては、原因不明とされ除外
診断されている SIDS 症例において、先天性
中枢性肺胞低換気症候群（CCHS）が関連する
可能性は低いが、1 割程度には致死的不整脈
を合併することのある QT 延長症などの遺伝
的要因が関与する可能性があることが示唆
された。内因・外因について議論の絶えない
乳幼児の突然死ではあるが、今回の検討から
遺伝的要素は必ずしも大きくはないが、一部
には内因的かつ遺伝的な疾病も含まれる可
能性が改めて確認できたと考える。 
 また、本研究においては、成人男性発症型
の原因不明突然死についても解析する予定
であった。現在も進行中ではあるが、期限内
には報告できる段階には達しておらず、今後
の継続課題と考えている。 
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