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研究成果の概要（和文）：洞不全を合併する突然死家系の全ゲノム解析を施行した。結果、表現型との強い連鎖
を認めた染色体4q25の領域に15 kbps長のヘテロ接合性欠失を検出した。エピジェネティクスデータベースを用
いてバイオインフォマティクス解析した結果、転写因子CTCFが構築するクロマチンループの傷害が転写因子
PITX2の発現異常を生じることが推定された。患者iPS細胞由来心筋と欠失導入マウスを用いた実験によりPITX2
の発現異常と洞不全が証明された。これまで機能不明と考えられてきた非コード領域の欠失が遺伝性突然死症候
群の原因となることを証明することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic mechanism associated with inherited sudden death with sinus node 
dysfunction (SND) remains poorly understood. Here we show a family with SND segregating with the 
non-cording deletion associated with cis-regulatory elements (CREs) of the paired-like homeodomain 
transcription factor 2 (PITX2). We applied 30x whole-genome sequencing to a family presenting 
patients with SND and identified a 15-kilobase-pairs deletion on chromosome 4q25. This non-coding 
deletion was located in the intergenic region between PITX2 and ANK2 and contained a binding motif 
of CCCTC-binding factor (CTCF). Bioinformatics analysis with several epigenetic databases clarified 
a possible regulatory function of the intergenic region. We concluded that disruption of 
CTCF-mediated genomic interaction between PITX2 and CREs caused overexpression of PITX2 in 
patients’ induced pluripotent stem cells (iPSC) derived nodal cells and a SND phenotype in a 
deletion mouse model.

研究分野： 循環器内科学関連

キーワード： 遺伝性不整脈　心臓突然死　ゲノム解析　バイオインフォマティクス　エピジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ヒストン修飾情報、転写因子結合部位（シストローム）、ゲノム構造化解析を含むエピジェネティク
ス・データベースを用いた包括的バイオインフォマティクス技術により、遺伝性不整脈疾患の全ゲノムシークエ
ンスデータからタンパク・アミノ酸に翻訳されるコードDNA領域のみならず非コードDNA領域に局在する調節因子
の異常を検出することで、遺伝性不整脈疾患の新規発症機序を解明した初めての研究である。本解析法を用いる
ことで全ゲノムシークエンスの真の利点を生かすことが可能となる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性不整脈疾患は、心臓突然死の原因となる致死性不整脈を発症する疾患群である。本疾患

群には、乳幼児から比較的若年者で失神、突然死の原因となる先天性 QT 延長症候群（LQTS）、

中高年者の夜間突然死の原因となる Brugada 症候群をはじめとして、カテコラミン誘発性多形性

心室頻拍、QT 短縮症候群、早期再分極症候群、特発性心室細動など多彩な疾患を含む。また、

症候性徐脈を介して致死性不整脈、突然死を発症するため恒久的ペースメーカ植え込み術の適

応となる進行性心臓伝導欠損、家族性洞不全症候群なども含まれる。これら疾患は、従来健康で

社会に貢献する世代を突然襲う疾患であり、それにより失われる文化経済的損害は多大なもの

である。これを未然に予防、治療するためには疾患の発症機序を正確に同定することが非常に重

要である。 

本疾患群は、心臓の興奮伝導、収縮と弛緩に関わるイオンチャネルとこれに関連する細胞膜タ

ンパク、調節タンパクなどをコードする遺伝子群の異常により多様な不整脈を発症するものと

考えられている。先天性 LQTS では、現在までにイオンチャネル機能または細胞膜タンパクに関

係する 16 個の遺伝子上の変異が報告され、そして家族性洞不全症候群でも、6 個の遺伝子に変

異が報告されている。しかし、遺伝子検査が保険適応になり臨床の診断治療に生かされているの

は LQTS のみである。その理由は、LQTS では遺伝子同定率も高く、遺伝型によって治療法の選

択や予後予測が可能となるためである。一方、LQTS 以外の遺伝性不整脈疾患では、遺伝子変異

同定率が低く、家族集積のある疾患においても、遺伝子異常が発見されない患者が数多く存在す

ること ―失われた遺伝性（missing heritability）の問題が解決していないことにある。実際、最

も研究が進んでいる LQTS で 3 割ほど、Brugada 症候群にいたっては約 8 割の患者の原因遺伝子

は不明である。 

 近年、遺伝子ゲノム解析環境は加速度的に進歩している。次世代シークエンサーを用いた全エ

クソン解析や全ゲノム解析、そしてゲノムワイド関連解析（GWAS）をはじめとした新しい遺伝

学的検査・解析手法が開発されており、広範囲の遺伝性疾患に適用されはじめている。一方、

DNA メチル化、ヒストン修飾解析などエピジェネティクス解析の進歩も著しく、全ゲノム領域

のエピジェネティクス・データベースも整いつつある。しかし、全ゲノムシークエンスは、遺伝

性不整脈疾患の遺伝子診断には、十分に生かされていない。それは、全ゲノム領域、とくに非コ

ード領域（タンパク・アミノ酸をコードする遺伝子領域以外のゲノム DNA 領域）の機能の解明

が十分でないため、全ゲノム解析が全エクソン解析以上の有効性を示せていないためである。 

  
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒストン修飾、転写因子結合部位、ゲノム構造化解析を含むエピジェネティ

クス・データベースを用いた包括的バイオインフォマティクス技術により、遺伝性不整脈疾患の

全ゲノムシークエンスデータからタンパク・アミノ酸に翻訳されるコード領域のみならず非コ

ード領域に局在する遺伝子調節因子の異常を検出することである。そして、遺伝性不整脈疾患の

遺伝子基盤に基づいた新規発症機序を解明し、早期診断法の開発と治療法の確立に寄与するこ

とである。 
 
 
３．研究の方法 



本研究の流れを右図のフローチャートに示す。 

(1) 対象家系・症例の選択等 

①ダイレクトシークエンス、ターゲット

領域遺伝子解析、全エクソン解析等の

従来の遺伝学的解析によっても遺伝子

変異を同定できなかった遺伝性不整脈

疾患（特に、家族性洞不全症候群の家

系）を対象とした。最終的に、国立循

環器病研究センターならびに共同研究

施設であるフランス・ナント大学で集

積した合計７家系が対象となった。 

 

(2) 全ゲノムシークエンス  

① 各家系につき罹患者 2～３例の全ゲ

ノムシークエンスを行った。 

 

(3) バイオインフォマティクス解析  

① 一塩基バリアント解析プロブラム（SAMtools、GATK、SnpEff 等）ならびに構造変異解析プ

ログラム（Manta、Lumpy 等）を用いて候補バリアントを検出した。 

② ①で得られた候補バリアントから、ワークフロー作成プログラム（KNIME）にて作成した解

析パイプラインを用いて、候補バリアントの絞り込みを行った。 

③ 各家系の表現型、絞り込まれた候補バリアントに合わせた外部データベースを解析パイプラ

インに導入し再度、候補バリアントの絞り込みを行い、病原性バリアントを同定した。 

 

(4) 家系解析  

同定された病原性バリアントの検証をダイレクトシークエンス、PCR 法等にて行った。 

 

(5) 機能解析  
候補バリアントに合わせて、イオンチャネルのパッチクランプ法やリアルタイム PCR による

遺伝子発現解析を行った。iPS 細胞解析は京都大学循環器内科（牧山武）へ研究協力を依頼し施
行した。動物実験は、ナント大学よりオランダ・アムステルダム大学 AMC へ依頼し施行した。 
 
 
４．研究成果 
 

研究代表者は、全ゲノムシークエンス解析の

結果、染色体 4q25 の非コード領域（PITX2-

C4orf32 遺伝子間領域）におよそ 13kbps のヘテ

ロ欠損領域を発見した。（図１ Deletion）そし

て、エピジェネティクス・データベースを解析プ

ログラムに導入しバイオインフォマティクス解

析を行った。Hi-C 法によるゲノム構造化解析の

データ（図１）は、直線距離では離れている DNA

上の 2 点が空間的には近接していることを Heatmap の濃度を濃くすることで表現して

図 1 



いる。その結果、PITX2 遺伝子領域と欠損領域は、核内において topological associating 

domain（TAD）と呼ばれる空間的に同じドメイン（TAD of PITX2）に含まれていること

が予測された。さらに、欠損領域周辺のヒストン修飾状態を評価すると、心筋細胞の元

となる中内胚葉細胞の H3K27ac プロファイルからは、Enhancer 活性が非常に強い領域

であることが判明した。一方で胎児心筋細胞の H3K27me3 プロファイルからは、非常に

強く抑制されたクロマチン状態であることがわかった。 

これらの所見は、この欠損領域が心筋細胞分化の過程で活性化したり抑制されたりす

ることで、同じ TAD 内の PITX2 遺伝子に対してなんらかの調節因子として機能してい

ることを示唆する。（2021 年第 85 回日本循環器学会学術集会学会シンポジュウムで発

表）PITX2 遺伝子は、ペースメーカ細胞の分化および心房細動発症への関与が報告され

ている転写因子である。（図２ SAN 細胞分化

の模式図）欠損領域周辺の制御機能を評価する

ため、京都大学循環器内科にて患者 iPS 細胞に

よる検証およびアムステルダム大学 Academic 

Medical Center にてトランスジェニックマウス

を用いた機能解析を施行した。マウス実験にて

洞不全の表現型が再現された。また、患者 iPS 細胞を洞結節細胞へ分化（SAN protocol）

させる際に PITX2 が過剰発現することがわかった。（図３） 

以上より、染色体 4q25 の非コー

ド領域（PITX2-C4orf32 遺伝子間領

域）のヘテロ欠損により PITX2 の

過剰発現が引き起こされ、洞結節

細胞分化の際に抑制的に働くこと

により先天性洞不全症候群および

突然死が生じると結論付けた。（主

要論文は現在作成、投稿準備中である。） 
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