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研究成果の概要（和文）：通常、遺伝子検査ではタンパク翻訳領域およびそれに隣接したイントロンの配列のみ
に限って行われる。しかし、このような従来の検査法では原因遺伝子に異常が同定されない症例も多い。本研究
では、種々の不整脈症候群の症例を対象に、心筋のNaチャネルのαサブユニットであるSCN5Aのプロモーター領
域の遺伝子検査を行った。同定されたvariantの機能解析を行い、いずれのvariantもプロモーター活性が低下す
ることから、非翻訳領域のvariantが不整脈発症の一因である可能性が示唆された。さらに、次世代シークエン
スの手法を用いて心筋に多く発現するイオンチャネルのプロモーター領域の遺伝子検査を行った。

研究成果の概要（英文）：Genetic analysis is usually performed in the coding region and the 
contiguous sequence. However, patients with arrhythmia syndrome who identified some mutations in 
causal genes are rare. In a recent study, about 70~80% of the genome was shown to have biochemical 
functions. In the present study, we resequenced the promoter region of SCN5A, which encodes the 
cardiac sodium channel alpha subunit, in 1298 patients with various arrhythmias. Functional analysis
 of the promoter activity of identified variants decreased compared with the wild-type sequences. 

研究分野： 循環器
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、不整脈疾患の遺伝子検索は原因遺伝子のタンパク翻訳領域およびそれに隣接した非翻訳領域の一部に限局
して施行されることが多かった。しかし、これらの領域に変異が同定されるのは、最も多いQT延長症候群でも70
%程度、日本人を含めたアジア人に多く見られるBrugada症候群では20-30%程度であり、十分とはいえない。本研
究では、原因遺伝子のプロモーター領域という、タンパク発現に大きく関与すると考えられる配列における変異
を同定し、その機能解析を行うことにより、これまでの検査法では異常が同定されなかった症例においても不整
脈発症の機序を解明する一助となると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
従来、遺伝性不整脈に対する遺伝子検査はタンパク翻訳領域およびそれらに隣接するイント

ロンのみを対象とすることが多かったが、既知の原因遺伝子に最も多く変異が同定される QT
延長症候群でも約 70%、日本人を含むアジア人に多く見られる Brugada 症候群では 20－30%程度
であり、異常が同定されない症例は少なくない。また、タンパクをコードしている配列は、ゲ
ノム上の 2%程度であるが、非翻訳領域の約 70%程度は何らかの機能を有していることが明らか
となっている。これらの事実を踏まえ、我々は、不整脈症候群の既知の原因遺伝子のプロモー
ター領域の変異が、不整脈発症に関与している可能性を検証することとした。 
 
２．研究の目的 
(1) 特発性不整脈症候群の遺伝的背景としての非翻訳領域の役割の解明 
不整脈症候群は遺伝性疾患であることが広く知られている。通常の遺伝子検査はタンパクに翻
訳される領域のみを対象として行われ、非翻訳領域の検索は行われないことが多い。 このため、
心臓病の原因となる遺伝子変異のほぼ全ては、翻訳領域ないしは翻訳領域と非翻訳領域の境界
に同定されてきた。 これまでほとんど機能を有しないと考えられていたゲノム上の非翻訳領域
が、近年その 70%程度の領域は何らかの機能を有することが明らかとなった。 これは、様々な
遺伝性疾患の原因のうち未解明である部分が、非翻訳領域に存在している可能性を示している。
しかし、不整脈症候群の原因として非翻訳領域の役割を示した知見はほとんどない。本研究で
は、不整脈症候群の発症と非翻訳領域の異常との関連を明らかにすることを目的としている。 
(2) Na+チャネル遺伝子 SCN5A の非翻訳領域と不整脈症候群 
SCN5A は心筋の主要な Na＋チャネルのαサブユニットをコードしている遺伝子であり、様々な
不整脈の原因遺伝子でもある。しかし、SCN5A が主要な原因遺伝子である Brugada 症候群にお
いても SCN5A の変異は約 20%にしか同定されず、遺伝子変異が同定されない症例がほとんどで
ある。 そこで、本研究の 1番目の目的は、様々な不整脈症候群における SCN5A のプロモーター
領域や転写調節領域といった非翻訳領域の役割を検討することである。SCN5A のプロモーター
領域の変異が、不整脈を発症させる機序を解明するためにプロモーターの機能解析を行う。ま
た、様々な転写因子がプロモーターの活性を制御しているが、SCN5A と転写因子の関係は不明
である。そこで本研究では、次世代シークセンサーを用いた ChIP-Seq 解析を行い、SCN5A のプ
ロモーター領域に関係している転写因子を網羅的に検索する。 
(3) 次世代シークエンス法を応用した非翻訳領域の網羅的な遺伝子解析 
遺伝子変異が様々な不整脈症候群を発症させる主な機序は、Na+チャネル、Ca2+チャネルないし
は K+チャネルの機能異常である。本研究では、これらのイオンチャネル遺伝子の非翻訳領域の
解析を行う。 また ChIP-Seq 解析を用いて、イオンチャネルの非翻訳領域内に存在して、転写
調節因子やその他のタンパクが直接の相互作用を起こす領域の検索を行う。  
ゲノムの非翻訳領域には、遺伝子の発現を制御しているマイクロ RNA が存在していることが近
年明らかになってきた。 マイクロ RNA がイオンチャネルの発現量を変化させて不整脈の発症に
関与している可能性があるが、このような検討はほとんどない。 そこで本研究ではマイクロ
RNA も解析対象に含める。 
翻訳領域はゲノム上のわずか 2％程度であり、遺伝子の非翻訳領域は翻訳領域に比較して極め
て多くの塩基配列を含んでいる。 このため、従来から用いられてきた遺伝子解析法では、本研
究が目的とする非翻訳領域の解析は困難である。 そこで、近年開発され遺伝子解析の速度を飛
躍的に上昇させた次世代シークエンス法を応用した独自アッセイを構築して、様々なイオンチ
ャネルの非翻訳領域と正常な心機能に関係する全てのマイクロ RNA の遺伝子解析を網羅的に行
う。 さらに培養細胞並びに遺伝子組み換えマウスを用いて、同定された変異が不整脈を発生さ
せる機序を検討する。 すなわち、本研究の 2 番目の目的は、非翻訳領域を網羅的に解析して不
整脈症候群の新たな機序を解明することである。  
さらに、本研究で得られた遺伝子解析と機能解析の結果は個々の症例に還元し、遺伝子型に基
づく不整脈のリスク層別化と薬物療法の選択といった個別化医療に応用する。 
 
３．研究の方法 
(1) 不整脈症候群症例の集積・遺伝的背景の解明 
 国内外の多施設の協力のもと、不整脈症候群の症例のデータを集積し、その遺伝的背景を解
析する。洞不全症候群、心房細動、心臓伝導障害、Brugada 症候群、早期再分極症候群、特発
性心室細動といった Na+電流の減少が主要な原因と考えられる不整脈症例に関して、SCN5A の翻
訳領域とともにプロモーター領域の変異の検索を行う。同定されたプロモーター領域の変異に
関し、培養細胞を用いた機能解析を行う。また、これらの症例に対し、SCN5A プロモーターの
機能調節領域である CNS28 のスクリーニングも行い、機能解析を行う。臨床的な特徴を心電図
等の電気生理学的な所見を中心に検討する。不整脈症候群の症例と対照群を比較し、不整脈に
関与する臨床的特徴と心電図所見を探求する。症例を蓄積し、これらの結果を検証するととも
に臨床像をより詳細に解析し、様々な臨床的、心電図上の特徴の不整脈発症への関与について
検討する。 
(2) ChIP-Seq 解析を用いた転写調節領域の検索 
 心筋に発現するイオンチャネルやその機能修飾タンパクの遺伝子の変異は、不整脈発症の主



要な原因であると考えられる。これらの遺伝子のプロモーター領域や、その機能調節領域の配
列の多くは同定されていない。しかし、これらの遺伝子の転写調節領域の変異は、チャネルの
発現量を変化させ、電流の増減を引き起こすことにより不整脈を発症する可能性がある。そこ
で、ChIP-Seq の手法を用いることにより、イオンチャネルやその機能修飾タンパクの遺伝子の
転写因子結合部位やヒストン修飾の部位を解析し、転写調節に関わる部位を同定する。 
(3) 次世代シークエンスの手法を用いた不整脈症候群の遺伝子変異の同定 
 不整脈の原因遺伝子は Na+チャネル、K+チャネル、Ca++チャネル等のイオンチャネルや、これ
らの機能を修飾するタンパク等多岐にわたる。これらの遺伝子や、ChIP-Seq 解析により同定さ
れた転写調節領域のシークエンスを従来法で行う場合、莫大な時間と労力を要する。近年開発
された次世代シークエンス法は、短時間で全ゲノム解析のような膨大なデータを得ることが可
能となる。この手法を用いて、イオンチャネル、その関連タンパクの翻訳領域のみならず、プ
ロモーター領域や ChIP-Seq 解析で得られた転写調節等の機能を持つ非翻訳領域の配列を同時
にスクリーニングする。また、非翻訳領域に存在する、特定の遺伝子の発現を調節するマイク
ロ RNA が知られているが、正常な心機能の維持に関係するマイクロ RNA に関しても、同一のア
ッセイでスクリーニングを行う。申請者は、約 250 種の心筋細胞に発現する心臓電気生理活動
への関与が示唆されてきたイオンチャネルとその関連タンパクの遺伝子を同時にシークエンシ
ングできるアッセイを構築し、既に複数の新規の遺伝子変異を同定していたが、さらに同時に
検索可能な遺伝子数を約 450 種に増やし、これらのマイクロ RNA も加えた新たなアッセイを構
築している。 
(4) 同定した遺伝子変異の機能解析 
 同定した非翻訳領域の変異が不整脈症候群を発症させる機序を解明するため、変異によりも
たらされる機能の変化の解析を行う。ルシフェラーゼレポーターアッセイの手法を用い、培養
細胞に野生型あるいは変異型のプロモーターをトランスフェクションさせ、プロモーター活性
の変化を調べる。また、既に我々はマウスの ChIP-Seq のデータを有しており、変異が存在する
プロモーター領域や転写調節領域の塩基配列がヒトとマウスで保存されていた場合、遺伝子組
み換えマウスを作成し、その不整脈基盤形成への役割を検討する。また、培養細胞や遺伝子組
み換えマウスを用いて抗不整脈薬を中心とした様々な薬物の効果を検討して、個別化治療への
臨床応用を目指す。 
(5) 不整脈を来すリスク層別化と個別化治療の確立 
 本研究で新たに解明した臨床的特徴と遺伝子型ならびに機能解析の結果を個々の症例に還元
する。遺伝子型と臨床像を組み合わせ、不整脈発作のリスクが高いと判断された症例に関して
は、主に機能解析の結果より得られた不整脈基盤を形成する電気生理学的異常を是正するため
の薬物治療を行うことを目標とする。 
 
４．研究成果 
(1) SCN5A のタンパク翻訳領域およびその隣接領域に変異を認めない 1298 例の不整脈症例（心
房細動 444 例、洞不全症候群 49 例、心臓伝導障害 133 例、Brugada 症候群 583 例、特発性心室
細動 83例、早期再分極症候群 6例）および 816 例の不整脈を有しない対照群（日本人 534 例、
白色人種 282 例）において、SCN5A のプロモーター領域の遺伝子検査を施行した。Brugada 症候
群 114 例および心房細動 376 例が白色人種で、その他の 808 例は日本人症例であった。29例の
不整脈症例（心房細動 6例、洞不全症候群 1例、伝導障害 3例、Brugada 症候群 14 例、特発性
心室細動 5 例）において、26 種類の新規の SCN5A プロモーター領域の rare variant を同定し
た。Rare variant が同定された症例は、男性 23例（79%）、平均年齢 44±20 歳であった。心房
細動の1例は2種類のSCN5Aプロモーターのrare variantを有していた。複数の症例において、
同一の rare variant が同定された。また、SCN5A のプロモーター領域の rare variant を有す
る症例の 18 例（62%）で伝導障害を、3例（12%）で早期再分極を認めた。QT 時間の異常を有す
る症例はなかった。不整脈、心臓突然死の家族歴を有する症例は 11例（37%）であった。Brugada
症候群に限ると、日本人では 469 例中 14例（3%）で SCN5A のプロモーター領域の rare variant
を認めたが、白色人種では 114 例中 1例も認められなかった（0%）。 
（2）同定された rare variant をマウスのゲノム上にマッピングし、ChIP-Seq で得られた転写
因子の結合と比較した（図 1）。同定された多くの rare variant は転写因子結合部位に存在し
ており、これらの rare variant が転
写因子との結合能に異常を来し、
SCN5A の発現量を変化させる可能性が
示唆された。 
(3) ルシフェラーゼレポーターアッ
セイの手法を用いて、同定された 6 種
類の SCN5A プロモーター領域の rare 
variant の機能解析を行った。HEK293
細胞（図 2A）、HL-1（図 2B）のいずれ
の培養細胞においても、各 rare 
variant は野生型に比べプロモーター
活性が有意に低下していた。 
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(4)177 例の遺伝性不整脈およ
び不整脈を合併した心筋症の
症例において、次世代シークエ
ンスを用いて、心筋に発現する
イオンチャネルおよびその修
飾タンパク、心筋の発生や維持
に重要な役割を果たす転写因
子や調節因子、マイクロ RNA 等
を網羅的に検索した。得られた
結果は、タンパク翻訳領域にア
ミノ酸置換を伴う変異やアミ
ノ酸の欠失/挿入を伴う変異を有する症例を除外し、Na+チャネル、K+チャネル、Ca2+チャネルの
プロモーター領域の変異を同定する。現在、遺伝子検査の結果の解析を行っている。今後、同
定されたプロモーターの機能解析を行う予定である。 
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