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研究成果の概要（和文）：円錐動脈幹奇形と肥大型心筋症の家系における網羅的ゲノム解析と情報科学的解析に
よる候補遺伝子探索を経て選定した機能未知遺伝子LZTR1について、CRISPR-Cas9システムを用いた遺伝子改変疾
患動物モデリングによるin vivo機能解析を行った。
LZTR1改変ゼブラフィッシュのヘテロ欠失体の交配によりホモ化に成功し,組織学的解析によって、LZTR1ホモ欠
失ゼブラフィッシュの心臓表現型は患者病態と同様に心室肥大を再現していた。免疫組織染色によって、LZTR1
の下流シグナルの一つとして、ERKを同定し、本疾患のRAS/MAPK症候群（Noonan症候群類縁疾患）とのオーバー
ラップが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Based on genome-wide analysis and bioinformatic analysis, LZTR1 was selected
 as a candidate gene for a pedigree with conotruncal anomaly and hypertrophic cardiomyopathy.  We 
performed in-vivo functional analysis for LZTR1 based on zebra fish model using the CRISPR-Cas9 
system. A chimeric F0 mutant harboring a 7bp deletion germline allele was identified and backcrossed
 to wild-type fish to obtain F1 heterozygotes (lztr1del/+). F1 heterozygotes were crossed to 
generate F2 homozygous mutants (lztr1del/del), which recapitulated hypertrophic cardiomyopathy. 
Further, immunohistochemical analysis using anti-phospho-ERK antibody indicated active RAS/MAPK 
signaling, the deleterious signature of NS-associated hypertrophic cardiomyopathy.

研究分野： 小児循環器
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、RAS/MAPK症候群関連心臓病におけるLZTR1の重要性が明らかになった。本研究で作出された、疾患
モデルゼブラフィッシュは今後RAS/MAPK症候群関連心臓病の病態生理の解明に役立つことが期待される。特に、
ゼブラフィッシュから得られる単離心筋細胞は、哺乳動物のそれと異なり、中長期培養、薬剤刺激、RNA阻害実
験に適しており、RAS/MAPK症候群関連心臓病の細胞レベルの病態生理を解析する上で、最適なプラットフォーム
を提供してくれると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天性心疾患は出生約 100 人に 1 人の割合で発症する最も頻度の高い先天性奇形である。手
術治療成績は全体として格段に向上してきたものの、一部の重症心疾患患児の長期生命予後は
いまだに不良であり、それらの患者の治療には莫大な医療費がかかっている。先天性心疾患の
発症を予防することは究極の治療であるが、そのためには発症分子機構を解明し、易罹患性に
かかわる関連遺伝子を同定することが急務と考えられる。従来、先天性心疾患は遺伝的因子と
環境的因子の相互作用により生じると漠然と理解されてきていたが、分子遺伝学および疫学の
進歩発達により、遺伝的因子についての詳細なメカニズムが明らかになりつつあり、先天性心
疾患は心臓発生の分子機構の基幹的な部分と関わっている事がわかってきた。 
先天性心疾患の遺伝のリスク（＝遺伝的要素の強さ）は疾患によって異なることが知られてい
るが、特に心房内臓錯位症候群やファロー四徴症などの一部の疾患では、遺伝のリスクが約 10
から 80 倍に上昇しており、これらの疾患の成因には遺伝的要素がより強く関与していると考
えられている。一方で、心房内臓錯位症候群の大部分、ファロー四徴症の約 2/3 の患者におい
て、発症関連遺伝子や発症の詳細な分子機構はいまだ不明で、複数の遺伝子座による発病モデ
ルやエピゲノムの関与が考えられている。近年行われた先天性心疾患患者における大規模な網
羅的遺伝子解析では、ヒストン修飾因子などのエピゲノム関連遺伝子の変異が先天性心疾患の
発症に関わっている事が明らかになった。また、ファロー四徴症の患者の約 10％に De novo
のコピー数異常を認め、新規遺伝子の発見につながった。このように先天性心疾患の遺伝的要
因を解析することは、心臓発生の分子機構を解明する事につながる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、1)先天性心疾患の患者の網羅的遺伝子解析を行い、先天性心疾患・小児期発症重
症心筋症における未知の関連遺伝子を発見すること、また既知の遺伝子変異も含めその頻度を
明らかにする。また、2)ゲノム変異の当該領域に存在する有用な遺伝子(群)について、発現ベ
クターを用いた遺伝子導入実験による機能解析で遺伝子の性状を解析し、関連遺伝子群のネッ
トワークを含めた発症分子機構や心臓発生のメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
東京大学医学部小児科および研究協力施設で経過観察中の先天性心疾患の患者。特に心房内臓
錯位症候群などの複雑心奇形やファロー四徴症などの円錐部動脈幹異常、小児期発症重症心筋
症を有する患者、多発奇形を有する患者、二親等以内に先天性心疾患の家族歴のある家系など、
遺伝的要因が強いと考えられる患者およびその家族について i) 次世代高速シーケンサーによ
るエクソンキャプチャーおよび ii) 高密度オリゴヌクレオチドアレイを用いたアレル別コピ
ー数解析を行った。家系の連鎖解析、検出された変異の Pathway analysis を行い疾患関連遺伝
子を同定した。また、ゲノムコピー数の変化のうちホモ欠失、LOH、UPD、gain および
amplification の共通領域内に存在する有用な遺伝子についても、直接塩基配列決定法による
変異の検証を行った。標的遺伝子の候補として同定された遺伝子群について CRSPR/Cas9 を用い
たゼブラフィッシュの遺伝子改変ノックアウト変異体の表現型解析を行った。 
 
４．研究成果 
①線毛機能不全に合併した心房心室あるいは心室大血管構築不一致の症例の遺伝子解析から疾
患原因遺伝子 DNAAF1 を同定し、これらの心奇形が内臓錯位症候群と同一スペクトラムに在る、
という「heterotaxic heart defect」の概念を支持する結果として報告した。なお、発表時点
で DNAAF1 遺伝子変異による内臓錯位は初めての報告であった。 
②全身合併奇形を伴わない孤立性の大動脈弁上狭窄症の患者において未報の新規 ELN 遺伝子変
異を同定し、学術集会において報告した。また、孤立性右室流出路狭窄という、閉塞性肥大型
心筋症としては稀な表現型を取った幼児例において、サルコメア遺伝子上に２つの変異を同定
し、両変異の相乗作用について考察した内容を、学術集会において報告した。 
③重症心不全を呈するミオパチー合併心筋緻密化障害の家系における MYL2（通常は常染色体優
性遺伝）のエクソン 7の両アレル変異を見出し、その心筋・骨格筋病理の特長について学会で
報告した。 
④新生児期に心不全のため死亡した肥大型心筋症の患者において、PTPN11 の変異を同定し
LEOPARD 症候群と診断した。心筋の病理組織において Ki-67 陽性細胞の異常な増加を見出し、
ヒトで初めて心筋細胞増殖の所見を報告した。 
⑤小児拘束型心筋症の患者の全エクソン解析ではタイチンの新規突然ミスセンス変異を見出し
た。近年、次世代シークエンサーの普及によりサルコメアを構成する巨大蛋白であるタイチン
と心筋症の関連が明らかになっているが、図１のようにタイチン遺伝子の変異の大部分は拡張
型心筋症や肥大型心筋症に関連し、タイチンに関連する拘束型心筋症の報告は我々の報告を含
め 2例しかなかった。さらに、これらの変異はタイチン IA junction（IAJ）の Fn3-9 に属する
保存配列に集積しており、この領域が拘束型心筋症の発症において特異的な役割を担っている
と推定されたため、この点について論文で報告した。 
 



図 1.タイチン遺伝子変異と心筋症表現型の関係 

←拡張型心筋症 

 

←肥大型心筋症 

←拘束型心筋症 
（当院症例を含めた既報 2例） 
 

⑥先天性心疾患患者の網羅的ゲノム解析と情報科学的解析による候補遺伝子探索、さらにはア
ンチセンスモルフォリノによる一次スクリーニングを経て、選定した 2 つの機能未知遺伝子
LZTR1 および DNAH10 について、CRISPR-Cas9 システムを用いた遺伝子改変疾患動物モデリング
による in vivo 機能解析を行った。 
                       図２ 
LZTR1 は円錐動脈幹奇形と肥大型心筋症の家系 
から得られた候補遺伝子であるが、LZTR1 改変
ゼブラフィッシュのヘテロ欠失体の交配により
ホモ化に成功した。組織学的解析によって、
LZTR1 ホモ欠失ゼブラフィッシュの心臓表現型
は患者病態と同様に心室肥大を再現していた
（図２A-D）。さらに免疫組織染色によって、
LZTR1 の下流シグナルの一つとして、ERK を同定
し、本疾患の RAS/MAPK 症候群（Noonan 症候群
類縁疾患）とのオーバーラップが示唆された。
これら機能解析の結果については国際誌に投稿
中である。 
 
内臓錯位症候群の患者の解析から得られた候補
遺伝子である DNAH10 に関しては、マウス受精卵
の遺伝子改変を実施し、機能喪失アレルを得た。
DNAH10 改変マウスの F0 個体は不妊となり、系
統維持・継代が困難であった。仕方なく F0 個体
を解析することとなったが、残念ながら DNAH10
改変 F0マウスは目的の患者表現型（内臓錯位）
を呈さず、疾患原因遺伝子としての証拠を掴む
ことは出来なかった。現在は、疾患感受性を修飾する遺伝子（modifier gene）としての関与を
想定し、解析を続けている。 
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