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研究成果の概要（和文）：遺伝性不整脈は先天性QT延長症候群（LQTS）やBrugada症候群（BrS）等、家族性に発
症する不整脈である。LQTSでは約70%の患者に遺伝子変異が同定される。一方、BrSでの遺伝子変異同定率は低
く、その理由としてタンパクコード領域の変異以外の理由が考えられた。そこで我々はエピジェネティクスに着
目し、研究を進めた。当初の計画では原因遺伝子変異が同定されていない家系において、Chip-Seqを実施し、ヒ
ストンメチル化の異常を同定する予定だった。ただ2019年にロングリードシークエンサーを導入したため、まず
はゲノムDNAの構造異常を同定し、タンパク発現に関与する領域のスクリーニングを実施した。

研究成果の概要（英文）：Inherited arrhythmia is a disease including congenital long QT syndrome 
(LQTS), Brugada syndrome (BrS) and so on. In LQTS, pathogenic mutations are detected about 70% of 
the patients. In contrast, the detection rate of pathogenic mutations in BrS is very low. The one of
 the reasons is that the disease is not caused by mutations in protein coding regions. Therefore, we
 started the research focused on the epigenetics. We first planned to perform Chip-seq, however, we 
introduced a long sequencer, Oxford Nanopore system in 2019 and started to detect genomic structural
 variant which affect the protein expression. To detect the structural variant, we used the data 
from targeted gene sequencing obtained by short read sequencer. Comparing the total reads and depth 
between samples from controls and patients, we could suspect large deletions and duplications in 
several patients. Then we performed long read sequencing using Nanopore system to detect correct 
breakpoint. 

研究分野： 循環器病学

キーワード： エピジェネティクス　ロングリードシークエンサー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シークエンサーの時代になり、多くの遺伝性疾患について、その原因となる多くの遺伝子および遺伝子変
異が同定されるようになってきた。しかし、同定されない遺伝性疾患も残されている。その理由として、いわゆ
るタンパク翻訳領域以外の異常が隠れていることが考えられている。そこで私たちはロングリードシークエンサ
ーを用いて、タンパク翻訳領域以外の異常について解析を進めている。

※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 

 

 遺伝性不整脈は、遺伝子変異を中心に研究されてきたが、原因となる遺伝子変異を特定できな
い症例も多く存在する。その理由として、これらの症例では遺伝子の翻訳タンパク領域の変異は
存在しないものの、遺伝子発現（エピジェネティクス）の異常が疾患と関連している可能性があ
る。近年、エピジェネティクスの分野における研究が急激に進行しているが、不整脈分野におい
ては報告が極めて少なく、明らかにされていないことが多い。 

 遺伝性不整脈の主な原因遺伝子であるイオンチャネルタンパクをコードする遺伝子の多くは、
転写開始点上流に CpG アイランドが存在しており、CpG アイランドのメチル化により発現が
コントロールされている。これらの領域のメチル化に異常を生じている場合、疾患を発症してい
る可能性がある。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、タンパク翻訳領域（exon）以外の領域における遺伝子上の異常がエピジェネティ
クスに疾患発症に影響を及ぼしていると考え、遺伝性不整脈疾患とエピジェネティクスの関連
を探索し、新たな遺伝性不整脈の新たな発症機序解明を試みることを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

 

研究開始当初、Chip-Seq によってメチル化の異常を検出し、遺伝性不整脈発症との関連を解明
する予定だった。ただ、エクソン領域以外の変異についてのスクリーニングが完了している症例
はなく、まずは全ゲノム領域のシークエンスから開始する必要があると判断した。全ゲノムシー
クエンス対象症例を抽出しているタイミングで、所属する研究室にロングリードシークエンサ
ー（LRS）である Oxford Nanopore システムが導入されることになった。LRS では、一塩基レベ
ルでの変異検出は不正確だが、エピジェネティクスと関連する構造多型も同時に同定すること
が可能であり、まず LRS でのスクリーニングを実施することにした。LRS の候補として、これ
までに実施したショートリードシークエンサー（SRS）のターゲットシークエンスで構造多型が
疑われる症例を抽出した。 

 

 

４．研究成果 

 

 LRS で解析を始めるにあたり、心房中隔欠損（ASD）と心房頻拍を合併している 5 か月男児を
最初の解析対象者とした。この症例はターゲットシークエンスのペア解析で、MYH6からMYH7

領域にかけての欠損が疑われた（図 1）。 

 

 
図 1 Agilent社 SureCall で同定された MYH6 の exon3 から exon26 にかけての欠損 

 

そこで発端者と ASD のある母親について Long PCR を実施したところ、control には同定され

ない 1500bp 程度の異常なバンドが検出された（図 2） 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 欠損領域を挟むプライマーで検出された PCR 産物、発端者と母親にのみ約 1500bpのバン

ドが確認できる 

 

ここで得られた PCR 産物についてダイレクトシークエンスを実施し、Brake point を決定しよ

うと試みた。しかし MYH6 と近接する MYH7 の配列は近似しており、Sanger 法での欠損領域の

Break point 同定は非常に困難であった。そこで LRS での解析を実施した。その結果。図 3 に示

すように、MYH6 の exon26 から MYH7 の exon27 にわたる欠損を明瞭に確認することが可能で

あった。 

 

 
図 3 LRS で同定された欠損範囲、Break Point が明瞭に描出されている 

 

MYH6 の exon26 と MYH7 の exon27 は相同性が高く、正確な欠損範囲同定は困難であったが、

現在の遺伝子変異記載法（3’rule）に基づくと、図 4 に示すようなMYH6 intron 25 から MYH7 intron 

26 にわたる約 30,000 塩基の欠損であった。なお MYH6および MYH7はいずれも Lagging 鎖上の

遺伝子である。 

 

 
図 4 LRS で同定された欠損の模式図 

 

ここで同定された欠損では、MYH7の Promoter 領域は保持されているが、MYH6 の Promoter 領

域は欠損していることが考えられる。また欠損領域は相同性の高い exon であるため、MYH7 

exon26 から MYH6 exon 26 につながる Fusion protein が MYH7の Promoter によって発現している

可能性がある。本研究結果は、現在論文として投稿中である。今後、他の ASD 症例などのスク
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リーニングを実施し、MYH6-MYH7 領域の欠損と ASD 発症のメカニズムを解明していく予定で

ある。 

 さらに他の LRS 候補症例を抽出し、解析を進めている。 

失神歴のある先天性 QT 延長症候群（LQTS）症例に Na-Ca 交換体をコードする SLC8A1 の

exon1 から exon9 までの重複が SRS のターゲットシークエンスで同定された。ただ exon1よりも

上流の情報は得られておらず、全ゲノム解析を LRS で実施し、重複範囲を決定し、Promoter 領

域の関与を解明する。 

またこれまで遺伝子変異が同定されていなかった精神発達遅滞を伴う LQTS 症例に、LQT2 の

原因遺伝子である KCNH2、および肥大型心筋症を合併した WPW 症候群の原因遺伝子である

PRKAG2の欠損が SRS で疑われた。この領域の欠損は 7q36 deletion として、これまでにも報告

がある。ただし MLPA 法や Comparative Genomic Hybridization（CGH）法による同定が報告され

ているのみであり、LRS での Validation をおこなった報告はない。そこで今後、LRS による欠損

範囲の同定と、欠損領域に含まれるエピジェネティックな作用を持つ領域の解析等を進めてい

く。 
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