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研究成果の概要（和文）：乳児特発性僧帽弁腱索断裂は、生来健康な生後4-6ヶ月の乳児に突然の急性心不全を
引き起こす重篤な疾患で、病因と病態は未だ明らかでない。病態解析を目的に患者のパラフィン切片からDNAお
よびRNAを抽出し解析した。RNAトランスクリプトーム解析では、患者群において免疫系、細胞増殖、細胞死に関
連するmRNAの発現亢進が確認された。RNAメタトランスクリプトーム解析では、NIH-CQVのシークエンスが同定さ
れた。組織切片上で高感度ISHにより発現を確認したところ、２症例でparvovirus B19のmRNAが主に心内膜主体
に同定された。今後は新たな症例で同ウイルスの関与の検証を重ねる予定である。

研究成果の概要（英文）：Infantile idiopathic mitral valve chordae tendineae rupture is a serious 
disease that causes sudden acute heart failure in 4-6 month old healthy infants. The etiology and 
pathogenesis remain unclear. DNA and RNA were extracted from paraffin sections of patients and they 
were analyzed for pathogenesis. RNA transcriptome analysis revealed increased expression of mRNAs 
associated with immune system, cell proliferation, and cell death in the patient group. 
High-sensitivity ISH on tissue sections confirmed the expression of parvovirus B19 mRNA in two cases
 mainly in the endocardium. We plan to further validate the involvement of this virus in new cases 
in the future.

研究分野： 小児科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳児特発性僧帽弁腱索断裂は、年間の発症例が約２０例程度の希少疾患ではあるが、生来健康な乳児が死に至る
可能性(8.4%)、重篤な中枢神経系障害をきたす可能性(11%)、僧帽弁人工弁置換を余儀なくされる可能性(27%)の
ある、重篤な疾患である。本疾患の原因を明らかにし、予防策を講じることは社会的に重要な課題である。今回
の研究では、ウイルス感染症が引き金になり腱索断裂が発症すること、及びそのウイルスとしてヒトparvo 
virusが関与している可能性が示唆された。しかし、そのRNA解析における特異性や再現性に関しては、十分にな
されたとは言えない。今後新たなサンプルを用いて検証を重ねる予定である。

※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 

乳児特発性僧帽弁腱索断裂とは、生来健康である生後 4-6 ヶ月の乳児に数日の感冒様症状に引

き続き突然に僧帽弁の腱索が断裂し、急速に呼吸循環不全に陥る疾患である。早急に診断がなさ

れ、小児心臓手術ができる施設に搬送しなければ、急性心不全により死に陥る（8.3％）もしく

はショックによる有意な中枢神経系障害を残す（11％）ことがあり、また多くの症例で僧帽弁機

械弁置換術を余儀なくされるなど（27％）、健康な乳児に突然発症する看過できない疾患である。

これまでに行われた全国調査（下図：Shiraishi et al, Circulation 2014;130:1053-61.）によ

り、原因として、ウイルス感染、母体から移行した抗 SSA 抗体、川崎病回復期など、感染症や免

疫学的異常が引き金となることが示唆されているが、病因と病態の詳細は不明である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 

本疾患の病因と病態を明らかにすることが最重要であるが、本疾患は年間の発症が全国でも 20

例程度と希少であるばかりでなく、急性発症かつ診断後すぐに外科手術に向かうため、病因腱索

のための新鮮サンプルがほとんど思うように収集できないのが特徴である。そこで、我々の今回

の研究では、近年確立された、過去のホルマリン固定パラフィン包埋切片（FFPE）標本から微量

の DNA 及び RNA を抽出する方法を用いて、倫理審査を経て研究承諾の得られた患者の僧帽弁お

よび腱索組織から、DNA及び RNA 発現の網羅的解析を行う。トランスクリプトーム解析により腱

索組織の遺伝子発現の全体像を把握するとともに、メタゲノム解析により原因として考えられ

る感染源を検索する。ある程度目標となる発現 RNA が絞られたら、近年開発された高感度 in 

situ hybridization法である RNA scope法を用いて、FFPE標本を用いて ISHによる検証を行う。 

最終的には、乳児特発性僧帽弁腱索断裂の病因および臨床経過および臨床検査所見を詳細に調

査し、本疾患の早期診断および的確な内科的および外科的治療法の確立を目的とする。 

Figure 4. Gross and histopathologic findings of the 
mitral valves and ruptured chordae tendineae. A, 
Resected mitral leaflet of a patient (4-month-old male). 
B and C, Microphotographs of the valve and chordae 
tendineae of a 4-month-old female. The arrows indicate 
infiltrated mononuclear cells, and the arrowhead 
indicates a polymorphonuclear cell. D-F, Ruptured 
chordae tendineae of a 5-monthold female stained with 
Masson trichrome (D and F) and hematoxylin and eosin 
(E). D, The arrow indicates a central core of dense 
collagen bundles, and the arrowhead indicates fibrous 
thickening of the endocardial tissue. E and F, The 
arrows indicate fibrin deposition at the ruptured 
chordae tendineae, and the arrowheads indicate fibrous 
thickening with mononuclear cell infiltration at the 
endocardium. G, Marked increase of fibrous thickening 
(arrow) between the endocardium and fibrous core 
(arrowhead). H–J, Microphotographs of chordae 
tendineae stained with hematoxylin and eosin (H) and 
toluidine blue (I), as well as immunohistochemistry 
with tenascin C antibodies (J) of a 6-month-old female. 
K and L, Immunohistochemistry with CD3 (K) and 
CD68 (L) antibodies at the rectangular area in H. The 
arrows in K indicate CD3-positive T cells, and the 
arrows in L indicate CD68-positive macrophages. Scale 
in A, 1 mm. Scale bars in B and D–G, 200 µm; H–J, 100 
µm; C, K, and L, 20 µm 
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of pediatrics or pediatric cardiology. Consequently, pediatri-
cians, and even pediatric cardiologists, do not know much 
about the disease.

To elucidate the cause, clinical manifestations, appropriate 
medical and surgical treatment, and prognosis of the disease, 
we conducted a nationwide retrospective survey of acute 
rupture of the chordae tendineae of the mitral valve in chil-
dren in Japan. Although the cases reported here are limited to 
Japanese infants, this disease does occur in other countries. 
Some patients may have gone unnoticed after dying or being 
misdiagnosed with other conditions such as sudden infant 
death syndrome. Therefore, acute rupture of the mitral chor-
dae tendineae in infants is a new syndrome and should be 
recognized as a significant cardiovascular disorder that may 
cause sudden onset of cardiogenic shock and death.

Methods
Study Patients
This study is a retrospective cohort study of acute rupture of 
the mitral chordae tendineae in children occurring between July 
1995 and August 2013. A primary questionnaire was sent to 532 
clinical training hospitals approved by the Japanese Society of 
Pediatrics, requesting information on cases of children (under 15 
years of age) with rupture of the mitral chordae between 1995 
and 2013. Two hundred fifty-two hospitals (56.3%) responded 
to the first questionnaire, and 64 (12.0%) hospitals gave affir-
mative responses to such cases. The second questionnaire was 
forwarded to the 64 institutes, inquiring about clinical manifesta-
tions, medical and surgical treatments, and prognoses of patients. 
Ninety-five cases were investigated in the study. Seventeen cases 
previously reported17,19,20,22 were included in this nationwide sur-
vey. The diagnosis of Kawasaki disease was conducted by Board 
Certified Pediatricians of each hospital according to the diagnos-
tic guidelines for Kawasaki disease.23,24 The institutional review 
committee of National Cerebral and Cardiovascular Center 
approved the study.

Pathological Diagnosis and Immunohistochemistry
A pathologist at the National Cerebral and Cardiovascular Center 
examined the actual specimens in 13 of 28 cases, whereas the study 
group relied on written documents and microphotographs of the 
specimens in the 15 remaining cases reported by board-certified 
pathologists at each institute. The immunohistochemistry proce-
dures for tenascin C (mouse monoclonal, clone: 4F10TT, dilution 
1:1000; Immuno-Biological Laboratories Inc), CD3 (rabbit poly-
clonal, dilution 1:10; Dako Japan Inc), and CD68 (mouse mono-
clonal, clone: KP-1, dilution 1:1,000; Dako Japan Co Ltd) were 
performed on formalin-fixed, paraffin-embedded chordal sections 
using an established method. All the immunohistochemical studies 
were performed in the department of pathology, National Cerebral 
and Cardiovascular Center.

Statistical Analysis
The data of the patients are presented as the median with interquar-
tile range values for continuous demographic variables and labora-
tory findings. The Wilcoxon signed rank test was used to compare 
the laboratory data obtained at the onset of symptoms and discharge 
from the hospital because of the skewed nature of distribution. For 
the rate of pulmonary congestion, the McNemar test was conducted. 
Cumulative event-free survival curves were estimated using the 
Kaplan–Meier method. Cox proportional hazards models were used 
to identify factors associated with the time to aortic valve replace-
ment and time to death. Hazard ratios and 95% confidence intervals 
(CIs) were also estimated. P value of <0.05 was considered to be 
statistically significant.

Results
Clinical Features of the 95 Patients
A typical case of acute rupture of the mitral chordae ten-
dineae is shown in Figure 1. A 4-month-old female infant 
without a history of significant illnesses exhibited the sud-
den onset of a cyanosis and dyspnea after 2 days of fever. 
The initial diagnosis was pneumonia (Figure 1A); however, 
severe mitral regurgitation and rupture of the chordae ten-
dineae were diagnosed in secondary and tertiary hospitals, 
respectively (Figure 1B and 1C). Surgical repair using 
artificial chordae was performed in association with mitral 
annuloplasty (Figure 1D). The intraoperative findings dem-
onstrated that 4 chordae tendineae on the posterior leaflet 
were lacerated. After surgery, severe regurgitation success-
fully reduced to a trivial level.

The clinical characteristics of 95 patients are shown in 
Table 1 and Figure 2. There were 52 males and 43 females 
(Figure 2A), and ages ranged from 21 days to 16 months 
after birth (median, 5 months). The majority of patients were 
infants: 81 patients (85%) were between 4 to 6 months of age 
(Figure 2C), with body weight of 6.83 kg. Patients were born 
at 39 gestational weeks (median), with a body weight of 2.97 
kg. Apgar score at 1 minute after birth was 9 (interquartile 
range, 8–10), indicating that perinatal asphyxia with myo-
cardial ischemia was not an underlying condition of rupture. 

Figure 1. Case presentation of acute rupture of the mitral 
chorda tendineae in an infant (a 4-month-old female). A, A chest 
X-ray shows pulmonary congestion with mild cardiomegaly 
(cardiothoracic ratio=0.60). B, An echocardiogram of the left 
parasternal long axis view demonstrating the severely prolapsed 
posterior leaflet of the mitral valve (arrow). C, A 2-dimensional 
Doppler cardiogram showing severe mitral regurgitation and 
an enlarged left atrium. D, The operative record of the mitral 
valve and ruptured chordae tendineae. The arrows indicate 
ruptured chordae tendineae. The arrowhead indicates yellowish 
degeneration of the anterior mitral leaflet (AML). PML indicates 
posterior mitral leaflet.
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３．研究の方法 
原因となり得るウイルスなどの微生物の遺伝子を、過去のパラフィン切片から RNA を抽出し、

次世代シークエンサーにより網羅的に解析する。この結果により、弁および腱索組織ではどのよ

うな遺伝子発現の更新もしくは減弱を明らかにし、腱索断裂の分子細胞生物学的メカイズムを

明らかにする。また取り出した RNA からライブラリを作成してメタトランスクリプトーム解析

を行い、組織内に含まれているウイルスなどの微生物遺伝子を網羅的に解析する（下図）。 

 一方で、次世代シークエンサーを使った DNA や mRNA の検討では、増幅過程で生じる偽陽性や

偽陰性の懸念を払拭できない。より確かなものにするには、発現を組織切片上でも明らかにする

ことが必要である。そこで今回の研究では、新しく開発された高感度 in situ hybridization で

ある RNA-scope法を併用する。この方法では、target となる mRNA に対して複数の short probe

を用い、さらに amplifier を使って 8,000 から 96,000倍にシグナルを増幅させるので、1 つの

mRNA を検出することも可能とされている。過去の FFPEでは mRNA が断片化している可能性が高

いので、この方法により target となる mRNA を検出できることが期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４. 研究成果 

DNAメタゲノムアッセイ 

残念ながら FFPEからは網羅的分析に資するだけの良質な DNA が一定量得られなかった。いかに

行うことができた RNA に比べ、DNA の絶対量が少ないのが原因ではないかと考えられた。 

RNA トランスクリプトーム解析 

これまでに行なった研究では、僧帽弁置換を行なった患者と、対照とした先天性心疾患乳児患者

の僧帽弁および腱索組織の数例において、網羅的解析が可能な良好な RNA が抽出できた。予備的

に行った RNAトランスクリプトーム解析では、患者群において対象と比較して 10倍以上亢進し

た 772 の遺伝子発現が認められた。その詳細について、免疫系に関連する遺伝子、細胞増殖に関

連する遺伝子、細胞死に関連する遺伝子などの発現亢進が確認された（下図、GO enrichment 

assay、及び、次ページ図は各種リンパ球の発現を示す）。 

 

 

 

 

 

 

 

ü We isolated RNA from FFPE specimens and investigated RNA-seq metatranscriptome assay and 
RNA-scope in situ hybridization in 6 cases (4 patients and 2 control infants with CHD).
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ü Signaling pathways of immune response and apoptosis were upregulated. 798 genes>x10
ü 772 genes were differentially expressed in patients (Fold change abs value ≥5 in every comparisons). 
ü Signaling pathways of immune response and apoptosis were upregulated. 



 

 

 

 

 

 

Lymphocytic infiltration was observed in the patient’s tissue. 

RNAメタトランスクリプトーム解析： 

ウイルスなどの病原体 RNA を同定するために網羅的解析を行う。予備的研究では、図５のように

２症例で parvovirus NIH-CQVのシークエンスが上位に同定されてきた。しかしながら、文献

的にはしばしば偽陽性として認められるとの記載があるため、今後はさらに症例数を増やして

parvovirus の関与について解析を進める予定である。 

 

 

 

 

 

 

RNA scope in situ hybridization 

次世代シークエンサーを使った網羅的解析は、数多くの候補となる mRNA を見出し、そこから可

能性の高いものを絞り込むには都合がいいが、増幅過程で偽陽性が発生しやすい。そこで RNAト

ランスクリプトーム解析により候補に上がった病原体を、その特異度を確認するために FFPE 組

織切片上で、高感度 in situ hybridization法である RNA-scope により、mRNA が発現するかど

うか、発現すればその組織上の局在が的確であるかを検討した。parvovirus の probe を使って

RNA-scope を行ったところ、数例の患者で心内膜に沿った mRNA の発現が認められた（下図）。こ

れらの所見より総合して、parvovirus が本疾患の発症に何らかの関与することが示唆された。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

今後は parvovirus が本当に病態に関係しているかどうかについて、残された FFPE 切片を使っ

て発現の再現と局在を確認する予定である。また、parvovirus 以外に心臓に親和性があること

が知られているコクサッキーウイルス、エコーウイルス、ヘルペスウイルス、コロナウイルスに

ついても RNA-scope で調べる予定である。それにより、本疾患の原因もしくは引き金となるウイ

ルスを同定し、本疾患の予防法や治療法の確立に向けた研究を継続する方針である。 
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