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研究成果の概要（和文）：老化によって遺伝子変異の頻度は急速に増加し心臓病や癌などの疾患が急速に増加す
る。これらの体細胞変異による疾患は、バイオプシーによって疾患組織を調べる以外に原因遺伝子の解明方法は
存在しない。心筋症微量バイオプシーで全エクソン領域を遺伝子解析する技術を開発し、ゲノム編集技術での拡
張型心筋症の再現に成功した。しかし、多くの個体では検出された体細胞特異は変異率が低く、ゲノム編集マウ
スでも拡張型心筋症は発症しなかった。疾患組織の遺伝子状態が分泌小胞に放出されることが明らかになった。
心筋症再現マウスのexosome全遺伝子発現解析を実施したが、miRNAの解析では十分な遺伝子は検出されなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：The frequency of genetic mutations rapidly increases with aging, leading to 
a sharp rise in diseases such as heart disease and cancer. The elucidation of causative genes for 
these somatic mutation-induced diseases currently relies on examining diseased tissues through 
biopsy. We have developed a technique for gene analysis of the entire exonic region using small 
myocardial biopsies and successfully reproduced dilated cardiomyopathy in mice using genome editing 
technology. However, the detected somatic-specific mutation rate was low in many individuals, and 
the two genome-edited mice did not develop dilated cardiomyopathy. Recently, the genetic status of 
the diseased tissue has been released into secretory vesicles. Although we conducted a comprehensive
 gene expression analysis of exosomes from the cardiomyopathy-reproduced mice, the miRNA analysis 
did not detect sufficient genes.

研究分野：分子生物学

キーワード： 拡張型心筋症　遺伝子　ゲノム編集

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓は24時間働き続けておリ、心拍数の多さが寿命に関係している。実際に加齢に伴って心筋症や不整脈など心
疾患が増加している。しかし、加齢による後天的な孤発性心筋症は変異遺伝子を発現している組織を解析する以
外に検出方法はない。少量しか採取できないバイオプシーでは変異遺伝子がある組織を採取することは非常に困
難である。2種類の次世代シーケンサーを組み合わせ、報告のある遺伝子変異全てを網羅した変異検出カスタム
パネルを作製し、後天的な新規心筋症変異遺伝子の解明に世界で初めて成功した。今後、心筋症再現動物モデル
を用いて拡張型心筋症の血液に放出される遺伝子を網羅的に解析し疾患を特定するシステムを構築する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

ヒトは老化に伴い、様々な病気の発症頻度が急激に増加する。特にがん、心血管疾患などの成

人病は老化に伴い急激に増え死因の上位を独占している。これらの疾患は、紫外線やストレス

などで染色体 DNA に変異や断裂が発生し、その修復能力が低下して発症する。後天的な体細胞

変異によって生じた異常なタンパク質による機能異常が癌や心筋症など致死的な疾患を誘発し

ている。このような体細胞変異によって発症した疾患は、免疫などによる細胞死以外は自然に

治癒することは難しい。近年、変異遺伝子を認識する抗体医薬などが実用化され始めており、

副作用のない治療が開始できるようになった。このため、これらの疾患の遺伝子変異を発見す

ることが最も重要になっている。癌は変異蛋白質を発現した細胞が異常に増殖する疾患であ

り、バイオプシーで採取した癌組織の全ゲノム解析等が行われ大きな成果を出している。心臓

は 24 時間働き続けており加齢の影響が出やすく、心拍数の多さが寿命に関係していると言わ

れている。実際に加齢に伴って心筋症や不整脈など心疾患が増加している。これらの疾患は、

DNA 変異が関与していることがわかってきており、遺伝性と後天的(孤発性)変異のケースがあ

る。遺伝性の拡張型心筋症は親族の病歴や血液ゲノムの解析から疾患変異が解析されている。

しかし、加齢による後天的な孤発性心筋症は変異遺伝子を発現している領域を DNA 解析する以

外に検出方法はない。心筋細胞は癌のように DNA 変異が入った細胞が増殖することはない。心

筋症で少量しか採取できないバイオプシーでは変異遺伝子がある組織を採取することは非常に

困難である。研究代表者らは、2種類の次世代シーケンサーを組み合わせ、過去に報告のある

遺伝子変異全てを網羅した変異検出カスタムパネルを作製し、後天的な新規心筋症変異遺伝子

の解明に世界で初めて成功した。しかし、バイオプシーサンプルには疾患変異が検出されない

ことも多く、新たな診断手法の開発が強く求められている。心臓は心筋細胞が同時に動くよう

に常に同期しており、異常な機能性蛋白質が合成した場合、その異常収縮が細胞間伝達を介し

て他の細胞に伝達され疾患を誘発する。このためバイオプシーでは変異源の組織を採取しなけ

ればならないが、弱っている心臓から多くの組織を採取することは致死的になり変異同定は極

めて難しい。心疾患は体調不良で受診し、24 時間心電図を装着しても装着時に症状が出なけれ

ば診断できない。確定診断が出る前に突然死するケースも多い。しかし、心臓疾患時に疾患周

囲に血管が新生し、細胞死が観察されることから、心臓疾患特異的なシグナルが放出されてい

ることが予想できる。そこで、心筋細胞モデルで細胞外分泌因子蛋白質を網羅的に同定し、

150 種類のタンパクを同定した。さらに共に 200 リットルの大量の細胞上清からタンパク精製

を行い、心筋梗塞モデルでの心筋細胞から放出される細胞生存因子の同定に成功した 。近

年、癌などでは細胞外に放出される小胞(Exosome/Ectosome)に細胞由来の遺伝子が含まれるこ

とが報告され miRNA が検出されている。心臓疾患でも特定の miRNA を標的にして研究し、

exosome 内に miRNA が存在していたことが報告されたが、その全容は不明のままである。研究

代表者らは、細胞外に放出された小胞を単離し 5ng 微量 RNA から全 RNA ライブラリー作製に

成功し、次世代シーケンサーを用いて全遺伝子解析を行った。その結果、15000 種類の遺伝子

を同定する技術(exosome-NGS)を確立した。また、マウスの卵管内の受精卵に対してゲノム編

集する i-GONAD 法技術を開発し、日本人に特異的な拡張型心筋症変異マウスの作製に成功し

た。さまざまな心筋症再現動物モデルを用いて難病である拡張型心筋症の血液に放出される

Exosome 内遺伝子を網羅的に解析し疾患遺伝子の変異と疾患を特定するシステムを構築する。  



２．研究の目的 
 
既に確立している全ゲノム解析による変異遺伝子の同定技術と変異発現マウスの作製技術を組 

み合わせ、❶心筋症の臨床サンプルから蛋白質をコードしているゲノム領域を全て解析し、遺伝

子変異を同定する。❷日本人特有の心筋症変異発現マウスを i-GONAD 法で作製する。❸独自に開

発した疾患マウスで生体内に放出される exosome 内の全遺伝子を網羅的に解析し疾患変異と関

連性を解析する。❹心筋症患者さんの血液からエクソソームを分離し、エクソソーム内全遺伝子

発現を解析し組織変異との相関性を検証する。 

研究代表者らは、心筋症バイオプシー0.2mg から微量 DNA を抽出し、蛋白質をコードしている全

DNA 配列の解析に成功した。24 名の心筋症の遺伝子解析を行い、1名で日本人特有の新規拡張型

心筋症遺伝子変異を発見した。3名で既知の心筋症発症変異遺伝子を解明している。この変異に

よって心筋症を発症することを確認するため、動物体内で直接ゲノム編集を行う i-GONAD 法を

確立し、2週間前後でノックインマウスを作製する技術に成功した。ゲノム編集 1回の組換え動

物の作製確立は 13.5%と極めて高率に作製できている。さらにエクソソームの全遺伝子発現の 

解析技術を検討し、小胞内には長さの異なる RNA が多数存在することが明らかになったが、抽出 

した RNA 量が検出限界以下であり通常の次世代シーケンス解析では定量できなかった。そこで、 

1 分子ごとにランダムな配列を挿入する unique molecular identifiers(UMI)技術を取り入れ、

わずか数十 pg の RNA から正確に発現解析ができる技術を確立し、予備試験の結果では DNA 修復

に関わるシグナルが活性化されていた。心疾患での exosome 小胞内全遺伝子解析の報告は全く

なく、独自に開発した新技術でこれまで解明されていなかった心筋症から放出される小胞内変

異遺伝子シグナルを解明する。これらの技術は世界でも最も高度な技術であり、最先端の遺伝子

解析技術で難病である拡張型心筋症の新たな分泌シグナルを解明し診断・治療へ応用する。 

 ３．研究の方法 

実験方法(孤発性拡張型心筋症の診断とバイオプシー)  

臨床患者さんの診断を行い、孤発性拡張型心筋症のバイオプシーを実施し、サンプルの保存を

行う。すでに 30 以上の症例についてサンプルの準備が進んでおり拡張型心筋症に関する研究

実績も多く、バイオプシー技術は確立されている。これまでに心筋症や不整脈など心臓疾患を

発症することが報告されている 57 遺伝子の 2987 領域に対する独自のカスタムパネルを作製

した。このマルチプレックス PCR で既知心筋症変異の 57 遺伝子全領域(2987 産物)98.3% を

カバーする。  

(ライブラリー調製)  

精製したゲノム DNA50ng およびカスタムパネル(プライマーmix)を用いて Ion Ampliseq 

Library Preparation キットで PCR 増幅およびライブラリー作製を行う。  

(ION S5 を用いた次世代シークエンシング)  

Ion S5 (現有)Sequencing 200 Kit v2 及び 318 チップを用いて解析を行う。リファレンスは

ヒトゲノムを用いてマッピングを行う。これまでの結果ではサンプル当たり約 70 Mbp の塩基

数および約 50 万のリード数が得られている 。  

(NovaSeq での大規模次世代シーケンス解析での新規心筋症原因遺伝子解析) 

これまでに報告のある心臓疾患関連遺伝子に変異が発見されない場合は全エクソン配列を増幅

させ、次世代シーケンサー NovaSeq で全エクソン解析を行う。 



(データ解析) 

次世代シーケンスデータは Partek Flow、Variant Caller、Genomics Work Bench を用いる。 

(変異発現心筋の機能解析) 

心収縮能力の測定は、これまでに確立した方法で行う。培養心筋を電気刺激後、5msec のスピ

ードで細胞の縦横の大きさを測定することで収縮能力に換算し測定する。また、収縮機能はカ

ルシウム取り込みと密接に関連していることから細胞内カルシウム濃度を測定する 。  

(GONAD 法による KO マウスの作製) 

標的遺伝子に対する tracrRNA および crRNA を IDT に合成を依頼すると共に CAS9 タンパク

質を購入する。発情期にあるマウスを交配させ、翌日にプラグを確認した後、プラグ確認日に

チオペンタール麻酔下、背中側から卵巣を引き出し、卵管にキャピラリーを通してハイブリダ

イズした tracrRNA/crRNA と CAS9 タンパク質を注入する。注入直後に in vivo での電気穿

孔法で卵管内に存在している受精卵に直接ゲノム編集を行う。その後、縫合し麻酔から覚める

まで保温する。この技術について大塚教授に直接指導を受けた結果、50%以上の割合で受精卵

への遺伝子導入に成功した。これらの技術を用いて候補となっている疾患変異を発現するノッ

クインマウスを作製し心筋症原因変異を解明する。  

(小胞 exosome 内全遺伝子発現解析) 

心筋症再現マウスの血液を採取し、exosome 膜上に発現している Tim4 タンパクを標的にし、

カルシウム存在下で小胞を捕捉しキレート剤に溶出して精製する。精製した exosome から全 

RNA を抽出し超音波破砕装置で RNA の長さを揃える。その後、片側にランダムな DNA 配列を

挿入した UMI バーコード配列を挿入し、逆転写した後、PCR で増幅する。PCR 産物を次世代

シーケンサーで解析し、Genomic Workbench で解析する。補正したデータは IPA pathway 解

析で探索を行い、活性化経路を検証する。RNA-seq のデータを variant call して疾患組織特

異的な変異と合致するか検証する。  

(心筋症患者さんの exosome 解析) 

マウスと同様に血清から exosome を分離し、小胞内全遺伝子を分離する。分離した miRNA や 

long RNA が混在している分画を超音波破砕機で長さを揃え、ライブラリーを作製後に次世代

シーケンサーで全遺伝子発現を解析する。同時にバイオプシーで分離した組織から全エクソン

配列および全 RNA 配列を次世代シーケンサーで解析し exosome と の相関を多変量解析の主

成分分析および階層型クラスター分析で解析しマーカーとなる遺伝子群を pathway 解析す

る。  

４．研究成果 

老化によって遺伝子変異の頻度は急速に増加し心臓病や癌などの疾患が急速に増加する。  

これらの体細胞変異による疾患は、バイオプシーによって疾患組織を調べる以外に原因遺伝子

の解明方法は存在しない。心筋症微量バイオプシーで全エクソン領域を遺伝子解析する技術を

開発し、マウス個体ゲノム編集技術での拡張型心筋症の再現に成功した。しかし、多くの個体

では検出された体細胞特異は変異率が低く、作製した 2 例のゲノム編集マウスでも拡張型心

筋症は発症しなかった。疾患組織の遺伝子状態が分泌小胞に放出されることが明らかになっ

た。心筋症再現マウスの exosome 全遺伝子発現解析を実施したが、miRNA の解析では十分な

遺伝子は検出されなかった。  
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