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研究成果の概要（和文）： 

先天性心疾患について、その発症に関与する遺伝子異常を同定し、疾患の病態を明らか
にすることを目的として研究を行った。心臓手術時に得られた先天性心疾患の患者の心臓
組織を用いて心臓形成に関わる遺伝子の変異の有無を直接シークエンス法で解析したが有
意な遺伝子変異は同定できなかった。心臓組織を採取できない患者では、FLK1 陽性を指標
として末梢血中の血管内皮前駆細胞を採取して解析を行った。FLK1 陽性細胞を用いた解析
は先天性心疾患の原因となる獲得性の遺伝子変異の同定・機能解析に有用と考えられる。 
 

研究成果の概要（英文）： 
To identify the gene mutations responsible for the cardiac malformations in congenital heart 
diseases, pieces of cardiac tissue excised from patients during cardiac surgery were analyzed for the 
presence of mutations in genes involved in cardiac development. Direct sequencing analysis of 
several candidate genes such as TBX1 and ISL1 failed to discover any disease-causing mutations in 
all the genes examined so far. Circulating FLK1-positive cells in peripheral blood, which are 
mobilized from the bone marrow after endothelial cell injury, such as catheter intervention, could 
be a substitute for cardiac cells because both cells originate from the mesodermal FLK1-positive 
cells during fetal development. Mutational analyses with peripheral FLK1-positive cells of patients 
whose cardiac tissue are not obtainable are now ongoing. 
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１．研究開始当初の背景 
先天性心疾患は出生約 100 人に 1 人の頻度

で発症する。一部の先天奇形や染色体異常症
候群で心奇形を高頻度に合併することから、
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先天性心疾患の発症には遺伝子異常の関与
が強く疑われる。しかし多くの症例は家族歴
を有しない孤発例であることから、胎児が有
する遺伝子異常の他、胎内での環境要因(母体
の化学物質への暴露等)が発症に関与すると
考えられる。 

先天性心奇形を有する胎児の遺伝子異常
に関しては、一部の症例で心臓形成に必要な
転写因子である GATA4 や NKX2-5、TBX5 な
どの遺伝子の変異が報告されているが、その
頻度は 10%程度にしか過ぎない。またこれら
の遺伝子変異は末梢血を用いた解析により
見いだされたものであり、胚細胞変異である
と考えられる。 
一方、妊娠前から妊娠初期の葉酸欠乏が先天
性心疾患のリスクを増加させること、葉酸代
謝酵素である MTHFR 遺伝子の母体の活性低
下型多型が先天性心疾患の発症と関連する
ことが報告されている。したがって、葉酸欠
乏とそれに基づく核酸合成障害により、胎生
早期に胎児の一部の細胞に生じた獲得性の
遺伝子変異(体細胞変異)が先天性心疾患の原
因となる可能性も考えられる。 
最近、心組織に存在する幹細胞(cardiac stem 

cell)が再生医療の観点から注目されている。
マウスおよびヒトの心組織より同定された
幹 細 胞 は c-kit 陽 性 、 な い し は side 
population(SP)分画に属する細胞であり、心筋
細胞、心血管内皮細胞および血管平滑筋細胞
への分化能を有する。一方 ES 細胞などの未
分化胚細胞を用いた検討では、FLK1(KDR)
陽性細胞が上記 3 系統の細胞に分化しうる心
幹細胞としての機能を有していることが証
明されている。胎生早期にこの心幹細胞に遺
伝子異常が生じると先天性心疾患の病因に
なりうると考えられる。 

FLK1 陽性細胞は心血管系のみではなく、
造血系を構築する幹細胞でもある。実際、出
生後は FLK1 陽性細胞は骨髄に存在し、血管
損傷などの侵襲時に骨髄から動員されて末
梢血中に出現、血管損傷部の血管内皮細胞の
再生に寄与することが報告されている。心臓
形成に重要な GATA4 や NKX2-5 などの転写
因子の異常が造血系の発生分化にも何らか
の影響を及ぼす場合、末梢血中の成熟した血
液細胞は正常な FLK1 陽性細胞に起源を持つ
造血幹細胞から発生したものであり、遺伝子
異常を持たない可能性が高い。この場合でも、
心幹細胞を含む FLK1 陽性細胞に胎生早期に
生じた遺伝子変異は、その細胞と同じ起源を
有する骨髄中の FLK１陽性細胞の一部に保
持されている可能性があり、この細胞群を分
離して解析することができれば、未同定の先
天性心疾患の（獲得性）遺伝子変異を明らか
にできる可能性がある。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、先天性心疾患において、胚細
胞変異ではない獲得性の変異の存在を証明
することを目的とし、これにより先天性心疾
患の発症メカニズムの解明を試みた。 
３．研究の方法 
 
(１) 先天性心疾患症例の病的心臓組織の採
取と収集 

根治手術が必要な先天性心疾患の手術時
に、必要な同意を得た上で切除された心臓組
織の一部を本研究用に利用し、DNA や RNA
を抽出するとともに一部を凍結保存した。 
(２) 末梢血よりの FLK1 陽性細胞の分離 
心臓組織の採取が困難な症例では、末梢血

を採取し単核球分画を分離した後に、FLK1
とその他の血管内皮細胞特異的な細胞表面
マーカーを用いて FLK1 陽性細胞(あるいは
血管内皮前駆細胞)を FACS で分離し、回収し
た。通常の非侵襲時には末梢血中を循環する
FLK1 陽性細胞はごく少数であり、充分な細
胞数が回収できない可能性が考えられたの
で、主に心臓カテーテル検査後や手術後など
の血管侵襲が加えられた後の採取検体で
FLK1 陽性細胞の分離を試みた。 
(３) 病的心臓組織、分離した FLK1 陽性細胞
を用いた遺伝子解析 
得られた心臓組織、末梢血より分離・回収

された FLK1 陽性細胞から DNA、RNA を抽
出し、心臓形成に関与する各遺伝子の遺伝子
変異の有無を PCR、シークエンス解析により
検討した。現在までに末梢血を用いた解析で
変異が報告されている遺伝子 (GATA4、
NKX2-5、TBX5 等)に加えて、心血管形成に
関与する遺伝子(ETV6 等)や、遺伝子を欠失し
たマウスモデル等で心奇形を表現型として
有する遺伝子(PTPN11、TBX1 等)の遺伝子な
どを対象とし、その発現を確認するとともに、
全遺伝子領域を PCR で増幅し、塩基配列を確
認した。 

また遺伝子領域の欠失、転座などの異常の
有無を検討するために、TBX1 等の各候補遺
伝子の全領域をカバーする FISH プローブを
作製(BAC クローン)し、間期核 FISH 法にて
検討した。また FISH 法では検出できない微
小欠失(一部のエクソン欠失など)の有無に関
しては、抽出した DNA を用いて、各遺伝子
に関して MLPA (multiplex ligation- dependent 
probe amplification)法を行い遺伝子内の微小
領域欠失の有無に関して検討した。 
 
４．研究成果 
(１) 先天性心疾患症例の病的心臓組織の採
取と収集 
 研究期間内に 26 例の心臓組織を集積し得
た。 
(２) 末梢血よりの FLK1 陽性細胞の分離 
心臓組織の採取が困難な症例では、心臓カ



 

 

テーテル検査後に末梢血を採取子、FLK1 陽
性の血管内皮前駆細胞の分離を試みた(図１)。
分離した末梢血単核球分画を受容体型チロ
シンキナーゼである FLK1 のリガンドである
VEGF の存在下で短期間培養することにより、
FLK1 陽性細胞の維持・増幅が可能となり、
単核球分画から直接 FLK1 陽性細胞を分離す
る場合と比較して、FLK1 陽性細胞の回収率
は改善した(図２)。 

 
(３) 病的心臓組織、分離した FLK1 陽性細胞
を用いた遺伝子解析 

採集した心臓組織から DNA を抽出し、ま
ず直接シークエンス法で候補遺伝子の全エ
クソンを解析した。解析し得た範囲では、心
臓組織に有意な遺伝子変異は認められなか
った。また候補遺伝子領域の欠失などのコピ
ー数の異常に関して、心奇形を高頻度に合併
する先天異常である 22q11.2 欠失症候群の責
任遺伝子 TBX1 と、心臓幹細胞の形成に関与
する転写因子である ISL1 に着目して解析を
行った。解析はまだ継続中であるが、TBX1
遺伝子に関しては、数例の心臓組織で一部の
エクソンのコピー数の異常が認められてお
り、今後の検討課題である。 

FLK1 陽性細胞を用いた解析はまだ継続中
であるが、直接シークエンス法を用いた解析
では現時点で有意な遺伝子変異は同定でき
ていない。今後継続していく予定である。 
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