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《研究の概要》 

 

心臓疾患については心筋梗塞など代表とする後天性の疾患群と遺伝的要因を病因とす

る疾患群がある。本研究は後者にフォーカスをしぼりその病因、病態並びに治療法の開発

を目的とする。第一に心の発生異常に基づく病因の解明である。染色体 22 番長腕の q11 領

域には多くの心臓の発生に関与する遺伝子が局在することが知られている。柳澤班員は白

血病細胞から分離されたプローブを用いて先天性心疾患の発症の病因遺伝子を単離するこ

とを研究課題とした。いくつかの遺伝子が単離、同定されたが、臨床例の検討では今回同

定された遺伝子に変異は認められなかった。今後、更に新しい病因遺伝子の同定が必要と

考えられた。第二に心筋の細胞膜蛋白遺伝子欠損による遺伝的心筋症の治療法の開発であ

る。細胞膜蛋白遺伝子欠損の動物モデルにおける HVJ リポゾーム並びにアデノ随伴ウイル

ス（rAAV）をベクターとして用いた遺伝子治療の効果の検討を豊岡班員が行った。両者ベ

クターともに遺伝子発現が認められたが HVJ リポゾームではその発現時間が短く臨床応用

には困難と考えられた。rAAV においては遺伝子発現は投与後 30 週まで認められ、さらに

生化学的、病理学的、臨床的にも効果が認められた。臨床的に心筋症の治療に結びつくも

のと考えられが、今後ヒトへの臨床応用を視野にいれた研究の推進が必要と考えられた。

第三は遺伝的心筋症の病因、病態の解明である。心筋症ハムスターを用いて細胞膜蛋白の

一つであるδ-sarcoglycan の遺伝子解析、c-myc、c-H-ras、BNP、endothelin-1、GATA-4 な

どの心肥大誘導遺伝子の発現の検討、心筋の病理学的検討を阪本班員が行った。δ-

sarcoglycan 遺伝子が独立した心筋症の原因遺伝子であること並びに dystrophin-

associated glycoprotein complex（DAGC）（心筋形質膜）と desmin（Z 線）が心筋細胞骨

格をなすことが明らかとなった。これらの知見は遺伝性心筋症の薬物治療を含めた治療法

の開発に寄与するものと考えられるが、更に詳細な病態の解明が今後の課題と考えられた。

第四は心筋障害を合併する先天代謝異常症の病態及び治療法の開発である。衛藤班員は

ゴーシェ病及びファブリー病の遺伝子解析を行いゴーシェ病では D409H／D409H という遺

伝子型が心弁膜の石灰化という特有の心症状を呈することを明らかにした。また、ファブ

リー病ではミスセンス変異の症例では心肥大などの心合併症を伴いやすいことを明らかに

した。これら二つの疾患では酵素補充療法が臨床的に用いられているがその他の臓器への

有効性に比較し心には十分な効果は認められなかった。今後心症状を発症する病態並びに

心合併症に有効な酵素製剤の開発が重要な課題と考えられた。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

1）先天性心疾患を起こす原因遺伝子の単離：染色体 22 番長腕の q11 領域には心臓の発生

に関与する遺伝子を含む複数の遺伝子が存在しこの領域の欠失は先天性心疾患を伴う先天

奇形症候群を発症する事が知られている。その中で DiGeorge 症候群は心奇形、免疫不全、

特徴的顔貌を呈する代表的疾患である。今回の研究の目的は本症候群の原因遺伝子を単離、

同定しその病態を明らかにすることを第一とし、心疾患を発症するこの領域に存在する遺

伝子について種々の先天性心疾患患者での変異について検討を行い、その役割を解明する

ことである。 

2）細胞膜蛋白遺伝子欠損による心筋症の病態解明と治療法の開発：圧負荷や容量負荷など

の要因がないにもかかわらず心筋細胞の肥大、変性、脱落を来す特発性心筋症は最終的に

死にいたる予後不良の疾患である。その治療として種々の薬物療法が開発されており、患

者の予後は徐々に改善はしているが根本的治療として心臓移植が行われている。しかし、

移植にはドナーの絶対数の不足、脳死の判定など多くの社会的、倫理的な問題の他に、移

植に伴う拒絶反応の予防など医学的な問題が存在し最善の治療とは言い難い。本研究では

遺伝子異常の同定されている心筋症のモデル動物を用いてその遺伝子治療の可能性を検討

する事を目的とする。 

3）遺伝性心筋症の病態及び成因に関する研究：遺伝性心筋症はその成因や治療が明らかに

されていない予後不良の疾患である。これら心筋症の原因遺伝子として現在まで 10 前後

が同定されており、その多くは心筋の収縮を担う蛋白質をコードしている。その動物モデ

ルとして心筋症ハムスターが発見されており肥大型を呈する BIO14.6 と拡張型を呈する

TO-2 が有名である。既にこれら心筋症ハムスターでは筋形質膜の裏打ち蛋白である

dystrophin に結合する蛋白であるδ-sarcoglycan 遺伝子の 5’上流部分を含むゲノムが欠

失している事が明らかにされている。そこで今回の研究では心筋症ハムスターで欠損する

遺伝子はδ-sarcoglycan 遺伝子のみであるか、また TO-2 の重症化に関わる遺伝子異常と

その発症機構を明らかにする事を目的とする。 

4）心合併症をきたす先天代謝異常症の病態及び治療法に関する研究：先天代謝異常症は当

該基質の分解に関与する酵素をコードする遺伝子の異常により発症する疾患である。肝牌

腫や神経症状を主な症状とするが、心症状が前面に出現する亜型も存在する。すなわち、

ゴーシェ病 3c 型やファブリー病の心臓型などである。これら亜型においてはその病態や
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治療法は現在まで明らかにされていないのが現状である。そこで本研究ではこれらの特殊

な病型を呈する遺伝子異常の解明及び治療法の開発を目的とする。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

1）t（11;12）（q23;q11.2）より MLL 遺伝子の再構成を用いて単離した 22q11.2 に局在する

CDCREL1 とその近傍の Glycoptotein（GP）1bβの種々の臓器での発現を調べ、染色体 22 番

長腕欠失症候群との関連を検討する。CDCREL1 と GP1bβをプローブとして用いてヒト BAC

ライブラリーからこの周辺の領域の BACをスクリーニングし、BACコンティングを作成し、

染色体 22 番長腕欠失症候群の患者検体を用いて共通欠失領域の解析を試みる。共通欠失

領域で発見された 16個の遺伝子のうちノックアウトマウスで心奇形が発生した TBX1、CRKL、

UFD1L 遺伝子につき先天性心疾患患者 100 例の末梢血より DNA を抽出し、各エクソンをは

さむプライマーを作成し PCR-SSCP 法により移動度の異なるバンドを切り出し direct 

sequence 法により塩基配列を決定する。 

2）心筋症動物モデルの各病期の心筋から mRNA を抽出し DAGC の一つであるδ-sarcoglycan

（δ-SG）cDNA をプローブとして northern blot 法を施行した。人工呼吸器下で動物モデ

ル左室心尖部に CMV プロモーターで駆動させたレポーター遺伝子の lacZ 及びδ-SG 遺伝子

を含む HVJ リポソームを注入した。7 日後の心臓を摘出しβ-gal、α-SG、β-SG、γ-SG 及

びδ-SG 抗体で免疫染色した。また、レポーター遺伝子として GFP 遺伝子を用いて遺伝子

発現を確認した。同様の方法を用いてδ-SG 遺伝子を組み込んだ rAAV ベクターを作成し動

物モデルの心臓に投与した。30 週後に心臓を摘出しα-SG、β-SG、γ-SG 及びδ-SG の発

現を northern blot 法並びに免疫抗体法で同定するとともに心カテーテル法や心超音波法

を用いて左室拡張期圧、中心静脈圧、左室駆出率などの心機能を測定した。 

3）δ-SGcDNA をプローブに用いて正常ハムスターのλphage genomic library をスクリー

ニングしδ-SG 遺伝子の 5’上流域をクローニングした。5’RACE 法でδ-SG 遺伝子の複数

のエクソン 1 をクローニングし、正常ハムスター心筋における各エクソンとスプライスさ

れるδ-SG 転写産物の相対的発現量を半定量 RT-PCR で検討した。心筋症ハムスターで欠失

する全ゲノム領域をカバーする制限酵素断片をプローブとして正常ハムスター心筋の RNA

ブロット解析を行った。正常ハムスター、動物モデルの左室における c-myc、c-H-ras、BNP、

endothelin-1、GATA-4、β-myosin heavy chain、α-skeletal muscle actin の遺伝子発

現量を半定量 RT-PCR で検討した。正常ハムスター、動物モデルの左室の病理像及びアポ

トーシスの検討を行った。さらに正常ハムスター、動物モデルの左室から生化学的手法を

用いて筋原繊維を精製し、myosin、actin を段階的に除去したサンプル、あるいは加齢し

たサンプルを用いて sarcomere 蛋白質を western blot 法で解析した。 

4）ゴーシェ病においてはエクソン 2 から 11 までを増幅する PCR 条件にて各エクソンを得

た後、日本人ゴーシェ病 100 例について 7 つの common mutation（84GG、IVS2+1、F213I、

L444P、D409H、R463C、N370S）の有無を制限酵素切断法にて同定した。これら変異の同定

されない症例については SSCP 法を用いて変異の局在を同定し、塩基配列法により変異を

同定した。変異と臨床症状そして酵素補充療法の効果との相関を検討した。ファブリー病

においては酵素補充療法中である 18 例の患者についてエクソン 1 から 7 までを PCR 法に

て増幅し SSCP 法を用いて変異の局在を同定し、塩基配列法により変異を同定した。変異と
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臨床症状そして酵素補充療法の効果との相関を検討した。 

 

Ⅲ 研究成果 

1）白血病の t（11;22）（q23;q11.2）の患者より、11q23 に座位する MLL 遺伝子の再構成を

用いて 22q11.2 の染色体切断点の遺伝子を単離、同定したところ、細胞分裂に関与する

CDCREL1 遺伝子であった（文献 10）。この遺伝子の種々の臓器での発現を検討したところ、

脳、心臓でのみ発現がみられ、白血病細胞株ではほとんど発現がみられなかった。この遺

伝子の 3’側に血小板 GPIbβがあり、CDCREL1 と GPIbβの融合転写産物がみられることが

ある。この転写産物の発現頻度は正常細胞より白血病細胞で高い傾向がみられた。この 2

つの遺伝子をプローブにしてヒト BAC ライブラリーより、この周辺の領域の BAC をスク

リーニングし、10個の BACによりコンティグを作成し、このうち 2つを用いて fluorescence 

in situ hybridization（FISH）法により、t（11;22）‐白血病細胞を検討したところ 2 つ

の BAC クローンいずれもスプリットがみられ、この BAC の中で切断点がみられることが判

明した。この BAC と以前に我々が t（11;22）（q23;q13）‐白血病より単離、同定した p300

遺伝子、ユーイング肉腫の 22q13 に座位する EWS 遺伝子を手がかりに、ヒト BAC ライブラ

リーから BAC クローンをみいだし、近傍の領域のコンティグを作成し、染色体 22 番長腕

欠失症候群や DiGeorge 症候群の患者検体を用いて 22q11.2 の共通欠失領域の解析を試み

た。共通欠失領域は 5 つの BAC の 2Mb の領域にあることが示唆された。 

また 22q11.2 領域から、DiGeorge 症候群の候補遺伝子 UFD1L が単離された。この遺伝子

は dHAND 遺伝子により制御され、遺伝子の 5’側には CDC45 遺伝子が座位し、ユビキチン

蛋白の degradation に関与する。我々は、先天性心疾患の患者へのこの遺伝子の関与と病

型との関係を明らかにするため、30 例の患者の末梢血から DNA を抽出し、各 exon をはさ

むプライマーを作成して、PCR-SSCP 法を用いて検討を行ったが、変異は検出できなかった。 

現在 TBX1 と CRKL 遺伝子の各 exon をはさむプライマーを作成し、同様の検討を行って

いるところである。 

2）初期に肥大型心筋症（HCM）を呈し末期には拡張型心筋症（DCM）に至る動物モデルであ

る BIO14.6 系ではδ-SG 以外の SG は一部残留していたの対し、初期から DCM を呈する TO-

2 系ではδ-SG を含め全 SG が発現していなかった。この結果は全 SG 完備している場合に

は正常機能を有しδ-SG のみの遺伝的欠損の場合には HCM を示し、代償不能の拡張相では

全 SG が消失するという病態を示唆していた。一方、動物モデルの心筋においては mRNA は

α-SG、β-SG、γ-SG ともに正常ハムスターと同様に発現していた。従って、各 SG の蛋白

発現は系と年齢により変化し重症度と一致していた。レポーター遺伝子の検討ではβ-gal

の発現は特異性が高い抗体を用いれば従来の組織学的染色よりも免疫染色の方が感度の点

で優れていた。また、GFP 遺伝子をレポーター遺伝子として用いる方法は心筋に存在する

NAD／NADP が同一波長の蛍光を発するため適さないことが明らかとなった。HVJ リポソー

ムを用いた遺伝子治療については TO-2 の心筋にδ-SG と lacZ 遺伝子を共発現させた結果、

β-gal の発現部位に一致して心筋細胞に全 SG 蛋白が明瞭に染色された。この結果は HVJ

リポソームは心筋への遺伝子導入に有効なベクターを示唆していたが、発現時間が短く慢

性疾患である心筋症の治療には適さないと考えられた。一方、rAAV ベクターを用いた遺伝

子治療においては、投与 30 週後においてもδ-SG の mRNA と翻訳蛋白が細胞膜に発現して
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おり、さらにα-SG、β-SG、γ-SG も再発現し萎縮していた心筋細胞の直径も改善した。

更に左室拡張末期圧、左室最大拡張圧速度、中心静脈圧、左室収縮径、左室駆出率などの

心機能が一部正常化した。そして生命予後も改善していた。 

3）正常ハムスターδ-SG には 3 つの第 1 エクソン（Exon 1A、Exon 1B、Exon 1C）が存在

し、タンパク質の翻訳領域は第 2 エクソン（Exon 2）から始まっていた。Exon 1C、Exon 1B

は Exon 2 の 5’側それぞれ 24.7kb、21.2kb 上流に存在した。正常心筋における各第 1 エ

クソンとスプライスされるδ-SG の transcript の相対的発現量は、Exon 1B≫Exon 1A＞

Exon 1C であった。全ての心筋症ハムスターで、δ-SG の Exon 2 の 5’側 6.1kb 上流から

29.8kb の範囲が欠失していた。このゲノムの欠失の結果、Exon 1B と Exon 1C が欠失し、

これがδ-SG の mRNA とタンパク質の欠損の原因であることが分かった。心筋症ハムスター

で欠失するゲノム領域には、δ-SG の Exon 1B と Exon 1C のみで心臓で発現する他の遺伝

子はコードされていなかった。 

c-myc、c-H-ras、BNP、endothelin-1、GATA-4 などの心肥大誘導因子、あるいはβ-myosin 

heavy chain などの心筋構成成分の遺伝子発現は、驚いたことに、いずれも TO-2 で BIO14.6

よりさらに冗進していた。TO-2 で心肥大関連遺伝子の強い活性化にもかかわらず肉眼的肥

大を認めないことは、心筋変性が BIO14.6 より激しく起こっているためと考えられた。 

TO-2 では、BIO14.6 に比べて線維化と炎症細胞浸潤が強かった。また apoptosis に関し

ては、TUNEL 法および DNA laddering のいずれにおいても、TO-2 と BIO14.6 の間に有意差

はなかった。以上のことから、TO-2 では何らかの原因で necrosis を主とした心筋変性が

亢進していることが示唆された。 

次に、心筋の電子顕微鏡解析を行ったところ、TO-2 では sarcomere の Z 線が細いことを

見出した。このことは、拡張型心筋症では Z-line に存在するタンパク質をコードしている

遺伝子に異常が存在することを示唆した。 

そこでまず、変性の少ない生後 6 週の心筋を用い、Z-line 上の既知のタンパク質（α-

actinin と desmin）の存在を Western blot で解析したが、発現量は正常であった。次に、

古典的な生化学的手法に従い心筋を、筋原線維（Z+A+I lines）、myosin の除去（Z+I lines）、

actin の除去（Z line only）と段階的に精製し、再び Western blot を行った。驚いたこ

とに、拡張型でのみ、actin を除去したサンプルではα-actinin と desmin の双方が激減し

ていた。このことは、拡張型では Z-line の構造がもろく物理的ストレスを加えるとα-

actinin や desmin が脱落することを意味した。心臓は生まれてから死ぬまで常に収縮とい

う物理的ストレスに曝されているので、このα-actinin と desmin の脱落現象は、精製を

しなくとも加齢した心筋標本でも見られるはずだと考えた。実際、拡張型の心筋ではα-

actinin は加齢脱落しないが desmin は加齢脱落し、特に、自然死した拡張型の心筋では

desmin は完全に消失していた。一方 TO-2 では、δ-sarcoglycan 欠損に伴うα-sarcoglycan

の二次的脱落がより早期に進行することも見出した。 

加齢による脱落が desmin に特異的であることは、desmin あるいはそれに近接するタン

パク質が拡張型心筋症の原因遺伝子である可能性を示唆した。クローニングの結果、正常

ハムスターの desmin cDNA は、open reading frame が 1,407 塩基で、469 残基からなる分

子量 53,445 のポリペプチドをコードしていることが推定された。現在、拡張型心筋症ハム

スターの desmin cDNA の塩基配列の決定を急いでいる。 
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4）ゴーシェ病 3c 型は日本人 100 例中、一家系 2 例存在していた。3c 型においては心弁膜

の石灰化が特徴的な心合併症でありその結果、大動脈弁閉鎖不全、僧帽弁閉鎖不全を呈し

ていた。この家系の遺伝子型は D409H／D409H であった。この遺伝子型はアラブ、スペイ

ン、トルコの 3c 型全例において同定されており本遺伝子型と臨床型との密接な関係を示

していた。また、D409H／？の遺伝子型をもつ患者 5 例中 2 例において同様な心合併症を

呈していた。これらの症例おいては酵素補充療法を施行により肝牌腫、貧血、血小板減少

は改善したのに対し、心合併症は改善せず心不全が進行した。従って、酵素補充療法はゴー

シェ病の心合併症には有効でない事が明らかとなった。ファブリー病 18 例中、一例に左室

肥大、心電図異常という心合併症が認められた。この患者の遺伝子型は L23H というミスセ

ンス変異であった。古典的ファブリー病では欠失、スプライス異常、ナンセンス変異がほ

とんどであり臨床型と遺伝子型との相関が認められた。酵素療法の結果、腎、肝における

CTH の減量は明らかであったが心における改善は症例により差異が認められた。 

 

Ⅳ 考察 

1）我々の t（11;22）‐白血病の 22q11.2 により単離した CDCREL1 遺伝子は DiGeorge 症候

群の候補遺伝子の推測される領域にあることがわかり、この遺伝子を用いて、近傍の BAC

をスクリーニングして候補遺伝子の同定を検討した。この間に、少なくとも 27 個の遺伝子

が存在することが判明し、この領域全体のノックアウトマウスでは心奇形が見られること

が報告された。最近、別のノックアウトマウスの解析が報告され、これまで知られた

DiGeorge 症候群の欠失領域の両端の合計 550kb（16 個の遺伝子を含む）の欠失では正常の

心血管形成が起こり、DiGeorge 症候群の原因遺伝子は HIRA から COMT の間の 900kb の領域

に存在すると考えられた。さらに最近、3 つのグループからほぼ同時にこの領域に座位す

る TBX1 遺伝子のノックアウトマウスに心奇形が発生したことが報告され、この遺伝子が

DiGeorge 症候群の原因遺伝子の可能性が高いと考えられた。しかしその直後にさらに別の

グループにより、CRKL 遺伝子という TBX1 とは全く異なる遺伝子のノックアウトマウスに

やはり心奇形が発生することが報告され、心奇形の原因遺伝子は複数存在すると考えられ

た。 

我々は 30 例の先天性心疾患症例で UFD1L の PCR-SSCP 法による変異の検討を行ったが、

変異はみられなかった。UFD1L 遺伝子の先天性心疾患患者への関与は少ないものと思われ

た。さらにノックアウトマウスで心奇形のみられた TBX1 遺伝子の変異の検討は行ってい

るが、現時点では nonsense mutation はみられない。現在 CRKL 遺伝子についても検討を

開始している。さらに先天性心疾患症例を 100 例集めて検討をする予定である。 

2）今回の研究ではジストロフィン結合糖蛋白の障害により心筋症やこれと類似した病態

が発生することが明らかとなった。さらに rAAV を用いた心筋症の遺伝子治療については

生化学的、病理学的、臨床的に効果が認められ有望な治療法と考えられた。これらの研究

成果は心筋症の病態を解明するとともに薬物療法の開発に多いに寄与するものと考えられ

る。遺伝子治療についても完全な治癒という状態には至っておらずプロモーター領域の改

変を含むより発現効率の高いベクターの開発及び安全性の確認など今後の臨床応用につい

ての研究を継続していく予定である。 

3）本研究の成果は大きく分けて 2 つある。まず、δ-sarcoglycan 遺伝子を独立した心筋
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症のの原因遺伝子として証明したことである。δ-sarcoglycan は、α-、β-、γ-

sarcoglycans と共に、dystrophin に結合する糖蛋白質複合体を構成し、いずれの遺伝子異

常でも肢帯型筋ジストロフィー症を発症するが、その際心筋症が合併するのは 10％前後で

あり、両者の相関関係は長く謎に包まれていた。他の sarcoglycan 遺伝子の異常と心筋症

の関係ならびにその発症機構の解明が今後期待される。 

もう一つの成果は、心筋収縮の基本装置である sarcomere に存在する Z 線の新しい機能

を示唆する知見を得たことである。Z 線は、sarcomere の横紋に相当する構造であるが、従

来これは myosin と actin を主とした筋収縮タンパク質の支持体と考えられていた。今回

の研究で TO-2 においては、Z 線の構成タンパク質である desmin が加齢と共に特異的に脱

落すること、心筋形質膜に存在するα-sarcoglycan が極めて早期に脱落すること、を見出

した。このことは、dystrophin-assocaited glycoprotein complex（心筋形質膜）と desmin

（Z 線）との物理的な結合を示唆するものである。この新しい細胞骨格の成り立ちは、TO-

2 における第二の心筋症遺伝子の最終的な解明を通じ、近い将来明らかにされるはずであ

る。 

4）今回の研究ではゴーシェ病においては D409H／D409H という遺伝子型が心合併症を発症

することが明らかとなったが、その病態には不明な点が多い。今後はこの遺伝子型を持つ

患者の培養皮膚繊維芽細胞を用いて変異グルコセレブロシダーゼの細胞内動態を明らかに

する必要があると思われる。さらに mutagenesis の手法を用いて D409H の変異蛋白を作成

し、活性などを含む酵素学的検討も必要と考えられる。現在治療に用いられている酵素製

剤は肝臓、牌臓のマクロファージにターゲットするよう糖鎖を修飾してある。しかし、臨

床的にはこの酵素製剤は心合併症には有効性が乏しく今後は心筋細胞に取り込みが良好な

酵素製剤の開発が急務と思われる。ファブリー病においてはミスセンス変異が心合併症と

高い相関を示した。この事実は残存酵素活性の高い患者においては心合併症の発症に留意

すべき事を示していると考えられた。ファブリー病においても酵素補充療法による心の蓄

積物質のクリアランスは他の臓器に比較し十分ではなかった。ただし、今回は投与期間が

6 ケ月と短期であったことも考慮すべきと考えられた。 
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