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≪研究の概要≫ 

１．心不全の発症に関連する新規遺伝要因の探索を目的として、Affymetrix 社の約 90 万種

の SNP を搭載したアレイを用いたゲノムワイド SNP タイピングを実施し、得られたデー

タを用いてゲノムワイド関連解析(Genome-Wide Association Study: GWAS)を実施した。

具体的には，ケース群 60 検体、コントロール群 417 検体を用いた GWAS を実施した。ゲ

ノムワイド有意水準（P <5x10-8）を超える SNP は見られなかったが、P<10-4 を示す SNP

は 34 か所見られた。そのうちいくつかの SNP 近傍の遺伝子については、既に心不全との

関連が示されているものが含まれていた。 

GWAS による疾患関連遺伝要因の同定には至らなかったが、複数の候補 SNP
が見出された。今後検体数を増やした解析、または独立の集団での解析を実施

する事により、疾患関連遺伝要因の同定が進むことが期待される。 
 
２．心不全患者に特有のミトコンドリアゲノムの変異等を見つけることを目的

とし、Affymetrix 社の GeneChip Human Mitochondrial Resequencing Array 
2.0 を用いてミトコンドリアゲノム配列を決定した。 
取得された 87 検体の平均 call rate は 97.08%となり、良好なデータの取得が

出来た。塩基配列の出力方法として SNP view（図３）と sequence view（図４）

が 可 能 と な っ て お り 、 reference と し て は MITOMAP database 
(https://www.mitomap.org/MITOMAP) の Revised Cambridge Reference 
Sequence (RCRS)が採用されている。その為日本人とは異なる配列を持つ可能

性があり、reference と異なる配列（緑）については、日本人健常集団での配列

を確認する必要がある。今回取得されたデータはすべて患者群となるため、患

者 群 と の 比 較 は ヒ ト ミ ト コ ン ド リ ア ゲ ノ ム 多 型 デ ー タ ベ ー ス

（http://mtsnp.tmig.or.jp/mtsnp/index.shtml 
）のデータを利用した。今回配列決定を行った検体について、n が多い個所を

確認したところ、リピート配列部分に集中しており、タイピング上のエラーか

実際に indel 等の存在があるかの区別は困難であった。ただし、患者群のみに存

在する n は、患者群特有の構造を反映する可能性もあるため、今後解析の際に

注意が必要と考えられる。また、2 種類以上の塩基を示した配列（赤）について

はヘテロプラスミと考えられ、患者群でのみ特定の塩基についてヘテロプラス

ミとなっている可能性も考えられる。 
 
３．Sirt4 はミトコンドリアに存在し ADP リボシル化反応を触媒し、TCA サイ



クルの調節にも関与している。これらのことから Sirt4 には心筋の代謝回転と細

胞死を直接結びつけ制御する重要な因子であることが示唆される。本研究にお

いては Sirt4 の構造モデリングを行い、この問題に取り組むことを目指した。実

際にはホモロジーモデリング、threading, Rosetta 法を試し、得られた構造モデ

ルを手法間で比較することにより、より正解に近いと予想されるモデルを選抜

することを試みた。得られたフォールドに対して、補酵素 NAD+とのドッキン

グﾞ、さらに基質タンパク質であるグルタミン酸脱水素酵素とのドッキングｼﾐｭﾚ

—ｼｮﾝを検討し、複合体モデルを得た（図 B）。このような複合体構造により、Sirt4
は、グルタミン酸脱水素酵素を ADP リボシル化すると考えられる。 
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研究報告 

 
I. 研究目的 
 

心不全(HF)は我国も含め､世界で最も死亡率が高く､患者の QOL､生命予後と医療財

政を長期圧迫する最大病因である｡特に我国では血管源性の脳梗塞や心筋梗塞は予防と

治療の進歩で減少傾向にあるが､重症心不全（AdHF）による死亡率は依然増加している｡

我国の AdHF は欧米と異なり､小児では最も予後の悪い拡張型心筋症(DCM)､中年以降

では高血圧性心不全が好発する｡心移植法改定後も需要が供給を上回り､依然､海外移植

に依存する現状は国際的な顰蹙を買っている｡発症前診断､予防と治療に独自の戦略が



求められる｡ 

DCM の 3~4 割に遺伝子変異を認める(Hershberger et al., Nature, Review Cardiol, 

2013 )｡ iPS による心筋再生治療は自己細胞を用いるため､①変異遺伝子を保持したま

ま再生心筋を移植すること､②iPS 細胞の作製過程で変異を惹起し､その頻度は一部の

固形ｶﾞﾝに匹敵する(Thurman et al., Nature, 2012)など､問題が山積している｡これらの

点から､iPS を次世代医療に活かすには遺伝子的に健全な細胞株を用いる必要がある｡ 

AdHF は急性､慢性ともに地域差が大きい｡従来の HCM､DCM の他に HCM から DCM

に移行する HDCM の報告は我国が大部分を占める｡更に､ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ(mt)のは酸化的燐酸

化酵素の遺伝子変異による mtCM も AdHF を起こす(小沢ら､蛋白質・核酸・酵素､1990)｡ 

核遺伝子同様､mt も独自のｹﾞﾉﾑを有し､自身が生産する活性酸素で後天的にも変異す

る｡人類発生以来､変異と淘汰を繰り返して､現在 150 以上の haplogroup を示す｡その結

果､民族差が大きく､外国ﾃﾞｰﾀを鵜呑みできない｡東ｱｼﾞｱ系も中国や朝鮮半島に無い我国

固有の遺伝子変異が多数存在し､容易に変異する事を示している(Shin, Toyo-oka et al., 

Am.J. Hum.Genet., 2000)｡以上から､今回の研究目的を次の 3 点に要約する｡ 

 

I.  民族差を考慮して､日本人と白人との心不全関連遺伝子について､核と変異を起こし

易い mt 遺伝子を同一患者で同時に解析して､transgenomics を完成する｡ 

Ⅱ.sirtuin 類や translocator 類に代表される核遺伝子でﾀﾝﾊﾟｸ合成後､細胞質から mt に移

行して呼吸機能､ｱﾎﾟﾄｰｼｽ､ｵｰﾄﾌｧｼﾞｰやﾐﾄﾌｧｼﾞｰを介して心機能を質的に､または量的に

制御する機構と､その破綻から心不全に至る過程を高次構造から解明する｡ 

Ⅲ.核ｹﾞﾉﾑとmtｹﾞﾉﾑの相互補完､または相反性階層構造を生物物理的に立証して､最終的

に iPS 細胞や遺伝子治療による次世代医療の基盤整備を目指す｡ 

 

 以下三つのテーマについて，それぞれ報告をまとめる。成果の報告は，最後にまとめ

て示している。 

 
A. GWAS による心不全に関連する新規遺伝要因の探索（徳永勝士） 
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図１ Principal Component Analysis
A) 解析対象検体とHapMapサンプル(JPT, CHB, CEU, YRI)でPCAを実
施。B) A)から15検体除外した解析対象検体とHapMapサンプル(JPT, 
CHB)でPCAを実施。

I. 研究目的 

 心不全の発症に関連する新規遺伝要因の探索を目的として、Affymetrix 社の約 90 万種の

SNP を搭載したアレイを用いたゲノムワイド SNP タイピングを実施し、得られたデータを

用いてゲノムワイド関連解析(Genome-Wide Association Study: GWAS)を実施した。 

 

II. 研究計画および材料と方法 

 心不全患者群 106 検体をケース群、健常者群 418 検体をコントロール群として GWAS を

実施するため、Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 を用いたゲノムワイド

SNP タイピングを実施した。QC call rate>86%, contrast QC>0.4 の検体のみを解析対象と

した（ケース群 92 検

体、コントロール群

418 検体）。対象検体

に対して HapMap デ

ータ（日本人、中国人、

ヨーロッパ人、アフリ

カ人）と共にPrincipal 

Component Analysis 

(PCA)を実施し、ヨー

ロッパ人とクラスタ

ーを形成する 15 検体

を除外した（図１A）。

次に、HapMap データ

（日本人、中国人）と

共に PCA を実施し、

ケース・コントロール群および日本人のクラスターから外れた 11 検体を除外した（図１B）。

また Identity by Descent 

(IBD)テストを実施し、同

一検体と思われる 6 検体

および親族と思われる 1

検体の合計 7 検体を除外

した。約 90 万種 SNP に

対して、SNP call rate 

<0.98, Minor Allele 

Frequency (MAF) <0.05, 

Hardy-Weinberg 

Equilibrium (HWE) 

p-value <0.001 でフィル

タ リ ン グ を 実 施 し 、

504,281SNP を最終的な解析対象とした。 



 

III. 研究成果 

 ケース群 60 検体、コントロール群 417 検体を用いた GWAS を実施した（図２）。ゲノム

ワイド有意水準（P <5x10-8）を超える SNP は見られなかったが、P<10-4 を示す SNP は

34 か所見られた。そのうちいくつかの SNP 近傍の遺伝子については、既に心不全との関連

が示されているものが含まれていた。 

 

IV. 考察 

 GWAS による疾患関連遺伝要因の同定には至らなかったが、複数の候補 SNP が見出され

た。今後検体数を増やした解析、または独立の集団での解析を実施する事により、疾患関

連遺伝要因の同定が進むことが期待される。 

 

 

B.  Human Mitochondrial Resequencing Array を用いたミトコンドリアゲノ

ムデータ取得（徳永勝士） 
 
I. 研究目的 

 心不全は、心筋梗塞・高血圧・弁膜症・心筋症などすべての器質的心疾患の末期像であ

り、心不全に陥った心筋では、リモデリングと呼ばれる心筋の構築・機能変化が認められ、

その形成・進展にはミトコンドリア由来の酸化ストレスが密接に関係する。また、近年で

はミトコンドリアの損傷による炎症反応を介した心不全の発症機序の 1 つが明らかになり

（Nature, 2012）、BCL2L13 がミトコンドリアの形態変化を誘導し、ミトコンドリア特異

的なオートファジーの受容体として機能する事も報告されている（Nature Communication, 

2015）。こうした研究から、心不全には核ゲノムの遺伝要因のみならず、ミトコンドリアゲ

ノムの遺伝要因も大きく関係している事が予想される。 

 本研究では、心不全患者に特有のミトコンドリアゲノムの変異等を見つけることを目的

とし、Affymetrix 社の GeneChip Human Mitochondrial Resequencing Array 2.0 を用い

てミトコンドリアゲノム配列を決定した。 

 

II. 研究計画および材料と方法 

 解析対象は心不全患者群 90 検体とし、Human Mitochondrial Resequencing Array 2.0

を用いた配列決定を実施した。このアレイは、1 枚のアレイで約 16kb のミトコンドリアゲ

ノムの解析を可能とし、ヘテロプラスミの突然変異も検出できることから、本解析に適し

ていると考えられる。3 セットのプライマーセットで全領域を PCR 増幅した後、精製・フ

ラグメント化し、ラベルを付けた後にアレイにハイブリさせ、データを取得した。Call rate 

>95%の 87 検体のデータのみ採用した。 



 

III. 研究成果 

 取得された 87 検体の平均 call rate は

97.08%となり、良好なデータの取得が出

来た。塩基配列の出力方法として SNP 

view（図３）と sequence view（図４）

が可能となっており、reference として

は MITOMAP database 

(https://www.mitomap.org/MITOMAP) の

Revised Cambridge Reference Sequence 

(RCRS)が採用されている。その為日本人とは異

なる配列を持つ可能性があり、reference と異な

る配列（緑）については、日本人健常集団での

配列を確認する必要がある。今回取得されたデ

ータはすべて患者群となるため、患者群との比

較はヒトミトコンドリアゲノム多型データベー

ス（http://mtsnp.tmig.or.jp/mtsnp/index.shtml 

）のデータを利用した。今回配列決定を行った

検体について、n が多い個所を確認したところ、

リピート配列部分に集中しており、タイピング上のエラーか実際に indel 等の存在があるか

の区別は困難であった。ただし、患者群のみに存在する n は、患者群特有の構造を反映す

る可能性もあるため、今後解析の際に注意が必要と考えられる。また、2 種類以上の塩基を

示した配列（赤）についてはヘテロプラスミと考えられ、患者群でのみ特定の塩基につい

てヘテロプラスミとなっている可能性も考えられる。 

 

IV. 考察 

 今後は患者群にのみ蓄積されている n や変異、ヘテロプラスミ等に注目した解析を実施

する。 

 

 
３）Sittuin 類の研究（小島 正樹，木原 裕） 
I. 研究目的 

 心臓病のうち約８割は虚血性心疾患であり、その多くがメタボリックシンドロームによ

り引き起こされる。虚血性疾患では心筋細胞が低酸素状態にさらされ細胞死を引き起こす

ことで心筋の機能障害が引き起こされ生命に重篤な危機を生じる。H9c2 cardiomyoblast 

cells（心筋芽培養細胞）を利用した実験で、Sirt4 は低酸素状態における細胞死に対して抵

抗性を示すことが既に報告されている（Liu et al, 2013; Park et al., 2014）。Sirt4 はミトコ

ンドリアに存在し ADP リボシル化反応を触媒し、TCA サイクルの調節にも関与している。



これらのことから Sirt4 には心筋の代謝回転と細胞死を直接結びつけ制御する重要な因子

であることが示唆される。したがって Sirt4 の機能を制御することが虚血性心疾患の治療に

重要な意義を持つことが予想されるが、Sirt4 の立体構造が未解明であることからその分子

機構が不明であり Sirt4 活性化薬剤の創薬上の１つの妨げとなっている。本研究においては

Sirt4 の構造モデリングを行い、この問題に取り組むことを目指した。 

 近年のタンパク質構造モデリングの手法の発展により、さまざまなモデリング手法を試

すことが可能となっている。モデリング手法には鋳型構造に依存したもの（ホモロジーモ

デリング、threading 等）と、de novo モデリング（Rosetta 法等）に大別することができ

る。ホモロジーモデリングの場合には鋳型構造と 30%以上のアミノ酸相同性があるアミノ

酸配列であれば、全体構造が正しいモデル構造を作成することが可能と言われている。ま

たロゼッタ法が発表されて以来 de novo モデリングの正答率も高まり、近年では数個程度

の最終解のうち少なくとも１つは正答を言い当てることが出来るほどに成熟している。 

 以上のような状況下においては、いくつかの手法により同時並行でモデリングを行い、

得られた複数の手法由来の構造のうち、より共通性が高い構造モデルが正しい構造である

可能性が高いと考えられる。 

 そこで我々はホモロジーモデリング、threading, Rosetta 法を試し、得られた構造モデル

を手法間で比較することにより、より正解に近いと予想されるモデルを選抜することを試

みた。 

 

II. 研究計画および材料と方法 

1. ホモロジーモデリング 

ホモロジーモデリングのためのプログラムは複数知られているが、そのうち Swiss-Model

と Modeller, Robetta を利用した。Modeller によりモデリングでは Sir2 の結晶構造を鋳型

構造として利用した。Modeller のスクリプトを利用して Sir2 と Sirt4 のアラインメントを

行い、モデリングを行った。得られた５つのモデルのうち最小のエネルギーを持つモデル

を代表構造と見なした。Swiss Model においては Sirt5 を鋳型構造に用いてモデリングが行

われた。Robetta サーバーにおけるホモロジーモデリングでも Sir2 が鋳型として用いられ

た。 

2. threading 

threading 法のためのプログラムとして I-Tasser サーバーを利用した。デフォルトの条件

と相同性 30%以上の鋳型構造を排除した条件の２条件で構造予測を行った。 

3. Rosetta 法 

まず Ginzu サーバーでドメイン予測を行った。その結果予測された構造ドメインの領域の

配列（314 残基）の構造予測を行った。数千 decoy を作成しクラスタリングによりモデル構

造の分類とエネルギー計算を行い、上位クラスターの構造を観察した。また比較検討用に

Sirt4 のオーソログの構造モデリングも同様に行った。 

4. 各手法で得られたモデル構造の比較検討 

RMSD の計算によりモデル構造間の類似性について算出した。 

 



III. 研究成果 

 構造予測を行うために本助成金で専用サーバーを購入して、東京薬科大学生物情報科学

研究室に設置した｡ホモロジーモデリング､分子動力学計算､量子化学（QM）計算､複合体の

構造予測計算のために､用途毎に計算環境をセットアップした。 

1. ホモロジーモデリング 

 試したすべてのホモロジーモデリングのプログラムでモデル構造を得ることに成功した。

それらを手法間で比較した場合に Modeller によるモデルの構造が他のどのモデルと比べて

も 6.5 以上の RMSD 値を記録したため、のちの比較から Modeller 由来のモデルを外すこ

とにした。Swiss-Model からは３個の構造モデルが得られたので、そのうちもっとも平均

的な構造を求めた。Robetta からも複数の構造が得られたので、そのうちもっとも平均的な

構造を求めた。 

2. threading 

 I-Tasser からも複数の構造モデルが得られたので、それらのうち平均構造モデルを決定

した。 

3. Rosetta 法 

 Rosetta 法ではクラスタリングにより上位クラスターを決定した。 

4. 各手法で得られたモデル構造の比較 

 Rosetta 法で得られた複数の上位クラスターモデルを他の手法で得られたモデルと比較

した場合、そのどれもが 10Å以上の RMSD を示した。したがって Rosetta 法で得られた構

造モデルは、他の手法で得られたモデルと異なるフォールドであることが示唆された。フ

ォールド比較の判断の際には構造の重ね合わせの程度を目視でも確認したが、両者に似た

部分があるとは認められず RMSD の算出により得られた結果を支持した。したがって

Rosetta 法で得られたモデルについてはこののちの比較から除外した。Rosetta 法がうまく

いかなかった理由は Sirt4 の構造モデルのアミノ酸残基数が多すぎたためかも知れない。今

回モデリングを試みた配列は 300 残基を超えるサイズであるが、Rosetta 法は 150 残基を

超えるタンパク質への適用はうまくいかないことが多いという記述が開発元の Web サイト

上に見られた。 

 ひきつづきSwiss-Model, I-Tasser, Robettaから得られた平均構造モデル間での比較を行

った。その結果 I-Tasser により作成されたモデルが最も平均的な構造を持つことが明らか

になった。I-Tasser の平均構造は Swiss Model の平均構造との RMSD が 3.32Å、Robetta

の平均構造とは 3.71Åであった。これらのモデルを重ね合わせた図を目視により確認した

ところ、確かに共通するフォールドを持つと認識できた（図）。このことは、異なる複数の

手法による構造解が収束したことを意味する。ただし、その収束の程度が 3Å台ということ

で、側鎖構造の正確性、収束の程度が低いループ部等の構造、あるいはその他の構造パラ

メータ（エネルギーや二面角等）について、さらに詳細な検討を重ねるべきである。現段

階の知見から今回得られた Sirt4 モデル構造の信憑性について、フォールド（全体構造）の

レベルでは非常に高いと考えられる。 

5. ドッキングシミュレーション 

 上記のフォールドに対して、補酵素 NAD+や、さらに基質蛋白質であるグルタミン酸脱



水素酵素との複合体構造を構築するため、ドッキングシミュレーションを行った。また分

子動力学計算ソフト AMBER を用いて、NAD+との複合体構造モデルの分子動力学シミュ

レーションを行い、予想される酵素反応機構を構造学的基盤に基づいて解析した。 

 

IV. 考察 

本研究では、ミトコンドリアに存在する sirtuin タンパク質で､まだ立体構造の解明され

ていない SIRT4 の立体構造解析を行った。一般にタンパク質の立体構造予測では、ホモロ

ジーモデリングと de novo デザイン、threading 法のいずれかの計算方法が

用いられる。ホモロジーモデリングは配列相同性（Identity で 30%以上）の

ある鋳型タンパク質構造の存在が前提となる。SIRT4 のｱﾐﾉ酸配列を Protein 

Data Bank に対して BLAST 検索を行ったところ、最大 32%であった。30%

以上の Identityを持つSIRT5等の立体構造を鋳型として､Modeller、Robetta、

Swiss Model といった複数種のプログラムにより SIRT4 の立体構造モデル

を構築したが、ホモロジーモデリング法を適用するには相同性が下限に近い

ため、鋳型となるタンパク質構造を必要としない de novo デザイン、

threading 法による構造予測も並行して検討を行った｡ 

一般に de novo デザインや threading 法では､計算資源も大がかりとなるため､専用サー

バー上に Rosetta（ワシントン大学）や I-TASSER（ミシガン大学）をインストールし､進

捗状況によって､de novoデザインや threading法にも対応可能な計算環境を実装した｡これ

らの手法でホモロジーモデリングによる予測結果が再現されるかどうか確認したところ、

threading 法により図 A に示すようにホモロジーモデルと共通のフォールドが得られた。こ

のようにして得られたフォールドに対して、補酵素 NAD+とのドッキングﾞ、さらに基質タ

ンパク質であるグルタミン酸脱水素酵素とのドッキングｼﾐｭﾚ—ｼｮﾝを検討し、複合体モデルを

得た（図 B）。このような複合体構造により、Sirt4 は、グルタミン酸脱水素酵素を ADP リ

ボシル化すると考えられる。 

本研究で適用した方法は、他のタンパク質においても有用であると考えられる。SNP 解

析の進行状況に応じて、今後も引き続き、同様の解析を進めていく予定である。 
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