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研究要旨 
 

詳細なゲノム情報の利用実現は、難治性疾患の原因遺伝子に基づく医療アプローチを可能とした。本
研究は診断法及び創薬に関する標的同定を最終目標とし、その迅速な臨床実用化を企図している。研究
代表者及び分担者らが担当した厚生労働省難治性疾患克服研究事業における希少難治性疾患動物モ
デル開発、病態機序解析、及びヒト臨床研究で得た多くの成果は、本研究が目指す診断治療の創薬開発
とその迅速なる臨床実用化に大きく寄与させることが可能である。本研究では次世代シーケンス解析の
実践と同定遺伝子情報を診断治療に迅速に応用する独創的手法を利用し実施する。 

そこで迅速なゲノム医療への応用のため、既知変異の迅速な鑑別除外により、新規変異を持つ確率の
高い症例に次世代解析を行い、新規分子ないし変異に対する機動力ある表現型機能解析と同定遺伝情
報の臨床応用への時間短縮をはかる。具体的には、難治性循環器疾患の遺伝性家系及び心不全症例
の生体試料バンクの利用し、ゲノム解析の精度と速度を高める方策をとるとともに、心筋症マウス解析と
ゼブラフィッシュイメージングの利用による in vivo 検証の迅速化や、生化学的解析法を利用した独自の
生理活性物質同定およびシーズ探索技術の利用、そしてゲノム創薬へ向けてヒト iPS 細胞による検証も
用いた治療標的リガンド開発と臨床実用化など、得られたゲノム情報を迅速かつ有効に診療に結実させ
るよう研究を進める。
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Ａ．研究目的 

 

循環器系難治性疾患の原因遺伝子は多岐に

わたり未だ全てが明らかとは限らない。一方早期

治療と予後改善がもたらす社会的、経済的効果

は計り知れないものがある。遺伝性が濃厚な希

少難治性疾患の家系症例を対象に、原因となる

新規 rare variant を同定し、診断および治療薬標

的を見出し、臨床実用化することを目指す。既存

のシーズ候補のみならず、拠点施設と連携し複

数の未解析家系から迅速に新規遺伝子同定を行

う本ゲノム創薬研究は、今後の臨床実用化研究

のモデルとなり得る。 

難治性循環器疾患の原因遺伝子は多岐にわ

たり未解明も多く、殆どが厳密に原因を同定でき

ぬまま高度医療に臨まざるを得ない。この現状に

対し、先進的技術による早期診療が予後改善へ

もたらす社会的、経済的効果は計り知れない。  

遺伝性が濃厚な希少難治性疾患の家系症例

群より新規 rare variant（遺伝子変異）を同定し、

その分子機能解析と実用化診断治療薬となる分

子標的を見出すことを目標とする。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

１. ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析シス

テムの構築 

 

１）集積された症例の独自の臨床データ解析とゲ

ノム解析症例の選定  

ヒトゲノム解析の説明と同意を得た心血管系

難治性疾患患者を解析対象者とし、遺伝性が濃

厚な家系症例から順に当初の目標症例数を超

えているため、現在の頻度を引き続き、全ての心

筋症、頻脈性不整脈（家族性突然死を含む）、血

管疾患の症例収集を行う。目標症例数には上限

を設けず、遺伝性循環器疾患を疑うものを中心

に症例収集を行う。また、家系ではなくとも、孤発

症例のうち、二次性心筋症を除外したものから

最終的には約 100 症例を目標に検体収集を行う 

 

２）実臨床への普及実用化が可能なゲノム解析

システムのモデル構築  

当初、Affymetrics 社製 Chip 技術による公知

遺伝子変異の迅速かつ低コストの効率良い鑑別

法となり得る可能性の追究が当初の目的であっ

たが、次世代ゲノム解析技術の進歩と低コスト

化により、proband に対しての解析には、全

Exome 解析を行うことが十分可能となり、むしろ

その方がコスト的にも有利であると判断された。

さらに、ゲノムワイドに候補遺伝子の変異を探索

するため、全 Exome 解析の実施が適切であるか

について検証することで、一次スクリーニング検

査としての方法を確立する。                                                                                         

 

３）次世代遺伝子解析による新規遺伝子同定  

 次世代解析拠点施設と連携し、In-house Data 

Reference の蓄積にも協力しあいながら、本研究

に適した LINUX によるスクリプトを構築できるよう

な、解析協力体制を敷く。 

 次世代シーケンス解析用 Linux サーバーにデ

ータ解析専用のパイプラインを構築し、オープン

ソースを中心とした特殊ソフトウェアを導入し、デ

ータのクオリティチェック、リファレンスマッピング、

アプリケーションごとの解析を迅速に行うことが

可能な、スクリプトを構築する。上記解析システ

ムを用いながら、採取した血液サンプルからゲノ

ム DNA を抽出し、次世代シーケンス解析を行う。 

また、家系に関してはゲノムの組み換え情報も

利用し、遺伝子を同定するためにマイクロサテラ

イトマーカーによるポジショナルクローニングも併

用しながら、疾患特異的な原因遺伝子座の同定

を行う。 

 

２. ゲノム情報の臨床実用化（ゲノム創薬、診断

法開発と細胞治療への応用） 

 

１）Genotype から Phenotype へのフィードバック

による臨床データの再検証  



 

 変異解析を行う上で表現型の明確化は同定作

業の成否を決める非常に重要な過程であり、特

に原因不明の心筋症などの多い本研究分野に

おいて、臨床データの再整理は欠かせない。そ

こで本研究において同定した心筋症発症に関わ

る新規遺伝子に対し、想定される疾患群、症例

のゲノムを用いて、それら遺伝子変異の出現頻

度について再度検証を行うとともに、類似の病型

を示す臨床群における類似遺伝子変異も検索す

る。遺伝子変異が同定された症例と類似の臨床

病型を示す症例を中心に、あらためて遺伝子変

異の検定を行う。 

 

２）細胞モデルと遺伝性疾患動物モデル（小・大

動物）による in vivo 検証の迅速化  

 難治性疾患の新規候補遺伝子として同定され

たものについては、迅速に in vivo の機能解析実

験系のSTEPへ検証を進めることが重要である。

ゼブラフィッシュを用いた実験系は、心臓といえ

どもアルビノ種を用いることにより形態観察も容

易であり、効率よく解析を進めることができる。そ

こで本研究においては、既に解析系として研究

代表者らが確立しているゼブラフィッシュ実験系

を用い新規同定遺伝子の分子生物学的、生理

学的解析、細胞機能解析と迅速な病態モデルの

イメージング解析を行う。Dual-CCD カメラ／LED

光源装備／倒立型電動リサーチ顕微鏡－細胞

機能解析装置による、世界に先駆け新規に開発

実用化に成功した in vivo FRET プローブ－イメー

ジング解析システムを用いて心臓機能の生体精

密機能解析を行う。さらにそこで有意な機能変化

を認めるものについては哺乳類における遺伝子

改変心筋症マウスから大動物（イヌ）に至るまで

の生理機能解析、病態解析を行う。 

有意な機能変化を認めるものについては哺乳類

における遺伝子改変心筋症マウスから大動物に

至るまでの生理機能解析、病態解析を行う。 

 

３）生化学的解析法を利用した独自の生理活性

物質同定および治療薬シーズ探索  

本研究において同定する新規遺伝子の生理

活性の有無の検索を行うと同時に、Nano-LC 

MS 解析による標的分子探索も並行して行う。有

意な標的分子も得た場合についても今後の創薬

開発を目的とした計画を進めるため、生理活性

と細胞機能を評価し、Phenotype 改善効果の有

無を判定し、新規蛋白、結合蛋白をリードとした

リガンドを探索する。 

具体的には新規同定遺伝子の同定によるゼ

ブラフィッシュ解析実験の開始と同時に、培養細

胞、蛋白分子レベルでの検討を進め、生理活性

を有する結合蛋白の同定や相互作用を有する

蛋白を同定する作業を行う。独自の蛋白分離精

製技術を利用し、超高感度 Nano LCMS 解析機

器を用いて分子の生物学的、病態学的意義を検

討する。同定した相互作用分子から、病態へ介

入可能な分子修飾など、創薬へ向けた分子探索

を進め、将来の臨床応用を考慮した研究へと発

展させる。 

 

４）ゲノム創薬へ向けたヒト iPS 細胞による検証

を併せた治療標的リガンド開発と臨床実用化  

同定し得た標的リードに対するリガンド探索を

行い、創薬を目指す。同定された遺伝子変異を

持つヒト細胞を用いて、病態機序および新規薬

剤や既存薬の薬効評価と機能解析を行う。 

原因遺伝子発端者から採血検体を得て、組織

からの疾患 iPS 細胞株を樹立し、これまで構築し

てきた高効率心筋細胞分化系を用いて、病態機

序、分子機能解析を行うとともに、既存治療薬剤

の薬効評価を行う。大阪大学医学部未来医療セ

ンターの協力を得て、前項分子標的リガンドの薬

剤 assay 系にも用いる。その際、同定した標的分

子に対するシーズ化合物の探索も同時に進め、

化合物を得た際には疾患 iPS 細胞を用いて同定

された遺伝子変異を持つヒト細胞を用いた、病態

機序および新規薬剤や既存薬の薬効評価と機

能解析検討も行えるよう、創薬研究の基盤整備

を行う。 

 



 

（倫理） 

患者情報の解析に関しては施設の倫理委員会の

承認を得た上、臨床研究倫理指針を遵守し慎重

におこなう。その上で患者とは個別に、医師が書

面に示した計画書を明示し、十分説明をしたうえ

で承諾を得たもののみを本研究に使用する。特

に以下の点に留意する。 

 

１）試料提供者の個人識別情報を含む情報の保

護：診療情報を含めた個人情報と検体とは徹底し

た匿名化を行い、遺伝情報と個人情報の連結は

個人識別情報管理者のみが可能となるように個

人識別情報管理者をおいて情報を管理する。 

 

２）試料提供者に対する予想される危険や不利益

およびそれらが生じた場合の措置：心筋生検試

料採取は通常の診療の際に医学的必要に応じて

行われたもののうち、診療に用いない残余検体を

利用することとし、危険や不利益はないと考える。

誤って遺伝情報が外部に漏洩した場合、就職・結

婚・保険への加入等に関して不利益をこうむる可

能性が考えられるため、これを防ぐために、個人

識別情報管理者を置き、同管理者は試料の匿名

化を行うとともに個人情報を厳重に管理・保管し、

試料提供者のプライバシーを保護する。 

 

３）試料提供者から採取した生体材料の取り扱い

について：提供された試料は、個人識別情報管理

者が連結匿名化し、匿名化ラベルのみ貼って保

存する。これらの試料は、生体試料の包括利用

同意を得ており、本研究だけでなく、将来倫理委

員会で承認された他の自主臨床研究についても

用いることが可能である。したがって検査済みの

試料は、適宜連結可能匿名化番号を含む検体等

を完全に削除した上で廃棄するが、使用可能な

残余検体は匿名化されたまま施錠された保管場

所で保管される。また、特に研究成果として得ら

れた情報の管理には、外部に漏洩しないように対

策を行う。 

 

４）動物実験においても愛護上の問題点を考慮の

上、施設の審査結果を本研究について得た。こ

の倫理規定にのっとり動物愛護上の配慮を十分

行って実験をおこなう。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

１．ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システ

ムの構築 

 

１）集積された症例の独自の臨床データ解析とゲ

ノム解析症例の選定  

特殊な心不全臨床病態を有するゲノム解析対

象症例の蓄積は計画通り進み、遺伝性疾患を疑

う家系としては心筋症・不整脈合わせて、68 家系・

164 症例、の症例を収集した。症例提供協力施設

も倫理委員会承認を得て、豊富な症例登録環境

となった。今後も遺伝性循環器疾患を疑うものを

中心に症例収集を行う。また、家系ではなくとも、

孤発症例のうち、二次性心筋症を除外したものか

ら約 150 症例の検体収集を行った（大阪大学と協

同収集）。 

 

２）実臨床への普及実用化が可能なゲノム解析

システムのモデル構築  

本研究は未知原因遺伝子の新規変異探索を

主としているため、既知原因遺伝子内の既知変

異、未知変異に関する変異同定、およびその家

系の除外による未知遺伝子変異を有すると推定

される家系の抽出を効率良く行う事が必要であ

る。 

研究開始当初は次世代シーケンサーを用い

た 全 Exome 解 析 に 関 す る 日 本 の variant 

database が公開されていないため、先行して

in-house の variant database を持つことを目的と

して、疾患群ではあるものの、164 症例の全

Exome 解析を行った。さらに得られた fastq ファイ

ル形式のデータをもとに Linux サーバーシステム

を用いてバリアント検出ができるパイプラインを



 

既存のスクリプトと独自開発のスクリプトを組み

合わせ、遺伝性心疾患既知遺伝子もリスト化し

た上で、心血管特異的に発現する遺伝子の同定

を効率良く行うことに適したパイプラインを構築し

た。 

既にマッピング、バリアント検出、リードクオリ

ティの検証などの情報解析パイプラインは既存

オープンソースのスクリプトに本解析に沿ったス

クリプトも加え、独自のパイプラインとして構築を

完了した。また、企業共同開発とともに、アノテー

ション以降の遺伝子機能および家系情報も含め

た解析が可能となるようにした情報解析システ

ムの構築に向けて、国際共同研究協議も開始し

た。 

 

３）次世代遺伝子解析による新規遺伝子同定  

次世代解析拠点施設と連携し、in-house variant 

data の蓄積にも協力しながら、本研究に適した

Linux によるスクリプトを構築できるような、解析協

力体制を敷くようにした。倫理委員会などの事務手

続きを進め In-house reference variant data の共有

を行い、パイプラインに組み込んだ。 

次世代シーケンス解析用 Linux サーバーに、全

疾患に共通のデータ解析専用のパイプラインをベ

ースに、特に心血管疾患を解析する場合に適する

よう、循環器専用のスクリプトも組み込んだパイプ

ラインを構築した。オープンソースを中心としつつ、

本解析用に新たに開発するソフトも合わせて、独自

のパイプラインとして連結した。データのクオリティ

チェック、リファレンスマッピング、アプリケーション

ごとの解析を迅速に行うことが可能なパイプライン

を構築し膨大なデータ解析に対応できる情報解析

システムを本研究に導入した。 

 上記解析システムを用いながら、採取した血液サ

ンプルからゲノム DNA を抽出し、次世代シーケンス

解析を行い、配列解読、配列解析（マッピング、バ

リアント検出）を終えた家系は 2 年目終了時点で 26

家系 94 症例となり、最終年度終了時点で 68 家系

164 症例となった。情報解析中の家系においても、

Co-segregation を確認しながら、幾つかの家系症

例について候補遺伝子の絞り込み作業を実施し、

心筋症発症に関わる新規遺伝子①～③の３遺伝

子（いずれも論文未発表のため仮称①～③とする）

を同定した。 

 

２. ゲノム情報の臨床実用化（ゲノム創薬、診断

薬開発と細胞治療への応用） 

 

１）Genotype から Phenotype へのフィードバックに

よる臨床データの再検証  

心筋細胞機能変化を示す重要な分子をスクリ

ーニングし、心筋症発症に関わると想定される

新規遺伝子を同定（遺伝子①）した。それぞれの

症例と類似の病型を示すヒト臨床症例群を対象

に、類似遺伝子変異を検索を行った。遺伝型を

解析する上で表現型の明確化は同定作業の成

否を決める非常に重要な過程であり、特に原因

不明の心筋症などの多い本研究分野において、

臨床データの充実とゲノム情報を基にした臨床

データの再整理は欠かせない。各遺伝子につい

て家族発症を認める別家系、孤発例ながら同遺

伝子に non-synonymus 変異を認める症例などを

突き止めることに成功した。それぞれの遺伝子

変異と分子機能変化との関連を調べるための

STEP へと繋げることとなった。新規同定した遺

伝子②について、難治性不整脈の機能解析を行

うために心筋細胞および Xenopus を用いたパッ

チクランプによる機能解析も実施、該当不整脈

の原因遺伝子としての機能変化を証明すること

ができた。当初の家系症例とは別に同様の変異

の有無を検索するために、類似病型を示すヒト

臨床症例群を対象に、類縁遺伝子も含めた遺伝

子変異スクリーニングを行ったところ、家族発症

を認める別家系において、本遺伝子の別の

non-synonymous 変異を同定することができた。

同変異による分子機能変化を調べるため、パッ

チクランプによる機能解析を行ったところ、ヒト表

現型を再現する機能変化を有することを確認し

た。 

 



 

２）遺伝性疾患動物モデル（小～大動物）による

迅速な機能解析、イメージング技術による検証 

H23-25 年度に同定した 3 遺伝子に対し、ゼブ

ラフィッシュ、遺伝子改変心筋症マウス、大動物

（イヌ）心不全モデルなど適宜を用いて分子生物

学的、生理学的解析な分子機能解析と迅速病態

解析、イメージング解析を行った。 

新規遺伝子②（難治性不整脈原因遺伝子）に

ついては細胞実験系のみならず、Xenopus を用

いたパッチクランプ法、Zebrafish を用いた心臓不

整脈表現型を解析し、ヒト臨床表現型との相同性

を確認した。 

特 に ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 実 験 系 に つ い て 、

Dual-CCD カメラ／LED 光源装備／倒立型電動リ

サーチ顕微鏡－細胞機能解析装置による、世界

に先駆け新規に開発実用化に成功した in vivo 

FRET プローブ－イメージング解析システムを用

いて心臓機能の生体精密機能解析を行った。 

        

３）生化学的解析系、高精度生理活性物質同定

による治療薬シーズ探索 

上記同定した遺伝子の生理活性の有無の検

索を行うと同時に、Nano-LC MS 解析による相互

作用を持つ標的分子探索も並行して行った。新

規遺伝子については、既に有意な標的分子も得

て、創薬開発を目的とした企業共同研究も開始

する見通しとなった。生理活性と細胞機能を評価

し、Phenotype 改善効果の有無を判定し、新規蛋

白、結合蛋白をリードとしたリガンドを探索を開始

した。阪大産学連携共同創薬開発研究の利用も

今後の研究発展の中で考慮している。 

新規遺伝子②（難治性不整脈原因遺伝子）に

ついては既に有意な標的分子を得て企業共同

研究について、今後の創薬開発を目的とした検

討協議を開始している。本遺伝子蛋白をシーズ

として開発された化合物を用いた機能解析を行

う準備を進めている。 

 

４）ゲノム創薬へ向けたヒト iPS 細胞による検証を

併せた治療標的リガンド開発と臨床実用化  

原因遺伝子発端者組織から iPS 細胞を樹立し、

独自の高効率心筋細胞分化系を用いて、病態機

序、分子機能解析を行うため、承諾を得た家系に

対しての iPS 細胞作製について技術を用いて平

成 24 年度に 8 例の細胞株を、平成 25 年度には

4 症例の細胞株の樹立ないし樹立を開始した。 

また、健常者および症例から樹立した iPS 細胞

から心筋細胞を分化誘導し、細胞の形態、分子

シグナル、電気生理特性、収縮特性等の分子機

能・生理機能の解析実験基盤を確立し病態発症

機構の解明を行っている。また、表現型が明らか

な一部症例については創薬に向けたハイコンテ

ンツスクリーニング系を構築し、市販ライブラリー

を用いたスクリーニングに着手した。 

新規同定した難治性不整脈原因遺伝子を保有

する家系を対象に、iPS 細胞株樹立へ向けた患

者説明、交渉を開始した。本遺伝子蛋白をシーズ

として開発された化合物を用いた機能解析を行う

ため、化合物の入手および培養細胞実験におけ

る変化を培養細胞における検討を行う準備を開

始するとともに、iPS 細胞でも行う事ができるよう

実験準備を行っている。 

 
 

Ｄ．考察 

 

①希少難治性循環器疾患症例を対象とし、かつ

先進的基礎解析を要する臨床-基礎研究の場合

には、基礎研究、臨床研究ともに専門的技術の

両立が必要である。当施設は病院臨床部門ハー

トセンター（循環器内科・心臓血管外科）として数

多くの診療にあたりながら疾患の難治性判断を

行う経験が多く、従来ヒトを対象とした遺伝子解

析はもとより蛋白機能解析の研究が可能であっ

たが、今後の同様の研究の円滑な実施には、基

礎臨床が連携することが可能な研究環境の充実

が必須と考えられる。 

最重症心不全症例（心臓移植、最新型人工心

臓、高度先進医療）の多くの経験をもとに臨床病

態評価システムを確立し、臨床検査データと生体



 

試料、血清組織バンクを連結させてゲノム解析に

用いる詳細な表現型を規定することで、難治性疾

患解析の精度を高めることができた。 

希少難治性循環器疾患の診断法および創薬

の開発につなげるゲノム解析研究を行うために

は、高度な臨床診断技術および現有の先進的治

療の施行実績と、ゲノム、遺伝子発現、蛋白機能

解析、病理の各解析に適した検体試料サンプル

が蓄積されていることが必要であるとともに、ゲノ

ム解析はじめ探索的解析過程から同定後の分子

機能解析を行う基礎研究環境の充実を期さなけ

ればならない。 

 

②日々急速に進歩するゲノム解析技術を考慮の

上で、研究デザインを行う必要がある。次世代シ

ーケンス解析のコスト低減、機種のバージョン更

新は目まぐるしく、ハイエンドモデルの機能、能力

をフルに動作させるパフォーマンス効率の良い解

析処理を達成するには、数100～数1000におよぶ

検体数を準備するとともに、それらを解析する多

額の解析費用の準備が必要となる。 

 さらにそれらのゲノム情報を取り扱う為の解析

環境の整備が重要であり、診断、治療に役立つr

are variantの探索に対する戦略方法確立するこ

とを本解析における一つの目標とし、工夫を行っ

た。循環器における希少難治性疾患は同一病名

内においてもヘテロな原因の集合体と類推される

ため、別家系間での比較が困難であることが多

い。そのため探索の際には一家系内での解析を

基本とし、臨床部門との強い連携の中で、発端者

へ家族歴の問診から遺伝性の有無を区別し、公

知の原因遺伝子変異の鑑別スクリーニングを実

施除外ののち、新規遺伝子変異を有する可能性

のあるもののみに対して2次スクリーニングを実

施することとした。 

 

③心筋症発症に関わる新規遺伝子①、および不

整脈疾患遺伝子②、遺伝子③を同定し得た（未

公表データ）。不整脈症例における原因遺伝子は

３症例による Exome 解析では全ゲノムにおいて３

００程度の候補遺伝子として残ったが、事前に行

った連鎖解析により４０MB の領域に狭めることに

成功していたため、２つの候補遺伝子にまで絞る

ことができた。さらに、症例と類似の病型を示す

臨床群を対象に、類似遺伝子変異検索を行い新

たに別の家系を見つけることができた。遺伝型を

解析する上で表現型の明確化は同定作業の成

否を決める非常に重要な過程であり、特に原因

不明の心筋症などの多い本研究分野において、

臨床データの再整理は欠かせない。 

 

④ゼブラフィッシュ実験系は、心電図、心臓壁運

動 M モードなど種々の心機能測定法を駆使しな

がら、標的とする遺伝子改変（mRNA 打ちこみに

よる強制発現系、モルフォリノ打ちこみによる遺

伝子発現抑制系）モデルを作成し、分子の果たす

in vivo 的役割を見、その機能を知ることができる。

わずか数十時間で発生分化していく過程で、その

心臓の表現型を知ることができ、迅速に諸指標を

検証するには非常に有用な動物実験モデルであ

る。今回新規に同定した心不全関連新規遺伝子

①に対するゼブラフィッシュによる機能解析はそ

の手技を上手く適用し、生理学的解析と分子生

物学的解析と迅速病態解析を行うことができた。 

 

⑤新規同定の遺伝子生理活性の有無の検索を

行うと同時に、本解析では Nano-LC MS 解析によ

る標的分子探索が効率よく行われた。相互作用

する分子を網羅的に探索する本方法として、質量

分析により新規相互作用分子を繰り返し再現性

良く入手することが可能であった。その結果、創

薬開発を目的とした企業共同研究も開始する見

通しとなり、生理活性と細胞機能を評価し、

Phenotype 改善効果の有無を判定し、新規蛋白、

結合蛋白をリードとしたリガンドを探索を開始する

予定である。阪大産学連携共同創薬開発研究も

利用も考慮している。 

 

⑥同定した難治性循環器疾患の原因遺伝子がど

のような機序で病態形成に関与しているかを明ら



 

かにするため、原因遺伝子発端者組織からの

iPS 細胞を 

樹立した。iPS 細胞から独自の高効率心筋細胞

分化系を用いて心筋細胞を作成し、分子シグナ

ル、電気生理特性、収縮特性等の分子機能・生

理機能の解析を実施した。病態解明に iPS 由来

心筋細胞を利用するためには、の非心筋細胞の

除去、心筋細胞のサブタイプ別分離、表現型解

析の培養条件を整備することが重要であることが

推察された。 

 

 

Ｅ．結論 

①臨床情報が集積された症例を蓄積することで、

他には無い独自の臨床データ解析が可能な症

例バンクを構築することに成功し、その情報を

基にした二次性心筋症はじめ病因既知の循環

器疾患を除外することができる。それらの症例

からゲノム解析を行う症例を選択するというシス

テムを作り上げた。 

②次世代シーケンス解析の効率化をはかるため、

ゲノムワイドに既知原因遺伝子の変異を先に探

索する情報解析システムを作成することができ

た。網羅性、拡張性があり、コスト的にも有利で

あると考えられるため、Proband に対する全

Exome 解析を行うことが可能である。 

③家系症例を対象に Maicrosatellite marker を用

いた連鎖解析を行うことで、難治性不整脈の家

系の疾患原因遺伝子として新規遺伝子を一つ

同定した（未公表データ）。 

④心筋細胞機能変化を示す重要な分子をスクリ

ーニングすることで、難治性心筋症発症に関わ

ると想定される新規遺伝子①を同定した（未公

表データ）。 

⑤ゼブラフィッシュ実験系について、Dual-CCD カ

メラ／LED 光源装備／倒立型電動リサーチ顕

微鏡－細胞機能解析装置による、世界に先駆

け新規に開発実用化に成功した in vivo FRET プ

ローブ－イメージング解析システムを構築した。

それは心臓機能の生体精密機能解析を行うこ

とに応用できる。 

⑥新規同定遺伝子の生理活性の有無の検索を

行うと同時に、超高感度 Nano-LC MS 解析によ

る相互作用を持つ標的分子探索も並行して行う

ことができた。新規遺伝子①については、既に

有意な標的分子も得て、創薬開発を目的とした

企業共同研究も開始する見通しとなった。 

⑦難治性循環器疾患患者から採取した組織を用

いて iPS 細胞を樹立し、独自の高効率分化誘導

技術を用いて心筋細胞を作成、生理機能解析

を行った。新規同定した遺伝性不整脈家系から

の iPS 細胞樹立に向けた状況整備を実施した。 
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次世代遺伝子解析による希少難治性循環器疾患の診断治療法の開発と 

臨床実用化に関する研究 

 

研究分担者  澤 芳樹 大阪大学大学院医学系研究科  教授 
 

 

 

研究要旨 

 

難治性疾患の原因遺伝子に基づく医療アプローチを可能とすべく、これまでヒト臨床研究で得た多くの成果を

いかす。診断治療の創薬開発と、その迅速なる臨床実用化により、次世代シーケンス解析の実践と同定遺伝子

情報を診断治療に迅速に応用する独創的手法を利用し実施する。 

難治性循環器疾患の遺伝性家系及び心不全症例の生体試料バンクの利用し、ゲノム解析の精度と速度を高

める方策をとり検体を整理する。ゲノム創薬へ向けてヒト iPS 細胞による検証も用いた治療標的リガンド開発と

臨床実用化など得られたゲノム情報を迅速かつ有効に診療に結実させるよう研究を進める。 

 

 

 

Ａ．研究目的 

 

循環器系難治性疾患の原因遺伝子は多岐にわ

たり未だ全てが明らかとは限らない。遺伝性が濃厚

な希少難治性疾患の家系症例をできるだけ多く集

積させ、それらの症例から原因となる新規 rare 

variant を同定することを目指す。また、症例より採

取の組織から患者に準拠した細胞を用いて実験検

討ができる研究環境を整える。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

１．ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システ

ムの構築 

 

H23 年、H24 年に引き続き、ヒトゲノム解析の説

明と同意を得た遺伝性が濃厚な家系症例（主に心

筋症家系）より解析症例を選択する。大阪大学医

学部附属病院において、特に心臓血管外科加療を

目的に入院した、心移植、重症心不全の症例を中

心に、二次性心筋症の除外がすみ、特発性拡張型

心筋症症例、ほか遺伝性を示す心筋症家系が対

象となる。循環器内科とも連携し臨床経過全般か

ら判断を行う。また、家系ではなくとも、孤発症例の

うち、二次性心筋症を除外したものからも検体収集

を行う。 

 

２．ゲノム情報の臨床実用化 

（ゲノム創薬、診断薬開発と細胞治療への応用） 

 

これまでに本研究において同定した心筋症発症

に関わる新規遺伝子 3 遺伝子に対し、想定される

疾患群、症例のゲノムを用いて、それら遺伝子変

異の出現頻度について再度検証を行うとともに、類

似の病型を示す臨床群における類似遺伝子変異も



検索するため、該当する症例を収集する。遺伝子

変異が同定された症例と類似の臨床病型を示す症

例を中心に、あらためて遺伝子変異の検定を行う

にあたり、変異解析を行う上で表現型の明確化は

同定作業の成否を決める非常に重要な過程であり、

特に原因不明の心筋症などの多い本研究分野に

おいて、臨床データの再整理は欠かせないため、

今年度も引き続き症例の蓄積に努め、同方針を踏

襲する。 

 

疾患原因遺伝子として同定し得た標的リードに対

するリガンド探索を行い、創薬を目指すため、病態

機序および新規薬剤や既存薬の薬効評価と機能解

析が可能となる iPS 細胞研究の環境を整える。病態

機序、分子機能解析を行うとともに、既存治療薬剤

の薬効評価を行う。大阪大学医学部未来医療セン

ターの協力を得て、前項分子標的リガンドの薬剤

assay 系にも用いる。 

 

（倫理） 

患者情報の解析に関しては施設の倫理委員会の承

認を得た上、臨床研究倫理指針を遵守し慎重にお

こなう。その上で患者とは個別に、医師が書面に示

した計画書を明示し、十分説明をしたうえで承諾を

得たもののみを本研究に使用する。特に以下の点

に留意する。 

 

１）試料提供者の個人識別情報を含む情報の保護：

診療情報を含めた個人情報と検体とは徹底した匿

名化を行い、遺伝情報と個人情報の連結は個人識

別情報管理者のみが可能となるように個人識別情

報管理者をおいて情報を管理する。 

 

２）試料提供者に対する予想される危険や不利益お

よびそれらが生じた場合の措置：心筋生検試料採

取は通常の診療の際に医学的必要に応じて行われ

たもののうち、診療に用いない残余検体を利用する

こととし、危険や不利益はないと考える。誤って遺伝

情報が外部に漏洩した場合、就職・結婚・保険への

加入等に関して不利益をこうむる可能性が考えられ

るため、これを防ぐために、個人識別情報管理者を

置き、同管理者は試料の匿名化を行うとともに個人

情報を厳重に管理・保管し、試料提供者のプライバ

シーを保護する。 

３）試料提供者から採取した生体材料の取り扱いに

ついて：提供された試料は、個人識別情報管理者

が連結匿名化し、匿名化ラベルのみ貼って保存す

る。これらの試料は、生体試料の包括利用同意を

得ており、本研究だけでなく、将来倫理委員会で承

認された他の自主臨床研究についても用いることが

可能である。したがって検査済みの試料は、適宜連

結可能匿名化番号を含む検体等を完全に削除した

上で廃棄するが、使用可能な残余検体は匿名化さ

れたまま施錠された保管場所で保管される。また、

特に研究成果として得られた情報の管理には、外

部に漏洩しないように対策を行う。 

 

動物実験においても愛護上の問題点を考慮の上、

施設の審査結果を本研究について得た。この倫理

規定にのっとり動物愛護上の配慮を十分行って実

験をおこなう。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

１．ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システム

の構築 

 

集積された症例の独自の臨床データ解析とゲノ

ム解析症例の選定を行った。 

遺伝性疾患を疑う家系としては、循環器内科との

連携で、H23 年度より積算して：心筋症約 100 症例、

不整脈性疾 30 症例を集め、また孤発例（明確な家

族歴はないものの二次性心筋症は除外できた症例）

としては：特発性心筋症 50 例を集めた。今後も遺伝

性循環器疾患を疑うものを中心に症例収集を行っ

た。大阪大学に特徴的な最重症心不全を呈する心

筋症家系など心不全病態を有する心筋症ゲノム解

析対象症例の蓄積は計画通り進み、症例提供協力

施設も倫理委員会承認を得て、豊富な症例登録実

績を見た。 

 

２. ゲノム情報の臨床実用化 

（ゲノム創薬、診断薬開発と細胞治療への応用） 

 

遺伝型を解析する上で表現型の明確化は同定



作業の成否を決める非常に重要な過程であり、特

に原因不明の心筋症などの多い本研究分野にお

いて、臨床データの充実とゲノム情報を基にした臨

床データの再整理は欠かせない。そこでこれまで

に同定した心筋症発症に関わる新規遺伝子 3 遺伝

子に対し、症例と類似の病型を示す臨床群を対象

に、類似遺伝子変異を検索するとともにその機能

解析を行った。 

前年度の機能解析を踏襲し、新規同定心不全関

連遺伝子を基礎的検討から導き出し、それを候補

として既に蓄積している心筋症家系ゲノムを用いて、

候補遺伝子解析を行ったところ、2 家系について新

規変異を同定した。同家系について全 Exome 解析

を行い、既知遺伝子に発症の原因を示唆する変異

を認めないことも合わせて確認した。 

 

 

Ｄ．考察 

 

3年間を通じて内科および外科の連携で症例を集

める事の重要性を認識することとなった。病院臨床

部門ハートセンター（循環器内科・心臓血管外科）

を中心に、学内共通の倫理申請書類、配列解析プ

ロトコールを用いたことにより、データ間の比較も可

能な均質なデータを提供することができた。 

 最重症心不全症例（心臓移植、最新型人工心臓、

高度先進医療）の多くの経験をもとに臨床病態評

価システムを確立し、臨床検査データと生体試料、

血清組織バンクを連結させてゲノム解析に用いる

詳細な表現型を規定することで、難治性疾患解析

の精度を高めることができた。 

  循環器領域、殊に心筋症の全Exome解析を行う

にあたって、症例の選択には慎重を期す必要があ

る。本研究においては臨床診断上、遺伝性関与の

可能性が高いもの、二次性心筋症の除外をエント

リーの条件としているため、多くの対象者を持ちな

がら、集約的な同意書の取得による効率的な解析

を実施が可能となっている。 

最重症心不全症例（心臓移植、最新型人工心臓、

高度先進医療）の多くの経験をもとに臨床病態評

価システムを確立し、臨床検査データと生体試料、

血清組織バンクを連結させてゲノム解析に用いる

詳細な表現型を規定することで、難治性疾患解析

の精度を高めることができた。外科内科間の連携

による相乗効果が非常に重要であることがわか

る。 

臨床と基礎両面から本研究課題は取り組んでい

るため、今後次世代シーケンスによる遺伝子解析

を必要とする症例について臨床現場からのニーズ

と、将来の臨床実施に際しての運用上の問題点に

ついても経験値を高めた形で、問題点を克服して

いくことが可能である。 

 

遺伝子同定については、家系症例の充実と連鎖

解析も含めた領域絞り込みが可能となるように、大

家系の症例収集に今後力を注ぐ必要がある。心筋

症・不整脈疾患含めてそれぞれ臨床病態・表現型

の明確化をはかるとともに、同定作業の成否を決

める症例数の増加に今後も努める。 

 

同定した心筋症発症に関わる新規遺伝子３遺伝

子に対し、１）疾患責任遺伝子としての妥当性の検

証、機能性変異同定による創薬標的探索の基礎デ

ータ取得、疫学的重要性の検証、などを明らかに

するために、類似の病型を示す臨床群における類

似遺伝子変異も検索することができた。現在もなお

ゲノムバンクへの蓄積が進み再解析の対象となる

症例数が増えており、それぞれの遺伝子について

複数例の家系情報を入手することが可能となる見

込みである。 

 一方で、同定作業を確実にするには未だ家系症

例の充実と連鎖解析も含めた領域絞り込み作業が

重要であることも事実である。そのため、心筋症・

不整脈疾患含めてそれぞれ臨床病態・表現型の明

確化は同定作業の成否を決める非常に重要な過

程であることを再認識の上、臨床データプロファイ

ルの蓄積に関して今後も引き続き積極的に充実さ

せていくことが必要であると考えられた。 

 

 

Ｅ．結論 

 

臨床部門からの Exome 解析検体を効率よくかつ

精度高く収集するモデルシステムが機能し、多くの

検体を収集する音ができた。 

初年度より内科症例とも積算して：心筋症計 100



例、不整脈性疾患30例を集め、また孤発例（明確な

家族歴はないものの二次性心筋症は除外できた症

例）としては：特発性心筋症 50 例となった。 

最重症心不全症例（心臓移植、最新型人工心臓、

高度先進医療）の多くの経験をもとに臨床病態評価

システムを確立し、臨床検査データと生体試料、血

清組織バンクを連結させてゲノム解析に用いる詳細

な表現型を規定することで、難治性疾患解析の精

度を高めるバンクの構築に寄与した。 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

現在まで有害の事象なし 
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次世代遺伝子解析による希少難治性循環器疾患の診断治療法の開発と 

臨床実用化に関する研究 

 

研究分担者  油谷浩幸  東京大学先端科学技術研究センター  教授 
 

 

 

研究要旨 

 

本研究では次世代シーケンス解析の実践と同定遺伝子情報を診断治療に迅速に応用する独創的手法を

利用し実施する研究を行う中で、遺伝性が濃厚な希少難治性疾患の家系症例を対象に、原因となる新規

rare variant を同定し、診断および治療薬標的を見出し、臨床実用化することを目指す。迅速なゲノム医療へ

の実践のため、既知変異の迅速な鑑別除外することにより、新規遺伝子変異の同定が必要な症例に次世

代シーケンス解析によって新規分子ないし変異を探索し、候補遺伝子の表現型機能解析と同定遺伝子情

報の臨床応用への迅速化をはかる。次世代解析拠点施設と連携し、In-house レファレンスデータの蓄積を

実施した。本研究に適した情報解析が行えるよう、独自の解析パイプラインを構築し、循環器疾患特有の症

例群解析に適した遺伝子解析/情報解析環境の整備を行った。 

 

 

 

Ａ．研究目的 

 

循環器系難治性疾患の原因遺伝子は多岐にわ

たり、未だ原因遺伝子が未解明のまま殆どが高度

医療に臨まざるを得ない。 

そこで遺伝性が濃厚な希少難治性疾患の家系症

例群より新規 rare variant（遺伝子変異）を同定し、

実用化を念頭にその分子機能解析と診断治療薬と

なる候補分子を見出すことを目標とする。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

１） ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システ

ムの構築 

 

実臨床への普及実用化が可能な次世代ゲノム解

析用情報解析システムのモデル化（既知/未知バリ

アント情報を分別する情報解析パイプラインの構

築）  

 

本研究は循環器系難治性疾患の未知原因遺伝

子の新規探索を主としている。既知原因遺伝子内

の既知変異、未知変異に関する変異同定、および

それらの家系の除外によって未知遺伝子変異を有

すると推定される家系の抽出を効率良く行う事がで

きる。 

 今年度になって次世代シーケンサーを用いた全

Exome 解析に関する日本人の variant database とし

て 1,208 名の Human Genetic Variation Database も

公開されたことから、先行して実施していた独自の

Exome 解析データに基づく in-house の variant 



database をも統合した変異同定解析のパイプライン

を構築した。 

 得られた fastq ファイル形式のデータをもとにバリ

アント検出ができるパイプラインを既存のスクリプト

と独自開発のスクリプトを組み合わせ、解析に適し

たパイプラインとして新たに構築した。 

 

２） 複数のゲノム解析プラットフォームについての

性能比較 

 

 エクソーム解析に先立って既知遺伝子上の変異

の有無を判定し、解析症例を絞り込むことは試薬コ

ストおよびデータ解析コスト削減の両面から有益で

ある。任意の対象遺伝子領域を濃縮する様々な技

術が考案されているが、その基本原理は PCR 法か

ハイブリッドキャプチャ法に二分される。PCR 法はシ

ンプルで特異性が高く、マルチプレックス PCR 化に

より少ないサンプル DNA 量（数十 ng）からの解析が

可能であるが、数 Mb 以上の領域をカバーするには

不向きである。現行のターゲット遺伝子解析手法に

ついて比較検討を行った。 

 

（倫理） 

 患者情報の解析に関しては施設の倫理委員会の

承認を得た上、臨床研究倫理指針を遵守し慎重に

おこなう。その上で患者とは個別に、医師が書面に

示した計画書を明示し、十分説明をしたうえで承諾

を得たもののみを本研究に使用する。特に以下の

点に留意する。 

①試料提供者の個人識別情報を含む情報の保

護：診療情報を含めた個人情報と検体とは徹底し

た匿名化を行い、遺伝情報と個人情報の連結は個

人識別情報管理者のみが可能となるように個人識

別情報管理者をおいて情報を管理する。 

②試料提供者に対する予想される危険や不利益

およびそれらが生じた場合の措置：心筋生検試料

採取は通常の診療の際に医学的必要に応じて行

われたもののうち、診療に用いない残余検体を利

用することとし、危険や不利益はないと考える。誤

って遺伝情報が外部に漏洩した場合、就職・結婚・

保険への加入等に関して不利益をこうむる可能性

が考えられるため、これを防ぐために、個人識別情

報管理者を置き、同管理者は試料の匿名化を行う

とともに個人情報を厳重に管理・保管し、試料提供

者のプライバシーを保護する。 

③試料提供者から採取した生体材料の取り扱いに

ついて：提供された試料は、個人識別情報管理者

が連結匿名化し、匿名化ラベルのみ貼って保存す

る。これらの試料は、生体試料の包括利用同意を

得ており、本研究だけでなく、将来倫理委員会で承

認された他の自主臨床研究についても用いること

が可能である。したがって検査済みの試料は、適

宜連結可能匿名化番号を含む検体等を完全に削

除した上で廃棄するが、使用可能な残余検体は匿

名化されたまま施錠された保管場所で保管される。

また、特に研究成果として得られた情報の管理に

は、外部に漏洩しないように対策を行う。 

 動物実験においても愛護上の問題点を考慮の上、

施設の審査結果を本研究について得た。この倫理

規定にのっとり動物愛護上の配慮を十分行って実

験をおこなう。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

１） ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システ

ムの構築 

 

東京大学にて取得した健常細胞ゲノム 862 名の

全 Exome 解析を実施した。Agilent 社 SureSelect 

Human All Exon v4 kit （50Mb）により捕捉したゲノ

ム DNA を Illumina 社 Hiseq2000/2500 を用いて 100

塩基ペアエンド解析し、平均カバレッジ 40x 以上の

データが得られた。 

得られたデータの解析に必要なパイプラインの

開発を行った。得られた fastq ファイル形式のデー

タをもとに BWA および Novoalign を用いてヒトレファ

レンス配列へのマッピングを行い、GATK による変

異検出および ANNOVAR によるアノテーションまで

を実行する解析パイプラインを確立した。 

既存 SNP については dbSNP,1000genome データ

ベースに登録されている SNP の中で頻度が 1.5％

以上のものを除外した。 

862 名の正常細胞ゲノムデータにおいて 1.5％以

下の頻度の SNP が 459,070 検出され、そのうち

dbSNP に登録のあるものは 397,386（86％）であっ



た。  

 

２） 複数のゲノム解析プラットフォームについての

性能比較 

 

 より広い領域をターゲットする目的にはエクソーム

解析にも用いられるハイブリッドキャプチャ法が向い

ている。PCRプライマーの設計が難しい領域もカバ

ー出来る可能性が高いが、必要DNA量も1μg前後

と多く、一般に特異性は低下する。対象疾患に応じ

てターゲットのカバー率、均一性、スループットおよ

びコスト等を考慮し最適な解析プラットフォーム（前

処理技術およびシーケンサー）を選択する必要があ

る。 

 我々はFluidigm社AccessArray、Agilent社HaloPlex、

Illumina 社 TruSeq Custom Amplicon 、 Life 

Technologies社Ion AmpliSeq等の複数の前処理手法

と 、 Illumina 社 GAII ｘ /HiSeq/MiSeq 、 お よ び Life 

Technologies社Ion Protonシーケンサーを活用し、こ

れらの性能比較を実施した。Ion Protonに関しては

反応原理上indelの検出においてエラーが出やすい

傾向があり，引き続き検討が必要であり，バリアント

検出プログラムの改良が必要であると思われる。 

 既知遺伝子のターゲット解析対象として、サルコメ

アの構造遺伝子などから遺伝性不整脈の原因遺伝

子などを網羅した100程度の循環器疾患遺伝子パネ

ルをHaloPlexを用いてデザインした。 

 

 

Ｄ．考察 

 

 次世代シーケンス解析用の日本人バリアントデー

タベースが利用可能となったとはいえ、現況では

1,208名のエクソーム解析データに基づくHuman 

Genetic Variation Databaseが最大である。発端者

のExome解析と既存パイプラインによる同疾患感

受性の既知バリアントの検出、およびコモンバリア

ントの除外は、効率良く未知疾患原因遺伝子を同

定する上では非常に重要なステップとなる。 

 そこで初期よりin-houseのvariant database構築

も見据えたexomeデータの蓄積を行い、862名の正

常細胞のエクソームデータに基づくリファレンスデ

ータを収集できたことは本研究事業を進める上で

大きな力となった。この結果検出された機能的変化

を伴う変異遺伝子リストは長大であり、SNPデータ

ベースを活用した高頻度SNPの除去、変異アリル

頻度評価や家系解析による遺伝様式の妥当性の

検証等、疾患に応じた適切なフィルター設計が可

能となった。 

 既存の市販ソフトウェアではなく、独自にバリアン

ト検出パイプライン開発構築したことにより、日本人

にしかない特異的な遺伝子配列情報を導き出すこ

とも可能となった。 

 マッピング、バリアント検出、リードクオリティの検

証などの配列解析パイプライン構築を完了したこと

により、これからさらに独自性を高めたアノテーショ

ンパイプラインの開発を行う予定としており、それら

が完成すれば、公共の日本人バリアントデータベ

ースをも活用しながら、遺伝子機能および家系情

報も含めた精度の高い情報解析が可能となると考

えられる。 

 一方、急速に進歩するゲノム解析技術を考慮の

上で、最先端ハイエンドモデル、デスクトップモデル

などの機能、能力をフルに活用すべく、複数の解析

プラットフォームについての性能比較を実施した。

遺伝性疾患にはミトコンドリア遺伝子変異を原因と

するものが少なくないが、核遺伝子とミトコンドリア

遺伝子を同時に効率よく増幅する方法についてもさ

らなる検討が必要である。機種のバージョン、解析

手法の変化に左右されることなく、ノウハウを維持、

シーケンス解析の最適化に努める必要がある。 

 

 

Ｅ．結論 

 

 最先端次世代シーケンサー解析機器の解析能力

を活用して得られた配列情報から、マッピング、バ

リアント検出、リードクオリティの検証などの情報解

析および変異アノテーションを行う解析パイプライ

ンの構築を完了した。 

 既知遺伝子のターゲット解析として100程度の遺

伝子パネルをデザインし、スクリーニングを行う準

備を整えた。 

 次世代シーケンス解析用の日本人バリアントデー

タベースについては、本年度になって1208名のエク

ソームデータの検索が可能となり、東北メガバンク



でも1000名の健常者の全ゲノムデータが取得され

た。既知未知バリアント情報を分別するため、対象

とする疾患感受性の既知バリアントの検出、および

コモンバリアントの除外を行うことができた。さらに

今後も健常人および症例検体の蓄積を継続し、

in-houseのvariant databaseの構築を進めるととも

に、独自性を高めたアノテーションパイプラインの

開発を行うことで、ゲノム解析データ処理を効率化

する予定である。 

 情報解析手法を更新し、シーケンス解析のコスト

低減に努め、解析試料の収集と情報解析のアップ

デートに特化した研究を本事業終了後も継承する

予定である。 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

現在まで有害の事象なし 
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研究要旨 

 

平成 23-24 年度に継続して行ってきた希少難治性疾患動物モデル開発、病態機序解析、及びヒト臨床研究

で得た多くの成果をもとに、難治性循環器疾患の診断治療の創薬開発とその迅速なる臨床実用化を目指す。 

H25 年度は次世代シーケンス解析の実践と同定遺伝子情報を診断治療に迅速に応用する独創的手法を利

用し実施する。迅速なゲノム医療への応用のため、既知変異の迅速な鑑別除外により、新規変異を持つ確率

の高い症例に次世代解析を行い、新規分子ないし変異に対して迅速に表現型機能解析と同定遺伝情報の臨

床応用に資する検討を実施する。難治性循環器疾患の遺伝性家系及び心不全症例の生体試料バンクの利

用し、ゲノム解析の精度と速度を高める方策をとるとともに、心筋症マウス解析とゼブラフィッシュイメージング

の利用による in vivo 検証の迅速化や、生化学的解析法を利用した独自の生理活性物質同定およびシーズ

探索技術を利用し、治療標的リガンド開発と臨床実用化など得られたゲノム情報を迅速かつ有効に診療に結

実させるよう進めてきた研究を完成させる。同定した遺伝子の機能解析を強力に推進し、生理活性のある相

互作用分子の同定や、生物学的意義を検証するための迅速な生体イメージングモデル動物および生体機能

検査を実施し、創薬に資するデータの蓄積に努める。 

 

 

Ａ．研究目的 

難治性循環器疾患の原因遺伝子は多岐にわたり

未解明も多く、殆どが厳密に原因を同定できぬまま

高度医療に臨まざるを得ない。 

遺伝性を示す大家系はもとより発症者の少ない家

系でも効率良く原因となる変異を正確に同定できる

システムを構築する。豊富データ量を有する in 

house database での非特異的変異の除外し、家系

情報や特異性を高める項目を付加した独自の情報

解析システムを立ち上げ、原因遺伝子を同定し、そ

の機能解析と、生理的意義を求めて後、リード化合

物のスクリーニング対象となり得る相互作用分子標

的を見出す、3 年間の集大成なる研究を実施する。 

 

Ｂ．研究方法 

 

１. ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システム

の構築 

 

① 拠点施設ゲノムバンク化事業に協力可能な検

体収集システムの構築  

 循環器疾患ゲノム解析症例の蓄積のみならず、

非循環器疾患症例、および家系内非発症症例を対

象に、全 Exome 解析における in-house variant data

のプロファイリングに適した症例の蓄積も目指す。

次世代解析拠点施設と連携し、In-house Data 

Reference の蓄積に協力することも目指し、本研究

に適した解析パイプラインを構築できる体制を整え 



る。その実現へ向けて大阪大学医学部附属病院他

診療科と連携し、倫理委員会同意書統一書式や検

体収集システムを構築する。 

 

② 次世代ゲノム解析用情報解析システムの利用

による新規遺伝子同定  

3 年間継続して蓄積した希少循環器疾患検体ゲ

ノムを用いてゲノム解析を実施する。症例ゲノムか

ら超高速次世代シーケンサーを用いて配列解析を

行う STEP と、次世代シーケンス情報解析を行う

STEP にわける。情報解析にあたっては、解析用

Linux サーバーを立て、解析専用のパイプラインを

構築する。 

次世代シーケンス解析用 Linux サーバーにデー

タ解析専用のパイプラインを構築し、オープンソー

スを中心とした特殊ソフトウェアを導入し、データの

クオリティチェック、リファレンスマッピング、アプリケ

ーションごとの解析を迅速に行うことが可能な、ス

クリプトを構築する。上記解析システムを用いなが

ら、採取した血液サンプルからゲノム DNA を抽出し、

次世代シーケンス解析を行う。 

また、家系に関してはゲノムの組み換え情報も

利用し、遺伝子を同定するためにマイクロサテライ

トマーカーによるポジショナルクローニングも併用し

ながら、疾患特異的な原因遺伝子座の同定を行

う。 

  

２. ゲノム情報の臨床実用化（ゲノム創薬、診断薬

開発と細胞治療への応用） 

 

① 細胞モデルと遺伝性疾患動物モデル（小・大動

物）による in vivo 検証の迅速化  

難治性疾患の新規候補遺伝子として同定された

ものについて、迅速に in vivo の機能解析実験系の

STEP へ検証を進めることが重要である。ゼブラフィ

ッシュを用いた実験系は、心臓といえどもアルビノ

種を用いることにより形態観察も容易であり、効率

よく解析を進めることができる。Dual-CCD カメラ／

LED 光源装備／倒立型電動リサーチ顕微鏡－細

胞機能解析装置による、世界に先駆け新規に開発

実用化に成功した in vivo FRET プローブ－イメージ

ング解析システムを用いて心臓機能の生体精密機

能解析を行う。H23-24 年度に同定した新規遺伝子

3 遺伝子に対し、既に解析系として研究代表者らが

確立しているゼブラフィッシュ実験系を用い新規同

定遺伝子の分子生物学的、生理学的解析、細胞

機能解析と迅速な病態モデルのイメージング解析

を行う。さらにそこで有意な機能変化を認めるもの

については哺乳類における遺伝子改変心筋症マウ

スから大動物に至るまでの生理機能解析、病態解

析を行う。H24 年度までの条件検討から発展させ、

将来創薬候補となるか判断とすべく、蛋白機能解

析を中心とした検討も実施する。 

 

② 生化学的解析法を利用した独自の生理活性物

質同定および治療薬シーズ探索  

新規同定遺伝子の同定によるゼブラフィッシュ解

析実験の開始と同時に、培養細胞、蛋白分子レベ

ルでの検討を進め、生理活性を有する結合蛋白の

同定や相互作用を有する蛋白を同定する作業を行

う。独自の蛋白分離精製技術を利用し、超高感度

Nano LCMS 解析機器を用いて分子の生物学的、

病態学的意義を検討する。これらの検討は H24 年

度までと基本的にそういつの手技であるが、さまざ

まな条件を整理し、最終的には前項にも記載の通

り、単に蛋白機能解析のみならず、創薬候補となる

蛋白分子標的となり得るかも含めた検討を実施す

る。 

同定した相互作用分子から、病態へ介入可能な

分子修飾など、創薬へ向けた分子探索を進め、将

来の臨床応用を考慮した研究へと発展させる。 

H23-24 年度に同定した心筋症発症に関わる新

規遺伝子など合計 3 遺伝子の生理活性の有無の

検索を行うと同時に、Nano-LC MS 解析による標的

分子探索も並行して行う。 

既に有意な標的分子も得た遺伝子については、

企業共同研究が H25 年度に開始された。知財に関

する検討も実施し、実際の化合物に関する検討も

開始された。それ以外の候補についても生理活性

と細胞機能を評価し、Phenotype 改善効果の有無

を判定し、新規蛋白、結合蛋白をリードとしたリガン

ド化合物を原則探索する。 

 

（倫理） 

患者情報の解析に関しては施設の倫理委員会の

承認を得た上、臨床研究倫理指針を遵守し慎重に



おこなう。その上で患者とは個別に、医師が書面に

示した計画書を明示し、十分説明をしたうえで承諾

を得たもののみを本研究に使用する。特に以下の

点に留意する。 

 

①試料提供者の個人識別情報を含む情報の保

護：診療情報を含めた個人情報と検体とは徹底し

た匿名化を行い、遺伝情報と個人情報の連結は個

人識別情報管理者のみが可能となるように個人識

別情報管理者をおいて情報を管理する。 

 

②試料提供者に対する予想される危険や不利益

およびそれらが生じた場合の措置：心筋生検試料

採取は通常の診療の際に医学的必要に応じて行

われたもののうち、診療に用いない残余検体を利

用することとし、危険や不利益はないと考える。誤

って遺伝情報が外部に漏洩した場合、就職・結婚・

保険への加入等に関して不利益をこうむる可能性

が考えられるため、これを防ぐために、個人識別情

報管理者を置き、同管理者は試料の匿名化を行う

とともに個人情報を厳重に管理・保管し、試料提供

者のプライバシーを保護する。 

 

③試料提供者から採取した生体材料の取り扱いに

ついて：提供された試料は、個人識別情報管理者

が連結匿名化し、匿名化ラベルのみ貼って保存す

る。これらの試料は、生体試料の包括利用同意を

得ており、本研究だけでなく、将来倫理委員会で承

認された他の自主臨床研究についても用いること

が可能である。したがって検査済みの試料は、適

宜連結可能匿名化番号を含む検体等を完全に削

除した上で廃棄するが、使用可能な残余検体は匿

名化されたまま施錠された保管場所で保管される。

また、特に研究成果として得られた情報の管理に

は、外部に漏洩しないように対策を行う。 

 

④動物実験においても愛護上の問題点を考慮の

上、施設の審査結果を本研究について得た。この

倫理規定にのっとり動物愛護上の配慮を十分行っ

て実験をおこなう。 

 

 

 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

１．ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システ

ムの構築 

 

① 拠点施設ゲノムバンク化事業に協力可能な検

体収集システムの構築  

循環器疾患ゲノム解析症例の蓄積のみならず、

非循環器疾患症例、および家系内非発症症例を対

象に、全Exome解析におけるin-house variant data

の蓄積に適した症例の蓄積の実現へ向けて、大阪

大学医学部附属病院他診療科と連携し、大阪大学

医学部附属病院全診療科が参加し、倫理委員会

同意書統一書式や検体収集システムを主導的に

構築した。  

大阪大学最先端医療融合イノベーションセンタ

ー・ゲノム解析コアファシリティー（新設 H26 年 2 月

開館、現共同研究センター）におけるゲノム解析を

実施するために、本研究チームが主導し、構築した

パイプラインを移植するとともに、情報解析も担当

することとなった。 

平成 23-24 年度の症例に加えて、平成 25 年も

同様に症例蓄積を進めて、循環器疾患ゲノム解析

症例の蓄積のみならず、非循環器疾患症例、およ

び家系内非発症症例を対象に、全 Exome 解析に

おける in-house variant data 構築に適した症例の

蓄積を行った。総数は 180 症例を超え、臨床データ

と連結可能な心筋症ゲノムデータベースを構築し

た。 

 

② 次世代ゲノム解析用情報解析システムの利用

による新規遺伝子同定  

次世代解析拠点施設と連携し、in-house variant 

data の蓄積にも協力できるよう倫理委員会の申請、

審査も終え、ゲノム蓄積が全診療科を通じて行う事

ができるようになった。情報解析は本研究の根幹と

なるものであり、その解析手法は本研究のみなら

ず、メンデル遺伝にも将来応用可能なように一般

化された Linux サーバーによるスクリプトとして構築

され、安定した運用をはかることができるようになっ

た。その結果、全科協力して解析協力体制を敷くこ



とができるようになった。 

次世代シーケンス解析用 Linux サーバーにデー

タ解析専用のパイプラインを構築し、本解析用に新

たに開発するソフトも合わせて、独自のパイプライ

ンとして構築した。対象となる 55 家系 164 症例につ

いて、順次全 Exome 配列解析を実施し、上記情報

解析システムを用いた遺伝子解析を実施した。 

 採取した血液サンプルからゲノム DNA を抽出し、

次世代シーケンス解析を行い、特に前年度までに

家系症例を対象に Microsatellite marker を用いた

連鎖解析を行うことで、難治性不整脈の家系の疾

患原因遺伝子として新規遺伝子、心筋症遺伝子、

心臓エネルギー代謝に関わる遺伝子等を同定、

Genotyping などを行うことができ、本年度もその検

討を継続して行った。配列解読、配列解析（マッピ

ング、バリアント検出）を終え、これら情報解析中の

家系においても、Co-segregation を確認しながら、

さらに 20 以上の家系症例について候補遺伝子の

絞り込み作業を開始することができるようになっ

た。 

 海外の共同研究施設との情報交流を欠かさず行

い、このたび少数家系でも解析同定が可能となる

よう、独自にスクリプトを整え、従来同定しえなかっ

た遺伝症例群に対しても、新規未知変異も含めた

新規の同定が可能となるパイプラインを新たに構

築した。 

 

２. ゲノム情報の臨床実用化（ゲノム創薬、診断薬

開発と細胞治療への応用） 

 

① 遺伝性疾患動物モデル（小～大動物）による迅

速な機能解析、イメージング技術による検証 

難治性疾患の新規候補遺伝子として同定された

遺伝子、すなわち H23 年度に同定した新規遺伝子

AMF-GS2、SSS１、心筋症新規原因遺伝子に対し

て、ヒト疾患のゲノム変異の有無検索を終えた。 

その間、ゼブラフィッシュ、遺伝子改変心筋症マ

ウス、大動物（イヌ）心不全モデルを用いて分子生

物学的、生理学的解析な分子機能解析と迅速病

態解析、イメージング解析を行った。 

AMF-GS2：ゼブラフィッシュ実験系を用い新規同

定遺伝子の分子生物学的、生理学的解析、細胞

機能解析と迅速な病態モデルのイメージング解析

として有用であることが解り、さらに大動物で検証

するために虚血再灌流モデルを用いた解析も行い、

同遺伝子の発現変化も確認した。類似遺伝子にも

解析の範囲を広げ、現在ミトコンドリア心筋症等も

含めた症例を対象に別変異の有無に関する検索

を行っている。 

SSS1：細胞実験系によるパッチクランプ法、ゼブ

ラフィッシュを用いた心臓不整脈表現型を解析し、

ヒト臨床表現型との相同性を確認した。 

ゼブラフィッシュ実験系については、世界に先駆

け新規に開発実用化に成功した in vivo FRET プロ

ーブ－イメージング解析システムの構築に成功し、

それを用いて心臓機能の生体精密機能解析を行

えるようになったこと、そして様々な心筋症関連遺

伝子について、心筋代謝変化なども含めた生体イ

メージを行う事でリアルタイムな機能解析を実施す

ることができるようになった。さらにそれらに対する

特異的化合物も得て、創薬開発に資する検討へと

展開することに成功した。 

 

② 生化学的解析系、高精度生理活性物質同定に

よる治療薬シーズ探索 

AMF-GS2 に対する生理活性相互作用を有する

分子の探索を行った。Nano-LC MS 解析による相

互作用を持つ標的分子探索を実施した。特定の蛋

白複合体群を同定し、得られた現象をもとに物質

特許申請を行うとともに、構造解析と創薬標的とし

ての可能性に関する検討に入った。特に本年度は

類縁遺伝子についても同様の検討をその構造解

析を中心に行い、有意な結合部位を類推するとこ

ろまで検討を進めることができるようになった。今後

は同部位に対する構造解析を更に進め、成功すれ

ば化合物などへのスクリーニングにも発展できると

ころまで実施することができた。 

SSS1 について、既に有意な膜蛋白標的分子お

よびその類縁分子を得て生理活性を持つ化合物に

関する検討を行った。企業共同研究について、今

後の創薬開発を目的とした検討はすすみ、他大学

にも協力を得て、類似症例の蓄積、他変異部位の

同定など症例群の蓄積を行いつつ、同化合物の本

遺伝子に対する分子機能変化を確認することがで

きた。本遺伝子蛋白をシーズとして開発された化合

物を in vivo 機能解析に関する検討へと発展させる



努力が行われた。 

さらに別心筋症家系から同定した、心筋症原因

遺伝子についても、生理活性と細胞機能を評価し、

結合蛋白をリードとしたリガンドを探索を開始すべく、

阪大産学連携共同創薬開発研究について具体的

な方法の選定をすませ、リード化合物ライブラリー

からの探索スクリーニングを実施することとなった。

その準備検討実験が進み、パイロット解析を行った。

コントロール実験も成功し、その間にアッセイに必

要な精製蛋白も十分量を蓄積することができ、実

際の化合物探索を行う準備が整った。 

 

 

Ｄ．考察 

 

本研究より以前に開始した倫理計画書、および

平成 24 年度より大阪大学全２６診療科と共同連携

し、全科に対応できる倫理委員会同意書統一書式

を用いることにより、in-house database 構築に資す

る検体収集システムを構築できた。本方法は他学

研究機関からの問い合わせも多く、類似研究の普

及に非常に資する試みであったと考えられる。 

循環器内科内部のみならず、大阪大学医学部

附属病院全診療科（２６診療科）と共通の同意書統

一書式や検体収集システムを構築できたことにより、

得られた in-house database の利用により学内にお

けるゲノム情報解析の精度は一層増すものと考え

られる。日本人 variant database が拠点班より運用

開始され、H25 年度後半より、一層確度の高い情

報絞り込み解析を実施することができた。しかし大

量にデータを解析する上で、独自のパイプラインを

用いて解析を可能にするため、依然 in-house 

database にある fastq 形式のデータへのアクセスは

必須であり、その意味でも学内症例の蓄積は重要

である。今後の共同研究他研究機関におけるゲノ

ム研究でも、同様のシステムが利用できる予定で

ある。このようなシステムは今後の次世代ゲノム解

析には必須のものであり、本研究に限らず広く応用

の効くものであると考えている。 

解析環境の整備を行い、共同研究先ないし試

料提供を受ける他施設共同研究機関へ、我々が

開発した解析技術を積極的に共有することで、多

施設共同研究を進めることができるようになった。

これら症例の充実に対する試みは、本研究を独創

的に進める上で必須のものと考える。 

それら症例をもとに実施した全 Exome 配列解析

においては、我々が開発した情報解析技術を共同

研究機関とも積極的に共有し、将来循環器ゲノム

研究コンソーシアム全体に公開できるようにするた

めに、データのクオリティチェック、リファレンスマッ

ピング、アプリケーションごとの解析を迅速に行うこ

とが可能な Linux サーバーおよびパイプラインを構

築し膨大なデータ解析に対応できる情報解析シス

テムを本研究に導入することができた。探索の際

には一家系内での解析を基本とし、発端者へ家族

歴の問診から遺伝性の有無を区別し、公知の原因

遺伝子変異の鑑別スクリーニングを実施除外した

のち、新規遺伝子変異を有する可能性のあるもの

のみに対して 2 次スクリーニングを実施することと

なった。 

さらに従来あきらめざるを得ない絞り込み不足の

少数発症症例家系についても、独自のパイプライ

ンの開発により、今後有効性を以て効率良くアプロ

ーチすることが可能となった。本パイプラインは海

外からの共同研究の依頼にもつながり、現在より

強固なものへと開発を進めている。 

この情報解析システムを用いることにより、これ

まで同定できなかった疾患遺伝子を幾つか同定、

ないし他家系の迅速な発見追加を行う事ができる

ようになった。臨床部門との強い連携の中で蓄積し

た家系より、別家系のスクリーニングを迅速に行う

事ができる。 

同定し得た新規原因遺伝子については、遺伝子

生理活性の有無の検索を行うと同時に、培養細胞、

蛋白分子レベルでの検討を進め、生理活性を有す

る結合蛋白の同定や相互作用を有する蛋白を同

定する作業を行うことで、生物学的、病態学的意義

を検討に留まらず、創薬標的分子の選択も広がり

将来の臨床応用を考慮した研究へと発展させるこ

とが可能である。 

 

 

Ｅ．結論 

 

循環器内科内部のみならず、大阪大学医学部附

属病院全診療科（２６診療科）と共同連携し、倫理委



員会同意書統一書式や検体収集システムを構築で

きたことにより、ゲノム解析の精度を増すことができ

た。臨床情報が集積された症例を蓄積することで、

他には無い独自の臨床データ解析が可能な症例バ

ンクを構築することに成功し、その情報を基にした二

次性心筋症はじめ病因既知の循環器疾患を除外す

ることができた。それらの症例からゲノム解析を行う

症例を選択するというシステムを作り上げた。 

さらに臨床的観点からのみではなく、次世代シー

ケンス解析の精度上昇にも努めて、その効率化をは

かるため、ゲノムワイドに既知原因遺伝子の変異を

先に探索する情報解析システムを作成することがで

きた。網羅性、拡張性があり、コスト的にも有利であ

ると考えられるため、Probandに対する全Exome解析

を行うことが可能である。 

いくつかの同定遺伝子は既に機能解析も終了し、

有意な標的分子も得て、創薬開発を目的とした企業

共同研究へと至ったものも含めて、創薬開発に有用

な解析ツールであることを証明した。 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

 

現在まで有害の事象なし 
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次世代遺伝子解析による希少難治性循環器疾患の診断治療法の開発と 

臨床実用化に関する研究 

 

研究分担者   山崎 悟  国立循環器病研究センター  室長
 

 

 

 

 

研究要旨 

 

H23年度より行ってきた希少難治性疾患動物モデル開発、病態機序解析、及びヒト臨床研究で得た多く

の成果をもとに、難治性循環器疾患の診断治療の創薬開発とその迅速なる臨床実用化を目指す。 

次世代シーケンス解析の実践と同定遺伝子情報を診断治療に迅速に応用する独創的手法を利用し実

施する。迅速なゲノム医療への応用のため、既知変異を効率よく除外することにより、新規変異を持つ確

率の高い症例に集中して解析を行い、新規分子ないし変異に対する表現型機能解析と同定遺伝情報の

臨床応用への時間短縮をはかる。特に H25 年度は国立循環器病研究センターにおいて蓄積した遺伝性

循環器疾患の全 Exome 解析を実施するとともに、大阪大学との連携で情報解析パイプラインの構築完成

を目指した。その結果、次世代解析における既存のスクリプトと独自開発のスクリプトを組み合わせること

により、変異解析に適したパイプラインを構築し、遺伝性循環器疾患解析に適したソフトとして開発するこ

とが可能となった。最終的に、新規遺伝子②の候補バリアントを特異し、その変異の機能を解析すること

によりバリアントと病態との関連を明らかにすることができた。 

 

 

Ａ．研究目的 

 

難治性循環器疾患の原因遺伝子は多岐にわた

り未解明も多く、殆どが厳密に原因を同定できぬ

まま高度医療に臨まざるを得ない。この現状に対

し、先進的技術による早期診療が予後改善へもた

らす社会的、経済的効果は計り知れない。  

遺伝性が濃厚な希少難治性疾患の家系症例群

より新規 rare variant（遺伝子変異）を同定し、その

分子機能解析と、生理的意義を知るための相互

作用分子を同定し、実用化診断治療薬となる分子

標的を見出すことを研究目標とする。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システム

の構築 

 

１）集積された症例の独自の臨床データ解析とゲ

ノム解析症例の選定  

 

国立循環器病研究センターに入院ないし外来

で 

フォロー中の原因として遺伝性が示唆される難治

性心血管系疾患症例を対象に、ヒトゲノム解析の

説明と同意を得て遺伝性が濃厚な家系症例の採 



血（ゲノム DNA の保存）を実施する。大阪大学との

共同で心筋症、不整脈（家族性突然死を含む）、血

管疾患の症例収集を行った。また、非家系孤発症

例のうち、二次性心筋症を除外したものからも症例

を蓄積する。 

 

２）次世代ゲノム解析用情報解析システムの利用

による新規遺伝子同定  

全 Exome 解析に利用可能な日本の公的な

variant database が公開されていないため、公開に

先行して In-house の variant database を持つことを

目的として、発症・非発症症例を合わせて、全

Exome 解析を行う。得られた fastq ファイル形式の

データは、大阪大学で実施した全 Exome 解析デー

タと統合し、Linux サーバーシステムを用いた

variant 検出ができるパイプラインを構築した。既存

のスクリプトと独自開発のスクリプトを組み合わせ、

解析に適したパイプラインとして本解析に適したソ

フトを開発する。 

 

（倫理） 

患者情報の解析に関しては施設の倫理委員会の承

認を得た上、臨床研究倫理指針を遵守し慎重にお

こなう。その上で患者とは個別に、医師が書面に示

した計画書を明示し、十分説明をしたうえで承諾を

得たもののみを本研究に使用する。特に以下の点

に留意する。 

１）試料提供者の個人識別情報を含む情報の保護：

診療情報を含めた個人情報と検体とは徹底した匿

名化を行い、遺伝情報と個人情報の連結は個人識

別情報管理者のみが可能となるように個人識別情

報管理者をおいて情報を管理する。 

２）試料提供者に対する予想される危険や不利益お

よびそれらが生じた場合の措置：心筋生検試料採

取は通常の診療の際に医学的必要に応じて行われ

たもののうち、診療に用いない残余検体を利用する

こととし、危険や不利益はないと考える。誤って遺伝

情報が外部に漏洩した場合、就職・結婚・保険への

加入等に関して不利益をこうむる可能性が考えられ

るため、これを防ぐために、個人識別情報管理者を

置き、同管理者は試料の匿名化を行うとともに個人

情報を厳重に管理・保管し、試料提供者のプライバ

シーを保護する。 

３）試料提供者から採取した生体材料の取り扱いに

ついて：提供された試料は、個人識別情報管理者

が連結匿名化し、匿名化ラベルのみ貼って保存す

る。これらの試料は、生体試料の包括利用同意を

得ており、本研究だけでなく、将来倫理委員会で承

認された他の自主臨床研究についても用いることが

可能である。したがって検査済みの試料は、適宜連

結可能匿名化番号を含む検体等を完全に削除した

上で廃棄するが、使用可能な残余検体は匿名化さ

れたまま施錠された保管場所で保管される。また、

特に研究成果として得られた情報の管理には、外

部に漏洩しないように対策を行う。 

動物実験においても愛護上の問題点を考慮の上、

施設の審査結果を本研究について得た。この倫理

規定にのっとり動物愛護上の配慮を十分行って実

験をおこなう。 

 

4)新規遺伝子②の候補バリアントの同定、および変

異の機能解析 

構築したパイプラインを駆使して特定されたバリアン

トの確認のために、家系のすべての検体について、

sanger 法による確認、および co-segligation 解析を

行う。そして、機能解析としては、アフリカツメガエル

の卵母細胞を用いたマクロの電流の測定、培養細

胞を用いたパッチクランプ法、およびモデル動物、

ゼブラフィッシュを用いた病態再現性を行うことによ

り、変異と病態との関連を解析する。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システムの

構築 

 

１）集積された症例の独自の臨床データ解析とゲノ

ム解析症例の選定  

国立循環器病研究センターにおいて拡張型心筋

症、肥大型心筋症症例を中心に、遺伝性が濃厚な

家系症例への採血の説明と同意書を得て、約 30

症例への採血を行った。国立循環器病研究センタ

ー内のバイオバンクの稼働に伴い、同部署への検

体保存システムを活用し検体保存を行った。 

連結可能匿名化できる臨床データのプロファイリ



ングも行い、発端者解析の実施後の家系症例拡大

を行う際の準備を実施した。それらの症例選択に

ついては年度内計 3 回のゲノム解析実務者会議を

実施し、倫理委員会準備、症例選択に関する検討

を行った。全ゲノム解析が可能な倫理委員会承認

を得て、豊富な症例登録環境となった。今後も遺伝

性循環器疾患を疑うものを中心に症例収集を行う

こととなった。 

 

２）次世代ゲノム解析用情報解析システムの利用

による新規遺伝子同定  

疾患群ではあるものの発症・非発症症例を合わ

せて、全 Exome 解析を行った。総数は国立循環器

病研究センターにおける同意書に基づく解析数とし

て１８症例であった。本研究におけるデータ統合を

最優先するため、配列解析プロトコール、情報解析

プロトコールの完全な統一を行った。 

結果として、fastq ファイル形式のデータが得られ

て後、大阪大学で実施した全 Exome 解析データと

統合してのち、本研究グループ全体で開発された

独自の Linux サーバーシステムを用いたパイプライ

ンを用いて解析を実施した。 

variant 検出に際しては、既存のスクリプトと独自

開発のスクリプトを組み合わせ、解析に適したパイ

プラインとして開発することにより、遺伝性循環器

疾患解析に適した（細かな条件設定が行われた）ソ

フトとして開発ができた。 

上記で構築したパイプラインを用いて、ある難治

性不整脈家系のゲノム解析を行った。その結果、

疾患原因遺伝子として、新規遺伝子②の中に候補

バリアントを発見することができた。これを確認する

ために、Sanger 法によるシークエンスの confirm お

よび RFLP 解析を用いた co-segligation 解析を行っ

たところ、疾患と新規遺伝子②の候補バリアントの

対応が確認された。続いて、候補遺伝子②はある

種のイオンチャネルであることが予想されたので、

この候補バリアントを発現ベクターにクローニング

し、アフリカツメガエルの卵母細胞を用いた 2 

electrode voltage clamp 法により、マクロスコピック

な電流を測定した。その結果、野生型に対して異常

な電流が見られた。さらに詳細に解析するために、

発現ベクターを培養細胞に導入し、シングルチャネ

ルのパッチクランプ解析を行った。その結果、チャ

ネルの性質と異常電流の関係が明らかになった。

続いて、モデル動物セブラフィッシュに候補バリア

ントの遺伝子を導入することにより、循環器におけ

る phenotype を解析した。その結果、ヒトの臨床に

おける病態がある程度再現され、最終的に候補バ

リアントの変異と病態との対応を明らかにすること

ができた。 

 

 

Ｄ．考察 

 

 希少難治性循環器疾患の原因遺伝子同定に向け

て、次世代シーケンス解析の研究の独自性を保ち

つつ質の高い解析を低コストで実現すべく力点を置

いて解析を行った。また、それらが将来の利用も可

能となるよう意識した解析環境の整備も行った。 

 結果、研究代表者大阪大学との解析プロトコール

の統一を徹底し、配列解析のみならず、情報解析デ

ータのやり取りができるように、その必要性も加味し

た倫理委員会申請も行い、大きなデータとしての統

合解析研究を実現した。 

 必ずしも多数症例のビッグデータとならない限ら

れた症例に対する個別解析、すなわち大型サーバ

ーではなく個々の研究室が有するpersonal server

としての解析には、そのような解析手法は非常に

有用であることも示唆された。今後もこれらの経験

をもとにゲノム解析のみならず臨床病態評価シス

テムの統一評価システムも確立し、臨床検査デー

タと生体試料、血清組織バンクを連結させた統合

的なゲノム解析ことができるように、臨床と基礎両

面から本研究課題は取り組むこととなった。 

 

 

Ｅ．結論 

 

 国立循環器病研究センターにおける遺伝性が

示唆される難治性心血管系疾患症例を対象に、ヒ

トゲノム解析の説明と同意を得て遺伝性が濃厚な

家系症例の採血（ゲノム DNA の保存）を実施し、30

例の採血保存および 18 症例の全 Exome 解析を実

施した。本研究におけるデータ統合を行うため、配

列解析プロトコール、情報解析プロトコールの完全

な統一を行った。本研究で利用価値の高い専用の



In-house database の構築を行う事ができた。H25

年度のさらなる遺伝子同定と、In-house variant 

database および公的 database からの効率の良い

variant の除外を行い、家系絞り込みの作業を円滑

に実施するシステムとなるよう、2 次解析パイプライ

ン開発ととともに、アノテーションパイプラインの開

発を開始した。 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

現在まで有害の事象なし 
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Yamazaki S, Matsuzaki T, Takafuji K, Asanuma 

H, Asakura M, Minamino T, Shintani Y, Yoshida 

M, Noji H, Kitakaze M, Komuro I, Asano Y, 

Takashima S. 

Evaluation of intramitochondrial ATP levels 

identifies G0/G1 switch gene 2 as a positive 

regulator of oxidative phosphorylation. 

Proc Natl Acad Sci U S A. Jan 

7;111(1):273-278. 

 

２、学会発表  

1) Morito D,（２人略）, Yamazaki S,（4 人略） 
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Disease-Associated Protein 

Mysterin/RNF213, IVBM 2014, 2013 年 4 月 

Japan（Kyoto） 

 

2) Akira Funada （1 人略）Satoru Yamazaki,(10 人
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Impact of the Polymorphisms of 

Renin-Angiotensin System on Prognosis in 

Hypertrophic Cardiomyopathy in the Era of 

Cardiac Magnetic Resonance 第 77 回日本循

環器学会学術総会  2013 年 3 月 
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もやもや病関連タンパク質 mysterin による 

zebrafish の発生制御. 第 8 回臨床ストレス

応答学会大会, 2013 年 11 月 
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１、特許取得 

なし 

 

２、実用新案登録 

なし 

 

３、その他 

以上、特筆すべき事項なし 
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研究要旨 

 
ヒト臨床サンプルを用いた遺伝子解析より検出された遺伝子変異のうち、新規候補遺伝子として同定され

たものについては、迅速に in vivo の機能解析実験系の STEP へ検証を進めることが重要である。  
本研究は診断法及び創薬に関する標的同定を最終目標とし、その迅速な臨床実用化を企図している。こ

れまでに行ってきた、希少難治性疾患動物モデル開発、病態機序解析、及びヒト臨床研究で得た多くの成
果は、本研究が目指す診断治療の創薬開発とその迅速なる臨床実用化に大きく寄与させることが可能であ
る。詳細なゲノム情報の利用実現は、難治性疾患の原因遺伝子に基づく医療アプローチを可能とすると予
想される。 

難治性循環器疾患の遺伝性家系及び心不全症例の生体試料バンクより、ゲノム解析を行い同定し得た
遺伝子に就いて、心筋症マウス解析とゼブラフィッシュイメージングの利用による迅速な in vivo 解析を行う。 

またゲノム創薬へ向けてヒト iPS 細胞による検証も用いた治療標的リガンド開発と臨床実用化など得られ
たゲノム情報を迅速かつ有効に診療に結実させことを目的として研究環境の整備を進める。 
 
 
 
Ａ．研究目的 
 

遺伝性が濃厚な希少難治性疾患の家系症例を
対象に行った遺伝子解析から同定された、原因遺
伝子と推定されるなる新規 rare variant を対象に、
診断および治療薬標的を見出し、臨床実用化する
ために迅速に in vivo の機能解析を行い生物学的意
義を検証できる実験系を構築する。 
 
 
Ｂ．研究方法 
 
ゲノム情報の臨床実用化 
（ゲノム創薬、診断薬開発と細胞治療への応用） 
 

原因遺伝子発端者から採血検体を得て、組織か
らの疾患 iPS 細胞株を樹立し、これまで構築してき
た高効率心筋細胞分化系を用いて、病態機序、分
子機能解析を行うとともに、既存治療薬剤の薬効

評価を行う。大阪大学医学部未来医療センターの
協力を得て、前項分子標的リガンドの薬剤assay 系
にも用いる。その際、同定した標的分子に対するシ
ーズ化合物の探索も同時に進め、化合物を得た際
には疾患 iPS 細胞を用いて同定された遺伝子変異
を持つヒト細胞を用いた、病態機序および新規薬
剤や既存薬の薬効評価と機能解析検討も行えるよ
う、創薬研究の基盤整備を行う。 
 
（倫理） 
患者情報の解析に関しては施設の倫理委員会の承
認を得た上、臨床研究倫理指針を遵守し慎重にお
こなう。その上で患者とは個別に、医師が書面に示
した計画書を明示し、十分説明をしたうえで承諾を
得たもののみを本研究に使用する。特に以下の点
に留意する。 
１）試料提供者の個人識別情報を含む情報の保護：
診療情報を含めた個人情報と検体とは徹底した匿



名化を行い、遺伝情報と個人情報の連結は個人識
別情報管理者のみが可能となるように個人識別情
報管理者をおいて情報を管理する。 
２）試料提供者に対する予想される危険や不利益お
よびそれらが生じた場合の措置：心筋生検試料採
取は通常の診療の際に医学的必要に応じて行われ
たもののうち、診療に用いない残余検体を利用する
こととし、危険や不利益はないと考える。誤って遺伝
情報が外部に漏洩した場合、就職・結婚・保険への
加入等に関して不利益をこうむる可能性が考えられ
る。これを防ぐために、個人識別情報管理者を置き、
同管理者は試料の匿名化を行うとともに個人情報
を厳重に管理・保管し、試料提供者のプライバシー
を保護する。 
３）試料提供者から採取した生体材料の取り扱いに
ついて：提供された試料は、個人識別情報管理者
が連結匿名化し、匿名化ラベルのみ貼って保存す
る。これらの試料は、生体試料の包括利用同意を
得ており、本研究だけでなく、将来倫理委員会で承
認された他の自主臨床研究についても用いることが
可能である。したがって検査済みの試料は、適宜連
結可能匿名化番号を含む検体等を完全に削除した
上で廃棄するが、使用可能な残余検体は匿名化さ
れたまま施錠された保管場所で保管される。また、
特に研究成果として得られた情報の管理には、外
部に漏洩しないように対策を行う。 
動物実験においても愛護上の問題点を考慮の上、
施設の審査結果を本研究について得た。この倫理
規定にのっとり動物愛護上の配慮を十分行って実
験をおこなう。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 

原因遺伝子発端者組織から iPS 細胞を樹立し、
独自の高効率心筋細胞分化系を用いて、病態機序、
分子機能解析を行うため、承諾を得た家系に対して
の iPS 細胞作製について具体的に 8 例の細胞株を
樹立ないし樹立を開始した。 

また、樹立した iPS 細胞から心筋細胞への分化
誘導を行い、iPS 細胞由来心筋細胞を用いて、分
子シグナル、電気生理特性、細胞内 Ca 制御特性、
収縮特性等の分子機能・生理機能の解析実験基
盤を整備し、病態発症機構の解明および創薬に向
けた実験を開始した。 

SSS1 および新規同定心筋症原因遺伝子を有す
る家系を対象に、iPS 細胞株樹立へ向けて症例の
遺伝的バックグラウンドの検証に入っている。本遺
伝子蛋白をシーズとして開発された化合物を用い
た機能解析を行うため、化合物の入手および培養

細胞実験における変化を培養細胞における検討を
行う準備を開始するとともに、iPS細胞でも行う事が
できるよう実験準備を行っている。 
 
 
Ｄ．考察 
 

原因遺伝子発端者由来の疾患 iPS 細胞株の樹
立は、それを用いた特異的実験系を実際のヒト症
例の組織へ分化した培養細胞で組むことができる。
そのため、従来の培養細胞を用いた生理実験、in 
vitro / in vivo 薬理実験、動物生体実験、ヒト臨床
試験への橋渡しとして、効率良くかつ精度を高め同
定した遺伝子の機能解析として有用である。 

これまで構築してきた高効率心筋細胞分化系を
用いて、病態機序、分子機能解析を行うとともに、
既存治療薬剤の薬効評価を行う。大阪大学医学部
未来医療センターの協力を得て、前項分子標的リ
ガンドの薬剤 assay 系にも用いる準備を進めてい
る。 

同定した標的分子に対して、シーズ化合物の探
索も同時に進め、または既に得た化合物を用いて、
疾患 iPS 細胞による、新規薬剤開発検討および薬
効評価に関する検討を進めており、次世代シーケ
ンサーを用いた、ゲノム解析による創薬基盤研究
整備を行う上でも、非常に重要な実施モデルとなる
と考えられる。 
 
 
Ｅ．結論 
 

平成 24 までに同定された疾患原因遺伝子に対
して、平成 25 年度からの本格的検討開始を視野に、
遺伝子機能及び生物学的意義を検証できる解析を
実施し、将来探索化合物を用いた機能解析を行う
ための実験準備として、iPS 細胞株化への準備を
開始した。 

新規同定心筋症原因遺伝子を有する家系への
次世代ゲノム解析の継続と、同定した標的分子に
対して、シーズ化合物の探索も同時に進め、また
は既に得た化合物を用いて、疾患 iPS 細胞による、
新規薬剤開発検討および薬効評価に関する検討
は非常に重要な実施モデルとなると考えられる。 
 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
現在まで有害の事象なし 
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研究要旨 

 

従来行ってきた希少難治性疾患動物モデル開発、病態機序解析、及びヒト臨床研究で得た多くの成果をもと

に、難治性循環器疾患の診断治療の創薬開発とその迅速なる臨床実用化を目指す。 

次世代シーケンス解析の実践と同定遺伝子情報を診断治療に迅速に応用する独創的手法を利用し実施する。

迅速なゲノム医療への応用のため、既知変異の迅速な鑑別除外により、新規変異を持つ確率の高い症例に次

世代解析を行い、新規分子ないし変異に対する機動力ある表現型機能解析と同定遺伝情報の臨床応用への

時間短縮をはかる。難治性循環器疾患の遺伝性家系の生体試料バンクを利用し、ゲノム解析の精度と速度を

高める方策をとると共に、モデルマウス解析とゼブラフィッシュイメージングの利用による in vivo 検証の迅速化

や、生化学的解析法を利用した独自の生理活性物質同定およびシーズ探索技術を利用し、治療標的リガンド開

発と臨床実用化など得られたゲノム情報を迅速かつ有効に診療に結実させるよう研究を進める。 

 

 

 

Ａ．研究目的 

 

難治性不整脈疾患の原因遺伝子同定を行うこと

を目的とする。また、解析に際しては本研究班にお

いて開発される統一された配列解析プロトコールお

よび情報解析プロトコールが、他施設に広げて行う

ことが可能かどうかについての比較検証が行えるよ

うプロジェクトを進める。 

新規 rare variant（遺伝子変異）が同定された場

合には、その分子機能解析と、生理的意義を知る

ための相互作用分子を同定し、実用化診断治療薬

となる分子標的を見出すことを研究目標とする。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 

ゲノム解析の迅速な実施と実用的解析システムの

構築 

 

遺伝性が示唆される難治性心血管系疾患症例

（不整脈症例）を対象に、ヒトゲノム解析の説明と

同意を得て、滋賀医科大学で採取した採血検体

（ゲノム DNA 抽出）を用いて、大阪大学との共同研

究を行う。 

難治性不整脈症例についてのゲノム解析を Illumina

社製 GA IIx を用いて行う。データスループットは大

阪大学、国立循環器病研究センターで実施している

本研究のプロトコールと同一のものを用い、配列解 



析に関してはHiseq2000で行った際の解析に揃えた

設定とし、情報解析は本研究用に開発したパイプラ

イン（大阪大学 Linux サーバー）を用いてバリアント

を検出する。 

滋 賀 医 科 大 学 内 で 実 施 し た 不 整 脈 疾 患 の

Illumina 社製 GA IIx を用いた解析結果と大阪大学の

解析結果について、比較検討する。 

 

（倫理） 

患者情報の解析に関しては施設の倫理委員会の

承認を得た上、臨床研究倫理指針を遵守し慎重に

行う。その上で患者とは個別に、医師が書面に示し

た計画書を明示し、十分説明をしたうえで承諾を得

たもののみを本研究に使用する。特に以下の点に

留意する。 

 

①試料提供者の個人識別情報を含む情報の保護：

診療情報を含めた個人情報と検体とは徹底した匿

名化を行い、遺伝情報と個人情報の連結は個人識

別情報管理者のみが可能となるように個人識別情

報管理者をおいて情報を管理する。 

 

②試料提供者に対する予想される危険や不利益お

よびそれらが生じた場合の措置：本研究での解析に

使用する検体は通常の診療の際に医学的必要に

応じて行われたもののうち、診療に用いない残余検

体を利用することとし、危険や不利益はないと考え

る。誤って遺伝情報が外部に漏洩した場合、就職・

結婚・保険への加入等に関して不利益をこうむる可

能性が考えられるため、これを防ぐために、個人識

別情報管理者を置き、同管理者は試料の匿名化を

行うとともに個人情報を厳重に管理・保管し、試料

提供者のプライバシーを保護する。 

 

③試料提供者から採取した生体材料の取り扱いに

ついて：提供された試料は、個人識別情報管理者

が連結匿名化し、匿名化ラベルのみ貼って保存す

る。これらの試料は、生体試料の包括利用同意を

得ており、本研究だけでなく、将来倫理委員会で承

認された他の自主臨床研究についても用いることが

可能である。したがって検査済みの試料は、適宜連

結可能匿名化番号を含む検体等を完全に削除した

上で廃棄するが、使用可能な残余検体は匿名化さ

れたまま施錠された保管場所で保管される。また、

特に研究成果として得られた情報の管理には、外

部に漏洩しないように対策を行う。 

 

④動物実験においても愛護上の問題点を考慮の上、

施設の審査結果を本研究について得た。この倫理

規定にのっとり動物愛護上の配慮を十分行って実

験をおこなう。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

本年度は、難治性不整脈 1 家系 4 検体を対象と

して、全 Exome 解析を実施した。解析は Illumina 社

製 GA IIx を用いて行った。臨床データと連結可能匿

名化されており、臨床情報をガイドに原因遺伝子の

同定を行った。シーケンスのクオリティについては、

従来比較検討されてきたものと同様のデータを取る

ことができ、情報解析のプロトコールの実施に際し

ても支障なく実施することができた。 

全 Exome 解析用の日本人 SNV データベースが

必ずしも網羅できていない状況もあり、また、今回解

析を実施した家系数および検体数が少数であり、完

全な原因遺伝子の同定には至っていない。しかし、

候補遺伝子１つについて cDNA のクローニングを行

い、哺乳類細胞での発現ベクターを構築した。この

ベクターを利用することで、in vitro および in vivo 実

験系による機能解析を行う準備を進めている。 

 

 

Ｄ．考察 

 

 独自に解析をすることと比較して、循環器ゲノム解

析施設が均一な配列解析、情報解析プロトコールで

解析を実施することにより、将来的にも互換性のあ

るデータの蓄積を行う事ができた。 

 In house dataの蓄積と日本のバリアントデータベ

ースの公開を待たなければ、小家系における原因

遺伝子の同定には至らないことに変わりないが、将

来の公共データベース利用が可能となった際には、

同様の解析を行っている施設のデータとも参照、な

いし同様の臨床家系症例を有する施設との統一解

析プロトコールを用いての解析結果を蓄積していく



ことの意義は大きいものと考える。 

 また、逆に循環器施設が共同してこれら症例の蓄

積を進めていくことにより循環器疾患解析に適応さ

せたIn house genome referenceを構築することも可

能となる。これらは将来有用性の高いシステムの構

築に資するものと考えられた。 

 

 

Ｅ．結論 

 

難治性不整脈 4 検体について、家系症例全

Exome 解析を実施した。連結可能匿名化された臨

床データを元に、家系情報から現在利用できる手法

での原因遺伝子の絞り込みを試みた。しかし一般に

利用できる全 Exome 解析用の日本人 SNV データベ

ースはなく、現時点では一つの遺伝子に到達するこ

とはできなかった。 

In-house database および今後整備される日本

人 SNV データベースの利用により原因を突き止め

られるように引き続きデータ、検体の蓄積を継続す

る。 

 循環器ゲノム解析施設が多施設間で配列解析、

情報解析を行えるようにシステムの普及実用化を目

指す上では、均一のプロトコールを作り、均一な配

列解析、情報解析を実施することにより、将来的に

も互換性のあるデータの蓄積を行う事が望ましいと

考えられた。 

 また循環器施設が共同してこれら症例や循環器

疾患解析に適応させたIn house genome reference

の蓄積を進めていくことの重要性についても示唆的

な検討を行うことができた。 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

現在まで有害の事象なし 
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