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Assessment of pathogenicity of a missense variant 

in TBX5 detected in cardiomyopathy patients 

（心筋症患者に見出されたTBX5ミスセンス変異の 

病的意義の検討） 

 



論 文 内 容 の 要 旨 

 
〔目的〕 

TBX5は、Holt-Oram症候群という先天性心疾患と橈側列形成不全を特徴とする症候群における

原因遺伝子として報告されて以降、心臓発生と心筋細胞の成熟化の中心的な役割を担う転写調節因

子であることが知られている。T-boxドメイン（アミノ酸残基56～236）がこの機能に関与する一

方、近年、Nucleosome Remodeling Deacetylase(NuRD)複合体と関わって非心臓遺伝子の発現を

抑制する機能がTBX5-NuRD interactionドメイン（同255～264）にあることが報告された。双方

のドメインは異なる経路で心臓発生と機能保持に関わるが、TBX5の変異はいずれの領域でも多様

な心疾患を発生し、まれに心筋症を伴うことがある。従ってTBX5の遺伝型表現型相関には未知の部

分が多く、その解明が待たれている。 

本学小児科学講座では、次世代シーケンサーを用いた網羅的遺伝子解析の先行研究の中で、心筋

緻密化障害や拡張型心筋症の患者にTBX5のミスセンス変異(c.791G>A, p.Arg264Lys)（以下R2 

64K）を見出した。そこで、同変異が心臓発生または心臓機能保持にどのような影響を与えうる

か評価することを目的とした。 

 

〔方法並びに成績〕

方法：  

① 次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子解析を行った心筋症患者において、TBX5の 同ミス

センス変異が見出された患者を後方視的に集積し、そのアレル頻度の比較とコンピュータ

ーアルゴリズムでの傷害性予測を行った。 

② C57BL/6NマウスにCRISPR/Cas9システムによるゲノム編集技術を用いて、同変異の遺伝

子変異導入マウスを作成した。ゲノム配列解析により目的の点変異が導入されたこと

を確認し、これをファウンダーマウスとして交配させ、変異導入マウス系統を確立した。

これにより得られたヘテロ変異型（ Tbx5 R264K/+）、ホモ変異型（ Tbx5 R264K/ R264K）マ

ウスを以下の実験に用いた。マウスは10週齢をyoung adult群、6-9月齢をaged群と

してそれぞれ野生株と比較した。生理学的評価として、心電図検査、心臓超音波検査

（左室内径短縮率： FS、左室拡張末期径： LVDd、左室収縮末期径： LVDs、前壁径： 

AWD、後壁径： PWD、僧帽弁口拡張早期波： E、同心房収縮波： A）を行った。 

心筋の耐容能を評価するため、isoproterenol負荷（ 20μg/gの単回皮下投与を7日間）

による心筋症誘発実験を行い、同様に心臓超音波検査で生理学的評価を行った。病理

学的評価として、安楽死後に取り出した心臓組織でHE染色とElastica-Masson 染色を

行った。培養細胞を用いたレポーターアッセイで、ANFのプロモーター活性を算出し、同

変異による障害経路を推測した。表現型への発症経路を推察するために、左室心筋から抽出

したRNAを用いて遺伝子発現変動解析を行った。 



 

成績：  

① 網羅的遺伝子解析を受けた心筋緻密化障害192例、拡張型心筋症41例のうち同変異が

それぞれ4例、1例に検出された（ 計2.0%）。これは日本人のアレル頻度（ 0.75%）よ

りも多く、複数のコンピューター解析で傷害性を有する可能性を示唆された。 

② young adultTbx5 R264K/R264Kマウスは野生株に対して、左室内径短縮率の低下(34.2± 

1.7%対39.6±5.4%, p<0.05)、心拡大(p<0.05)、左室壁の相対的壁菲薄化(p<0.01)、

心体重量比の増加(p<0.01)が認められた。これは拡張型心筋症の形態学的特長と類

似していた。Aged群においても心収縮力低下は持続しており、組織学的に軽度の線

維化の増生が心内膜から間質にかけて出現し、リモデリングを示唆していた。 

Isoproterenol負荷での心機能の増悪の程度は、野生株と有意差が認められず、耐容

能は同程度と考えられた。Tbx5 R264K/+マウスでは心電図、心臓超音波解析で有意な表

現型変化は認められなかった。レポーターアッセイで、ANFプロモーター活性は野生株に

比較して同程度に保たれていた。young adultTbx5 R264K/R264Kマウスと野生株の左室心

筋から抽出したRNAを用いてマイクロアレイを行うと、36種類の有意に変動した遺伝

子が検出された。そのうちcoding geneは8つであり、Acta1の発現が著しく増加してい

た。Acta1のExon splicing variant解析ではexon2が有意に欠失していたが、noncoding 

regionであったため、翻訳調節や遺伝子発現調節機能がここに含まれると推測した。Acta1 

の発現上昇は心不全に対する代償を示唆する一方、TBX5-NuRD interactionドメインを介し

た経路による過剰発現により、サルコメア成熟阻害と心機能低下を引き起こした可能性も考

えられた。 

 

〔総括〕 

心筋症患者群に多く検出されたTBX5のミスセンス変異(c.791G>A, p.Arg264Lys)は、遺伝子変

異導入マウスによる検討の結果、ホモ変異型マウスにおいて拡張型心筋症に類似した慢性心不

全を呈することが明らかとなった。ヒトとマウスの表現型の相違から、心筋症患者群における

TBX5 R264Kは、心筋症の成因のうちの一つであると考えられた。また、同変異は心臓の発生や

分化を直接は妨げないが、Acta1の著しい増加は心不全と強く関連し、TBX5-NuRD interaction

ドメインを介する経路が関与する可能性も考えられた。 



 

学 位 論 文 審 査 の 要 旨 

 

〔研究目的〕 

TBX5は、Holt-Oram症候群という先天性心疾患と橈側列形成不全を特徴とする症

候群における原因遺伝子として報告されて以降，心臓発生と心筋細胞の成熟化の中

心的な役割を担う転写調節因子であることが知られている．T-boxドメイン（アミ

ノ酸残基56～236）がこの機能に関与する一方，近年Nucleosome Remodeling 

Deacetylase (NuRD)複合体と関わって非心臓遺伝子の発現を抑制する機能が

TBX5-NuRD interactionドメイン（同255～264）にあることが報告された．双方の

ドメインは異なる経路で心臓発生と機能保持に関わるが，TBX5の変異はいずれの領

域でも多様な心疾患を発生し，まれに心筋症を伴うことがある．従ってTBX5の遺伝

型表現型相関には未知の部分が多く，その解明が待たれている．本学小児科学講座

では次世代シーケンサーを用いた網羅的遺伝子解析の先行研究の中で，心筋緻密化

障害や拡張型心筋症の患者にTBX5のミスセンス変異(c.791G>A, p.Arg264Lys)（以

下R264K）を見出した．そこで同変異が心臓発生または心臓機能保持にどのような

影響を与えうるか評価することを目的とした． 

 

〔方法並びに成績〕 

方法：①次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子解析を行った心筋症患者におい

て，TBX5の同ミスセンス変異が見出された患者を後方視的に集積し，そのアレル

頻度の比較とコンピューターアルゴリズムでの傷害性予測を行った．②C57BL/6N

マウスにCRISPR/Cas9システムによるゲノム編集技術を用いて，同変異の遺伝子変

異導入マウスを作成した．ゲノム配列解析により目的の点変異が導入されたこと

を確認し，これをファウンダーマウスとして交配させ，変異導入マウス系統を確

立した．これにより得られたヘテロ変異型（Tbx5 R264K/+），ホモ変異型（Tbx5 R264K/R264K

）マウスを以下の実験に用いた．マウスは10週齢をyoung adult群，6-9月齢をaged

群としてそれぞれ野生株と比較した．生理学的評価として心電図検査，心臓超音

波検査（左室内径短縮率:FS，左室拡張末期径:LVDd，左室収縮末期径:LVDs，前壁

径:AWD，後壁径:PWD，僧帽弁口拡張早期波:E、同心房収縮波:A）を行った．心筋

の耐容能を評価するため，isoproterenol負荷（20μg/gの単回皮下投与を7日間）

による心筋症誘発実験を行い，同様に心臓超音波検査で生理学的評価を行った．

病理学的評価として，安楽死後に取り出した心臓組織でHE染色とElastica-Masson

染色を行った．培養細胞を用いたレポーターアッセイで，ANFのプロモーター活性を

算出し同変異による障害経路を推測した．表現型への発症経路を推察するために、左

室心筋から抽出したRNAを用いて遺伝子発現変動解析を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

成績：①網羅的遺伝子解析を受けた心筋緻密化障害192例，拡張型心筋症41例のう

ち同変異がそれぞれ4例，1例に検出された（計2.0%）．これは日本人のアレル頻度

（0.75%）よりも多く，複数のコンピューター解析で傷害性を有する可能性を示唆

された．②young adultTbx5 R264K/R264Kマウスは野生株に対して，左室内径短縮率の

低下(34.2±1.7% vs 39.6±5.4%，p<0.05)，心拡大(p<0.05)，左室壁の相対的壁

菲薄化(p<0.01)，心体重量比の増加(p<0.01)が認められた．これは拡張型心筋症

の形態学的特長と類似していた．Aged群においても心収縮力低下は持続しており，

組織学的に軽度の線維化の増生が心内膜から間質にかけて出現し，リモデリング

を示唆していた．Isoproterenol負荷での心機能増悪の程度は，野生株と有意差が

認められず，耐容能は同程度と考えられた．Tbx5 R264K/+マウスでは心電図，心臓

超音波解析で有意な表現型変化は認められなかった．レポーターアッセイで，ANF

プロモーター活性は野生株に比較して同程度に保たれていた．young adultTbx5 R

264K/R264Kマウスと野生株の左室心筋から抽出したRNAを用いてマイクロアレイを行

うと，36種類の有意に変動した遺伝子が検出された．そのうちcoding geneは8つ

であり，Acta1(skeletal α-actin gene)の発現が著しく増加していた．Acta1のExon s

plicing variant解析ではexon2が有意に欠失していたが，noncoding regionであったた

め，翻訳調節や遺伝子発現調節機能がここに含まれると推測した．Acta1の発現上昇は心

不全に対する代償を示唆する一方，TBX5-NuRD interactionドメインを介した経路による

過剰発現により，サルコメア成熟阻害と心機能低下を引き起こした可能性も考えられた． 

 

〔総括〕 

本研究で宮尾氏は心筋症患者群に多く検出されたTBX5のミスセンス変異(c.791G>A, 

p.Arg264Lys)を導入した遺伝子改変マウスによる検討の結果，ホモ変異型マウスに

おいてヒト拡張型心筋症に類似した慢性心不全を呈することが明らかとなり，心

筋症患者群におけるTBX5 R264Kは，拡張型心筋症の成因のうちの一つであると考

えた．また，同変異は心臓の発生や分化を直接は妨げないが，Acta1 (skeletal α

-actin)の著しい増加は心不全と強く関連し，TBX5-NuRD interactionドメインを介す

る経路が関与する可能性も考えられた．この研究は拡張型心筋症患者の発症機転を解

明する意味で新規性を有するとともに医学研究において重要な意義を有する．また，TBX5
のミスセンス変異のホモ接合型マウスにおいてサルコメア蛋白の構成要素である

Acta1 (skeletal α-actin)の発現増加を伴うことを見出しており，その機序の解明が進

めばよりその意義は高くなると考える．拡張型心筋症患者の治療反応性や予後において

遺伝子異常との関連が強く示唆されているが，本研究もその中で重要な遺伝子異常を同

定している可能性があり，遺伝カウンセリングや治療選択の上で臨床的応用へとつなが

る可能性がある．以上より本審査委員会は本論文を博士（医学）の学位に十分に値する

ものと判定した． 
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