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早野 聡1,2)
1) 名古屋大学大学院医学系研究科小児科学
2) 中東遠総合医療センター小児科

先天性心疾患（CHD; Congenital Heart Disease）は，多因子遺伝により発症し，そのメカニズムには遺伝子要因と環境要因が複雑に関与している．稀少なメンデル遺伝形式をとるCHD家系や先天異常症候群に伴うCHD症例において，疾患原因遺伝子が多数報告されている．一方で，いまだ判明していない原因遺伝子が多数存在すると推定される．特にCHD孤発例における遺伝学的背景は，ほとんど解明されていない．次世代シークエンシングやマイクロアレイ法など，塩基配列やコピー数を網羅的に解析する手法が普及したことにより，CHDにおける遺伝学的研究は近年加速している．家系内発症例や先天異常症候群に対する網羅的遺伝学的解析によって，新規疾患原因遺伝子が報告されるようになった．また，大規模コホートに対する網羅的遺伝学的解析は，CHD孤発例の発症に関わる遺伝子の探索や，エピジェネティック制御機構の解析を可能とし，この分野における新たな研究の地平を開拓した．本稿では，CHDに対する網羅的遺伝学的解析の歴史と展望について概説する．


はじめに
Helen B. Taussigは，その遺稿となった，脊椎動物の心臓発生に関する1988年の論文において，「進化に伴う“奇形”とは，臓器特異的な異常であり，これは遺伝子変異によるものであると，私は信じる．」と述べた1）．PCR法が発表されたのはこの頃であり，先天性心疾患（CHD; Congenital Heart Disease）に関連する遺伝子変異が初めて報告されたのは，この数年後であった．CHDに対する遺伝学的解析は，新しい網羅的遺伝学的解析の手法である，次世代シーケンサー（NGS; Next Generation Sequencer）の登場によって，近年さらに加速している．遺伝子変異とCHDの関連について，個別の原因遺伝子探索が加速する一方，これにとどまらず，NGSを応用してその発症機構にも踏み込んだ研究が次々と発表されている．本稿ではCHDに対する網羅的遺伝学的解析の歴史と展望について概説する．

CHDに対する遺伝学的解析の歴史
CHDは出生あたりおよそ0.4～1.2％において発症する，最多の先天性疾患である2, 3）．CHDの成因は多因子遺伝とされ，遺伝子変異と環境因子が複雑に影響して，発症につながると考えられている2）．疫学的には，CHD孤発例において，同胞の罹患率は2～5％と一般人口よりも高い4）．CHD家族例において，一親等に罹患者がより多く，また，双生児や同胞での罹患率はさらに高いという報告がある5）．遺伝的に近いほどCHDの再現率が高いという事実は，CHDが多因子遺伝によることを示唆するものである．一方で，単一遺伝子異常によってCHDを発症する症例も存在し，染色体異常に伴うCHDおよびメンデル遺伝形式をとるCHDは全体の20％（それぞれ11.9％, 7.4％）とされている6）．
1990年代以降，PCR法とSanger法を組み合わせることで，短いDNA配列を効率的に解析できるようになると，様々な疾患で遺伝子変異が報告されるようになった．大家系において発症に関連する遺伝子型の，染色体上の位置を統計解析する連鎖解析法や，染色体の構造異常による先天異常症候群に対する解析などから，原因遺伝子の染色体上の位置を絞り込み，候補遺伝子を同定する手法が用いられるようになった．単一遺伝子変異でCHDを生じるものとして，1997年にHolt-Oram症候群の原因となるTBX5が，複数の家族に対する塩基配列解析によって初めて同定された7, 8）．さらにCHD孤発例の原因遺伝子としては，1998年に房室伝導障害を伴う心房中隔欠損症（ASD; Atrial Septal Defect）家系に対する連鎖解析によって，NKX2-5が初めて同定されている9）．その後もGATA4, MYH6, TBX20など，次々とCHD原因遺伝子が報告されてきた10）．
2003年に完了したヒトゲノム計画は，30億ドルの費用と13年の労力を掛けて，ヒトゲノムの全配列を発表した．これを嚆矢として，網羅的遺伝学的解析手法は急速な発展を遂げた．2005年に，ゲノム配列を網羅的かつ高速に解読できるNGS技術が実用化されてから，ヒトゲノムを解読するのにかかる費用は加速度的に低下している11）．また，世界中で行われた網羅的遺伝学的解析の結果は漸次データベース化され，遺伝子研究の更なる加速に寄与している．NGS技術による塩基配列の解析を中心として，新たな技術が次々と登場することで，CHDに対する遺伝学的解析は発展を続けている（Fig. 1）．
[image: ]Fig. 1 Timeline of genetic discoveries in CHD (adapted from ref. 45)


既知の単一遺伝子へのNGSの応用
CHDに対する最初の網羅的遺伝学的解析の報告は，2012年にASDなどを含むCHD大家系に対して，NGSによる全エクソーム解析（WES; Whole Exome Sequencing）を行ったものである10）．解析は既知の候補遺伝子から，ナレッジベースで原因遺伝子を探索するもので，候補としてMYH6遺伝子が挙がったものの，家系情報とは一致せず，原因遺伝子は不明で終わっている．世界中の研究機関が協力して，様々な人種を含む1,092人の全ゲノムデータ“1000 genome project”の成果が公開されて間もない時期である12）．ゲノムデータベースが整備されたことで初めて，研究者が自ら膨大なコントロールを用意することなく，遺伝子研究を行うことが可能となった．その後もCHD家族例や症候群などにおいて，NGSによる既知の原因遺伝子を同定する試みが，数多く報告されている13–15）．
全エクソームまたは全ゲノムを対象にしたNGS解析は高額な検査であるが，DNAの特定の部分だけを対象にした「遺伝子パネル」解析は，比較的低いコストで実施できる．2014年にはCHD関連の既知57遺伝子のエクソーム（蛋白コード部分）に対して遺伝子パネルを設計して，CHD 16家系に対して原因遺伝子を同定する試みが報告された16）．原因遺伝子が同定されたのはCHD 9家系13変異（家族例の31％）であり，未知のCHD関連遺伝子が数多く存在することが示唆される一方で，パネル解析の診断能力について，その臨床応用に将来性が示された．注目すべき点として，心外病変が軽微であるにもかかわらず，原因遺伝子から既知の症候群と判明した数家系が認められ，臨床症状の多様性が明らかになった疾患があったことが挙げられる．その後も，候補遺伝子に対する解析は数多くの報告があるが，多数の遺伝子パネルを用いても，診断率は31～46％程度である16–18）．遺伝子パネル解析は，全ゲノム解析や全エクソーム解析と比較すると安価であるという利点がある．サンプルあたりの解析費用は急速に低下しており，現時点で全ゲノム解析が約1,700ドル，全エクソーム解析が約800ドル，遺伝子パネル解析が約300ドルである19）．また，遺伝子パネル解析は，特定の疾患における既知の原因遺伝子のみを解析対象とするため，解析が容易な手法である．今後WESなどの網羅的遺伝学的解析手法が普及するにつれて，候補遺伝子のパネルが更に充実していくことが期待される．

未知の単一遺伝子へのNGSの応用
既知のCHD候補遺伝子に対するパネル解析の診断率は未だ高くないため，網羅的解析であるWESによって未知のCHD関連遺伝子が発見されることが期待されている．費用やデータ解析の難しさからは，全ゲノムを標的とした網羅的解析よりも，DNAの2％未満であるエクソームだけを標的とすることは，ほとんどのメンデル遺伝性疾患では蛋白コード部分に異常があることを考えれば妥当と考えられる11）．2018年，CHD 30家系におけるWESを用いた研究では，3家系（10％）において，既知のCHD関連遺伝子に病的変異が同定されている20）．
WES解析によって，新たなCHD症候群も報告されている．2017年にNature Genetics誌に掲載された論文では，指の拘縮などを伴う複数のCHD家系において，WESにより同定されたABL1遺伝子変異が，機能解析を含めて報告されている21）．このABL1変異によるCHD症候群は，我々の研究室でも一家系を同定しており，この変異がABL1蛋白のキナーゼ活性を亢進させる機能獲得型変異であることを示すとともに，リン酸化プロテオーム解析を行い，ABL1蛋白のキナーゼ活性の亢進によって，どのような蛋白のリン酸化が影響を受けるかを解析した22）．その結果，心疾患については22q11.2欠失症候群に関連するUFD1のリン酸化の亢進，指の拘縮や発育不全にはそれぞれAXIN1, ATRXのリン酸化の亢進が関与していることが示唆された．すなわち，ABL1変異により，様々な蛋白においてリン酸化が亢進することで，CHDを含めた多様な臨床症状の発症に至る機序が推定された．
CHD分野における，WESによる原因遺伝子変異の同定率は，高くない．様々な遺伝子をノックアウトしたマウスのうち，CHDを生じる割合から推計すると，500個を超える遺伝子が心臓発生に必須と推計されており，現時点では未知のヒトCHD関連遺伝子が数多く残されていると思われる23）．また，CHD関連とされる候補遺伝子は，文献によって90～1,700個と幅がある24）．これは，複数の症例で証明された変異のみという厳密なクライテリアから，動物や細胞実験のみを根拠とする変異まで，様々なレベルのエビデンスが混在しているためである．ヒトにおいて検出された遺伝子変異の病原性は，最終的には蛋白解析や網羅的RNA解析，動物実験などの方法で証明される必要がある25）．
今後もWESなどの網羅的遺伝学的解析が，稀少なCHD家系や症候群に実施されることで，CHD関連遺伝子は増えていくことが予想される．こうした未知の遺伝子に対して，良質な機能解析などの追試が実施されることで，確固たるエビデンスが蓄積していくことが望まれる．

NGSで検出した遺伝子変異の病原性の証明と課題
ある疾患に対する健常コントロールとなるべき，ヒトゲノムデータベースが整備されていなかった時代には，おおむね100人程度の健常コホートに当該遺伝子変異が認められないことをもって，ある遺伝子変異の病原性の根拠とされた26, 27）．メンデル遺伝性疾患の場合，表現型が致命的であるほど，健常コホートに当該遺伝子変異がある可能性は低いためである．しかし，現代の数千人規模の大規模コホート研究の結果を用いて，既報の遺伝子変異を再検証すると，健常人においてもそうした変異が高頻度にみられることが判明するようになり，これまでの遺伝子変異と疾患との関連の証明方法に問題が見いだされるようになった．実際に，2015年の先天性QT延長症候群（cLQTS; congenital long QT syndrome）に対するデンマークの研究では，全エクソーム解析データが利用可能な870人と，遺伝子アレイデータが利用可能な6,161人について，従来cLQTSと関連するとされてきたすべての遺伝子変異を検証している．コホートで同定されたcLQTS関連8遺伝子33変異のうち，8遺伝子26変異について，QTc間隔・失神・全死亡率に影響を与えていないことが示されている28）．また，2017年に報告された3世代にわたるASD大家系に対するWESによる解析においては，被疑遺伝子変異が検出されたが，機能解析においては野生型との有意差が得られず，病原性を証明できなかった29）．これ以前のCHDに対するWESなどの網羅的遺伝学的解析研究について，機能解析を行うことなく原因変異が診断されているものは多く，この論文では，既存の遺伝子変異データベース上の遺伝子に，すべて病的意義があるかの疑義を指摘している．小規模の家系研究などでは，然るべき循環器関連遺伝子に，然るべき変異を認めたということだけを根拠として，機能解析など発症機序の十分な考察なく原因遺伝子変異を決定している場合もある．遺伝子変異データベースを参照する際には，変異の病原性がどのような方法で証明されているかに注意が必要である．
また，NGSの登場は膨大な数の新規遺伝子変異を見出したが，大量の遺伝子変異について病原性を解釈しなければならないという新たな課題をも生み出した．この課題に対して，米国臨床遺伝・ゲノム学会（ACMG; American College of Medical Genetics and Genomics）は，2015年に遺伝子変異の診断に関するガイドラインを示している30）．本ガイドラインにおいては，メンデル遺伝性疾患において検出された変異について，様々な基準（e.g.変異頻度（MAF; Minor Allele Frequency），コンピュータ計算による機能予測であるIn silico解析，機能解析，家系情報）に基づいて，その病原性の解釈を“Pathogenic”, “Likely pathogenic”, “Uncertain significance”, “Likely benign”, “Benign”という5つに分類することを推奨している．さらに，“Likely”という分類が幅広く使用されることを見越して，当該遺伝子変異が疾患の原因である確率が90％を超えることを“Likely”の定義として推奨している．また，このガイドラインでは以下のように病原性の解釈上の注意点が記載されている．1）既存のデータベースは健常者だけではなく，疾患のある者を含んでいる可能性があること，年齢層などが偏っている可能性もあることを考慮すべきである．2）データベースに含まれる変異が最新の文献などをもとにキュレーションされアップデートされているかもチェックすべきである．3）具体的なIn silico解析ソフトウェアも挙げて（e.g. PolyPhen2, SIFT, MutationTaster），これらの有用性を紹介しているが，解析アルゴリズムの基礎は共通であるため，複数のソフトウェアを用いたとしても，これだけを根拠に病原性を決定することはできない．4）主治医に報告されたレポートについても，特に変異が“Likely pathogenic”または“Uncertain significance”であった場合には，毎年その変異についてのアップデートがないか最新情報を検索すべきである．
遺伝子変異の病的意義の評価は，NGSに限らず遺伝学的検査全般に重要である．変異があればすべて病的とは言い切れず，病原性がはっきりしない場合があること，逆に当初は病原性がはっきりしなかった変異も，その後の機能解析や症例集積の結果，病原性の有無が明確になる場合があることは知っておく必要がある．また，NGS技術が臨床応用されるにつれて，ベッドサイドでも，例えば患者説明において遺伝学の知識が要求されることが予想される．例えば意図しない「偶発的所見」は網羅的遺伝学的解析において困難な問題であり，目的とする疾患とは別にQT延長症候群や心筋症など生命のリスクにつながる遺伝子変異，発癌遺伝子などが偶発的に同定された場合に，臨床的な管理にもその家族の心理社会的にも影響が大きい31）．臨床遺伝専門医のみならず，臨床に携わる小児循環器科医も，網羅的遺伝学的解析の結果を解釈するための，遺伝学の知識を習得する必要がある．

CHDとコピー数異常
ここまでは塩基配列の変異を中心とした原因遺伝子の検索について記載してきたが，コピー数異常がCHDの原因となることも，古くから知られており，多数の先天異常症候群を含んでいる（e.g. 22q11.2欠失症候群，Williams症候群，Alagille症候群）32）．Gバンド分染法などの従来の核型検査では，おおむね5 Mbより大きいコピー数異常しか検出できず，例えば22q11.2欠失症候群など微小欠失を診断するには，FISH法などの疾患特異的な手法を用いる必要があった．マイクロアレイ法は，比較的小さいコピー数異常を，DNA全長にわたって網羅的に検出できる優れた方法である．マイクロアレイ法によるCHD解析は2007年頃から報告があり，主にCHDを合併する症候群を同定するのに役立つことがわかってきている33–35）．2017年に実施された多数のCHD症例に対するマイクロアレイ検査では，CHD孤発例の17.9％，知的障害や多発先天異常を合併するCHD症例ではより高い割合（20～63.2％）で，染色体の部分的なコピー数異常が検出された36）．
CHDにおけるコピー数異常については，22q11.2欠失症候群やWilliams症候群など大欠失で有名なものはあるが，より小さいコピー数異常がCHDのどの程度の割合を占めるかは不明である．従来の手法であるFISH法やSanger法などでは検出が難しい，比較的小さい微小欠失・重複については，NGSが役立つ可能性がある．染色体7q11.23領域の欠失によるWilliams症候群に合併する大動脈弁上狭窄（SVAS; Supravalvular aortic stenosis）は，同領域に含まれるELN遺伝子の欠損が原因とされてきたが，このWilliams症候群の特徴を有さない，常染色体優先遺伝の家族性SVASが存在することが知られている37–40）．この家族性SVASではELN遺伝子に異常を認める症例が多数報告されてきたが，一方でELN遺伝子に変異を検出できない症例が半数で見られることが知られていた41）．我々の研究室では，近年NGSによるコピー数解析によって，家族性SVASでELN遺伝子に変異を検出できない症例の多くにおいて，従来のSanger法では検出が難しい，ELN遺伝子の単一あるいは複数エクソンにわたる欠失が原因であることを報告した42, 43）．
NGSは塩基配列の変異を検出するのに優れた手法であるが，コピー数解析も同時に行うことができるため，従来見過ごされてきたコピー数異常が発見される可能性がある．一方で，比較的大きいコピー数異常を定量的に検出するのには，NGSよりもマイクロアレイ法が優れており44），これらの手法は疾患や標的DNA領域のサイズによって使い分ける必要がある（Fig. 2）．
[image: ]Fig. 2 Optimal genetic technologies for target nucleotide size (adapted from ref. 44)


CHD孤発例の病因解明へのNGSの応用
CHD大家系や症候群に伴うCHD症例に対する研究によって，数多くのCHD関連遺伝子が同定されてきたが，症例の大多数を占めるCHD孤発例の病因解明は，今後の課題である．NGSによって塩基配列異常を，またマイクロアレイ法によってコピー数異常を，それぞれ網羅的に探索することが可能となり，多くの遺伝子変異が同定されたが，殆どは家系に特異的な変異であり，CHD孤発例に応用できる普遍的な知見は乏しかった45）．大家系や症候群に伴うCHD症例では，稀少かつ影響力が強い，単一遺伝子の変異が検出される場合が多いが，CHD孤発例ではこういった変異で説明可能な症例は少ない．また，CHD以外にも，自閉症や糖尿病といった様々な疾患で，遺伝子が関与していることは明らかだが，単一遺伝子の変異で説明できる疾患は限られている46）．こうした疾患は，影響力が強く頻度が低い単一の遺伝子変異ではなく，影響力の弱い，よりcommonな多数の遺伝子変異の組み合わせによって，疾患発症に至るものが多いためだと考えられる47）（Fig. 3）．非症候群のCHD孤発例においては，この“common disease–common variants”仮説，つまり素因となる複数の多型（SNP; Single Nucleotide Polymorphism）が存在するという仮説を証明することが次の課題となった．動物実験では，複数種のマウスにおいて，CHD関連遺伝子として有名なNkx2-5をノックアウトした研究があり，マウス種によってCHDを生じる頻度に大きな差があることから，複数の修飾遺伝子の多型が，正常な心臓発生に重要であることが示唆されている48）．ある疾患にそれぞれ関与する多数のcommonな遺伝子多型の影響を解析する方法としては，遺伝的に均質な大規模コホートを用意して，多数のSNPを比較する，ゲノムワイド関連解析（GWAS; Genome Wide Association Study）が適している．2013年に中国人CHD 4,225例において，初めてGWASが実施され，1p12のTBOX転写因子に関わる遺伝子と，4q31.1にあるMAML3-Notchシグナル伝達系に関わる遺伝子に，リスクSNPを認めたと報告されている49）．同年に英国などコーカシアン人種コホートでも，CHD 1,995例に対してGWASが行われ，二次孔ASDについて4q16にあるSNPに有意差を認めたものの，その他のCHDにおいては有意なSNPは見出せていないなど，CHD孤発例の原因探索においてGWASによる解析にも限界があるといえる50）．
[image: ]Fig. 3 Feasibility of identifying variants by allele frequency and effect size of variants (adapted from ref. 47)

GWASはCHDの僅かな割合でしか関連のあるSNPを示せなかったが，CHD孤発例の大規模コホートに対するWES解析が普及したことで，新しい知見が報告されている．CHDの遺伝要因を探索するため，2013年に米国National Heart, Lung, and Blood Instituteは，Pediatric Cardiac Genomics Consortiumとして，10,000症例を超えるCHD大規模コホートを集積し，多数の症例にWESを実施している51）．同年にZaidiらは，このCHD孤発例の大規模コホートに対して，重症CHDトリオ362組のWESデータを解析することで，初めてCHDに与えるde novo変異の影響を調査している52）．解析対象を発生段階の心臓に高発現するHHE（high heart expression）遺伝子に絞ることで，これらのHHE遺伝子においてタンパク質に与える影響が大きい変異ほど有意にCHD群で多いことを示した．合計26遺伝子にde novo変異が同定されたが，その1/3がヒストン修飾遺伝子であり，エピジェネティックな制御が心臓発生に重要であることが示された．さらに，統計学的な解析を行うと，CHDの10％は，このようなde novo変異が原因であると推定された．2015年には，さらに症例数を増やしCHDトリオ1,213組のWESデータを利用して，神経発達障害を含む心外病変を伴うCHD症例は，非症候群のCHD症例と比較して，特に心臓・脳発生において高発現する遺伝子において，病原性de novo変異の影響がはるかに大きいことを示した53）．この仮説は2015年に他の大規模CHDコホートでも裏付けられている54）．一方でCHD孤発例では無症候の親から受け継いだ変異の影響が大きいが，同胞間でも再発率が低いことから，他のde novo変異や多因子が関わっていることが示唆された．2017年にはCHD孤発例のみを対象とした2,871組へのトリオWES解析が発表され，CHD孤発例において，de novo変異が原因の3.1％を占めることや，それまで検討されてこなかった劣性遺伝形式の変異が多く，おそらく多くのCHD関連遺伝子が未発見であることが示唆された55）．また，アシュケナージ（ドイツ系ユダヤ人）において，特定の遺伝子変異が劣性遺伝することで，多数の重症CHDの原因になっていることは興味深く，遺伝的に比較的均質な本邦においても同様の知見を得られる可能性がある．2019年にはCHD 2,391症例に対するトリオWESによって，DNAH3遺伝子などの繊毛関連遺伝子や，ヒストン修飾因子などのクロマチン修飾因子関連遺伝子の変異がCHD孤発例に大きく影響していることが示された56）．繊毛関連遺伝子における変異は劣性遺伝形式が多く，クロマチン修飾因子における変異はde novo変異が多く，遺伝子の機能によって遺伝形式が異なることは興味深い．繊毛関連遺伝子は内臓錯位に関連することが知られているが，同研究ではそれ以外のCHDの原因にもなっており，遺伝子の機能とその変異型が表現型に与える影響は，ネットワークのように複雑であることが示唆される．大規模コホートに対するWESは，膨大なコストや人的資源を要するが，現状で最もパワフルな研究手法であり，本邦でも同様のコンソーシアムが組織されることが期待される．

CHD発症とエピジェネティクス
CHD孤発例の大規模コホートに対するNGS解析から，ヒストン修飾因子などのエピゲノム因子がCHD発症に大きく関わっていることが示唆されている52）．心臓発生にはNKX2-5などの転写因子が深く関わっていることはよく知られており，多くのCHD症例で転写プログラムの障害が発見されてきたが，それが如何にして構造異常につながるのかは不明である．2012年にCell誌に報告された研究では，胚性幹細胞（ES細胞）を心筋細胞へ分化させる際に，経時的にどのクロマチン構造が変化しているのかを調べるゲノムワイドマッピング技術であるChiP-Seqを用いて網羅的に解析して，心臓発生に重要な制御因子を明らかにしようと試みている57）．この研究ではNKX2-5など既知の転写因子の他に，心臓発生に重要な遺伝子が明らかにされ，これらの因子は，心臓発生の各段階で，複雑にエピジェネティックな制御を受けていることが判明した．2019年には，CHDに対する初のメチル化解析が報告されており，ファロー四徴の右室組織において，TBX20プロモーター領域のメチル化が低下していることが報告された58）．ファロー四徴は単一遺伝子変異によるものも報告されているが，遺伝子変異が同定されない症例も多く，配列変化だけではないエピジェネティックな要因があることが示唆される．CHDは対象が心臓であるがために，生体サンプルが得がたいという困難さはあるが，エピジェネティクス解析は当該分野において発展が期待される．

網羅的遺伝学的解析のCHD診療への臨床応用
小児循環器科医が，あるCHD症例に対して遺伝学的解析を考慮するのは，心外奇形を合併した症候群に伴うCHDの場合と，遺伝性の家族性CHDが疑われる場合だろう．症候群に伴うCHDの場合には，表現型から既知の疾患が疑われるなら，疾患特異的な検査法を選択すべきである．ダウン症候群やエドワーズ症候群など，染色体の数が異なる異数体が疑われた場合は，Gバンド分染法で診断できる．Williams症候群や22q11.2欠失症候群など，より小さいゲノム領域の重複または欠失が疑われる場合には，疾患特異的な検査法であるFISH法を選択する．もし表現型が22q11.2欠失症候群の場合に，欠失領域が小さく，既存のFISH法で検出できない場合には，ほとんどの疾患において保険未収載の検査だが，MLPA法を行うことで検出できる可能性がある59）．Noonan症候群におけるPTPN11遺伝子など，特定の単一遺伝子変異による症候群が疑われる場合には，Sanger法を用いて変異を同定する．表現型から鑑別診断が絞れない場合には，保険未収載であり，研究の一環としての手法だが，NGS解析やマイクロアレイ法を考慮する．
遺伝性の家族性CHDの場合には，単一遺伝子の塩基変異が原因となる可能性が高いが，表現型から原因遺伝子を想定することはほとんどの場合に困難なため，コストが許容できるのであれば，NGSによる全エクソーム解析または疾患遺伝子パネル解析が第一選択である．発端者に対するNGS解析で，病的な変異が同定されなかった場合には，さらに血縁の発症者など解析対象を増やすことで，原因変異を絞ることができる場合がある．また，NGSを用いた全ゲノムまたは全エクソーム解析では，同じ配列が検出された回数（リード数）を元にコピー数を推定することも可能である．FISH法などの既存の検査法で検出できないような小さいサイズの欠失・重複については，NGSによるコピー数解析が役立つ場合もある．一方で，NGSによるコピー数解析の定量性は高くない．症候群に伴うCHDは，塩基配列の変異よりもコピー数の異常が原因である割合が多いため，NGSで原因が特定できない場合に，マイクロアレイ法などの定量性に優れた網羅的解析法を組み合わせることで，原因が特定できる可能性が高まる31）．これらの解析手法は，検出可能な標的DNA領域のサイズや種類が異なるため，疾患に応じて適切な手法を選択することが重要である．
原因遺伝子が判明することは，CHD診療において，遺伝カウンセリングや予後・合併症の予測に寄与する．例えば既知の症候群に伴うCHDであることが判明した場合に，心外先天異常などの合併症に対して早期に対応することが可能となる16）．単一遺伝子異常に伴うCHDでも，遺伝学的解析が，管理や治療法選択の参考になる場合がある．例えば，NKX2-5遺伝子異常に伴うCHDは，致死的な伝導障害を合併することが報告されており9），定期的に心電図を確認することで予期せぬ突然死を防げる可能性がある．NGS解析などの網羅的遺伝学的解析手法が臨床応用され，普及することで，症例データが集積し，臨床に応用できる知見が積み上がっていくことが期待される．

今後の展望
NGSによって得られる膨大な遺伝子変異リストの中から原因遺伝子を見つけ出すことの困難さは，“a needle in haystack”と例えられるが25），ACMGによる病原性判定のガイドライン策定や，大規模コホートへの解析によるデータベースの整備などによって，徐々に解析環境は改善している．遺伝子変異データベースを共有することで，膨大な健常コントロールを用意する必要がなくなるだけではなく，稀少な疾患について効率的に症例を集積することが可能となった．また，新世代のNGSでは従来の数百塩基を超えるロングリード（長い塩基対の解読）が可能となり，繰り返し配列や長い欠失など，従来は困難な配列の解読も可能となった．更にNGS解析自体のコストも加速度的に下がっており，パネルシーケンス時代からWES解析の時代を経て，イントロン領域も解析可能な全ゲノム解析の時代も遠くないと思われる．大規模コホート解析と，良質な機能解析を伴う稀少な症候群や家系の解析が，両輪となってCHDに対する遺伝子研究を発展させることが期待される．
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[image: ]Fig. 2 Optimal genetic technologies for target nucleotide size (adapted from ref. 44)

Optimal genetic technologies are indicated for the target nucleotide size (exon–chromosome). bp, base pair; CMA, chromosomal microarray analysis; FISH, fluorescence in situ hybridization; MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplification; NGS, next-generation sequencing; SNP, single nucleotide polymorphism.
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[image: ]Fig. 3 Feasibility of identifying variants by allele frequency and effect size of variants (adapted from ref. 47)

Variants within diagonal dotted lines are of interest in identifying associations with diseases. The genetic techniques used for the analysis are also shown.
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[image: ]Fig. 1 Timeline of genetic discoveries in CHD (adapted from ref. 45)

CHD, congenital heart disease; CMA, chromosomal microarray analysis; GWAS, genome-wide association studies; WES, whole exome sequencing.
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