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要旨 
【背景と⽬的】 
我々は、遺伝性間質性肺疾患(hereditary interstitial lung disease; HILD)の診断
システム構築のため、全国から原因不明の呼吸障害症例を集積してきた。その
中には、様々な病態・疾患が含まれており、呼吸障害に加え肺⾼⾎圧を呈する
症例も多数含まれていた。 
肺静脈の連結不良を伴う肺⽑細管形成異常（alveolar capillary dysplasia with 
misalignment of pulmonary veins, ACDMPV)は、肺胞と肺⽑細⾎管の発⽣異常
により、出⽣直後から重度の肺⾼⾎圧を伴う呼吸障害を呈する疾患であり、そ
の主な責任遺伝⼦として Forkhead box F1(FOXF1)をコードする FOXF1 が知ら
れている。ACDMPVは多くの症例が早期新⽣児期に死亡するため、⼀般的に
は致死的と考えられている。しかし、少数ではあるが⽐較的軽症で経過する症
例や、内科的な集中治療ののち肺移植の施⾏を受けた⻑期⽣存例も報告されて
いる。ACDMPVは画像検査や気管⽀肺胞洗浄液所⾒では特異的な所⾒に乏し
く、その診断は、肺⽣検もしくは剖検による病理検査における肺静脈・肺動
脈・気管⽀が並⾛する不正配列などの特徴的な所⾒によりなされる。しかし、
出⽣直後から重症肺⾼⾎圧を呈する症例では全⾝状態が⾮常に不安定であるた
め、肺⽣検の実施が困難であり、⽣前には ACDMPVの診断がなされないこと
が多い。これらの症例に対し肺移植による⽣存の道を開くためには、肺⽣検以
外による ACDMPVの診断⼿段が必要である。 
先⾏研究として、我々が集積した呼吸障害症例のうち、肺の病理検査によりす
でに ACDMPVの診断が確定している症例を対象に、FOXF1 のエキソン領域
の解析に加えて、FOXF1 およびその上流域を含めた領域に対し multiplex 
ligation dependent probe amplification(MLPA)法によるコピー数解析を⾏った
ところ、90%の症例にいずれかの変異が同定された。これは海外からの報告と
もほぼ⼀致した結果であった。 
本研究の⽬的は、原因不明の乳児重症肺⾼⾎圧症に占める ACDMPVの割合
を、遺伝⼦検査を⽤いて明らかにすることである。またその結果として、⽇本
における ACDMPVの罹患率を推定することが可能になると考えられる。 
 
【対象と⽅法】 
全国から集積した新⽣児例を含む乳児呼吸障害症例のうち、臨床的に肺⾼⾎圧
を有し、⼀酸化窒素吸⼊療法を要した症例を乳児重症肺⾼⾎圧症と定義した。
乳児重症肺⾼⾎圧症のうち、感染症や新⽣児仮死、胎便吸引症候群など肺⾼⾎
圧の原因が明らかである症例を研究対象から除外した。また、肺⽣検あるいは
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剖検により病理検査がなされている症例を除外した。原因不明の乳児重症肺⾼
⾎圧症を対象として、末梢⾎の⽩⾎球から DNA を抽出し、第⼀に FOXF1 の
エキソン領域について、Sanger法または次世代シークエンサーを⽤いてシーク
エンス解析を⾏った。次に、シークエンス解析で責任変異を認めなかった症例
に対して FOX1 およびその上流のエンハンサー領域を含む範囲について MLPA
法によるコピー数解析を⾏った。 
 
【結果】 
2011年 2⽉から 2020年 8⽉までの期間に⽇本全国からのべ 203 症例の呼吸障
害症例の相談を受けた。そのうち既存の原因で説明不可能な乳児重症肺⾼⾎圧
症は 53 症例であった。そのうち 23 症例については病理検査がなされており、
ACDMPVと診断された症例が 16 例、ACDMPV以外が 7 症例であった。53
例の乳児重症肺⾼⾎圧症から 23 症例の病理診断症例を除いた 30 症例が本研究
の対象となった。30 症例全てに対し FOXF1 のエキソン領域のシークエンス解
析を⾏い、4 症例で責任変異を同定した。責任変異はフレームシフト変異が２
症例、ミスセンス変異が２症例であった。エキソン領域に責任変異が同定され
なかった 26 症例に対するコピー数解析の結果、5 症例で⽋失が同定された。乳
児重症肺⾼⾎圧症 53 症例のうち、病理検査による 16 症例と遺伝⼦検査による
9 症例の合計 25 症例が ACDMPVと診断された。過去の報告では、ACDMPV
でありながら遺伝⼦変異が同定されない例が 10％程度存在することから、さら
に 1 例程度が ACDMPVであると考えられる。 
 
【考察】 
原因不明の乳児重症肺⾼⾎圧症 30 症例のうち、遺伝⼦検査で 9 症例が
ACDMPVの診断に⾄った。これは解析対象の約 1/3である。これまでの
ACDMPVの確定診断は病理検査によってなされ、本疾患の罹患率は外国では
100~200万⼈に１⼈と報告されているが、実際にはもっと⾼いと考えられてい
る。本疾患の罹患率が過⼩評価される原因としては、この疾患⾃体の認知度の
低さ、新⽣児における剖検率の低さ、病変の分布が⼀様でない場合に肺⽣検で
は採取した箇所によって診断が左右される可能性、肺以外の多発先天形態異常
を有する症例では肺の病理学的検索がなされていない可能性が挙げられる。
我々は 9年間に全国の総合周産期⺟⼦医療センターの約半数から HILD に関す
る相談を受けた。残りの半分の施設には、症例がなかった可能性とともに
HILD が⼗分に認知されていなかった可能性が考えられる。⽇本での年間出⽣
数はおよそ 100万⼈であり、ACDMPV診断例が⽇本全国の半数あるいは全部
の施設から集積した症例であると考えると、９年間でおよそ 450万⼈あるいは
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900万⼈出⽣のうちから ACDMPVが 26 症例発⽣したことになり、ACDMPV
の罹患率は 100万出⽣に約 3~6⼈と推定される。今回遺伝学的に ACDMPV
と診断された 9 症例のうち、新⽣児期発症例は 7 症例、肺外合併症例は 6 症例
で、これまでに病理診断で ACDMPVと診断された報告と⽐べどちらも⾼い割
合であった。新⽣児期発症例や肺外合併症例が多い原因としては、新⽣児期発
症の重症例では肺⽣検がより困難であることや、多発先天形態異常の症例では
剖検が⾏われにくいという選択バイアスの可能性が考えられる。本研究では、
遺伝⼦変異の内容と臨床症状または重症度との相関関係を認めなかった。 
 
【結論】  
今回我々は⽇本において⻑期間に渡り⼤きな規模で症例を集積することで、希
少疾患である ACDMPV の罹患率の推定を初めて⾏うことができた。本研究に
よりこれまで推定されていたより ACDMPV の罹患率が⾼いことが⽰された。
原因不明の乳児重症肺⾼⾎圧症では、発症時期や肺外合併症の有無にかかわら
ず、ACDMPVの可能性を考える必要があり、診断のために遺伝⼦検査は有⽤で
あると考えられた。 
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略語表 
本⽂中および図表中で使⽤した略語は以下のとおりである。 
 
ACDMPV; alveolar capillary dysplasia with misalignment of pulmonary veins  
ASD; atrial septum defect 
AVSD; atrioventricular septum defect 
BAL; Bronchoalveolar Lavage 
CNVs; copy number variations 
CoA; coarctation of aorta 
ECMO; extracorporeal membrane oxygenation 
FOXF1; forkhead box F1 
HILD; hereditary interstitial lung disease 
NICU; neonatal intensive care unit 
MLPA; multiplex ligation-dependent probe amplification 
MMIHS, Megacystis Microcolon Intestinal Hypoperistalsis Syndrome 
PCR; polymerase chain reaction 
PH; pulmonary hypertension 
PPHN; persistent pulmonary hypertension of the newborn 
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緒⾔ 
新⽣児期は胎児期の胎盤呼吸から⽣後の肺呼吸に適応する時期である。胎児期
の肺⾎管は⾎管抵抗が⾼く肺⾎流を抑制しているが、出⽣して肺呼吸が開始す
ると肺⾎管抵抗が急速に低下して肺⾎流が増加する。新⽣児仮死などのために
この適応課程が障害されると、胎児期の肺⾼⾎圧（pulmonary hypertension, PH）
が持続する新⽣児遷延性肺⾼⾎圧（persistent pulmonary hypertension of the 
newborn, PPHN）を発症する。また、新⽣児期の肺⾎管は寒冷刺激や低酸素刺
激などにより収縮して機能的な PH を発症しやすい。PH は⼼臓カテーテル検査
で「安静時肺動脈圧の平均値が 20mmHg を超えるもの」と定義される
(Simonneau et al., 2019) 。しかし、全⾝状態が不良な新⽣児では、⼼臓カテー
テル検査を実施すること⾃体が⾼侵襲のため困難であり、新⽣児の PH は⼩児
科医によるベッドサイドでの超⾳波検査により診断されることが多い。 
 
肺静脈の連結不良を伴う肺⽑細管形成異常（alveolar capillary dysplasia with 
misalignment of pulmonary veins, ACDMPV)は肺胞と⽑細⾎管の発⽣異常によ
り⽣後直後から致死的な PH を呈する希少疾患である。1948年に MacMahon ら
は、⽣後早期に呼吸窮迫症状を呈して死亡した肺外合併症を伴う先天性肺胞異
形成の 3 症例を初めて報告した(Mac, 1948)。1981年に Janney らは、⽣後すぐ
から重症 PH を伴う呼吸窮迫症状を呈して⽣後 40時間で亡くなった児の死後の
病理検査で、特徴的な肺胞⽑細⾎管の配列および形成異常の所⾒を認めたと報
告した(Janney et al., 1981)。これらの報告以降、100 症例を越す ACDMPVが報
告されている。ACDMPV のほとんどは散発性の新規発症例であるが、約 10％
は同胞発症例であり、何らかの遺伝性素因が⽰唆される(Boggs et al., 1994)。 
 
病理学的にびまん性の発⽣異常が原因とされている肺疾患群には，肺胞上⽪細
胞と肺胞⽑細⾎管が接することなく肺静脈が不正配列を呈するために air-blood 
barrier の⽋如を⽣じる alveolar capillary dysplasia(ACD)、肺⼩葉の低形成を主
体とする acinar dysplasia(AD)、肺胞低形成を主体とする congenital alveolar 
dysplasia (CAD)などが混在していた(Deutsch et al., 2007)。現在は、2004年に
Sen らが提唱した以下の ACDMPV の診断基準が主流となっている(Sen et al., 
2004)。 
1）気管⽀壁や肺細動脈に沿って広がる肺動脈中膜の強い肥厚 
2）肺静脈が肺細動脈に接する位置異常 
3）容量減少と構造の単純化を伴う肺胞の発育不良 
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図 1. ACDMPVの病理組織像 
・肺静脈・肺動脈・気管⽀が 3つとも並⾛する不正配列(misalignment) 
・肺動脈中膜の肥厚 
・肺⽑細⾎管数の減少 
・並⾛する気管⽀より細い肺⼩動脈 
 
PH の分類は歴史的に変遷を経てきたが、ACDMPV は 2018 年の新ニース分類
では Class3（due to lung disease and/or hypoxia）の⼩分類 3.5 developmental 
lung disorders に分類されている(Simonneau et al., 2019)。 
 
ACDMPV症例の 9割以上は正期産で仮死なく出⽣し、6割の症例が⽣後 48時
間以内に重度の呼吸窮迫症状と PH による⾼度なチアノーゼを呈する。治療は
PPHN に対する治療と同様に、酸素投与、⾼頻度⼈⼯換気などによる⼈⼯換気、
鎮静、⼀酸化窒素吸⼊療法、シルデナフィル投与、エポプロステノール投与など
の肺⾎管抵抗を下げる治療および、カテコラミンなどの体⾎圧を上げる治療が
⾏われ、最終的には体外式膜型⼈⼯肺（extracorporeal membrane oxygenation, 
ECMO）の導⼊が検討される(Pedersen et al., 2018)。しかし、いずれの治療に
も⼗分に反応しないことが多く、ほとんどの患児は早期新⽣児期に死亡し⻑期
⽣存の報告は極めて少ない。⼀⽅、乳児期発症例や内科的治療により⽣存が可能
であった⽐較的軽症例の⾮典型的 ACDMPV 症例では、肺移植により治癒に⾄
った報告が少数ながら存在する(Towe et al., 2018)。 
さらに、ACDMPVの臨床的特徴の⼀つは、50〜80%の症例で多様な肺外合併症
を呈することである。VATER 連合のように先天性⼼疾患、⾷道気管瘻を含む先
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天性消化管異常、腎尿路異常、椎体異常の合併が報告されている(Bishop et al., 
2011)。 
ACDMPVの確定診断は肺⽣検あるいは剖検による病理検査でなされるが、病気
の正確な罹患率は明らかになっておらず、診断されていない症例が多数あると
考えられている。そして、原因不明の PHで病理検査がなされていない症例の中
に、どれほどの ACDMPVが存在しているかは全く不明である。 
 
2009年に Stankiewicz らは、ACDMPVの責任変異について、染⾊体 16q24.1 に
存在する FOXF1 のヘテロ接合性点変異や、FOXF1 またはその上流に位置する
エンハンサーを含む領域のコピー数変異（copy number variations, CNVs）を報
告した(Stankiewicz et al., 2009)。また、病理検査で ACDMPVが確定した症例
のうち 45%に FOXF1 のヘテロ接合性点変異、45%に CNVs を認めたと報告し
ている(Szafranski et al., 2016)。FOXF1 はフォークヘッドファミリーに属する転
写因⼦ forkhead box F1（FOXF1）をコードする遺伝⼦であり、FOXF1 は肺間葉
および⾎管内⽪に発現し、肺上⽪からのソニックヘッジホックシグナルの標的
である。FOXF1 のヘテロ接合性の変異により、肺、消化管、尿⽣殖器および椎
体の発⽣に異常が⽣じ(Ustiyan et al., 2018)、ヌル変異のマウス胚は致死的であ
る(Mahlapuu et al., 2001)。ACDMPVの⼤部分は常染⾊体優性遺伝性の致死的
疾患であり、これまでの報告の⼤半は de novoでの発症であるが、家族発症の報
告も存在し、ACDMPV の遺伝様式については未だ⼗分に解明されていない
(Szafranski et al., 2016)。 
 
我々は、2011 年から遺伝性間質性肺疾患(hereditary interstitial lung disease; 
HILD)の診断システム構築のため、全国から原因不明の呼吸障害症例を集積し、
現在までのべ 203 症例の遺伝⼦検査を実施したてきた(Akimoto et al., 2014) 
(Cho et al., 2018)(⻑, 2018) (Hayasaka et al., 2018)。その中には、様々な病態・
疾患が含まれており、呼吸障害に加え PH を呈する症例が多数含まれていた。当
初は FOXF1 を解析対象に含めていなかったが、間質性肺炎を疑って⾏った肺⽣
検で ACDMPV と診断された症例を経験し、FOXF1 も解析対象に追加した(Ito 
et al., 2015)。なお、我々が構築した HILD 遺伝⼦検査パネルは、2020年 4⽉に
肺胞蛋⽩症（⾃⼰免疫性および先天性）遺伝⼦検査として保険収載された。 
池⽥らの報告によると、病理検査で ACDMPVと診断確定された 16 症例のうち
遺伝⼦検査が可能であった 13 症例に対し FOXF1 のエキソン領域のシークエン
ス解析に加えて FOXF1 およびその上流のコピー数解析を⾏なったところ、6 症
例で FOXF1 のエキソン領域に病原性変異を認め、5 症例で FOXF1 の約 280kb
上流の領域に 45kb 以上の範囲でコピー数低下を認めた。13 症例中 11 症例と、
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遺伝⼦検査を⾏った症例の約 9 割で遺伝⼦変異を同定できたことになる。これ
はこれまでの海外からの報告(Sen et al., 2013a)ともほぼ⼀致する結果であった。 
本研究では、原因不明の乳児重症肺⾼⾎圧症に対し上記の遺伝⼦検査を⾏うこ
とで、遺伝⼦検査による ACDMPV 診断を⾏い、乳児重症肺⾼⾎圧症に占める
ACDMPVの割合を明らかにすることを⽬的とした。またその結果として、これ
まで不明であった⽇本における ACDMPV の罹患率や臨床的な特徴が明らかに
なると考えた。 
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研究⽅法 
1. 対象 
2011年 2⽉〜2020年 8⽉の期間に全国から相談を受けた乳児呼吸障害症例の
うち以下の 4項⽬を満たすものを、原因不明の乳児重症肺⾼⾎圧症例として研
究の対象とした。 
1） 呼吸障害例のうち臨床的に PH を有した症例。PH の評価は各施設の主治
医がベッドサイドで⾏った⼼臓超⾳波検査で、動脈管もしくは卵円孔にお
ける右左⽅向シャントまたは重症三尖弁逆流の存在で診断した。 

2） そのうち、⼀酸化窒素吸⼊療法を要した症例を重症肺⾼⾎圧症例とした。 
3） 感染症や新⽣児仮死、胎便吸引症候群など PH の原因が明らかである症例

は対象から除外した。 
4） 肺⽣検あるいは剖検による病理検査が実施されている症例は結果の如何に
関わらず対象から除外した。 

 
2. 症例の蓄積 
⽇本新⽣児成育医学会の新⽣児稀有疾患（病態）前⽅視的サーベイランス事業
に 2012年 2⽉〜2016年 2⽉の間登録して、⽇本全国の周産期センターおよび
新⽣児診療施設に HILD の概要とその診断⽀援について周知を⾏った。原因不
明の呼吸障害症例について相談を受け、臨床経過に加えて、胸部 X線写真や肺
CT などの画像検査所⾒、⾎清マーカーの値などの⾎液検査所⾒から HILD が
疑われる症例について、担当医に追加検査や治療法選択について助⾔を⾏うと
ともに、症例の遺伝⼦検査を⾏った。サーベイランス期間は終了しているが、
現在も HILD疑い症例についての相談が同様の頻度で続いている。 
 

3. 診療情報の収集 
各症例の⼊院施設の主治医から、匿名化した診療情報を⼊⼿しデータベース
化した。収集した情報は以下の通りである。 
1） 患者基本情報：年齢、性別、体重、在胎週数、出⽣体重、アプガースコ
ア、形態異常の有無、発達遅滞の有無、 

2） 家族歴：家系内における間質性肺疾患の有無 
3） 疾患情報：臨床経過(PH の有無を含む)、発症時⽇齢、治療内容(⼈⼯肺サ

ーファクタント投与、ステロイド投与、⼀酸化窒素吸⼊療法など)とその
効果 

4） ⾎液検査所⾒：SP-A、SP-D、KL-6、甲状腺機能、⾎液ガス分析など 
5） 画像検査所⾒：胸部 X線写真、肺 CT、⼼エコー検査など 



 

 11 

6） 病理検査所⾒：気管⽀肺胞洗浄液、肺⽣検、剖検 
7） 周産期情報：⺟親の妊娠経過、合併症、検査所⾒など 

 
4. 遺伝⼦検査 
対象全例について FOXF1 のエキソンとその両端のイントロンを含む領域の塩
基配列解析を⾏った。塩基配列解析には、2011年 2⽉から 2017年 12⽉まで
は Sanger法を⽤い、2018年 1⽉以降は次世代シークエンサーによる解析を⾏
なった。エキソン領域に変異を認めなかった症例については、FOX1 およびそ
の上流のエンハンサー領域を含む範囲について multiplex ligation-dependent 
probe amplification（MLPA）法によるコピー数解析を⾏った。 
1） DNA抽出 
QAamp DNA Blood Mini Kit®（Qiagen、ドイツ）を⽤いて⾏った。EDTA-
2Na採⾎管に採取された⾎液 2ml を 2500 回転で 10 分間遠⼼しバフィーコー
トを得た。溶⾎検体のためバフィーコートが得られない場合は全⾎を使⽤し
た。バフィーコートと⾎漿を含むサンプル 200μl に対して付属のカラム 1個
を⽤い、添付のプロトコルに従い⾏った。DNA の溶出は付属の緩衝液
（10mM Tris-Cl, 0.5mM EDTA, pH 9.0）200μl にて⾏い、NanoDrop 1000®
（Thermo Fisher Scientific、アメリカ合衆国）を⽤いて DNA濃度を測定し、
40ng/µl に調製した。 
2） Sanger法 
(1) プライマーの設計 
ポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction, PCR）に⽤いたプライマ
ーを表 1 に⽰す。FOXF1増幅⽤のプライマーは、Primer3
（http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/）を⽤いて、エキソンとその両端を含
むエキソン領域全体が増幅されるように設計した。設計したプライマーはシ
グマアルドリッチジャパン社に発注し、TE緩衝液（10mM Tris, pH 7.5〜
8.0, 1mM EDTA）を⽤いて 10μM の濃度に調整した。 

 
表 1. FOXF1 プライマーと増幅産物の⻑さ                     
プライマー名 プライマー (5ʼ to 3ʼ）   増幅産物の⻑さ   
EXON1aF        GTCCTCTTCCTCCTCCTCCTC 
EXON1aR        CCCTCCTCGAACATGAACTC        493 
EXON1bF        TGCTTCATCAAGCTACCCAAG 
EXON1bR        GTGGCTGTTCTGGTGCAGATA        645 
EXON1cF        CAAGCCCATGTACAGCATGA 
EXON1cR        CTGCCACTCAGACTCGACTTC        583 
EXON2F         CCTCTGCCTGAACTCTGAGC 
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EXON2R         GTGTCTTTGCATTGGGGACT        398         
(2) PCR の条件 
AmpliTaq Gold 360 PCR Master Mix®（Life Technologies、アメリカ合衆
国）10μl を含み、PCR反応液は総量を 20μl とした。各プライマーの濃度
は 0.5μM、DNA テンプレート量は 40ng となるよう調製した（表 2）。 
 
表 2 PCR反応液の組成     
試薬    1反応当たり  
AmpliTaq Gold 360 PCR Master Mix          10μl 
⽔     7μl 
Forward Primer（10μM）    1μl 
Reverse Primer（10μM）   1μl 
DNA（40ng/μl）または⽔（negative control） 1μl   
 

PCR には GeneAmp PCR System 2700®（Applied Biosystems、アメリカ合衆
国）を⽤いた。PCR反応条件を表 3 に⽰す 
 

表 3. PCR反応条件    
95℃ 10 分間    
95℃ 30秒間 
58℃ 30秒間 
72℃ 60秒間 ×35 サイクル 
72℃  7 分間    
 

(3) 電気泳動 
2.0％アガロースゲルをアガロースと 0.5x トリス緩衝⽣理⾷塩⽔（tris 
buffered saline, TBS）を⽤いて作成し、135Vで 30 分間電気泳動した。泳
動後紫外線照射撮影を⾏い PCR産物のバンドを確認した。サイズマーカー
は TriDye 100bp DNA Ladder®（New England Biolabs、イギリス）を使⽤
した。 

(4) PCR産物の抽出 
電気泳動したアガロースゲルから、QIAuick Gel Extraction Kit®（Qiagen、
ドイツ）を⽤いて PCR産物の抽出を⾏った。メス刃を⽤いて⽬的のバンド
をおよそ 150μl の⼤きさで 1.5ml のマイクロチューブに切り出し、添付のプ
ロトコルに従い⾏った。PCR産物の溶出は付属の緩衝液（10mM Tris-Cl, 
pH 8.5）にて⾏った。 
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(5) 塩基配列の決定 
2011年から 2017年までは、塩基配列決定法サービス（FASMAC、⽇本国神
奈川県）に委託して塩基配列分析を⾏った。PCR産物を抽出した溶液
13.4μl とプライマー溶液 0.64μl（プライマー6.4pmol）を混合し、8 連チュ
ーブまたは 96ウェルプレートを⽤いて提出した。それぞれの PCR産物につ
き、PCR に使⽤したプライマーを⽤いて順⽅向および逆⽅向の両⽅向からシ
ークエンスを⾏った。 
(6) 塩基配列の評価 
塩基配列は、既報の塩基配列（NM_001451.2（FOXF1））と⽐較した。シー
クエンス波形シグナルの確認は、フリーソフト 4peaks（Mek&Tosj.com）を⽤
いて⽬視で⾏った。参照配列との⽐較は、Clustalw
（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）およびMicrosoft Word を利⽤して⾏った。  
変異の病原性の評価には SIFT(https://sift.bii.a-star.edu.sg)および PolyPhen-2

（http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/）を⽤いた。また、変異の頻度について
は、1000 Genomes（https://www.internationalgenome.org）と gnomAD
（https://gnomad.broadinstitute.org）を⽤いて確認した。 
3） 次世代シークエンサーによる解析 
2018年 1⽉以降は次世代配列決定装置（かずさ DNA 研究所、⽇本国千葉
県）を⽤いた。抽出した DNA をかずさ DNA 研究所に提出し、既報の⽅法に
より解析を⾏った(Fujiki et al., 2018) (Fujiki R, 2019)。また、2020年４⽉よ
り、HILD の８遺伝⼦についての次世代シークエンサーによる遺伝⼦検査は保
険収容されたため、担当医が直接末梢⾎検体をかずさ DNA 研究所に郵送し、
その結果の解釈をコンサルトという形で⾏なっている 
次世代シークエンサーライブラリーのサイズ分布は MCE-202 MultiNA シス
テム® (島津製作所、⽇本国京都府）で分析され、KAPAライブラリ定量キッ
ト®（Kapa Biosystems、アメリカ合衆国）および Applied Biosystems 7500リ
アルタイム PCR システム®（Thermo Fisher Scientific、イギリス）で濃度を
測定した。ライブラリーは NextSeq 500 Mid-Output flow cell®（Illumina、ア
メリカ合衆国）を⽤い、出⼒モードはペアアンドリード⻑ 75bpで⾏った。 
4） MLPA法 
2018年以降、FALCO HOLDINGS に依頼して SALSA MLPA kit®、SALSA 

MLPA probemix P431(A1-0416)FOXF1®（MRC-Holland、オランダ）、を⽤
いて⾏った。2020年以降は、FASMAC に依頼して、SALSA MLPA kit®、
SALSA MLPA probemix P431(B1-0419) FOXF1®（MRC-Holland、オラン
ダ）を⽤いて⾏い、波形の解析は Coffalyser.Net（MRC-Holland、オランダ）
を使⽤した。 
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MLPA kit は、2種類のオリゴヌクレオチドプローブが⽬的とする DNA配列に
隣接してハイブリダイズされるように設計されており、ハイブリダイズ後に結
合が⾏われ、連結化されたプローブを PCR で増幅する。それぞれのプローブ
で挿⼊配列の⻑さが調節されており電気泳動でそれぞれの産物が分離される
ことで、各領域のコピー数が定量できる(Stuppia et al., 2012)。これにより、標
的とする領域の最低 40〜50 塩基対の⽋失を検出することが可能である。図 2
に MLPA法の概念を⽰す。 

 
図 2-1     図 2-2 

図 2：MLPA法の概念 
図 2-1：プローブ A1 と A2 が DNA
の領域 A上で結合する。 
図 2-2：⼀⽅のアリルに⽋失があると
合成されるプローブの数が減る。 
図 2-3：プローブの⻑さで認識する領
域を区別してコピー数を決定する。 
 

図 2-3 
 
5. 両親の遺伝⼦検査 
疾患の原因となりうる遺伝⼦変異が同定された場合、改めて遺伝カウンセリン
グを受けた上で、⾃らの遺伝⼦検査を希望された場合に限って、両親の末梢⾎
⽩⾎球から抽出した DNA を⽤いて、発端者と同⼀の変異の有無を解析した。 
 

6. 倫理的配慮 
研究の内容について主治医から家族へ説明書を⽤いて説明していただき、研究
への参加について書⾯で同意を得た。症例は連結可能な形で匿名化して個⼈情
報保護に努めた。本研究は北海道⼤学⼤学院医学研究院医の倫理委員会より承
認を得ている。 
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研究結果 
1. 対象症例の背景 
2011年 2⽉から 2020年 8⽉までの期間に、我々は⽇本全国からのべ 203 症例
の呼吸障害症例の相談を受けた。そのうち臨床的に PH を呈し、⼀酸化窒素吸
⼊療法を要した症例の中で、原因不明なものは 53 症例であった。そのうち 23
症例については病理検査がなされており(病理的に ACDMPV確定が 16 症例、
ACDMPV以外が 7 症例)、それらを除いた 30 症例が本研究の対象となった。 
男児が 17 症例、⼥児が 13 症例。正期産児が 25 症例、早産児が 5 症例で出⽣
週数の中央値と範囲はそれぞれ在胎 38週、在胎 28-40週であった。低出⽣体
重児は 9 症例で、出⽣体重の中央値と範囲はそれぞれ 2644g、1146-3798gで
あった。発症時期は⽣後 48時間以内が 24 症例、それ以降が 6 症例であった。
先天性⼼疾患を 11 症例に、先天性消化管異常を７症例に、腎泌尿器科疾患を
３症例で認め、肺外合併症を認めなかった症例は 16 症例であった。治療は、
30 症例で⼀酸化窒素吸⼊療法が⾏われ、6 症例では ECMO が導⼊された。転
帰は 15 症例が死亡で、うち 10 症例は⽣後１ヶ⽉以内に亡くなっていた。 
FOXF1 のシークエンス解析を、Sanger法で 12 症例、次世代シークエンサーに
より 18 症例⾏った。シークエンス解析で病原性変異を認めなかった 26 症例に
対し MLPA法によるコピー数変異の解析を⾏った。(図 3) 
 

 
図 3.解析の流れ 
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2. 解析結果 
1）FOXF1エキソン領域の塩基配列解析結果(表 4) 
シークエンス解析を⾏った 30 症例のうち 4 症例で FOXF1 のエキソン領域の変
異を認めた。フレームシフト変異が２症例(症例 1、2)、ミスセンス変異が２症
例(症例 3、4)であった。症例 2 は既報と同じフレームシフト変異である。症例
1 は 1000Genome および gnomAD には登録がない、新規のフレームシフト変異
であり、ACMGガイドラインでは Likely pathogenic の判定となる。症例 3及び
4 は新規のナンセンス変異、両親の遺伝⼦検査では認めない de novo 変異であ
り、SIFT及び PolyPhen-2 の in silico解析の結果より、Likely pathogenic と判
断した。 
 
表 4: FOXF1エキソン領域の塩基配列解析結果 

 
 
2） FOXF1 およびその上流のコピー数解析結果(図 4) 

FOXF1 のエキソン領域に変異を認めなかった 26 症例に対し MLPA法によるコ
ピー数解析を⾏った結果、5 症例でコピー数低下を認めた。 
症例 5 および 7 には FOXF1⾃⾝は含まず FOXF1 の上流の⽋失を、症例 6、8、
9 には FOXF1 からその上流に及ぶ広範囲の⽋失を認めた。症例 8、9では FOXF1
の下流に位置する FOXC2 および FOXL1 のコピー数低下も認めた。 
いずれの症例でも FOXF1 の約 260〜280kb上流の領域からさらに上流に向かっ
てコピー数低下が確認された。今回設定した最も上流のプローブでもコピー数
の低下が認められたため、いずれの症例でも⽋失の上端は不明であった。 
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図 4：MLPA解析の結果 
A, control;  B, case 5;  C, Case 6;  D, Case 7;  E, Case 8;  F, Case 9 

 
責任変異が同定された 9 例のまとめを表 5 に⽰す。原因不明の乳児重症肺⾼⾎
圧 53 症例のうち、23 症例は病理検査が⾏われ、うち 16 症例が ACDMPVの診
断であった。病理検査未施⾏の原因不明の重症肺⾼⾎圧症乳児 30 症例のうち、
シークエンス解析で FOXF1 のエキソン領域の病原性変異を４症例に、MLPA法
による解析で 5 症例に FOXF1 の上流を含めた CNVs を認めた。病理検査によ
り ACDMPVと診断された 16 例に遺伝⼦検査により ACDMPVと診断された 9
例を加えた 25 例が ACDMPVと診断された。 
責任変異が同定された 9 例のうち症例 2〜5 の４症例で、両親についても発端者
と同様の変異の有無を調べたが発端者と同じ変異は認めず、これらの４症例に
みられた変異は全て de novo変異であると考えられた。 
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表 5.責任変異が同定された 9 症例のまとめ 
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考察 
本研究では、原因不明の乳児重症肺⾼⾎圧症 53 症例のうち、病理検査が施⾏さ
れていた 23 症例を除いた 30 症例に対し遺伝⼦検査解析を⾏った。その結果、
FOXF1 のエキソン領域の病原性変異を４症例に、CNVs を 5 症例で同定した。
病理検査が施⾏されていた 23 症例のうち、16 症例が ACDMPV と診断されて
いた。池⽥らの先⾏研究では、この 16 症例のうち DNA を使⽤できた 13 症例
に対し、本研究と同様のシークエンス解析及び MLPA 法によるコピー数解析を
⾏ったところ、前者で 6 症例、後者で 5 症例に病原性変異が確認され、２症例
では変異を同定できなかった。これはこれまでの海外の報告と同程度であった
(Szafranski et al., 2016)。池⽥らの先⾏研究におけるエキソン領域の変異ありの
症例数、CNVs ありの症例数、どちらの変異も同定されなかった症例数の⽐率か
らは、今回の解析対象 30 症例にも、いずれの変異も同定されない ACDMPV の
症例が１症例程度隠れていることが想定される。以上より、原因不明の乳児重症
肺⾼⾎圧症 30 症例中 10 症例、つまり解析対象の約 1/3 の症例が ACDMPV で
あることが推定される。 
 
本研究で同定された FOXF1 の 4 種類の変異は全てエキソン 1 上に存在してい

た。症例 2 のフレームシフト変異（p.Ala231ArgfsX61）はすでに報告のある変異
であり(Sen et al., 2013b)、この変異および症例 4 のミスセンス変異（p.Gly91Ala）
と同⼀の変異が池⽥の先⾏研究で病理学的に ACDMPV と確定している症例に
お い て も 同 定 さ れ て い る 。 ま た 、 症 例 3 の ミ ス セ ン ス 変 異 (c.223T>C, 
p.Tyr75His)の 1 アミノ酸前のミスセンス変異(c.221T>A, p.Ile74Asn)が報告さ
れている。これら２つのミスセンス変異はどちらも FOXF1 蛋⽩の DNA 結合ド
メインをコードするアミノ酸 44〜148 の範囲に存在しており、病原性である可
能性が⾼い。 
本研究における MLPA 解析で同定された CNVs は全て FOXF1 の上流のエンハ
ンサー領域を含んでおり、この領域に存在するノンコーディング RNA 遺伝⼦で
ある LINC01081 や LINC01082 の⽋失が FOXF1 の読み取りを低下させること
が報告されている。この領域の⽋失が ACDMPV の原因となっていると考えら
れる(Stankiewicz et al., 2009)。 
また、本研究と同様に FOXF1 を標的とした解析では病原性変異を同定できない
場合にも、全エキソーム解析あるいは全ゲノム解析により病原性と考えられる
変異が同定された報告があるため、臨床的に ACDMPV である可能性が⾮常に
⾼いにも関わらず、FOXF1 とその上流に病原性変異が同定されない症例につい
てはこれらの網羅的遺伝⼦解析の導⼊が考慮される。 
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これまでの ACDMPV の確定診断は病理検査によってなされ、本疾患の罹患率
は外国での報告では 100~200万⼈に１⼈と報告されているが(Goel et al., 2017)、
実際にはもっと⾼いと考えられている。本疾患の罹患率が過⼩評価される原因
としては、第⼀に、臨床医や病理医にこの疾患が⼗分認知されていない可能性が
ある。第⼆に、病変の分布の問題がある。これまで報告された ACDMPV 症例の
約 90％は剖検で診断されており、約 10％は⽣前の肺⽣検で得られた肺組織によ
り診断されていた(Eulmesekian et al., 2005)。ACDMPV の病変の分布には
diffuse type(86%)以外に patchy type(15%)があり、後者の場合は⽣検部位によ
って正確な診断を導けない可能性が指摘されている(Singh et al., 2005)。⾮典型
的な臨床経過を呈した軽症 ACDMPV 患者では、肺病変の分布が均⼀ではなか
ったとの報告(Towe et al., 2018)があり、特に⾮典型例では 1 回の⽣検では診断
が困難な可能性がある。第三に、本疾患の診断根拠となる病理検査の実施率の問
題がある。特に、ACDMPV の半数以上に及ぶ肺外合併症を有する症例では、主
治医が肺外病変に死因を求めがちであったり、漠然と何らかの先天異常症候群
を想定する結果、肺の病理学的検索がなされていない可能性がある。また、⼩児
特に新⽣児の場合、ご家族が剖検を望まない場合も多い。そこで、病理検査以外
の診断⽅法の確⽴が、本疾患をより正確に診断し理解するために必要であった。 
我々は 2011 年からの 9 年間に全国の 116 施設からのべ 203 症例の呼吸障害症
例の相談を受けた。そのうち、病理検査により診断された ACDMPV 症例 16 例
と遺伝学的検査により ACDMPV と診断された 9 例の合計 25 例は全て総合周産
期⺟⼦医療センターからの相談症例であり、その施設数は 51 施設であった。全
国には 108 施設の総合周産期⺟⼦医療センターがあるため、その約半数から
ACDMPV 症例を紹介されたことになる。症例の相談がなかった総合周産期⺟⼦
医療センターについては、ACDMPV を含む HILD 症例の発⽣がなかった可能
性と、我々の研究が周知されていなかった可能性がある。すなわち、本研究は⽇
本における出⽣児の最低半分から最⼤全数を網羅していると考えられる。⽇本
の年間出⽣数はおよそ 100万⼈であり、９年間で 450万⼈から 900万⼈出⽣の
⺟数から ACDMPV 症例が 26 症例（確定診断 25 例＋推定 1 例）発⽣したこと
になる。結果として、ACDMPV の罹患率は 100万出⽣に 3~6⼈と推定される。
ただし、我々の研究の初期においては ACDMPV を積極的に扱っていなかった
ことや、軽症例や乳児期発症のいわゆる⾮典型の ACDMPV では我々に相談が
なされていない可能性も考えられ、実際の罹患率はさらに⾼いことが想定され
る。 
 

今回病原性変異が同定された症例では、病理検査で ACDMPV と確定された症
例を対象とした池⽥らの先⾏研究と⽐べ、肺外合併症を有する症例(9 症例中６
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症例)が多く、⽣後１か⽉以内の新⽣児期発症の割合(9 症例中 7 症例)も⾼いと
いう特徴があった。この背景には、新⽣児期発症例は概して全⾝状態が⾮常に不
良のまま亡くなる症例が多く肺⽣検を⾏うことが困難であること、肺外病変が
ある症例では漠然と何らかの先天異常症候群が想定されて剖検が躊躇された結
果として本研究の対象となったなどの選択バイアスが存在する可能性がある。 
 

本研究では、エキソン領域の変異か CNVs かなどの変異の種類や変異の位置と
臨床症状や重症度の相関(genotype-phenotype interaction)は⼀定の傾向は⾒出
せなかった。これらに関しては今後さらなる症例の集積が望まれる。 
 
2020年から 4⽉から FOXF1 を含む 9 遺伝⼦を対象とした HILD関連のパネル
検査が保険収載され、これまでより検査提出が容易となり検査対象が拡⼤する
ことが期待される。典型的な ACDMPV の治療予後が⾮常に厳しいことには変
わりはないが、それでも肺移植による治癒例の報告も少しずつ蓄積されてきて
おり、遺伝学的検査の意義は今後さらに⼤きくなると考えられる。ただし、遺伝
⼦検査はこれまでの肺⽣検による病理検査と⽐べ低侵襲であるが、結果が出る
までの時間がかかるというデメリットがある。患児の治療に⽣かすためには、よ
り迅速で正確な診断が必要であり、そのためには遺伝⼦検査と病理検査が相補
的な役割を果たすことが重要となる。また、ACDMPV 症例には少数ながら同胞
発症例の報告があり、インプリンティングの関与が⽰唆されている。今後は
ACDMPV 症例の同胞における胎児診断への本遺伝⼦検査の応⽤も考慮される。
(Sen et al., 2013a) 
 

本研究の限界としては、ACDMPV 症例の主治医が ACDMPV についての知識
を持ち合わせていない可能性、軽症例や新⽣児期以降の発症例などの⾮典型例
が未診断である可能性がある。また、今回の研究では PH の評価は各施設の主治
医の判断に委ねられており、統⼀した評価基準では無いことも課題である。 
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結論 
本研究は希少疾患とされている ACDMPV の⽇本における発症率を前⽅視的に
推定した初めての報告である。本研究により、これまで考えられていたよりも
ACDMPV の発症率が⾼いことが明らかになった。原因不明の乳児 PH の症例で
は、発症時期や肺外合併症の有無にかかわらず、ACDMPV の可能性を考える必
要があり、診断のために遺伝⼦検査は有⽤である。 
 
ACDMPV は予後不良な疾患であるが、⼀部には乳児期発症例や軽症例のいわ
ゆる⾮典型例もあり、肺移植による治癒例の報告も少しずつ蓄積されてきてい
る。だからこそ、迅速に正確な診断を⾏うことの意義は今後さらに増してくる
と考えられる。特に新⽣児期発症の重症例や肺外合併症を有する症例において
も ACDMPV の可能性を考え、このような症例こそ遺伝⼦診断の果たす役割は
⼤きいと考える。 
また、ACDMPV では少数ではあるが同胞発症例の報告もあり、インプリンテ
ィングの関与が⽰唆されている。今後は ACDMPV 症例の同胞における胎児診
断の可能性が考慮される。 
 
今後はさらなる症例の蓄積により、⽇本における ACDMPV の臨床的、遺伝学
的特徴を明らかにすること、また genotype-phenotype interaction を⾒出し、
遺伝⼦検査を診断のみならず、重症度診断や予後予測に役⽴てることが⽬標で
ある。また本研究で⽤いた遺伝⼦検査法では約 10%の ACDMPV 例で遺伝⼦変
異を同定することができておらず、このような症例に対し全エキソーム解析な
どの網羅的遺伝⼦検査の適応が考慮される。 
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