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研究成果の概要（和文）：心電図における心室興奮の開始から終了するまでの時間に相当するQT間隔の延長は、
ヒトの臨床において先天性および後天性QT延長症候群として注目されており、安全性薬理試験では薬物を開発す
る上での評価項目として重要視されている。本研究では心室筋における再分極を担うIKsチャネルをゲノム編集
技術によりノックアウトして再分極予備力が低下したウサギのモデル動物を作製し、その有用性を明らかにする
ことを目的とした。ゲノム編集に数匹の変異個体が得られた。これらの動物について、IKrチャネル遮断薬の
E-4031を麻酔下で投与し心電図におけるQT間隔に及ぼす影響を検討したが、顕著な延長を認めることができなか
った。

研究成果の概要（英文）：The prolongation of the QT interval corresponding to the time from the start
 to the end of ventricular excitation in the electrocardiogram has attracted attention as a 
congenital and acquired long QT syndrome in humans. It is considered important as an evaluation of 
QT prolongation in safety pharmacology. In this study, we aimed to clarify the usefulness of rabbit 
model animals whose knockout of IKs channel responsible for repolarization in the ventricular muscle
 by genomic editing technique and reduced repolarization reserve power. Several mutant individuals 
were obtained in genome editing. For these animals, we examined the effect of IKr channel blocker 
E-4031 under anesthesia and on the QT interval in the electrocardiogram, but no significant 
prolongation could be observed.

研究分野： 獣医衛生学
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１．研究開始当初の背景 
心電図における心室興奮の開始から終

了するまでの時間に相当する QT 間隔の
延長は、ヒトの臨床において先天性およ
び後天性 QT 延長症候群として注目され
ており、安全性薬理試験では薬物を開発
する上での評価項目として重要視されて
いる。しかしながら、従来の非臨床試験で
は、薬剤誘発性 QT 延長症候群（心電図 QT
間隔の延長による致死性の不整脈発症）の
発生を予知することができなかった。その
ため、不整脈誘発作用のある抗アレルギー
薬のテルフェナジンや消化管機能調整薬
のシサプリドなどが臨床の現場で患者に
処方され、世界的に不整脈死が発生し大き
な問題となった。このような事故を回避す
る目的で、日米欧医薬品規制調和国際会議
は S7B および E14 ガイドラインを制定し
非臨床試験の役割を明確に記載するに至っ
た（The ICH Steering Committee. 2005. 
http://www.ich.org/ ）。特に QT 間隔を延
長する医薬品の不整脈誘発リスクを直接評
価できる催不整脈モデルの重要性を以下の
ように示している。「被検物質による心室再
分極の遅延と催不整脈リスクとの正確な関
係は不明である。不整脈モデルを用いて
QT 間隔を延長する医薬品の催不整脈リス
クを直接的に評価しようとすることは当然
の試みであろう。催不整脈作用を表す指標
および動物モデルは催不整脈性を評価する
のに有用かもしれない。これらのモデルを
開発し、ヒトでのリスク予測における有用
性を検証することを強く勧める。」申請者は、
各種動物における心筋の活動電位を構成す
るイオンチャネルの特徴と心臓の電気現
象の関連性を明らかにし、QT 間隔延長の
評価法や催不整脈モデルの作出を試みて
きた。これらの研究を通してげっ歯類は
このチャネルの電流がほとんど無く、他
の動物種において心室筋の再分極予備力
を低下させたモデルを作出することの必
要性が浮上した。国内においても、再分
極予備力を低下させた房室ブロック犬モ
デルの作出は試みられてきたが、作出や
維持に長期間を要することや検出力の点
において限界も指摘されている。最近、
ゲノム編集技術により ES 細胞が確立さ
れておらず遺伝子改変が困難であったウ
サギ、ブタ、サルにおいてノックアウト
動物の作製が報告されたことから、この
ゲノム編集技術を利用して再分極予備力が
低下したモデル動物を作製するという着想
に至った。 
 

２．研究の目的 
薬剤の開発において、安全性評価の重要な
項目として心電図 QT 間隔に及ぼす影響
（薬剤誘発性 QT 延長症候群）が挙げられ
ており、世界的なハーモナイゼーションと
して検討しなければならない現況にある。

様々な動物種の特性を利用して評価するこ
とが非臨床試験で行われているが、より不
整脈発症の危険性に対する検出力の高い評
価方法が熱望されている。薬剤の IKr チャ
ネル遮断作用による QT 間隔の延長は、心
室筋の再分極予備力が低下した際により顕
著に出現し、重篤な不整脈の発症に至ると
考えられている。そこで、本研究では心室
筋における再分極を担うもう１つのイオン
チャネルである IKsをゲノム編集技術によ
りノックアウトして再分極予備力が低下し
たモデル動物を作製し、その有用性を明ら
かにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ウサギを用いて心室筋にお
ける再分極過程を担うイオンチャネルの１
つで遅延整流性カリウムチャネルの活性化
が遅いタイプである IKs を、ゲノム編集技
術（CRISPR-Cas9）により Cas9mRNA と
sgRNA を受精卵に導入する方法でノック
アウトして、再分極予備力を低下させたモ
デル動物を作製する。モデル動物としての
有用性については、安静時における QT 間
隔を中心とした心電学的特性を明らかにす
るとともに、薬剤の安全性試験で陽性対照
とされている遅延整流性カリウムチャネル
の活性化が速いタイプである IKrの遮断作
用を有する薬剤を投与して、QT 間隔に及
ぼす影響と催不整脈性について用量依存性
と時間依存性の観点から検討を加える。モ
デル動物の開発段階においては、麻酔下の
実験で薬剤の影響を評価するが、遺伝子レ
ベルにおいてモデル動物として確立された
段階では、テレメトリー法を利用した無麻
酔・無拘束下における評価を実施する。 
モデル動物の作製にゲノム編集の最新ツ

ールとして注目されている、CRISPR/Cas9
システムを用いてウサギで IKsの責任遺伝
子であるKCNQ1をノックアウトした動物
の作製を行う。CRISPR/Cas9 ゲノム編集
システムでは、Cas9 タンパク質（DNA 切
断酵素）と、ヒト U6 ポリメラーゼ III プ
ロモーターで発現されたガイド RNA ベク
ターを共発現させ、特定の標的 DNA 配列
を切断する。3'末端にプロトスペーサー近
接モチーフ（PAM - 配列 NGG）が存在す
ると、Cas9 が DNA 二本鎖を解離させ、ガ
イド RNA によってターゲット配列を認識
して両方の鎖を切断することになる。 
ノックアウト動物の作製に必要なコンス

トラクトの設計や作製に関しては、この分
野で既に実績をあげている藤井渉先生（東
京大学）に助言をもらい、実際に目的の RNA
を受精卵に導入する実験においては、角田
茂先生（東京大学）にこちらも指導して頂
いた。本研究では、RNA 誘導型人工ヌク
レ ア ー ゼ で あ る RGEN （ RNA guided 
endonuclease）を採用する予定である。
RGEN は、バクテリアの獲得免疫システム



である CRISPR/Cas システム由来で、ガ
イド RNA（gRNA：guide RNA）と Cas9 エ
ンドヌクレアーゼ（タンパク質）の二つ
の異なる分子が、標的 DNA 配列の認識と
DNA 二本鎖切断の働きをそれぞれ別々に
担う特徴がある。従来型人工ヌクレアー
ゼに比べて RGEN は設計が比較的容易で
あり、複数箇所の同時ゲノム編集が容易
に行える新たなゲノム編集法として注
目されている。また、研究の効率を上げ
る意味では、RGEN を用いたゲノム編集に
必要な gRNA を希望の標的遺伝子に対し
て設計し、ゲノム編集目的に応じ Cas9
および gRNA 発現プラスミドベクター、
合成 RNA およびタンパク質（Cas9 エン
ドヌクレアーゼ）として作製して提供し
てもらえるサービスも行われているこ
とから、このようなサービスの利用も考
慮した 
出産された動物に関しては、以下の心電

学的検査を実施した。 
心臓の電気現象に関して体表面から心電

図記録を行い、基本的な測定項目の解析を
実施する。中でも QT 間隔に関しては慎重に
検討を行う。心電図記録と解析には現有の
設備を使用する。さらに、再分極過程をよ
り詳細に検討するために単相性活動電位と
心電図の同時記録も行い、心筋活動電位持
続時間と心電図 QT 間隔との関連性を測定
する。 
上記の記録解析を行うとともに、遺伝子

のノックアウトが機能的にも反映されてい
ることを確認する目的で、IKs の遮断薬と
して知られているchromanol 293Bを投与し、
QT 間隔に影響を及ばす影響について検討
を加える。その上で、薬剤誘発性 QT 延長症
候群の陽性対照薬である IKr を遮断する薬
剤（E-4031,d-sotalol,dofetilide など）
を投与して、QT 間隔に及ぼす影響と催不整
脈性に関して実験を行う。麻酔下の実験に
おいて、これらの薬剤に対する時間依存性
と用量依存性に関して詳細に検討を加える。 
一方、QT 間隔の延長や催不整脈性のメカ

ニズムを検討するために、心室における再
分極過程の貫壁性のばらつきについて単極
誘導心電図を心室筋から記録し、活動電位
持続時間に相当すると考えられている
Activation-Recovery interval を測定する
ことにより調べた。 

 
４．研究成果 
ゲノム編集技術により IKsチャネルをノ

ックアウトし心室の再分極予備力の低下が
実証され、このモデル動物により薬剤によ
る QT 間隔の延長と催不整脈作用の評価が
可能になれば、創薬における安全性薬理試
験の非臨床試験において有用なモデル動物
になることは間違いない。本研究は国内外
の諸研究の中でも重要な一翼を担うもので
あり、安全性薬理試験は獣医師が担う重要

な社会的領域でもあることから、その成果
は学術的に非常に卓越したものとなるのみ
ならず社会的貢献も多大なものとなること
が期待された。また、本研究の成果は、薬
剤開発における心電図 QT 間隔の評価を確
立のみならず心疾患の病態解明へ向けて貴
重な情報を提供する上でも有用であり意義
深いことであると考えられた。 
しかしながら、ゲノム編集技術を用いて

ウサギにおいても数匹の変異個体が得られ
たものの、心電図学的に安静時には顕著な
変化は認められなかった。そして、これら
の動物について、IKr チャネル遮断薬の
E-4031 を麻酔下で投与し心電図における
QT 間隔に及ぼす影響を検討したが、顕著な
延長を認めることができず、TdP といった
不整脈も誘発されなかった。導入された変
異がチャネル機能に大きな影響を及ぼすも
のではなかったものと想定された。 
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