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研究成果の概要（和文）：心臓チャネル病は、家族性突然死症候群の主要な原因であり、有効な治療法がないこ
とから新たな治療戦略の確立が望まれている。マウスで遺伝子獲得変異を導入することで心臓チャネル病の動物
モデルを構築し、新たな治療法の確立を目指した。当初の計画では、機能獲得遺伝子に対する核酸医薬品を用い
た治療を行うことを予定していたが、核酸医薬品が肝臓に主に取り込まれこれによる副作用が回避できないこと
から、Crispr/Cas9と呼ばれるゲノム編集技術を利用することに計画を変更した。Crispr/Cas9の心臓への導入、
心筋細胞でのゲノムの改変、心筋細胞イオンチャネル機能の修飾が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Cardiac channelopathy is a main cause of familiar sudden death; because of 
lack of efficient therapy, the establishment of novel therapeutic strategy is warrated. I have 
established an animal model of cardiac channelophy by introducing gain-of-function mutant, with use 
of which I tried to establish a novel therapeutic strategy of cardiac channelopathy. Originally, I 
planned to reduce gain-of-function mutant gene using oligonucleic acid. However, oligonucleic acid 
was mainly introduced into the liver, causing liver toxicity as a side action. Then, I changed our 
plan to use Crispr/Cas9 genome editing strategy. I was sucdeeded in introducing Crispr/Cas9 vector 
into cardiomyocytes, genome editing in cardiac myocytes, and modulating cardiac ion channel 
function.     

研究分野： 循環器内科

キーワード： 不整脈
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１．研究開始当初の背景 
「遺伝子治療」は 1990 年アメリカでアデノ
シンデアミナーゼ欠損症に対してアデノウ
イルスベクターを用いて行われたのが最初
である。我が国でも 1995 年同疾患に対して
同様のベクターを使って遺伝子治療が行わ
れ、多くの難治性疾患治療の切り札としての
期待が集まった。ところが、臨床治験におい
てアデノウイルスベクターによる副作用で
複数の死亡者が出たことから、推進が大幅に
遅れ、その後登場した再生医療にとって代わ
られた。ところが、時間とともにウイルスベ
クターの改良が進み、2012 年ごろから欧米
では遺伝子治療が再び脚光を浴びてきてい
る。一方、我が国では遺伝子治療の試みは極
めて少ない。特に、心臓疾患での試みはほと
んどなされていないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえて、心臓疾患、特に表現
型がはっきりしており、アッセイ系も確立し
ている心臓チャネル病を対象に、モデルマウ
ス を 作成し 、 マウス で 遺伝子 治 療 の
proof-of-concept を得ることを研究目的とし
た。近年東京医科歯科大学では横田隆徳博士
によりヘテロ核酸による遺伝子治療が開発
されたこともあり、まずはヘテロ核酸を用い
た試みを行うこととした。リスクマネジメン
トとして、ヘテロ核酸がうまくいかなかった
場合は、近年普及してきた CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いたゲノム編集を用いて試みる
こととした。 
 
３．研究の方法 
治療を行う上では、gain-of-function 変異が
好ましいと考えられたことから、QT 短縮症候
群で見られる KCNJ2 の塩基 G514A(アミノ酸
D172N)を導入したマウスをCRISPR/Cas9シス
テムで作成する。 
ヘテロ核酸は、主に肝臓に取り込まれまだ心
臓への取り込みの効率は悪いことから、心臓
への取り込みを増やす positive selection
により心臓を試みる。 
もしこれがうまくいかない場合は、KCNJ2 を
ノックアウトする CRISPR/Cas9 を作成して、
これを in vivo で心臓に導入することにより
KCNJ2 抑制を行う。心臓への導入としては、
直接心筋注射および静脈注射の両方を試み
る。 
 
４．研究成果 
(1)心臓チャネル病モデルマウスの作製 
KCNJ2の塩基G514A(アミノ酸D172N)を導入し
たマウスをCRISPR/Cas9システムで作成した。
作成したマウスは、QT 時間が短縮しているこ
と、電気刺激により心室性不整脈の誘発率が
上昇していることが確認された。これらによ
り、QT 短縮症候群モデルマウスを確立するこ
とができたと考えた。 
 

(2)ヘテロ核酸導入 
心臓特異的ペプチドを添加したヘテロ核酸
を作製し、心臓への取り込みの向上を目指し
た。心臓への取り込みは若干向上し、肝臓へ
の取り込みも若干減少したが、もともとのヘ
テロ核酸の取り込みの肝臓：心臓が極めて大
きいことから、この程度の改善では十分な心
臓への作用を得る量のヘテロ核酸では肝障
害が強くて使えなかった。もう 1つの方策と
して、肝臓への取り込みを抑える negative 
selection を合わせることが考えられる。こ
れはヘテロ核酸開発者の横田博士が試みて
おり、この結果を待って再度チャレンジする
こととした。本研究計画の申請期間の 2年で
は確立は難しいことから、代替として予定し
ていたゲノム編集法に取り組むこととした。 
 
(3)ゲノム編集による KCNJ2 の抑制 
KCNJ2 の機能抑制は、自動能の出現により確
認することができる。そこで、房室ブロック
を作製し、自動能が出現するか否かで、KCNJ2
の機能抑制、すなわち CRISPR/Cas9 の効率を
確認することとした。In vitro 系で KCNJ2 発
現を抑制することを確認した。ガイド RNA は
4 種類作成したが、そのうち最もよく成功効
率が高かった 1つのガイド RNA を in vivo で
用いることとした。最初心筋への直接注射を
行い、CRISPR/Cas9 により自動能が出現する
が（図 1下）、vehicle 投与では自動能が出現
しなかった（図 1上）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. KCNJ2 KO CRISPR/Cas9 による自動能出

現 
 
次に、静脈注射で試みたが、静脈注射では心
臓への導入効率が極めて低いことから、ウイ
ルスベクターを用いた投与法を試みること
とした。心臓に比較的特異的に導入されるア
デノウイルス随伴ベクター9(AAV9)システム
をペンシルベニア大学から供与いただいた。
ウイルスベクターへの搭載が可能となる
CRIPSR/Cas9 システムとして CRISPR/SaCas9
システムが開発されているので、これにシス
テムを変更した。心筋への直接筋注と静脈注
射の導入効率を LacZ システムを使って比較
すると、心筋直接注射に劣らない導入効率が
得られた(図 2)。そこで、これを使って房室



ブロックマウスで自動能の出現を検討した
と こ ろ 、 自 動 能 の 出 現 が KCNJ2 KO 
CRISPR/SaCas9 導入マウスでのみで見られる
ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. LacZ 用いた遺伝子導入効率の比較 

iv：静脈注射 
icm:心筋直接注射 
PBSiv:比較としてのリン酸バッファー

の静脈注射 
 
以上から、心臓チャネル病モデルマウスの作
製に成功し、CRISPR/SaCas9 システムを用い
ることにより、標的となる KCNJ2 の機能抑制
が静脈注射で達成できることまでを明らか
にすることができた。ヘテロ核酸で成功せず、
ゲノム編集技術のアプローチ法を変更した
こと、AAV9 システムの海外からの導入に時間
をと要したことから、実際の心臓チャネル病
での効果を検討するところまでいかなかっ
たが、その準備段階までは進むことができた。
今 後 、 モ デ ル マ ウ ス に KCNJ2 KO 
CRISPR/SaCas9を導入することによりQT短縮
の改善がみられるか、不整脈誘発率を抑制す
ることができるかを検討することを予定し
ている。 
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