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研究成果の概要（和文）：カルモジュリン遺伝子関連不整脈疾患は若年発症で重篤な症状を引き起こすものの、
その詳細な発症機序や不明であり、有効な治療法も確立されていない。本研究では疾患特異的iPS細胞モデルに
おいて、パッチクランプ法を用いた電気生理学的解析により、緩徐活性型遅延整流性K電流（IKs）の記録を行
い、新たな病態の一部を明らかにした。また新規治療法の開発としてアンチセンス核酸を用いた治療法に取り組
んでおり、疾患特異的iPS細胞モデルにおいて有効性の評価を行った。

研究成果の概要（英文）：Recently, mutations in CALM genes (CALM1-3) encoding calmodulin (CaM) are 
reported to be associated with severe early-onset arrhythmias known as the calmodulinopathy. 
However, the pathophysiological mechanisms of calmodulinopathy remains unknown. Moreover, there is 
no effective treatment for calmodulinopathy.
In the present study, we analyzed KCNQ1 channel function using patch clamp technique and elucidate 
the KCNQ1 channel dysfunction using human iPS cell model that may explain the clinical phenotype of 
the LQTS patient carrying the CALM2-N98S mutation. In addition, we demonstrated that antisense 
oligonucleotides-based therapy might be a promising strategy for the treatment of calmodulinopathy. 

研究分野： 循環器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カルモジュリン関連不整脈疾患は若年発症で重篤な症状を引き起こすことが知られているが、その詳細な発症機
序は不明な点が多く、有効な治療法も確立されておらず、本疾患の病態を解明し、新規治療法を開発する社会的
な意義は大きい。本研究によりCALM2-N98S変異において、KCNQ1チャネルの機能障害を明らかにしたが、これは
実際の治療法の選択に関して重要な知見であると考えられる。また、これまでの治療法とは異なりアンチセンス
核酸を用いた治療法は変異カルモジュリンをターゲットとした全く新しい治療法であり、本質的な治療となる可
能性があり、学術的意義は大きいと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

カルモジュリンはユビキタスに発現する Ca2+検知タンパクであり、３つの異なる遺伝子
（CALM1-3）が全く同一のアミノ酸配列のタンパクをコードするユニークな分子である。近年、
カルモジュリンをコードする CALM 遺伝子の変異により若年発症の QT 延長症候群（long-QT 
syndrome: LQTS）やカテコラミン誘発性多形性心室頻拍（catecholaminergic polymorphic 
ventricular tachycardia: CPVT）等の致死性遺伝性不整脈疾患であるカルモジュリン遺伝子関連
不整脈疾患が引き起こされることが報告された。心筋細胞において、カルモジュリンは心臓 L 型
Ca2+チャネル（LTCC）をはじめとする複数のイオンチャネル、RyR2 など多くのタンパクの働
きを制御している。特に心筋細胞の活動電位形成に関しては、Ca2+と複合体を形成し、LTCC の
不活性化を促進する重要な働きをしており、培養細胞における過剰発現系を用いた解析より、
CALM 遺伝子変異により LTCC の不活性化が障害され、活動電位持続時間（APD）が延長する
ことがカルモジュリン遺伝子関連 LQTS の病因と考えられている。また、カルモジュリンは
RyR2 を安定化させる働きを持ち、CALM 遺伝子変異により筋小胞体より Ca2+リークが生じる
ことによりカルモジュリン遺伝子関連 CPVT が起こると考えられている。しかし、カルモジュ
リン遺伝子関連不整脈疾患の臨床所見や疾患発生機序についてはまだ不明な点が多く、治療法
については全く確立されていない。申請者らは複数患者（CALM2-E46K 変異: CPVT, CALM2-
N98S 変異: LQTS, CPVT, CALM2-D134H 変異: LQTS）より iPS 細胞を樹立し、解析を進めて
いる。 
 
２．研究の目的 

本研究ではゲノムデータベースを用いた臨床研究、カルモジュリン遺伝子関連不整脈患者よ
り樹立した iPS 細胞モデルを用いた基礎研究により、疾患表現型の解析、疾患発症機序の解明、
新規治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝性不整脈患者の遺伝子解析 

日本最大規模のゲノムデータベースを用いてカルモジュリン遺伝子関連不整脈患者の検索、
遺伝型、表現型の解析を行った。 
 
(2) 患者由来 iPS 細胞モデルを用いた発症機序の解明 

疾患特異的ヒト iPS 細胞の作製に関しては、患者より同意取得後、末梢血単核球細胞に山中
4 因子をエピソーマルベクターを用いて導入、樹立を行った。 

心筋細胞への分化は、浮遊培養にて行い、 分化心筋の組織学的解析(免疫染色、電顕観察)、
分子生物学的解析(RNA、蛋白定量)、 電気生理学的解析(活動電位、各イオンチャネル電流記録)
を行った。 
 
(3) 新規治療法の開発 

新規治療法の開発として核酸医薬のひとつである、
アンチセンス核酸（ASO）を用いた治療法の開発に取
り組んでいる。コンセプトとしては、変異のある CALM
遺伝子（図１では CALM2）をノックダウンすることに
より、変異カルモジュリンタンパクの発現を抑制し、
CALM1, 3 より発現している正常なカルモジュリンが
生理的な働きを代償し治療効果を得るというものであ
る CALM2 遺伝子をターゲットとする複数配列を作製
し、マウス・ヒト培養細胞を用いてスクリーニングを行
った。培養細胞を用いたスクリーニングにて CALM 遺
伝子の抑制効果の高かったアンチセンス核酸の薬効評
価を iPS 細胞モデルを用いて電気生理学的解析により行った。 
 
４．研究成果 
(1) CALM2 変異における LTCC の解析 
 LQTS 患者由来分化心筋（N98S 変異、D134H 変異）において健
常人由来分化心筋と比較して、有意な LTCC の不活性化の障害が
認められた。しかしながら、CPVT 患者由来分化心筋（E46K 変異）
においては健常人由来分化心筋と比較して、LTCC の不活性化機能
に有意な差は認められなかった（図２、test potential: 0 mV）。 
 
(2) CALM2-N98S 変異における KCNQ1 チャネルの解析 
 CALM2-N98S変異症例では複数の患者において運動時の失神や
QT 間隔の延長など KCNQ1 遺伝子変異を原因とする LQT1 に類
似した表現型が認められている。N98S 変異 iPS 細胞モデルにおい
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図１．アンチセンス核酸を用いた 
治療の概念図 



てパッチクランプ法により、KCNQ1 チャネル電流（IKS）の解析を行ったところ、健常人由来の
コントロールと比較してイソプロテレノール負荷時の電流密度が有意に減少していることを明
らかにした。また、膜電位インジケーター用いたイメージングシステムによる活動電位の解析に
より、イソプロテレノールによる活動電位持続時間の短縮率が小さいことを明らかにした。 
 
(3) アンチセンス核酸（ASO）を用いた新規治療法の開発 
  アンチセンス試薬の中でも DNA と人工核酸である LNA を組み合わせ、ターゲット配列との
親和性とヌクレアーゼ耐性を向上させた Gapmer 型のアンチセンスを用いて CALM2 遺伝子を
ノックダウンする複数の配列を作成し、ヒト由来培養細胞を用いてスクリーニングを行ったと
ころ複数の配列にて強いノックダウン。さらに lipofection 試薬を用いない free uptake 法による
検討をマウス由来 3T3L1 細胞にて行ったところ１つの配列において、強い CALM2 発現ノック
ダウン効果を認めた。本核酸は、配列がマウスと完全に相同性があるものの一つであった。ヒト・
マウス培養細胞にて高いノックダウン効果の認められた ASO の薬効評価を iPS 細胞モデルにお
いて行ったところ、有意なノックダウン効果と活動電位持続時間の短縮を認めた（図３）。 
 

図３. N98S 変異 iPS 細胞モデルにおけるアンチセンス核酸（ASO）の薬効評価 
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