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研究成果の概要（和文）：指定難病である拡張型心筋症や肥大型心筋症は、心臓移植の適応となる重症心不全の
原因の多くを占め、遺伝子変異がその原因となる。本研究は、マウス心筋細胞を用いた相同組み換え(HDR)によ
る修復効率の向上、重篤な分子変異に焦点化したヒト心筋症疾患iPS細胞の樹立、ゲノム編集技術を駆使した精
密なヒト疾患iPS細胞アレル改変及び分化心筋病態解析を目的に遂行した。本研究では、アデノ随伴ウイルスに
よる遺伝子導入により、マウス成獣心臓組織においてDNA合成非依存的なHDRが生じるかを検証し、その技術を応
用して、ヒトiPS分化心筋におけるゲノム編集を用いたHDR誘導を試みた。

研究成果の概要（英文）：Dilated cardiomyopathy and hypertrophic cardiomyopathy are the major 
underlying diseases of advanced heart failure requiring heart transplantation, and caused by genetic
 mutations. In this project, we conducted experimental research according to the following purpose; 
improvement of the efficiency of homology-directed repair in mouse cardiomyocytes, generation of 
human disease-specific induced pluripotent stem cells (iPSCs) from patients with cardiomyopathy with
 pathological genetic mutations, functional analysis using cardiomyocytes differentiated from iPSCs 
(iPSC-CMs) with precise allele modification via genome editing.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 心筋症　ゲノム編集　疾患iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
指定難病のひとつである拡張型心筋症や肥大型心筋症は、遺伝子の変異により生じるとされています。本研究で
は、様々な分野に応用されているゲノム編集技術を、心筋症治療に応用することを検討しました。これまで、心
臓の細胞である心筋細胞では、正確なゲノム編集である「相同組み換え」が生じないとされていました。本研究
では、大人のマウスの心臓組織において相同組み換えが生じるか、またiPS細胞から作成したヒトの心筋細胞に
おいて相同組み換えが生じるかを検証しました。本研究から、心筋症研究におけるゲノム編集の更なる応用が期
待されます。

※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 
 日本における心臓移植希望登録者は年々増加し 2016 年時点で 500 名を超え、一方で心臓移植

までの平均待機期間は 1000 日を超えている。左室補助人工心臓は重症心不全に対する有効な治

療法だが、血栓症等移植待機中の様々な合併症のため多くの症例が失われているのが現状であ

る。2017 年時点で大阪大学医学部附属病院における心臓移植待機症例は 140 名を超え、神経体

液性因子への薬物介入治療が発達した現代においても、重症心不全への治療介入は克服すべき

大きな課題である。高速シークエンス技術の発展により、心筋症発症原因としての遺伝子変異、

その分子メカニズムが明らかとなってきており、大阪大学医学部循環器内科では臨床データ、ゲ

ノム解析データの蓄積を継続してきた。更に、遺伝子変異に直接介入する方法としてゲノム編集

技術の医療応用に取り組み、非分裂細胞では起こらないとされてきた正確な遺伝子修復につな

がる相同組み換え修復が心筋細胞で起こることを証明した。心臓を対象としたゲノム編集治療

には多くの困難が伴うと考えられるが、心臓は全身に血液を送達するポンプであり、その機能不

全は致死的である。このような背景を踏まえ、重篤で代替療法がない病態にターゲットを絞り、

分子生物学的基盤を含めた詳細な病態解析を進めていくことが重要と考えられ、本研究計画を

立案した。 

 
２．研究の目的 
指定難病である拡張型心筋症や肥大型心筋症は、心臓移植の適応となる重症心不全の原因の多

くを占める。シークエンス技術の発展により心筋症遺伝子変異が高い精度で同定され、その発症

分子メカニズムが明らかになる一方、重症心不全に対する治療は、従来の薬物治療、ペースメー

カー等の非薬物治療のみであり、上流の分子基盤異常に直接介入する方法は存在しない。

CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術は、その高い効率及び特異性から多くの分野に爆発的な変革をもた

らし医療応用も急速な勢いで進んでいる。正確な遺伝子改変を可能とする相同組み換え修復

（Homology-Directed Repair: HDR）は、従来分裂細胞でのみ有効とされていたが、我々はアデ

ノ随伴ウイルスによる遺伝子導入を介したゲノム編集により、培養心筋細胞において、DNA 合成

非依存的な HDR が生じることを見出し、拡張型心筋症を呈するトロポニン遺伝子変異ノックイ

ンマウス培養心筋細胞における正確なゲノム遺伝子変異の修復に成功した（Sci Rep.2017 Aug 

24;7(1):9363）。上述の通り心筋細胞におけるゲノム編集治療の可能性が示されたものの、ヒト

疾患への応用のためには、ゲノム編集の効率や安全性の向上といった技術開発だけでなく、重篤

で他に代替治療法が存在せず、かつ遺伝子そのものへの介入が必要と考えられる症例に焦点を

絞った、詳細な病態解析が必要である。これらを踏まえ本研究は、 

(1) マウス心筋細胞を用いた HDR による修復効率の向上 

(2) 重篤な分子変異に焦点化したヒト心筋症疾患 iPS 細胞の樹立 

(3) ゲノム編集技術を駆使した精密なヒト疾患 iPS 細胞アレル改変及び分化心筋病態解析 

を行い、ゲノム編集の有効性を評価すると同時に、ヒト心筋症への応用の可能性を探求すること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス心筋細胞を用いた HDR による修復効率の向上 

これまでに確立した培養心筋細胞における HDR を介したゲノム修復の定量評価法を用いて、心

筋細胞での修復効率向上を目指す。 

(2) 重篤な分子変異に焦点化したヒト心筋症疾患 iPS 細胞の樹立 

重症心不全症例を対象にゲノム解析を行い、疾患 iPS 細胞を樹立、心筋に分化させ、ヒト疾患モ



デル細胞の樹立を試みる。 

(3) ゲノム編集技術を駆使した精密なヒト疾患 iPS 細胞アレル改変及び分化心筋病態解析 

ゲノム編集により変異を修復したアイソジェニックコントロールを作成し、心筋に分化させた

後、機能解析を行う。 

 
４． 研究成果 

(1) マウス心筋細胞を用いた HDR による修復効率の向上 

マウス Myl2 遺伝子は、Mlc2v（Myosin Regulatory Light Chain 2, Ventricular/Cardiac 

Muscle Isoform、ミオシン調節軽鎖）をコードし、心筋細胞特異的に発現する遺伝子である。

我々は、Myl2 遺伝子 3’末端のストップコドン

周辺を対象とするガイド RNA、及び同部位に対す

る相同配列で挟んだtdTomato蛍光タンパク質配

列を修復テンプレートとして設計し、アデノ随

伴ウイルス（AAV）により、Cas9 ノックインマウ

スから単離した培養心筋細胞に遺伝子導入する

ことで、心筋細胞特異的な HDR が生じることを

見出した（右上図）。しかし、心筋細胞において

見出された HDR は、DNA 合成能や分裂能をわずか

ながら保持した新生仔培養心筋細胞における観察に留まって

おり、分裂能を喪失した成獣マウス心臓組織において HDR が

生じるかは不明であった。我々は、マウス成獣組織において

も HDR が生じるかを検証するため、ガイド RNA 及び修復テン

プレートをコードするAAV9を作成した。新たに精製したAAV9

は、Cas9 ノックインマウス培養心筋細胞への添加により効率

的に HDR を誘導した（右中図）。そこで、8 週例の Cas9 ノッ

クインマウスに、従来の AAV6 及び AAV9 を経静脈的に投与し

たところ、これら AAV は成獣心臓組織に対して効率的に遺伝

子を導入したものの、HDR を示唆する tdTomato 陽性の心筋細

胞は観察されなかった（右下図）。そこで、これら精製 AAV を

用いて、投与方法を変更することで成獣マウス心臓組織にお

ける HDR が誘導できないか、検証を継続した。 

更に、異なる遺伝子導入法を検証するため、ガイド RNA 及

び修復テンプレート DNA を AAV 及びアデノウイルス（AdV）に

導入し、Cas9 ノックイン培養心筋細胞に添加した後 HDR の経

時的観察を行った（右下図）。 

 

(2) 重篤な分子変異に焦点化したヒト心筋症疾患 iPS 細胞の樹立 

 ①細胞の機能維持に必須であり、②タンパク質機能への影響が重篤な遺伝子変異にターゲット

を絞り疾患 iPS 細胞を樹立した。我々は、特発性拡張型心筋症と診断され、難治性心室性不整脈

及び両心室拡大を呈した症例に遺伝解析を行い、ホモ接合型デスモグレイン 2(DSG2)ナンセンス

変異を同定した。左室補助人工心臓植込み手術時に得られた左室心筋検体を用いて免疫染色を

行ったところ、心筋組織介在板におけるデスモグレイン 2の発現は完全に欠損し、心筋細胞にお



ける空胞変性像やデスモゾーム関連タンパク質の異常沈着像を認めた。透過型電子顕微鏡を用

いて微細構造を観察したところ、顕著な介在板の離開像を認めた。末梢血単核球から iPS 細胞を

樹立し、CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を用いて、HDR により変異を正常に修復したアイソジェニ

ック iPS 細胞を作成した。これらの iPS 細胞を心筋細胞(CM)に分化させ、機能解析を行った。 

 

(3) ゲノム編集技術を駆使した精密なヒト疾患 iPS 細胞アレル改変及び分化心筋病態解析 

 我々は、マウス成獣心臓組織において効率的に HDR を誘導した AAV による遺伝子導入が、ヒト

iPS 分化心筋においても同様に HDR を促進するのかを検証した。ヒト MYL2 遺伝子 3’末端のス

トップコドン周辺を対象とするガイド RNA、及び同部位に対する相同配列で挟んだ tdTomato 蛍

光タンパク質配列をコードする AAV2 を作成した

（右図）。心筋症症例から樹立した iPS 細胞を、平

面分化法を用いて心筋に分化させ、上述の AAV2 を

用いて遺伝子導入を行った後、Cas9 を mRNA で導

入することで HDR を誘導することを試みている。 
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