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研究成果の概要（和文）：ヘテロ接合型TNNT2Δ160E変異が同定された拡張相肥大型心筋症症例よりiPS細胞を樹
立し、Δ160E変異を正常に修復、あるいはホモ接合型にΔ160E変異を導入したアイソジェニックiPS細胞を作成
した。分化心筋を用いて解析したところ、Δ160E変異はサルコメア局所でのカルシウム濃度の減衰時間を延長さ
せ、拡張速度を低下、弛緩時間を延長させた。Δ160E変異は異常電位を惹起し、NFATc1の核内移行、心筋肥大、
CaMKIIδ・ホスホランバンリン酸化の亢進を来した。エピガロカテキンガレートをΔ160E心筋に投与したとこ
ろ、カルシウム濃度減衰時間を短縮させ、拡張機能を改善させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We identified TNNT2 Δ160E mutation in a patient with familial HCM showing 
progressive left ventricular systolic dysfunction. We generated a set of isogenic induced 
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (iPSC-CMs) carrying the heterozygous Δ160E, 
homozygously corrected or homozygously introduced Δ160E using genome editing. Hetero-Δ
160E-iPSC-CMs exhibited prolonged calcium decay, relaxation impairment, and hypertrophy compared to 
WT-iPSC-CMs. These phenotypes were further exacerbated in Homo-Δ160E-iPSC-CMs. TNNT2 Δ160E 
promoted sarcomeric calcium retention, nuclear translocation of NFATc1, and cardiomyocyte 
hypertrophy in a dose-dependent manner. Increased phosphorylation of CaMKIIδ and phospholamban at 
Thr17 was observed in Homo- and Hetero-Δ160E-iPSC-CMs. Epigallocatechin-3-gallate, a calcium 
desensitizing compound, shortened prolonged calcium decay and relaxation duration in Δ
160E-iPSC-CMs.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 肥大型心筋症　疾患iPS細胞　ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の心筋症診療では、「心筋症」と診断された症例に対して、合併する心不全や不整脈に対する対症的な薬物
療法が施されているのが現状です。ゲノム遺伝子解析によるTNNT2(トロポニンT)Δ160E遺伝子変異の同定と、精
密に遺伝子を改変したモデル心筋細胞を用いた病態の再現、治療概念の実証は、トロポニン心筋症に対する個別
化医療の確立につながりえると考えられます。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
遺伝性心筋症は、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。肥大型心筋症は、

異常な心筋の肥大及び心臓の拡張能の低下を基本病態とする疾患であり、多くの遺伝子変異が
報告されている。肥大型心筋症の経過中、肥大した心室壁厚が減少、菲薄化し、心室内腔の拡大
を伴う左室収縮力低下を来し、拡張型心筋症様の病態を呈する場合があり、拡張相肥大型心筋症
と診断される。拡張相肥大型心筋症の正確な有病率は不明だが、肥大型心筋症のおよそ 3%が経
過中心機能低下を来すこと、拡張型心筋症に比し、致死性不整脈の罹患率が高く、予後が不良で
あることが疫学研究から明らかとなっている。肥大型心筋症の原因遺伝子変異は、心臓収縮の基
本単位であるサルコメア構成遺伝子に集中し、そこに生じた変異は、収縮・及び拡張機能を障害
し心筋障害を惹起する。拡張相肥大型心筋症の症例は、当初心筋肥大を呈しその後拡張相に移行
するが、その分子メカニズムは依然明らかでない。また、拡張相肥大型心筋症に関連する遺伝子
変異の病原性はより高いことが予想される。従って、拡張相移行例に焦点を絞った分子メカニズ
ム解析は、進行性の心筋症における心筋障害の包括的な理解につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究はゲノム編集技術を活用し、大阪大学医学部附属病院において診療を行っている重症

心不全例を対象とし、 
1. 拡張相肥大型心筋症症例からの疾患 iPS 細胞樹立 
2. ゲノム編集を用いたアレル改変による変異修復及びホモ接合型病原変異の導入 
3. ゲノム編集を用いた蛍光タンパク質導入によるサルコメアイメージング 
4. iPS 分化心筋を用いた詳細な機能解析 
 を組み合わせ、拡張相肥大型心筋症の最もアップストリームに存在する分子基盤異常メカニ
ズムを解明し、分子基盤異常そのものに直接介入・是正する治療法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. 拡張相肥大型心筋症症例からの疾患 iPS 細胞樹立 
2. ゲノム編集を用いたアレル改変による変異修復及びホモ接合型病原変異の導入 
3. ゲノム編集を用いた蛍光タンパク質導入によるサルコメアイメージング 
4. iPS 分化心筋を用いた詳細な機能解析 
 
４．研究成果 
 
ゲノム編集により DNA 二重鎖が切断された後、正確な遺伝子改変を行う相同組み換え修復

（Homology-directed repair: HDR）は、分裂する細胞の細胞周期 S/G2 期にのみ生じ、心筋細胞
を含む分裂しない細胞への応用は困難とされていた。我々は、心筋に特異的に発現するミオシン
調節軽鎖タンパク質（Myl2 遺伝子）の 3’末端に tdTomato 蛍光タンパク質をノックインする評
価系を用いて、新生仔培養心筋細胞において HDR が生じることを報告したが(Ishizu, T, et al. 
Sci Rep 7, 9363, 2017)、成獣心臓組織の心筋細胞において HDR が生じるかは明らかでなかっ
た。我々は、Cas9 ノックインマウスを用い、左室心筋組織へのアデノ随伴ウイルス(AAV)の直接
注入を介して高コピー数の遺伝子導入を行うことにより、マウス成獣心臓組織において HDR が
生じることを見出した（右図上）。DNA を 2 本鎖
で導入するアデノウイルスを用いた場合、成獣
心臓組織での HDR は認められず、1本鎖 DNA 導
入を介した Single-strand template repair メ
カニズムが関与していることが示唆された。更
にこの方法を応用し、ヒト iPS 分化心筋細胞に
対して、分化後に AAV による遺伝子導入により
直接 HDR を生じさせ、拍動するサルコメア構造
を可視化する系を確立し（右図下）、以上の成果
を 論 文 報 告 し た (Sci Rep. 2020 Sep 
18;10(1):15348)。心筋細胞における AAV を用
いた HDR の誘導は、今後の循環器疾患研究に対
して様々な応用が期待できると考えられる。 



 我々は、重症心不全を呈した拡張相肥大型心筋症症例において、トロポニン T遺伝子のヘテロ
接合型Δ160E 変異を同定した。本症例より iPS 細胞を樹立し（ヘテロ接合型Δ160E-iPS 細胞）、
ゲノム編集を用いてΔ160E 変異を正常に修復した iPS 細胞（野生型 iPS 細胞）、及びホモ接合型
にΔ160E 変異を導入した iPS 細胞（ホモ接合型Δ160E-iPS 細胞）を作成した。これら遺伝子背
景が同一のアイソジェニック iPS 細胞を心筋に分化させ解析したところ、トロポニン TΔ160E 変
異はカルシウム動態の異常を起こし、特にサルコメア局所でのカルシウム濃度の減衰時間を延
長させることが明らかとなった（下図）。 

  
モーションベクトル解析を用いて収縮、拡張動態を解析したところ、Δ160E 変異は拡張速度

を低下させ、弛緩時間を延長させることが明らかとなり、多電極アレイを用いて電位を速成した
ところ、Δ160E-iPS 心筋では不規則な電気的興奮が観察され、活動電位持続時間が延長するこ
とが明らかとなった（下図）。 

 

更に、Δ160E 変異は心筋肥大の制御因子である NFATc1 の核内移行を促進し、心筋肥大を促進
すること、CaMKIIδおよびホスホランバンのリン酸化の亢進を来すことが明らかとなった（下
図）。 

 

 
 
 
エピガロカテキンガレート(EGCG)は、緑茶に含まれるカテキンの一種で、トロポニン Cに作用



することで心筋のカルシウム感受性を低下させることが知られている。EGCG をΔ160E-iPS 心筋
に添加したところ、カルシウム濃度減衰時間を短縮させ、拡張機能を改善させることが明らかと
なった（下図）。 
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