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研究成果の概要（和文）：早期発症QT延長症候群3に関与するNav1.5変異とチャネル複合体構成タンパク質（α1
シントロフィン、カベオリン3）の相互作用を検討するため、野生型及び17種の変異Nav1.5安定発現細胞を作成
した。オートパッチクランプ法によりNa電流を測定したところ、12変異で持続電流の増大がみられた。野生型及
び５変異（12変異は、検討中）でα1シントロフィン、カベオリン3との相互作用を検出した。
R1623Q変異をもつLQT3患者iPS細胞から心筋細胞を分化し、外部電位持続時間を測定したところ、患者細胞は、
健常者細胞に比べてQT延長を示し、メキシレチンによるNaチャネル阻害効果がより大きかった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the interaction of Nav1.5 mutations, involved in early onset 
long QT syndrome 3, with channel complex proteins (α1 syntrophin and caveolin 3), we generated 
wild-type and 17 mutant Nav1.5 stable cell lines. Using an automated patch-clamp system, persistent 
Na current was measured in 12 Nav1.5 mutant cell lines. Protein interaction between Nav1.5 (wild and
 5 mutants) and α1 syntrophhin or caveolin 3 was confirmed respectively. Field potential duration 
was significantly prolonged in Nav1.5 R1623Q mutation-harboring iPS Cell-cardiomyocytes (iPSC-CMs). 
Mexiletine, a Na channel blocker, preferentially suppressed QT prolongation in R1623Q iPSC-CMs.

研究分野： 小児医科学

キーワード： SCN5A　早期発症　long QT syndrome　疾患iPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、1) 早期発症LQTS関連Nav1.5変異の電気生理学データを、安定発現細胞とオートパッチクラン
プシステムにより多数得たこと、2) チャネル作用タンパク質との相互作用の初期結果を得たこと、3) LQT3患者
iPS細胞を分化した心筋細胞をマルチ電極アレイシステムにより機能解析し、QT延長や薬理的反応を測定できた
ことである。相互作用タンパク質によるチャネル制御は新しい視点であり、将来的に新規治療薬開発の可能性が
ある。小児循環器専門医が臨床症状と電気生理データを照合するシステムを構築できれば、本研究は、基礎研究
から臨床現場への橋渡し研究としても有用と考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
心臓の電気的な働きは、イオンチャネルを介した Na, Ca, K などのイオンの移動に依存する。

イオンチャネルは巨大分子複合体として機能を発揮する。心筋活動の主要な Na チャネルである
膜電位依存性 Na チャネル(Nav1.5)をコードする SCN5A 遺伝子の変異による疾患には、QT 延長症
候群 3 (LQT3), ブルガダ症候群、心伝導障害、洞不全症候群、心房細動、拡張型心筋症などが
あり、重篤な小児遺伝性心疾患の原因となる。5,000 人に１人発生し、約２万人の小児や成人患
者がいる。胎児・新生児期、乳児期早期に重症な不整脈を発症する先天性 QT 延長症候群の一群
（早期発症 LQTS）がある。早期発症 LQT3 変異は、Nav1.5 の膜貫通部位と C末部に多く（図 1 ①
〜㉒ (1-3)）、最も多くの症例が集まる変異は R1623Q（図 1 ⑨）である。Na チャネル複合体構
成タンパク質であるα1 シントロフィン、カベオリン 3、βサブユニット 4 の変異には LQT12, 
LQT9, LQT10 を発症するものがあるが、これらの多くは Nav1.5 の膜貫通部位や C末側に結合部
位があり、早期発症 LQTS 変異の分布と重なる（図 1）。Nav1.5 のβサブユニット（β1, 2, 3, 
4）は、成人と胎児・新生児期で
は発現の割合が変わる。β1 は
成人型で、胎児・新生児にはβ
3 の発現割合が高い。Nav1.5 
E1784K 変異は、Brugada 症候群 
(loss-of-function) と LQT3 
(Gain-of-function) の混在す
る表現型を示すが、β3 と共存
するとNa電流が増えてBrugada
症状が抑えられ LQT3 の特徴が
現れる（Okata S, et al, 2016 
(4)）。発達段階における 4種β
の発現率の変動が、Na チャネル
の機能を制御し、LQTS の早期発
症に関与しているのかもしれ
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Nav1.5 変異を伴う早期発症 LQT3 が、チャネル複合体構成タンパク質との相互作
用の変化により発症するのではないかという仮説を検証するため、Nav1.5 変異タンパク質とチ
ャネル複合体構成タンパク質の関連を生化学・電気生理学的に研究する。 
 
３．研究の方法 

(1) Nav1.5 の電気生理学的解析 

ヒト SCN5A 遺 伝 子 に QuickChange II XL-site-directed mutagenesis kit(Agilent 
Technologies, USA)を用いて変異を導入した。これをハイグロマイシン耐性タイプの哺乳類発
現ベクターに挿入し、塩基配列をシークエンスにより確認した。HEK293 細胞に SV40 Large T抗
原を発現させた 293T 細胞に、このコンストラクトをトランスフェクションにより導入した。ハ
イグロマイシンを用いて耐性を持つコロニーを選別し、Nav1.5 安定発現細胞株を作成した。目
的の Nav1.5 の発現は、免疫蛍光染色やウェスタンブロットにより確認した。オートパッチクラ
ンプ法（Syncropatch 384, ナニオンテクノロジーズジャパン）により、野生型と変異 Nav1.5 電
流を室温で測定した。 

 

(2) チャネル複合体構成タンパク質と Nav1.5 の相互作用の検討 

ヒトα1 シントロフィン（SNTA1）、カベオリン 3（CAV3）、Kir2.1（KCNJ2）、Na チャネルβサ
ブユニット 1〜4 をヒト心 RNA（Biochain）から PCR クローニングし、塩基配列を確認し、ピュ
ーロマイシン耐性哺乳類発現ベクターに挿入した。SNTA1, CAV3, KCNJ2 は、GFP 融合タンパク質
発現ベクターにも挿入し、lipofectamine 2000 を用いて 293T 細胞に導入し、蛍光顕微鏡により
発現を検討した。また、リアルタイム PCR を用いて、ヒト心や HEK293 細胞等でのこれらの遺伝
子の発現を検討した。ヒト心試料の定量解析の対象として、Biochain より購入した成人右室, 左
室, 右房, 左房, 胎児心 total RNA を用いた。SNTA1, CAV3, KCNJ2, βサブユニット発現コン
ストラクトを Nav1.5 野生型及び一部の Nav1.5 変異型の安定発現細胞株に導入し、タンパク質
相互作用を免疫沈降法により検出し、共発現細胞株の構築を試みた。 

 

(3) Nav1.5 R1623Q 変異 iPS 細胞由来心筋細胞の機能解析及び生化学的分析 

Nav1.5 R1623Q変異を持つ患者並びに健常者の不死化 B細胞に山中因子を導入しiPS細胞を作



製した。SCN5A 変異及び LQT関連遺伝子群のゲノム塩基配列を確認し、多分化能マーカー（TRA-
1-60、SSEA4、OCT4）の発現を検討した。核型解析及びテラトーマ形成により 3胚葉組織分化能
の確認を行った。 
Lian, Xらの方法（Nat Protoc 2013(5)）に従い、iPS 細胞を GSK3 阻害剤（CHIR99021）によ

り Wnt シグナルを活性化し中胚葉細胞へ誘導し、続いて Wnt シナル阻害剤により心筋細胞へ分
化した。Day8〜10 で自発的に拍動する心筋前駆細胞を得、乳酸添加（グルコース及びグルタミ
ン無添加）で培養して心筋細胞の純化を行った。抗アクチニン染色により横紋筋構造を確めた。 
分化心筋細胞を用いて、マルチ電極アレーシステム（MED64）により、心電図の QT間隔に該当

する細胞外電位や拍動頻度を計測し、チャネルの変異による QT間隔延長や EAD発生のし易さな
どの評価を行った。Na遮断薬（メキシレチン）を添加して薬理学的検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Nav1.5 の電気生理学的解析 
オートパッチクランプ法により、
保持電位-100mV、10mV刻みで+40 mV
まで膜電位を固定し、全細胞 Na 電
流を測定した。Nav1.5 野生型や各
変異型の Na イオンの内向き電流の
典型的な各波形を図 2に示した。野
生型 (WT)の波形と比較して、
N406K, L409F, R1623Q, R1626P, 
G1631D, S1701L 変異では、不活性
化の遅延が見られた。 
図 3に電流（pA/pF）-電圧曲線を
示した。Nav1.5 野生型に比べて、
最大電流の発生する電位が脱分極
側にシフトしている変異(N406K, 
R1626P, G1631D, S1710P, D1790G）
が、観察された。 
LQT3 の発症に影響の大きい遅延
電流の測定値（-50 mV テスト電位
における 50, 150, 250 ミリ秒の
pA/pF値をピーク電流 pA/pFで除し
た値）を図 4 に示した。Nav1.5 野
生型の電流と比較して、N406K, 
L409F, Q1476R, R1623Q, R1626P, 
G1631D, M1653R, V1763M, S1710L, 
N1774D, D1790G, P2006A 変異で、
遅延電流の増大が示された。 

 

 

 

 

(2) チャネル複合体構成タンパク質と Nav1.5 の相互作用の検討 
成人型 SCN5A は、ヒト成人右室に高発現した。電気生理学実験や遺伝し発現実験によく用いら

れる HEK293 細胞などには、SCN5A, CAV3, SNTA1及び KCNJ2 はほぼ発現していないことが判明し
た（図 5）。興味深いことに、これらの測定対象試料において、CAV3 の発現は、SCN5A と相関性
が高かった。 
GFP 融合α1 シントロフィン、カベオリン 3、Kir2.1 タンパク質発現ベクターを 293T 細胞に

図4 遅延Na電流
テスト電位-50 mVにおける50, 150, 250 m秒のNa電流（pA/pF/ピークpA/pF）
野生型（WT）と変異型遅延電流値のT-test検定：*p<0.05 , **p<0.01
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導入し、GFP 蛍光を検出した。
導入後 3 日目の蛍光測定の結
果を図 6 に示した。いずれも
発現したが、α1シントロフィ
ンやカベオリン 3 に比べて、
Kir2.1 の発現は低かった。 
N末端にMYCタグを結合した

SNTA1, CAV3, KCNJ2 を Nav1.5
野生型及び一部の変異型の安
定発現細胞株に導入し、タン
パク質相互作用を免疫沈降法
により検出した。野生型
Nav1.5 発現細胞に共発現し、
Nav1.5 タンパク質に対する抗
体を用いて免疫沈降し、抗 MYC
タグ抗体により共発現タンパ
ク質を検出した（図 7）。カベ
オリン 3（17.3 kDa）とα1シ
ントロフィン（53.8 kDa）との
結合は明瞭に検出できたが、
Kir2.1（48.3 kDa）との結合は
検出されなかった。Kir2.1 は
SAP97 を介して Nav1.5 と結合
するとされることから、293T
細胞には SAP97 が乏しいと推
測された。これまでに、L409F, 
A116T, T1304M, V1763M, 
V1951L変異Nav1.5発現細胞と
同様の免疫沈降実験を行った
が、いずれも野生型と同様、カ
ベオリン 3とα1シントロフィンとの結合を確認した。Nav1.5安定発現 293T 細胞と安定共発現
するカベオリン 3とα1シントロフィンの細胞は、現在構築中である。 
 

(3) Nav1.5 R1623Q 変異 iPS 細胞由来心筋細胞の機能解析及び生化学的分析 

Nav1.5 R1623Q変異を持つ患者並びに健常者の
不死化 B 細胞に山中因子を導入し iPS 細胞を作
製した（図 8a）。この iPS 細胞における SCN5A 
R1623Q 変異を確認した。LQT関連遺伝子（KCNQ1, 
KCNH2, KCNE1, KCNE2, CACNA1C）に特段の変異は
なかった。TRA-1-60、SSEA4、OCT4 の発現を検出
した（図 8b）。核型解析では染色体に変異はなか
った（図 8c）。本 iPS 細胞からテラトーマが形成
され、顕微鏡観察により内胚葉、中胚葉、外胚葉
の 3胚葉組織分化能を確かめた（図 8d）。 
iPS 細胞を GSK3 阻害剤により Wnt シグナルを

活性化し中胚葉細胞へ誘導し、続いて Wnt シナル
阻害剤により心筋細胞へ分化した。Day8〜10 で
自発的に拍動する心筋前駆細胞を得、乳酸添加
（グルコース及びグルタミン無添加）で培養して
心筋細胞の純化を行った。心筋分化の工程で、iPS
細胞マーカー（Oct4）と心筋細胞マーカー（TNNT2）
の mRNA をリアルタイム PCR により検出測定した
ところ、Oct4 の発現は Day 3 まで検出されたが、
それ以降は BGレベルに低下し、TNNT2 は、Day 6
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図5 成人型SCN5A, CAV3, 
SNTA1, KCNJ2 mRNAの発現
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図6 Naチャネル複合体構成タンパク質を293T細胞に発現
GFP融合タンパク質発現ベクタ0.8μgにlipofectamine 2000 2μL
を添加し、293T細胞に導入して3日目に撮影した。

図7 野生型Nav1.5との相互作用
野生型Nav1.5安定発現293細胞に、
1: カベオリン３，2: シントロフィン、
3: Kir2.1を共発現し、免疫沈降法に
より、相互作用を確かめた。カベオリ
ン３とシントロフィンは直接結合した
が、Kir2.1は結合を検出しなかった。
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図8 R162Q変異Nav1.5をもつ患者iPS細胞の樹立と品質チェック
(a) iPS細胞コロニー, (b) 多分化能マーカーTra1-60, SSEA4, 
Oct4の蛍光抗体（緑色）を用いた免疫的検出（赤; アクチン繊維, 
青; 細胞核）, (c) 核型は正常, (d) SCIDマウスを用いたテラトーマ
形成により、樹立iPS細胞の三胚葉組織への分化を確かめた。

図9 iPS細胞から心筋細胞分化過程におけるOct4とTNNT2遺伝
子発現 iPS多分化能マーカーOct4は次第に消失し、心筋細胞
マーカーTNNT2 （トロポニンC）は次第に増加した。

図10 iPS細胞から分化した心筋細胞に横紋筋構造を検出



以降に検出された（図 9）。また、アクチニンの免疫蛍光染色により、iPS-心筋細胞の横紋筋構
造を検出した（図 10）。 
マルチ電極アレーシステム
（MED64）により、心電図の QT間
隔に該当する細胞外電位や拍動
頻度を計測し、健常者と Nav1.5 
R1623Q 変異をもつ患者由来 iPS-
心筋細胞を比較した（図 11）。
R1623Q 変異細胞では、健常者細
胞に比べて、心電図の QT幅に相
当する FPD (細胞外電位持続時
間, Field potential Duration)
の増加が見られた（図 11a）。心拍
数を補正する Fridericia 式を用
いて FPDcF = FPD/(interspike 
interval)1/3を求めた。健常に比
べて R1623Q 変異で有意に FPDcF
値は増加していた（図 11b）。 
MEDシステムをにより、患者の
治療に用いられたメキシレチン
を iPS-心筋細胞層に添加し、薬
理学的検討を行った。図 11c左の
グラフは、図 11a のグラフの波形
の 20〜80 msec 部分を拡大した
ものである。メキシレチンを添加
すると、ナトリウムチャネルの活
動による Na の流入に依存するス
パイクが小さくなった。R1623Q
変異細胞では健常者細胞に比べてメキシレチンによる Na チャネル阻害効果が大きかった（図
11c）。また、R1623Q 変異では、メキシレチンにより、濃度依存的に BPM 値の低下がみられた（図
11d）。このように、iPS-心筋細胞は、薬理学的効果を測定する目的でも有用であった。 
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図11 iPS分化心筋細胞の電気生理学的解析
(a) 野生型に対してR1623Q変異では、QT幅に対応するFPD幅が延長し
た。(b) 拍動数を用いて補正したFPDcF値は、R1623Q変異で有意に増
大していた。(c) MED測定時にメキシレチンを添加すると、濃度依存的
にNa電流を示すスパイク長の短縮が検出され、(d) 野生型ではBPMが増
加したが、R1623Q変異では低下した。
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