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研究成果の概要（和文）：新規あるいは稀有な表現型を呈する遺伝性不整脈症候群において、次世代シークエン
ス及び電気生理学的手法を駆使し、病態を解明すべく研究を行った。①エピネフリン負荷で著明なQT延長をきた
した3型LQTS(LQT3)家系にSCN5A V1667I変異を同定し、その機序を解明した、②ブルガダ症候群の重症姉弟例に
SCN5A W374G変異を同定し、本変異はナトリウム電流の機能減弱を認めたが、メキシレチンにより機能が一部改
善すること確認した、③心内外合併症のないLQTS家系において、CACNA1C に新規R511Q変異を同定し、カルシウ
ム電流の不活性化速度の軽度の遅延により機能増強をきたすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We sought to elucidate the pathophysiology of inherited arrhythmia syndromes
 exhibiting novel or rare phenotypes by using next generation sequencing and patch-clamp techniques.
As a result, 1. We identified an SCN5A V1667I mutation in a family of long QT syndrome (LQTS) with 
epinephrine-induced QT prolongation, and revealed its underlying mechanism. 2. We identified an 
SCN5A W374G mutation in siblings of Brugada syndrome with severe clinical phenotypes, and revealed 
that reduced sodium currents by the mutation were partially restored by incubation with mexiletine. 
3. We identified a novel CACNA1C R511Q mutation, located in domainⅠ-Ⅱ linker, in an LQTS family 
(without other cardiac and extra cardiac phenotypes), and revealed that a delay of voltage-dependent
 inactivation rate causes LQTS alone.
These results provided novel insights into the structure-function relationship of ion channels and 
genotype-phenotype relationship, and raised a possibility of mutation specific therapies.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 遺伝性不整脈症候群　次世代シークエンス　イオンチャネル　電気生理学　パッチクランプ法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
稀有な表現型を呈する遺伝性不整脈症候群の病態を解明し得た。また、イオンチャネル関連遺伝子の構造機能連
関、及び、遺伝子型-表現型についても新たな知見をもたらした。さらに、遺伝子変異特異的治療法や新規治療
法につながる基礎的基盤を構築し得た。今後、我々の研究成果が基礎研究及び臨床研究に波及し、実際に臨床に
還元されることが期待される。

※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 
次世代シークエンスの導入により、遺伝性QT延長症候群(LQTS)、ブルガダ症候群、カテコラミ

ン誘発性多形性心室頻拍などの遺伝性不整脈症候群と関連する多くの遺伝子変異が同定され、
また、疾患の病態も解明されつつあり、さらに、遺伝子型に基づく最適な治療法も確立しつつあ
る。1) 一方、既存の疾患概念には当てはまらない新規表現型を呈する遺伝性不整脈症候群症例・
家系も少なからず存在するが、疾患と関連する遺伝子変異や病態は未解明のことが多く、治療法
も確立していないのが現状である。2) 
遺伝性不整脈症候群の原因遺伝子の多くは、心筋イオンチャネルやその修飾因子をコードし、

同定した変異遺伝子の機能異常を解明することは、疾患の病態解明や治療法の開発、確立につな
がる。2),3) 一方、近年、遺伝性不整脈症候群の各疾患において多数の症例を集積し、ゲノムワ
イド関連解析や全ゲノムシークエンスなどの手法により、疾患感受性バリアントの同定や心イ
ベント発生と関連するバリアントの同定などを目的とした大規模臨床研究が国内外で盛んに行
われている。4) しかしながら、これらの解析手法だけでは、特異な、あるいは、新規表現型を
呈する症例・家系の病態解明や治療法の開発、確立には至らないと考えられる。 
遺伝性不整脈症候群の遺伝子解析、機能解析研究において、イオンチャネル関連遺伝子の構造

機能連関に着目することは、普遍的かつ特異的な機能異常の解明、及び分子病態を解明し理解す
る上で有用であり、ひいては、遺伝子変異特異的な新規治療法の開発、確立につながる可能性が
ある。3) 
そこで我々は、遺伝性不整脈症候群において、次世代シークエンスを駆使した遺伝子解析研究

と構造機能連関から着想した機能解析研究を通して、未知の分子病態を解明し、新規治療法を開
発、確立できるか」を核心をなす学術的「問い」と設定し、研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、特異あるいは新規表現型を呈する遺伝性不整脈症候群において、①次世代シークエ

ンス（パネル解析、全エクソン解析）を駆使することで疾患と関連する変異を同定し、さらに、
②イオンチャネル関連遺伝子を同定した場合は、その構造機能連関に着目し、電気生理学的手法
などを用いて、イオンチャネルの普遍的かつ特異的な機能異常を解明し、③特異あるいは新規表
現型を呈する遺伝性不整脈症候群の分子病態を解明し、④将来の新規治療法を開発、確立するた
めの知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子解析 
遺伝子解析は、「群馬大学人を対象とする医学系研究倫理審査委員会」の承認を得て施行した。 
遺伝性不整脈症候群患者及びその血縁者から同意を取得後、末梢血よりgenomic DNAを抽出し、

次世代シークエンサー(NGS; MiSeq, Illumina)を用いて遺伝性不整脈症候群及び心筋症に関連
する72個の候補遺伝子 (ABCC9, ACTC1, ACTN2, AKAP9, ANK2, CACNA1C, CACNA2D1, CACNB2, 
CALM1, CALM2, CASQ2, CAV3, CSRP3, DES, DPP6, DSC2, DSG2, DSP, GJA5, GPD1L, HCN4, HEY2, 
IRX3, JUP, KCNA5, KCND3, KCNE1, KCNE2, KCNE3, KCNE5, KCNH2, KCNJ2, KCNJ3, KCNJ5, KCNJ8, 
KCNQ1, LDB3, LMNA, MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3, MYL4, MYOZ2, NEXN, PKP2, PLN, RANGRF, 
RBM20, RYR2, SCN10A, SCN1B, SCN3B, SCN4B, SCN5A, SGCD, SNTA, TAZ, TBX5, TCAP, TGFB3, 
TMEM43, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TRDN, TRPM4, TTN, TTR, VCL)を網羅的に解析した（パ
ネル解析）。また、一部の症例においては全エクソン解析を施行した。 
 
(2) 変異遺伝子の機能解析 
同定された（心筋イオンチャネルをコードする）野生型遺伝子、変異遺伝子を培養細胞株に発

現させ、パッチクランプ法にて機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) エピネフリン負荷で著明なQT延長をきたした3型LQTS(LQT3)家系の同定及びそのメカニズム
の解明 
 エピネフリン負荷で著明なQT延長をきたしたLQTS家系（発端者は心肺停止蘇生後）において、
パネル解析を行いSCN5A V1667I変異を同定した。（KCNQ1、AKAP9、RYR2、CALM1、CALM2には病的
変異は同定されなかった。）通常、SCN5A変異によるLQT3は、エピネフリン負荷により著明なQT延
長はきたさないことから、本家系は遺伝子型-表現型の観点から特異であると考えられる。5) そ
こで、野生型SCN5A、V1667I SCN5AをtsA201細胞に発現させ、パッチクランプ法にて機能解析を
行った。その結果、V1667Iはナトリウム電流(INa)密度の増加 (野生型: 469±48 pA/pF, n=20; 
V1667I: 690±62 pA/pF, n=19, P<0.01)、不活性化曲線の脱分極シフトをきたし (V1/2-野生型: 
−88.1±0.8 mV, n=17; V1667I: −82.5±1.1 mV, n=17, P<0.01)、INaの機能増強を認めた。さら
に、protein kinase A activatorである8‐CPT‐cAMP (200μM)を投与した結果、V1667Iでは野



生型と比べ不活性化曲線の過分極シフトは小さく (V1/2-野生型: −92.7±1.3 mV, n=6; V1667I: 
−85.3±1.6 mV, n=6, P<0.01)、さらに機能増強（window currentsの増強）を認めた。LQT3では
β遮断薬の有効性は未確立だが、6) 本変異のキャリアでは有効であることが示唆され、本研究
成果はLQT3におけるβ遮断薬治療確立の一助となり得る。 
 
(2) SCN5A W374G変異のtrafficking defectに対するメキシレチンの効果の検討 
ブルガダ症候群で心肺停止蘇生後の20代男性とその姉（ブルガダ症候群で12歳時から失神を

繰り返した30代女性）のパネル解析の結果、SCN5A W374G変異を同定した。（本変異はドメイン
(D)Ⅰのpore loopに位置し、selective filterであるD372から2塩基離れていた。） 
SCN5AのDⅠ、DⅢ、DⅣのpore loopの変異の多くはtrafficking defectによりINaの機能減弱を

きたし、そのうちのいくつかはメキシレチン(MEX)で改善することが報告されていた。7) そこ
で、本変異はtrafficking defectによりINaの機能減弱をきたすかどうか、また、その場合、MEX
で改善するかどうかを調べた。 
野生型SCN5A、あるいは、W374G変異をtsA201細胞に発現させ、パッチクランプ法にて発現INa記

録を行った結果、W374G変異は野生型と比べ発現INa密度が減少していた（野生型: 521±38 pA/pF, 
n=19; W374G: 60±10 pA/pF, n=19, p<0.01）（図１）。 
 

図1. SCN5A W374G変異のINa減弱はメキシレ
チンにて一部改善する 
A: 挿入プロトコールでの発現INa。上段：野
生型-SCN5A（WT）、中段：W374G-SCN5A（W374G）、
下段：メキシレチンを含む培養液で培養後
のW374G-SCN5A（W374G-MEX）。 
B: 野生型-SCN5A（WT）、W374G-SCN5A（W374G）、
メキシレチンを含む培養液で培養後の
W374G-SCN5A（W374G-MEX）、βサブユニット
のみ（hβ alone）の電流-電圧曲線。 
 

しかし、発現細胞をMEXを含む培養液で培養したところ、W374G変異では発現INa値の増加を認めた
（W374G-MEX: 174±19 pA/pF, n=26, p<0.01 vs W374G, p<0.01 vs 野生型）（図１）。 
本研究によりSCN5A DⅠのpore loopに位置するW374G変異もMEXによりtrafficking defectが

一部だが改善することが明らかとなり、MEXはSCN5A pore loopの変異における特異的治療とな
り得る可能性がある。 
 
(3) LQTS家系における新規CACNA1C R511Q変異の同定 
サンガー法ではKCNE1 D85Nバリアントしか同定できなかったLQTS家系において、パネル解析

を施行し、心筋カルシウムチャネルのα-サブユニット（Cav1.2）をコードするCACNA1C に新規
R511Q変異を同定し得た。 
本変異は心筋カルシウムチャネルの不活性化において重要な役割をはたすDⅠ-Ⅱリンカーに

位置している。CACNA1Cの機能獲得変異は、LQTSに加えて他の心表現型や多彩な心外表現型を呈
するTimothy syndrome (TS)や、8),9) 心外表現型を呈さないがLQTSに加えて他の心表現型を呈
するcardiac only Timothy syndrome (COTS)、10) あるいは、LQTSのみを呈するnon-syndromic 
LQTS (nsLQTS)をきたすことが知られているが、11) DⅠ-Ⅱリンカーの変異はTSあるいはCOTSを
きたすが、nsLQTS報告はなかった。そこで、DⅠ-Ⅱリンカーの変異の機能異常と表現型との関連
を解明すべく、野生型CACNA1Cあるいは R511Q変異をtsA201細胞に発現させ、パッチクランプ法
にて機能解析を行った。その結果、R511Q変異は、発現カルシウム電流(ICa)値は野生型と変化な
かったが (野生型: 58±5.0 pA/pF, n=20; R511Q: 62±4.9 pA/pF, n=18, P=NS)、（電位依存性）
不活性化速度の軽度の遅延 (時定数slow-野生型: 81.3±3.3 ms, n=13; 時定数slow-R511Q: 
125.1±5.0 ms, n=14 P<0.01)により機能獲得をきたすことが判明した（図2）。 

 
図2. LQTS家系で同定された新規CACNA1C 
R511Q変異の機能異常 
A: 挿入プロトコールでの発現ICa。上段：野
生型-CACNA1C（WT-ICa）、下段：R511Q変異-
CACNA1C（R511Q-ICa）。 
B: 野生型-CACNA1C (WT)とR511Q変異-
CACNA1C (R511Q)の電流-電圧曲線。 
C: WT-ICa、R511Q-ICaの不活性化電流を
double exponential fitした際の速い時定
数 (tau fast)と遅い時定数 (tau slow)。 
 
 

TSに関連する変異は不活性化の著明な遅延をきたし、8),9) 一方、COTSに関連する変異は不活



性化の軽度の遅延に加え発現電流値の減少をきたすが、10) R511Q変異では不活性化の軽度の遅
延のみをきたすことから、表現型としてはLQTSのみを呈し他の心表現型や心外表現型を呈さな
いと考えられた。本研究は、CACNA1C DⅠ-Ⅱリンカーの構造機能連関、及び、機能異常と表現型
との関連において新たな知見をもたらした。 
 
(4) 新規心脳チャネル病の同定及び家系調査 
発作性心房細動、早期再分極/J波（心チャネル病）と小児期にてんかん（脳チャネル病）を合

併した10代姉妹（妹は16歳時に突然死）において、発端者（姉）の全エクソン解析の結果、KCND3 
V392I変異を同定し、妹にも同変異を同定した（図3）。 

 
図3. 新規心脳チャネル病家系 
A: 家系図。黒シンボルはKCND3 V392I変異キャリア。
矢印は発端者。 
B: 発端者（AのⅢ-1）のelectropherogram。 
C: 発端者の妹（AのⅢ-2）のelectropherogram。 
 
 
 
 

発端者にIto遮断薬であるキニジンを投与したところ、心房細動発作の頻度は減少し、また、心電
図上J波は減高した。 
家系調査を行ったところ、母親はKCND3 V392I変異を有し、2度の失神歴があり、心電図上J波

を認め、また、ホルター心電図では発作性心房細動を認め、心脳チャネル病として矛盾しないと
考えられた（図3）。母方祖父母は二人とも失神歴や心電図異常はなく、同変異は有していなかっ
た（図3）。これらのことから、本変異は母親でのde novo変異と考えられた。 
我々は、本変異はItoの特異な機能異常（発現電流値の増加と不活性化速度の遅延による機能増

強と、不活性からの回復の遅延による機能減弱）をきたすことにより心チャネル病と脳チャネル
病を合併すると考え、新規心脳チャネル病として提唱していた。実際、KCND3の他部位の同様の
機能異常をきたす変異は類似した臨床像（心脳チャネル病）を呈することも報告されており、12)

新規心脳チャネル病の概念は確立しつつある。 
 本新規心チャネル病においては、キニジンが有効である可能性が高いと考えられ、新規心脳チ
ャネル病に対する特異的治療の確立に向けてのさらなる研究が必要である。 
 
これらのように、我々は、次世代シークエンス及びパッチクランプ法を用いた電気生理学的手

法を駆使し、特異あるいは新規表現型を呈する遺伝性不整脈症候群の病態を解明し得た。また、
イオンチャネル関連遺伝子の構造機能連関についても新たな知見をもたらした。さらに、遺伝子
変異特異的治療法や新規治療法につながる基礎的基盤を構築し得た。今後、我々の研究成果が基
礎的かつ臨床的に検証され、臨床現場に還元されることが期待される。 
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