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研究成果の概要（和文）：本研究開発では、不整脈原性心筋症症例からiPS細胞を樹立し、ゲノム編集技術を用
いて、発症原因であるPKP2遺伝子変異を精密に改変した細胞を作製した。作製したiPS細胞をシート状に拍動す
る心筋細胞に分化させ、機能を解析した結果、PKP2タンパク質の減少に伴い、収縮力が低下すること、デスモゾ
ームの形成異常が生じることを見出した。さらに、ゲノム編集を用いて、生きた細胞においてデスモゾーム動態
を可視化するiPS分化心筋細胞を構築した。この細胞にアデノ随伴ウイルスによるPKP2遺伝子補充を行い、デス
モゾーム回復過程を可視化するとともに、収縮力が改善することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Loss-of-function mutations in PKP2, encoding plakophilin-2, cause 
arrhythmogenic cardiomyopathy (AC). Here, we generated isogenic induced pluripotent stem 
cell-derived cardiomyocytes (iPSC-CMs) with precisely adjusted expression of plakophilin-2 from a 
patient with AC carrying a heterozygous frameshift PKP2 mutation. After monolayer differentiation, 
plakophilin-2 deficiency led to reduced contractility, disrupted intercalated disc structures, and 
impaired desmosome assembly in iPSC-CMs. Allele-specific fluorescent labeling of endogenous DSG2 in 
the generated isogenic lines enabled real-time desmosome-imaging under an adjusted dose of 
plakophilin-2. AAV-mediated gene replacement of PKP2 recovered contractility and restored desmosome 
assembly, which was sequentially captured by desmosome-imaging in plakophilin-2-deficient iPSC-CMs. 
Our isogenic set of iPSC-CMs recapitulates AC pathology and provides a rapid and convenient cellular
 platform for therapeutic development.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 不整脈原性心筋症　疾患iPS細胞　ゲノム編集

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
不整脈原性心筋症には既存の心不全治療薬が奏功せず、進行した場合、心臓移植しか治療方法が残されていませ
ん。本研究ではプラコフィリン2タンパク質が欠損したiPS細胞由来分化心筋細胞を用いて、その病態解明を行
い、遺伝子補充の治療概念を実証しました。精密に遺伝子を改変した不整脈原性心筋症モデル細胞、及びデスモ
ゾームを可視化するイメージング細胞は、難治性心筋症に対する今後の治療法開発において、有用なプラットフ
ォームを提供すると考えられます。

※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 
 
不整脈原性心筋症(※1)は、主にゲノム遺伝子異常による心筋の障害から、致死性不整脈によ

る突然死や心不全に至る重篤な疾患群として定義される。細胞と細胞をつなぐデスモゾームを
構成する遺伝子の変異は、不整脈原性心筋症の発症原因となることが知られ、なかでも PKP2(プ
ラコフィリン 2)(※2)遺伝子変異は、最も高頻度に同定されている。不整脈原性心筋症では、不
整脈とともに心筋収縮力の低下を来すが、その詳細な分子メカニズムは明らかでなく、その病態
を再現し得る精密なヒト疾患モデルの確立が必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 精密に遺伝子を改変した疾患 iPS 細胞由来分化心筋細胞を用いて、不整脈原性心筋症の病態
を解明し、遺伝子補充治療概念を実証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

下記 3 つのステップを経て研究を推進した。 
1.遺伝性 ARVC 症例からの疾患 iPS 細胞樹立及びアイソジェニック細胞セットの作成 
2.iPS 細胞分化心筋を用いた機能解析と病態解明 
3.アデノ随伴ウイルス(AAV)を用いた遺伝子導入による治療概念の実証 
 
４．研究成果 
 

我々は、PKP2 遺伝子の 2 つの対立遺伝子のうち片方だけに変異があるヘテロ接合型フレーム
シフト変異(※3)により不整脈原性心筋症を発症した症例より、iPS 細胞（PKP2 変異/野生型）を
樹立した。ゲノム編集を用いて、ヘテロ接合型変異を正常に修復した iPS 細胞（野生型/野生型）、
及び両方の対立遺伝子にフレームシフト変異を導入した iPS 細胞（PKP2 変異/PKP2 変異）を作成
した（下図上段）。これら遺伝背景が同一の細胞セットを心筋に分化させ、シート状に拍動する
心筋の経時的なモーションベクトル解析(※4)により、プラコフィリン 2タンパク質の減少に伴
い、心筋収縮力が低下、興奮伝播が障害されることが明らかとなった（下図中段）。さらに、デ
スモゾーム(※5)タンパク質である DSG2(デスモグレイン 2)が、PKP2 の完全欠損により細胞の辺
縁から脱落すること、PKP2 の半分量への減少により形成阻害を来すことが明らかとなった（下
図下段）。 

 
デスモゾーム動態をより詳細に解析するため、構築した 3 つの細胞セットにさらにゲノム編

集を行い、DSG2 遺伝子の片方のアレルに特異的に赤色蛍光タンパク質(tdTomato)を挿入したイ
メージング細胞セットを樹立した。タイムラプスイメージングを行うことで、iPS 細胞から心筋
細胞への分化の過程におけるデスモゾームの変化、拍動する心筋細胞におけるデスモゾームの
動態を生きた細胞で観察することが可能となった（下図）。 
 
 
 



 
蛍光標識された DSG2-tdTomato 融合タンパク質は内在性遺伝子と同様の挙動を示し、PKP2 欠

損によるデスモゾーム形成低下が拍動心筋において観察された。PKP2 変異 iPS 分化心筋細胞、
デスモゾームイメージング iPS 分化心筋細胞にアデノ随伴ウイルス(AAV)を用いて PKP2 遺伝子
を導入したところ、低下した収縮力が改善し、脱落したデスモゾームが回復する過程が経時的に
観察された（下図）。 

 
※1 不整脈原性心筋症： 主にゲノム遺伝子異常による心筋の障害から、致死性不整脈による
突然死や心不全に至る重篤な疾患群として定義される。若年者やアスリートの死亡原因となる
ため、社会的にも大きな問題とされる。デスモゾームを構成する遺伝子群の変異により発症する
こと、拡張型心筋症の一部に本疾患群が潜在化していることが知られている。 
 
※2 PKP2（プラコフィリン 2）： デスモゾームを構成するタンパク質の一つで、デスモグレイ
ン 2、デスモコリン 2、デスモプラキンといった他のデスモゾーム構成タンパク質と結合し、細
胞間接着を担う。 
 
※3 フレームシフト変異： 遺伝子変異のために、遺伝子からタンパク質へ翻訳される際の読
み枠がずれることにより、正常なタンパク質が産生されなくなる変異。 
 
※4 モーションベクトル解析： 拍動する心筋細胞の動画像をもとに、設定された検出点の動
きベクトルを解析することで、非侵襲的に心筋の収縮速度、収縮力、伝播速度を測定する解析法。 
 
※5 デスモゾーム(介在板)： 細胞と細胞の間に存在する構造で、細胞どうしをつなぎとめ、
収縮する力を伝達する役割がある。 
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