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研究成果の概要（和文）：LMNA変異拡張型心筋症(DCM)は進行性の経過を示し、予後が悪いことが知られてい
る。我々はLMNA p.Q353R変異DCM患者から樹立したiPS細胞由来心筋細胞を用い、DCM心筋細胞に蓄積するDNA損傷
を軽減する化合物を探索することによって新規治療薬候補化合物を同定することを目指した。
その結果、vitamin D2(VD)に変異心筋細胞のDNA損傷を軽減する効果があることが判明した。遺伝子発現解析の
結果、VDは心筋細胞のDNA修復酵素の発現を上昇させることが判明した。またLMNA Q353R変異タンパクはVDの受
容体であるVDRと結合することにより、その転写活性を抑制することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Dilated cardiomyopathy (DCM) with LMNA mutation is known to be associated 
with a progressive course and poor prognosis, but no specifc treatments are available. We aimed to 
identify novel candidate compounds for the treatment of LMNA-mutant DCM by using iPS cell-derived 
cardiomyocytes established from patients with LMNA p.Q353R mutantation, searching for compounds that
 reduce DNA damage accumulation in cardiomyocytes.
As a result of screening, vitamin D2 (VD) was found to be effective in reducing DNA damage in the 
LMNA mutant cardiomyocytes. Gene expression analysis revealed that VD upregulated the expression of 
several DNA repair enzymes in cardiomyocytes. In addition, LMNA Q353R mutant protein was found to 
repress the transcriptional activity of VD by binding to its receptor, VDR. Our findings provide a 
new seed for treatment of LMNA-mutatant cardiomyopathy.

研究分野：循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって難病である特発性拡張型心筋症の新たな治療薬候補を提示することができた。同定された
vitamin Dは安全性が確立されている既存薬であり、drug repositionを目指した臨床試験のシーズとなる可能性
がある。
また本研究の手法は心筋症のヒト変異iPS細胞由来心筋細胞を用いたスクリーニングの成功例として他変異の心
筋症や疾患に応用できる可能性があり、個別化医療およびiPS創薬の１成功例として資するものである。

※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 
ラミン遺伝子(LMNA)変異は、進行性で薬物療法不応の難病 拡張型心筋症(DCM)を引き起こす
が、病態に根差した治療法や発症予防法は開発されていない。 
 
薬物療法やデバイス治療の進歩に伴って心不全患者の予後は改善したが、一部の拡張型心筋症
（dilated cardiomyopathy, DCM）の患者はこれらの治療に応答せず不良な転帰をとる。DCM
は本邦における心移植導入の原因疾患の約 3/4を占める難病で、その治療法開発は重要な課題で
ある。以前我々は、DCM患者の中で 10%を占める LMNA変異を有する患者群は、内科的治療
に応答せず特に予後が特に悪いことを報告した(Sci Rep 2018)。また、DCM患者 60名の診断時
の心筋生検検体を用いた解析の結果、心筋細胞の DNA 損傷程度（マーカーである poly(ADP-
ribose)の免疫染色により評価）が高い患者群ほど、既存治療に応答せず臨床的予後が悪いことを
報告した（JACC Basic Transl Sci, 2019;）。さらに、所属研究室での基礎的な先行研究では、圧
負荷モデルマウスの心臓では心筋細胞の DNA 損傷が蓄積していること、同モデルのマウスで
DNA 損傷応答誘導分子である Atm をノックアウトすることで心機能悪化をレスキューできる
ことが判明した(Nat Commun 2017)。これらの知見は、心不全において DNA損傷およびその
応答亢進が心機能低下の原因であることを示唆している。 
以上の知見に加え、申請者は先行研究で、LMNA変異を有する DCM患者から iPS細胞を作成
し、心筋細胞（iPS細胞由来心筋細胞、iPSCM）に分化させて細胞の特性を解析してきた。その
結果、LMNA 変異株では変異修復コントロール株と比較して高度に DNA 損傷が蓄積している
ことを見出した。以上から、LMNA変異心筋症において「DNA損傷を軽減する介入できれ
ば心不全の機能低下を防ぎ、予後改善できるのではないか」と着想した。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、LMNA 変異 DCMに有効な治療候補化合物を開発することである。そのため
に、すでに作成した LMNA変異 iPSCMを用い、細胞の DNA損傷を軽減する化合物を同定す
る化合物スクリーニングを行う。また、スクリーニングの結果得られた化合物の薬効解析を通じ、
LMNA 変異によって心筋細胞に DNA 損傷が蓄積するメカニズム、および DNA 損傷が心機能
低下をもたらすメカニズムの理解に役立つ知見を得る。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)心筋細胞を用いたスクリーニング系 
・LMNA p.Q353R 変異を有する DCM 患者から作成した iPS 細胞を分化させ、iPSCM を作成しスト
ックする。iPSCM を培養後、化合物ライブラリを作用させて、固定後、DNA 二重鎖切断マーカー
であるγH2AX の免疫染色を行うことで、DNA 損傷程度を定量評価した。染色像をハイコンテンツ
イメージング機器（PerkinElmer, Operetta）にて撮影し、γH2AX の陽性箇所を核内のドットと
して検出、カウントするアルゴリズムを作成した。投薬後のカウントとコントロールとを比較し、
薬効を定量的に評価した。3周のスクリーニング実験を行い、平均値で薬効を評価した。 
・市販の化合物ライブラリである Selleck DNA damage and repair library(175 化合物)を用い
て、ヒット化合物を探索した。 
(2)ヒット化合物の機能解析； 
・同定した化合物が実際に心機能異常をレスキューできるか確認するため、iPSCM で作成した心
筋組織や、LMNA 変異マウス(p.Q353R, R225X)に投与することで、化合物が収縮能・心機能に与
える影響を解析した。 
(3)ヒット化合物の薬効機序の検証； 
投薬後の遺伝子発現変化を網羅的に解析することで、ヒット化合物が薬効を発揮するメカニズ
ムの解明を目指した。また、今回対象とした LMNA p.Q353R 変異タンパクの結合スクリーニング
によって疾患発症のメカニズムの解明を目指した。 
 
 
４．研究成果 
・DCM 患者由来 iPS 細胞のゲノム編集によって当該変異を修復した isogenic control 株を作成
し実験の対照とした。LMNA 変異株と修復株の特性比較を行ったところ、変異株では核形態の高
度な変形に加え、収縮力の低下を認めた。さらに疾患株では核内で DNA 二重鎖切断マーカーであ
るγH2AX の陽性箇所が増加していた。以上から DNA 損傷蓄積を含む疾患特性のモデリングが実
現されていることが判明した。 



・そこで変異株を用い、γH2AX の集積を軽減させる化合物のスクリーニングを行った結果、
vitamin D2(VD2)が変異株の DNA 損傷を有意に軽減させ、効果には濃度依存性・クローン間再現
性があることが分かった。この VD2 の有効性の機序を解明するために修復株・疾患株・投薬後疾
患株の RNA-seq によって発現変動遺伝子を探索したところ、VD2 は疾患株で低下している複数の
DNA 修復酵素の発現を回復させることが判明した。 
・今回対象とした LMNA p.Q353R 変異が DNA 損傷蓄積を来す機序を探るため、protein array 
(Filgen)を用いて変異 LMNA p.Q353R タンパクと野生型 LMNA タンパクの結合分子のスクリーニ
ングを実施し、変異によって結合性が変化する分子を探索した。その結果、変異型タンパクでは
野生型に比して、vitamin D 受容体(VDR)との結合性が有意に増強していることが判明した。変
異心筋細胞では VDR が核膜辺縁に局在しており、レポーターアッセイでは VDR の転写活性が低
下していることが分かった。 
・最後に in vivo における VD2 の DNA 損傷蓄積、心機能に対する効果を検証した。圧負荷心不全
モデルマウス、Lmna ナンセンス型変異心筋症モデルマウスの 2つのモデルで VD2 analog は DNA
損傷の蓄積を軽減させ、心機能を改善させた。 
 
DNA 損傷蓄積は生活習慣病を含む様々な心不全に共通する分子機序の１つとして注目されて
いるが、どのようにこれを予防し心機能低下を回避するかは明らかになっていない。本研究のよ
うに患者由来 iPS 細胞を用いることで、疾患組織におけるさまざまな病的プロセスの再現が可
能であるばかりでなく、化合物スクリーニングを通じて治療候補化合物の同定を目指すことが
できる。今回のスクリーニングでは既存薬の１つである VD2 がヒットしており、drug 
repositioning を目指した臨床試験が期待される 
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