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研究成果の概要（和文）：心筋症や不整脈の病因となる分子の代謝・分布異常について、その分子メカニズムの解明と
異常を是正する手法の開発を目的とした。肥大型心筋症の病因となる３種のCARP変異がそれぞれ異なる心筋収縮機能障
害をもたらすこと、タイチン変異がMURF1の結合増強とユビキチン化増強を来たすことを見出した。拡張型心筋症の病
因となるLMNA変異およびFHOD3変異がSRF核内移行制御異常を介して心筋リモデリング異常をもたらすことを解明した。
また、不整脈について、Kv1.7あるいはNav1.5チャネルの細胞内輸送障害を解除する低分子化合物の候補を探索し、病
因CALM2変異、MYH6変異による機能異常を解明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated functional impacts of disease-associated mutations in the 
molecular pathogenesis of cardiac muscle diseases, cardiomyopathy and arrhythmia. Three 
cardiomyopathy-associated CARP mutations caused fundamentally different functional impairments, although 
they commonly increased binding to titin. Two titin mutations increased binding ability to MURF1 and 
induced ubiquitination of titin. LMNA and FHOD3 mutations impaired the regulation of SRF-dependent gene 
expression via different mechanisms, i.e. androgen receptor-coupled nuclear translocation of SRF and 
actin dynamics-dependent SRF activation, respectively. We tried to find chemical compounds to restore the 
arrhythmia-causing functional defects of Kv1.7 and Nav1.5 and obtained about 50 candidate compounds. We 
found novel arrhythmia-associated mutations in CALM2 and MYH6 and revealed the functional alterations 
caused by the mutations, which were not directly associated with channel molecules.

研究分野：人類遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 心筋機能異常に起因する心筋症はしばし
ば不整脈を合併し、これに基づく突然死を来
す。心筋症の原因は従来不明であったが、近
年の遺伝学的解析により、サルコメア構成要
素やＺ帯―I 帯構成要素の遺伝子異常が病因
となることが明らかとなっている。一方、特
に誘因なく突然死を来す不整脈についても、
チャネル分子の遺伝子異常が原因となるこ
とが判明している。また、チャネル異常が心
筋症の原因となることや、Ｚ帯構成要素異常
が不整脈の原因となることが明らかにされ
るなど、心筋症と不整脈には原因論上のオー
バーラップがある。すなわち、我々を含む国
内外の研究者らによる病因変異の探索から、
心筋の収縮機能制御と刺激伝導機能制御に
は機能連関があることが判明している。しか
しながら、それぞれの病態発現において遺伝
子異常が寄与する分子機序については不明
な点が多い。我々は、心筋症や不整脈などの
新規原因遺伝子とその変異による機能異常
を多数世界に先駆けて解明したが、遺伝子変
異に起因する疾患には一般に根治療法がな
く、有効な治療・予防法も少ない。一方、心
筋症や不整脈の原因となる機能異常として、
機能分子の構造そのものには異常がないが、
他のタンパクとの結合性異常が生じること
などで、細胞内での輸送異常や細胞内での安
定性異常を来す場合もある。このようなこと
から、心筋疾患では、心筋機能に直接関わる
分子の構造異常が病因になる場合と、当該分
子の輸送・代謝・発現性などの異常が病因と
なる場合があると言える。 
 
２．研究の目的 
 心筋症や不整脈を中心とする遺伝子異常
に起因する心筋疾患の病因となる異常のう
ち、サルコメア構造タンパクやチャネル分子
には異常がないが、それらの細胞内分子の代
謝異常や分布異常について、その異常を来た
す分子メカニズムを解明するとともに、その
異常を是正する手法を開発することを目的
とする。具体的には、心筋収縮機能修飾遺伝
子の変異に起因するサルコメア代謝異常お
よびチャネル機能修飾遺伝子の変異に起因
するチャネル分子細胞内輸送異常に着目し、
それらの機能異常をもたらすメカニズムを
明らかにするとともに、心筋のサルコメア・
サルコレンマ要素間の結合性に影響する機
能修飾分子を探索するなどで、心筋機能の構
築・維持に関わる分子機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
 心筋疾患の病因となる細胞内分子代謝異
常のメカニズムを解明するため、心筋症およ
び不整脈患者における病因変異を同定し、変
異に起因する機能異常を分子生物学的、生化
学的、細胞生物学的に in vitroで解析するとと
もに、遺伝子改変マウスなどを用いて in vivo
で検討する。また、心筋収縮機能修飾遺伝子

の変異に起因するサルコメア代謝異常およ
びチャネル機能修飾遺伝子の変異に起因す
るチャネル分子細胞内輸送異常に着目し、病
因変異の存在下にタンパク―タンパク間の
結合性の変化などの機能異常を是正する分
子や低分子化合物を探索する。特に、心筋症
の病因変異がもたらすタイチン－CARP およ
びタイチン－MURFの結合性変化など、サル
コメア要素間連関異常による心筋サルコメ
ア整合性異常の機能的意義を解析するとと
もに、その是正方策を検討する。一方、Kv1.7
や Nav1.5 などの心筋細胞イオンチャネルの
細胞表面発現抑制が不整脈の原因となるこ
とから、発現抑制機序を解明するとともに、
細胞生物学的なスクリーニング系を構築し、
発現抑制を解除する低分子化合物を探索す
るなど、チャネル分子の細胞内分布以上の是
正方策を探求する。 
 
４．研究成果 
(1) 肥大型心筋症関連変異の解析  
 CARP は心筋細胞内でタイチンやミオパラ
ジン等の細胞質構造タンパクと結合すると
ともに、核内に移行して転写活性化をもたら
す。我々は以前に肥大型心筋症の病因となる
３種の CARP変異を見出し、それらがいずれ
もタイチンとの結合性を増強することを報
告している。そこでラット心筋細胞を用いた
心筋再構築系に正常ないし変異CARP遺伝子
導入し、それぞれの変異が心筋収縮パラメー
ターに与える影響を検討したところ、1 種の
変異（T123M）は収縮力を増強したが、他の
２種の変異（P52A, I280V）は細胞質内での安
定性が著しく低下することを明らかにした。
さらにタンパク分解阻害剤存在下での検討
から、I280V は弛緩速度を遅延させることを
見出した。このことから、CARP 変異はタイ
チン結合性増強とは異なるメカニズムで心
筋収縮パラメーターに影響することが判明
したが、個々のパラメーター変化と CARP－
タイチン結合性変化との間には明確な対応
関係がなかった。 
一方、上記とは別の患者・家系に、肥大型
心筋症の病因となる２種類のタイチン変異
（S30186A, D30994N）を見出した。これらの
変異がマップされる Ig ドメインを用いたア
ッセイ系で、当該領域に変異がない場合には
MURF1 との結合性を示さないが、変異が存
在するといずれの変異とも MURF1 との結合
性を増強し、タイチンのユビキチン化が増強
することが明らかになった。また、これらの
領域のアミノ酸配列を比較したところ、すで
に知られている MURF1 結合ドメイン構造と
は相同性を示さず、新たなドメイン構造の存
在が示唆された。このことは、結合ドメイン
構造の可塑性を示すものであり、構造変化が
ない MURF1 がタイチン側の変異に起因した
細胞内分布の変化によって、タイチン代謝を
変化させ、結果として心筋症病態をもたらす
ことを示唆する。 



これらとは別に、既知の原因遺伝子に病因
変異が同定されていない家系を対象とした
エクソーム解析から、ゲノム DNA のメチル
化維持に関わる遺伝子にミスセンス変異
（G454D）を見出した。このミスセンス変異
は家系内の患者６名全員が保有していた。そ
こで、他の肥大型心筋症患者集団についても
当該遺伝子の変異を検索したところ、５名の
患者に別のミスセンス変異（R296T）を同定
した。ついで、これらのミスセンス変異を有
する患者 10名（G454D陽性患者５名、R296T
陽性患者５名）および健常者６名を対象にし
て、全ゲノムの CpGサイトのメチル化パター
ンを検討したところ、変異を有する患者に共
通してゲノム DNA のメチル化の程度が有意
（p<0.001）に異なる座位を多数見出した。と
りわけ、G454D 陽性患者平均および R296T
陽性患者平均のいずれもが健常者平均の
80%未満にメチル化が低下している座位を６
箇所、130%以上に亢進している座位を 23 箇
所出来たため、これらはサルコメア構造タン
パク異常によらない心肥大制御の新たなメ
カニズムを解明する手がかりとなると考え
られた。 
(2)拡張型心筋症関連変異の解析 
家族性拡張型心筋症家系を対象とした変
異解析によって LMNA変異（R225X）および
FHOD3 変異（Y1249N）を同定した。LMNA
変異を有する家系では、変異陽性者のうち男
性患者の方が早期に発症し、重症であること
から、変異に起因する病態を修飾する性差機
序の存在が示唆された。また、LMNA 変異
（H222P）ノックインマウスにおいても、病
態発現および生存予後における性差が観察
されることから、マウスを用いた性腺除去実
験および性ホルモン投与実験を行った。雄ノ
ックインマウスを去勢すると雌ノックイン
マウスと同程度に生存期間が延長し、去勢マ
ウスにアンドロゲン（男性ホルモン）を投与
すると生存予後が不良になった。また、雄ノ
ックインマウスにアンドロゲン受容体（AR）
阻害剤を投与すると生存予後が改善した。さ
らに、雌ノックインマウスにアンドロゲンを
投与すると生存予後が悪化した。また、これ
らの生存予後の変化は病理像（心拡大、心筋
細胞の脱落、心筋線維化亢進など）の変化と
一致したことから、男性ホルモンが心筋症病
態悪化因子であることが判明した。また、ラ
ット心筋細胞への遺伝子導入実験から、
R225Xおよび H222Pを導入した細胞では、男
性ホルモン非存在下でも、いずれも ARが核
内に集積することが判明した。このような
AR の核内集積は、変異陽性患者の心筋組織
や変異ノックインマウスの心筋組織でも観
察された。さらに、アンドロゲンの存在下で
ARは FHL2と会合して核内に移行すること、
siRNA を用いた実験から AR の核内集積は
FHL2に依存すること、AR-FHL2の核内移行
は SRF の核内移行を促進することが明らか
となった。また、ノックインマウスの心臓に

おいて、アンドロゲンに依存した心不全病態
の進行は、心筋リモデリング遺伝子の転写促
進と一致していることが判明した。前述のと
おり、ノックインマウスを用いた実験で、AR
阻害剤の投与によって心筋症病態を改善可
能であったことは、男性ホルモンと ARとの
結合性を薬剤で阻害することで心不全病態
の悪化を抑制することが可能であることを
示す。これとは別に、拡張型心筋症患者に見
出された FHOD3 変異について生化学的、細
胞生物学的解析を行った結果、FHOD3 変異
はアクチン動態依存性の SRF 転写活性化を
抑制することが判明した。これらのことは、
SRF 活性化の亢進および減弱のいずれもが、
心筋リモデリング異常を通じて心不全病態
をもたらすことを示す。 
(3) 不整脈関連変異の解析 
 我々は以前にチャネル分子自体には大き
な構造変化がないが不整脈を来たす変異と
して、KCNQ1 チャネルの細胞内ドメイン変
異（delV595および P631fs/19）および SLMAP
変異（V269Iよび E710A）を報告した。前者
は Kv7.1チャネル、後者は Nav1.5チャネルの
細胞内輸送を障害し、結果としてそれぞれの
チャネル機能を障害する。そこで、これらの
変異を安定的に発現するHEK細胞を作製し、
種々の薬剤や低分子化合物による機能回復
を検討した。Kv7.1については、約 9000種類
の低分子化合物をスクリーニングし、delV595
でおよび P631fs/19 による機能障害を解除す
る候補として、それぞれ 54および 41種の低
分子化合物を得た。ついで、これらについて
詳細な検討を行ったが、いずれも十分な機能
回復をもたらさなかった。また、熱処理、
EDTA 処理、COPII 機能阻害剤を用いた検討
を行ったが、Kv1.7 機能の回復は観察されな
かった。一方、SLMAP変異による Nav1.5輸
送障害に関しては、SLMAPと Nav1.5との直
接の結合は観察されなかった。熱、EDTA、
COPII阻害剤では、SLMAP変異によるNav1.5
輸送障害は改善しなかったことから、前述の
Kv1.7 輸送障害と同様に、ER 障害を介した
Nav1.5輸送異常ではないと考えられた。 
これらとは別に、不整脈患者・家系を対象
とした検討によって、チャネル分子自体には
異常がない患者に、CALM2 変異（D134H, 
N98S, D132E, Q136P, N98I）あるいはMYH6
変異（A1101V）を見出した。生化学的解析に
より、これらの CALM2 変異はいずれも Ca
結合能が低下していた。一方、形質転換細胞
を用いた実験から、MYH6変異はミオシン結
合タンパクＣとの結合性を増強させるとと
もに、サルコメア整合性異常をもたらし、ま
た細胞間電動速度の低下を来たすことが判
明した。 
さらに、チャネル遺伝子には変異が認めら
れない家族性不整脈多発家系を対象とした
解析から、これらの変異とは別の遺伝子Ｘの
変異を同定しており、疾患原因遺伝子の多様
性と機能変化のさらなる多様性が明らかと



なった。 
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