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研究成果の概要（和文）：これまでサンガーシークエンスで遺伝子変異が認められなかった遺伝性不整脈症例に
対して次世代シークエンサーを行い、遺伝子変異を検出した。検出した遺伝子変異のうち、イオンチャネル遺伝
子変異についてパッチクランプ法による電気生理学的検討を行った。また、KCNH2遺伝子変異に対してゼブラフ
ィッシュ初期胚を用いた疾患原因遺伝子の分子ノックダウン/レスキュー実験を行なった。さらに、家族性徐脈
症例で見出されたLMNA遺伝子変異について、Crispr/Cas9システムを用いて遺伝子改変ゼブラフィッシュを作成
し、その機能評価を行った。

研究成果の概要（英文）：We performed genetic analysis using next generation sequencing for patients 
with inherited arrhythmia.We performed electrophysiological study for detected gene mutations in ion
 channel genes using patch clamp methods.  We evaluated mutations in KCNH2 gene using zebrafish 
embryo. Knockdown or CRISPR-mediated deletions of the human LMNA ortholog, lmna in zebrafish 
recapitulated the electrophysiological phenotypes of human early-onset bradycardia.

研究分野： 循環器内科

キーワード： ゼブラフィッシュ　次世代シークエンス　モルフォリノ　Crispr/Cas9システム　遺伝子改変ゼブラフィ
ッシュ
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性不整脈には、先天性 QT 延長症候群

(LQTS)、ブルガダ症候群、カテコラミン誘発

多形性心室頻拍、QT 短縮症候群、早期再分極

症候群、家族性心房細動、家族性除脈、不整

脈原性右室心筋症などが含まれる。遺伝性不

整脈は比較的まれであるが、心臓突然死

(SCD)の原因として重要な疾患群である。

2010 年の循環器学会ガイドラインによれば、

植え込み型除細動器(ICD)の適応となった重

症不整脈の主な原因は心筋梗塞、拡張型心筋

症、肥大型心筋症であるが、ブルガダ症候群、

LQTS も併せて 2 割を占める。遺伝性不整脈

におけるSCDは一般に若年から中高年層で発

症することから、その病態を把握し、これを

未然に防ぐことが特に重要である。過去 20

年間の分子遺伝学的研究の進歩により、多く

の遺伝性心疾患が、細胞骨格タンパク、接着

因子、イオンチャネルやその関連膜蛋白機能

を司る各種遺伝子上の変異によって発症す

ることが解明された。 

当科ではこれまで500例を超える遺伝性不

整脈症例を集積し、既知遺伝子の解析を行っ

てきた。臨床的に LQTS と診断された症例で

は 70%以上の確率で変異を同定できたが、そ

れ以外の遺伝性不整脈疾患では、家族歴を認

める症例であってもその検出頻度は 10-30％

程度にすぎない。一方、近年の遺伝子解析技

術の発展により、次世代シーケンサ-を用い

て拡大候補遺伝子解析あるいは全エクソー

ム解析が可能となった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、我々がこれまでに集積した遺

伝性不整脈症例に対し、拡大候補遺伝子解析

（不整脈および心筋症に関与する140遺伝子

の網羅的解析）あるいは全エクソーム解析を

行い、その有用性を評価した（目的①）。こ

れらの解析により、従来の解析法で見逃され

ていた既知遺伝子変異、新規原因遺伝子およ

び遺伝子変異が同定されると予想され、遺伝

性不整脈の病態解明に寄与すると考えられ

る。 

 次世代シークエンサーによる網羅的遺伝

子解析により、数多くの遺伝子多型が見出さ

れる。それらの多型が疾患発症にどの程度寄

与しているかどうか明らかにすることは極

めて重要である。本研究では、見出された遺

伝子多型に対し、その稀少性の評価し、in 

silico の予測ツールを用いて病原性の評価

を行った。さらに、家族解析による遺伝子型

－表現型の決定、機能解析も行なった。本研

究では特に機能解析に重点をおき、従来のパ

ッチクランプ法に加え、ゼブラフィッシュを

利用して遺伝子多型の病的意義の解明を試

みた（目的②）。（１）ゼブラフィッシュ初期

胚を用いて疾患原因遺伝子の分子ノックダ

ウン/レスキュー実験を行った。（２）

Crispr/Cas9 システムを用いてゼブラフィッ

シュに遺伝子変異を導入し、受精後 48 時間

での心拍数測定、心電図測定、心機能評価、

刺激伝導速度測定などを行い、さらに遺伝子

変異を有する成魚を作成した。従来のイオン

チャネルレベルでの機能解析と比較し、個体

レベルで解析することにより、遺伝子多型の

病的意義および不整脈発生メカニズムをよ

り正確に評価できると考えられる。 

 

３． 研究の方法 
(1) 遺伝性不整脈に対する網羅的遺伝子解

析 

関連病院と連携して集積したQT延長症候群、

Brugada 症候群、家族性徐脈、孤立性心房細

動を含む約 500 例の遺伝性不整脈症例に対

し、次世代シーケンサ－を用いて全エクソ

ームシークエンシングを行い、未知の遺伝

子変異を検索した。 

(2) 同定された遺伝子変異の機能解析 

① パッチクランプ法による機能評価 

イオンチャネル遺伝子変異が認められた場

合、その遺伝子変異を動物培養細胞に導入し



て、遺伝子変異が臨床病型を引き起こすメカ

ニズムを解明した。パッチクランプ法にて

CHO-K1細胞膜上に発現したイオンチャネル

の電気生理学的な特徴を検討した。必要に応

じてヒーターコントローラを用いてチャン

バーを一定温度にして生理的に近い条件で

電流測定を行った。 

② ゼブラフィッシュを用いた遺伝性不整

脈の機能評価 

②-1 ゼブラフィッシュ初期胚を用いた心筋

K+チャネル遺伝子の分子ノックダウン/レス

キュー実験 

 LQTS 症例で認められる遺伝子変異の 50%

を占める KCNH2 遺伝子（IKｒ）変異の病的意

義について、ゼブラフィッシュ初期胚に

KCNH2 のアンチセンスモルフォリノ単独、あ

るいは遺伝子変異を導入したヒト KCNH2 

cRNAを同時に注入し48時間後に不整脈評価

を行った。 

アンチセンスモルフォリノ単独の場合、

90%以上で房室ブロックあるいは心停止が生

じる。一方、モルフォリノと野生型ヒト KCNH2 

mRNAを同時に注入すると60%以上が正常を示

す。申請者らが見出した KCNH2 遺伝子変異種

類の病的意義について、モルフォリノと変異

mRNA を同時に注入し、正常を示すゼブラフィ

ッシュの割合の評価を行った。評価法として、

まず光学顕微鏡（Leica M205 FA, AF6000 シ

ステム）下に心房と心室の拍動を観察して房

室ブロックの有無、心停止の有無を評価した。

また、ゼブラフィッシュの体表面心電図を測

定し、不整脈, HR, PR, QRS, QT 等の評価を

行った（図 4, PLOS ONE 2013; 8: e60552）。

さらに、ゼブラフィッシュ初期胚より心臓を

エンブロックに採取し、自己拍動している心

臓に対してブリッジ記録で活動電位を記録

し、活動電位の振幅、持続時間(APD)を計測

した。心筋活動電位は現有機器（pCLAMP 9）

で記録可能であった。 

②-2 遺伝子改変ゼブラフィッシュ作成と

機能評価および個別化医療の確立 

LQTS、不整脈原性右室心筋症、先天性徐脈、

家族性心房細動症例などの遺伝性不整脈症

例より見出された病原性protein truncating 

variants(PTV)を Crispr/Cas9 システムを用

い て ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に 導 入 し た 。

sgRNA/Cas9 をゼブラフィッシュ胚の 1 cell 

stage にマイクロインジェクションし、2 日

後に体細胞の挿入欠失変異の確認した。マイ

クロインジェクション後２～３日の時点で

遺伝子変異の機能評価を行った。機能評価法

として、光学顕微鏡下での心房・心室の拍動

観察、ビデオマイクロスコピーを用いた心機

能評価評価、光学マッピングを用いた刺激伝

導速度の測定、心電図測定、心筋活動電位測

定を用いた。 

 

４． 研究成果 

(1) 次世代シークエンサーを用いた遺伝性不

整脈の遺伝子変異の検出 

遺伝性不整脈 88 症例に対して次世代シーク

エンサーによる解析を行なった。LQT1-3 の遺

伝子変異が認められなかった LQTS 31 症例の

うち、17 例に遺伝子変異を見出した。また、

若年発症徐脈 20 症例のうち、6例に遺伝子変

異を見出した（図 1）。 

 

(2) パッチクランプ法による電気生理学的

検討 

イオンチャネル遺伝子変異の病的意義を

明らかにするため細胞電気生理学的評価を

行なった。LQTS 14 変異、孤立性心房細動 6

変異、若年発症徐脈 7変異の機能評価を行っ

た。機能異常の詳細を表 1に示す。これらの



機能異常は、遺伝性不整脈の発症に寄与して

いると考えられる。 

 

(3)ゼブラフィッシュ初期胚を用いた疾患

原因遺伝子の分子ノックダウン/レスキュ

ー実験 

ゼブラフィッシュ初期胚の体表面心電図

測定、および心臓をエンブロックに採取して

心筋活動電位を測定した（図 2および 3）。明

確なP-QRS-T波を確認できる心電図を全体の

30－40％で測定できた。 

 

次に、著明な QT 延長を認め、失神歴のある

LQTS 症例(LQT2)で見出された心筋カリウム

チャネル変異遺伝子(KCNH2 E637K)のノック

ダウン/レスキュー実験を行った。ゼブラフ

ィッシュ胚にゼブラフィッシュ kcnh2アンチ

センスモルフォリノ（MO）単独、MO＋野生型

あるいは変異型 KCNH2 cRNA を注入し、72 時

間後に心電図を測定した。解析の結果、MO の

みの QTcはコントロールと比較して有意に延

長し、MO＋野生型 KCNH2の QTc はコントロー

ルと同程度であった。一方、MO＋変異 KCNH2

のQTcはコントロールと比較して有意に延長

した(図 4)。なお、遺伝子変異部位により QTc

の程度が異なっており、重症度の評価が可能

と考えられた。また、MO を注入したゼブラフ

ィッシュでは活動電位時間が有意に延長し

ていた(図 3)。 

 

(4) Crispr/Cas9 システムを用いた遺伝子改

変ゼブラフィッシュの作成および機能評価 

若年で徐脈を発症し、ペースメーカー移植術

が行なわれた２症例より LMNA 遺伝子の 2 種

類の protein truncating variant (PTV)を見

出した。LMNA遺伝子は非イオンチャネル遺伝

子であり、ゼブラフィッシュによる機能解析 

を試みた。Crispr/Cas9 システムを用いてヒ

ト LMNA 遺伝子のホモログであるゼブラフィ

ッシュ lmna遺伝子に変異を導入し、心拍数、

心機能、光学マッピングによる刺激伝導速度

の評価を行なった。lmna遺伝子変異をもつゼ

ブラフィッシュでは心拍数の有意な低下お

よび心室内伝導速度の有意な低下を認めた

（図 5,6）。また、心機能評価を行なったとこ

ろ、変異を有するゼブラフィッシュにおいて

左室駆出率および心拍出量の有意な低下を

認めた。このように LMNA 遺伝子改変ゼブラ

フィッシュは、症例の臨床的特徴を忠実に再

現していた。 

 また、若年発症徐脈 1例より、未知の gene 

X の PTV を見出した。本遺伝子の病的意義を

評価するため、gene X のホモログをノックダ



ウンしたところ、モルフォリノの用量依存的

にゼブラフィッシュ胚の心拍数の低下を認

めた（図 7）。Gene X は TGF-βシグナルを抑

制するプロテインキナーゼをコードしてお

り、本遺伝子と徐脈との関連性を明らかにす

るため検討を行なっている。このように、ゼ

ブラフィッシュを用いることにより、機能不

明の遺伝子と不整脈との関連性を推測する

ことができると考えられた。 
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