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研究成果の概要（和文）：心筋緻密化障害において、Ⅰ.次世代ｼｰｹﾝｻｰを用いて、胎児心筋の発達や致死性不整
脈にかかわる約80の遺伝子に関して網羅的解析を行い、Ⅱ.患者由来のiPS細胞を樹立し、Ⅲ.iPS細胞から分化誘
導した心筋細胞を用いて機能解析を行い，心筋緻密化障害における致死性不整脈の発症機序を明らかにすること
を試みた。その結果、患者の30％に遺伝子異常が認められ、遺伝子異常が心移植や突然死のリスク因子であるこ
とが判明した。また、患者由来iPS細胞から誘導した心筋細胞では、カルシウムハンドリングの脆弱性が明らか
となり、致死性不整脈の発症機序へのサルコメア遺伝子変異の役割が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We targeted and sequenced 80 genes related to cardiomyopathy in 102 LVNC 
patients using NGS. We identified variants in a significant proportion of cases (30%), which were 
associated with poor prognosis, and independent risk factor for adverse events including heart 
transplantation and sudden death. To elucidate the pathological role, we developed and studied human
 induced pluripotent stem cells (hiPSCs) from a patient carrying a TPM1 p.Arg178His mutation, who 
underwent heart transplantation. These cells displayed pathological changes, with mislocalization of
 tropomyosin 1, causing disruption of the sarcomere structure in cardiomyocytes, and impaired 
calcium handling. Sarcomere genes are implicated as genetic triggers in the development of LVNC and 
fatal arrhythmia, regulating the expression of numerous genes involved in heart development, or 
modifying the severity of disease.

研究分野：小児循環器学
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１． 研究開始当初の背景 
心筋緻密化障害は、心室壁の過剰な網目状

の肉柱形成と深い間隙を特徴とした心筋症

で、難治性心不全や致死性不整脈の合併が高

率にみられ、予後は不良である。心筋緻密化

障害は、2006年 AHAの提唱では、遺伝的要

素が強い心筋症のｶﾃｺﾞﾘｰに分類されている

が、QT 延長症候群やｶﾃｺﾗﾐﾝ感受性多形性心

室頻拍などのｲｵﾝﾁｬﾈﾙ病も、同じｶﾃｺﾞﾘｰに分

類されている。もはや、心筋症と不整脈は分

離して考えることのできない”final common 

pathway”上にあることが提唱されている。私

共も、心筋緻密化障害において、ｲｵﾝﾁｬﾈﾙの

SCN5A 遺伝子が合併する不整脈と密接な関

連があることを報告した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの心筋緻密化障害の

臨床遺伝学的研究の集大成として、Ⅰ.次世代

ｼｰｹﾝｻｰを用いて、胎児心筋の発達や致死性不

整脈にかかわる約 80 の遺伝子に関して網羅

的解析を行い、Ⅱ.遺伝子異常が判明した患者

由来の induced pluripotent stem cell(iPS細胞）

を樹立し、Ⅲ.iPS 細胞から分化誘導した心筋

細胞を用いて増殖分化能や機能解析を行い，

心筋緻密化障害と高率に合併する致死性不

整脈の発症機序を明らかにすることが、研究

目的である。 
 
３．研究の方法 
 胎児心筋発達過程の異常に起因すると

考えられている心筋緻密化障害において、次

世代ｼｰｹﾝｻｰを用いて、心筋発生と致死性不整

脈にかかわる約 80 の遺伝子に関して網羅的

解析を行う。遺伝子異常が判明した患者由来

の iPS細胞から誘導した心筋細胞を用いて、

機能解析を施行する。具体的には、 

Ⅰ-①全国調査と致死性不整脈を含む臨床像

の検討 

Ⅰ-②次世代ｼｰｹﾝｻｰを用いた心筋発生と致死

性不整脈関連遺伝子の網羅的解析 

Ⅱ 患者血液からのiPS細胞を樹立し、心筋

細胞への分化誘導 

Ⅲ iPS 細胞由来心筋細胞の関連遺伝子の分

化増殖能、電気生理学的機能解析 

 

Ⅱ 患者血液ｻﾝﾌﾟﾙから iPS細胞の樹立 

採取したｻﾝﾌﾟﾙから、ﾚﾝﾁｳｨﾙｽﾍﾞｸﾀｰにより細

胞のﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞに必要な因子（Oct3/4, Sox2, 

Klf4,c-Myc）を遺伝子導入し、iPS細胞を作成

する（図 3、Warlich, et al. Molecular Therapy, 

2011）。得られた iPS細胞については機能解析

で未分化性を確認の上、心筋細胞への分化に

用いる。まず、全ての株から DNAを抽出し

ｼｰｹﾝｽを行い、患者に由来する iPS細胞に探索

された遺伝子の変異が改変されていないこ

とを確認する。さらに免疫蛍光染色法、ﾘｱﾙﾀ

ｲﾑ PCR等により、樹立した全ての iPS細胞が

万能性を示すことを確認する。また、ﾃﾗﾄｰﾏ

形成実験により、三胚葉全ての細胞へと分化

する能力を持つことを明らかにする。さらに

は、核型分析を行い、樹立した iPS細胞に染

色体異常のないことを確認する。 

 

図 3 iPS細胞の作成                        

 

iPS細胞から心筋細胞への分化誘導; 

iPS細胞を、Bone Morphogenetic Protein (BMP)

およびその内因性阻害因子である Activin A、

basic Fibroblast growth factor、Wnt賦活剤およ

び阻害剤を用いて、心筋細胞へと分化誘導す

る（図 4, Uosaki, et al. Plos one, 2011） 

 



図 4 iPS細胞から心筋細胞への誘導  

 

Ⅲ 患者 iPS細胞由来心筋細胞の機能評価 

iPS細胞由来心筋細胞の分化能評価： 
野生株と患者由来株の間で分化能および
形態的な表現において差異を生じるか、遺
伝子発現ﾚﾍﾞﾙおよび蛋白の発現ﾚﾍﾞﾙを評
価する。遺伝子発現ﾚﾍﾞﾙは real-time 
RT-PCRにて野生株と患者由来株 iPS細胞
由来心筋細胞の TnnTや NKX2.5などの心
筋特異的 mRNAの発現を比較検討する。蛋
白の発現ﾚﾍﾞﾙは免疫蛍光染色およびｳｪｽﾀﾝ
ﾌﾞﾛｯﾄ法にて野生株と患者由来株 iPS細胞
由来心筋細胞の TnnTや NKX2.5などの心
筋特異的蛋白の発現を比較検討する。 
 
iPS細胞由来心筋細胞の増殖能およびｱﾎﾟﾄ
ｰｼｽの評価： 
野生株と患者由来株の間で増殖能およびｱ
ﾎﾟﾄｰｼｽに差異を生じるか、Flow cytometry
法と免疫組織染色を行い評価する。増殖能
に関しては、iPS細胞由来心筋細胞を BrdU
にて数時間培養し、BrdUを取り込ませた
上で、細胞を回収し、抗 BrdU抗体を用い
て、BrdU陽性細胞と非 BrdU陽性細胞の比
率を算出し、野生株と患者由来株間で比較
検討する。ｱﾎﾟﾄｰｼｽに関しては、TUNEL法
を用いて、免疫染色を行い、野生株と患者
由来株間で差異がないか解析する。 

iPS細胞由来心筋細胞の電気生理学的機能測

定: 今回申請するﾊﾟｯﾁｸﾗﾝﾌﾟ増幅器と倒立顕

微鏡を用いて iPS細胞由来心筋細胞からﾊﾟｯﾁ

ｸﾗﾝﾌﾟ法記録を行い、野生株と患者由来株の

電気生理学的性質を比較し、催不整脈性の有

無を検討する静電容量、ﾅﾄﾘｳﾑおよびｶﾘｳﾑ等

ｲｵﾝﾁｬﾈﾙの電流密度、活性化/不活性化/脱活性

化/脱不活性化速度を検査する。また、64ch

細胞外電位記録ｼｽﾃﾑを用いて活動電位の発

火頻度および持続時間を検査する。さらに、

iPS細胞由来心筋細胞に蛍光ｶﾙｼｳﾑ･ｲﾒｰｼﾞﾝｸﾞ

法を適用し、心筋の収縮能に必要な細胞内ｶﾙ

ｼｳﾑの動態を野生株と患者由来株で比較する。 
 
４．研究成果 

H27,28年度は、次世代ｼｰｹﾝｻｰを用いて、約

80 の遺伝子に関して網羅的解析を行なった

結果、心筋緻密化障害患者の 30％に遺伝子異

常が認められ、遺伝子異常が心移植や突然死

のリスク因子であることを明らかにした。 

H29年度には、予後不良の TMP1遺伝子変異

を有する患者由来 iPS細胞から心筋細胞を誘

導し、機能解析を進め、カルシウムの動態を

評価し、患者細胞においてカルシウムハンド

リングの脆弱性が明らかとなった。 

結論：心筋緻密化障害と高率に合併する致死

性不整脈の発症機序へのサルコメア遺伝子

変異の役割が裏付けられた。 
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