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研究成果の概要（和文）：特異及び多彩な表現型を呈する遺伝性不整脈症候群において、次世代シークエンス
(NGS)を駆使し遺伝子変異を同定し、機能解析を行い分子病態を解明し、治療法の基礎を構築すべく研究を行っ
た。その結果、①特異な表現型を呈するカテコラミン誘発性多形性心室頻拍家系において、NGSでリード数に着
目し、新規RYR2欠失変異を同定、②多彩な表現型を呈するSCN5A N1541D及びR1632C変異において、closed-state
 inactivation増強のメカニズムが異なることを解明、③心臓と脳の表現型を呈する姉妹にKCND3 V392Iを同定
し、新規心脳チャネル病を提唱、などの成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In patients with inherited arrhythmia syndromes (IASs) exhibiting unique or 
various phenotypes, optimal therapies have not been established. We sought to identify their 
responsible mutations using next generation sequencing (NGS), and reveal their pathophysiology using
 patch-clamp techniques.
1. We identified a novel RYR2 deletion in a family with atypical CPVT by focusing on read numbers of
 NGS, which help us provide an optimal therapy. 2. We revealed that SCN5A mutations (N1541D and 
R1632C) identified in patients with various phenotypes exhibited enhanced closed-state inactivation 
but through different mechanisms. 3. We encountered teenage siblings exhibiting both cardiac (ERS 
and PAF) and cerebral(epilepsy) phenotypes, in whom we identified a KCND3 V392I mutation with a 
mixed electrophysiological phenotype.
Our data will provide novel insights into structure-function relationships of ion channels, and lead
 to establish optimal therapies for IASs with unique or various phenotypes.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 遺伝性不整脈　次世代シークエンス　イオンチャネル　構造-機能連関　心脳チャネル病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、病態が未解明で治療法も未確立の特異及び多彩な表現型を呈する遺伝性不整脈症候群において、遺伝子
変異を同定し、さらに機能解析を行うことにより、病態を解明し得た。これらの研究成果は、臨床面では最適な
治療法を確立し、さらに新規治療法の基礎を構築することにつながる可能性がある。一方、基礎研究面ではイオ
ンチャネルの構造-機能連関に新たな知見をもたらすなど、多方面に派生する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
分子遺伝学の進歩により、遺伝性 QT延長症候群 (LQTS)、ブルガダ症候群、カテコラミン誘発
性多形性心室頻拍 (CPVT)など、多くの遺伝性不整脈症候群の原因遺伝子が同定され、さらに、
それらの分子病態も解明されつつある。1) 中でも LQTS は原因遺伝子/遺伝子型により病態は異
なり、最適な治療法が異なることも明らかとなった。2) しかし、遺伝性不整脈症候群では同一の
疾患群でありながら、あるいは、同一の遺伝子の変異でありながら、変異部位によりその病態は
異なり、また、最適な治療法も異なる可能性も指摘されている。1) これらの分子病態を解明する
ことは、最適な治療法を選択すること、ひいては新規治療法の開発につながると考えられる。 
我々は、これまでに特異及び多彩な表現型を呈する遺伝性不整脈症候群を多く経験し、候補遺
伝子の網羅的解析、さらに、同定された遺伝子変異の機能解析を通して、既存の疾患概念とは性
質を異にする亜型あるいは新規と考えられる遺伝性不整脈症候群を同定してきた。 
ブルガダ症候群の心イベントの発症は安静時や睡眠時に多いが、3) 我々は、洞不全、上室性
頻脈性不整脈を合併し、運動中に心イベントを繰り返し発症した親子例を見出し（亜型ブルガダ
症候群）、SCN5A R1632C 変異を同定し得た。4) 機能解析では、R1632C 変異はナトリウム電流(INa)
の速い不活性化からの回復が著明に遅延し、そのため、高頻度刺激により R1632C-INaは著明な減
衰を認めた。4) このことから、本症例では運動による心拍数上昇にともない INaがさらに減少し
心イベントを発症したと考えられた。 
一方、SCN5A 変異では、保因者間で表現型が異なり、多彩な表現型を呈することがあることが
知られているが、我々は、ブルガダ症候群、洞不全、房室ブロック、拡張型心筋症/左室緻密化
障害を合併した症例に SCN5A A735E 変異を同定し得た。家系調査では、同変異保因者で、ブルガ
ダ症候群、洞不全、あるいは房室ブロック単独の表現型を呈する者を認めた。機能解析では、
SCN5A A735E 変異は INaを発現しなかった。SCN5A A735E 変異保因者の表現型の多様性には他の
遺伝的背景や環境因子の関与が示唆されるが未解明であった。 
さらに、我々は、心電図上著明な U波を有し、洞不全を合併し、運動時に心肺停止となった症
例（40 歳、女性）を経験した。姉が運動時に突然死（35 歳時）し、父親と父方叔母は洞不全で
ペースメーカー移植術をうけており、心電図上著明な U波を有していた。本症例は、Andersen-
Tawil 症候群 (ATS1)（心電図上著明な U波）と CPVT（運動時の心イベント、洞不全）の特徴を
併せ持つが、5) ATS1 の予後は比較的良好で、一方、CPVT の予後は不良であると考えられている
ことから、分子病態を解明することは、治療戦略を構築する上で重要であると考えられた。 
これらのような特異及び多彩な表現型を呈する遺伝性不整脈症候群において、遺伝子変異（及
び遺伝的修飾因子）を同定し、その分子病態を明らかにすることは、分子病態に基づく治療法の
基礎を確立し、ひいては突然死予防につがなると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①遺伝性不整脈症候群患者及びその血縁者の臨床像を詳細に解析し、特異及び多
彩、あるいは、新規表現型を呈する患者を同定する。②サンガー法及び次世代シークエンスを駆
使し候補遺伝子を網羅的に解析し、疾患と関連する遺伝子変異（及び遺伝的修飾因子）を同定す
る。③すでに同定されている、あるいは今後同定される（イオンチャネル関連の）遺伝子変異（及
び遺伝的修飾因子）を培養細胞株に発現させ、その機能異常を細胞電気生理学的手法、分子生物
学的手法を駆使し解明する。④表現型、遺伝子型、変異遺伝子の機能異常を対比させ、分子病態
を解明し、分子病態に基づく治療法の基礎を確立する、ことを目的に研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子解析 
遺伝子解析は、「群馬大学人を対象とする医学系研究倫理審査委員会」の承認を得て施行した。
特異及び多彩な表現型を呈する遺伝性不整脈症候群患者及びその血縁者から同意を取得後、末
梢血より genomic DNA を抽出し、最初に、KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, KCNE2 などの遺伝子を
サンガー法により解析した。遺伝子変異が同定されなかった場合は、次世代シークエンサー(NGS; 
MiSeq, Illumina)を用いて遺伝性不整脈症候群及び心筋症に関連する 72 個の候補遺伝子 
(ABCC9, ACTC1, ACTN2, AKAP9, ANK2, CACNA1C, CACNA2D1, CACNB2, CALM1, CALM2, CASQ2, 
CAV3, CSRP3, DES, DPP6, DSC2, DSG2, DSP, GJA5, GPD1L, HCN4, HEY2, IRX3, JUP, KCNA5, 
KCND3, KCNE1, KCNE2, KCNE3, KCNE5, KCNH2, KCNJ2, KCNJ3, KCNJ5, KCNJ8, KCNQ1, LDB3, 
LMNA, MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3, MYL4, MYOZ2, NEXN, PKP2, PLN, RANGRF, RBM20, 
RYR2, SCN10A, SCN1B, SCN3B, SCN4B, SCN5A, SGCD, SNTA, TAZ, TBX5, TCAP, TGFB3, TMEM43, 
TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1, TRDN, TRPM4, TTN, TTR, VCL)を網羅的に解析した（パネル解析）。
さらに、表現型が極めて稀な症例に対しては全エクソン解析を施行した。 
 
(2) 変異遺伝子の機能解析 
同定された（心筋イオンチャネルをコードする）野生型遺伝子、変異/多型遺伝子を培養細胞
株に発現させ、パッチクランプ法にて機能解析を行った。 
特異な CPVT 家系で同定された遺伝子変異/多型の機能解析：野生型 KCNJ2、あるいは、KCNJ2 
E118D を COS1 細胞に発現させ、IK1電流特性を比較検討した。さらに、KCNJ2 E118D 電流は野生
型 KCNJ2 電流と比較しβ刺激（Forskolin, 3-isobutyl-1-methylxanthine）により強い修飾を受



けるかどうか調べた。 
多彩な表現型を呈した患者で同定されたSCN5A N1541D、R1632C変異の機能解析：野生型SCN5A、
あるいは、変異(N1541D、R1632C)SCN5A を hβ1 と共に tsA201 細胞に発現させ、INa電流特性を比
較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 特異な表現型を呈する CPVT 家系における新規 RYR2 欠失変異の同定 
前述の特異な CPVT 家系において、次世代シークエンサーを用い発端者のパネル解析を行った
が、KCNJ2 E118D 以外の変異は同定できなかった。KCNJ2 変異キャリアは心電図上著明な U波を
認め、亜型 CPVT(ATS1)を呈することから、当初は KCNJ2 E118D が病因と考えられた。5) しかし、
COS1 細胞発現系を用いた機能解析実験では、KCNJ2 E118D は野生型 KCNJ2 と比べ発現電流特性
に差は認められなかった。6) さらに、β刺激（Forskolin, 3-isobutyl-1-methylxanthine）によ
る修飾を比較したが、差はみられなかった。これらの結果から KCNJ2 E118E は病因ではないと考
えられた。一方、パネル解析のリード数に着目したところ、発端者の RYR2 exon3 のリード数が
減少しており、long-range PCR 法とサンガー法にて RYR2 exon3 の新規欠失変異(RYR2-exon3 
deletion) を同定することができ、本変異と表現型はcosegregationしていた。6) 本家系はRYR2-
exon3 deletion による CPVT と診断できたことは、治療方針の決定に有用であった。また、MLPA
法を施行せずに新規欠失変異を同定することができたことから、パネル解析の際には、リード数
に着目することが重要であると考えられた。 
 
(2) 多彩な表現型を呈する SCN5A N1541D、R1632C 変異の機能異常の解明：Closed-state 
inactivation の解析 
我々は、多彩な表現型を呈した親子に SCN5A R1632C 変異 (domainⅣ-segment4: DⅣ-S4 の変
異)を同定し、その機能異常を報告していた。4) さらに、最近、ブルガダ症候群、洞不全、上室
性頻脈性不整脈を呈した他の一症例に、SCN5A N1541D 変異（DⅣ-S1 の変異）を同定した。7) 
R1632C 変異キャリアと N1541D 変異キャリアは類似した表現型を呈したことから、その機能異常
をパッチクランプ法にて解析し比較した。 
N1541D は野生型と比べ、INaの steady-state inactivation (SSI)の著明な過分極シフトを認
め、それは、closed-state inactivation：CSI の増強に起因していた(図 1)。7) N1541D と同様
に SSI の著明な過分極シフトをきたした R1632C 変異についても CSI のメカニズムを調べた。
R1632C も CSI が増強し、CSI の速度は野生型と比べ軽度促進していたが(図 1)、CSI からの回復
の速度は野生型と比べ著明に遅延していた（tau-野生型: 1.90±0.16 ms, R1632C: 53.0±2.5 
ms, P<0.01 vs 野生型）(図 2)。7) 一方、N1541D の CSI の速度は野生型と比べ著明に促進して
いたが（tau-野生型: 65.8±7.4 ms, N1541D: 13.7±1.1 ms, P<0.01 vs 野生型）(図 1)、CSI
からの回復の速度は野生型とほぼ同等であった(図 2)。7) N1541D、R1632C はともに CSI の増強

により著明な INa減弱をきたしたが、
そのメカニズムは異なることが明ら
かとなった。 
 
 
図 1．SCN5A野生型(WT)、N1541D変異、
R1632C 変 異 の closed-state 
inactivation (CSI)の比較。A: 挿入
プロトコールでの電流記録。B: 脱分
極パルス-90 mV での CSI。 
 

Nav1.4（骨格筋タイプ）では、N1366(Nav1.5 では N1541 に相当)と R1457（Nav1.5 では R1632
に相当）は近接しており、8) チャネル活性化-不活性化プロセスで連結していると考えられてい
ることから、Nav1.5 の N1541 と R1632 でも同
様と考えられる。両変異が異なるメカニズム
により CSI の増強をきたしたことは、Nav1.5
の構造-機能連関に新たな知見をもたらした。
また、CSI 増強による INa減弱により多彩な表
現型を呈することが説明可能であり、遺伝子
型-表現型の解明の一助となると考えられた。 
 
 
図 2．SCN5A 野生型(WT)、N1541D 変異、R1632C
変異の CSI からの回復の比較。A: 挿入プロト
コールでの電流記録。B: 過分極パルス(1-
1460ms)での CSI からの回復。C: 過分極パル
ス(0-12ms)での CSI からの回復。 
 



(3) 多彩な表現型を呈する SCN5A A735E 家系の同定 
我々は、ブルガダ症候群、洞不全、房室ブロック、拡張型心筋症/左室緻密化障害など多彩な
表現型を呈する家系に SCN5A A735E 変異を同定していた。さらに、最近、ブルガダ症候群、洞不
全、心房粗動を合併した 4歳、男児を経験し、同変異を同定し得た。家系調査を行ったところ、
前述の家系の血縁者であることが判明した。 
SCN5A A735E 変異保因者の表現型は多様であるが、その分子機序は未解明である。本変異によ
る表現型の多様性をきたすメカニズムを解明することや、それに関与する遺伝的及び環境修飾
因子を同定することは、患者のマネジメントを決定する上で有用であり、今後の課題である。 
 
(4) 新規心脳チャネル病の同定 
我々は、発作性心房細動、早期再分極/J波（心チャネル病）と小児期にてんかん（脳チャネル
病）を合併した 10代姉妹（妹：16歳時に突然死）を経験した。発端者（姉）の全エクソン解析
の結果、KCND3 V392I 変異を同定し、妹も本変異を有していた。発端者にキニジンを投与したと
ころ、心房細動発作の頻度は減少し、また、心電図上 J波は減高した。 
本変異キャリアの臨床像の報告は乏しく、原因不明の突然死症例一例（20歳、男性）と、てん
かん症例一例（5 歳、男児）に同定されたことが報告されているのみであった。9),10) 一方、
Giudicessi らは、本変異の機能解析を行い、一過性外向きカリウム電流(Ito）密度の増加、不活
性化速度の遅延、不活性化からの回復の遅延をきたすことにより Ito機能増強、減弱の両方をき
たすことが明らかとなった。9) 本変異による Itoの機能増強により心チャネル病を、11),12) 機能
減弱により脳チャネル病をきたすと考えられ、13),14) 我々は、本変異による心脳チャネル病を新
規心脳チャネル病として提唱した。 
てんかん患者は突然死をきたすことが多いが、少なくとも一部は心脳チャネル病による可能
性がある。てんかん患者においては心チャネル病を合併している可能性もあることから、遺伝子
変異を同定し、突然死予防策を講じることにより突然死を未然に防ぐことが重要である。 
 
これらのように、特異及び多彩、あるいは、新規表現型を呈する遺伝性不整脈症候群において、
次世代シークエンス（パネル解析、全エクソン解析）を駆使し、疾患の原因となる多くの遺伝子
変異を同定し得た。さらに、機能解析を行うことにより疾患の分子病態を解明することができた。      
本研究は、未解明の遺伝性不整脈症候群において、臨床面では新規治療法の基礎を構築するこ
とや、基礎研究面ではイオンチャネルの構造-機能連関に新たな知見をもたらすなど、多方面に
派生する可能性がある。 
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