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研究成果の概要（和文）：本研究では、不整脈疾患における遺伝的背景の解明を目指し、遺伝型・表現型の解析、変異
チャネルによる疾患発症メカニズム解析を行った。エピネフリン誘発性QT延長と洞結節機能不全がオーバーラップした
QT延長症候群3型（LQT3）の機能解析を行い、論文報告した。本報告は、LQT3治療に関するβ遮断薬の選択に関して新
たな知見になり得ると考えられた。また、疾患特異的iPS細胞研究として、カテコラミン誘発性多形性心室頻拍の拡張
期Ca上昇の再現、薬効評価を行い現在論文投稿中である。他に、L型Caチャネル異常によるLQTのiPS細胞モデルを用い
た解析、ラミンA/C遺伝子関連心筋症の遺伝型と重症度の関連を解析した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the phenotype-genotype relationship in the 
inherited arrhythmias and reveal the underlying mechanisms, especially, using a newly developed 
technology, ’patient specific induced pluripotent stem (iPS) cell model’. We identified a cardiac 
sodium channel mutation in a patient with sinus node dysfunction and epinephrine-induced QT prolongation. 
The electrophysiological properties of the mutant channels were closely associated with the overlapping 
clinical features of the patient. Regarding the disease-specific iPS model, we generated CPVT-iPS cell 
model and recapitulated arrhythmogenic features which were suppressed by a promising compound, S107. In 
addition, we established long QT syndrome-iPS model associated with an L-type Ca channel gene mutation 
and identified the impaired inactivation in the mutant channels. In LMNA-related cardiomyopathy, we 
investigated the impact of the type of mutation to the development of decreased left ventricular 
function.

研究分野： 臨床心臓学
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１．研究開始当初の背景 
本邦では年間 5-10 万人が心臓突然死をき

たしていると推測され、近年、社会では不整
脈と心臓突然死への関心が急速に高まって
きている。致死性不整脈の原因としては、明
らかな基礎疾患がないにも関わらず心室細
動を来たし突然死に至る例も存在し、遺伝子
異常の関与が報告されている。我々は、滋賀
医科大学呼吸循環器内科との共同研究によ
り、多施設より集積した遺伝性不整脈疾患ゲ
ノムデータベースを構築し、解析を行ってき
た。また、治療法開発のためには疾患発症分
子メカニズム解明の基礎研究は必須であり、
培養細胞に変異タンパクを過剰発現させた
再構築系にて機能解析を行ってきた。しかし、
従来の解析手法は、心筋細胞ではなく、活動
電位解析ができないなど実際の患者心筋と
の間に‘missing link’があった。しかし、
2007 年、山中らによりヒト人工多能性幹
（ iPS ）胞作製が報告され（Cell 131: 
861-872）、これまで困難だった患者自身の
iPS 細胞を作成し、心筋細胞に分化させるこ
とにより、患者と同じ遺伝子を持つ心筋細胞
の解析が可能となった。我々は、この新しい
tool を用いることにより疾患発症メカニズム
の解明、治療薬スクリーニングを目指し疾患
特異的 iPS 細胞研究を開始した。 
２．研究の目的 
本研究では、不整脈疾患の遺伝的背景の解

明を目的とし、多施設より集積した遺伝性不
整脈患者ゲノムデータベースを基に、臨床・
基礎研究を行った。特に、基礎研究では、新
たな研究手法であるヒト iPS細胞技術を用い
疾患発症メカニズムの解明を行い、治療法開
発を目指す 
３．研究の方法 
(1)培養細胞を用いた変異チャネルの機能解
析：ヒト胎児腎（HEK）培養細胞に変異チャ
ネルを過剰発現し、パッチクランプ法を用い
た電気生理学的解析を行った。 
(2)疾患特異的 iPS 細胞を用いた解析：イン
フォームドコンセントを得た後、患者検体
（皮膚繊維芽細胞、または、末梢血リンパ球）
に山中 4因子（OCT3/4、SOX2、KLF4、c-MYC）
を遺伝子導入しリプログラミングを行い iPS
細胞を樹立した。胚様体形成法（Yang et al. 
Nature 2008）にて心筋分化を行い、6-8 週後
に解析を行った。コントロールとして健常人
より作成した 201B7、253G1 クローンを用い
た。 
４．研究成果 
(1)エピネフリン誘発性QT延長と洞結節機能
不全がオーバーラップした QT 延長症候群 3
型（LQT3）（SCN5A-V2016M）の機能解析 
先天性 QT 延長症候群は、原因遺伝子によ

り型分けされ、運動・エピネフリン負荷時に
QT 延長、心室性不整脈を来す症例は KCNQ1 遺
伝子変異による LQT1 に典型的であり、SCN5A
遺伝子によるもの(LQT3)は、夜間・安静時に
発作を来しやすいとされている。今回我々は、

エピネフリン負荷QT延長+洞不全症候群症例
においてSCN5A遺伝子の最後のアミノ酸を変
化させる変異を検出し、本症例の疾患発症メ
カニズムとの関連を解析した。失神歴のある
エピネフリン負荷QT延長+洞不全症候群症例
（24 歳男性）において検出された SCN5A 遺伝
子変異（c.6046 G>A, p.V2016M）に関して、
変異を導入したプラスミドを作製し、HEK 細
胞に心臓 Na チャネルαサブユニット、β1サ
ブユニットと共発現させた過剰発現系にお
いてホールセル・パッチクランプ法を用いた
電気生理学的機能解析を行った。エピネフリ
ン負荷後の変化をみるためにPKA刺激として、
PKA activator：8-CPT-cAMP、PKC刺激として、
PKC activator ：
1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG)を用
いた。パッチクランプ法を用いた Na 電流解
析の結果、野生型(WT)に比べて変異チャネル
(V2016M)はピークNa電流量の低下を認め(WT, 
175.2 ±17.6 pA/pF; V2016M, 97.2 ± 16.0 
pA/pF; p < 0.01)、臨床所見でみられる徐脈
に合致する所見であった。（図１）また、チ
ャネルキネティクスに関しては、ベースライ
ンでは明らかな変化を認めなかったが、PKA
刺激で、late Na 電流が増加し(WT, 0.07 ± 
0.01%; V2016M, 0.17 ± 0.03%; p < 0.05；
図２)、PKA、または、PKC 刺激においてチャ
ネルの不活性化の障害を認めた。（WT に比べ
て、PKC, PKC 刺激下で fast inactivation の
脱分極側シフト、PKC 刺激下で development 
of slow inactivation 、 closed-state 
inactivation の低下） 
 
図１．心臓 Naチャネル（野生型(WT)と V2016M
変異チャネル）の電流記録（A）と電流電圧
曲線（B） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２A.PKA、PKC 刺激下の遅延 Na 電流記録 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図２B.PKA、PKC 刺激下の遅延 Na 電流密度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの所見はエピネフリン負荷時の Na チ
ャネル機能亢進を示唆する所見であった。エ
ピネフリン負荷QT延長+洞不全症候群症例に
て検出された SCN5A-V2016M 変異の機能解析
結果は、atypical LQT3 の疾患発症機序に合
致する所見であった。LQT3 に対するβ遮断薬
の有効性に関してはエビデンスが少なく
controversial であり、本研究は重要な知見
を与えると考える。本研究は論文発表を行っ
た。（Chen et al. Heart Rhythm 2016） 
 
(2)疾患特異的ヒト iPS 細胞を用いた遺伝性
不整脈疾患の解析―カテコラミン誘発性多
形性心室頻拍（CPVT）― 
CPVT は、運動や情動などのカテコラミン刺

激によって、心室頻拍・細動による突然死を
引き起こす遺伝性不整脈疾患である。原因遺
伝子として約 50-60%に筋小胞体からの Ca 放
出に関わるリアノジン受容体（RyR2）遺伝子
異常が検出される。今回、CPVT の病態解明を
目的とし、患者より iPS 細胞を作製し、分化
心筋の解析を行った。運動時の失神既往、二
方向性心室頻拍を認め、RyR2 遺伝子異常
（p.I4587V）が検出されている CPVT 患者よ
り iPS 細胞を作成し、分化心筋の解析を行っ
た。Ca imaging dye として Fluo-8 を用い、
単一心筋細胞の Ca transient を計測した
（AQUACOSMOS, 浜フォト）。計測は、15sec ず
つ、rate 30, 60/分にて電気的ペーシングを
行い、イソプロテレノール 100nM 負荷後、同
様に電気的ペーシングを行い記録した。イソ
プロテレノール負荷後、拡張期細胞内 Ca 増
加（diastolic Ca wave）を認め、それに伴
う triggerd activity も観察され、CPVT-iPS
細胞由来分化心筋では、イソプロテレノール
負荷後、diastolic Ca wave を認める細胞が
有意に多かった。（CPVT 55% (n=31) v.s. コ
ントロール 22% (n=36), pacing rate 30/min, 
p=0.02, CPVT 50% (n=34) v.s. コントロー
ル 19% (n=43), pacing rate 60/min, p=0.01）
また、パッチクランプ法を用いた活動電位解
析では、イソプロテレノール負荷後、遅延後
脱分極（DAD）を有意に多く認めた。（図３）
また、本 iPS 細胞モデルを用いて、RyR2 安定
化作用を持つ化合物S107を投与したところ、
有意に DAD の発生を抑えた。（図４）上記の
ように本モデルは病態解明や薬効評価に役
立つと期待される。 
 
図３．CPVT-iPS 細胞由来分化心筋の活動電位

解析（DAD: 遅延後脱分極） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．CPVT-iPS 細胞由来分化心筋における
S107 の抗不整脈作用の解析（活動電位記録） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)疾患特異的ヒト iPS 細胞を用いた遺伝性
不整脈疾患の解析―QT 延長症候群 8型― 
心臓 L型カルシウムチャネルαサブユニッ

トをコードする CACNA1C 遺伝子は、その変異
により Timothy 症候群（QT 延長による致死性
不整脈、合指症、免疫不全を伴う）という予
後不良な疾患を引き起こすことが知られて
いる。我々は、最近、心以外の症状を伴わな
い新たな CACNA1C 遺伝子変異による QT 延長
症候群を報告した（Europace 2014）。今回、
心外症状を伴わないCACNA1C-A582D変異を持
つ QT 延長症候群患者より疾患特異的 iPS 細
胞を作製し、分化心筋において電気生理学的
解析を行った。胚様体形成法にて分化心筋を
作成し、単一細胞において室温、0.5Hz ペー
シング下でパッチクランプ法を用いた活動
電位記録を行ったところ、コントロールに比
べA582Dにて有意に活動電位が延長していた。
（APD90 (ms); A582D: 1388 ± 83, control: 
1045 ± 77; P < 0.01）（図５）次に、L型カ
ルシウム電流記録を行ったところ、電流の不
活性化の障害によるチャネルの機能亢進を
認め、QT 延長症候群に合致する所見と考えら
れた。（r300（300ms 後の内向き Ca 電流密度）; 
A582D: 0.120 ± 0.005, control: 0.035 ± 
0.011 at 0 mV; P < 0.01）Ca 電流の不活性
化障害の程度は既報のTimothy症候群より軽



度であり、変異による電流変化の程度が心外
症状に関与している可能性が推察された。現
在本モデルを用いた薬効評価を進めている。 
 

図５．LQT8-iPS 細胞由来分化心筋の活動電位
解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．LQT8-iPS 細胞由来分化心筋の L 型 Ca
チャネル電流解析（r300:300ms 後の内向き
Ca 電流密度） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)ラミン A/C 遺伝子関連心筋症の病態解析 
lamin A/C 遺伝子は、核膜の裏打ち蛋白で

ある lamin A, C をコードし、核膜の構造保
持や DNA 転写、遺伝子発現に重要な役割を果
たす。本遺伝子異常はラミノパチ―と呼ばれ
る種々の疾患を引き起こし、特に心臓では、
拡張型心筋症+心臓伝導障害を呈する。本疾
患は、致死性不整脈や重症心不全の合併によ
り予後不良であり、根本的治療法のない難治
性疾患である。我々は、lamin A/C 関連心筋
症の病態解明のため、laminA/C 遺伝子変異が
判明している患者の表現型に関して検討を
行った。lamin A/C 遺伝子変異の判明してい
る発端者 29 例、家系内遺伝子変異キャリア
ー27 例において表現型（年齢、性別、伝導障
害、心機能低下、致死性心室性不整脈、突然
死の家族歴）と変異型（missense 変異、
non-misssense 変異）の検討を行った。発端
者 29 例の変異型は missense 変異 38%、
non-missense 変異 62%（nonsense 変異 14%、
deletion 変異 42%、insertion 変異 3%、
splicing error 3%）であった。missense 変
異群、non-missense 変異群の比較にて、伝導
障害（洞不全症候群（39% vs 18%）、房室ブ
ロック（61% vs 46%）に差は認めず、左室機
能低下が non-missense 変異群で有意に多い
結果であった（78% vs 36%、P<0.05）。心室
頻拍・心室細動の発症は両群で差を認めなか
った。また、心機能低下は、non-missense 群
でより早期に発症していた（logrank test 
p=0.029）。（図７）家系内遺伝子変異キャリ
アー27 例を加えた、計 56 例の解析でも、心

機能低下は、non-missense 群でより早期に発
症する同様の結果を認めた（logrank test 
p=0.014）。Lamin A/C 遺伝子関連心筋症患者
において、non-missense 変異は、missense
変異例より、早期にまた高率に左室機能低下
を来す可能性を初めて報告した。本知見が病
態の把握、患者診療への還元されることが期
待される。 
 

図７．ラミン A/C 遺伝子関連心筋症発端者に
おける変異型（ミスセンス変異、非ミスセン
ス変異）別の心臓伝導障害（CCD）、心機能低
下（DCM）の発症曲線 
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