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研究成果の概要（和文）：心機能にとって、正常な心拍数とリズムは不可欠である。刺激伝導系におけるインパ
ルス発生あるいは伝播の障害は、徐脈性不整脈を引き起こす。本研究においては、遺伝性洞性徐脈家系の解析に
より、アセチルコリン活性化カリウムチャネル(IKAChチャネル)をコードするKCNJ3の新規変異を明らかにした。
 この変異は、Gタンパク質共役型受容体刺激がない場合でも、基底電流を増加させることによってIKAChチャネ
ル機能の異常活性を引き起こした。 選択的IKAChチャネル遮断薬NIP-151は、活性の増加を抑制し、ヒト変異を
持つゼブラフィッシュにおける徐脈性不整脈の表現型を改善した。

研究成果の概要（英文）：Normal heart rate and rhythm are essential for proper heart function. As 
disorders of impulse generation and/or propagation in the cardiac conduction system culminate in 
symptomatic, life-threatening bradyarrhythmias, the ion channels responsible for these phenomena 
represent promising therapeutic targets. We describe a family affected with hereditary sinus 
bradycardia. Genetic analysis revealed a novel mutation in KCNJ3, which encodes a subunit of the 
acetylcholine-activated potassium channel (IKACh channel). The mutation caused a gain of IKACh 
channel function by increasing the basal current, even in the absence of G protein-coupled receptor 
stimulation. The selective IKACh channel blocker NIP-151 repressed the current increase and improved
 all bradyarrhythmia phenotypes in zebrafish harbouring the mutation. We thus identified the KCNJ3 
mutation as responsible for these bradyarrhythmias and propose that selective IKACh channel blockers
 may be a valuable therapeutic approach.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 臨床遺伝　洞性徐脈　ゲノム　循環器　刺激伝導組織

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性徐脈性不整脈の新たな原因として、IKAChチャネルの新規遺伝子変異を同定し、本チャネルの異常活性化
が徐脈性不整脈の原因となることを見出した。本チャネルの選択的阻害薬は異常活性化を示す変異型チャネルに
対しても高い阻害活性を示し、同チャネル変異を導入した疾患モデル動物においても有効性を示したことから、
徐脈性不整脈に対する新規の分子標的治療薬になり得ることが示唆された



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
 循環調節系は進化の過程で培われてきたシステムであり、ペースメーカーを担う洞結節は恒
常性維持の為に不可欠である。心臓刺激伝導系は、洞結節で発生する周期的な細胞電気興奮（活
動電位）を隣接する心筋細胞群に次々に伝播させ、心臓全体を拍動させるという重要な役割を
担っている。心拍数をつかさどる洞結節や房室結節などの刺激伝導系を構成する細胞の機能的
破綻は洞性徐脈を引き起こし、心拍出量が低下することによる労作時の息切れや身体活動度の
低下、脳虚血による失神等の重篤な症状をもたらす。このような徐脈性不整脈に対しては現在
のところ、外科的なペースメーカー植え込み術が標準治療であり、徐脈の病態分子機序に基づ
いた長期的に服用可能な治療薬は存在しない。現在までに遺伝性の徐脈性不整脈の原因遺伝子
として、一部の家系で過分極性陽イオンチャネル遺伝子である HCN4、ナトリウムチャネル遺
伝子である SCN5A、核膜タンパク質遺伝子である LMNA と EMD、およびギャップ結合タン
パク質遺伝子である Cx40 と Cx43 などに変異が見出されているものの、原因については現在
まで明らかになっておらず、厚労省の難治性疾患克服研究事業の疾患にも指定されており、そ
のメカニズムの解明は医学的見地のみならず社会的にも急務である。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、遺伝性徐脈性不整脈の家系において原因遺伝子変異を同定し、その分子

機能解析を行い、さらにモデル動物を作製し病態再現性を見ることを主目的とする。続いて、
作成されたモデル動物の系を用いて、標的分子に対する選択性と高親和性を有する新規化合物
の薬理作用を評価することも併せて行った。 
 
３．研究の方法 
 
（1） ゲノム解析および遺伝学的な解析による原因遺伝子の同定 
遺伝性徐脈性不整脈（洞不全症候群、徐脈性心房細動、および房室ブロック）の診断がつい

た家系を対象に、各検体の血液より genomic DNA を抽出した。続いて、家系構成員の一部につ
いて、全エクソーム解析を行った。フィルタリングは、次のようなカテゴリーで行った。(a)
ヘテロで存在するバリアント、（b）exon 内に存在するバリアント、(c)同義置換以外の変異を
有するバリアント、(d)dbSNP135 のような多型ﾃﾞｰﾀベースにおいて、Minor アレル頻度が 0.1%
以下であるもの。一方、遺伝学的解析については、構成員全員（罹患、非罹患者を含む 13人）
を用いて行った。実際には、すべての染色体に配置されている多型性マーカーを typing し、組
み換えの情報を得た。なお、この研究については共同研究を行った大阪大学などで倫理計画が
承認されている。 
 
（2） 電気生理学的なアプローチによるチャネルの機能解析 
ゲノムおよび遺伝学的な解析により明らかとなった原因遺伝子の変異と実際の機能の相関を

解析するために、電気生理学的な解析を行った。 
 
a.アフリカツメガエルの未受精卵を調整し、電気生理学的な解析の材料とした。実際には、ヒ
トの KCNJ3（野生型および N83H）,KCNJ5 などから cRNA を合成し、アセチルコリン受容体（m2R）
の cRNA とともに、受精卵に導入した。電流の解析は、二電極膜電位固定法によって行い、得ら
れた電流値の解析は、Clampfit によって行った。なお、アセチルコリン（ACh）や Ba2+は潅流
液に流す形で添加し、ACｈはチャネルの活性化（total 電流の測定）および Ba2+は、発現して
いるカリウム電流を完全に抑制するために使用した。 
 
b.シングルチャネルの電流を測定するために、以下のような方法を用いた。すなわち、ヒトの
KCNJ3（野生型および N83H）,KCNJ5 を pcDNA にクローニングし、HEK293T にトランスフェクシ
ョンした。まず、Whole-cell 電流の記録は、Axopatch200B を用いることにより-100 mV の電位
に固定した状態で行った。また、single チャネルの記録の場合には inside-out パッチ膜を形
成し、ATP (2 mM) および GTPγS (10 μM)を含む溶液中で記録を行った。 
 
（3） ゼブラフィッシュを用いた病態再現性の確認 
得られた変異の生体レベルにおける病態再現性を調べるために、ヒト遺伝子を導入したトラ

ンスジェニックゼブラフィッシュを作成した。実際には、ゼブラフィッシュの心房由来ミオシ
ン重鎖プロモーター下流に、ヒト KCNJ3 (Kir3.1-WT or -N83H)、 ヒト KCNJ5、 およびレポー
ターとして mCherry を 2A によって連結し、３つの遺伝子産物を同時に発現する系を構築した。
続いて、トランスポゼース 2（以下、Tol2）とともに上記のコンストラクトをゼブラフィッシ
ュ受精卵に導入した（Tol2 システムを用いると DNA の宿主染色体への挿入が促進され、高い導
入効率が得られる）。mCherryn の発現を指標にスクリーニングを行い、複数の founder を得る
ことができた。続いて、心臓の機能を測定するために得られた founder と心筋に GFP を発現す
る hspGFF3A と系統のゼブラフィッシュを交配し、蛍光顕微鏡下でイメージングを行った。 
 



 
（4） アフリカツメガエル未受精卵およびゼブラフィッシュ embryo における NIP-151 処理 
KCNJ3 への阻害剤の効果をみるために、NIP-151 を 0.001、0.01、0.03、0.1、1および 10 µM

の濃度で処理した。実際の阻害効果は、アフリカツメガエル未受精卵の場合は、二電極膜電位
固定法により電流を測定し、ゼブラフィッシュ embryo においては、心臓のイメージングにより、
解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）徐脈性不整脈家系における原因遺伝子の同定 
遺伝性徐脈性不整脈（洞不全症候群、徐脈性心房細動、および房室ブロック）のいくつかの

家系について、最初のアプローチとして全エクソーム解析を行った。ある家系（家系 A）につ
いては、候補遺伝子を８つまで絞り込むことができた。そして co-segregation 解析により縛り
こまれたバリアントの継承は確認することができたが、本家系ではこれ以上の情報を絞り込む
ことができなかった。この段階で考えられたことは、家系の構成員のすべての情報を使えたわ
けではないので、真の原因となるバリアントとそうでない領域のバリアントが分離できないと
いうことである。それゆえ、並行して解析していた別家系（家系 B）については、少し別のア
プローチを試みた。すなわち、構成員が 13 人で
あり、3 世代にまたがる家系であったので、そ
の組み換え情報をフルに使うために、得られた
すべての検体を対象に、マイクロサテライトマ
ーカーを用いて連鎖解析を行った。その結果、L 
LOD score 2.709となり、2番染色体のD2S112 と
D2S2330 の領域 [約 48.3 Mb]、および 14番染色
体の pter と D14S288 の領域 [約 44.1 Mb]の 2
か所に候補領域が絞られた（図１）。この結果と
エクソーム解析の結果を合わせることにより、
最終的に、その原因として KCNJ3 遺伝子に新規
変異を同定した（c.247A>C, p.N83H）。 
 

（２）KCNJ3 変異体における電気生理学的解析 
 
KCNJ3 の遺伝子産物である Kir3.1 蛋白質は、KCNJ5 によってコードされる Kir3.4 蛋白質と共

にヘテロ四量体としてアセチルコリン活性化カリウムチャネル（IKACh チャネル）を構成する。
IKACh チャネルは心臓の洞結節、心房筋および房室結節に発現しており、副交感神経刺激によ
るアセチルコリン（ACh）のムスカリン M2 受容体への
結合を介してチャネルが活性化され、心拍数を低下さ
せる役割を担っている。アフリカツメガエル卵母細胞
にKCNJ3と KCNJ5の cRNAをインジェクションすること
により IKACh チャネルを発現させ、二電極膜電位固定
法によって変異型 IKACh チャネルの電気生理学的特性
を解析した。その結果、野生型 IKACh チャネルは ACh
非刺激時の電流量は小さく ACh 刺激によってチャネ
ルが活性化され電流量が増大するが、変異型 IKACh
チャネルは ACh 非刺激時の電流量が既に大きく、変
異の存在によるチャネルの異常活性化が考えられた
（図２）。続いて、この過剰な電流のメカニズムの解
明を行うために、パッチクランプ法を用いてシング
ルチャネルの電流を測定した。その結果、野生型に
対して変異体では、１つのチャネルに流れる電流量は変化しないが、チャネルの開口時間が延
長していることが、明らかになった（図３）。 
 
（3）KCNJ3 変異体におけるモデル動物の病態再
現性 
 
さらに、同定された KCNJ3 の変異が病態再現

性をもつかどうかを調べるために、ヒトの変異
を導入したトランスジェニックゼブラフィッシ
ュを作成した（導入した遺伝子は、心房筋に特
異的に発現するように操作し、mCherry という
蛍光タンパクの発現をモニターする形で、確認
した）。実際には、ゼブラフィッシュの embryo
（３日後胚）を用いて、心拍数の測定を行った。



その結果、ゼブラフィッシュの野生型に対して、ヒトの変異を導入したゼブラフィッシュでは
心房が肥大し、心拍数が減少した。一方、ヒトの正常遺伝子を導入したゼブラフィッシュでは、
心拍数に変化はなかった。なお、神経系に影響は見られなかったので、導入した変異遺伝子の
効果は心臓に特異的であり、病態は再現される結果であった（図４）。 
 
 

（４）選択的阻害剤 NIP-151 における薬理学的解析 
 
次に、IKACh チャネルに対して選択的阻害活性を持つ化合物 NIP-151 に着目し、薬理学的解

析を行った。また、疾患モデル動物における生体内薬効解析を行うため、NIP-151 投与前後で
の心拍解析を行った。電気生理学的実験の結果、野生型 IKACh チャネルは ACh 非刺激時の電流
量は小さく ACh 刺激によってチャネルが活性化され電流量が増大するが、変異型 IKACh チャネ
ルは ACh 非刺激時の電流量が既に大きく、変異の存在によるチャネルの異常活性化が考えられ
た。NIP-151 は野生型のみならず変異型 IKACh チャネルに対しても高い親和性と濃度依存性の
阻害効果を認めた NIP-151 水溶液（100 nM）中に入れて心拍解析を行ったところ、変異型ゼブ
ラフィッシュの心拍数を有意に上昇させ、徐脈性不整脈を改善させた。 
 
遺伝性徐脈性不整脈の新たな原因として、IKACh チャネルの新規遺伝子変異を同定し、本チ

ャネルの異常活性化が徐脈性不整脈の原因となることを見出した。本チャネルの選択的阻害薬
は異常活性化を示す変異型チャネルに対しても高い阻害活性を示し、同チャネル変異を導入し
た疾患モデル動物においても有効性を示したことから、徐脈性不整脈に対する新規の分子標的
治療薬になり得ることが示唆された。 
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