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研究成果の概要（和文）：本研究では、先天性QT延長症候群タイプ6（LQTS6）の病因・病態解明を目指した。患
者由来の疾患iPS細胞を用いて、患者と同一のMiRP1遺伝子変異を持つ洞結節ペースメーカ細胞および心室筋細胞
を個別に、蛍光タンパク質によって可視化できる細胞株の樹立に成功した。分取した心筋細胞は、洞結節ペース
メーカあるいは心室筋細胞特有のマーカーの発現および電気生理学的特性を示した。病因・病態の詳細な解析に
は到達しなかったが、患者由来の心筋の調整できるので、今後、病態の解明を進めていきたいと考えている。同
時に、心筋分化誘導法の改良、新たな洞結節ペースメーカ細胞の可視化―選別採取法の開発などにも成功してい
る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the etiology and pathophysiology of 
congenital long QT syndrome type 6 (LQTS6). Using patient-derived disease iPS cells, we succeeded in
 establishing a cell line in which sinus node pacemaker cells and ventricular cells having the same 
MiRP1 gene mutation as the patient can be individually visualized by fluorescent proteins. The 
fractionated cardiomyocytes showed the specific maker expression and electrophysiological 
characteristics of sinus node pacemakers or ventricular muscle cells. Although we have not reached a
 detailed analysis of the etiology and pathophysiology, we would like to proceed with the 
elucidation of the pathophysiology because cardiomyocyte with the same property of patient can be 
prepared by using the established LQTS6 iPS cell. At the same time, we have succeeded in improving 
the method for inducing myocardial differentiation and developing a new visualization-selective 
collection method for sinus node pacemaker cells.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性QT延長症候群タイプ6（LQTS6）の病因・病態解明のために必要な洞結節ペースメーカ細胞と心室筋細胞
を、選択的に可視化－選別採取できるLQTS6疾患iPS細胞株の作製に成功している。この細胞株を使い電気生理学
的解析等を詳細に進めることができれば、LQTS6に特有な徐脈とQT延長という2つの異なった症状を生み出す分子
メカニズムの詳細に迫ることができると考えている。また、原因遺伝子MiRP1について、患者と同等の変異を持
つこれらの細胞は、LQTS6患者の診断、薬剤スクリーニングを通じて、病気の治療のみならず、心臓の拍動制御
システムの解明にも貢献すると期待している。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 LQTS は、心室筋の活動電位持続時間(APD)（心電図上の

QT時間に相当）の延長が引き金となって、不整脈、ひいては失神
や突然死をきたす重篤な疾患である。原因遺伝子よって十数種類に
分類されるが、その中で LQTS6 は、QT延長に加えて、徐脈を呈
する点が特徴的である。LQTS6 の原因遺伝子は、カリウム（K+）
チャネルのβサブユニット、MiRP1（Mink-related peptide 1、
KCNE2）のミスセンス変異（M54T）である（Splawski et al, Nat. 
Genet., 1997）。 
MiRP1（図 1）は、①心室筋の再分極に重要である Ikr電流を

構成する hERG（human Ether-a-go-go Related Gene、KCNH2）
チャネルのβサブユニットとして同定され（Abbott et al, Cell, 
1999）、②ペースメーカ細胞においてHCNチャネル（HCN1/2/4）
のβサブユニットとしても機能することが分かっている（Nawathe 
et al, J Cardiovas Electrophysiol 2013）。つまり、｢QT時間の延長
は心室筋の hERG チャネルの、徐脈はペースメーカ細胞の HCN チャネルの機能障害に病因が
ある｣という仮説が成り立つ（表 1）。しかし、MiRP1 は、多くのK+チャンネルのβサブユニッ
トであること、さらに L 型 Ca2+チャネル（Cav1.2）のβサブユニットであるという最新の報告
もある(Liu et al, J. Mol. Cell Cardiol., 2014)。このため、MiRP1 がどの心筋において、どのイオ
ンチャネルの機能障害と関連し、QT延長や徐脈といった LQTS6 の病態に関わっているのかを
解明する必要がある。 
我々は、ヒト ES 細胞から分化誘導した心筋の中か

ら、洞結節ペースメーカ細胞や心室筋を個別に純化す
る方法を開発した(Morikawa et al. 2010、特許第
5674046 号）。具体的には、イオンチャネル HCN4 遺
伝子座にノックインした蛍光タンパク質を用いて、
HCN4 発現細胞を可視化することによって、ペースメ
ーカ細胞の選別分取に成功している。同様に、MLC2v（ミオシン軽鎖）を指標として、心室筋
細胞も分取できている（図 2）。また、HEK 細胞などを用いて、LQTS1 での hERGの変異が、
細胞内局在、活動電位など、hERG イオンチャネルの分子動態にどのような影響を与えるかを明
らかにしている（Sogo et al.2016、Li et al. 2011 など）。共同研究先のコロンビア大学矢澤研究
室では、LQTS6 の疾患 iPS 細胞（LQTS6-iPS 細胞）の樹立に成功し、分化誘導心筋の成熟
化の研究も行われている。 
そこで、LQTS6-iPS 細胞から分化誘導心筋を作製し、申請者の選別分取法によって、
ペースメーカ細胞と心室筋とに分け解析することができれば、LQTS6 の病態が、どの細胞
の、どのような機能障害であるかを特定でき、LQTS6の発症メカニズムの解明につながる。
これにより、LQTS6 の徐脈のメカニズムを明らかにできれば、ペースメーカ細胞における
拍動制御機構の理解も進むと期待できる。 
 
２．研究の目的 
先天性QT延長症候群タイプ 6（LQTS6）は、QT延長に加えて、徐脈を呈するという特徴

を持つ。原因遺伝子は特定されているが、心臓のどの細胞で、どのような機能が傷害されること
によって、QT延長と徐脈という 2つの症状が現れるのか、それらに相関関係はあるのか、発症
の分子メカニズムなどは、未だ明らかになっていない。米国コロンビア大学の矢澤研究室では、
LQTS6 患者由来 iPS 細胞が樹立されている。 
そこで、まず、この疾患 iPS 細胞を用いた心筋分化誘導系に、我々が開発した蛍光タンパク

質レポーターを用いたサブタイプ心筋の選別分取法を適用し、LQTS6 患者由来のペースメーカ
細胞と心室筋細胞を選択的に分取する。続いて、LQTS6 由来の洞結節ペースメーカ細胞および
心室筋細胞を個別に純化し、｢QT時間の延長は心室筋の hERG チャネルの、徐脈はペースメー
カ細胞の HCN チャネルの機能障害に病因がある｣という仮説の検証を試みる。これにより、疾
患の病態・病因がどの細胞にあるのか、その発症メカニズムとペースメーカ機能との関連などを
解析する。このように、本研究では、iPS テクノロジーと選別分取法、そして分子動態の解析手
法とを組み合わせることによって、LQTS6 の病態・病因、さらに、MIRP1 の分子機能とペース
メーカ細胞における拍動リズムの調節機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）LQTS6 由来洞結節ペースメーカ細胞と心室筋細胞の選択的分取 
① ペースメーカ細胞および心室筋細胞の可視化－選別採取 
  LQTS6-iPS 細胞を用いて、ペースメーカ細胞（HCN4 陽性）を EGFP（青色蛍光タンパク

チャネル HCN hERG

電流 If Ikr

発現細胞 ペースメーカ細胞 心室筋細胞

症状 徐脈 QT時間延長

表１ LQTS6病態・病因の仮説



質）で、心室筋細胞（Mlc2v 陽性）を
mCherry（赤色蛍光タンパク質）で個
別に可視化できる細胞株を樹立する
（図 2）。樹立した細胞株を心筋へ分
化誘導後、CFPとmCherry の蛍光を
指標にペースメーカ細胞、心室筋細
胞を分取視、特性を解析する。 
 
（2）LQTS6 由来洞結節ペースメー
カ細胞と心室筋細胞の解析と病因・
病態解析 
① 活動電位の障害とチャネル機能への影響 
  標的細胞を特定できれば、その細胞の活動電位、各種チャネル電流などの電気生理学的特性
を調べ、MiRP1 の M54T 変異が、各チャネル機能にどのような影響を与えているか、どのイオ
ンチャネルの機能障害と関連しているのか明らかにする。これにより、前述した仮説（表１参照）
を検証する。 
② 変異の修復による病態の改善と仮説の証明 
  MiRP1 の M54T 変異を CRISPR/Cas9 法によるゲノム編集によって、正常型へ修復したコ
ントロール細胞（C-iPS 細胞）を作製する。この修復によって、QT延長や、徐脈などの病態が
改善されるかどうか調べ、M54T 変異が、発症の原因であることの裏づけを取り、前述した仮説
（表１参照）を検証する。 
 
４．研究成果 
（1）2重改変疾患 iPS 細胞株の樹立 
LQTS6 疾患 iPS 細胞を用いて、ペースメーカ細胞

と心室筋細胞を可視化するための遺伝子改変を行った。
具体的には、①HCN4-EGFP-BAC（Bacterial Artificial 
Chromosome）ベクターを作製し、BAC 上の HCN4 遺
伝子座に EGFP 緑色蛍光タンパク質をセミノックイン
した細胞株の樹立を試みた。当初、HCN4-ECFP-BAC ベ
クターの導入はうまくいかず、エレクトロポレーション
機器の変更、使用する細胞数とDNA量などの導入条件
の最適化によって、セミノックイン株（Q13 株）の樹立
に成功した。しかし、このステップで、予想外に時間が
かかり、その後の研究の進捗に大きな影響が出てしまっ
た。続いて、②Q13 株に対して、CRIPR/Cas9 システム
によるゲノム編集法によって、内在のMLC2v 遺伝子座
にmCherry 赤色蛍光タンパク質遺伝子をノックインし、HCN4 の発現を EGFP で、Mlc2v の発
現をmCherry で可視化できる 2 重改変 LQTS6 細胞株（Q13-9 #24 株）の樹立に成功した（図
3）。 
Q13-9 #24 株を心筋へ分化誘導すると、誘導後 1～2 週間で拍動する領域でのみ EGFPが発

現し、その後 3～4週間で拍動領域の一部にmCherry が発現することが分かった。これらの発現
パターンは、これまでに我々が樹立してきた HCN4/MLc2v 遺伝子座への蛍光タンパク質のノ
ックイン株とほぼ同等の発現パターンであった。また、EGFP と
mCherry の単独陽性細胞、共陽性細胞、陰性細胞の 4種類の細胞が
存在することが分かった。また、誘導した細胞からゲノムを調整し、
MiRP1 の変異について調べたところ、M54T変異を持つヘテロ疾患
iPS 細胞であることを確認した（図 4）。 
心筋分化誘導後のQ13-9 #24 細胞株から、EGFP と mCherry を

指標にセルソートすると、HCN4 発現細胞を EGFP 陽性細胞とし
て、Mlc2v 発現細胞をmCherry 陽性細胞として選択的に分取でき、
それぞれ洞結節ペースメーカ細胞および心室筋細胞が高純度で分取
されていることが分かった（図 5）。また、EGFP と mCherry の共陽
性細胞の存在が確認できた。この細胞は、刺激伝導系細胞の可能性
が示唆されていたので、マーカー遺伝子の発現を調べたが、発現し
ているマーカーといないマーカーがあり、特定には至らなかった。 
 

（2）選択的に分取したペースメーカ細胞と心室筋細胞の特性解析 
心筋分化誘導後のQ13-9 #24 細胞株から、EGFP と mCherry を指標としたセルソートによ

って、各種陽性細胞を選択的に分取した。分取した細胞の電気生理学的特性をパッチクランプ法
で解析した。その結果、EGFP陽性細胞としてHCN4陽性の洞結節ペースメーカ様細胞、mCherry



陽性細胞としてMlc2v 陽性の心室筋細胞が選択的に分取できていることが分かった（図 5）。 
しかし、HCN4-EGFP－BACによる改変LQTS6

疾患iPS細胞株の樹立に手間取ったこと、コロナ禍で
研究時間が制約され、また、研究協力者が自宅待機
になったことなどから、選択的に分取したペースメ
ーカ細胞・心室筋細胞などの解析を十分には行うこ
とができなかった。このため、当初計画していた｢QT
時間の延長は心室筋のhERGチャネルの、徐脈はペ
ースメーカ細胞のHCNチャネルの機能障害に病因
がある｣という仮説の検証には至らなかった。また、
各心筋細胞の解析に、コントロールとして必要な健
常化したLQTS6-iPS細胞株（isogenic control）の樹
立にも成功できなかった。 
 
（3）当初の予定にない新たな知見 
① 新しいサブタイプ心筋分取法の開発 
  本研究の過程で、洞結節ペースメーカ細胞や心
室筋細胞を選択的に分取してみると、それぞれの細
胞の純度がそれほど高くないことが判明した。例え
ば、単純にHCN4陽性細胞を分取し、パッチクランプ
法で解析すると、約19％の細胞しか、ペースメーカ
様細胞の活動電位を示さず、その他に心房筋・心室
筋細胞様の活動電位を示す細胞が多数観察された。
そこで、ペースメーカ細胞の純度の向上を目的とした研究を行った。その結果、Shox2を第2の指
標として用いることによって、洞結節ペースメーカ様細胞は、HCN4/Shox2２重陽性細胞として
高純度に調整できることが分かった（図6、論文Revise中）。 
また、心房筋細胞の新たな調整法についても新たな知見が得られている。MLc2aとMLc2vの

２重陽性細胞は、活動電位およびマーカー遺伝子の発現から、心房筋細胞と同等の細胞であるこ
とが判明した（論文準備中）。 
② 心筋分化誘導法の改良 
 これまで、心筋の分化誘導
は、2ステップ法を用いてきた
（ Yamauchi et al., BBRC 
2012）。この方法では、まず、
CHIR99026とNogginで4日間
処理することによって、中胚葉
細胞へと分化誘導し、続いて、
bFGFとBMP4によって心筋へ
と誘導する。この最初のステッ
プで、3～4日目に、CHIR99026
の代わりにIWP2を添加することによって、HCN4陽性細胞の誘導効率を顕著に向上させること
ができ、最終的にできる心筋の割合も上昇することが分かった。このように、IWP2を用いるこ
とによって、心筋分化誘導法のを改良することができた。 
③ 薬剤選択カセットの蛍光タンパク質の発現に対する影響 
  本研究では、ゲノム編集法などを用いて、蛍光タンパク質を指標遺伝子にノックインすると
きに、遺伝子導入された細胞株を選択するため、薬剤選択遺伝子を用いている。そこで、薬剤選
択カセットを除去したところ、HCN4-EGFPに関しては、発現が増強され、Mlc2v-mCherryに関
しては発現が著しく減弱することが判明した。ただ、どちらの場合も、発現する様式（細胞種や
時期）についてはほとんど影響が見られず、発現量が変化していると考えられた。そこで、Mlc2v-
mCherryに関して、転写レベルで制御されているのか否か（応答するシスエレメントの有無）を
調べたが、はっきりとした結論は得られなかった。 
④ 各種心筋細胞を可視化-選別採取できるトランスジェニック動物の開発 
   生体から心筋細胞などを可視化－選別採取できるシステムの構築を目指して、ラットとマウ
スにおいて、EGFP とルシフェラーゼ（E-luc）によって、同時に可視化できるトランスジェニ
ック動物の作製に成功した（Morikawa et al., Biochem Biophys Rep.2019）。 
 

図6 HCN4/Shox2共陽性細胞によるペースメーカ細胞の濃縮

HCN4単独陽性細胞（single positive）では、約19％の細胞が洞結節ペースメーカ（SAN-
like）様の活動電位を示すのに対して、HCN4/Shox2共陽性細胞（Double positive）は、
約70％の細胞がSAN-likeの活動電位を示す。

***  p-value = 0.0001276 Fisher
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