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研究成果の概要（和文）：本研究では、致死性家族性不整脈疾患における最新ゲノム編集技術を用いた疾患特異
的iPS細胞研究を目的とし、心臓L型Ca2+チャネル遺伝子のヘテロミスセンス変異（CACNA1C p.E1115K）を有する
QT延長症候群とBrugada症候群の合併例の解析を行った。コントロールとして、患者由来iPS細胞において
CRISPR-Cas9システムを用いて遺伝子変異をcorrectionしたiPS細胞株を用いた。患者由来iPS細胞由来心筋細胞
では、変異Ca2+チャネルでは、イオン選択性が障害され、活動電位持続時間の延長、プラトー相の低下を認め、
患者病態を再現するiPS細胞モデルの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to analyze disease-specific iPS cell model using the
 latest genome editing technology in inherited arrhythmia disorders. We analyzed a case of QT 
prolongation syndrome and Brugada syndrome with a hetero-missense mutation (CACNA1C p.E1115K) in the
 cardiac L-type Ca2+ channel gene. As a control, we used an iPS cell line in which the mutation was 
corrected using the CRISPR-Cas9 system in patient-derived iPS cells. In the patient-derived iPS cell
 cardiomyocytes, mutant Ca2+ channels showed impaired ion selectivity, prolonged action potential 
duration, and decreased plateau phase. Thus, we successfully established an iPS cell model that 
reproduced the patient's clinical phenotypes.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 不整脈　iPS細胞　心臓突然死　遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性疾患患者由来iPS細胞モデルの解析に際して、コントロールとして健常人由来のiPS細胞のみの使用では、
対象遺伝子変異以外の遺伝的背景が異なりその影響が除外できないという問題がある。本研究では、ゲノム編集
技術を用いて変異をcorrectionさせたiPS細胞モデルをコントロールとすることにより対象変異が引き起こす変
化を精密性の高い系を用いて解析した。また、ゲノム編集技術は、患者よりiPS細胞を作製できないケースや
compound変異等の解析にも有用であえう。ゲノム編集技術を用いたiPS細胞モデルは、病態解明、創薬研究への
発展、患者診療への貢献が期待される。

※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 
致死性遺伝性不整脈疾患はそれまで健康であった若年者にも突然死を来し得るため、社会的
影響が非常に大きい。また、突然死予防の植込み型除細動器治療は精神的・肉体的負担も大きく、
適応の検討、創薬を含めた新たな治療法の開発が望まれている。近年の次世代シーケンサーによ
る遺伝子解析技術の進歩に伴い多くの遺伝子変異が検出されるようになったが、遺伝子変異の
病原性、不整脈の発症機序に関しては未だ不明な点が多く、治療法開発のためには疾患発症分子
メカニズムの解明は必須であると考える。従来の研究は、非心筋培養細胞に変異タンパクを過剰
発現させた再構築系や動物モデルを用いたものであり、ヒト心臓組織との間に乖離があったが、
2007年、京都大学 iPS細胞研究所、山中らが開発したヒト iPS細胞を用いることにより、患者
と同じ遺伝的背景を持った「ヒト心筋」における解析が可能となった。また、本研究では、近年、
革新的進歩を遂げている人工ヌクレアーゼを用いたゲノム編集技術を駆使することにより、よ
り詳細な正確性の高い疾患特異的 iPS細胞モデルを用いた研究を行うことを計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、致死性遺伝性不整脈疾患に関する病態解明、治療法開発を目的とし、最新のゲノ
ム編集技術を用いた iPS 細胞モデルを用いた研究を行う。対象となる不整脈疾患に関しては、
研究を進行中である、QT延長症候群、compound変異症例、LMNA関連心筋症を対象とした。 
 
３．研究の方法 
iPS 細胞樹立に関しては、患者より同意を得て、末梢血単核球を採取、エピソーマルベクター
を用いてリプログラミング因子を導入し、iPS 細胞を樹立した。樹立した iPS 細胞に関しては、
免疫染色による未分化マーカーの発現、核型解析を行った。 
iPS 細胞におけるゲノム編集に関しては、Cas9 蛋白、guide RNA, 鋳型一本鎖 DNA（Integrated 
DNA Technologies）をエレクトロホレーション（NEPA21, ネッパジーン）により、遺伝子導入を
行い、single cell cloning 後、ダイレクトシーケンシングにて目的クローンを選択した。 
電気生理学的機能解析に関しては、Multiclamp 700B amplifier、Digidata 1440 digitizer 
hardware（Molecular Devices）を用いてイオンチャネル電流記録、活動電位記録を行った。ま
た、活動電位記録時に、電気的に IK1 電流を加えた dynamic clamp 法を行った。 
 
４．研究成果 
ゲノム編集技術を用いた遺伝性不整脈疾患ヒト iPS 細胞モデルの解析に関して、主に取り組
んだ心臓 L型 Ca2+チャネル遺伝子変異（CACNA1C p.E1115K）に関する解析結果を報告する。 
心臓 L型 Ca2+チャネルは、CACNA1C 遺伝子によりコードされ、心筋細胞の興奮、収縮に重要な役
割を果たしている。1115 番目のグルタミン酸(E)は、Ca2+選択性に重要であることが知られてお
り、当該アミノ酸がリジンに変異するヘテロミスセンス変異（CACNA1C p.E1115K）を有する QT
延長症候群と Brugada 症候群を合併した症例より iPS 細胞を樹立し、分化心筋細胞を用いた発
症機序解明を行った。樹立した iPS 細胞における免疫染色にて未分化マーカー（SSEA4, TRA-1-
60, OCT3/4）を発現しており、核型検査にて異常を認めなかった。コントロールとして、健常人
由来 iPS 細胞株（201B7）と患者由来 iPS 細胞において CRISPR-Cas9 システムを用いて遺伝子変
異を correction した iPS 細胞株（isogenic control）を用いた。 
iPS 細胞由来分化心筋細胞におけるパッチクランプ記録を用いた電流記録では、E1115K にお
いて、コントロールと比較し、内向き Ca2+電流密度は約半分に減少し、さらに大きな外向き電
流を認めた（図 2 左）。外向き電流は、細胞内の Cs+電流とかんがえられ、Ca2+の選択性が障害
され、一価のイオンの透過性が上昇していることが示唆された。電流電圧曲線（図２右）では、
E1115K の逆転電位が過分極側にシフトしており、これからも変異 L型 Ca2+チャネルにおけるイ
オン選択性が障害されていることが示唆された。 
次に、変異 E1115K チャネルの Na+透過性を調べるため、細胞外液に 140 mM Na+が存在し、Ca2+ 
free の状態で L型 Ca2+チャネル電流と同じ脱分極刺パルス刺激下で電流を測定した（図３）。コ
ントロール（正常な L 型 Ca2+チャネル）では、細胞内向き電流（図では下向き）を認めなかっ
たが、E1115K-L 型 Ca2+チャネルでは、持続性の内向き電流（変異 L型 Ca2+チャネルを通る Na+
電流）を認め、変異チャネルは Na+透過を有していることが示された。 
活動電位記録（図４）では、E1115K において活動電位の延長（QT延長症候群に合致）、プラト
ー相の電位低下（Brugada 症候群の機序）、催不整脈性を示す所見（早期後脱分極、活動電位持
続時間の交互性変動）が認めら、本 iPS 細胞モデルは、患者における表現型を再現していた。 
現在、本モデルにおける内因性遅延 Na+電流の役割に注目し、治療候補薬の検討をすすめてお
り、病態解明、創薬のための有用な疾患プラットフォームになり得ると考える。 

  



 
図１ 心臓 L型 Ca2+チャネルの模式図 
1115 番目のグルタミン酸(E)は、Ca2+選択性に重要であることが知られており、当該アミノ酸が
リジンに変異するヘテロミスセンス変異（CACNA1C p.E1115K）の iPS 細胞モデルを樹立した。 

 
 
 
図２ Ｌ型 Ca2+チャネル電流記録（pipette 内は、Na+を Cs+に置換） 

 
 
 
図３ Ｌ型 Ca2+チャネルを通る Na+電流記録（細胞外液 140ｍM Na+, Ca2+ free） 

 
 
 
図４ 活動電位記録（電気的に IK1 電流を加える dynamic clamp 法を用いて計測） 
E1115K 心筋細胞にて活動電位持続時間の延長を認めた。 
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