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研究成果の概要（和文）：不整脈の疾患研究では、心房細動と心室細動の機序と対策が問題として残されている。全ゲ
ノム関連解析(GWAS)は網羅的な遺伝的リスクの検討で、今まで同定されなかった疾患パスウェイが同定される可能性が
ある。そこで、自験・他験の心房細動、心室細動/心臓突然死に関するGWASから得られた新規遺伝子と心房細動・心室
細動の関係を生物学的に検討した。その結果、心房細動は1つの不整脈のトリガーに関係する強い遺伝的リスクと複数
の不整脈の維持に関係する弱い遺伝的リスクがあることが分かった。心室細動では、His-Purkinje系に発現する転写因
子が運動誘発性不整脈に関連することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Understanding of arrhythmias has been substantially advanced by gene mutation anal
ysis in familiar arrhythmia syndromes and studies of ionic channels with the patch-clamp technique in cell
-level. The remaining major problem in arrhythmia research is the understanding and therapeutic strategy f
or atrial and ventricular fibrillation. On the other hand, genome-wide-association study (GWAS) is a compr
ehensive, un-biased approach and could reveal novel pathways leading to diseases. Thus, we performed biolo
gical functional analysis for genes that had been newly identified in GWAS of atrial and ventricular fibri
llation. In atrial fibrillation, we found one strong genetic risk related to trigger mechanism, and multip
le weak genetic risks related to maintenance mechanism. In ventricular fibrillation, we found that a defec
tive transcription factor expressed in the His-Purkinje system causes exercise-induced idiopathic ventricu
lar fibrillation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(A) 遺伝的リスクの検討：心室細動・心房
細動などのコモン不整脈にも家族集積性が
あることから遺伝的背景の存在が示唆され
る 。 欧 米 で は 全 ゲ ノ ム ア プ ロ ー チ
(Genome-Wide Association Study 
[GWAS])が実施され、心房細動や心臓突
然死の関連遺伝子が同定されつつある。一
方、本邦では不整脈の GWAS 研究の報告
はまだ見られない。申請者は、理化学研究
所中村祐輔博士らとの共同研究で、本邦初
の心房細動集団を対象とした GWAS 研究、
および米国との共同のメタ解析を行い、そ
れぞれ4つの遺伝的リスク(ラボネームAF 
1-4 を同定した。これらを総合すると、 
(1)人種を超えたリスク(AF1・2)：関連性
が極めて高い普遍的リスク 
(2)日本人優位のリスク(AF3・4)：関連性
が中等度の人種特異的リスク 
(3)欧米人優位のリスク(AF5・6)：関連性
が中等度の人種特異的リスク 

の 3 タイプの遺伝的リスクが同定され
たものと考えられる。 

(B)環境因子：多因子が関与するコモン疾患
では、病態発現の基盤として複数の環境
要因が惹起する慢性炎症の重要性が注
目されている。慢性炎症の発症過程で、
LPS 等の内因性の“危険シグナル
(danger signals)”が、Toll 様受容体
(TLRs)等の病原受容体を利用しシグナ
ル 伝 達 を 行 う
DAMPs(damage-associated 
molecular patterns)という概念が提
唱されている。 
申請者は阻害薬・siRNA を用いた検討
から、pannexin-2(Px-2)が心臓リモデ
リング(マクロファージ動員・線維化・
心肥大など)に関わる危険シグナル
ATP の分泌経路であることを同定した。
これは ATP が様々な状況でマクロファ
ージ動員に重要であるという最近の知
見(Ref.6, 7)と合致する。また、TLR4
が心臓を含む各組織で慢性炎症による
組織リモデリングに関与することが注
目される。以上から、Px-2 と TLR4 が
心臓の環境因子シグナル伝達で重要と
考えた。 

(C) 遺 伝 - 環 境 因 子 相 互 作 用
(gene-environment interaction) の 着
想：コモン疾患では、“環境から遺伝”・“遺
伝から環境”の双方向性作用として下記の
概念が示唆されている； 
・環境→遺伝： 環境因子が惹起する“危
険シグナル”がエピゲノム修飾をもたらす。 
・遺伝→環境： 遺伝リスクが環境因子の
様々なストレスに対する感受性・閾値に影
響する。 
申請者は、遺伝－環境相互作用の心臓にお
ける各論として、予備実験で下記の知見を
得ている； 

・環境→遺伝： 複数の環境因子（圧負荷、
高血糖、加齢等）が共通のエピゲノム因
子 Dnmt1 の発現に影響を及ぼす。 

・遺伝→環境： 突然死リスク NOS1AP
が圧負荷の感受性を修飾する。 

以上より、遺伝—環境因子相互作用の解明
がコモン不整脈の鍵を握ると考え、上記
(A)で同定された遺伝的リスクと(B)で抽出
された環境因子の相互作用の解明を目指す
本計画を着想した。 
 
２．研究の目的 
心房細動では、比較的日本人に特異的な
リスクと考えられた AF3・AF4、心室細
動では、欧米の GWAS で同定された
NOS1 ア ダ プ タ ー 分 子 NOS1AP 、
HDAC 制御因子 NOT3 に焦点を絞る。
これら 4 つの不整脈関連遺伝リスクを対
象に以下の 3 点の解明を達成目標とす
る； 

(1)上記4因子の遺伝子改変動物を作成し、
これらの特性・機能を解明する。 

(2)4 遺伝リスク－環境因子相互作用にお
ける、エピゲノム修飾の関与を明らかに
する。 

(3)“危険シグナル”関連分子 Px-2 と
TLR4 の検討から、遺伝リスク-環境因子
相互作用における危険シグナルの関与を
明らかにする。 

 
３．研究の方法 
本申請は心房細動・心室細動の 2 つの難治
不整脈に対して、以下の 3 項目の検討を計
画する； 
(A) GWAS 研究から抽出された遺伝因子

の特性の検討 
(B) 遺伝的リスク－環境因子相互作用に

おけるエピゲノム修飾の関与の検討 
(C) 遺伝-環境因子相互作用における危険

シグナル関連因子 Px-2・TLR4 の関
与の検討 

心房細動に関しては、比較的日本人特異的
な2つの遺伝的リスクが明らかにされた段
階であり、上記(A)のこれらの遺伝因子の
特性検討からスタートする。一方、心室細
動 / 突 然 死 で は 、 2 つ の 遺 伝 因 子
NOS1AP・NOT3 の KO マウスの特性検
討が既に進行中であり、(B)の環境要因との
相互作用の検討からスタートし、それぞれ
における遺伝-環境因子相互作用の解明を
達成する。 
 
４．研究成果 
【心房細動に関する研究】 
(1)心房細動GWASの更なる展開： 
心房細動の全ゲノム関連解析
Genome-Wide Association Study 
(GWAS)をさらに展開した。第2期GWAS
では61万1塩基多型single nucleotide 
polymorphism (SNP)を対象に、843名の



心房細動患者、3350名のコントロールで
検討を行った。その結果6個のSNPが心房
細動と関連することが示された。第2期で
は842名の心房細動患者61万SNPを対象
とした。第2期SNPでは、日本人で6個の遺
伝子座が心房細動と関連することが示され
た。ただし、多くのSNPが遺伝統計学的有
意水準に達しなかったが、それに近いレベ
ルにあったのでこれらを対象に
sub-threshold解析を行った。対象は、
7530名の心房細動患者、17190名のコン
トロールで、その結果さらに2つのSNPが
心房細動と関連することが示唆された。す
なわち、discovery GWASでは8個のSNP
が心房細動と関連することが示唆された。 
 
(2)Replication study 
これらの8個のSNPを対象に、日本人の別
のコホート(心房細動患者1941名、コント
ロール657名)でreplication studyを行っ
た。その結果、6つのSNPが心房細動と関
連することが確認された。以上、discovery 
GWASとreplication studyから日本人で
は少なくとも6つのSNPが心房細動と関連
することが確認された。 
 
(3)AF#1(ラボネーム)の生物学的解析 
心 房 細 動 と 最 も 相 関 の 高 か っ た SNP 
AF#1は 4q25領域の遺伝子・マイクロ
RNAを含まない94 kbのハプロブロック
に位置する。両脇の最も近い遺伝子は
PITX2とENPEPであるが、これらは別の
ハプロブロック上で当該SNPとは150 kb
ほど離れて存在する。近年、ほとんどの心
房細動がトリガーは肺静脈内心筋スリーブ
myocardiacl sleeveにあり、心房のリモデ
リングが心房細動の維持に重要と言われて
いる。PITX2は心筋袖に発生に関係し、
ENPEPは心房リモデリングと最も関係の
深い液性因子アンジオテンシン-II(Ang-II)
の分解の律速段階の酵素であり、生物学的
機能の観点からはPITX2もENPEPも心房
細動関連遺伝子の有望な候補遺伝子と言え
る。したがって、4q25部位がエンハンサ
ーあるいはサイレンサーとしてPITX2ある
いはENPEPの転写を調節することという
作業仮説が立てられる。 
SNP discoveryで94 kbにわたる同ハプロ
ブロックの全シークエンスを行い154の遺
伝子多型があることが判明した。119の
SNPsと1つのIndel遺伝子多型はすでに
dbSNP databaseに登録済みであったが、
新たに31 SNPsと3 Indel遺伝子多型が同
定された。GWAS研究では、これら154 
SNPsのいずれかが心房細動発症と関連す
ることは分かるが、この中のどのSNPが心
房細動発症と関連するか、すなわち責任
SNP(機能SNP)かはわからない。これらは、
r square値>0.9を基準にLD解析を行うと
22のグループに分類することができ、その

中で最も有意水準の高いグループには23 
SNPsが存在した。そこで、この最も有意
水準の高いグループに属する23 SNPsに
焦点を絞り責任SNP(機能SNP)を同定する
こととした。 
前記したように4q25領域がエンハンサー
あるいはサイレンサーとして機能すること
が示唆されたので、これらの23 SNPs周辺
領域がエンハンサーあるいはサイレンサー
として機能するかどうかを調べるために、
ヒストンコード解析を行った。その結果、
2つのSNPs周辺領域がエンハンサー、1つ
がバイバレントとして機能することが示唆
された。 
PITX2は肺静脈心筋スリーブの形成時に、
間葉系細胞から心筋細胞への分化に関わる
ことが知られている。そこで、in vitroの間
葉系細胞から心筋細胞への分化モデルとし
て、5-AZAとLiClを用いた。すなわち、間
葉系細胞に5-AZAを加えることにより心
筋細胞への分化を刺激することができ、
LiClを加えることにより心筋細胞への分化
を抑制することができる。 
我々の実験では、間葉系細胞における
5-AZAによる心筋分化誘導によりPITX2
の発現が上昇し、LiClによる分化抑制によ
りLITX2の発現が減少した。これとともに、
1 つ の SNP 部 位 で 5-AZA に よ り
H3K27me3の結合が減少し、LiClにより
H3K27me3の結合が上昇した。同SNPが
PITX2のバイバレントな調節領域として機
能する疾患感受性SNPであると考えられ
た。 
 
(4)AF#2(ラボネーム)の生物学的解析 
心房細動と2番目に相関の高かったSNP 
AF#2に関しては、マウス心房筋由来
株化細胞HL-1を用いてsiRNAによる
ノックダウンを行うと、細胞増殖が抑
制された。そこで、細胞周期に関係す
る遺伝子の発現をRT-PCR法により検
討すると、サイクリン依存性キナーゼ
阻害因子Cdkn1a(p21)の発現が有意
に増加していた。このことから、AF#2
は細胞増殖を制御することにより心房
細動発症と関連することが示唆された。 
 
(5)AF#3(ラ ボ ネ ー ム )の 生 物 学 的 解
析 
AF#3の転写産物は、リングドメイン
を有することからユビキチンリガーゼ
で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 そ こ で 、
AF#11転写産物と相互作用する分子
を酵母2ハイブリッド法、IP-Western
法、LC-MS/MS解析により探索したと
ころ、アクチン細胞骨格の制御に関係
す る 分 子 が 複 数 同 定 さ れ た 。 ま た 、
HL-1細胞でAF#3をノックダウンす
ると、筋原線維の破壊が起こることが
確認された。AF#3は、ユビキチンー



プ ロ テ ア ゾ ー ム 系 を 介 し て 筋 変 性
myolysisに関係することで心房細動の
発症と関連することが示された。 
 
(6)GWAS が見えてきた心房細動の発症
メカニズム 
以上の GWAS および GWAS 結果の生物
学的解析の結果、心房細動の発症メカニズ
ムとして、1 つの極めて強い遺伝的リスク
は心房細動のトリガー機構である肺静脈心
筋の異常興奮に関係すること、複数の比較
的弱い遺伝的リスクが細胞増殖、筋変性、
炎症などと関連し、これが心房のリモデリ
ングを介して心房細動の維持機構と関連す
ることが示唆された。抗心房細動薬の有効
性は抗癌剤に次いで低く、25%程度と言わ
れている。これは心房筋を主な標的とする
ことに原因がある可能性がある。今回の研
究から次の展開として肺静脈心筋を標的と
する抗心房細動薬の開発が必要と考えられ
た。従来の心房筋を標的とする薬物に加え
て、肺静脈心筋を標的とする薬物を開発し
併用することで心房細動の薬物治療の有効
性を向上させられる可能性が示唆され、次
の科学研究費による研究につなげていくこ
とが計画された。 
 
【心室細動に関する研究】 
(1)研究計画の推移 
心室細動に関する研究は、心房細動・突然
死のGWASで同定されたNOS1APと
CLCNKBの研究から始めたが、マウスを使
った研究では明らかな結果を得ることがで
きなかった。そこで、GWAS結果とは少し
離れてモデルマウスの研究を開始した。心
室細動・突然死には臨床的に心室の刺激伝
導系His-Purkinje系が関与することが知ら
れている。ところが、心室細動・突然死と
His-Purkinje系の関連の機序は全く分かっ
ていない。最近、His-Purkinje系に特異的
に発現する転写因子X(論文投稿中なのでラ
ボネームXを使用)のノックアウトマウスの
論文が報告され、心臓の解剖や力学機能は
正常であるがHis-Purkinje系の伝導だけが
障害されることが報告された。そこで、同
マウスはHis-Purkinje系の伝導障害が心室
性不整脈にどのように関与するかを調べる
有効なモデルと考えられた。そこで、同マ
ウスを用いてHis-Purkinje系と心室不整脈
の関連を検討した。 
 
(2)マウスでの検討 
同マウスでは、His-Purkinje系に限局して
ギャップ結合チャネルCx40と伝依存性ナ
トリウムチャネルSCN5Aの発現が低下し
、これがHis-Purkinje系の伝導障害の原因
であることが示唆された。同マウスの不整
脈をテレメトリー心電計でモニターすると
、夜間すなわちマウスの活動期に有意に心
室性不整脈と房室ブロックが増加すること

が示唆された。そこで、次に水泳による運
動負荷、イソプロテレノール静注による交
感神経活性化時の不整脈をモニターすると
、やはり非持続性心室細動、心室期外収縮
、と房室ブロックが増加することが観察さ
れた。 
これから示唆された作業仮説として、交感
神経興奮により洞調律が促進し、
His-Purkinje系への入力が増加したため、
もともと伝導障害のあるHis-Purkinje系の
伝導障害が増強され、房室ブロック・心室
性不整脈につながったものと考えられた。
そこで、ex vivoの光学的マッピングを行っ
たところ、イソプロテレノール投与に伴っ
てのノックアウトマウスだけで心室の伝導
障害が発生し、心室の伝導興奮パターンが
正常の心尖部→心基部から、心基部→心尖
部に変化した。これに伴って心室性不整脈
の発生が増加した。 
以上のマウスを使った研究から、
His-Purkinje系の伝導障害は交感神経緊張
に伴う不整脈発現に関係することが示唆さ
れた。 
 
(3)ヒトの心室細動との関係 
次に、この転写因子Xがヒトの不整脈にも
関連するかを検討した。SCN5Aの遺伝子
異常が存在しない130名の特発性心室細動
患者(ブルガダ症候群、早期再分極症候群、
QT短縮症候群をふくむ)で同遺伝子のエク
ソンのシークエンスを解析した。その結果
、2名で新たな遺伝子変異が同定された。
この2名の患者ではブルガダ症候群に関係
することが知られている13の遺伝子で遺
伝子変異が同定されなかった。また転写因
子Xの変異は350名のコントロール患者で
の遺伝子解析でまったく同定されなかった
。 
また、転写因子XのコモンSNPが3名の患者
で同定された。これはコモンSNPであるた
め、原因遺伝子となることが考えにくく、
modifierとして作用した可能性が示唆され
た。そこで、3世代以上のデータが得られ
るSCN5A変異を有するブルガダ症候群4
家系で、遺伝子Xの遺伝子解析を行った。
その結果、1家系でSCN5A変異は3名に認
められたがブルガダ症候群は1名だけにみ
られた。また、遺伝子Xの変異も3名にみら
れ、SCN5Aと遺伝子Xが共存するメンバー
だけでブルガダ症候群が発症することが観
察された。 
転写因子をHL-1細胞、新生児マウス心室筋
細胞に導入すると、Cx40とSCN5Aの発現
の増加が観察された。2つの変異あるいは1
つのコモンSNPをもつ転写因子Xを導入す
るとCx40・SCN5Aの発現増加が減弱する
ことが観察された。 
以上から、転写因子Xの変異は原因遺伝子
として、コモンSNPはmodifierとしてヒト
でも特発性心室細動の発症に関わることが



示唆された。また、これらの患者ではスポ
ーツなどの活動時に不整脈の発作が起こっ
ていた。ブルガダ症候群の多くは副交感神
経緊張時に不整脈が増強し、交感神経刺激
により不整脈が抑制される。ところが、一
部のブルガダ症候群では運動時に不整脈発
作が増加し、運動誘発性ブルガダ症候群と
呼ばれている。転写因子Xはこの非典型的
なブルガダ症候群に関係することが示唆さ
れが。また、基礎心疾患を認めない運動時
突然死に関連する可能性も示唆され、さら
なる検討が必要と考えられた。 
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