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研究成果の概要（和文）：QT延長症候群type1型患者と健常者のTリンパ球からiPS細胞を樹立し、そのイオンチャネル
の特性を電気生理学的手法ならびに生化学的手法を行い、HSP70によりそのチャネル蛋白を安定化出来るかを目的に検
討した。同時にヒトES細胞由来心筋を対象として作成したLQT1型iPS細胞の心筋分化誘導に成功し、その電気特性は健
常者iPS細胞由来心筋に比較して自動能性活動電位の有意な延長とKvLQT1電流であるIKS電流が有意に減少したがNa cha
nnel, Ca channel, IK1 channel, HERG channelの活性には異常を認めなかった。現在熱ショックに対しての反応を検
討している。

研究成果の概要（英文）：研究成果の概要（英文）：We identified the novel missense mutation M437V of KCNQ1 
in a patient with QT interval prolongation (Long QT type 1: LQT1).We employed iPS cell (iPSC)-derived 
cardiomyocytes to investigate the electrophysiological properties of the mutant channel in LQT1 
cardiomyocytes and to see effects of heat shock proteins. To generate iPSCs from the patient and a normal 
subject, peripheral blood T cells were reprogrammed. Differentiated cardiomyocytes from LQT1 iPSCs 
exhibited prolongation of action potential duration (APD), which was due to a reduction of the 
KCNQ1-mediated current IKs; Na+ and Ca2+ channel currents, as well as K+ channel currents other than IKs 
were comparable to those of cardiomyocytes from normal iPSCs and human ESCs. We tried to examine the heat 
shock, heat shock factor1 as well as heat shock protein 70 on the mutant channel properties of 
cardiomyocytes from LQT1 iPS cells.

研究分野：循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
1)LQT1型の現状：LQT1型は KvLQT1遺
伝子の変異により心筋の QT時間が延長し
致死性不整脈を起こすため、その治療法の
開発が急務である。2)LQT1 型の機序とし
ての蛋白質不安定化：多くの LQT1 型は
KvLQT1変異蛋白質が不安化し、ユビキチ
ン・プロテアソーム系（UPS）で分解され
てしまう。3)国内外での研究の動向および
本研究の位置づけ：KvLQT1変異蛋白質安
定化によるLQT1型の治療は国内外で研究
されているが確立されていない。その原因
は従来の方法ではLQT1型の病態を再現出
来ず、蛋白質安定化の有効性が検証出来な
いことにある。4)研究成果を踏まえた着
想：我々はシャペロンHsp70の導入により
チャネル蛋白質を安定化して LQT を改善
できることを報告した(Circ Res 2011)。ま
たチャネルの発現を指標として ES 細胞由
来ペースメーカ細胞を可視化・選別採取す
る技術を世界で初めて開発した（国際出願
番号：PCT/JP2010/066952）。現在 LQT1
型患者から iPS細胞の樹立に成功した（下
図参照）。そこで、LQT1 型患者の iPS 細
胞由来胚様体から洞結節細胞を含む特殊刺
激伝導系細胞や心室固有筋細胞を可視化・
選別採取し、Hsp70による蛋白安定化法が
KvLQT1 変異蛋白質の安定性に及ぼす効
果を検討する企画する。 
２．研究の目的 
1)LQT1型患者 iPS細胞由来心筋細胞の可
視化・選別採取法の確立：チャネル等の転
写領域に GFP 遺伝子を連結したレポータ
ー遺伝子を BACベクターに搭載し、LQT1
より樹立した iPS細胞株に導入後、心筋へ
分化誘導し GFP により洞結節細胞を含む
刺激伝導系細胞と作業心筋細胞を可視化し
選別採取する。2) LQT1型患者 iPS細胞由
来心筋チャネル蛋白質安定性への HSP70
の効果検討：得られた細胞を用いて蛋白安
定化が期待される Hsp70、その誘導薬(ゲ
ラニールゲラニールアセトン：GGA)なら
びにチャネル活性阻害作用を持った低分子
化合物である化学シャペロン(bepridil 等)
の効果を検討し、生化学的ならびに電気生
理学的観点からの蛋白安定化治療の可能性
を探る。 
３．研究の方法 
LQT1患者ならびに健常者の末梢血 T細胞
から iPS細胞を Yuasa et al.の方法を用い
て作成し、Suemori et al.の方法により iPS
細胞から心筋分化誘導し、同時にヒト ES
細胞からも心筋分化誘導を行い、それぞれ
の心筋の電気生理学的特性ならびに
KvLQT1 チャネル蛋白の安定性をそれぞ
れで検討する。作業心筋と特殊心筋を選別
採取するために患者ならびに健常者由来
iPS 細胞ならびにヒト ES 細胞に相同遺伝
子組み換え及びゲノム編集を用いて
HCN4 ならびに MLC2v の発現を GFP と

mCherry で可視化できる細胞株を樹立す
する。平行して患者の変異を wild KvLQT1
に導入することで HEK293 細胞に変異チ
ャネルを導入発現させてその蛋白の安定性
ならびにHSP70の効果を検討し、最後に 
LQT1患者ならびに健常者 iPS細胞ならび
にヒト ES細胞由来心筋から作業心筋を選
別採取し、Hsp70の導入ならびにそれを制
御する熱ショック及びHSF-1の導入が変
異KvLQT1を rescue出来るかを検討する。 
４．研究成果 
１）LQT1型 iPS細胞の心筋分化誘導とその
特性解析：先に樹立した LQT1 型患者由来
iPS 細胞株をヌードマウスに移植して、３胚
葉を有するテラトーマ形成能を指標にスク
リーニングする。その後 in vitroでの心筋分
化誘導を行い、最も効率の良い株を２株選択
した。並行して健常者の血液から T細胞を得
で、センダイウィルスに搭載した山中４因子
を感染させることで、iPS 細胞コロニーを複
数得た。これらの LQT1型 iPS細胞と健常者
由来 iPS細胞を心筋へ分化誘導した。心筋分
化誘導の原理としてはヒト ES細胞で確立し
た２段階の分化誘導法を用いた。分化誘導心
筋を用いて、RT-PCRおよび免疫染色法によ
る未分化マーカーの測定、心筋分化マーカー
の測定を行った結果、Nkx2.5, MYH6, 
KCNQ1, TBX5, TNTおよび KCNH2の発現
を認め、心筋への分化誘導が完了しているこ
とを確認した。さらに、パッチクランプ法を
用いて、拍動する心筋に対しての電気生理学
的特性を検討した。自動能性活動電位を測定
したところ、最大拡張電位には差が無いが、
活動電位持続時間の有意な延長を健常者 iPS
細胞由来心筋ならびにヒト ES細胞由来心筋
細胞との間に認めた。そこで、活動電位持続
時間の延長のイオン電流機序を検討したと
ころ KvLQT1電流である IKS電流は予想通
りにLQT1型 iPS細胞由来心筋で有意に減少
していたが、健常者 iPS 由来ならびにヒト
ES 細胞由来心筋では差が無かった。また、
Na+電流ならびに、Ca2+電流に関しては両群
間で差を認めなかった。 
２）LQT1型患者由来 iPS細胞からの各種
心筋細胞の可視化・選別採取法の確立 
特殊心筋を選別採取するためにヒト
HCN4 遺伝子の発現制御領域に EGFP 遺
伝子が発現するように、HCN4のエクソン
1を含む BACの転写領域に EGFP遺伝子
を挿入した改変ヒト HCN4-BACベクター
を作製した。作業心筋を選別採取するため
にゲノム編集を用いてヒトMLC2Vの転写
制御下に mCherry が発現するベクターを
予備実験としてヒト ES 細胞に本ベクター
を導入した。これらのベクターをヒト ES
細胞に導入し、特殊心筋と作業心筋を選別



採取できるヒト ES 細胞を樹立した。心筋
分化誘導後１ヶ月に HCN4-GFP と
MLC2v-mCherry で特殊心筋と作業心筋
をそれぞれ選別採取することに成功した。
現在、LQT1型患者由来 iPS細胞と健常者
由来 iPS細胞にこのベクターを導入しそれ
ぞれのクローンを作成中である。 
３）LQT1型患者由来変異 KvLQT1チャネ
ル蛋白の安定性の解析と HSP70 の導入検
討：野生型と患者の変異を持った C末端に
GFPを連結したKvLQT1-GFPをKCNQ1
と共にHEK293細胞に導入し、それぞれの
発現細胞から細胞膜ならびに小胞体分画を
抽出し、ウェスタンブロットにより
KvLQT1の蛋白発現を検討した。膜分画の
変異 KvLQT1蛋白の減少を認めた。さらに
電気生理学的検討から I変異KvLQT1由来
Ks 電流が野生型に比較して有意に減少し
ていることが明らかとなった。 
４）LQT1型患者由来心筋細胞の電気特性
に関するシュミレーションを用いた検討： 
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