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月E だG 遺伝子変異 に伴う遺伝性Q T 延長症候群 の 分子遺伝学的研究

金沢大学医学部医学科 内科学 第二 講座 (主任 : 馬渕 宏教授)

林 研 至

Q T 延長症候 群O o n g
- Q T s y n d r o m e

,
L Q T S) は

,
心 電図上 Q T 時 間の 延長 を認 め

, 多形性心室頻 拍や 心室細動 な どの 心室

性不整脈 に より失神 や突然死をき たす心疾患 で ある . 遺伝性 Q T 延長症 候群 は
, 常 染色体優性 遺伝 で 先天 性柾聴 を伴 わ ない

R o m a n o W a r d 症候群 と
,

常染色体 劣性遺伝で 先天 性難聴を伴 うJ e rv ell
,
L a n g e

- N i e l s e n 症 候群 と に分 類 され る . 最近 の 分子 遺

伝学 的解析 に より
,
心筋の 電位依存性 K チ ャ ネ ル の サ ブ ユ ニ ツ･ トを コ

ー

ドする m ¢了1
,
月E 斤C

,
∬C Ⅳg J

,
g αⅦ 2 と

,
心 筋の 電

位依存性 N a チ ャ ネ ル の サ ブ ユ ニ ッ トをコ
ー

ドす る5 C 州54 の 遺伝子 変異が順次 同定 され
,

遺伝性 Q T 延長症候群 の 原 因で ある

と報告 され て い る . 本研究で は
, Q T 延長症候群患者 にお い て 月E 尺G 遺伝子変異を同定 し

,
遺伝子変異 に よ る カリ ウ ム チ ャ ネ

ル 機能異常 に つ い て
,

ア フ リカ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞発現系を用い て 変異遺伝子の 電流特性 を検討 した . 対象者 の 末梢 白血球よ

り分離 した 高分子 D N A を用 い て
,
L tE R G 遺伝子 の 膜 貫通 領域 とポ ア 領域に お い て プ ライ マ

ー を設計 し
,

P C R に より D N A 断片

を増幅させ て P C R
一 本鎖構成体多型 (P C R -

Si n gl e s tr a n d c o n f o r m a ti o n al p oly m o r p h i s m ) 法お よ び直接 塩基配列決走法 (di r e c t

s e q u e n c e) を用 い て 遺伝子 変異 の 同定 を行 っ た
. さ ら に, P C R 制 限酵 素切 断多型 (P C R -

r e S t ri c ti o n f r a g m e n t l e n g th

p ol y m o rp h i s m ) 法に より遺伝子変異を確認 した . 部位 特定突然変異導入 法を周い て
, 変異型 cD N A

, さ ら に c R N A を 合成 した
.

合成 した c R N A を ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母細胞 に注入 し
, 卵 母細胞 に発現 した 膜電流 を2 本の 電極を用 い た電位 固定 法で 記

録 し, 電気生理 学的 に検討 した .

臨床 的に診断 され たQ T 延長症候群106 症例の 検討 の 結果 ,
1 家系3 名に お い て

,
月E 斤G 遺伝子S 4 領域534 番目 の ア ミ ノ 酸ア

)L/ ギ ニ ンを コ
ー

ドす る コ ドン C G C が シス テ イ ン を コ
ー

ドす る コ ド ン T G C へ と変化す る 変異A r g 5 3 4 C y s を検出 した . 遺伝子変

異を認め た3 人 と もQ T 時間の 有意 な延長を認め
,

臨床 的 にL Q T S と 考え られ た . 電 気生理学 的検 討 の 結果,
A r g5 3 4 C y s 変異

は H E R G 電流 を多少抑 制す ると ともに H E R G チ ャ ネ ル の 脱活性 化を促進 させ て い た . ま た
!

別の 1 家系3 名 にお い て
,

H E R G

遺伝子S 5 - S 6 リ ン カ
ー 内S 6 近傍 の637 番目 の ア ミ ノ 酸で ある グ ル タ ミ ン 酸を コ

ー

ドす る コ ド ン G A G が リ ジ ン を コ
ー

ドす る コ

ド ン A A G へ と変化す る変異 Gl u 6 3 7 I q s を検出 し た
.

この 変異 は
,

こ れ まで に報告 が なく
,

新変異 で あ っ た . 遺伝子 変異を認

め た3 人 ともQ T 時間の 有意な延長を認め
,

臨床 的 にL Q T S と考えら れ た
. 電気生理学 的検 討の 結果

,
G l u 6 3 7I y s 変異 は優性的

阻害をきた し
,

H E R G 電流 を著 しく抑制 した .

臨 野 W O r d s l o n g Q T s y n d r o m e
,

h u m a n eth e r
-

a 甘 O Tg O
-

r el at e d g e n e , p O t a S Si u m ch a n n el
, g e n e

m u t ati o n , d o m i n a n t n e g a tiv e s u p p r e s sio n

Q T 延長症候群 (l o n g Q T s y n d r o m e
,
L Q T S ) は

, 体 表面心電図

上 Q T 時間の 延 長を 認め
, 多形性心 室頻拍 (t o r s a d e d e p o i n t e s

,

T d P) や 心室細動 な どの 心室性不整脈 によ り失神や突 然死をき た

す心疾患である
1)

.

L Q T S は
,

病 因別 に 遺伝性 と 二 次性 に分 類 さ れ る . 遺 伝性

Q T 延長症候群 は
,

常染色体優性遺伝 で先天 性 難聴 を伴 わ な い

R o m a n o J W a r d 症候群
2)

と
,

常染色体劣性遺伝で先 天性 難聴 を伴

うJ e rv ell
,
L a n g e - N i el $ e n 症候群

3) と に 分類さ れ る .

一 方
,

二 次

性Q T 延長症候群は
,

薬剤 桐
(抗 不整脈 薬

,
向精神薬 ,

抗菌薬
,

抗 ヒ ス タ ミ ン薬 な ど) , 徐脈 , 電 解質異常
,

脳 血 管障害な ど に

よ りQ T 時間の 著明な延長とT dP をひ きお こす症候群で ある
.

遺伝性Q T 延長症候 群の 病因と して
, 以前 は心臓 に 対 し て左

平成1 2 年11 月2 7 日受付, 平成1 2 年1 2 月 25 日受理

A b b r e vi ati o n s : A P D
,

a Ctio n p o t e n tial d u r atio n ; A r g ,

交感神経 の 緊張 が優位 で ある た め に膜電位脱分極 か らの 再分極

異 常 が も た ら さ れ る と す る外 因説 が 提 唱 さ れ て い た . こ の

"

s y m p a th e ti c i m b al a n c e
"

理論 の 根拠 と して
, 実験 的に左 星状

神経節刺激 と 右星状神 経節 ブ ロ ッ ク に よりQ T 時間 の 延長が 認

め ら れ る こ と?)

, 左 星状神経 節 ブ ロ ッ ク や
/
3 遮 断薬 が L Q T S の

治療 に 有効で あ る こ と
7 川

な どが あげ られ てき た . こ れ に 対 し,

1 9 8 0 年代後半 より
,

心 筋細胞イ オ ン チ ャ ネル の 異常 に よ っ て 再

分極障害が もた ら さ れ る とす る 内因説 が提 唱さ れ る よう に な っ

た . 1 9 9 1 年
,

K e a ti n g ら
9)
は R o m a n o

- W a rd 症候群 の 遺伝子異常

に つ い て 報告 し
,

第1 1 番染色体短腕15 .5 上 の H a rv e y r a S
- 1 遺伝

子 の 近傍 の D N A マ ー カ ー と連 鎖す る L Q T S 家系を初 め て 報告

した
.

こ の 遺伝 子座 は
, そ の 後彼 ら

10)
に よ っ て さ ら に 正 確にク

a r gi n i n e; C y s , C y s t ei n e; d d , did e o x y ; G lu , gl u t a m i c a cid ;

B E H G , h u m a n et h e 71 a Tg O Tg O -r el at e d g e n e; I K r
,
r a P idly a ctiv ati n g d el a y e d r e ctiA e r p o t a s siu m c u rr e n t; L Q T S , l o n g

- Q T



遺伝性 Q T 延長症候群 にお け る H E R G 遺伝子変異

ロ
ー

ニ ン グ され
,

1 9 9 6 年心筋細 胞イ オ ン チ ャ ネル の サ ブ ユ ニ ッ

トを コ
ー

ドす る遺伝子で あ る と報告 され て L Q T l と分類 され る

よ う に な っ た . 現在ま で に
,

R o m a n o
- W ar d 症候群 に関 し て は

,

L Q T l ( 染色体1 1 p 1 5 .
5

,
K 陀 Q T ]) ,

L Q T 2 〔7q 3 5 - 3 6
,
H E R G

,

(h u m a n e th e r - a Tg O Tg O イ e l a t e d g e n e) 〕
1 1)

,
L Q T 3 (3 q 2 ト2 4

,

S C N 5 A)
12)

,
L Q T 4 (4 q 2 5

- 2 7)
1ニl)

,
L Q T 5 (2 1 q 2 2 .1 - 2 2 ,2

,
K C N E l)

1d)

,

L Q T 6 (2 1 q 2 2 .1 - 2 2 .2
,
K C 〃E 2)

15)
の 6 種 , ま たJ e r v ell

,
L a n g e

-

N i el s e n 症候群に 関 して ほ
､J L N l (染色体11 p 1 5 .5

,
K V L O T l)

1 6) 1 7 )

,

J L N 2 (2 1 q 2 2 . 1 - 2 2 .2
,
K C N E l)

18)
の 2 種 が 報 告 さ れ て い る .

m ¢了1
,
月E 斤G

,
g C ⅣE J

,
g αⅥ詑 は

,
心筋 の 電位依存性 K チ ャ

ネル の サブ ユ ニ ッ トを コ
ー

ドする 遺伝子で あ る . m Q T l は α

サ ブ ユ ニ ッ トで
, βサ ブ ユ ニ ッ トで ある E C N E l と 会合 して 心

筋 の 遅 延 整流 K 電流 の 遅 い 成分 で あ るI一くs ( sl o w ly a c ti v a ti n g

d el a y e d r e c ti丘e r p ot a s si u m c u r r e nり を形成す る . 同様 に,
α サ

ブ ユ ニ ッ トで ある H E R G は βサ ブ ユ ニ ッ ト で ある K C N E 2 と 会

合 して 心 筋の 遅延整流 K 電流 の 速 い 成分 で あ るI Kr
を形 成する .

一

方S C N 5 A は
, 心筋の 電位依存性 N a チ ャ ネル の サ ブ ユ ニ ッ ト

を コ
ー

ドす る遺伝子で あ る . イ オ ン チ ャ ネ ル 遺伝子 にお ける変

異が 実際 に ど の よう な機能異常をも た ら し て い る の か を検討す

る た め
, 変異チ ャ ネ ル を ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵母細胞 に発現

さ せ て イ オ ンチ ャ ネ ル 電流を直接測定 し
,

その 機能解析が 行 わ

れ た . そ の 結果,
L Q T S で は

,
電位依存性 K チ ャ ネル の 機能喪

失異常 (l o s s of fu n cti o n; L Q T l
,
L Q T 2

,
L Q T 5

,
L Q T 6) に よ る外 向

き電流 の 減少 , ある い は N a チ ャ ネ ル の 機 能獲得異常 (g ai n of

f u n c ti o n ; L Q T 3) に よ る内向き電流の 増加 によ り心筋 活動電位持

続時 間が 延長 し, Q T 時間が 延長する こ と が 証明された .

L Q T S の 遺 伝子解析が 進 む に つ れ て
,

心電 図上 の T 波 の 形態

19

や 失神 発作 の 誘因
2(- 卜 2 2)

,
あ る い は 患者 の 予後

2こ-}2 4 )
が 遺伝子 型

に より異 なる とい っ た遺伝子型 と 臨床病型 の 関連
,

さ ら に は 遺

伝子型 に よ り有効 な治療法が 異な る こ とが 報告
25) 2 9 )

さ れ た . し

たが っ て
, 個 々 の 遺伝子 変異 に お ける電流 特性 の 解析 なら び に

臨床病型 の 解 明が 急務 と な っ て い る . そ こ で 本研究 で は
, 我 々

の も つ 遺伝性Q T 延長症候群患者 に つ い て 月E 斤G 遺伝子 変異の

検索 を行 い
,

2 つ の 特徴あ る変異を 見い 出 し た . さ ら に それ ら

の 変異 の 電気 生 理 学 的特惟 お よ び 臨床 的特 徴 に つ い て 検 討 し

た .

対象お よび方 法

1 . 対 象

対象 は
,

心電 図上 Q T c 時 間の 有 意な 延長 (男性450 ミリ 秒以

上
,

女性4 60 ミリ 秒以 上) が 認め ら れ た患 者10 6 名で ある . Q T c

時間は
,

1 2 誘導心電 図で Ⅲ ある い は V 5 誘 導 にお い て Q T 時 間を

測定 し
,

B a z e tt の 式 によ り心拍数補正 した 修正 Q T 時間 と し た .

また
, S c h w a rt z ら

=30 )

に よ る L Q T S の 診断基準 に従 っ て LQ T ス コ

ア を算出 した . こ れ ら 臨床 診断さ れ た L Q T S 患 者をH E R G 遺伝

子変異 の 検索 ･ 同定 と それ に 伴う LQ T S の 臨床病型 に つ い て
,

さ ら に ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞発現系を用 い た変異遺伝子

の 電流特性 に つ い て 検討の 対象と した .

_
11 . 方法

1 . 高分子 D N A 抽 出

449

対 象者全例 か ら検査 に先 だ っ て 十分 な説明に 基づ く同意を得 た

後､ 末梢静脈血1 0 m l を E D T A - 2 N a を抗凝 固剤と し て採取 し

4 ℃ に て 移送,
- 2 0 ℃ にて 保存 し た . こ の 末梢血を室 温に て 解

凍後
′

什it o n X -1 0 0 融解変法
31)

に て高分子 D N A を単離 し た . すな

わち融解液(32 0 m M シ ョ 糠液,
1 % T Yito n X -1 0 0

,
5 m M M g C1 2 ,

1 0 m M T ri s
- H Cl

, pli 7 .6) にて 赤血 球を溶血させ
, 遠心 に より

沈澱 と して白血球 を集め た .
こ れ をプ ロ テ ア

ー

ゼ (Sig m a
,

S t .

I . o u i s
,

U S A ) に て消化後,
フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム (1 : 1) で

1 回
,

続い て ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミル ア ル コ
ー ル (2 4 : 1) に

て 2 回抽出 し
,

最後 に エ タ ノ ー ル 沈澱 に より D N A を分離 し た .

こ う し て得 ら れ た D N A をT ri s
-E D T A 繚衝 液 (10 m M T ri s

- H Cl
,

1 m M E D T & 2 N a
! P H 8 .0) に溶解 の 上 260 n m にお ける吸光度

測定 に より濃度を求め た .

2 . P C R

C u r r a n ら
Il)

の 報告を参考 に
,

G e n B a n k の デ
ー

タ ベ ー

ス に登録

され て い る ヒ ト e ag 関連遺伝子 (月E 斤G) 配列 か ら
,

膜貫通領域

とポ ア を含む エ ク ソ ン に つ い て1 9 -2 5 塩基長 の プ ラ イ マ
ー 計6

組を作 成し た( 図1) .

プ ラ イ マ
ー

は D N A 合 成 機 モ デ ル A B I 3 8 1 A (A p pli e d

B i o s y s t e m s
,
I n c .

,
F o s te r City , U S A) を用い ベ ー タ シ ア ノ エ チ

ル ホ ス ホ ア ミ ダイ ド法
32)

に て合成 した
.

ア ン モ ニ ア水 に溶解 し

55 ℃で
一

晩静置 したうえで - 2 0 ℃に 冷却, 真 空下 で遠心 して 乾

燥 , 再滅菌 蒸留水 1 m l に溶解 しカ ラ ム N A F 5 (P h a r m a ci a
-L K B

,

U p p s al a
,
S w e d e n) に 通 して 精製した . そ の 後200 倍 に 希釈 し

260 n m で の 吸光度 より濃度を 測定 し10 / 上M にな る ように 膿度

を調整 した .

D N A 断片の 増幅 に はS aiki ら
:13)

に よ る P C R 法を用い た . 高分

子 D N A I F L g を鋳型D N A と して40 /1 M の プ ライ マ
ー 1 セ ッ ト

と終 濃度200 FL M の 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド(d A T P
,

d C T P
,

d G T P
,

′

I T P) と2
.
5 単位の T a q ポ リ メ ラ ー ゼ (P e r k i n

- El m e r
-

C e t u s
,

N o r w alk
,

U S A) を
,

0 .0 1 % ゼ ラ チ ン を含 む緩衝液 〔終

濃度10 m M T ri s
- H C l (p H 8 .3) ,

5 0 m M K C l
,

1 ,5 m M M g C 12〕 に

加え, 再滅菌蒸留水を計50 /`l と なる よう に 加え増枠 し た . 遠

心 し て 反応液 を集め 50 / ∠1 の ミ ネ ラ ル オイ ル を滴下 して蒸発 を

防ぎ
,

9 4 ℃ 1 分
,

そ れ ぞ れ の プ ライ マ
ー の T m で 1 分

,
7 4 ℃

1 分 を基本 にそ れ ぞ れ の セ ッ ト毎に 決定 した 温度条件の も と
,

3 0 サ イ ク ル の 反応 を行 っ た .

増幅 した D N A 断片 は 1 % の 通常の ア ガ ロ
} ス ゲ ル に 鎖長 マ

ー

カ ー

と し て (トⅩ1 74/ 助 gIII 消化物 (東洋紡, 東京) と共 に泳動 し

て 断片長を確認 し た .

3 . P C R--T一本鎖 構成体多型(PC R p si n gl e str a n d c o nf o r m ati o n al

p ol y m o r p h i s m
,
P C R -S S C P) 法

泳動 用緩衝 液 と し て T ri s
- H C 1 5 4 g ,

ホ ウ酸2 7 . 5 g ,
0 . 5 M

E D T A 2 0 m l に蒸留水を加え3 L に し たもの を保存月] の 5 × T B E

汀ri s
-b o ri c a ci d - E D T A ) 泳動用緩衝液 と し 泳動直前に 1 × の 濃

度に 希釈 した .

0 .5 m M E D
′

m 2 /L l , 5 N N a O H l O
/
1 1

, 滅蘭再蒸留水88 / 11

を混合 し た ア ル カ リ 溶液を作り
,

P C R 産物8 〃1 に ア ル カ リ 溶

液2 /∠1 を加 え42 ℃3 分 ,
9 5 ℃2 分加熱 後,

0 ℃ に急冷 し
一

本鎖

に変性 させ た . そ の うえで
,
1 0 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (ア

ト
ー

, ･東京) を用 い てT B E 綾衝液中で4 ℃の もと 40 V
,
1 2 - 1 6 時

sy n d r o m e; I q s
,
1y si n e; P C R - R F L P , P C R r e st ric ti o n 血

･

a g m e n t le n g th p ol ym O rp his m ; M B S , m O di 鮎d B ar th
'

s s ol u ti o n ;

P C R q S S C P
,
P C R -

Si n g l e st r an d c o n fb r m a ti o n a l p ol y m o r p h i s m ; T d P
,
tO rS ad e d e p oin t e s; W T

,
W il d , ty P e



4 5 0

-

ケ
ー ナ ー ト

1 L 2 L 3 L

← ← 一 -

7 R 8 R 9 R

B

- ト ー ･ ト →

4 L 5 L 6 L

■ - ←

10 R l l R

N a m e P o siti o n S e q u e n c e N a m e P o sitio n S eq u e n c e

1 L l14 7 - 116 6

2 L 129 1 - 131 2

3 L 14 17 - 143 7

4 L I nt r o n I

5 L 16 18 - 163 6

6 L 180 2 - 182 3

G A C G T G C T G C C T G A G T A C A A

T T C C T G C r G A A G G A G A C G G A A G

A C C A C C rA C G T C A A T G C C A A C

T G C C C C A T C A A C G G A A T G T G C

G A T C G C r A C T C A G A G T A C G

G C C r G G G C G G C C C C T C C A T C A A

7 R l 中帖- 14 26

8 R 15 27 -15 03

9 R In t r o n I

lO R 1643 - 1623

1 1 R 17 58 - 17 3 6

1 2 R I nt r o n II

C A C C T C C T C G T T G G C A T T G A C

G T C G A A G G G G A T G C C G G C C A C C A T G

T A C A C C A C C T G C C T C C T T G C T G A

G C C G C G C C G T A C T C r G A G T A G

C A G C C A G C C G A T G C G T G A G T C C A

G C C C G C C C C T G G G C A C A C r C A

F ig . 1 . P a rti al g e n o mi c s t ru Ctu r e O f H E R G a n d l o c ati o n o f P C R p ri m e r s u s e d i n th i s st u d y ･ (刃 R e gi o n s e n c o di n g th e p r e d i c te d m e m b r a n e
-

s p a n n in g d o m ai n s (S l -S 6) a n d th e p o r e d o m ai n ar e i n d i c at e d ･ T h e D N A s e q u e n c e s f o r th e i n t r o n
-

e X O n b o u n d a ri e s ar e a S f oll o w s (s m all

l e tt e r s i n di c a t e i n t r o n ): i n tr o n I
,
5

,
- A G G A G gtg g g g … C C C C a g C T G A T C -3

'

;i n tr o n II
,
5

'

T G G C T g t g a gt ･ ･ . C C C C a g C C C T C - 3
'

, (B) H E R G P C R

p ri m e r s ･ All p ri m e r s ar e S h o w n i n 5
,

to 3
,

di r e cti o n ･ S e n s e str an d oli g o n u cl e o tid e s a r e i n d i c at e d w i th an L a n d an ti s e n s e olig o n u cl e o tid e s

ar e i n d i c at ed wi th a n R

間で 泳動 した .

染色 に は B i o
- R a d 銀 染 色 キ ッ ト ( Bi o

- R a d L a b o r a t o ri e s
,

Ri c h m o n d
,
U S A) を用 い

,
プロ ト コ

ー ル に従 っ て 銀染色 を行 っ

た . すなわち10 % エ タ ノ ー ル
,

5 % 酢酸混合液2 00 m l に て1 5

分間ゲ ル の 固定を行 い
,
酸化剤1 00 血1 に て5 分 間酸化 させ た .

蒸留水 で15 分間 に 3 回水を換え なが らす す ぎ余分 な 酸化剤 を

除き
,

銀染色溶液を加 え2 0 分間撮塗させ た . そ の 後30 秒 以 内

に洗浄し現像綬 を加 えバ ン ドの 出現を確認 した . ある 程度以 上

バ ン ドが 濃く なっ た時点で 蒸留水で 1 分間すすい だ後,
5 % 酢

酸10 0 m l を加え反応を停止 させ た . 3 0 % エ タ ノ ー ル
,

5 % 酢

酸 混合液200 m l を保存液と し
,

3 0 分以上 保存 液内 に ゲ ル を浸

した後,
ゲ ル を セ ル ロ ー ス フ イ ル ム 内に入 れ て 保存 した .

4 . 自動化直接塩基配列決定法(dir e ct s e q u e n ci n g)

P C R で 増幅 した D N A 断片を 1 % の 通常の ア ガ ロ ー ス ゲ ル に

鎖長 マ
ー カ ー

と して 申Ⅸ174/ 助 gIII 消 化物 (東洋紡, 東京) と共

に泳動 し, 断片長 を確認 した 上 で
, 目的 とす る D N A 断片 の バ

ン ドを含 む 部分を切 り出 した .
マ イ ク ロ ピ ュ ア と マ イ ク ロ コ

ン ー5 0 伽1i c o n) を組み 合わ せ て こ の D N A 断片を10
,
0 0 0 rp m で

1 0 分間遠心 した . 再滅菌蒸留水25 /∠1 を加えて 再度遠心 し
,

濃

縮す ると 同時に余分な プ ライ マ
ー

,
お よ び ヌ ク レオ チ ドを除去

し鋳型 D N A と した .
こ れ に ダイ ･ タ

ー

ミネ ー

タ
ー ▲

サ イ ク ル

シ
ー

ク エ ン ス ･

キ ッ ト (P e d d n
- E l m e r) を用 い サ イク ル シ ー

ク エ

ン ス 法を行 っ た .

自動化直接塩基配列決定法と してA BI P RI S M T M 3 1 0 G e n e ti c

An al y z e r (P e d (i n
q El 皿 e r) を用い た .

こ れ は
, キ ヤ ピ ラl

)
- 型 の

塩 基配列解析装置で
, 読み取 られ た デ ー タ は パ ー ソ ナ ル コ ン ピ

ュ
ー タ ー P o w e r M a ci n to s h G 3 (A p pl e C o m p u t e r

,
U S A) 本体 内蔵

の 固定デ ィ ス ク に 数億 デ
ー

タ と して保存され た . 反応終了後 に

塩 基配列解析 を自動 的 に行い
, 配列を文字 デ

ー

タお よ び波 形の

グ ラ フ と して出力 した .

5 .
P C R 制 限酵 素切 断多型 (P C R -

r e St ri cti o n fr a g m e n t l e n gth

p ol y m o rp h i s m
,
P C R ･ R F L P) 法

変異配列が 決定 さ れ た後 , 変異の 存在 の 確認 お よ び ス ク リ
ー

ニ ン グの た め 特定 の 制 限酵素で 切断部位が 生 じ る よ うに プ ライ

マ ー を設計 し た .

一 側 に 通常の プ ライ マ
ー

を
,

反村側 に変異 プ

ラ イ マ
ー を用 い

,
温 度条件 を再 度調節 した う えで P C R 法 に よ

り強制 的に 変異 配列を 導入 し た D N A 断片を増 幅 した . そ の 上

で ピペ ッ ト に て ミ ネ ラ ル オ イ ル の 下 層 よ りP C R 産物 をこ取り出

し
,
切断部位 に応 じた 制限酵素 と その 反応用礎 衝液を加 え酵素

の 至適温 度条件下 に て 6 時間反応 さ せ た . 反応 産物 の 染色 に は

Bi o - R a d 銀 染色 キ ッ トを用 い
,

プ ロ トコ
ー

ル に従 っ て 銀染色を

行 っ た .

6 . 部位特定突 然変 異導入 法お よ び c R N A 合成

変異 を 導入 す る 野性 型 H E R G c D N A は p G H 1 9 ベ ク タ ー の

βα 別 H I 一 旦c β R I 部 位 に サ ブ ク ロ
ー

ニ ン グ した も の で あり ,
D r

G ail A R o b e r ts o n ( U n i v e r sity o f W i s c o n si n
- M a d i s o n M e di c al

S c h o ol
,
M a di s o n

,
U S A ) より供与 さ れ た . 変異 を導入 した 合成オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー を用 い て組 み 替 えP C R 法 を行い

,

目的の 変異を含 む c D N A 断 片を 作成 し,
さ ら に カ セ ッ ト変異法

に より元 の プ ラ ス ミ ドの 相当部分 と 置き換え た
34)

. 月旦尺G 遺伝

子534 番目の A r g を C y s へ 変 える塩 基置換 に つ い て は
,

2 組 の プ

ライ マ
ー ( H G U P P と H G 5 3 4 A S お よ び H G 5 3 4 S と H G L O W )(表

1) を用い
,

そ れぞ れ 531 b p と4 4 0 b p の ミ ス マ ッ チ を持 つ C D N A

断 片 を作 成 し た . 引 き続 い て
,

2 つ の P C R 産物 を H G U P P と

H G L O W を 用 い て増 幅
, 結合 させ た . 9 7 0 b p の P C R 産 物を

E c o O 6 5Ⅰと B gl II に よ り 切 断 し
,

野 性 塑 H E R G c D N A の

且c 〃0 6 5Ⅰ一 物 ‖Ⅰ部位 と 置き換え た . 月五だG 遺伝子637 番目の Gl u

を L y s
へ 変 え る 塩 基 置 換 に つ い て は

,
1 姐 の プ ラ イ マ

ー

田 G U P P と H G 6 3 7 A S ) (表 1) を用 い て840 b p の ミ ス マ ッ チ を持

っ cb N A 断片 を作成 した . 引 き続 い て P C R 産物 を E c o O 6 5Ⅰと



遺伝性Q T 延長症候群に お ける H E R G 遺伝子変異

T a bl e l . O lig o n u c le o ti d e p r l m e rS f o r c o n str u c ti n g R 5 3 4 C a n d E 6 3 7 K H E R G m ut a nt

N a m e P o siti o n

H G U P P

H G L O W

H G 5 3 4 S

H G 5 3 4 A S

H G 6 3 7 A S

1 05 8 - 1 0 8 2

20 49 - 2 0 2 8

15 8 9 - 1 6 1 1

1 6 1 ト1 5 8 9

19 23 - 1 8 9 5

S e q u e n c e

C C A G T G A C C G T G A G A T C A T A G C A C C

G A A C T C C C G C A C C C G C A G C A T C

T G C G G C T G G T G工G C G T G G C G C G G

C C G C G C C A C G C A C A C C A G C C G C A

G G A G A A G A T C T T C T T T G A G T T G G T G T T G G

T h e m tlt ate d b a s e s a r e u n d e rli n e d

鞄I II に より切断 し
, 野性型H E R G c D N A の E c o O 6 5I rB gl II 部位

と 置き換 えた .

野 性 塑 お よ び 変 異 型 c D N A を Ⅳ扉 Ⅰ を 用 い て 切 断 し
,

m M E S S A G E m M A C H I N E T 7 K it (A m bi o n) の T 7 ポ リ メ ラ
ー ゼ

を用い て それ ぞ れ の c R N A を合成 した .

7 . ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル で の 導入 遺伝子 の 発現

1) c R N A の ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細 胞 へ の 注入

ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル (北日 本生物教材, 青森) を水中で 低温麻

酔 し下 腹部 より卵巣を取り出して
,

B a r th 変法培養液 ( m o d 沌e d

B a r th
'

s s ol u ti o n
,
M B S) (8 7 A m M N a C l

,
1 m M K C l

,
2 .4 m M

N a H C O 3 ,
1 0 m M H E P E S

,
0 .8 2 m M M g S O 4

･

7 H 2 0 ,
0 .6 6 m M

N a N O ｡ ,
0 .7 4 m M C a C1 2

･ 2 H 2 0 を10 N N a O H で p H 7 .6 に調整 し

た も の) に 移し洗浄 した . 鋭利 ピ ン セ ッ ト を用 い て 房を 開け,

卵 母細胞 を1 個ず つ 丁 寧に取り 出し た . 卵 母細胞 は D u m o n t 分

類 の Ⅴ
～

ⅤⅠ相 で
,

動物極 と 植物極 の 境界 の 鮮 明なも の を選 ん

だ.

R o m a n o - W a r d 症候群 は常 染色体 優性遺伝 形式 の LQ T S で あ

り,

一

方 の 対 立遺伝子 は 正常 型月E だG
, 他方 は 変異 型月旦斤G で

あ る . 従 っ て
, 野性型 H E R G 単独 の c R N A (0 .0 3 6 n g/ nl) と変異

型LtE R G 単独 の c R N A (0 .0 3 6 n g/ nl) に加 え
,
両者を等量混 合し

た c R N A (0 .0 7 2 n g/ nl) を乾熱滅 菌 (2 0 0 ℃ ､ 2 時間) し た ガ ラ ス

毛細管 を 用い て 卵母細胞 に50 nl/ 個ず つ 注 入 した . c R N A を注

入 し た卵母細胞 を50 / ∠ g/ m l ペ ニ シ リ ン ･ ス トレ プ トマ イ シ ン

を含 ん だ M BS に移 し, 1 6 ℃ で3 【･1 間培養 した
.

2) 電 気生 理学 的ア ツ セ イ

卵 母細胞 の 膜 電流 を
,

2 本 の 電板 を用 い た電位 固 揖去で 増幅

器 仏x o cl a m p 2 A
,
A x o n I n st ru m e n t S

,
F o st e r C ity ,

U S A) を用 い て

記 録 し た . 2 本 の 電極 (電流 を 注入 す る電 極 と電位二を測定す る

電極) は
,
3 M K Cl で 充填 し

,
抵抗 を0 .5 -2 .O M n と した ガ ラ ス

微 小電 極 ( Gl a s s I B B L) (W o rl d P r e ci si o n I n st ru m e n t S
,
N e w

H a v e n
,
U S A ) を川い た . 外液 は N D 9 6 績衝 液 (96 m M N a C l

,
2

m M K Cl
,
5 m M M g C1 2

,
0

.3 m M C a C 1 2
,
5 m M H E P E S を 含み

,

N a O H で p Ⅲ 7 .6 に 調節 した もの) を川い て 室温 (18
へ 2 0 ℃) で

測 定 し た
. 静止膜電位 が - 4 0 m V より深 い 卵母細胞 の み を用 い

た
.

コ ン ト ロ
ー

ル は H z O を注 入 し た卵母細胞 を 用い た . そ の 膜電流

の 大き さは
,

0 .4 /ノ A 以下 で リ
ー

ク 電流と 変わ ら な か っ た .

デ
ー

タ の 収集お よ び 解析は
, p C I A M P s o ftw a r e (v e r si o n 5 .5 .1)

と Digi D A T A 1 2 0 0 A / D c o n v e rt e r (A x o n I n s tr u m e n t s
,
F o st e r

C ity ,
U S A ) を用い て パ ー

ソ ナ ル コ ン ピ ュ
ー タ ー

上 で行 っ た . 測

定され た 末尾電流を
,

D elt a G r a p h (E] 本ポ ラ ロ イ ド
,

東京) を 用

い て 以 下 の 式 に示すボ ル ツ マ ン 関数に
一 致 さ せ た

.

Ⅰ= 1 / け+ e X p【Ⅳ1′2 湖) / E】‡

451

E `3 7 R

Fi g . 2 . S c h e m e of p r e di ct e d t o p ol o g y o f II E R G a n d l o c ati o n s of

L Q T S -

a S S O Ci a t e d m u t ati o n s . H E R G c o n si s t s of 6 p u t ati v e

t r a n s m e m b r a n e s e g m e n ts (S l to S 6) a n d a p o r e (P) r e gi o n .

C l o s e d ci r cl e s i n d i c a t e th e l o c a ti o n s o f L Q T -

a S S O Ci a te d

m u t a ti o n s in th i s s tu d y .

こ こ で
,
Ⅰは比末尾電流 を

,
V lノ2 は1/ 2 の 大きさ の 電流が 活性

化 され る の に必 要な電位を
,

V l は テ ス ト電位を
,

K は ス ロ ー プ

フ ァ ク タ ー を示す .

成 績

Ⅰ . 月老兄G 遺伝子 解析結果

L Q T S 発端者1 06 例 (男性4 0 例
,

女牲66 例
, 平均 Q T c 時間

497 m s) に 対 して 〃E 尺C 遺伝 摘草析を 行 っ た . そ の う ち
,

プラ

イ マ
ー

対4I : 1 0 R お よ び 6L -1 2 R を梢 い て 行 っ た P C R - S S C P 法に

お い て
, 各々 1 例ず つ 異常バ ン ドが認 め ら れ た . リlき続き直接

塩基配列決定法 に よ る変異の 同定を行 っ た と こ ろ
,

〃E 斤C 遺伝

J
'

･

S 4 領域 お よ びS 5 -S 6 リ ン か 内 の S 6 近傍 に お い て ミ ス セ ン ス

変異が 同定 さ れ た (凶2) . 前者ほ534 番目の A r g ,
R をC y s

,
C へ

変え る変異 (R 53 4 C) で
,
1 9 9 8 年It o h ら

:瑚
によ っ て 報㍗ さ れ た変

異 と 同じ であ っ た . 一
一

)j
-

, 後者は637 番目の Gl u
,
E をIJ y S

,
K に

変え る変 異(E6 3 7Iq で
, 今まで に報 告の ない 新 し い 遺 伝~r

･ 変異

で あ っ た . 以 l
､

~

に
,

そ れぞ れ の ミ ス セ ン ス 変異 の 臨床 的特徴お

よ び電気生理学的特徴 に つ い て記述す る .

Ⅱ . 月丑R G 遺伝子 R 5 3 4 C 変異 の検討

1 . 臨床像 の 検討

発 端者 は2 8 才 の 男性 で
,

こ れ ま で に 睡眠 中に全 身痙攣を伴

う意 識障害 を2 度認め た こと があ る . 安静 時心電 図上 Q T c 時間

は0 .4 9 秒 と延 長 して い た (図3) . ま た
,

ト レ ッ ドミ ル 運動 負荷

に て 心拍数 は19 1 拍/ 分 まで 上 昇 し
, 負荷後 の 回復 期 にQ T c 時



4 5 2

間 の さ ら なる 延長を認 め た (図4) . なお
,

聴 九 血清電解 質は

とも に正 常 で あっ た . 先天 性Q T 延長症候群の 診断基準 の ス コ

ア は 合計5 点で
, 確診例 と 考え ら れ た . 発端者の

一

卵性双生 児

で ある兄と 母親 に もQ T c 時間の 延長 が認め ら れ た (図3) が
,
両

者と も失神の 既 往は 認め な か っ た . なお
,

一 卵性双生 児 の 兄と

母親の L Q T S ス コ ア は そ れ ぞ れ5 点お よ び 4 点で い ずれ も診 断

P r o b a n d T wi n b r o th e r

II

確実と 考えら れ た .

2 . 月E 尺G 遺伝子解析 の 結果

プ ライ マ
ー

4 L rl O R を用 い て 行 っ たP C R ･S S C P 法 に お い て
, 発

端者,

一

卵性双生 児 で ある 兄
,

母親 にお い て 異常 バ ン ドが検出

さ れ た (図5 A) . 引 き続 い て 直接 塩基 配列 決定法 に よ る遺伝子

変異配列 を決定 した と こ ろ
,

異常 バ ン ドが認 め られ た3 人に お

Eld e r b r o d e r

l 】 ｣. .1 1: l
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,
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,
a n d a

c o m b in a ti o n of W T c R N A a n d R 5 3 4 C c R N A . (んC) E x p r e s s e d c u r r e n t s i n o o c yt e s i nj e c t e d w ith l .8 n g W T c R N A (W T l ･8) (朗 ,
1 ･8 n g

R 5 3 4 C c R N A ( R 5 3 4
.

C l .8) (B) ,
1 ･8 n g W T c R N A a n d l ･8 n g R 5 3 4 C c R N A (R 5 3 4 C / W T) (C) ･ D e p ol a ri zi n g t e st p ul s e s w e r e a p pli e d 血
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,
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,
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= 8); ●
,
R 5 3 4 C l ･8 (n ; 8); ロ

,
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N o r m al i z e d I N r el a ti o n sh ip s f o r am plit u d e s of t ail c u r r e n t s i n o o c yt e s i nj e c t e d : t
,
W T l .8 ( n
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い て H E R G 遺伝子S 4 領域 の 53 4 番目 の A r g を コ
ー ドす る C G C

か らC y s を コ
ー

ドす る T G C へ の 変異が 認め ら れ た (囲5B) ･ 変

異 した T の バ ン ドと 正 常 な C の バ ン ドは 共存 し て お り
,

変異

A r g 53 4 C y s の ヘ テ ロ壕 合体 で あ っ た .

3 . 電気生 理 学的検討

1) 発現電施の 定量的検討

図6 の A ～ C に
,

C R N A を卵母細胞 に注 入 して 記録 し た 代表

的な発現電流 を示す . 注入 した c M は い ずれ も1 .8 n g で あ る

[A
, 野性型 匝ild ty p e

,
W T) (W T l .

8) ; B
,
R 5 3 4 C (R 5 3 4 C l ･8) ; C

,

両者を等量混合 した c R N A ( R 53 4 C / W T) であ る .] . A の W T に

お い て は
,

野性型 H E R G 電流 は ピ
ー

ク電流 に引き続い て 大き な

末尾電流が 記録 され た . ピ
ー

ク電流 は電位依存的に大 きく な っ

た が
,

テ ス ト電位が -1 0 m V を超える と逆 に小さく な っ た .

一 方 ,

末尾電流は電位依存的 に大きくな っ た . B の R 5 3 4 C に おい て は
,

単独で も発現電流 が記 録さ れ て おり
,

機能的なチ ャ ネル が 形成

さ れ て い る こ と が 示唆 さ れ た. C の R 5 3 4 C / W T に お い て は
､

発現電流の 大き さ は野性型単独 と ほぼ 同じで あ っ た が
, 末尾電

流の 曲線 の 傾きが 野性 型と 比べ て急峻で あ っ た .

図6 D にW T l .8
,

R 5 3 4 C l .8
,

R 5 3 4 C / W T の 脱分極 中の ピ ー

ク 電流の 電流⊥電圧 曲線 を示す. 電流値 は - 1 0 m V 付近 で貴 大 と

なり
,

それ より プ ラス 側で は減少する 内向き整流性 を里 して い

+ 4 0 6 se ¢

一 朗 J 窯蔓-

_
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図6 E に
,

W T l ,8
,

R 5 3 4 C l .8
,

R 5 3 4 C / W T の 各テ ス ト電位

に 対す る末尾電 流 の 大 き さを プ ロ ッ ト した グ ラ フ を示す.

- 60

血Ⅴの の ち +2 0 m V の 脱分極テ ス トパ ル ス を与え た時 に測定 され

た 末尾 電流 の 大 き さ は
,

W T l .8 が 1 0 4 5 士 1 2 9 n A ( n
= 8) ,

R 5 3 4 C l .8 が 2 0 5 ±25 n A ( n
= 1 0) ,

R 5 3 4 C / W T が1 04 5 .3 ±1 2 6

n A ( n = 8) で あ っ た .
こ の よう に

,
R 5 3 4 C 変異は 野性型 H E R G チ

ャ ネル の 機能(電流値) を優性 阻害 的に は抑制 し なか っ た .

2) キネテ イ ク ス の 検討

図6 F に , 各テ ス ト電位 に対 す る末尾電流 の 相 対 的な大 きさ

を プ ロ ッ ト し た グ ラ フ を 示 す . 比 電 流 が 1/ 2 に 達 す る 電位

Ⅳ1′2) は
,

W T l .8 が -2 0 .5 ±3 .1 m V (n = 8) ,
R 5 3 4 C / W T が -2 7 .1 ±

1 .3 m V ( n = 7) ,
R 5 3 4 C l .8 が - 3 6 .0 ± 2 .8 血Ⅴ(n

= 1 0) で あ っ た .
ス

ロ
ー プフ ァ ク タ

ー

(K ) は
,

W T l . 8 が 8 .0 士 0 .9 m V ( n
= 8) ,

R 5 3 4 C / W T が 7 .8 ±0 .9 rh V (n = 7) ,
R 5 3 4 C l .8 が6 .2 ± 1 .1 m V

(n
= 1 0) で あ っ た . R 5 34 C l .8 と R 5 3 4 C / W T の V l,2

は
,

W T l .8 と

比較 して有 意に 陰性電位 に シ フ ト (p < 0 .0 1
,
R 5 3 4 C l

,
8

,
R 5 3 4 C /

W T v e r s u s W T l .8) し
,

R 5 3 4 C l .8 の K はW T l .8 に比 して 有意

に低下 (p < 0 .0 1
,
R 53 4 C l .8 v e r s u s W T l .8) して い た . 以 上 の よう

に,
R 5 3 4 C 変異 は H E R G チ ャ ネ ル の 活性化 の 電位依 存性 に影響

を与えて い た .

E

ー 8 0 -7 0 - 6 0 - 5 0 -4 0
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Fig . 7 . D e a cti v a ti o n ti m e c o u r s e o f e x p r･ e S S e d c u r r e n t s i n o o c yt e s i nj e c te d wi th W T l .8
,
R 5 3 4 C l .8 an d R 5 3 4 C / W T . A c o n diti o ni n g p ul s e

t o + O m V f o r 3 s fr o m a h oldi n g p o te n ti al of - 6 0 m V w a s a p pli e d
,
f oll o w e d b y v a ri o u s t e st p ul s e s b e t w e e n

-1 2 0 m V a n d + 4 0 m V i n l O m V

i n c r e m e n t s f o r 6 s . T b e v oltag e p r ot o c ol i s ill u st r a t ed i n th e i n s e t i n p a n el 仏) . 仏一 C) R e p r e s e n t a ti v e c u r r e n t t r a c e s a r e th o s e 打o m o o c yte s

i Ij e c t ed w ith W T l .5 ( 朗 ,
wi d l R 5 3 4 C (B) a n d wi th R 5 3 4 C / W T ( C) . D e a c ti v a ti o n ti m e c o n s t an tS W e r e m e a S u r e d b y 丘tti n g d e a c ti v a ti n g

c u r r e n t s d u ri n g t e st p ul s e s b et w e e n
-8 0 a n d -4 0 m V wi th d o u bl e e x p o n e n ti al s . ( D ) F a st an d ( E) sl o w c o m p o n e n t s o f d e a c ti v a ti o n ti m e

c o n st a n t s a s a fu n c ti o n o f t e st p o t e nti al s . )
,
W T l .8 ( n

= 6); ●
,
R 5 3 4 C l .8 (n

ニ9); □
,
W T / R 5 3 4 C (n

= 6) .

★

p < 0 .0 5 ,
R 5 3 4 C l .8

,
R 5 3 4 C / W T

v e r s u s W T l .8 .
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次 に脱分極 パ ル ス の あと 長い 過 分極 パ ル ス を 与え, 脱活性化 1 .8 と R5 34 C / W T の 2 種類の 時定数は
,

W T l .8 の 呼起数と比較

の 経過 を 検討 した (図7 A
～

C ) .
テ ス ト パ ル ス 中 の 脱活性 化電 して 有意 に小 b < 0 .0 5

,
R 5 3 4 C l .8

,
R 5 3 4 C / W T v e r $ u S W T l .8) で

流 は2 成分の 指数 関数 に よく
一

致 し
, そ れ ぞれ の 指 数関数より あ っ た (図7 D

,
E) . こ の よう に

,
R 5 3 4 C 変異 は H E R G チ ャ ネル

時定 数 を求め た . テ ス ト電位 -6 0 か ら - 4 0 m V に お け る
,

R 5 3 4 C の 脱活性化 を促進 して い た .
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A 仔 e c te d p a ti e n ts

Fi g . 9 . M u t a ti o n a n al y si s . ( 瑚 D N A s e q u e n c e a n aly si s i n th e p r ob a n d . T r a n siti o n o c c u r s in th e S 5 -S 6 1i n k e r of th e H E R G p r ot ei n
,
1 e a d i n g

t o a m i s s e n s e m u t a ti o n . (B ) T h e p e di g r e e a n d r e s u lt of P C R -
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*
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r e s p e ctiv ely . I
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ⅠⅠⅠin d i c at e g e n e r a ti o n s . H alf cl o s e d ( 膿) s q u a r e a n d h al鼻cl o s e d ci r cl e s ( 0 ) i n di c at e h et e r o z y g o u s m al e a n d f e m al e
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Al l of th e i n di vid u al s w ith Gl u 6 3 7I y s m u ta ti o n s h o w b o th 7 9 b p a n d 6 0 b p 血

･

a g m e n tS wi 1i c h

i n di c at e a h e t e r o z y g o t e fo r th e m u t ati o n .
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,
E 6 3 7 K l .8 (n
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,
E 6 3 7 K / W T (n
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○
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W at e r (n
= 6) . 但) I N r el ati o n s hi p s f o r a m plitu d e s o f t ail c u r r e n t s i n o o c yt e s i nj e c te d : T

,
W T l .8 ( n

= 8); □
,
E 6 3 7 K / W T (n
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N o r m ali z e d I N r el ati o n sh ip s fo r a m pli tu d e s of t ai1 c u r r e n t s i n o o c y te s i nj e ct e d : □
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W T l .8 (n = 8); P

,
E 6 3 7 K / W T (n = 6) . Am plit u d e s of t ail

C ur r e n t S a S a fu n c ti o n o f th e te st p o t e n ti al s w e r e B tt e d t o a B ol tz m a n n fu n c ti o n a s d e s c ri b e d i n M e th o d s .

∬ . 月丑R G 遺伝子 E 6 3 7 K 変異の検討

1 . 臨床像の 検 討

発端者 は32 才 の 女性で 中学生よ り安静 時に 意識消失 を認 め て

お り
,

精神科 に てて んか んと 診断さ れ て投薬治療が 行 わ れ て い

た . 3 2 才時
,

脳波測定中の 心電図モ ニ タ
ー

で多形性心室 頻拍 が

認 め ら れ (図8 A) ,
胸 部不快感 が 出現 した . 安 静時心 電 図上

Q T c 時間は0 .6 1 秒と 延長 して おり, 胸部誘導の T 波 に ノ ッ チ を

認め た (閻8 B) . な お
, 聴力 ,

血 清電解 質は と もに正常 で あ っ

た . 先 天性 Q T 延長症候 群 の 診 断基準 の ス コ ア は 合計8 点 で
,

診断確 実と考えられ た . 発端者の 父親と 娘の 心電 図に お い て も

Q T c 時間 の 延長 が認 め られ たが
, 失神 の 既往は 認め な か っ た .

な お
,

父親 と娘 の L Q T S ス コ ア は そ れ ぞ れ4 点 お よ び 5 点 で
,

い ずれ も診断確実と 考え られ た .

2 . H E R G 遺伝子解析 の 結果

プラ イ マ
ー 6I J ･1 2 R を用い て 行 っ たP C R ･S S C P 法 にお い て

,

端者, 父親, 娘 に異常 バ ン ドが 検出 された . 引き続 い て 直接塩

基配列 決定法 に よ る遺伝子変異配列を決定 した と こ ろ , 異常 バ

ン ドが 認め られ た3 人に お い て ガ且斤G 遺伝子S5 -S 6 リ ン か 内 の

S 6 近傍 の 63 7 番目の Gl u を コ
ー

ドする G A G か らⅠぜS を コ ー

ドす

るA A G へ の 変異が 認め られ た (図9 A) . 変異 した A の バ ン ドと

正常 なG の バ ン ドは 共存して お り
, 変異 Gl u 6 3 7 b s の ヘ テ ロ

接 合体で あ っ た .
こ の 変異は こ れまで に報告 され て い な い 新 し

い ミス セ ン ス 変異で あ っ た .

プ ライ マ ー

6 L M Cr C T C T C C C A A C A C C A A C T C G) と12 R の 組

み 合わ せ に よ る P C R 産物 (79 b p) は
, 遺伝子変異 Gl u 63 7 I . y s が

あ る場合 の み制 限酵素7Yh H B 8I に より60 b p と19 b p に 切断さ

れ る . 図9 B に 発端者 の 家系 図 と P C R - R F L P 法 に よ る変異 の 確

認結果 を示 し た . 発端者 を 含め て 3 名 に 正常 バ ン ドと切 断さ れ

た バ ン ドの 両方が 認 め ら れ
,

い ずれ も変異 Gl u 6 3 7 L y s の ヘ テ

ロ 接合体で ある こ と が 確認 さ れ た
.

3 . 電気生理学的検討

1) 発現電流の 定量的検討

図10 の A ､ C に ,
C R N A を卵 母細胞 に 注人 し て 記録 した 代 表

的な発現電流 を示す . 注入 した c R N A は い ずれ も1 .8 n g で ある

[A
, 野性 型( W T l .8) ; B

,
E 6 3 7 K 任63 7 K l .8) ; C 両者 を等量混合

し た c R N A (E 6 3 7 K / W T ) で ある .] . E 6 3 7 K c R N A を1 .8 か ら9

Ⅲg まで 注入 した 卵母細胞 に お け る発現 電流値 は
,

H 2 0 を注 入 し

た卵母細胞 の 発現電 流値と 変わ らず(図10 B
,
D ) , 変異単独 で は

機能 的な チ ャ ネル を形成 しない と考 えら れ た . ま た
,

E 6 3 7 K /

W T の 発現電流値 は
,

W T l .8 の 発現 電流値 と比 べ て 大きく抑制

さ れ て い た .

図10 D に
,

W T l .8
,

E 6 3 7 K l .8
,

E 63 7 K / W T そ して H 2 0 の

脱分極中 の ピ ー ク電流 の 電流一電圧 曲線 を示 す.

図10 E に
,

W T l .8 と E 6 3 7 K / W T の 末尾電流 の 大 きさを プ ロ

ッ ト した グ ラ フ を示 す.

- 6 0 Il】Ⅴ の の ち十2 0 血Ⅴ の 脱分極 テ ス ト

パ ル ス を与 えた 時 に 測定 さ れ た 末尾電流 の 大 きさ は
,

W T l .8

が2 0 9 1 ±21 6 n A (n = 8) ,
E 6 3 7 K / W T が 46 6 ± 5 1 n A (n = 6) で あ

っ たこ こ の よう に
,

E 6 3 7 K 変異 は野性型 H E R G チ ャ ネル の 機能



遺伝性 Q T 延長症候 群に お け る H E R G 遺伝子変異

を優性 阻害的 に抑 制 して い た .

2) 両チ ャ ネ ル の 電位依存性

国10 F に
,

各テ ス ト電位 に対する 末尾電流 の 相対的 な大 きさ

を プ ロ ッ ト し た グ ラ フ を 示す . 比 電流 が1 / 2 に 達す る 電位

(Ⅴ., 2) は
,

W T l . 8 が - 2 1 .1 ± 3 .4 m V ( n
= 8 ) ,

E 6 3 7 K / W T が -

2 0 .
4 ± 2

.1 m V ( n
= 6) で あ っ た .

ス ロ ー プ フ ァ ク ク ー

( E) は
,

W T l
.8 が9 .1 ±0 .5 9 m V ( n = 8) ,

E 6 3 7 K / W T が 6 .9 士0 .6 5 m V

( n
= 6) で あ っ た . E 6 3 7 K / W T の V l/2

はW T と ほ ぼ 同 じ値で あ っ

た が
,

E 6 3 7 K / W T の K は W T に 比 べ て 有 意 に 小 ( p < 0 .0 1
,

E 6 3 7 K / W T v e r s u s W T l .8) で あ っ た .

考 察

近年 の 遺伝子連鎖解 析の 急速な進歩 に よ り
,

遺伝性Q T 延 長

症候群 の 複 数の 家系に お い て
,

心筋イ オ ン チ ャ ネル を コ ー

ドす

る遺伝 子異常 が 同定 され た . 現在まで に 同定さ れ た 遺伝子 は
,

心 筋 の 電 位 依存性 K チ ャ ネ ル の サ ブ ユ ニ ッ トを コ
ー

ドす る

m ¢アユ
10)

,
月E だG

ll)

,
∬C Ⅳだが

4】

,
加 15)

と心筋 の 電位依存性 N a

チ ャ ネル の サ ブ ユ ニ ッ トを コ ー ドす る5 α＼蒔A
12)

で ある . 本研 究

で は
, 特 に且E だC 遺伝子 の 異常 に よ る 遺伝性Q T 延長症 候群の

臨床 的特徴 と 変異遺伝子の 発現産物で ある K チ ャ ネル の 電流特

性 に つ い て検討 した .

Ⅰ . 月丑 R G 遺伝子変異 に よ る遺伝性 Q T 延長症候群の 臨床的

特徴

遺 伝性Q T 延長症候群で は特徴 的な 心電 図所 見を 示す. すな

わち
,
Q T c 時 間の 延長 (男性4 50 ミリ 秒以 上 , 女性4 60 ミリ 秒

以 上) , 多形性心 室頻拍
38)

, T 彼 の 交代 現象
珊

,
ノ ッ チ を有す る

T 波
38)

, 年齢 に比 し相対 的な徐脈
こ期

,
1 .2 秒 以 上 の 洞停止

`l11)

, 運

動 時の Q T c の 異常反応 射 卜 42)
な どで あ る . こ の うちT 波形態,

運

動 時Q T 時 間の 反応 に つ い て
, 遺 伝子型別 に比 較検 討 し た報告

が あ る . 1 9 9 5 年 ,
M o s s ら

- 9)
は各遺伝子型 に特徴的 なT 波形態

を 報告 し
,

LQ T l で は幅広 い T 波
,

LQ T 2 で は ノ ッ チ を伴う平低

丁波
,

L Q T 3 で はS T 部 分の 長い T 波が 特徴 的で ある と し た . ま

た
,
1 9 9 9 年S w a n ら

`12) はL Q T l とLQ T 2 患者 に村 して 運動負荷試

験 を行 い
,
Q T 時 間の 変化お よ び運動 負荷 に対す る心 拍数の 反

応 に つ い て 検討 し た . 彼 らの 報 告に よ る と
, 運 動負荷 に よ っ て

短縮する Q T 時 間の 程度は LQ T l に 比べ LQ T 2 で より 大きく, 運

動 負荷 に対 する心 拍数の 増加 の 程度 は LQ T l で 有意 に小 さ か っ

た . ま た
,

運 動負 荷後 の 回複期 に延 長す るQ T 時 間 の 程度 は

L Q T l と LQ T 2 は と も に コ ン ト ロ
ー ル に比 べ て 大きく

, 特 に

LQ T l に お い て 著明 で あ っ た . 本研究の 対 象患 者の 心電図 を検

討 して み る と
,

R 5 3 4 C と E 63 7 K の 安静 時心 電I茎l で は と もに ノ ッ

チ が 認め られ て お り
,

こ の 点 はL Q T 2 に特 徴的 な所見と い え る .

また
,

R 5 3 4 C の 運動負荷心 電図で は最 大心 拍数191 相/ 分 と 負

荷 に対 して~1
_
E 常 な心拍数 の 増 加が 認め られ , 回復期 にQ T 時間

の 延長が 認め られ た こ と は LQ T 2 に特徴的 な所 見と い え る .

L Q T S は T d P や 心室細動 を引き起 こ し
, 失神発作 や突然死 の

原因と な る疾患で ある . 遺伝子型 に よりT d P や 失神 発作 の 誘因

が 異 な る と い う報告
2t} 卜 22 ) も な され て い る . L Q T l 患者で は 運動

中や 直後, 精神 的ス
･ト レ ス が Td P

,
失神発作 の 誘因と さ れ

, 特

に水泳 中の 心事故が 多い
. そ れ に対 して L Q T 2 患者 は

,
夜 間睡

眠 中に 聴覚刺 激 (目覚ま し時計､ 電話 の ベ ル
､ サ イ レ ン な ど)

で 覚醒 したとき に発作が 多い の が 特徴で あ る
.

L Q T 3 患者で は
,

発作 は夜 間睡 眠中や安静 時に多く
,
徐脱 が 増悪 因子 で ある . 本

45 7

研 究の 2 症例の うちR 53 4 C 症例は 睡眠時に
,

また E6 3 7 K 症例 は

安静時 にT d P
,

失神発作が 出現 して い た . と もに
, 聴覚刺激 に

よ る急 激な交感 神経 緊張 によ っ て発 作が 出現 し た 可 能性 が 高

く
,

こ れ まで の 報告 と合致する .

遺 伝 型 と 表 現塑 の 関連性 に つ い て
,

1 9 9 9 年P ri o ri ら
d3)

は

L Q T S の 疾 患浸透率が 低い こ とを報告 し た . すな わち, 遺伝子

異常 が 同定され た 発端者お よ びそ の 家族2 0 人の 中で 臨床的 に

Q T 延長症候群 と診断 され た患 者は5 人で あり , 疾 患浸透率 は

25 % で あ っ た . そ れ に射 し
, 本研 究 に お け る R 53 4 C お よ び

E 6 3 7 K の 疾患浸 透率 はとも に100 % と高率で あ っ た .

R 5 3 4 C 変異が 認め ら れ た症例は
､

一

卵性双生児で あ っ た｡

一

卵性双生 児 の LQ T S 患 者に関す る報告
相 川

は い く つ か あり
､

そ

の 中で ､ R u s s ell ら
47)

が ､ K u L Q T l 遺伝子 変異を認め た
一 卵性双

生 児を 報告 して い る . しか し ､ 月E 斤C 遺伝子変異に つ い て は こ

れ まで 報告 はなく ､ 我 々 の 症例が初 め て の 報告と 考えら れ る ｡

Ⅰ . 月正妃G 遺伝子変異の 電流特性

心筋細胞 に は多く の イ オ ン チ ャ ネル が存在 し
, そ れ を介する

イ オ ン 電流 に よ っ て心筋活動竃位 が形成 さ れ る
, 心筋活動電位

の 持耗 時間 (a c ti o n p o te n ti al d u r ati o n
,

･

A P D) ほ心電図の Q T 時間

に反映 され
,

再分極を起 こ す外向き電流が 減少す るか
,

ある い

は 脱分極を維持 す る内向き電流 が増 加すれ ば A P D は延長 して

Q T 時 間は延 長する と 考えら れ る . 本研究 の 対象で ある 月E 虎G

遺 伝子 は
,

g C ⅣE2 遺伝子 と 会合 し てI E
r
チ ャ ネ ル を形成す る

.

ⅠⅠくr
チ ャ ネ ル は心筋活動電位再分極相 (第3 相) に お ける大きな外

向き電 流に 関与 し,
A P D を規定す る最も重要なチ ャ ネ ル の ひと

つ で ある . 従 っ て
,

月 甜 G 遺伝子の 異常 に よりⅠⅠむが ど の よ うに

変化する か を電気生理学的 に検討する こ と は 重要 であ る . 本研

究 で は
,

ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母細胞 発現 系を月ヨい て発現寛

厳 を 行 っ た . ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母細胞 は
,

外 来性 の

m R N A を効率良く 正確 に タ ン パ ク 質に翻訳 する有用 な生 体系で

ある
L18)

. また
,

卵母細胞の 直径は1 m m を超 え, m R N A の 注入

お よ び 細胞 内記録が容易 な ため 遺伝子 の 発現 系と して広く用い

ら れ て い る
. 本研究で ほ, 月E 斤G 遺伝子 の c R N A を発現さ せ て

そ の 電流特性 を検討 した , H E R G 霞流 と 固有の K チ ャ ネ ル で あ

るI E F
は 厳密 に は 異な る電流で あるが

, 両者の 電位依存性活性化

や 内向き整流性 は きわ め て類似 して おり
,

E E R G 電流はⅠⅠくr
を 十

分 に 反映す る もの と 考えら れ る , 1 9 9 6 年 ,
S a n g u i n e tti ら■

1 "
は

,

〃E ガG 遺伝 r
･

の 変異 に つ い てア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞党規

系を用 い て 電気生 理 学的特性 を検討 し た . 〃E βG 遺伝子S 5 領

域の ミ ス セ ン ス 変異A 5 61 V お よ び ポ ア 領域の ミ ス セ ン ス 変異

G 62 8 S で は 単独 で は発現 電流は 記録 さ れな か っ たの に対 し
,
S 2

領域 の ミ ス セ ン ス 変 異 N 47 0 D で は 単独で も発現電 流が 記録 さ

れ た . ま た
, 野性 型c R N A と A 5 61 V あ る い は G 6 2 8 S の c R N A を

等 量混合注 人 し て 発 現 させ た 電 流の 大 きさ は
, 野性 型 H E R G

c R N A を単独で 注人 した 発現電流値 に比 べ て有意 に小 さく
,

優

性的 阻害 をきた し た .

一

方N 4 7 0 D は
,

発現 電流の 抑制の 程度

が 小 さく
, 明 らか な優性 的阻害 はき た さなか っ た . 優性的阻害

と は
, 野性 型c R N A と変異型 c R N A を等量ず つ 卵母細胞 に注入

した 発現電流 の 大 きさが 正 常遺伝子ホ モ 接合体の 1/ 2 より は る

か に小 さくな っ て しまう こ と で
,

ミス セ ン ス 変異に お い て多く

認め られ る様式で あ る . その メ カ ニ ズ ム は
,

以 下の よう に説明

され る . H E R G チ ャ ネル は4 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト (4 量体) に より

構成 さ れ る が
,

ミ ス セ ン ス 変異で は通常 ア ミ ノ 酸1 個 の 置操を
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も た らすに すぎず
,

変異 サ ブ ユ ニ ッ ト蛋白の 立体構造変化 は軽

微 で野性型サ ブ ユ ニ ッ トと 会合しう る . 正 常型サ ブ ユ ニ ッ トと

変異型サ ブ ユ ニ ッ トが 異種4 量体を構成す る場合, 両者が ラ ン

ダム に会合する なら ば 正 常型サ ブ ユ ニ ッ トだ けか ら構成 さ れ る

チ ャ ネル の 出現確率は1/ 1 6 で あり, 残りの 15/ 16 の チ ャネ ル に

は 少なくと も1 つ の 変異 塑サ ブ ユ ニ ッ トが 加わ る ･ 異種4 量 体

の なか で変異型サ ブ ユ ニ ッ トは 正常塾サ ブ ユ ニ ッ トの 機 能を抑

制する た め
,

チ ャ ネル 機能は 正常遺伝子 ホモ 接合体の 1/ 2 以 下

となる . 正常型サ ブ ユ ニ ッ トの 機 能を抑制する程 度は変 異部位

に より異なる と考え られ
, 変異部位 に よ っ て 臨床像 ･ 重 症度が

異なる こ とが 予想さ れ る . 月E 斤G 遺伝子変異 は現在まで に84 種

類が 報告
5n)

され てい るが
,

す べ て の 遺伝子 変異 に対 して そ の 遺

伝子産物の 電流特性が計 測さ れて は い ない
. そ こ で 本研究で は

,

H E R G 遺伝子S4 領域 お よび S4 -S 5 T) ン か 内の S 6 近傍 に お い て

同定 され た ミ ス セ ン ス 変異 に対 し
,

ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細

胞発現系を用 い て 電気生 理学 的特性 を検討 し た .

1) R 5 3 4 C 変異の 電気生理学的特徴

電位依存性 K
+

チ ャ ネ ル の S 4 領域 に は 正電荷 を有す る塩基性

ア ミ ノ酸が 3 残基 ごと に並ぶ 特徴的な構造が 認め られ
,

こ の 領

域 は電位 セ ン サ
ー

と して 機能 して い る場所 と考 えら れ て い る .

S h a k e r K
･

チ ャ ネル の S 4 領域 の 7 つ の 塩 基性 ア ミ ノ 酸に変 異を

導入 し
,

チ ャ ネル の 電位依存性活性化 に つ い て検 討 し た報告
51)

に よれ ば
,

7 つ の 塩基性 ア ミ ノ酸が すべ て 等 しくゲ
ー

ト電 流 に

関 わ っ て い る わ けで は な か っ た . そ の 後 の 研 究
52)

に よ り ,

S h a k e r K
･

チ ャ ネ)t/ にお い て はS 2 領域の 293 番目 の Gl u とS 4 領

域 の 36 5 番 臥 368 番 目お よ び371 番目 の それ ぞれ の A r g が ゲ ー

ト電流 に大きく関与 して い る こ と が 報告され た. こ の S b a k e r

貯 チ ャ ネル の 3 7 1 番目 の A r g は , 本研究 で遺伝子 変異 が 認 め ら

れ た H E R G チ ャ ネル の 5 34 番目の A r g に相当す る . こ の よ うに
,

H E R G チ ャ ネ)t/ 5 3 4 番目の A r g は
, 膜電位 の 変化 を感 知 して チ

ャ ネル を活性化させ る電位セ ン サ ー と して 主要 な役割 を 有 して

い る と 考え ら れ る
. 本研 究 の 電気 生理 学的検討 に お い て も

,

R 5 3 4 C の チ ャ ネ 叫副生化曲線 は野性型と 比較 して有意 に 負電位

側 に シ フ ト し
,

チ ャ ネ ル 脱活性化速度 は促進 して お り
,

電位依

存性活性化の 促進お よ び脱活性化 の 促進が 確認 され た
.

R 5 3 4 C 変異 に よ る 日E R G チ ャ ネ ル の 抑 制の メ カ ニ ズ ム と し

て
,

い く つ か の 要因が 考え られ た . R 5 3 4 C 変異 によ っ て 抑制 さ

れ る発現電流の 大きさ の 程度は著 しい と は い えず, 他 の ミ ス セ

ン ス 変異の 多くで 認め られ る優性 的阻害を認め な か っ た . 従 っ

て
,

チ ャ ネ ル を抑制 す る 他 の 要 因 が 存 在す る と 考 え ら れ
,

R 5 3 4 C 変異 に よ る キ ネテ イ ク ス の 変化 につ い て検 討 し た結 果
,

前述 した よう に R53 4 C 変異の チ ャ ネ ル 活性化曲線の 負電位側 へ

の シ フ トと 脱活性化 の 促進 が認 め られ た . 前者は 脱分極時の 定

常電流 を外向きの 方向に促 し
, 後者 は再分極中の 外向き電流 を

減少 させ る方向に働く . すなわち
,

キネ テ イ ク ス の 変化 の うち

A P D を延長させ る 要因と して考え られる の は脱活性化 の 促進 の

み で あり
, 活性 化の 促進 は む しろ A P D を 短縮 す る要 因と な る

可能性が あ る . た だ し
,

H E R G チ ャネ ル は活性化 に比 べ て不 活

性化 が きわめ て 速 い た め
,

脱分極中は多く の チ ャ ネ ル が不 活性

化状 態 にあり,
チ ャ ネ ル 悟性 化の 促進 が A P D に与 え る影響 は

そ れ程大 きい もの で は ない と 考えら れ る .

山

方 , 活動電位 第3

相で 流れ る大き な外向き電流 は心筋の 再分極に大きく 寄与 し て

い る と 考え られ
, 脱活 性化 の 促進 が A P D に与 える 影響 は 大き

い と考え られ る . こ の よ う に
,
R 5 3 4 C 変 異に よ る H E R G 電流 は

,

チ ャ ネ ル の 脱活性 化の 促 進が 加 わ る こ と に よ っ て 大きく抑制さ

れ る と考え ら れた .

2) E 6 37 K 変異 の 電気生 理 学的特徴

E 63 7 K 変異 に よ っ て 発現さ れ た電 流 は著 しく抑制 さ れ
, 優性

的阻害が 認 め ら れ た . 月E 斤G 遺伝子 の 637 番目 の グル タ ミ ン酸

は
,

イ オ ン透過孔 ( ポ ア) の 細胞外 口 の 外側
53)

に存在 し
, 種を通

じて よく保存さ れ て い る ア ミ ノ 酸で ある . また ､ 最 近 になり
,

S 5 お よ びS6 領域近傍 の ア ミ ノ 酸残基 間の 水素結 合が
,

チ ヤ ネ

ル 開口 状態の 安定化 に寄 与 して い る こ とが 明ら か に な っ た
別)55)

すな わち
, 本研究 に お い て遺 伝子変 異を認め た6 37 番 目の Gl u

はチ ャ ネ ル 開口状態 の 安 定化 に重要 な役割を果 た して い る と考

えられ
,
E 6 3 7 K 変異 に よ っ て ア ミ ノ 酸残基の 荷電状 態が 変化 し

,

分子 間相互 作用 が 阻害 さ れ た 結果 チ ャ ネ ル が 機 能 し なく な り
,

H E R G 竃流 が抑制 さ れ た と 考え られ た .

結 論

日本人L Q T S 患者 に お い て
,

遺伝子 H E R G 変異 をP C R - S S C P

法
,

直接塩 基配列決 定法お よ び P C R - R F L P 法 を月ヨい て 検索 し
,

さ ら にア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞 系を用い て 月E 尺G 遺伝 子産

物 の 電流特 性を検 討 しゼ以 下 の 結果を得 た .

1 . 1 家系3 名 に お い て
,

脚 G 遺 伝子S4 領域53 4 番 目の ア

ミ ノ 酸A rg を コ
ー ドす る コ ドン C G C が C y s をコ

ー

ドす る コ ドン

T G C へ と変 化す る 変異A r g 5 3 4 C y s を検出 した . 遺伝子変異を認

め た 3 人 と も 臨床 的 に L Q T S と 診 断 さ れ た . R 5 3 4 C 変 異 は
,

H E R G 電流 を多少抑制す る と と も に H E R G チ ャ ネル の 脱活性化

を促進 させ て い た .

2 . 1 家系3 名 にお い て
,

月E 斤G 遺伝 子S 5 -S 6 リ ン カ
ー 内S6 近

傍 の 637 番目 の ア ミ ノ 酸 Gl u を コ
ー

ドする コ ドン G A G が L y s を

コ
ー

ドする コ ド ン A A G へ と 変化 する 変異 Gl u 6 3 7Ⅰ才 S を検 出 し

た
.

こ の 変異は こ れ ま で に報 告が なく
,

新変異 で あ っ た . 遺伝

子変異を認 め た 3 人 と も 臨床的 に LQ T S と診 断 さ れ た . E 6 3 7 K

は
, 優性的阻害をき た し

,
B E R G 電流 を著 しく抑 制 し た .
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G u i c h e n e y P . An 0 V el m u t a ti o n i n th e p o t a s si u m c h a n n e l g e n e

K v L O T I c a u s e s th e J e rv e ll a n d L a n g e
- N i el s e n c a rd i o a u di to ry

S y n d r o m e . N a t G e n e t 1 5 :1 8 6 -1 8 9
,
1 9 9 7 .

1 7) C h e n Q ,
Z h a n g D

,
G i n g ell R L

,
M o s s A J ,

N a p olit a n o C
,

P ri 0 ri S G
,
S c h w a rtz ･ 円 ,

K eh o e E
,
R o b i n s･O n J L

,
S ch u l z e

- B ah r E
,

W a n g Q ,
T o w b i n J A .

H o m o z y g o u s d e l e ti o n i n K v L Q T l

a s s o ci at e d w ith J e rv ell a n d L a n g e L N i el s e n s y n d r o m e . C i r c ul a ti o n

9 9 : 13 4 4 - 1 3 4 7
,
1 9 9 9 .

1 8) S c h u l z e
- B a h r E

,
W a n g Q ,

W e d e k i n d H
,
H a v e rk a m p W

,

4 5 9

C h e n Q ,
S u n Y

,
R u bi e C

,
H o rd t M

,
T o w b i n J A

,
B o r g g r ef e M

,

A s s m an n G
,
Q u X

,
S o m b e r g J C

,
B r eith ar d t G

,
O b e rti C

, F u n k e H .

K C N E l m u ta ti o n s c a u s e J e r v ell a n d L a n g e - N i el s e n s y n d r o m e .

N at G e n et 1 7 : 2 6 7 - 2 69
,
1 9 9 7

1 9) M o s s AJ ,
Z a r e b a W

,
B e n h o ri n J ,

L o c a ti E H
,
H all W J ,

R o b i n s o n J L
,
S c h w a rt z PJ ,

T o w bi n J A
,
Vi n c e n t G M

,
L e h m a n n

M H
,
K e ati n g M T

,
M a c C l u e r J W

,
T i m o th y K W . E C G T -

W a V e

p a tt e r n s i n g e n eti c ally di s ti n ct f o r m s of th e h e r e d ita r y l o n g Q T

S y n d r o m e . C i r c u l a ti o n 9 2 : 2 9 29 N2 9 3 4
,
1 9 9 5 .

2 0) S c h w a rtz P圭 P ri o ri S G
,
L o c ati E H

,
N a p olit a n o C

,
C a n t u F

,

T o w b i n J A , K e a ti n g M T , H a m m o u d e H
,
B r o w n A M , C h e n L K ,

C ol at s k y TJ . L o n g Q T s y n d r o m e p a ti e n ts wi th m u t ati o n s of th e

S C N 5 A a n d H E R G g e n e s h a v e d iff e r e n ti al r e s p o n s e s t o N a
ナ

C h a n n el b l o c k ad e a n d t o i n c r e a s e s i n h e ar t r at e . I m pli c ati o n s f o r

g e n e
-

S p e Ci負c th e r ap y . C i r c ul a ti o n 9 2 : 3 3 8 1 -3 3 8 6
,
1 9 9 5 .

2 1) A c k e r m a n M J ,
T e st e r D J ,

P o rt e r CJ . S w i m mi n g ,
a g e n e

-

S p e CiB c ar rh yth m o g e ni c t ri gg e r f o r i n h e ri t e d l o n g Q T s y n d r o m e .

M a y o Cli n P r o c 74 : 1 0 8 8 -1 0 9 4
,
1 9 9 9 .

2 2) W ild e A A M
,
J o n g bl o e d R J E

,
D o e v e n d a n s P A ,

D u r e n D R
,

H a u e r R N W
,

V a n L a n g e n I M ,
V a n T i n te l e n J P , S m e e t s H J M

,

M e y e l
･

H
,
G e e l e n J L M C . A u d it o r y s ti m u li a s a t ri g g e r f o r

a r r h yth m i e e v e n ts diff e r e n ti a t e H E R G -

r el at e d (L Q T S 2) p ati e n t s

f r o m E V L Q T l -

r el a te d p a ti e n t s (L Q T S l) . J Am C oll C a r di o1 3 3 :

3 2 7 -3 3 2
,
1 9 9 9 ,

2 3) L o c ati E H
,
Z a r e b a W

,
M o s s AJ ,

S c h w a rtz 円 ,
Vi n c e n t G M

,

L e h m a n n M H
,
T o w b i n J A

,
P ri o ri S G

,
N a p olit a n o C

,
R o bi n s o n

J L
,
A n d r e w s M

,
T i m o th y K

,
H all W J . A g e

-

a n d s e x
-

r el a t e d

d iff e r e n c e s in cli ni c al m a n if e st a ti o n s i n p a ti e n ts w ith c o n g e nita1

l o n g
- Q T s y n d r o m e . F i n di n g s fr o m th e i n t e r n a ti o n al L Q T S

r e gi st r y . C i r c u l a ti o n 9 7 : 2 2 3 7 -2 2 4 4
,
1 9 9 8 .

2 4) Z a r e b a W
,
M o s s AJ ,

S c h w a rt z PJ ,
V i n c e n t G M

,
R o b i n s o n

J L
,
P ri o ri S G

,
B e n h o ri n J ,

L o c a ti E H
,
T o w b i n J A

,
K e a ti n g M T

,

L e h m a n n M H
,
H all W J ,

f o r th e i n t e r n a ti o n al L o n g
- Q T s yd r o m e

r e gi s tr y r e s e a r c h g r o u p . I n fl u e n e e of th e g e n o ty p e o n th e cli n i c al

C O u r S e O f th e l o n g
- Q T s y n d r o m e . N E n gl J M e d 3 3 9 : 9 60 -9 65

,

1 9 98 .

2 5) P ri o ri S G
,
N a p olit a n o C , C a n t u F , B r o w n A M

, S c h w a l t Z 軋

D iff e r e n ti al r e s p o n s e t o N a
◆

c h a n n el bl o c k a d e
, /

ゴーad r e n e r gi c

S ti m u l a ti o n , a n d r a pi d p a ci n g i n a c ell ul a r m o d el m i mi ek i n g th e

S C N 5 A a n d H E R G d ef e c ts p r e s e n t i n th e l o n g
- Q T s y n d r o m e .

C i r c R e s 7 8 : 1 00 9 -1 0 1 5
,
1 9 9 6 .

2 6) S h i m i z u W
,
A n t z el e vit c h C . D iff e r e n ti al e ff e c t s o f b e ta -

a d l
･

e n e r gi c a g o ni s t s a n d a n ta g o ni s t s i n L Q T l
,
L Q T 2 a n d L Q

′

n

m o d el s o f th e l o n g Q T s y n d r o m e . J An 1 C oll C a r di o1 3 5 : 7 7 8 -7 8 6 ,

2 0 0 0 .

2 7) M o s s AJ ,
Z a r e b a W

,
H all W J ,

S e h w a rt z P J
,
C r a m pt o n R S ,

B e n h o ri n J ,
Vi n c e n t G M

,
L o c a ti E H

,
L e h m a n n M H

,
T o w bi n J A

,

P ri o ri S G
,
N a p o lit a n o C ,

M e di n a A
,
Z h a n g L

,
R o b i n s o n J L

,

T i m o th y K . E ff e c ti v e n e s s a n d li m it ati o n s o f
J
? -bl o ck e r th e r a p y i n

C O n g e nit al l o n g
- Q T s y n d r o m e . C i r c u l a ti o n l O l : 6 1 6 - 6 2 3

,
2 00 0 .

2 8) ? hi m i z u W
,
An t z e l e vit c h C . S o d i u m c h a n n e l bl o c k w ith

m e xil e ti n e i s e ff e c ti v e i n r e d u ci n g d i s p e r si o n of r e p ol a ri z ati o n

a n d p r e v e n ti n g to r s a d e d e p oi n t e s i n L Q T 2 a n d L Q T 3 m o d el s of

th e l o n g
- Q T s y n d r o m e . C i r c ul a ti o n 9 6 : 2 0 3 8 -2 0 47

,
1 9 9 7 .



4 6 0

2 9) S h i m i z u W
,
K u ri t a T

,
M a t s u o K

,
S u y a m a K

,
Ai h a r a N ,

K a r n a k u r a S
,
T o w b i n J A

,
S h i m o m u r a K . I m p r o v e m e n t of th e

r e p ol ar i z ati o n a b n o r m aliti e s b y a K
十

c h a n n el o p n e r i n th e L Q T l

f o r m of c o n g e nit al l o n g
- Q T s y n d r o m e . Ci r c ul ati o n 9 7 : 1 5 8 1 -1 5 8 8

,

1 9 9 8 .

3 0) S c h w a r t z PJ ,
M o s s A J ,

V i n c e n t G M
,
C r a m p t o n R S ･

D i a g n o s ti c c ri t e ri a f o r th e l o n g Q T s y n d r o m e a n u p d a t e ･

C ir c u l a ti o n 8 8 : 7 8 2 -7 8 4
,
1 9 9 3 .

3 1) V a n d e n pl a s S
,
W il d I

,
R ab i e A G

,
B r e b n e r K

,
R i c k e tt s M

,

W alli s G
,
B e s t e r A

,
B o y d C

,
M a th e w C

,
B l o t h y b rid i z a ti o n

an al Y Si s of g e n o m i c D N A J M e d G e n e t 2 1: 1 6 4 -1 7 2
,
1 9 84

3 2) B e a u c a g e S L
,

C a r u th e r s M H . D e o x y n u cl e o si d e

p h o s p h o r a m i d it e s
-

a n e W Cl a s s o f k e y i n t e r m e d i a t e s f o r

d e o x y p ol y n u cl e o tid e s y n th e si s . T e t r a h e d r o n Le tt 2 2 : 1 8 5 9 -1 8 6 2
,

1 98 2

3 3) S aik i R K
,
B u g a w a n T L

,
H o r n G T

,
M ulli s K B

,
E rli c h H A ･

An al y si s of e n z y m a ti c all y a m plifi e d E¢
-

gl o bi n a n d H L むD Q a

D N A wi th all el e
-

S p e Ci丘c olig o n u cl e o tid e p r o b e s . N at u r e 3 2 4 : 1 63 -

1 66
,
1 9 8 6

3 4) N a k 頑 m a T
,
F u ru k a w a T

,
H i r a n o Y

,
T a n a k a T

,
S a k u r a d a H

,

T a k ah a s hi T
,
N a g ai R

,
I to h T

,
K at a y a m a Y

,
N a k a m u r a Y

,
H i r a o k a

M . V olt a g e
-

S h ift o f th e c u r r e n t a c tiv a也o n i n H E R G S 4 m u t a ti o n

(R 5 3 4 C) i n L Q T 2 . C ar di o v a s c R e s 4 4 : 2 8 3 - 29 3
,
1 9 9 9 .

3 5) I t o h T
,
T a n a k a T

,
N a g ai R

,
K a m i y a T

, S a w a y a m a T
,

N a k ay a m a T
,
T o m oi k e H

,
S a k u r a d a H

,
Y a z a ki Y

,
N a k a m u r a Y ･

G e n o m i c o rg a ni z a ti o n a n d m u t a ti o n al an al y si s of 月E R G
,

a g e n e

r e s p o n sibl e f o r 血 mi 1i al l o n g Q T s y n d r o m e . H u m G e n e t l O 2 : 4 3 5 -

4 3 9
,
1 9 9 8 .

3 6) D e s s e rte n n e F . h t a ch y c ar di a v e n t ri c ul ai r e a d e u x fo y e r s

O p p O S e S V a ri abl e s . A r c h M al C o e u r V ai s s 59 : 2 6 3 -2 7 2
,
1 9 6 6 .

3 7) S ch w ar t Z 円 ,
M alli an i A . E l e ct ri c al al te r a ti o n of th e T w a v e :

Cli n i c al a n d e x p e ri m e n t al e vi d e n c e of it s r el a ti o n sh i p w ith th e

S y m p a th eti c n e rv O u S S y St e m an d wi th th e l o n g Q T s y n d r o m e . Am

Ⅲe a rり 89 : 3 7 8 -3 90
,
19 7 5 .

3 8) M al f a tt o G
,
B e ri a G

,
S al a S

,
B o n a z zi O

,
S c h w a rt z PJ .

Q u a n ti t a ti v e a n al y s i s o f T w a v e a b n o r m aliti e s a n d t h ei r

p r o g n o sti c i m pli c ati o n s i n th e i di o p a th i c l o n g Q T s y n d r o m e . J

Am C oll C a r di o1 2 3 : 2 96 -3 0 1
,
1 9 9 6

3 9) Vi n c e n t G M . T h e h e a rt r at e o f R o m a n o
- W a r d s y n d r o m e

p a ti e n ts . Am H e a rtJ l 1 2 : 6 1 -6 4
,
1 9 8 6

4 0) S ch w a rtz PJ . T h e l o n g Q T s y n d r o m e .
I n K u lb e rti l S H E

,

W ell e n s H JJ ( e d s) ,
S u d d e n D e ath

,
T h e H a g u e

,
M N ijh o fE

,
1 9 8 0

,

1 st e d
, p 35 8

-3 7 8 .

4 1) Ⅵ n c e n t G M
,J ai s w al D

,
Ti m o th y K W . E ff e ct s of e x e r ci s e o n

h e a rt r a te
, Q T

, Q T c an d Q T / Q S 2 i n th e R o m a n o
- W a r d i n h e rit e d

l o n g Q T s y n d r o m e . Am J C a rdi o1 6 8 : 4 9 8 -5 0 3
,
1 9 9 1 ･

4 2) S w a n H
,
V iit a s al o M

,
P ii p p o K

,
L aiti n e n P

,
K o n t ul a K

,

T oi v o n e n L . S i n u s n o d e fu n cti o n a n d v e n t ri c u l a r r e p ol a ri z a ti o
■

n

d u ri n g e x e r ci s e st r e s s te s t i n l o n g Q T s y n d r o m e p ati e n ts w ith

K u L Q T l a n d H E R G p o t a s sii u m c h a n n el d e f e c t s . J Am C oll

C a r di o1 3 4 : 8 2 3 -8 2 9
,
1 9 9 9 .

4 3) P ri o ri S G
,
N a p olit a n o C

,
S c h w a rt z 円 . L o w p e n et r a n c e i n

th e l o n g
-Q T s y n d r o m e . C ir c u l a ti o n 9 9 : 52 9 -5 3 3

,
1 9 9 9 .

4 4) G r e e n s p o n A J ,
K i d w ell G A

,
B a r r a s s e L D

,
H e s s e n S E

,

G i u di ci M . H e r e d it a r y l o n g Q T s y n d r o m e a s s o ci a te d w ith c ar di a c

c o n d u cti o n sy st e m di s e a s e . P A C E 1 2 : 4 7 9 -4 8 5
,
1 9 8 9 ･

4 5) J a c o b s o n J , J a c o b s o n C
,
F r a n ci s P . C o n g e n it al h e a ri n g l o s s

i n J e rv ell a n d I』 n g e
- N i el s e n s y n d r o m e .J Am A c a d A u di ol l : 1 7 1 -

1 7 3
,
1 9 9 0 .

4 6) W ilk n s o n C
,
G y a n e sh w a r R

,
M c c u sk e r C . T 而 n p r e g n a n c y

i n a p a ti e n t wi th id i o p ath i c l o n g Q T s y n d r o m e . C a s e r e p o rt ･ B r J

O b st e t G y n a e c o1 9 8 : 1 3 0 0 -1 3 0 2
,
1 9 9 1 ,

4 7) R u s s ell M W
,
D i c k M II

,
C olli n s F S

,
B r o d y L C ∴K V L Q T l

m u t a ti o n s i n th r e e f a m ili e s w ith f a m ili al o r s p o r a di c l o n g Q T

s y n d r o m e . H u m M oI G e n e t 5 : 1 3 1 9 - 1 3 2 4
,
19 9 6 .

4 8) D a s c al N . T h e u s e o f X e n o p u s o o c yt e s f o r th e s tu d y o f i o n

c h a n n el s . C R C C rit R e v Bi o c h e m . 2 2 :3 1 7 -3 8 7
,
1 9 8 7 .

4 9) S a n g ui n e tti M C
,
C u r r a n M E

,
S p e c t o r P S

,
K e a ti n g M T ･

S p e c t r u m of H E R G K
'

-

C h a n n el d y s fu n c ti o n i n a n i n h e rit e d

c a r di a c ar r h y th m i a . P r o c N atl A c a d S ci U S A 93 : 2 2 0 8 - 2 2 1 2
,
1 9 9 6 .

5 0) S pl a w sk i I
,
S h e n J ,

Ti m o th y K W
,
Le h m an n M H

,
P ri o ri S G

,

R o bi n s o n J L
,
M o s s A J ,

S c h w a rt z PJ ,
T o w b i n J A

,
V i n c e n t G M

,

K e ati n g M T . S p e ct ru m O f m u ta ti o n s i n l o n g
- Q T s y n d r o m e g e n e s

,

K V L O 7 7
,
L L E R G

,
S αV 瓦4

,
K C N E l

,
a n d K C N E 2 . C i r c ul ati o n l O 2 :

1 1 7 8 -1 1 8 5
,
2 0 0 0 .

5 1) P a p a z i a n D M
,
T i m p e L C

, J a n Y N
, J a n L Y . A lt e r a ti o n of

v olt a g e
-d e p e n d e n c e o f s h a k e r p o t a s si u m c h a n n el b y m u ta ti o n s i n

th e S 4 s eq u e n c e . N at u r e 3 4 9 : 3 0 5 -3 1 0
,
1 9 9 1 ･

5 2) S e o h S
,
Sig
■
g D

,
P a p a zi a n D M

,
B e z a n ill a F . V olt a g e

-

S e n Si n g

r e sid u e s i n th e S 2 a n d S 4 s e g m e n ts o f th e S h a k e r K
十

c h a n n el .

N e u r o n 1 6 : 1 1 5 9 -1 1 6 7
,
1 9 9 6 .

5 3) G r o s s A
,
M a c k i n n o n R . A gi t o x i n f o o tp ri n ti n g th e S h a k e r

p o t a s si u m c h a n n el p o r e . N e u r o n 1 6 = 3 9 9 -4 0 6
,
1 9 9 6 ･

5 4) P e r o z o S
,

C o r t e s D M
,

C u ell o L G . S t r u c t u r a l

r e a r r a n g e m e n ts u n d e rl yi n g K
+
-

Ch a n n el a c ti v a ti n g g ati n g ･ S ci e n c e

2 8 5 : 7 3 -7 8
,
1 9 9 9 .

5 5) I . a r s s o n H P
,
Eli n d e r F . A c o n s e rv e d gl u ta m a te i s i m p o rta n t

fo r sl o w i n a ctiv ati o n i n K
十

c h a n n el s . N e u r o n 2 7 : 5 7 3 -5 8 3
,
2 0 0 0 .
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M ol e c u l a r G e n eti c A n al y si s of L o n g
r Q T S y n d r o m e W it h M u t ati o n s i n Lt E R G K e n s h i H a y a s h i

,
T h e S e c o n d

D e p ar t m e n t O f I n t e rn al M e di ci n e
,
S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e r s lty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J . J u z e n M e d S o c ,
,
1 0 9

,

4 4 8
-

4 6 1 ( 2 0 0 0)

K ey w o r d s l o n g Q T s y n d r o m e
,
h u m a n e th e l

･
-

a
-

g O
-

g O
-

r el at e d g e n e
, P O ta S Si u m c h a n n el

, g e n e m u t a ti o n
,
d o m i n a n t

n e g ati v e s u p p r e s si o n

A b st r a ct

L o n g
- Q T s y n d r o m e ( L Q T S) i s a c a rd i o v a s c ul a r dis o rd e r c h a r a c te ri z e d b y a p r ol o n g e d Q T i nt e r v al o n th e s u rf a c e E C G a nd

C a u S e S Sy n C O
P

e a n d s u d d e n d e a th a s a r e s ul t o f t o r s a d e d e p o l n te S a n d v e nt ri c ul a r fib rill a ti o n ･ T w o m 往1 0 r Cli n i c al sy n d r o m e s

h a v e b e e n c h a r a c te ri z e d b a s e d o n th e p
a tt e r n o f tr a n s m i s si o n o f th e di s e a s e : a m O r e C O m m O n a u t OS O m al d o m i n a n t f o r m w ith a

P u r e G a rd i a c p h e n o ty p e ( R o m a n o - W a r d) a n d a r a r e a u t os o rn al r e c e s si v e f o r m c h a r a c t e ri z e d b y th e c o e x is t e n c e o f c a r d i a c

a b n o r m alitie s a n d c o n g e nital d e a f n e s s (J e r v e11 a n d L a n g e - N i el s e n) ･ F i v e d is e a s e g e n e s h a v e b e e n id e n ti n e d . K V L Q T l
,
H E R G

,

K C N E l
･

a n d K C N E 2 e n c o d e p o t a s si u m ch a n n e l s u b u ni ts
,
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