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研究成果の概要（和文）： 
 先天性と考えられた徐脈症例 58 例の genome DNA および臨床データを集積した。56 症例中 26
例（45%）に家族歴が認められ、ペースメーカー植込み症例は 24 例（41%）であった。遺伝子解
析の結果、58 症例中 7症例（12%）で遺伝子変異が認められ、これらの症例では QT 延長、心房
細動、筋ジストロフィなどの合併が認められた。4 種類のイオンチャネル遺伝子変異に対して
パッチクランプ法による電気生理学的検討を行ったところ、3 種類の変異で機能異常が認めら
れた。マウス新生仔心筋より心筋前駆細胞の培養を行ったところ、一部の細胞で自己拍動が認
められ、遅延整流 K電流および内向き整流 K電流の発現が認められた。 
研究成果の概要（英文）： 
We evaluated clinical characteristics and performed gene analysis for 58 patients with 
inherited bradyarrhythmia.  Twenty six patients (45%) had family history of 
bradyarrhythmia and 24 patients (41%) underwent pacemaker implantation.  Gene analysis 
showed mutations were found in 7 patients (12%) who were complicated by QT prolongation, 
atrial fibrillation, or muscular dystrophy.  Cellular electrophysiological study showed 
functional abnormality in 3 of 4 ion channel gene mutations.  We isolated 
cardiosphere-derived cells from the neonatal mouse heart and confirmed that some cells 
contracted spontaneously.  Patch clamp and RT-PCR showed that at least two types of ionic 
currents were present in mouse cardiosphere-derived cells including a delayed rectifier 
K+ current and an inward rectifier K+ current.    
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１．研究開始当初の背景 
洞不全症候群、房室ブロックといった徐脈

性不整脈は、加齢による変性、心筋虚血、浸

潤性疾患などの内因性因子や、自律神経の関

与、薬剤などの外因性因子によって生じる。

先天的に認められる徐脈の頻度は比較的稀
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であるが、その原因は多岐にわたる。主要な

ものとして心筋イオンチャネルの遺伝子異

常が挙げられ、心臓刺激伝導障害は 40 種類

以上、洞不全症候群は 20 種類以上の遺伝子

異常がこれまでに同定されている。一方、徐

脈性不整脈は神経筋疾患に合併して発症す

ることも知られている。本研究では、先天性

徐脈症例を包括的に集積し、発端者およびそ

の家族に対して徐脈の原因遺伝子の網羅的

遺伝子解析を行った。さらに機能解析を行い、

遺伝子変異から徐脈性不整脈が発症する機

構を明らかにした。 

 現在、徐脈性不整脈の確立した治療法は人

工ペースメーカー植え込み術であるが、人工

ペースメーカー移植は高価かつ手術を必要

とし、生体への侵襲性が高く、電池消耗によ

り再植え込み術が必要となる。このような背

景があることなどより、近年バイオペースメ

ーカー治療の研究が精力的に行われている。

最近、心臓内に心筋への分化能を有する心筋

前駆細胞が存在することが報告された。本研

究では心筋前駆細胞がバイオペースメーカ

ーとして利用可能であるか検討した。 

 

２．研究の目的 
本研究では（１）先天性徐脈症例における原

因遺伝子の検索、（２）パッチクランプ法、

シミュレーションなどによる機能解析、（３）

心筋前駆細胞によるバイオペースメーカー

治療の可能性の検討を行った。 

 
３．研究の方法 
(1) 先天性徐脈症例のサンプル収集 

先天性徐脈（洞不全症候群および心臓刺激

伝導障害）症例における原因遺伝子の検索を

行うため、多数の症例を集積した。インフォ

ームドコンセントを得たのち、12 誘導心電

図、遺伝子診断用採血（EDTA 血 10ml）を収

集した。 

(2) 先天性徐脈の遺伝子変異検索および臨

床像の把握 

集積した先天性徐脈患者に対し、Hi-Res 

Melting 法によるスクリーニングを行い、異

常パターンを認めたサンプルについては、オ

ートシーケンサーを用いて塩基配列異常を

同定した。候補遺伝子として SCN5A,SCN1B, 

HCN4, KCNJ2, KCNJ3, KCNJ5, GJA5, EMD, LMNA

を対象とした。 

(3) 先天性徐脈患者で同定された遺伝子変

異の機能解析 

①パッチクランプ法による電気生理学的検

討 

イオンチャネル遺伝子に変異が認められ

た場合、同定された原因遺伝子変異を動物培

養細胞に導入して、遺伝子変異が臨床病型を

引き起こすメカニズムを解明した。CHO-K1細

胞に変異cDNAとEGFP cDNAをトランスフェク

ションさせ、その２日後に緑色の蛍光を発し

ている細胞を光学顕微鏡を用いて選択し、パ

ッチクランプ法にて細胞膜上に発現したチ

ャネルに対して、様々な矩形波を与え、電気

生理学的な特徴を検討した。データの収集お

よび解析は，pCLAMP software (version8.0)

と Digi DATA 1321 A/ D converter (Axon 

Instruments)を用いてパーソナルコンピュ

ーター上で行った。 

②遺伝子変異が洞結節自動能および興奮伝

播に与える影響のシミュレーション解析 

洞結節細胞の数学的モデル（Biophys. J. 

2008）を用い、チャネル遺伝子変異による膜

電流変化が洞結節自動能および結節内興奮

伝播に与える影響について解析した。まず遺

伝子変異のみられたチャネルの動態を表す

定常マルコフ状態モデルを用い、パッチクラ

ンプ実験で得られたデータに基づいて、変異

チャネル電流の動態を再現できる状態モデ

ルを作成する。この変異チャネルモデルを洞

結節細胞モデルに組込み、自発性活動電位の

変化をシミュレートして、チャネルの変異が

活動電位パラメータ（自動能頻度）に与える

影響を明らかにした。さらに洞結節中心部細

胞と辺縁部細胞を連結した１次元洞結節モ

デルを用い、遺伝子変異による洞停止・洞房

ブロック発現の可能性を検証する。活動電位

の再構成及び活動電位パラメータ計算のた

めの解析システム（プログラム群）は、ワー

クステーション HP Z800（Hewlett-Packard 

Japan, Tokyo）並びに科学技術計算・シミュ

レーション用ソフトウェア MATLAB 7（The 

MathWorks Inc., USA）を用いて作成した。 

(4) 心筋前駆細胞（Cardiac progenitor cell, 

CPC）の単離・培養 

マウスの心筋組織を細かく切り刻み、フィ

ブロネクチンでコーティングされたディッ

シュに外稙した。数日後に出現する間質様細

胞が密集成長した時点で酵素処理を行い回

収した。この cardiosphere 形成細胞を

cardiosphere 培養液を用いて培養し、増殖



させた。このようにして得られた CPC を本研

究に用いた。 

(5) 心筋前駆細胞（CPC）の電気生理学的特

徴の検討と RT-PCR による発現遺伝子の同定 

ディッシュ上で単層性に増殖させた CPC

の電気生理学的特徴を明らかにするため、パ

ッチクランプ法を用いてその活動電位およ

び構成するイオン電流を詳細に検討した。 

 

４．研究成果 

（１）先天性徐脈症例の臨床的特徴 
 家族歴のある、あるいは若年発症（60歳未

満）の先天性徐脈（洞不全症候群および心臓

刺激伝導障害）症例 58 例の genome DNA およ

び臨床データを集積した（表 1）。56 症例中

26 例（45%）に家族歴が認められた。洞不全

症候群が 38 例、房室ブロックを含む心臓刺

激伝導障害が 23 例であった。合併症として

心房細動を29例に、QT延長症候群を4例に、

筋ジストロフィを 5例に認めた。ペースメー

カー植込み症例は 24 例（41%）であった。 

 

（２）遺伝子変異検索結果および臨床像 

 集積した徐脈患者に対して遺伝子解析を

行ったところ、58症例中7症例（12%）より7

種類の遺伝子変異を同定した（表2）。4症例

に家族歴を認め、いずれも徐脈性不整脈以外

の合併症を有していた。 

 

 症例1は51歳女性で4.5秒の洞停止、房室ブ

ロック、QT延長が認められ、心筋Kチャネル

および心筋Naチャネルの遺伝子変異 (KCNH2 

R269WおよびSCN5A P1824A)を認めた。 

 症例2は72歳女性で洞不全症候群にQT延長

を合併し、細胞膜裏打ち構造を構築する蛋白

質アンキリンの遺伝子変異ANK2 W1535Rが認

められた。本変異はdeath domainと呼ばれる

機能部位に認められた。 

 症例3、4、および5はエメリードレイフス

筋ジストロフィに洞不全症候群あるいは房

室ブロックを合併した症例で、すべてペース

メーカー植込み術が施行されている。家系内

に、多くのペースメーカー植込み症例、突然

死症例が認められた。本症例については2010

年日本循環器学会総会シンポジウムで発表

し、大きな反響が得られた。 

 症例 6は、洞不全症候群と心房細動を合併

した症例で、心筋Kチャネル遺伝子変異KCNA5 

T527M を認めた。 

 症例７は、発作性心房細動を合併し洞性徐

脈を認めた症例で SCN1B T189M を認めた。こ

の異常はコントロールではマイナーアレル

頻度が 0.3%であり、稀な遺伝子多型と考えら

れた。 

 その他、16症例（28%)より遺伝子多型を同

定した。 

（２）機能解析結果 

 本研究で同定された 7種類の遺伝子変異の

うち、KCNH2 R269W、SCN5A P1824A、KCNA5 T527M、

SCN1B T189M に対してパッチクランプ法によ

る電気生理学的検討を行った。 

①KCNH2 R269W＋SCN5A P1824A 

パッチクランプ法による検討では、両変異と

も機能喪失型変異であった（図 1A,B）。KCNH2

変異は QT 延長に SCN5A 変異は刺激伝導障害

と関与していると考えられた。コンピュータ

ーシミュレーションによる洞結節周囲細胞

のペースメーカー活動の検討において、患者

モデルではギャップ結合コンダクタンスの

上昇によりペースメーカー活動が停止した



（図 1C）。この研究結果は 2010 年不整脈学会

シンポジウム、2010 年 ISHR、2011 年 ACC で

発表し、大きな反響を得た。 

 

②KCNA5 T527M 

 KCNA5は超迅速活性化K電流IKurをコード

しており、過去の検討では T527M 変異の発現

電流は野生型と比較して有意に小であると

報告されていたが、我々の検討では発現電流

に有意差は認められなかった。 

③SCN1B T189M 

SCN1Bは心筋Naチャネルのβサブユニット

であり、T189M多型の発現電流は野生型に対

して有意に大であり、その活性化曲線は過分

極側に変位していた（図2）。本多型により

Naチャネルの機能亢進が生じると予想され

た。 

 

なお、本症例では洞性徐脈と発作性心房細動

が認められており、Na チャネルの機能亢進

のみではこれらの病態を一元的に説明する

のは困難であり、さらなる検討が必要と考え

られる。本研究は 2012 年不整脈学会シンポ

ジウムおよび同年の AHA で発表した。 
（３）心筋前駆細胞（Cardiac progenitor 

cell, CPC）の単離・培養 

 新生仔マウス心筋細胞より心筋前駆細胞

の単離・培養を試みた。新生仔マウス心筋を

切り刻み、組織断片を explants として

fibronection coated dish 上におき、IMDM1, 

FBS, 抗生物質などの入った培養液を用いて

細胞培養を行うと、数日後に explants に付

着 し 、 小 さ く 、 丸 い 、 明 る い 細 胞

（cardiosphere-forming cells)が出現した

（図３）。Cardiosphere形成細胞が confluent

したところで回収を行い(Day 21)、その後、

IMDM, DMEM, FBS, FGF, EGF, B-27, 

cardiotrophin-1 などを含む cardiosphere 

medium を用いて培養を行った。約 1 週間後

(Day 31)、培養細胞の中に一部自己拍動性の

細胞群を認めた（図３）。 

 

 Day30 から Day50 の心筋前駆細胞に対して

パッチクランプ法による電気生理学的検討

を行った。図４A に示すプロトコールで外向

き電流の評価を行ったところ 38細胞中 18細

胞で時間依存性の外向き電流（図４B）を 38

細胞中 18 細胞で時間非依存性の外向き電流

（図４C)を認めた。これらはBig conductance 

calcium-activated potassium channels ある

いは遅延整流 Kチャネルと考えられる。 

 
心筋前駆細胞の RT－PCR を行ったところ、

Kv1.1, Kv1.2, Kv1.6 の発現が確認されたこ

とより、遅延整流 K電流が発現していること

考えられた。 

次に図５A に示すプロトコールで評価を行っ

たところ、図５B のような電流が記録され、

バリウムで遮断されたことから内向き整流 K

電流と考えられた。RT-PCR では Kir1.1, 

Kir2.2, Kir2.3 の発現が確認され、内向き整

流 K電流が発現していると考えられた。 



なお、本検討では典型的な Na 電流や Ca 電流

は記録されなかった。 

 心筋前駆細胞のみを単離・培養することは

実際には困難であり、線維芽細胞などが混在

するため、MACS を使用することにより磁気ビ

ーズを用いて C-Kit陽性の心筋前駆細胞のみ

を分離し、パッチクランプ法を用いてイオン

電流の計測を行った。5 細胞中 4 細胞に遅延

整流 K電流を認めた。 

 

（４）まとめ 

 本研究により、先天性徐脈と考えられる

症例の 12%に遺伝子変異が認められることが

明らかとなり、変異を認めた症例は、徐脈性

不整脈以外の合併症を認めていた。今後、次

世代シーケンサ-などを用いることにより、

家族性徐脈性不整脈の分子遺伝学的背景が

さらに明らかになると考えられる。 

 本研究で新生仔マウスの心筋前駆細胞に

おいて、遅延整流 K電流と内向き整流 K電流

の発現が確認されたが、発現電流についてさ

らなる検討が必要と考えられる。また、心筋

前駆細胞を用いた生物学的ペースメーカー

の作成については、心筋前駆細胞から洞結節

様細胞に大量に分化させる方法の確立など、

解決すべき問題点があると考えられる。 
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