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研究成果の概要（和文）：　QT延長症候群（ＬＱＴＳ）90症例中27症例（30%）に、若年発症徐脈58症例中7症例（12%
）に、孤立性心房細動90症例8症例（9%）に遺伝子変異が認められた。
　同定された遺伝子変異に対して機能解析を行ったところ、QT延長症候群で同定された12遺伝子変異、若年発症の徐脈
の2変異，孤立性心房細動の2変異は機能喪失変異であり、孤立性心房細動3変異は機能亢進変異であった。ゼブラフィ
ッシュ初期胚にLQTSの原因遺伝子の一つであるKCNH2のアンチセンスモルフォリノ単独を導入したところ房室ブロック
を認めた。また、野生型ヒトKCNH2 mRNAを同時に注入したところ房室ブロックの改善が認められた。

研究成果の概要（英文）：  Gene analysis showed mutations were found in 27 out of 90 patients with long QT 
syndrome, 7 out of 58 patients with inherited bradyarrhythmia, 8 out of 90 patients with lone atrial fibri
llation.  We performed cellular electrophysiological study for detected mutations.  Sixteen mutations were
 loss of function mutations and 2 mutations were gain of function mutations.  Morpholino KCNH2 knockdown i
n zebrafish embryos displayed a AV block and WT hHERG RNA injection restored normal repolarization.  
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１．研究開始当初の背景 
 先天性 QT 延長症候群、Brugada 症候群、
家族性心房細動、先天性刺激伝導障害といっ
た遺伝性不整脈の多くは、心筋細胞イオンチ
ャネルの遺伝子変異によって発症すること
が知られている。これらの遺伝子変異は当科
を含め多くの施設より報告され、さらに家族
解析、変異チャネルの発現機能解析、シミュ
レーション解析などによる詳細な検討が行
われ、遺伝性不整脈の病態、発症メカニズム
は明らかにされつつある。 
 これまで遺伝性不整脈疾患の発現機能解
析の中心は、哺乳類動物培養細胞などに変異
チャネルを発現させ、その発現電流をパッチ
クランプ法で検討するものであった。また、
細胞電気生理の結果をもとにシミュレーシ
ョン解析を行い、遺伝子変異によるイオンチ
ャネルの機能異常が心筋活動電位に及ぼす
変化について推定を行ってきた。しかしなが
ら、従来の機能解析の結果と実際の臨床病型
と必ずしも一致しないことがあり、また、未
だ明らかにされていない病態メカニズムが
数多く存在する。そこで、不整脈発生の正確
なメカニズムを明らかにするためには、遺伝
子変異による心筋活動電位の変化や心電図
異常を in vivo で評価することが重要と考え
られる。 
 最近、遺伝性不整脈の in vivo の機能解析
として、ゼブラフィッシュを利用した報告が
散見されるようになった。ゼブラフィッシュ
はヒト遺伝子のオーソログを多く保有し、そ
の心臓電気生理学的特徴はヒトのそれと非
常に類似しており、QT 延長症候群のモデル
として有用と報告されている。また、ゼブラ
フィッシュは飼育が容易でコストが安く、発
生速度が速いことなどより、発現実験結果を
短期間で得られるという利点もある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、 
 (1)遺伝性不整脈疾患（QT 延長症候群、
Brugada 症候群、徐脈性不整脈、孤立性心房
細動）患者に対して遺伝子解析を行い、遺伝
子変異を同定すること、(2)変異遺伝子に対
して従来の機能解析（哺乳動物培養細胞を用
いた細胞電気生理学的検討、およびシミュレ
ーション解析）を行うこと、(3) 遺伝子変異
を導入した不整脈ゼブラフィッシュ初期胚
の心房筋および心室筋の活動電位測定、心電
図測定を行い、(2)の解析結果とあわせて不
整脈発生のメカニズムを明らかにすること、
である 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝性不整脈症例のサンプル収集 
 当科の関連病院を中心に QT 延長症候群、
Brugada 症候群、若年発症（60 歳未満）の心
房細動、若年発症（60 歳未満）および家族性
徐脈の genome DNA および臨床データを集積
した。 

(2) 遺伝性不整脈の遺伝子変異の検索およ
び家族調査ならびに臨床的特徴の把握 
 集積した不整脈患者に対して、その原因遺
伝子を包括的に検索し同定した。genome DNA
より標的とする遺伝子のエクソンをPCR法に
て増幅し、SSCP 法、または Hi-Res Melting
法による遺伝子変異解析装置 LightScanner
（Idaho Technology 社）でスクリーニングを
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。KCNQ1, KCNH2, SCN5A, KCNE1, 
KCNE2, SCN1B, HCN4, KCNJ2, KCNA5, GJA5な
ど、心筋イオンチャネルをコードする遺伝子
を中心に検索した。 
 (3) 同定された遺伝子変異の実験モデルに
よる機能解析 
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。変異cDNAを作
成し、CHO-K1細胞に変異を発現させ、パッチ
クランプ法にて変異チャネルの電気生理学
的な特徴を検討した。 
 心室筋細胞もしくは洞結節細胞の数学的
モデルを用い、チャネル遺伝子変異による膜
電流変化が心筋再分極や洞結節自動能およ
び結節内興奮伝播に与える影響について解
析した。 
(4) ゼブラフィッシュを用いた機能解析 
 LQTS症例で認められる遺伝子変異の50%を
占める KCNH2 遺伝子（IKｒ）変異の病的意義に
ついて、ゼブラフィッシュ初期胚に KCNH2 の
アンチセンスモルフォリノ単独、あるいは遺
伝子変異を導入したヒト KCNH2 cRNA を同時
に注入し 48 時間後に不整脈評価を行った。
光学顕微鏡（Leica M205 FA, AF6000 システ
ム）下に心房と心室の拍動を観察して房室ブ
ロックの有無、心停止の有無を評価した。ま
た、ゼブラフィッシュ（２～３dpf)の体表面
心電図を測定し、不整脈, HR, PR, QRS, QT
等の評価を行った。光学顕微鏡（OLYNPUS 
SZX16）下に、トリカイン麻酔下のゼブラフ
ィッシュ心房心室境界付近にガラス微小電
極を置いた。その電気的活動を DAM80（WPI)
を用いて増幅し、アナログ-デジタル変換
（Power Lab; ADI instruments)を行い、
LabChart (ADI instruments)で記録した。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝性不整脈症例のサンプル収集 
当科の関連病院を中心に、QT 延長症候群 261
人、Brugada 症候群 136 人、若年発症（60 歳
未満）および家族性徐脈 58 人、孤立性心房
細動 90 人 の発端者を集積した。 
(2) 遺伝性不整脈の遺伝子変異の検索およ
び家族調査ならびに臨床的特徴の把握 
(2-1) QT 延長症候群 
 発端者 261 人のうち、Schwartz の診断基準
で LQTS スコア 4 点以上（確実）の症例は 30
人、1.5 点以上 4点未満（疑い）の症例は 60
人であった。発端者 261 人に対し、KCNQ1, 



KCNH2, SCN5A, KCNE1, KCNE2, KCNJ2,ANKBに
ついて遺伝子解析を行ったところ、LQTS 確実
症例（スコア 4点以上）30 人中 21 人（70%）、
疑い症例 60 人中 6人（10%）で遺伝子変異を
認めた。遺伝子変異の種類は30種類で、KCNQ1 
10 種類, KCNH2 15 種類, SCN5A 4 種類, ANKB 
1 種類であった（表１）。LQT1-3 の保因者の
臨床的特徴を比較すると安静時 QTc は LQT3
で最も延長し、LQT1 の延長の程度は軽度であ
った。失神/心停止は LQT2 で最も多く認めら
れた。 

 

(2-2) Brugada 症候群 
 SCN5A の遺伝子変異の有無を解析し、3 症
例で変異を認めた。 
(2-3) 若年発症および家族性徐脈 
発端者 58 症例に対して KCNH2, KCNA5, 
SCN5A,SCN1B, HCN4, KCNJ2, KCNJ3, KCNJ5, 
GJA5, EMD, LMNA の遺伝子解析を行い、7 症
例（12%）において 7 種類の遺伝子変異を同
定した（表 2）。遺伝子変異を認めた症例の特
徴として、徐脈以外に QT 延長、筋ジストロ
フィ、心房細動などの疾患を同時に合併して
いることが特徴的であった。 

 
(2-4) 孤立性心房細動 
 孤立性心房細動 90例（平均発症年齢 47歳、
男性 66 人、家族歴 26 人）に対して KCNQ1, 
KCNH2, KCNE1, KCNE2, KCNJ2 KCNA5, SCN5A, 
SCN1B, SCN2B, SCN3B, GJA5, NPPA の遺伝子
解析を行い、7種類の遺伝子変異を8症例（9%）
に認めた（表 3）。なお、心房細動の家族歴を
認めた 26 症例中上記の遺伝子変異を認めた
症例は 3症例であった。このことは上記遺伝
子以外の原因遺伝子が存在することが示唆
される。 

 

(3) 同定された遺伝子変異の実験モデルに
よる機能解析 
(3-1) QT 延長症候群 
 同定された遺伝子変異のうち、4 種類の
KCNQ1 遺伝子変異、8 種類の KCNH2 遺伝子変
異について、パッチクランプ法を用いて細胞
電気生理学的検討を行った。程度に違いは認
められたものの、変異チャネルの発現電流の
低下を認めた。そのなかでも、著しい発現電
流の低下を示した KCNQ1 S277L, KCNH2 T473P, 
KCNH2 N633I, KCNH2 E637Kの変異をもつ症例
には有意に失神発作を認めた。 

 

KCNH2 T473P に対してウェスタンブロット解
析を行ったところ、本変異では完全糖鎖付加
型のタンパク質の発現が見られず、膜移送障
害が起こっていると考えられた。 
(3-2) 若年発症および家族性徐脈 
２つの遺伝子変異を認めた KCNH2 R269W＋
SCN5A P1824Aに対してパッチクランプ法によ
る検討を行った。両変異とも機能喪失型変異
であった。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。 



 
(3-3) 孤立性心房細動 
 同定された遺伝子変異のうち、2 種類の
KCNA5 遺伝子変異、2 種類の KCNH2 遺伝子変
異、1種類の SCN5A遺伝子変異、1種類の SCN1B
遺伝子変異について、パッチクランプ法を用
いて細胞電気生理学的検討を行った。KCNA5
遺伝子変異のうち、H463R 変異において発現
電流の消失が認められた。2 種類の KCNH2 変
異はいずれも発現電流の増大が認められた。
SCN5A 変異は機能低下変異、SCN1B 変異は機
能亢進変異と考えられた（表 5）。 

 

KCNA5 H463R および SCN1B T189M 変異は異所
性興奮により、KCNH2 機能亢進変異および
SCN5A 機能低下変異は機能的リエントリーが
心房細動発症に関与していると考えられた
（表 6）。 

 

(4) ゼブラフィッシュを用いた機能解析 
 ゼブラフィッシュ初期胚にKCNH2のア
ンチセンスモルフォリノ単独を導入したと
ころ、90%以上で房室ブロックあるいは心
停止が生じたことを光学顕微鏡下に確認し
た。一方、モルフォリノと野生型ヒト KCNH2 
mRNA を同時に注入したところ、60%以上が正
常を示した。 
 ゼブラフィッシュ（受精後 2-3 日)の電気
的活動を評価を行ったところ、図 2のように

P, QRS, T 波を確認できる心電図が記録され
た。心拍数はヒトに近い拍数と考えられた。 

 

（５）まとめ 
QT 延長症候群と診断あるいは疑われた 90

症例中 27 症例（30%）に、若年発症（60 歳未
満）および家族性徐脈 58 症例中 7症例（12%）
に、孤立性心房細動 90 症例 8 症例（9%）に
遺伝子変異が認められた。 
 同定された遺伝子変異に対してパッチク
ランプ法、シミュレーション解析などを行っ
た。機能解析を行いえた遺伝子変異のうち、
LQTS で同定された 12 遺伝子変異はすべて機
能喪失変異、若年発症の徐脈の変異は機能喪
失変異、孤立性心房細動の 6変異のうち 3変
異は機能亢進、2 変異は機能喪失、1 変異は
機能変化なしであった。 
 ゼブラフィッシュ初期胚にKCNH2のア
ンチセンスモルフォリノ単独を導入したと
ころ房室ブロックあるいは心停止を認め、
野生型ヒト KCNH2 mRNA を同時に注入したと
ころ正常を示した。ゼブラフィッシュ受精後
2-3 日の心電図を測定した 
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