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研究成果の概要（和文）：遺伝性不整脈は心臓突然死の原因として重要な疾患であり、その病態を把握し、これ
を未然に防ぐことが重要である。我々は、遺伝性不整脈であるQT延長症候群66症例、ブルガダ症候群32症例、先
天性徐脈32症例、不整脈原性右室心筋症17症例、孤立性心房細動6症例に対して網羅的遺伝子解析を行った。こ
のうち、先天性徐脈23症例に対して全エクソン解析を行い、見いだされた稀なバリアントに対し、家族解析およ
び機能解析を行った。ACMGガイドラインを用いて病的意義を決定したところ、12 個のpathogenic あるいは 
likely pathogenic variantsを 11症例(48%)に見出した。

研究成果の概要（英文）：Inherited arrhythmia can cause sudden cardiac death.  It is important to 
determine the underlying mechanism and prevent the sudden cardiac death.  We performed candidate 
gene analysis or whole exome sequence for inherited arrhythmia including long QT syndrome (n=66) 
Brugada syndrome (n=32), inherited bradyarrhythmia (n=32), arrhythmogenic right ventricular 
cardiomyopathy (n=17), and lone atrial fibrillation (n=6) using a next generation sequencer.  We 
performed whole exome sequence of 23 probands diagnosed with early-onset (<65 years) inherited 
bradyarrhythmia and analysed 117 genes linked to arrhythmogenic diseases or cardiomyopathies. Of 23 
inherited bradyarrhythmia probands, we successfully identified pathogenic or likely pathogenic 
variants in 11 probands (48%). 

研究分野： 不整脈

キーワード： 遺伝性不整脈　次世代シーケンサー　機能解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シーケンサ－による網羅的遺伝子解析により、従来の方法で見逃されていた数多くの遺伝子変異を見出す
ことができた。これまで機能解析が困難だった非イオンチャネル遺伝子に対し、CRISPR/Cas9システムを用いて
ゼブラフィッシュの遺伝子改変を行い、ゼブラフィッシュ胚の心臓の光学マッピング、活動電位測定、体表面心
電図測定といった画期的な方法で数日間以内に遺伝子変異の病的意義を明らかにすることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性不整脈は心臓突然死(SCD)の原因として重要な疾患群である。遺伝性不整脈における

SCD は一般に若年から中高年層で発症することから、その病態を把握し、これを未然に防ぐこ
とが重要である。過去 20 年間の分子遺伝学的研究の進歩により、遺伝性不整脈の多くが、細胞
骨格タンパク、接着因子、イオンチャネルやその関連膜蛋白機能を司る各種遺伝子の変異によっ
て発症することが解明された。 
近年の遺伝子解析技術の発展により、次世代シーケンサーを用いて拡大候補遺伝子解析ある

いは全エクソン解析が可能となった。その結果、既知遺伝子だけでなく、新規候補遺伝子の希少
変異を速やかに同定することが可能になった。その一方で数多くの意義の不明な変異 variant of 
unknown significance (VUS)が見いだされるようになり、その病原性を決定することが極めて
重要である。さらに、その変異による不整脈発生機序を明らかにし、最終的に有効な不整脈治療
を探索し、決定することが重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では遺伝性不整脈であるQT延長症候群(LQTS)、ブルガダ症候群(BrS)、先天性徐脈(CCD)、
不整脈原性右室心筋症(ARVC)、孤立性心房細動(lone AF)症例のうち、主要候補遺伝子に希少変
異を見出さなかった症例に対し、次世代シーケンサーを用いて網羅的遺伝子解析を行う。見いだ
された既知遺伝子および新規候補遺伝子の希少変異に対し、家族解析および機能解析を行い、そ
の病的意義を決定する。蛋白切断型変異 protein truncating variant (PTV)あるいは新規候補遺
伝子変異に対し、ゼブラフィッシュのオルソログである遺伝子をモルフォリノあるいは
Crispr/Cas9 技術を用いて破壊し、ノックアウトゼブラフィッシュを作成する。胚および成魚の
詳細な機能評価を行い、原因遺伝子変異の決定および不整脈発症機序を明らかにし、変異遺伝子
の機能を調節する疾患治療薬の有効性を評価する。 
 
３．研究の方法 
①遺伝性不整脈症例の集積および遺伝子解析 
 北陸地方を中心に全国より遺伝性不整脈（LQTS、BrS、CCD、ARVC、lone AF）家系を収集した。
主要候補遺伝子のサンガーシークエンスを行い、明らかな希少変異が認められなかった症例に
対し、網羅的解析を行った。全エクソン解析はタカラバイオ株式会社に依頼し、拡大候補遺伝子
解析は TruSight Cardio Sequencing Kit（illmina 社、174 遺伝子の解析）を用いて本学で施行
した。 
②ゲノムインフォマティクスによる病原性の評価 
 dbSNP に未登録であり、公共データベース ExAC, ESP6500, HGVD のいずれにおいてもマイナー
アレル頻度 0.1%以下あるいは未登録なミスセンス変異あるいは PTV を抽出した。さらに SIFT、
PolyPhen 2、CADD などの蛋白機能予測ソフトを用い、病原性のある希少変異を抽出した。 
③家族解析 
家系調査を行い、家族に対してカスケードスクリーニングを行った。②で見いだされた変異の

遺伝型－表現型が一致した遺伝子変異に対し、さらに以下の機能解析を行った。 
④パッチクランプ法による電気生理学的検討 
イオンチャネルやその関連蛋白の遺伝子変異に対し、同定した遺伝子変異を動物培養細胞に

導入し、パッチクランプ法にて変異チャネルの電気生理学的特徴を評価した。得られた電気生理
学的実験データを基にコンピュータ・シミュレーションを行い、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。 
⑤ゼブラフィッシュ胚を用いた遺伝性不整脈機能評価、不整脈発症機序の解明 
PTV あるいは新規候補遺伝子変異に対し、Crispr/Cas9 技術あるいはモルフォリノを用いてゼ

ブラフィッシュのオルソログをノックアウトし、その表現型を詳細に観察した。Crispr/Cas9 技
術では、sgRNA/Cas9 をゼブラフィッシュ胚の 1 cell stage にマイクロインジェクションし、2
日後に体細胞の挿入欠失変異を確認した。マイクロインジェクション後２～３日の時点で機能
評価を行った。機能評価法として、心電図測定(心拍数, PQ, QRS, QT などを計測)、心筋活動電
位測定（APD などを計測）、光学顕微鏡下での心房・心室の拍動観察(心拍数、規則性などを評価)、
心機能評価（心房心室容積、駆出率などを測定）、光学マッピング（刺激伝導速度を測定）を用
いた。 
⑥バリアントの病的意義決定 
米国臨床遺伝学会（ACMG）/分子病理学協会（AMP）のガイドラインに従ってバリアントの病的

意義を 5 つに分類した：pathogenic, likely pathogenic, uncertain significance, likely 
benign, and benign。 
⑦ヘテロ接合性変異体アレルを有する成魚の作成 
受精後 2-3 ヵ月で野生型ゼブラフィッシュと異種交配させ、その胚より生殖細胞の挿入欠失変
異の確認を行ない、最終的に 4－6ヵ月かけてヘテロ接合性変異体アレルを有する成魚を作成し、



機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
①遺伝性不整脈症例の遺伝子解析 
全国より集積した遺伝性不整脈症例に対して TruSight Cardio Sequencing Kit を用いた拡大候
補遺伝子解析あるいはタカラバイオ株式会社で全エクソン解析を行った。LQTS 66 症例、 BrS 21
症例、CCD 9 症例、ARVC 17 症例、lone AF 6 症例に対して拡大候補遺伝子解析を行い、BrS 11
症例、CCD 23 症例に対しで全エクソン解析を行った。 
②CCD 症例に対する遺伝子解析と機能解析 
全エクソン解析を行った CCD 症例について詳細な検討を行った。 
CCSD23 症例の診断時平均年齢は 40 ± 16 歳であった。  23 症例のうち, 12 症例 (52%) が女

性, 13 症例 (57%) が洞不全症候群, 17 症例 (74%) が房室ブロックであり, 18 症例 (78%) が
ペースメーカ移植術を受けていた.  13 症例 (57%) にペースメーカ移植術の家族歴を認めた.  
心エコー図指標では平均左室駆出率は正常であった。 
遺伝子解析の結果、EMD と LMNA の 5つの蛋白切断型変異（PTVs）を見出した。米国臨床遺伝

学会（ACMG）/分子病理学協会（AMP）のガイドラインに従い、これらのバリアントは Pathogenic
と考えられた。これら 5つの PTVs の他に, 1 つの PTV と 14 の missense variants が gnomAD 
あるいは HGVD で報告されておらず、1つの PTV と 20 の missense variants が in silico 解
析で deleterious と考えられた。   
CCSD に関与する PTVs の病的意義を評価する目的で CRISPR/Cas9-mediated gene knock-out 

による in vivo zebrafish assay を行った。  LMNA の PTV である c. 339dupT, p. K114XfsX1
の機能評価を行ったところ、sgRNA+Cas9 injected embryos の平均心拍数は sgRNA のみあるい
はコントロールの胚と比べて有意に少なかった.  ゼブラフィッシュ胚の心臓の voltage 
mapping において、single guide (sg)RNA+Cas9 injected embryos の心室の平均伝導速度は
sgRNA injected embryos（コントロール）と比べて有意に低値であった。 次に EMD の 2つの
PTVs (p. Q222X and p. W226X) の機能評価を行った。 ゼブラフィッシュ emd をノックアウト
させた emd aCRISPR embryos の平均心拍数は tracrRNA-injected embryos（コントロール）と
比較して有意に低値であった。emd aCRISPR embryos の心室の mean conduction velocities は
tracrRNA-injected embryos（コントロール）と比較して有意に低値であった。 
SA block, AV block, marked QT prolongation を認めた症例で SCN5A P1824A と KCNH2 R269W

が見いだされ、両バリアントは ACMG ガイドラインでは VUS と判断された。パッチクランプ法に
による機能解析を行ったところ、両バリアントともに機能低下変異であった。 シミュレーショ
ン解析の結果、KCNH2 R269W+SCN5A P1824A により、mid-myocardial action potential duration
の 32%延長を認めた。また、patient peripheral SAN cell model において、mutational changes
により徐拍化を認めた. 
 4 症例において、SCN10A の 1つの PTV と 5 つの rare missense variants を見出した。 パッ
チクランプ法にによる機能解析を行ったところ、3バリアントで機能低下、1バリアントで機能
亢進を認めた。 
洞不全症候群で見いだされた MYH6 遺伝子のミスセンスバリアントに対し、ゼブラフィッシュ

を用いて機能解析を行った。ATG-MOを用いてmyh6 knockdownしたところ、myh6 morphants (n=73) 
は non-injected embryos (n=75)と比較して有意な心拍数低下を認めた。  ATG-MO と MYH6 WT 
(n=69) あるいは R1252Q cRNA (n=70) を同時にマイクロインジェクションしたところ、non-
injected embryos と比較して心拍数が増加した.  myh6 MO と MYH6 WT cRNA の同時注入により
velocities の改善を認めたが、 MYH6 R1252Q cRNA では低下したままであった。 
13 バリアントの機能解析を行い、LMNA, EMD, KCNH2, SCN5A, SCN10A, MYH6 の 12 バリアント

に機能異常を認めた。機能異常を認めた 12バリアントのうち 7バリアントはもともと VUS と判
定されており、機能解析結果を考慮した結果、最終的に likely pathogenic と判定された。 
 CCSD23 症例に対し不整脈および心筋症関連 117 遺伝子の網羅的解析を行い、12 個の
pathogenic あるいは likely pathogenic variants を 11 症例(48%)に認めた。5 症例は
encoding nuclear envelope proteins をコードする遺伝子のバリアントを認めた。5症例は
ion channels をコードする遺伝子のバリアントを認めた。1症例は MYH6 のバリアントを認め
た.  SCN10A は CCSD の主要原因遺伝子である可能性があると考えられた。 
 本研究の内容は Cardiovasc Res 誌に報告した。 
③LQTS で見いだされる VUS に対する新しい機能解析方法の確立 
 イオンチャネル遺伝子のバリアントの機能評価のため、現在ではパッチクランプ法で VUS の
病的意義を決定しているが、ときに症例の臨床症状と機能解析結果が一致しないことがある。ゼ
ブラフィッシュを用いた LQTS の VUS の機能評価法が有用かどうか検討した。 
Crispr/Cas9法を用いてゼブラフィッシュkcnq1遺伝子のホモ接合性の欠失変異を有する成魚

（kcnq1del/del)を作成した。ホモ接合性変異体どおしを交配し得られた胚（受精後 72時間）よ
り心臓を摘出し、ガラス微小電極を用いて心臓の活動電位を測定した。また、受精直後の胚にヒ
ト WT KCNQ1 cRNA および LQTS 症例で見いだされた変異 cRNA(KCNQ1 S277L)を注入し、72 時間後
に活動電位を評価した。 
ゼブラフィッシュ kcnq1del/del の心臓活動電位持続時間は野生型に比べて有意な延長を認め



た。 kcnq1del/del にヒト WT KCNQ1 cRNA の注入したところ、その活動電位持続時間は有意に短
縮したが、変異 cRNA を注入してもレスキューされなかった。このように、本解析法は KCNQ1 バ
リアントの機能評価として有用である可能性がある。今後、LQTS 症例で見いだされたさまざま
な KCNQ1 変異 cRNA を注入し、活動電位を評価し、本解析方法の有用性を確立する。 
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Optimization of the hot balloon ablation strategy using real-time pulmonary vein potential
monitoring.

J Cardiovasc Electrophysiol. 163-173

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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Front Physiol. 1545

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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Molecular Targets in Bradyarrhythmias and Atrial Fibrillation

Circulation 印刷中

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ４．発表年
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Atrial Fibrillation

10.1038/s41598-018-26012-4
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名  ４．巻
Tanaka Yoshihiro、Hayashi Kenshi、Fujino Noboru、Konno Tetsuo、Tada Hayato、Nakanishi Chiaki、
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有
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 ２．論文標題  ５．発行年
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 １．著者名  ４．巻
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 ２．発表標題

 ２．発表標題
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American Heart Association Scientific Sessions 2019（国際学会）

Annual Meeting of the Japanese Heart Rhythm Society 2019

第５回日本心筋症研究会（招待講演）

The 64th Annual Meeting of the Japan Society of Human Genetics

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Kenshi Hayashi,et al.

Kenshi Hayashi, Toyonobu Tsuda, Akihiro Nomura, Noboru Fujino, Atsushi Nohara, Hiroshi Furusho, Kenji Sakata, Takeshi Kato,
Chiaki Nakanishi, Hayato Tada, Yoshihiro Tanaka, Masa-aki Kawashiri, Masakazu Yamagishi, Masayuki Takamura.

林　研至

Kenshi Hayashi, Akihiro Nomura, Ryota Teramoto, Yoshihiro Asano, Noboru Fujino1, Hiroshi Furusho, Kenji Sakata, Takeshi
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 １．発表者名
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 ４．発表年

 ４．発表年
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Impact of functional studies on exome sequence variant interpretation in early-onset cardiac conduction system diseases

Impact of functional studies on exome sequence variant interpretation in early-onset cardiac conduction system diseases.

Predictors for Exacerbating Kidney Function in Patients with Nonvalvular Atrial Fibrillation: The Hokuriku-plus AF Registry.

非弁膜症性心房細動を合併した肥大型心筋症の血栓塞栓症発症リスク
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Kenshi Hayashi, Toyonobu Tsuda, Akihiro Nomura, Noboru Fujino, Masakazu Yamagishi
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J Wave for Predicting Cardiac Events in Hypertrophic Cardiomyopathy

Predictors for Exacerbating Kidney Function in Patients with Nonvalvular Atrial Fibrillation: The Hokuriku-plus AF Registry

Cardiac Events during Competitive Sports and Daily Activities in Children and Adolescents with Long QT Syndrome
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