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研究成果の概要（和文）：突然死を来す先天性QT 延長症候群（LQTS)およびBrugada (BrS) 症候群を含む遺伝性
不整脈に対して次世代シーケンサーを用いて網羅的遺伝子解析を行った。その結果、疾患の原因と考えられる遺
伝子変異を数多く見出すことができ、その一方で数多くの病的意義の不明な変異を見出した。病的意義の不明な
変異に対し、ゼブラフィッシュ胚を用いて機能評価を行い、短期間でその意義を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We performed candidate gene analysis or whole exome sequence for inherited 
arrhythmia including long QT syndrome and Brugada syndrome using a next generation sequencer.  We 
identified many variants of uncertain significance (VUS) as well as many causative mutations.  We 
performed functional studies for these VUS using zebrafish embryo and could show functional 
abnormality of them. 

研究分野：不整脈
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令和

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遺伝子に対し、CRISPR/Cas9システムと呼ばれる新しい手法でゼ
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。
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１．研究開始当初の背景 
突然死を来す先天性 QT 延長症候群（LQTS)および Brugada (BrS) 症候群を含む遺伝性不整
脈の遺伝子変異検出とその機能異常の特徴化は、診断のみならず疾患の重症度および治療方針
の決定に有用である。しかし、従来の候補遺伝子解析法は LQTS 症例の 70％、それ以外の遺
伝性不整脈家系では 10-30%しか変異を同定できない。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
だされるようになった。その病原性を決定することが極めて重要であり、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。
病原性の決定のために、詳細な家族解析、機能解析などが用いられる。パッチクランプ法は確
立された機能解析法であり、病原性の決定に極めて有用であると考えられるが、対象となる遺
伝子は主にイオンチャネル関連遺伝子に限定される。遺伝子変異が蛋白切断型変異 protein 
truncating variant(PTV)あるいは新規候補遺伝子変異の場合、ゼブラフィッシュ胚を用いてそ
の病的意義を明らかにすることが可能である。ゼブラフィッシュ胚の電気的活動の評価方法と
して心臓の活動電位記録、体表面心電図測定などが試みられ、論文報告が散見されるが未だ確
立した手法とは言えない。 
２．研究の目的 
本研究では遺伝性不整脈である LQTS、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。遺伝子変異による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。機能解析法として用いるゼブラフィッシュ胚の電気的活動の評価法
を確立する。 
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、META SVM 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。また、イオンチャネル活性化薬、抗不整脈薬のほか、変異
遺伝子の機能を調節する薬剤を探索し、その有効性を評価した。 
４．研究成果 
①遺伝性不整脈症例の集積および遺伝子解析 
これまでに LQTS 320 症例、Brugada 症候群 178 症例、先天性徐脈 76 症例、ARVC 38 症例、孤
立性心房細動 111 症例を集積した。このうち、LQTS 71 症例、Brugada 症候群 32 症例、先天性
徐脈 30 症例、ARVC 13 症例、孤立性心房細動 10 症例に対して次世代シーケンサーによる網羅
的遺伝子解析を行った。 
②ゲノムインフォマティクスによる病原性の評価 
LQTS において、ALMS 4 変異、ANK2 1 変異、APOE 1 変異、ATL3 1 変異、BRAF 1 変異、CALM2 1



変異、CASQ2 1 変異、COL5A1 2 変異、COL5A2 2 変異、CSRP3 1 変異、DMD 2 変異、DPP6 1 変異、
DSG2 2 変異、DSP 2 変異、EMD 1 変異、FBN1 2 変異、FBN2 1 変異、FXN 1 変異、GCKR 2 変異、
KCNA5 2 変異 KCNE1 1 変異、KCNH2 6 変異、KCNQ1 7 変異、LAMA2 1 変異、LDB3 1 変異、LMNA 2
変異、LRRC8E 1 変異、MYBPC3 1 変異、MYH11 2 変異、MYH6 2 変異、MYLK 2 変異、MYLK 1 変異、
MYPN 1 変異、PDLIM3 1 変異、PKP2 2 変異、RBM20 1 変異、RYR1 2 変異、RYR2 2 変異、SALL4 1
変異、SEPN1 1 変異、SYMBOL 1 変異、TGFBR2 1 変異、TMPO 1 変異、TRDN 1 変異、TTN 13 変異、
UBR4 1 変異、VCL 1 変異を見出した。 
Brugada 症候群において、ACTA2 1 変異、ANK2 2 変異、CBL 1 変異、DPP6 1 変異、GAA 1 変異、
GCKR 1 変異、GPD1L 1 変異、HFE 1 変異、JAG1 1 変異、LDB3 1 変異、MAP2K2 1 変異、MYH6 1
変異、PRKAG2 1 変異、RYR1 2 変異、RYR2 1 変異、SCN1Bb 4 変異、SCN5A 1 変異、TBX3 1 変異、
TRPM4 1 変異、TTN 8 変異を見出した。 
先天性徐脈において、ACTC1 1 変異、CBS 1 変異、DES 1 変異、EMD 2 変異、HCN4 1 変異、KCNA5 
1 変異、KCNH2 1 変異、LMNA 3 変異、MAP2K2 1 変異、MYH11 1 変異、MYH6 2 変異、MYH6 1 変異、
MYH7 1 変異、PRKAG2 1 変異、RBM20 2 変異、RYR2 1 変異、SCN10A 6 変異、SCN5A 1 変異、TBX5 
1 変異、TTN 1 変異を見出した。 
ARVC 症例において、ALMS1 1 変異、ANK2 1 変異、CETP 1 変異、COL5A2 1 変異、DMD 1 変異、
DPP6 1 変異、DSG2 5 変異、DSP 1 変異、GAA 1 変異、HFE 1 変異、JAG1 1 変異、LAMA4 2 変異、
LDB3 1 変異、LMNA 1 変異、MYH6 2 変異、MYO6 1 変異、RYR1 1 変異、RYR2 2 変異、TTN 15 変
異を見出した。 
③パッチクランプ法による電気生理学的検討 
 若年発症の徐脈症例より見いだされた重複変異（KCNH2 p.Arg269Trp + SCN5A p.Pro1824Ala）
に対してパッチクランプとシミュレーション解析を行った。HEK293 細胞に野生型あるいは変異
型 Na チャネルを発現させたところ、野生型と比較して、変異型チャネルの発現電流の著しい低
下所見を認めた。一方、late current は、両チャネルで有意差を認めなかった。また、変異チ
ャネルの活性化曲線は右方向に偏位しており、不活性化曲線は両チャネルで有意差を認めなか
った。CHO 細胞に野生型あるいは変異型 Kv11.1 チャネルを発現させたところ、野生型と比較し
て、変異型チャネルの発現電流の著しい低下所見を認めた。チャネルの活性化及び脱活性化に
ついては両チャネルで有意差を認めず、変異チャネルの定常状態の不活性化曲線は左方向に偏
位していた。これらのデータを用いてシミュレーション解析を行ったところ、両遺伝子変異に
より心室筋の mid-myocardial action potential duration が 58％延長することが予想され、
IKr の 7％遮断により EAD 発生を認めた。また、変異を持つ症例の peripheral SAN モデルにお
いて INa と IKr の低下を認め、徐脈を認めた。 
 若年発症の徐脈症例より見いだされた SCN10A の遺伝子変異のうち、5 つの変異(G805S, 
R1263X, M1373R, I1482V, D1819Y)についてパッチクランプを行った。ND 7/23 細胞に野生型あ
るいは変異型チャネルを発現させその発現電流を評価したところ、G805S, R1263X, M1373R は
機能喪失変異、I1482V は機能獲得変異であることが明らかになった。 
④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 
 見いだされた希少遺伝子変異の病的意義を明らかにするため、モルフォリノ、Crispr/Cas9
システムあるいは ENU ミュータジェネシスを用いて遺伝子改変ゼブラフィッシュによる機能評
価を試みた。若年発症徐脈症例より見出された LMNA 遺伝子変異、LQTS より見いだされた KCNQ1
遺伝子変異、KCNH2 遺伝子変異について、それぞれの遺伝子のホモログであるゼブラフィッシ
ュlmna遺伝子, kcnh2a遺伝子, kcnq1遺伝子の改変を行った。そのゼブラフィッシュ胚に対し、
心拍数計測、心機能評価、光学マッピングによる刺激伝導速度測定、活動電位測定、心電図測
定の評価などを行なった。Crispr/Cas9 システムにより lmna 遺伝子をノックアウトしたゼブラ
フィッシュ胚の心拍数、心室内伝導速度はコントロールと比べて有意に低下していた。モルフ
ォリノにより kcnh2a 遺伝子をノックアウトしたゼブラフィッシュ胚の心電図を測定したとこ
ろ、コントロールと比較して有意な QT 延長所見を認めた。 
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