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Nonsen由hdiated mSNA Decay due to a CACh以7C Splicing M曲由on m

a Patient with Bra辞血Syndrome

紬血症候群患者におけるGiCNAIC遺伝子スプヲイシング変異による

ナンセンス変異依存nm分解幾鞠

【日的】 QT延長症候群(LQTS) -Brug血症候群四rS)に代表される遺伝性不盤肺疾患において、

心筋イオンチャネルをコードする漉店子変異の関与が明らかになっている。 BrSは心鱒突然死と醇

達する漣伝性不盤肺疾患であり、心電図右側胸部帝導において特徴的なsTセグメント上昇を呈す

る。 BrSの原因漉店子としては、ナトリウムチャネルをコードするSCN5A辻伝子変異が最も高頻度

あるが、 L型心筋カルシウムチャネル(LTCC廼コードする漣伝子(uCMJC'CACNB2by具恥報肯

されており、欧米での頻度は10%租虎といわれている。しかしながら、アジア人コホ-トにおける

LTCC池伝子変異の頻度については不明である。本研究に先駆けて、我々はBrS及び早期再分

症候群(ERS)、 QT短締症候群(SQTS)、職位心室細動aw)と珍節された日本人コホ-トにおいて

LTCC漣侍子変異の頻度を明ら叫こした(参考輪文-D。本研究では、先の研究で固定された

cAC八以JC地位子スプライシング変異について、これまでBrSでは報告されていないナンセンス変異

依存感NA分角脚(nonsense-mediated mJRNA decay, NMD)が開与している可能性に着目し、メ

カニズムの解明を戟みた。

【方牡】原因漣伝子変異検索目的にて鞍架医科大学循薄着内科および来春大学大学院循謙器

内科学離座に畳撤された約1300家系より、 BrS'ERS 'SQTS'IVFと珍断された312名の発端者を抽

出し、 CACNAIC* CACNB2b辻伝子を解析した。遺伝子のスクリ-.=ングはhigh-resolv6°n

clti喝田RM)法およびdirect sequence掛こて行った。結果、 5種の由C舶JC変異を6名のBrS

息者に固定した。 5変異のうちl変異(CACNAIC-K632R)は塩基置換部位がCdCNAIC一既on14のl

塩基日に存在しており、スプライシングエラーを生じるものと考えられた.このスプライシング変異に

ついて、弟端者および家族より新たに新鮮末梢血を採取し、 mNAを抽出した。 RT-PCRにより

AからcDNA合成を行い、 direct s叩ence捗による配列掩罷および恥l邸◎を用いて、

dvanced relative quanti血ation牡による定量解析を行った。またスプライシングエラーについては、

醇轟細胞での再場を試みた。

【療鼻】 G4q也JC-R632R保因者の痛康経過としては27歳時に心室細動を来たし、電気生理学捜

査でも心室細動が再魂されたため植え込み型除細動暑acD)の植え込みが為されていた。家系内

の逓伝子検索では、発端者の長女に同変異が同定されたが、長女は無症状であり、 Brugada様
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心電図変化にも乏uゝった。発端者の第2子である長男には変異は罷めなかった。

変異保持者である発端者及び長女から得たcDNAをdirect s叩enceにて解析したところ、変異

alleleが消失していた.定皇癖軒では同家系内の変異非保持者(長男)と比放して、変異保持者(罪

端着及び長女)のCACNAIC一曲A弟畢豊がそれぞれ約44%(筆端者)、弟30%(長女)擁少してい

た。繊細胞によるスプライシング変異の再舞については、変異の有無に関わらず、培兼細胞内と

生体内とでスプライス部位が全く具なりており、生体内でのスプライス部位を駄定するメカニズムと培

孝細胞内でのメタニズムが具なりている可能性が示唆されも生体内でのスプライス梯序臥埠轟

細胞では確罷することができなかった。

【考轟7本研究において、 CAC九はZCスプライシング変異を有する家系内で臨床像を比敬したとこ

ろ、発端者(38歳男性)よりも同変異を有する長女(13歳)の方が施床魚は軽微であった。 2者間の鴎

床像の違いについてほ、以前より、 BrSの表坑型を呈するのは男性に多いが、変異の旋転串につい

ては男女共に同程度であるという考轟が為されており、本研究でもその考轟を裏付ける結果となっ

た。またBrSは、幼少時には砂肝がつきにくい疾患であり、年齢による表琵型の違いも考えられた。

漣伝性不整脈分野におけるスプライシング変異の代表的なものとしてLQTS typelで固定された

KCNQl-A344A変異があるが、この変異はNMDを生じない.一方でNMDについては、耶

において戯:N町並伝子のナンセンス変異からNMDが恵起されるという報告がある。また、これまで
t

為されてきたBrSにおけるLTCC変異の報告は、アミノ酸変異を伴うチャネル機能鼻骨によるもので

あった。本研究においては、 BrS息者におけるLTCC遺伝子の同定に加え、 NMDを呈するスプライ

シング変異について初めて報告したものである。 BrSはその疾患概念が捷喝されてから約20年由無

過しているにも関わらず、確立されている玲療法は未だICD練え込みのみである。遺伝子変異によ

るチヤネ/峨白-の影響を明らかにすることで、薬物玲虎など新たな冷点牡の独立が待たれる.

【糖輸】

本研究では、 CACNAICのスプライシング変異およびNMDによる血m発弟量の減少がLTCC

磯能低下を藩起し、血Sを呈するという新たなメカニズムの存在が示された.
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学位独文審査の特異の要旨

生理番号

静文事査重点

(学位愉文審査の結果の要旨) (明朝体1 1ポイント、 6 0 0字以内で作成のこと。 )

本研究はプルガダ症候群において、アジア人コホ-トにおけるL型心筋カルシウムチャネル
変異の同定を行い、且つ同定された以CNAIC遺伝子スプライシング変異について、ナンセンス

変異依存mRNA分解繊耕(NMD)が関与している可能性に着目し、辞明を行ったものである。

変異保因者とその家系内でのゲノムDNA及びメッセンジャー脚A ・相補DNAを解析した結果、
以下の点が明らかになった。

1)家系内の遺伝子検索では、発端者の長女に同変異が同定されたが、長女は無症状であり、
プルガダ型心電図変化にも乏しかった.発端者の第2子である長男には変異は辞めなかった。

2)変異保因者の相補DNAにおいて、変異7レルが消失していた。
3) CACNAIC-mRNAの定量解析では、変異非保因者の長男と比較して、変異保因者である発端者

で約44臥長女で約3(瑞の弟現量減少を駆めた.

上紀の緒乗より、本スプライシング変異がNKDを蕎起するため曲帆の男尊量が低下し、 L型

心筋カルシウムチャネルの搬髄低下を来たすことによりプルガダ症候群の痢型を皇するという
メカニズムが明らかになった。

本研究は、 L型心筋カルシウムチャネル変異によるプルガダ症候群の発症メカニズムに対し

て新しい知見を与えたものであり、最終賦革として飴文内容に関連した試問を受け合格したの
で、博士(医学)の学位輸文に催するものと辞められた。

(総字数　584字)

(平成26年1月29日)


