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心臓移植患者の適応疾患

Heart Transplantation Registry Report 20210831

拡張型心筋症



拡張型心筋症

不整脈原性
心筋症

肥大型
心筋症

二次性
心筋症

心筋症の病態は依然明らかでない心筋症の病態は依然明らかでない

疾患の治癒につながる治療法が存在しない疾患の治癒につながる治療法が存在しない

難治性心筋症による重症心不全は
循環器医療における最大のアンメットニーズである

系統的な分類診断が困難である系統的な分類診断が困難である



拡張型心筋症

不整脈原性
心筋症

肥大型
心筋症

二次性
心筋症

難治性心筋症ヒトモデル細胞を用いた機能解析

疾患iPS細胞の樹立と精密なアレル改変

http://www.cardiology.med.osaka-u.ac.jp/?page_id=33635

難治性心筋症ヒトモデル細胞の
樹立と病態解明

難治性心筋症分子基盤を
是正する治療法の開発

Motion Vector解析

ハイコンテント
イメージング

マイクロスケール
圧縮強度測定

ゲノム編集による
イメージング解析



重症心不全を呈したBecker型筋ジストロフィー女性キャリア―

SARS-CoV-2スパイクタンパク質受容体結合ドメインが
ヒトiPS細胞由来分化心筋細胞に与える影響

COCでのAmplicon sequence panelの活用事例

COCでのSingle cell RNA sequenceの活用事例

両心不全を呈した拡張型心筋症

COCでのAmplicon sequence panelの活用事例



若年発症拡張型心筋症・重症心不全

15歳発症

LVDd/s: 61/54 mm
EF: 24%

β 遮断薬

ACE阻害薬

利尿薬

アルドステロン拮抗薬
CRT-D植え込み術

発症

LVAD 植え込み術

致死性
不整脈

15歳 22歳 28歳



若年発症拡張型心筋症・重症心不全

β 遮断薬

ACE阻害薬

利尿薬

アルドステロン拮抗薬
CRT-D植え込み術

Onset

LVAD 植え込み術

疾患の進行

心筋障害



心筋障害の原因としてのゲノム遺伝子異常

心筋障害

遺伝子バリアント



Ion Amplicon Sequenceの実施
404の遺伝性心血管原因遺伝子を対象としたパネルシークエンス解析

Cardiovascular Research Panel

心疾患に関連する404の遺伝子のCDSのみを増幅



病原性遺伝子変異の絞り込み

Total Variants

Quality Score >30

Exon領域

Alternative allele 
frequency in HGMD

<0.01

Exclude
Synonymous variants

Exclude
PolyPhen2_HDIV : 

Benign

Exclude
Sequence Error

Variant データベース情報

迅速、安価、ドライ解析が不要、データ解釈が簡便

・・・



Ion Amplicon Sequenceの実施
404の遺伝性心血管原因遺伝子を対象としたパネルシークエンス解析

A2M
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MYOZ2
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NAGA
NBEAL2
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NKX2-6
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NOTCH1
NOTCH3
NPHS1
NPPA
PCCA
PCCB
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PGAP3
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PLN
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PLOD3
PMM2
POLG
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PSEN1

PSEN2
PTPN11

RAB3GAP2

RASA1
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SDHD
SEC23A
SEMA3E
SEPN1

SERPINA3

SGCA
SGCB
SGCD
SHANK3
SKI
SLC12A3
SLC19A2
SLC22A5
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TNNC1
TNNI3
TNNT2
TNXB
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TRIM32
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TTC8
TTN
TTR
VCL
VHL
WDPCP
XPNPEP3
XYLT1

ZEB2

ZFPM2

ZIC3

ZMPSTE24



拡張型心筋症に対する遺伝学的検査

アルギニン

終止コドン

アルギニン

終止コドン

父 母 本人

終止コドン

終止コドン

CGA

TGA

CGA

TGA

TGA

TGA

DSG2 (デスモグレイン2)
・・・CGA・・・
・・・CGA・・・

・・・TGA・・・
・・・TGA・・・

STOP

父 母

本人

細胞と細胞の接着に重要な役割



心筋組織におけるデスモグレイン2の完全欠損

本症例

コントロール
拡張型心筋症

Scale bar: 50 µm



デスモゾーム蛋白質の異常局在・空胞内沈着

Patient (R119X)DCM control Patient (R119X)DCM control

Scale bar: 20 µm



介在板の離開・断片化デスモゾームの異常集積

Scale bar: 1 µm

DCM control Patient (R119X)

Patient (R119X)



デスモグレイン2発現の回復により
三次元自己組織化リングにおける収縮力が改善する

R119X-iPSC-CMs HDR-iPSC-CMs

R119X HDR



重症両心不全を呈した拡張型心筋症

重症心不全に移行した拡張型心筋症
において、ゲノム解析、心筋病理解析
を行い、ホモ接合型ナンセンス変異に
よるデスモグレイン2欠損心筋症を
見出した。

疾患iPS分化心筋細胞を用いて、疾患
病態の再現と、ゲノム編集やAAV
遺伝子補充による機能回復を実証した。

Shiba M, Higo S, et al Hum Mol Genet. 2021 Jul 9;30(15):1384-1397. 

特発性拡張型心筋症 デスモグレイン2欠損心筋症

疾患特異的iPS細胞 分化心筋細胞

疾患病態の再現と機能回復

不整脈 3次元組織リング
微小収縮力

ゲノム編集

AAVによる遺伝子補充



デスモグレイン2 R119Xバリアント
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Nature. 2015 Oct 1;526(7571):68-74.
Science. 2012 Jul 6;337(6090):64-9.
Nature. 2013 Jan 10;493(7431):216-20.
PLoS One. 2014 Jun 23;9(6):e100924.
J Hum Genet. 2016 Jun;61(6):547-53.



重症心不全を呈したBecker型筋ジストロフィー女性キャリア―

SARS-CoV-2スパイクタンパク質受容体結合ドメインが
ヒトiPS細胞由来分化心筋細胞に与える影響

COCでのAmplicon sequence panelの活用事例

COCでのSingle cell RNA sequenceの活用事例

両心不全を呈した拡張型心筋症

COCでのAmplicon sequence panelの活用事例



心臓移植患者の適応疾患

Heart Transplantation Registry Report 20210831



重症心不全を呈したBecker型筋ジストロフィー女性キャリア―

Δ45-48 DMD

WT DMD



発端者心筋組織におけるジストロフィンタンパク質発現

Scale bars : 50μm

DysB抗体 MANEX45A抗体

WT：Δ45-48 ≒60%：40%



なぜ発端者のみが重症心不全を発症したか？

ア
ン
ド
ロ
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ン
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プ
タ
ー
発
現
量

(%
)

73%

27%

100

0

20

40

60

80

WT Δ45-48

姉の末梢血ゲノムDNA

心臓における野生型、変異型ジストロフィンの
発現比率が姉妹で異なっていたのではないか？

共同研でのMultina解析を利用



Ion Amplicon Sequenceの実施
404の遺伝性心血管原因遺伝子を対象としたパネルシークエンス解析
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発端者においてヘテロ接合型PLOD3ストップゲイン変異の同定

パネル解析

発端者姉(同胞キャリア)

発端者姉(同胞キャリア)

サンガーシークエンス
左室心筋を用いた
蛋白発現量評価

発端者 対照

PLOD3 c.T1890G p.Y630X

T1890G

LH3

GAPDH

100-

75-

37-

kDa



Becker型筋ジストロフィー女性キャリアからの
アイソジェニックiPS細胞樹立

#1 #3 #7 #16 #20 #21

WT Δ45-48

対照 WT Δ45-48

各クローンのddPCR解析

相
対

発
現

量

WTアレル Δ45-48アレル

dystrophin

α-actinin

GAPDH

kDa

250-

100-

37-

iPS細胞由来
分化心筋細胞

0.0

0.5

1.0

1.5体細胞(末梢血)

発端者

WT？

Δ45-48？

クローンの選択



LH3

WT

DMD
PLOD3

Y630X

ヘテロ

エレクトロポレーションを用いた
iPS細胞のゲノム編集

PLOD3 Y630X変異を修復したアイソジェニックiPS細胞の作成

Δ45-48
修復

LH3
WT

WT

Δ45-48-DMD
-修復

PLOD3 mRNA転写量解析

相
対
発
現
量

(G
AP

D
H
で
標
準
化

)

1.5

0.0

0.5

1.0



アイソジェニックiPS細胞由来分化心筋細胞の
三次元組織化と微小収縮力解析

JACC Basic Transl Sci.2018;3(6):728-740

心筋分化 iPS心筋の組織分化

iPS心筋 組織化リング
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Scale bar : 600μm

モーションカメラ

ビーム

組織化リング

Communications biology  2020; 3(1):122



Δ45-48ジストロフィンとPLOD3 Y630X変異修復iPS細胞
から作成した心筋組織化リングの機能評価解析
最
大
収
縮
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LH3(PLOD3)変異の修復によりコラーゲン合成が回復する
iPS心筋

WT-DMD

ノックアウトkDa
Δ45-48-DMD
修復

Nature Reviews Cancer 2014;14:430-439

コラーゲン合成
ヘテロ ヘテロ



重症心不全を呈したBecker型筋ジストロフィー女性キャリア―

Kameda S, Higo S, et al, J Am Coll Cardiol Basic Trans Science. Feb 08, 2023.

ジストロフィン遺伝子変異に
加え、コラーゲン生合成に
関わるPLOD3遺伝子
バリアントを同定した。

 PLOD3バリアントが心筋
スティフネス（硬さ）の低下、
コラーゲン生合成の低下に
関与していることを見出した。



重症心不全を呈したBecker型筋ジストロフィー女性キャリア―

SARS-CoV-2スパイクタンパク質受容体結合ドメインが
ヒトiPS細胞由来分化心筋細胞に与える影響

COCでのAmplicon sequence panelの活用事例

COCでのSingle cell RNA sequenceの活用事例

両心不全を呈した拡張型心筋症

COCでのAmplicon sequence panelの活用事例



新型コロナウイルス感染症（COVID-19）

SARS-CoV-2ウイルスの構造

Yang J, et al. Nat Commun. 2020;11:4541
Huang Y, et al. 

Acta Pharmacologica Sinica. 2020;41:1141-1149

ACE2を介した宿主細胞への侵入

受容体結合ドメイン

スパイク蛋白質

宿主細胞の
ACE2受容体



COVID-19 mRNAワクチン

Wadhwa A, et al. Pharmaceutics. 2020;12:102

Jackson NAC, et al. NPJ Vaccines. 2020;5:11

mRNAワクチンの構造

一部は血中に分泌される



COVID-19ワクチン後心筋炎

Barda N, et al. N Engl J Med. 2021; 385:1078-1090Bozkurt B, et al. Circulation. 2021; 144:471-484

大規模接種開始後, 心筋炎発症例が報告された. ワクチン接種群で有意に心筋炎発症リスクが高い.

COVID-19ワクチン後心筋炎のケースシリーズ報告 COVID-19ワクチンに対する副反応



iPS細胞由来心筋細胞におけるS-RBD/ACE2複合体の同定

心筋分化プロトコール
平面分化法

精製S-RBD投与後の免疫染色



CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集による
ACE2ノックアウトiPS細胞の作製

ACE2の蛋白質発現

定量評価 免疫染色



WT

ACE2を介したiPS細胞由来心筋細胞へのS-RBDの取り込み

KO

精製S-RBD投与後の免疫染色



S-RBD-sfGFPを用いたライブイメージング

S-RBD-sfGFPプラスミド配列 定量評価

免疫染色

S-RBD-sfGFPの蛋白質発現



エンドリソソーム経路介したS-RBD-sfGFPの取り込み

S-RBD-sfGFP投与1時間後 S-RBD-sfGFP投与24時間後

早期エンドソームと共局在あり その他エンドソームと共局在なし

リソソームと共局在あり



共焦点顕微鏡を用いた
ライブセルイメージング

DsRed-RAB5A
SARS-CoV-2 S-RBD-sfGFP



NF-kβ経路関連遺伝子のスクリーニング

NF-kβ経路関連遺伝子
定量PCRアレイ

発現変化を認めた遺伝子群のヒートマップ

COCでの定量PCR解析を利用



S-RBDの取り込みによる炎症促進性サイトカイン遺伝子の発現上昇

IL-1A IL-1B CXCL8 TNFCXCL1



シングルセルRNA解析による心筋細胞と非心筋細胞のクラスター同定



心筋細胞特異的遺伝子と炎症促進性サイトカイン遺伝子のクラスター別発現量

PCM = 増殖性心筋細胞、STR = 間質用細胞、END = 内胚葉由来細胞

心筋細胞

心筋細胞 非心筋細胞

非心筋細胞

成熟心筋細胞



成熟心筋細胞における
S-RBDによるインターフェロン応答遺伝子の発現上昇

クラスター1のみを抽出して
再クラスタリング

インターフェロン応答遺伝子



S-RBDの取り込みによるIFI6, ISG15, IFITM3の発現上昇

シングルセルRNA解析により同定されたインターフェロン応答遺伝子

IFI6 ISG15 IFITM3 SOCS3 USP18



S-RBDの取り込みによるISG15蛋白質の発現上昇とISG化の促進

Mirzalieva O, et al. Cells. 2022; 11:538

ISG15 ユビキチン様蛋白質
ウイルスや異物に反応して

ISG化と呼ばれる翻訳後修飾を担う
ISG15の蛋白質発現

ISG化による
共役蛋白質の発現



SARS-CoV-2スパイクタンパク質受容体結合ドメインが
ヒトiPS細胞由来分化心筋細胞に与える影響

 ヒトiPS細胞由来心筋細胞におけるACE2を介した

S-RBD/ACE2複合体の取り込みを同定した。

 S-RBD-sfGFPはiPS細胞由来心筋細胞に

エンドリソソーム経路を介して取り込まれた。

 iPS細胞由来心筋細胞においてS-RBDの取り込みに

よりインターフェロン応答遺伝子が有意に発現上昇した。

 iPS細胞由来心筋細胞においてS-RBDはISG15の発現

上昇とISG化を促進した. 

Okuno S, Higo S, et al, Sci Rep. 2023 Dec 4;13(1):21397.



拡張型心筋症

不整脈原性
心筋症

肥大型
心筋症

二次性
心筋症

難治性心筋症ヒトモデル細胞を用いた機能解析

疾患iPS細胞の樹立と精密なアレル改変

http://www.cardiology.med.osaka-u.ac.jp/?page_id=33635

難治性心筋症ヒトモデル細胞の
樹立と病態解明

難治性心筋症分子基盤を
是正する治療法の開発

Motion Vector解析

ハイコンテント
イメージング

マイクロスケール
圧縮強度測定

ゲノム編集による
イメージング解析



分子機能による層別化を目的とした
心筋症疾患iPS細胞ライブラリーの構築

理研BRC
寄託数

樹立数診断名など

49拡張型心筋症

411肥大型心筋症
拡張相肥大型心筋症

1拘束型心筋症
12不整脈原性心筋症

1その他の心筋症

16健常ボランティア
患者さんご家族

2023年9月29日

http://www.cardiology.med.osaka-u.ac.jp/?page_id=37921


