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緒　言

　致死性の心疾患である拡張型心筋症は、心臓移植を必要とする患者の最多の原因疾患である。拡張型心筋症の３分の
１は遺伝性であり、近年注目されている比較的新しい原因遺伝子が、心臓特異的なスプライシング因子の RBM20 であ
る１）。これまでの研究で、拡張型心筋症患者の約 3%が RBM20 の変異を持つことが明らかとなっており、これは同定
されている 76 の原因遺伝子のうち、7 番目に多い２）。さらに興味深いことに、RBM20 の点変異が RS ドメインの R634
から P638 アミノ酸残基に集中していることも示されている（全てヘテロ変異）３）。RBM20 に関する研究は、これま
で RBM20 変異ラット、培養細胞および心筋症患者の生検などを用いて解析され、RBM20 が成体心臓特異的なスプラ
イシングを制御することが示されている４,５）。しかし、RBM20 の点変異が RS ドメインに集中している理由や、変異
が心筋症につながる分子機構の詳細は明らかになっていない。

方法および結果

　遺伝的背景が同一のヒトの細胞をモデルとしてヒトの心疾患を解析し、RBM20 の変異が拡張型心筋症を引き起こす
分子機構を解明するために、我々は健常人から樹立した iPS 細胞に、ゲノム編集技術を用いて RBM20 点変異の１つで
ある R636S（ヘテロおよびホモ）と機能欠失変異である 1 塩基の挿入変異（ヘテロ）を導入した。変異の導入には、我
々が開発したデジタル PCR による変異の検出と、連続的限界希釈を組み合わせた手法を用いた６,７）。変異を導入した
iPS 細胞と、親株の野生型の細胞を心筋細胞へと分化させた。R636S のヘテロ変異を持つ細胞では、心筋細胞の機能単
位であるサルコメアの形成異常が認められ、作製した iPS 細胞由来心筋細胞によって、心筋症の症状が再現できたこと
を示している。R636S のホモ変異、および 1 塩基の挿入変異を持つ細胞のサルコメア構造の解析も現在進めている。こ
れらの心筋細胞から RNA を抽出し、illumina HiSeq による 100 bp paired-end の RNAseq を行った。スプライシング
様式を網羅的に解析するプログラムである AltAnalyze ８）を用いて得られたデータを解析し、RBM20 の変異によって
特異的に引き起こされるスプライシング異常をゲノムワイドに同定した。
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図 1． RBM20 R636S 変異を持つ iPS 細胞由来心筋細胞の RNAseq によるゲノムワイドなスプラ
イシング様式の解析
野生型の親株細胞（WT、赤）、R636S のヘテロ変異を持つ細胞（R636S Het、青）、R636S
のホモ変異を持つ細胞（R636S Homo、緑）のスプライシング様式の比較。iPS 細胞から心
筋細胞へと独立に分化させたサンプルを、WT、R636S Het、R636S Homo のそれぞれで 8、
8、3 セットずつ用意し、RNAseq を行った。各エクソンが転写産物に含まれている頻度を
定量した。各エクソンが平均に比べて転写産物に含まれる頻度が高い場合は黄、低い場合
を青で表現し、全体のデータをヒートマップで示す。R636S Het で、心筋細胞に関わる多
くの遺伝子のスプライシング異常が観察されたことから、これらの遺伝子の機能異常によ
って心筋症が発症することが予想された。また、R636S Homo では、一部の遺伝子で R636S
Het よりも強いスプライシング異常が観察された。しかし、R636S Het と R636S Homo の
間で同程度の異常を持つ遺伝子も多数観察された。右に、スプライシング異常が観察され
たエクソンを持つ遺伝子の例を示す。

　まず、野生型と R636S のヘテロ変異およびホモ変異を持つ細胞の比較を行ったところ、心筋症患者がヘテロ変異を
持つことから予想された通り、R636S のヘテロ変異で心筋の機能に関わる TTN、MYLK、MEF2A などの多くの遺伝
子にスプライシング異常が観察された（図 1）。これらのスプライシング異常が、実際にどのようにして遺伝子の機能
異常につながるのかについて、現在解析を進めている。例えば、inversin のスプライシング様式を観察すると、R636S
点変異によって新規のエクソンがスプライシングされ、mRNA として発現していることが示唆される（図 2A）。この
エクソンが実際に転写産物に含まれている場合、本来の inversin の ORF はフレームシフトを起こし、機能的なタンパ
ク質は産生されないことが予想された。このような例を詳細に解析することで、R636S 変異と心筋細胞の機能低下をつ
なげる機構の解明を進めている。
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　また、興味深いことに R636S ヘテロ変異とホモ変異の間でもスプライシング様式の相違が観察された。例えば、
COL16A1、RYR2、CDC14B、GPBP1L1、TTN などの遺伝子ではホモ変異では相乗的な効果が見られ、スプライシン
グ異常がヘテロ変異に比較して増強されていた（図 1, 2B）。しかし、その一方で IMMT、NEO1、MICAL3、DMD な
どの多くの遺伝子では、ヘテロ変異とホモ変異を持つ細胞で同程度の強度のスプライシング異常が観察された（図 1,
2C）。R636S 変異が単純な機能欠失変異であると仮定すると、多くのスプライシング異常はホモ変異でヘテロ変異より
も顕著になることが予想される。しかし、かなり多くの遺伝子ではヘテロ変異とホモ変異で同等のスプライシング異常
も観察されたことから、R636S 変異が単純な機能欠失以外の効果を持つ可能性も考えられた。

図 2． R636S 変異によって生じたスプライシング異常の例
RNAseq データをゲノム DNA 配列にマッピングした図を示す。各図の下部に遺伝子のエ
クソン構造を示し、RNAseq のリードの蓄積を各ピークの高さで表す。（A） 野生型ではほ
とんど使われない新規のエクソンが、R636S のヘテロ変異で使われるようになった
inversin の例。（B）Exon85 が転写産物に含まれる頻度が、R636S ヘテロ変異よりもホモ変
異の方が高かった RYR2 例。（C）Exon24 が転写産物に含まれる頻度が、R636S 変異ヘテ
ロ変異とホモ変異で同程度だった NEO1 の例。

　そこでさらに直接的に R636S 点変異が機能欠失変異であるかを検討するために、野生型と R636S ヘテロ変異、およ
び 1 塩基挿入のヘテロ変異を持つ細胞の比較を行った。1 塩基挿入変異はフレームシフトを起こして機能欠失変異で
あると考えられるため、R636S 変異も単純な機能欠失変異であれば、1 塩基挿入変異と R636S 変異のスプライシング
への影響は類似したものになるはずである。しかし、RNAseq データの解析の結果、R636S 変異と 1 塩基挿入変異は、
心筋細胞のスプライシング様式に大きく異なる影響を与えることが明らかになった（図 3）。これは、R636S 変異が単
純な機能欠失変異ではないという仮説をさらに支持する結果であった。
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図 3． RBM20 R636S ヘテロ変異と 1 塩基挿入変異のゲノムワイドなスプライシング様式の比較
R636S のヘテロ変異を持つ細胞（R636S Het、青）と 1 塩基挿入ヘテロ変異を持つ細胞（1-
bp Ins Het、紫）のスプライシング様式の比較。R636S Het は図 1 に示した 8 サンプルを
再び示し、1-bp Ins Het は独立に分化誘導したサンプルを 5 セット解析した。図１と同様
に各エクソンが転写産物に含まれる頻度をヒートマップで示す。R636S Het と 1-bp Ins
Het では大きく異なるスプライシング異常が認められた。

考　察

　RBM20 の単純な機能低下が心筋症発症の原因であると仮定すると、病因となる変異として数多くのフレームシフト
変異や、ナンセンス変異が RBM20 遺伝子全体に広く分布するはずである。しかしながら、R634 から P638 のわずか 5
アミノ酸残基に点変異が集中していることから、これらの点変異が単純な機能欠失変異ではないことが推測される。本
研究の結果もこの推測を指示する結果となった。変異が集中している 5 アミノ酸残基は RSRSP という電荷的にも構
造的にも非常に特徴的な配列であり、セリンの水酸基がリン酸化される可能性もある。また、RS ドメインはタンパク
質間相互作用を担うとも推測されており、我々は RBM20 点変異が、この相互作用を阻害してドミナントネガティブの
ような効果を持つのではないかという仮説を立て、検証を進めている。
　今後は、機能欠失変異をホモで有する細胞との比較や、R636S 以外の別の点変異を持つ細胞との比較などを通して、
RBM20 変異による拡張型心筋症発症の分子機構をさらに明らかにしていきたい。
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