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Abn即maig約eSWerereportedintheidiopathiclongQTSymdTOme(LQT)butthe

pathogenesisandtheaggravatingfact.orsortheQTint､ervalont.heoccurrenceOrlire-

threateningventriculartachyarrythmiasaretobedetermined.Followingaeasereport

inwhichintracoronaryacetylchoiine(ACh日ndueedQTpro及o帽ation,theeffectofACh

ontheQTintervalwasstudied. QTcintervalwassignificantlyprolongedbyACh:

0.519±0.029sec沼 も00.688±0.067secl/2 inQTsyndromebuもnotinthehea地 ycon-

trolgroup.We,t･hen,analyzedthegeneofGproteininthebloodsamplesfrom the

patientswithLQTusingRT-PCRfollowedbydirectnueleotidesequencing.Oneof12

pat･ientshad129bpdeletioninGproteinJ33subunit.Anotherpatienthadfourpoint

mutations.TheyshowedCtoTtransitionatcodon12,GtoTtransitionateodon27.

CtoTtransitionateodon53andCt,oTtransitionatcodon60,whichsubstituted

eyste豆n(TGC)forarginine(CGC),asparagine(AAT)forlysine(AAG),leuc豆ne(CTA)
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forPYOmi e 膵CA)and 汁yptophan (甘GG)fora顧 nie (CGG),respecもively. Though

theseChangessllSPeetedsplicingabnormalit.vand pot.Vmorphysm,analysisoftheqene

orG proteinneedstobestudiedfllrtherinalargenllnlberorpatientsWit､hLQT.

lie.V＼＼･ords:longQT syndrome.HeterotrimpriLIGTP binding proteingene,muta-

tion.RT-PCR.directnuclpotidesequencing

QT延長症候群,三量体 GTP結合タンパク遺伝子,変異,RT-PCR ,

ダイレクトシークエンス

1.は じ め に

QT 延長症候群 (LQTlは心電L-針ごQT 延長と失神

発作や突然死をきたす TorsadesdePointpsLTdPl

と呼ばれる心室性不整腺を特徴とする症候群である臣 5)

LQT は薬剤,血清電解質異常,心筋虚動 高度の徐脈

などによる二次性のものと,原因不明の特発性のものと

に分類される.特発性 LQT のうち明らかな遺伝性を

示す一群として.常染色体慢性遺伝形式の Romano-

waTd症候群 (RW)= 6)と常染色体劣性遺伝形式で先

天性の聴力障害を伴う JervellandI..,(rlnge-Nielsen

症候群 (JLN)7)8)とがある.近年,RW の分子遺伝学

連鎖解析 により LQT l机 p15.5)9), LQT 2 (7q

35-36)10),LQT3(3p2ま-24)10),LQT 4(4q251

27)1旦)の4つの原因遺伝子座が報告されずポジショナル

クローニングの手法で原因遺伝子が単離されてきている.

LQTlと LQT2は.それぞれ IiVLQTlと rIERG

と呼ばれる電位依存性の K+チャネルの遺伝子展常に

より舶 3),LQT3は SCN5A という電位依存性 Na+

チャネルの遺伝子異常によることが明らかにされた1隼

められていが 5)i6).KVLQTlと会合 し遅延整流 K+

電流の遅い成分 H KS)を形成する mi nK17)旦8)の遺伝

子の変異が,JLN19)と,RW20)でも認められている.

これらの知見は,心筋の再分極に関与する心筋イオンチャ

ネルの機能異常によって再分極の遷延がもたらされ,特

発性 LQT をきたすとするイオンチャネル異常説 3)21)

を支持する.

-方,生体内でも電位依存性イオンチャネルやリガン

ド感受性 K+チャネルが,様々なシグナル分子により

複雑に調節されていることが知られてお吟22),これらの

分子の遺伝学的異常が K+ イオンチャネルを中心に影

響 し特発性 LQT をきたしている可能性も考えられる.

以取 われわれは,正常者では冠動娩内アセチルコリン

(ACh)投与-で QT間隔は変化Lないが.特発性 LQT

患者において QT 間隔がさらに延長することを報告 し

た細.この結果は,LQT腰膚 では AChが心筋のムス

カリン受容体と結合し何らかのセカンドメッセンジャー

の機能異常を介して心筋の再分極過程に影響を与え QT

間隔を延長させている可能性を示唆している,われわれ

は,心筋活動電位持続時間を決める遅延整流 K+ 電流,

Ca翌+電流,CiW電流が三豊体 GTP結合タンパク質

(G タンパク)による制御を受けることから22)24)25),セ

カンドメッセンジャーである G タンパクの異常を想定

し,LQT患者の血小板において G タンパク (Gsと

Gi)の活性を測定したところ Giの活性低下を LQT

で認めた26),

三量体 G タンパクは, a,β,アサブユニットの三

量体からな吟,レセプタ-と電位依存性イオンチャネル

などのエフェクタ-との間に存在 しエフェタタ-機能を

修飾する.その機能的特異性は.主にαサブユニットに

由来するとされている22)27).Giタンパクのαサブユニッ

トは354 個のアミノ酸からなる Gilα と Gi2α､お

よび355個のアミノ酸からなる Gi3aに分けられ,全

身の臓器に広く分布 している28).近年,成長ホルモン分

泌下垂体腫藤で Gsタンパクの αサブユニット遺伝子

の変鮮 9)が,副腎腺癌および卵巣腫藤で G主タンパク

の αサブユニット遺伝子の変異30)が発見され,G タン

パクのαサブユニット遺伝子の遺伝学的異常を原因とす

る疾患の発見と病態の解明が進行している.

一方,βとrサブユニットも複数が同窓されてきてい

るが,様々なサブユニットと結合して存在 し,その機能

の差は明らかではない22)27).噛乳類で 5種類のおよそ

340個のアミノ酸からなるβサブユニットが単離され

てきているが,ヒトではβ131),β232)33),β334)普

ブユニット遺伝子の cDNA が単離されておi),全身の

臓器に広く分布していることが確認されている.γサブ

ユニットはおよそ70個のアミノ酸からなり,現在までに
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車l 先天性 QT延長症候群の臨床像

症 例 解析時年齢 姓 症 状 ∴ ∴ %Teee既習 診 断

Nm止- 6 77 衣 失神 0.52 0.58 RW

NmⅣ-3 24 女 失神 0.68 0_58 RW

Kt王王- 2 21 男 失神 0.60 0.58 RW

Km1- 2 35 女 (-) 0,46 0.50 RW

KmⅡ- 1 16 早 (-) 0.48 0.52 RW

KmⅢ- 2 14 質 ド) 0.亜 0.52 RW

Km廿-3 10 罪 ト ) 0.18 0.48 RW

Nk廿- 4 80 女 ド ) 0.60 0.51 RW

Nh二- 3 23 女 (-) 0.78 0,69 弧発性

Np正- 1 22 男 (-) 0.54 0.57 弧発性

NeⅢ - 3 57 女 失神 0,68 0.69 RW

TnⅥ - 1 24 女 失神 0,48 0.51 JⅠ.N

QTe間隔 ;修正 QT間隔,RW;Romano-War･d症候群,JLN~;JervellandLan監e-Nielsen症候群

11種類報告されているが,ヒトではγ･1.)′10,yllサ

ブユニット遺伝子の cDNA 塩基配列が明らかになっ

ているのみであが 5).

われわれは,特発性 LQT と Giタンパクの関連 を

明らかにするため,12名の特発性 LQT 患者 を対象 と

して,ACh冠動朕内投与試験を施行 し,さらに Giタ

ンパクの aサブユニットである Giまα,Gi諾a,G主3

汐の遺伝子を中心に数種類のβ,γサブユニットの遺伝

子の翻訳配列 を rever･setranscript､ase-polynleraSe

chainreaction(RT-PCR)法および直接塩基配列

決定法を用いて解析 した.

2.対 象 と 方 法対 象

血縁関係のない8家族からの12名 (男性 5刑,女性 7

例)の特発性 LQT 患者を対象 とした (寮 1,図 1).

LQT の診断は SchWartz らの診断基準に したが っ

が 6).家族の心電図検査により4家系 梱 m 家系,Kも

家系,Km 家系,Nk家系)からの患者は RW と診断

された.NaⅢ-3は,同胞に LQT を認め,叔母に突

然死を認め,先天性難聴を認めないことから RW が強

あった.聴力検査は正常であ り,両親の心電図も QT

間隔は正常であり,denovoの RW と考えられた.T

nⅥ-1は先天性難聴を認め,同胞の突然死,両親の血

族婚を認め JNL と診断された.

食倒基礎心疾患を有きず,血清電解質異常や著 しい徐

脈を認めず,QT 延長をきたす薬剤は服用 していなかっ

た.年齢は10歳から80歳までの平均33.5±24.2歳であっ

た,QTcは平均0.56±0.07seeと延長 していた (泰汀
Nm王I-6,NmⅣ-3,TnⅥ-1,Na盗 -2は失神

発作時に TdPが捉えられた.Iくm 家系の患者.NaIト-

1は舞治療であったが,NmⅢ-6,TnⅥ11,NkI王-

4,NhⅢ-3,NaⅢ一2ではβ遮断薬による治療が,

NmIV W3.KtrI-2ではI?遮断薬とメキシレチンの治

療が行われていた.

方 法

(1)ACh冠動脈内投与試験

既報の NmⅡ-6に加えて23),4家系 4例 (NmⅣ-

3,lくtIl-2.Nan- 2.NhⅢ13)において ACh

冠動脈内投与試験を施行 した (図 1),冠動腺造影で有

意の狭窄のない率を確認 し,ACh25pg,50p瞥 お よび

100/Lgの各円巌を生理食塩水 1011ュ1に溶解 し.30秒

かけて投与 した.VehまCまeとして ACh を含 まない同

量の生理食塩東の投与 も行った.各用量投与前後での

QT間隔,洞周期および血圧を測定 した.各用量 ACh

投与は心電図および血圧が元に複することを確認して行っ
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図 1 _1

た.冠動脈スパズムを除外するために施行したアセチル

コリンによるスパズム誘発試験で,冠動脈造断に異常が

なくかつスパズムが誘発されなかった12例を対照群とし,

QT間隔,洞周期および血圧を測定 し患者群 と比較検討

Lた.QT 間隔.洞同期とIfll圧は平均±SI)で表 し.統

計学的検定ほ も-検定を用い,P健o,05未満 を有意 とし

た.

(2)三量体 Gタンパク ･サブユニット遺伝子翻訳

領域の解析

cDNA塩基配列が明らかとなっているヒト三量体 G

タンパク ･サブユニット遺伝子 (Gilα.Gi2｡,Gi3

｡遺伝子およびi31.Iブ2,/33.γ4.㍗lo,yllサ

ブユニット遺伝子)を解析 した.ゲノム構造が不明であ

1 2

KmIF-1 Kmll･2 Km=-3

るため.totalRNA から1ststrandcDNA を作成

し pol.vmeraseChainreaction(PCR)法で各遺伝

子の cDNA を増幅 し,直接塩基配列決定法を施行した.

全12症例 (表 1.固 い より末梢静脈血 10nllを採血

し, 白血球 よ り ISOGEN (Nippon Gene lnc.,

Tokyo.Japan)を用い酸性 フェ ノール法にて tot､al

RNA を抽出 した.それぞれの totalRNA を鋳型に

random hexanlerprimer を開いて lst､Strand

cDNA を作成 した.反応液は全量 20/Llで 1,LLgtotal

RNA.1/L九･,1random hexameI･Primer.50mM

Tris-HCH pH8.3),75mM KCI,3mM MgC12,10

.ELM 各 dNTP,200U Malonymurineleukemia

virusreversetranscriptase(ClontechLaborato-

rieslnc.CA,LTSA)を含み42℃で 1時間反応させた.
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1 2

- I:i -_

ACh(+)

Arg12Cys
Lys27Asn
Pro53Leu

Arg60Trp

図 1_2

11Gila.Gi2E7.Gi3α遺伝子 cDNA の増幅.

ヒト GH a遺伝子 cDNA は部分配列 しか報告されて

いなかったため28),これを基にプライマ-1aFlお よ

び laRl(泰 2)を作成 し,379bpの DNA フラグ

メント (Gildcr)NAno.176-303番2811を増幅 し

た.Gi2α,Gi3a遺伝子 cDNAの増幅には nested-

PCR 法を伺い,それぞれ全都訳領域を含む 1208bpの

DNA 7ラグメン ト LGi2(TeDNA n0.-97-1111

番28))および 1178bpの DNA フラグメン ト (Giョ

αeDNAno.153-1125番-38日 を増幅 した.Gi20

遺伝子 cDNA の 1stPCR はプライ17- 2αF lと

2αR lを用い,2ndPCR はプライマ- 2αF2と 2

αR 2を開いた (表 2).Gi3α遺伝子 cDNA の 1st

PCR はプライマー 3aF lと 3oR lを用い.2nd

lV

PCR はプライマー 3αF2と3g民望を用いた (表 れ

PCR 反応液.2ulの 1ststrandcDNA 反r,洞をま

たは 1stPCR 反応液を鋳型 として,各 20pmolのセ

ンスおよびアンチセンスプライマ-を開いて全量 20pl

で行った.反応液は200pM各 dNTP,40mMTricine

-KOH(pH9.2),15mMKOAc,3.5mMMg(OAc)2,

75ug/mlbo†,ineserum albumin,1×lくlpn'raq

polymerase 九:fix LClonteeh Laborat{lries lnc.

CA,USA)を含み,96℃30sec.,72℃凄min.を5サ イ

クル,96℃ 30sec.,70℃4min.を5サ イクル,96℃

30sec.,68℃4min.を25サイクルで PCR を行った.

2),31.√ブ2./ブ3サブユニット遺伝子 cDNA 増

幅.I31.1ヲ2サブユニット遺伝子 cr)NA は全翻訳領

域を含む 1111bpLiゴ1サブユニtlIト cDNA n0.-36
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難聴 2y･o

de卜∩706･834
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ACh(+lこITセチIL･コりン冠動脈汀人試験施行者

図 ト 3

-1075番31)日 180bp(β2サブユニットcDNAmo:

37-1063番321の DNA フラグメントとして増幅 した.

,ヲ3サブユニtlJトcDNAは 1071bp(J33サブユニ･ソ

トcDNAno.111071番341)の DNA 7ラグメント

として増幅 し,これは翻訳領域の98%を含んでいた.

PCR は上記と同様に nested-PCR法を用いた./31

サブユニ､ソト遺伝子 cDNA の lstPCRはプライマ-

1/L3Flと1j'fRlを用い,2ndPCR ではプラ1'マ-

1i3F2と1/ヲR2を開いた (表 2).[32サブユニ･ソト

遺伝子 cDNAのlstPCRはプラ11マ- 2,3Flと 2

I?Rlを伺い.endPCR ではプライマ- 2ilF2と 2

′ブR2を用いた (表 2)./ヲ3サブユニ ッ ト遺伝 7-

cDNA の 1stPCR はプライマー3I3Flと3i13Rlを

用い.2ndPCR ではプラ1'マ- 3,3F2と3′3R2を

周いた (表 2).

3)γ4,γ10,711サブユニ･ソト遺伝子 cDNA の

増幅.)･4,γ11サブユニット遺伝子 cDNA は全翻訳

領域を含む 291bp(γ4サブユニットcDNAno.65-

355番35リ,357bp(ylまサブユニットcDNAno.12…

368番35り の DNA フラグメントとして増幅 した,ア

10サブユニット遺伝:I-は 281bp(γ10サブユニ-′ト

CDNAn0.12-292番35パ の DNA 7ラグメントと

して増幅し,これは翻訳領域の96%を含んでいた.)′4

サブユニット遺伝子 cDNA の PCR はプライマー 4

yFlと 4yRlを,ylOサブユニ､ソト遺伝子 ｡DNA

はプライマ- 10γFlと 10yR lを.yllサブユニ･ソ

ト遺伝子 cDNA はプライ7--11yFlと 11).Rlを

開いた (表 2).pCR 反応 は 2′′日 の lststrand

cDNA 反応液を鋳型とし.各20pmolのセンスプライ

マーとアンチセンスプライ7-を叩いて全量25/Llで行っ

た.反応液は 100mM Tris-HCIJ(pH8.3),500mM

KCl.15m九･･IMgC12,250/LM 各 dNTP,2.5UTaq

DNApolyrneraseを含み,96℃30see_.62℃1min.,

72℃ 1.5min.を40サ 1'クルで PCR を行った.

4)PCR 産物の回収と塩基配列解析.上記で得 られ

た PCR 産物を1%アガロースゲル電気泳動により分
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表2 P('R並びにシ･-クエンス解析に用いた oligonucleotideprimer

Gタンパク Primer SeaqueLnee cDNA番号 参考文献

Gi1α 1αFl * 5'-GAG八八人GG.ヽTTCeeeTGTGCTTG-3' -76-54 (28)

1αRl* 5㌧eGeCCGGGeTĜ GTCAeC八八八一3' 303-283 (28)

Gi2α 2αF1 5'-TCeeGeAGTCGeTeGGÅAeTGee-3十 -138--116 (28)

2αR1 5'-GGAGCTGAGAACAAAGAGAGGAAAGAGG-3' 1208-1181 (28)

2αF2* 5十-AGAGGGeTGGTGGTGGGAGCGG-3◆ -97--76 (28)

2OR 2* 5㌧TAC.ヽ八八TTeGGeGGTGGCeĈ TeC-3十 1111-1087 (281

2(TF3* 5㌧ACACACTTCACCTTCAAGGACC-3' 562-583 (281

2(ーR3* 5㌧CCACTTCTTCCGCTCAGACC-3' 636-617 (28)

Gi3a 3αFl 5'-GCGeTÂ GGGAGCTGÅCGGAGAGG-3' -120- -97 (28)

3αR 1 5'-CTGeATGCTGCTGCê TTCCCTGG-3' 1183-1160 (28)

3αr2* 5'-AGTTTeeGTGGTGTGAGTGAGTeeG-3' -53--29 t28)

3αR2* 5㌧CAAAAGGTGTCTGGTCTCAACACTCC-3' 1125-1100 (28)

3aF3* 5'-GTAeAAGeTTGCTTCAGe人G-3' 406-425 (28)

3aR3* 5'-CTGTGGTCTTeAeTeTCGTC-3' 547-528 く28)

Gβ1 1βFl 5'-TTÅCATGTATTGGAGÅCeAGAeCAG-3' -89--65 (31)

li3R1 5'-GCTCTTGGTTTeATÅGGATATĜ GC-3◆ 1192-1168 (31)

1βF2* 5'-CTTGAAGGTGGCATTGAAGAGCAC-3' -36--13 (31)

1βR2* 5'-GTCe∴∴GTTGG八人TGGTCTTCê G-3' 1075-1052 (31)

1βF3* 5'一人eÅGGTT̂ eCTGTeeTGCTG-3' 427-446 (31)

1βR3* 5㌧AAGGeTCATGAê TeTeCÅG-3' 570-551 (31)

G,32 2βFl 5'-AGCGAeCTeeGeCGC∴G八GTeC-3' -117--96 (32)

2jR1 5'-GGCCTGTAGTGTGGGCATGGCAG-3' 1083-1061 (32)

2,3F2* 5'一ccAGCCGCCCCCAACCCTGC-3' -37--18 (32)

2β民2* 5'-CAGGGCCeCTCCTGGCeTGG-3† 1063-1044 (32)

2βF3* 5'-GGeAACGTCAGGGTCAGC-3' 391-408 (32)

2βR3* 5'-CTGTCGGCACATGGAATC-3' ㈲-糾3 (32)

Gβ3 3㌔Fl 5'-GGGTCGATGGGGGAGATGGAG-3' -6-15 (34)

3㌔Rl 5'-CAGTCCCATGCTCCCCACTGC-3' 1168-1148 (34)

3iIF2* 5㌧ATGGGGGAGATGGÅGCAACTGC-3† 1-22 (34)

3βR2* 5㌧GGeTGCTGAGTGTGTTCACTGC-3' 1071-1050 (34)

3βF3* 5'-GCTCACACAGGTTATCTC-3' 421-438 (34)

3βR3* 5'-GCCÅGTGAAAGTCTGACG-3' 672-655 ほ射

G γ4 4γF1* 5十-TGTCACAeACGGCTGACTCTC八G-3' 65-85 (35)

4yR l* 5㌧ÅÅAAGGAGGCGTTTTeATCAeAe-3◆ 355-333 (35)

Gγ10 10γFl* 5'-AGCGCCGCCGCCATGTCCTC-3' 12-31 (35)

10γRl* 51-AGGCAGTCATTe八TeleTTTGTGC-3' 292-269 (35)

G γ11 11γF1* 5'-GTGCCGGCCTTCÅGTTGTTTCG-3' 12-33 (35)

11γRl* 5'-CTAGTTCTTCĈ CTTAGGATGCAG-3' 368-345 (35)

*の付いた primerはシ-クエンス反応に用いた
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Basal Ach(100LJg) Basal Ach(100LJg)

LQTpatient

図2 アセチルコリンによる QT間隔の変化

離 し,研A q壷 k欝eiexもTaCもionkit臓ia腎en)杏

用い精製 し,以下のプライ7-を開いて dedeoxy法に

より直接塩基配列を決定 した.Gilα 遺伝子 cDNA

では PCR に用いたプライマーを使附 し,Gi2α,Gi

3α遺伝子 cDNAではさらに内部プライマー 2αF3.

2aR3､3αF3,3αR3を使用 した.I･31,i32,J33

サブユニ･ソト遺伝子 cDNA では PCR に用いたプラ

イマーおよび内部プライマー 1/3F3,1I13R3,2f3F3,

2i3R3,3,r3F3,3βR3を用いた.γ4,γ10,㍗ll

サブユニット遺伝子 cDNA では PCR に開いたプラ

イマーを使用 した.塩基配列を決定には.TaqFSDye

TeTminaもorcyclesequencing kiも及び ABI377

sequencer(AppliedBiosystemsandPerkin-El

meT)を使用 した.

contro一

3.結 果

(1)ACh冠動脈内投与試験

患者群では,ACh投与前の洞間期は898±12811lSeC

で.最大 100FLgの ACh投与で も888±94mseeと

不変であったが,QT 間隔は 0.496±0.054secか ら

0.644±0.01secへ と有意 に延長 した (P<0.01)(図

盟).洞周期で補正 した QTcも0.519±0.029see沼 か

ら0.688±0.067seel/2へ と有意 な延長がみ られ た

(P<0.01).NmⅢ-6とNhⅡ-3で 100/′gの ACh

投与で,QT 間隔の延長に引 き続 き TdP が発生 し.

DC通電にて洞調律に複 した.この間,血圧は153±32

(収縮期)/73±9(拡張期)mmHgから152±32(堰

縮期)/76±9(拡張期)mmHgと不変であった.対象

群 1 2 例 で は .100,LLgの ACh投与前後での,QT 間隔
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は0.388士0.038seeと0.389±0.035sec と有意/な変

化はな く,洞周期 も883±164msec と 934±196

msecであり有意の変化を示さなかった.

(2)三量体 G タンパ ク･サブユニット遺伝子朝訳

領域の解析

1)Gia遺伝子遺伝子翻訳領域.Gila.Gill(i.

Gi3α 遺伝子 cDNA の PCR 産物は12例会例 にお

いてアガロースゲル電気泳動で予測される大きさで認め

られた.塩基配列変化は認められなかった.

2)βサブユニット遺伝子翻訳領域.β1サブユニッ

ト遺伝子 cDNA の PCR 産物は Nk江-4とNhⅡ-

3を除く10例において,アガロースゲル電気泳動で予測

される大きさで認められた.Nm 家系の NmⅢ-6,

NmⅣ-3と KtⅡ-2で232番目のコドンにアミノ酸

置換を伴わない1塩基置換 (ATA(Ⅱe)-AT甘(He))

をホモ接合体で認めた.その他に塩基配列変化は認めな

かった.β2サブユニット遺伝子 cDNA の PCR 産

物は Nmll…6,KtH-2,TmⅥ-1,KmⅡ- 2,

KmⅡ13,NeⅡ-1,NaⅢ-2で予測される大きさ

で認められ,塩基配列変化を認めなかった.β3サブユ

ニット遺伝子 cDNA の PCR 産物は NmⅡ-6,Kも

ロー2.1くmn-2.NeⅢ-I,Tnll--1に予測 され

る大きさで認められた.T‡澗 -1で706-834bpのイ

ン･フレ-ム欠突 け ミノ醸2361278番)をホモ接合

で認めた (図 1).その他には塩基配列変化を認めなかっ

た.

3)γ サブユニット遺伝子翻訳領域,y4,㌢10,

ァ11サブユニット遺伝子 cDNA の PCR 産物は Nk

Ⅲ-鐘を除く11例でアガロースゲル電気泳動で予測され

る大きさで認め られた. γ逢サブユニ ッ ト遺伝子

(､ljNA では Nm 家系の Nmロー6,NmrV-3と Ⅰくt

H-2で38番目のコドンにアミノ酸置換を伴わない 1塩

基置換 (Gce (AI鼠)-GCT(Ala))をホモ接合体で

認めた.γ10サブユニット遺伝子 cDNAでは NhⅡ-

3に4箇所の以下のミスセンス変異を認めた,12番 目の

コドンに CGC (AT賢)-TGC (Cys)杏,27番目のコ

ドンに AAG (Lys)-AAT (Asn)を,53番目のコ

ンに CGG (Arg)-TGG (Trp)をホモ接合体で認

めた (図 1).その他には塩基配列変化は認めなかった.

4.考 察

ACh冠動脈内投与試験では,1リ.前検討された患者 Nm

Ⅲ1623)に加えて,新たに4そ削こおいでも ACh投与

で QT 間隔がさらに延長する所見が得られ,これは特

発性 LQT患者にのみ観察された.この結果は,特発性

LQT患者では共通に,AChが心筋ムスか )ン受容体

と結合 し,何らかのセカンドメッセンジャーの機能異常

を介して心筋の再分極過程に影響を与え QT 間隔を延

長させている可能性を示唆している,

われわれは,このセカンドメッセンジャーの機能異常

として遺伝的な Giタンパクの機能異常を考え,LQT

患者において三量体 G タンパク ･サブユニット遺伝子

の瀞訳領域の解析を行った,現在までにヒト三量体 G

タンパク ･サブユニット遺伝子としてほ,GH α,Giョ

a,Gi3α遺伝子および β1,β2,β3,γ4,㍗

10.711サブユニ､ソト遺伝子(I)cDNAが明らかとなっ

ている.しかしながら,そのゲノム構造は不明であった

ため,ゲノム DNA からの解析は困難と考えられる.

われわれは,これらの遺伝子が比較的全身臓器で発現 し

ていることから,患者末梢静娩血白血球から抽出した

totalRNA から RTIPCR を利周し,翻訳領域を解

析することが可能であると考えた.一部の患者からの

RNA サンプルを除いて,ほぼ全例においてこれらの遺

伝子の cDNA を増幅することができ,これらの遺伝子

の翻訳領域の解析においては有効かつ効率的な方法であ

ると考えられた.

三量体 G タンパクの機能は,主にaサブユニットに

由来するとされている,今回 LQT で Giタンパクの

機能異常が推定されたため,われわれは Gia の解析

を中心におこなった.Gila.Gi20,Gi30遺伝子

は,全例において cDNA は増幅され,塩基配列に異常

を認めなかったことから,これらの遺伝子の変異が特発

性 LQTの原因となっている可能性は低いと考えられ

る.しかしながら,Gilα遺伝子においてはアミノ端 3

分の まほどの翻訳配列を解析 したのみであるので,カル

ボキシ端に変異が存在する可能性はある.また,われわ

れの解析は PCR を開いているため mRNA の濠的異

常を検出することは困難であるため,転写制御領域の異

常や対立遺伝子の一方に大きな矢来があった場合,これ

らを検出することはできないと予測される.

勘 γサブユニットは,その機能的特異性については

不明な部分が多いが,Gia と結合 して三量体 G タン

パクを構成することから,Giタンパクの機能に影響を

与えることは十分に考えられる.今W,われわれはアミ

ノ酸の変化を伴う塩基配列の変化を2人の LQT 患者

において見出した.TnⅥ-1で ′33サブユニ,ソト遺伝
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予 だDNA の 706-834bpの欠失をホモ接合体の状

態で認めた.この cDNA における欠失が.スプラ イシ

ング部位変異によるスプライシング異常によるものか,

ゲノム DNA における欠失かは不明である. しか しな

がら,この欠失により I33サブユニットのアミノ酸 236

-278番の欠束が予想され,このためタンパクの機能不

全を来 しうると考えられる.また,この患者が両親の血

族結婚によって生 じた常染色体劣性遺伝性 LQT であ

る JLN であることを考膚すると,この [ブ3サブユニッ

ト遺伝ナ cDNA の変異がこの例においては Ⅰ.JQT の

原因である可能性が示唆 される.さらに JI._JN 患者に

おいて ′J3サブユニ･ソト遺伝子を検討する必要がある

だろう∴一方,NhⅢ-3においては ylO サブユニ ッ

ト遺伝子 cDNA に4箇所の ミスセ ンス変異 を認めた

那,タンパクの機能に及ぼす効果は明らかでなく多型の

可能性がある.これらの変異が多型なのか病因なのかは,

今後多数の正常と比較検討することで明らかになると思

われる .

結 語

特発性 LQT と Giタンパクの関連 を明 らかにする

ため,特発性 IJQT 患者を対象として ACh 冠動脈内

投与試験を施行し,特発性 LQT 患者 において特 異的

に QT 間隔の延長を認めた.さらに Giタンパ クの α

サブユニ･ソトである GilE7,Gi2cz,Gi3αの遺伝 [

および数種類の勘 yサブユニットの遺伝子の翻訳配列

を解析 し,Gia遺伝子に異常は検出できなかった.しか

しながら,β3サブユニット遺伝子 cDNA の部分欠失

およびγ10サブユニ･ソト遺伝子 cDNA の ミスセ ンス

変異がそれぞれ 1人の患者に認められ,奉症における意

轟をさらに検討する必要があると考えられた.
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