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研究成果の概要（和文）：洞房結節のペースメーカー細胞は自動能を持ち、過分極誘発陽イオンチャネル
（HCN４）を特異的に発現していることが知られている。しかしHCN4の機能には不明な点が多く、長年にわたっ
て議論が続いてきた。そこで我々はHCN4の発現量を正常の約３倍から０倍まで可逆的に制御できる遺伝子改変マ
ウスを開発し、洞房結節機能の変化を解析した。その結果、HCN４は迷走神経活動による過剰な徐脈を防ぐ機能
を持つことを証明した。

研究成果の概要（英文）：The heart rate is dynamically controlled by the autonomic nervous systems 
that regulate the sinoatrial node (SAN). HCN4 pacemaker channels are well-known molecular marker of 
SAN, although its physiological role still remains matter of debate. We therefore developed novel 
transgenic mice in which expression level of HCN4 channels could be reversibly changed from zero to 
~3 times of that in wild type mice, using tetracycline trans-activator and tetracycline responsive 
element. We found that overexpression of HCN4 channels reduced the parasympathetic response of SAN, 
whereas genetic silencing of HCN4 channels generated opposite phenotypic changes. Our study 
suggested that HCN4 channels attenuate the vagal response of SAN, and prevent excessive bradycardia.
 We concluded that HCN4 channels maintain the heart rate variability within a physiological range by
 this mechanism.

研究分野：生理学

キーワード： ペースメーカーチャネル　洞房結節　自律神経

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓は一生涯にわたって拍動し続ける。これはわずか数万個のペースメーカー細胞という特殊な細胞が繰り返し
電気的な興奮を発生するためである。この細胞の機能が低下すると、身体活動に支障をきたすほど脈拍数が低下
することがある。我々は、ペースメーカー細胞にだけ存在するHCN4というイオンチャネル（細胞膜上に存在し、
電気の通り道となる特殊な蛋白質）が、過度の脈拍数低下を防ぐ機能を持つことを明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
過分極誘発陽イオンチャネルには HCN1〜4のサブタイプが存在し、心臓では刺激伝導系の
洞房結節に主として HCN4が発現している。HCN1と HCN2は、ノックアウト(KO)マウスの解
析から、空間学習、てんかん、痛覚などの神経機能において重要な機能を果たすことが判明し
た。一方、HCN4のホモ KOマウスは胎生致死であるため、その生理学的機能については不明
な点が多い。この問題を克服するために、変異型 estrogen受容体と cre recombinaseの融合分子
を利用した tamoxifen誘導 HCN4コンディショナルノックアウトマウス（HCN4 icKO）が開発
された。しかしながら、この HCN4 icKOマウスを使った研究においてすら、致死的な洞不全
と房室ブロックを起こすという報告と、無害な一過性の洞性不整脈が生じるのみであるという
報告とが存在し、洞房結節における HCN4の生理学的機能に関しては、未だにコンセンサスが
得られているとは言い難い。 

1980年代に過分極誘発陽イオンチャネル電流（If/Ih）が発見された当初から、If/Ihは、洞房結
節の緩徐脱分極相を形成するという説と、洞房結節が心房筋の深い静止膜電位によって電気緊
張的に過分極したときに内向き電流を供給し自動能を維持するという説とが提唱され、長年に
わたって論争が続いてきた。しかしながら HCN4 icKOを使った報告では、もともと HCN4を
発現していた細胞を同定することが原理的に不可能な条件で得られた実験結果のみに基づいて
いる。また洞房結節が周囲の心房と gap junctionで電気的に連結した状態を保ち、その境界部が
電気緊張的に過分極するという生理的な状態でHCN4の機能を検討した報告はまったく見あた
らない。 
いっぽう連携研究者である姫野らが、単一ペースメーカー細胞の活動電位のシミュレーショ
ンをおこなった結果では、If/Ihは自動能の発生にはほとんど寄与しないと予想された。しかし、
洞房結節と心房筋が gap junctionで電気的に連絡した状態でのシミュレーションの結果では、心
房に近い周辺部に近づくにつれ、洞房結節細胞群の電気緊張的な過分極が大きくなり、次第に
If/Ihの活性化が顕著になることが判明した。その結果、If/Ihを通って流れる内向き電流は、洞房
結節から心房へ流入する電流の中で非常に大きなウエイトを占めることが予想された。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、HCN4 の発現量を可逆的に変化させることが可能な遺伝子改変マウスを
新たに作成し、その洞房結節の生理学的特性の変化をシミュレーション結果と比較することに
より、HCN4の洞房結節における生理学的機能を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変マウスの作成 
すでに作成済みの HCN4の翻訳開始点に蛍ルシフェラーゼ（Luc）を KIしたマウス(HCN4+/luc)
と、HCN4遺伝子座にテトラサイクリン遺伝子発現制御システムをKIしたマウス(HCN4+/tTA_TRE)
とを交配した。これにより、洞房結節やペースメーカー細胞をルシフェリンの化学発光によっ
て可視化・同定することができると同時にドキシサイクリン（DOX）投与によって可逆的に
HCN4の発現を完全に抑制できるダブルノックインマウス（HCN4luc/tTA_TRE）を得た。また比較
のために αMHC promoterを使って心臓特異的にHCN2を過剰発現するトランスジェニックマウ
ス（HCN2-Tg）を準備した。全ての実験は 14～25週齢、体重 20～25 gのマウスを使用して行
った。 
(2) 分子生物学実験 

5%セボフルレン麻酔下にマウスから洞房結節標本を摘出し、RNeasy Lipid Tissue Kit (Qiagen)
および TRIzol reagentを用いて total RNAを抽出した。Superscript IIによって single strand cDNA
を作成し、qPCR（TaqMan probe）およびマイクロアレイ（Affymetrix）による解析を実施した。 
(3) 発光イメージング 

30 mg/mlの D-luciferin水溶液 150 ulをマウスに腹腔内投与し、15分後に IVIS-100により in 
vivo 発光イメージングを実施した。その後 5%セボフルレン麻酔下にマウスから心臓を摘出し、
マクロズーム顕微鏡に装着した EM-CCDカメラにより ex vivo発光イメージングを実施した。 
(4) Ca2+イメージング 

5%セボフルレン麻酔下にマウスから洞房結節標本を摘出し、Ca2+感受性蛍光試薬 Fluo-4 10 
ug/mlおよび 10 uM blebbistatinを含む 0.1 mM Ca2+ Tyrode液中で 30分間インキュベートした。
正立水浸顕微鏡と EM-CCDカメラを使用し、この標本の蛍光イメージングを実施した。 



(5) パッチクランプ実験 
5%セボフルレン麻酔下にマウスから洞房結節標本を摘出し、酵素処理によって単離ペースメ
ーカー細胞を得た。単離細胞を 30 ug/ml D-luciferinを含む KB液中に保存し、HCN4発現細胞
を化学発光によって同定した。If電流は通常の ruptured whole cell patch法により 1 mM Ba2+を含
む細胞外液中で記録した。自発活動電位は perforated whole cell patch法によって記録し、dV/dT=0
となる時点から緩徐脱分極相の 2/3の電位にまで到達する時点の間で拡張期脱分極速度（DDR）
を測定した。 
(6) 迷走神経刺激 
マウスを 3%セボフルレンで麻酔した後、コントロールとしてⅡ誘導の心電図を記録した。マ
ウスの体温をモニターし加熱装置により 37℃に維持した。続いて頸部正中線上で皮膚を切開し、
右迷走神経を剥離した。8-0 ナイロン糸で迷走神経を結紮し、その末梢側に双極電極を設置し
て電気刺激を行った。刺激強度は 10V 20Hzで 10秒間行った。実験終了後はセボフルレン濃度
を 5%に上げ、decapitationすることにより安楽死させた。 
(7) 心電図テレメトリ 
マウスを 1.5%イソフルレンにて麻酔後、心電図テレメーター送信機（DSI社製 TA11ETA-F10）
を皮下に埋め込んだ。電極は胸部Ⅱ誘導が記録できる位置に固定した。8 週間の回復期間の後、
自由行動下にマウス心電図を記録した。マウスは 25℃に保たれた飼育室内で 12 時間明期、12
時間暗期の条件下で飼育した。飼料・水は自由に摂取させた。実験終了後はセボフルレン 5%
深麻酔下に decapitationすることにより安楽死させた。 
(8) 心拍数変動の解析 
心電図の波形データは 1 kHzでデジタル化し、PONEMAHソフトウエア（DSI社）で解析を
行った。RR間隔を 1分間平均することにより平均心拍数（beat per min）を計算し、階級幅 10 bpm
で 100 bpmから 800 bpmの範囲でヒストグラムを作成した。心拍数変動の解析は、明期＝安静
期中に記録された心拍数ヒストグラムの解析から最頻値を求め、実施した。RR プロットは 60
秒間の値を使用した。ポアンカレプロットは 20000点の連続データを使用した。フーリエ解析
は安静期間の 2時間分のデータを対象とし、Kubios HRV standard softwareを用いて実施した。 
 
４．研究成果 

HCN4luc/tTA_TREマウスに DOX を含有する餌を投与した。投与開始前、投与開始後 1 週目、2
週目、４週目にそれぞれ心臓を摘出し、HCN4 の発現量を qPCR で比較した。その結果、投与
開始前では野生型の 1.3倍（有意差なし）、1週間後で 0.33倍、2週間後で 0.10倍、4週間後で
0.09倍と有意に低下していた。このDOX投与期間中にマウスが死亡することは全く無かった。
いっぽう DOX投与前の HCN4+/tTA_TREでは、HCN4発現量は野生型の 3.1倍と過剰発現になって
いることが判明した。そこで野生型マウス（WT）、HCN4+/tTA_TRE＝HCN4 過剰発現マウス
（HCN4-OEx）、DOX 投与後 2 週間の HCN4luc/tTA_TRE マウス＝HCN4 ノックダウンマウス
（HCN4-KD）の 3群に分け、パッチクランプ法により If電流密度を比較したところ、HCN4-OEx
では 3 倍程度に増加し、HCN4-KD では 0.25 倍程度に減少していることが確認できた。HCN4
の発現抑制は western blotでも確認した。さらにこれら 3群間で、洞房結節機能に影響する可能
性が報告されている分子（Hcn1、Hcn2、Hcn3、Trpm7、Scn5a、Cacna1c、Cacna1d、Cacna1g、
Canca1h、Kcnj3、Kcnj6、Kcnj9、Kcnq1、Kcnh1、Slc8a1、Atp2a2、Ryr1、Ryr2、Casq1、Casq2、 
Chrm1&2、Rgs6、Adra1a、Adra1b、Gng11）の発現量には差が認められないことをマイクロア
レイで確認した。 
心拍数ヒストグラムの解析から、WT では活動期は２峰性、安静期はやや遅い単峰性の心拍
数分布を示した。HCN4-OExでは活動期・安静期ともに単峰性の心拍数分布を示した。しかし
HCN4-KD では活動期・安静期ともに心拍数の分布は徐脈側にシフトし、とくに安静期には顕
著な徐脈のピークが出現した。この結果から HCN4発現量の変化は迷走神経活動の高い安静期
の心拍数変動に大きな影響を及ぼすことが判明した。 
そこで安静時に記録した２時間分の心電図テレメトリから RR 変動をより詳細に解析した。
その結果、HCN4 発現量と RR 変動幅との間には逆の相関関係が存在することが示唆された。
WT、HCN4-KD、HCN4-OExに対して薬理学的な自律神経遮断を行ったところ、いずれの心拍
数も約 400 bmp程度に収斂し、HCN4発現量は洞房結節の自律神経応答に対して大きな影響を
持つことが示唆された。特にフーリエ解析の結果から、交感神経系よりも迷走神経系への応答
が顕著に変化していることが明らかになった。 



この結果に基づき、麻酔下に 3群のマウスの心電図を記録しつつ、頸部迷走神経の電気刺激
を行った。WT や HCN4-KD では可逆的な徐脈を起こすのと同強度の電気刺激によって
HCN4-KD では迷走神経刺激により完全に心停止することが明らかになった。腹腔内に
isoproterenol および propranolol を投与した後に迷走神経刺激を行った場合も同様の結果が得ら
れた。すなわち HCN4は交感神経刺激に対する洞房結節の応答には関与しないが、迷走神経刺
激に対する応答を減弱させ、自発発火を安定化させる機能を持つことが明らかになった。 
同様の結果は単離ペースメーカー細胞で記録した自発活動電位でも得られた。すなわちアセ
チルコリン投与による自発発火頻度の減少の程度はHCN4-KD＞WT＞HCN4-OExの順であった。
HCN4-KD のペースメーカー細胞は不安定な自発発火を示したが isoproterenol 投与により発火
頻度が上昇し、同条件の WT、HCN4-OEx のペースメーカー細胞の発火頻度と有意差は認めら
れなかった。しなしながら、この条件下でもアセチルコリンを投与すると HCN4-KD のみ、ア
セチルコリンによる発火頻度の低下が有意に大きかった。 
これらの結果から、マウス洞房結節において HCN4は迷走神経刺激によるアセチルコリン K
電流の活性化に対抗して、過度の徐脈を抑制し、自発発火を安定化させる機能を持つ、と結論
した。コンピュータシミュレーションの結果とは異なり、HCN4 は単離ペースメーカー細胞で
も安定した自動能を維持するために必要であることが明らかになった。HCN4-KD では自発発
火が不安定であるため、洞房結節領域から周囲への活動電位の伝搬速度を光学的に測定するこ
とは困難であった。電気刺激が周囲に波及することを避けるために、オプトジェネティクスを
使って洞房結節を駆動し、興奮伝導を解析することを今後試みる予定である。 
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