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研究成果の概要：本研究は、不全心筋がイオンチャネルの発現低下による活動電位延長と Ca2+

過負荷による心筋傷害の悪循環に陥っていることに着目し、発現の低下したイオンチャネルの

再生によって心不全を制御できるか否かを検討することを目的とした。心不全モデルとしては

Lewis ラットにブタ心筋ミオシンを感作させて作成する自己免疫性心筋炎ラット(EAM)を用い、

その急性期(感作後 14-21 日)に一過性外向き K+チャネル(Ito)の発現低下を主機序とする活動電

位延長が起こっていることを確認した。予備研究として、活動電位を短縮する薬物(KATP チャ

ネル開口薬:ニコランジル・メキシレチン)の投与実験を行い、急性期の活動電位短縮と慢性期

の心機能改善を確認した。Ito 遺伝子(Kv4.2, KChiP2)導入のためのプラスミド(ベクターは

pIRES-hrGFP-1a)を作成し、NIH3T3 細胞、oocyte への Ito チャネルの transfect を確認でき

たが、Gene-gun によるラット心筋表面への打ち込みでは十分なチャネル発現を得ることが出

来ず、心筋の活動電位を変化させるには至らなかった。予備研究において、急性期の活動電位

を修飾することで心不全を治療する可能性を示すことが出来たが、Gene-gun による遺伝子移

入には限界があり、今後はチャネルを transfect した細胞の移植など、チャネル再生のための

新たな方法論を検討する必要があると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
心不全に陥っている病的不全心筋では、イ

オンチャネル発現様式が変化するため活動
電位が延長している。この様な変化は電気的
リモデリングとして理解され、不全心筋にお

ける不整脈発生に関与していると考えられ
る。一方、活動電位の延長によって生ずる細
胞内 Ca2+過負荷は、ミトコンドリアやゴルジ
体など細胞内構造の機能を低下させ、細胞障
害を引き起こす。結果的に細胞変性、アポト
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ーシス、間質線維化などの構造的リモデリン
グが発生し、心不全がさらに悪化する。この
様に、不全心筋においては電気的リモデリン
グと構想的リモデリングが悪循環を形成し
ていると考えられる。この活動電位の変化は、
主として一過性外向き K+チャネル(Ito)の
down-regulation によることが明らかにされ
ており、このチャネルを再生することが出来
れば、心不全におけるリモデリングの悪循環
を断ち切り、心機能の改善が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、発現の低下した Ito チャネル

の再生によって心不全を制御できるか否か
を検討することを目的とした。すなわち、
down-regulate した Ito チャネルを遺伝子導
入し、心筋細胞に発現させることで、延長し
た活動電位を正常化することで、心不全モデ
ルの心機能が改善するか否かを検討した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、心不全モデルとして Lewis ラ

ットにブタ心筋ミオシンを感作させて作成
する自己免疫性心筋炎ラット(EAM)を用い
た。本モデルは、感作後急性期(14-21 日)に
急性心筋炎と心不全を呈し、慢性期(35-60 日)
には拡張型心筋症様の慢性心不全を呈する
モデルである。我々の先行研究によって、本
モデルでは左心収縮能の低下とともに活動
電位の延長が起こり、その背景として Ito チ
ャネル遺伝子(Kv4.2,KChIP2)の発現が
down-regulate していることが明らかとなっ
ている(Wakisaka et al. Cardiovasc Res, 
2004)。本研究では、活動電位の延長、すな
わち Ito チャネルの down-regulation が明瞭
になる超急性期(10-14 日)に遺伝子導入を行
うことを目標とした。 
 
1) 基礎薬物実験-薬物による活動電位修飾

の影響の検討：基礎実験として、EAM の
超急性期(10-14 日)から、メキシレチン
(25mg/kg/ day, 細胞膜 K-ATP チャネル
開口作あり)、またはニコランジル
(10mg/kg/day, ミトコンドリア K-ATP
チャネル開口作用あり)を投与し、慢性期
(60 日)に心機能の評価を行った。 

2) Ito 遺伝子導入のためのベクター作成：正
常 Lewis ラット心筋より、Kv4.2 と
KChIP2 遺伝子の全長をクローニングし、
GFP 遺伝子を併せ持つ
pIRES-hrGFP-1a を発現ベクターとし
てこれらを挿入する。遺伝子発現性を
確認するため、NIH3T3 細胞へ
transfect し、GFP 蛍光発色と RT-PCR
法により Ito 遺伝子の発現を確認する。
またチャネル機能を確認するため、
oocyte へ transfect し、パッチクランプ

法で Ito チャネルの機能を確認する。 
3) Lewis ラット心筋への遺伝子導入：上

記ベクターによる in vivo での遺伝子
導入を確認するため、コントロール(遺
伝子未挿入)の pIRES-hrGFP と Ito 遺
伝子を挿入したベクターを各々金粒子
にコーティングし、麻酔側開胸した正
常ラット心室表面に Gene-gun でこれ
を打ち込む。心筋内の遺伝子発現は、
蛍光発色及び心筋活動電位の変化によ
って評価する。 

4) EAM ラットへの遺伝子導入による心
機能修飾の検討：EAM 超急性期(感作
後 10 日)に、ラットを麻酔側開胸し、
Sham 群としてコーティングしない金粒
子、コントロールとして GFP 遺伝子のみ
のベクターの金粒子、Ito 遺伝子を挿入し
たベクターの金粒子を各々打ち込み、急
性期(感作後 21 日)および慢性期(感作後
60 日)のラットの心機能および活動電位、
イオンチャネル遺伝子発現を評価する。 

 
４．研究成果 
1) 基礎薬物実験-薬物による活動電位修飾

の影響の検討：EAM では、急性期の活
動電位延長と心機能低下、慢性期におけ
る心室拡張と心機能低下を認めた。メキ
シレチン投与群では、急性期に活動電位
の短縮を認め、心機能は若干低下(有意差
なし)を認めたが、慢性期においては心機
能が有意に改善していた(下図参照)。 

 
ニコランジル投与群では急性期の活動
電位、心機能共に変化は認められなかっ
たが、慢性期に有意に心機能が改善して
いた。ニコランジルの作用は、ミトコン
ドリアの Ca2+過負荷による心筋保護作
用によると考えられた。メキシレチンは
急性期に心筋活動電位を短縮すること
により、急性期の Ca2+過負荷を抑制し、
慢性期の心機能を保持する
pre-conditioning 作用を示したものと考
えられた。 



 

 

2) Ito 遺伝子導入のためのベクター作成： 
Kv4.2とKChIP2遺伝子を挿入したベク
ター(pIRES-hrGFP)により、NIH3T3
細胞および oocyte への transfect が確
認できた(図 2&3 参照)。 

 
3) Lewis ラット心筋への遺伝子導入：上

記と同一のベクターを用い、in vivo で
の遺伝子導入を試みたが、Gene-gun
による心筋表面への打ち込みではわず
かな蛍光発色を認めるものの、十分なチ
ャネル発現を得ることが出来ず、心筋の
活動電位を変化させるには至らなかっ
た。ベクターのコーティング量を数倍レ
ベルに増加しても結果は同様であり、Ito
遺伝子導入において、Gene-gun という
手法には限界があるものと推定された。
今後はチャネルを transfect した細胞の
移植など、チャネル再生のための新たな
方法論を検討する必要があると考えら
れた。なお、in vivo での十分な遺伝子導
入が実現できなかったため、プロトコー
ル４の実施は本研究においては断念し
た。 
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