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研究成果の概要：心房細動に伴う電気的リモデリングの成立への ATP感受性 K+ （KATP）チャ
ネルの関与を検討するために、Kir6.2 ノックアウト（KO）マウス摘出灌流心房筋標本を用い
実験を行った。野生型および Kir6.2KOマウスの摘出灌流心の左心房から微小電極法で活動電
位を記録し、5 時間の高頻度刺激負荷時の活動電位の変化を観察した。野生型の心房では高頻
度刺激によって緩やかに活動電位持続時間が延長した。Kir6.2KO の心房では高頻度刺激開始
後早期より著明に延長し、その後対照値レベルに復した。心房筋細胞の KATP チャネルの活性
化は高頻度に興奮した心房筋細胞活動電位波形の変化に影響を与える。 
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１．研究開始当初の背景 
心房細動はまず短時間で自然停止する発

作性心房細動から始まり、再発を繰り返し
ながら持続時間が延長し、最終的には慢性
心房細動に移行する。心房細動の慢性化に
は、心房筋細胞の高頻度、不規則な電気的
興奮によってイオンチャネルの量的、質的
変化が生じ、心房細動が再発しやすい電気
生理学的状況、すなわち、電気的リモデリ
ングが起きる事が知られている。しかしな
がら、心房細動に伴う電気的リモデリング
の詳細な分子機序の解明および予防手段の
確立はなされていない。 
 
２．研究の目的 
心房細動のようなストレス環境下を想定

してマウス心房筋細胞を高頻度で興奮させ、

心房筋細胞膜 KATPチャネルとその他のイオン
チャネルの機能変化について電気生理学的
に検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）実験動物 
 KATPチャネル遺伝子欠損マウスとして、心
筋細胞 KATPチャネルポア成分である Kir6.2
をコードする遺伝子を標的破壊したマウス
（Kir6.2 KOマウス）を使用した。対照群と
して、Kir6.2 KOマウスの戻し交配の際にも
用いている C57BL/6 系マウスを使用した。
今回の研究では 13 週齢から 24 週齢までの
C57BL/6 wild-type（WT）および Kir6.2 KO
マウスを使用し、それらの平均体重は 29.0±
4.5gであった。 
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（2）ランゲンドルフ灌流心標本の作製 
 WTマウスおよびKir6.2 KOマウスは20% 
urethane（1.5 g/kg）の腹腔内注射により麻
酔をかけ、抗凝固薬である heparin（100 
U/kg）の静脈注射後に開胸し心臓をすばやく
摘出した。そして摘出心の大動脈血管に灌流
カニューレを挿入し、ランゲンドルフ装置と
つなげて逆行性に灌流を行った。完成したラ
ンゲンドルフ灌流心標本は直ちに微小電極
装置の実験槽（容量：5 ml）に移動させ左心
房が上面となるように固定し、電気生理学的
手法で実験を行った。大動脈血管からの逆行
性灌流は水柱90 cmに相当する定圧で灌流し、
また微小電極装置実験槽内にはポンプを用
いて定流灌流させた。灌流する Krebs- 
Henseleit 液の組成は 119 mM NaCl, 4.8 
mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4･
7H2O, 2.5 mM CaCl2, 10 mM glucose, 24.9 
mM NaHCO3であり、95% O2－5% CO2混合
ガスで十分通気し、その温度は 36.5±0.5℃
とした。 
 
（3）単一心房筋細胞の活動電位記録 
 酵素的に単一心房筋細胞を単離した。まず、
ウレタン麻酔下で心臓を摘出し HEPES- 
buffered液で灌流した。HEPES-buffered液
の組成は、143 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.33 
mM NaH2PO4, 0.5 mM MgCl2, 5.5 mM 
glucose, 5 mM HEPES, 1.8 mM CaCl2
（pH7.4）であった。心臓を安定化させた後、
CaCl2-free とし、コラゲナーゼを含んだ
HEPES-buffered液を灌流させた。単離した
単一心房筋細胞は Kraft-Bruhe（KB）溶液
にした。 
 活動電位の記録はホールセルパッチクラ
ンプ法のカレントクランプモードにより行
った。記録の解析には pCLAMP（Clampfit 
9.0）ソフトウェアを用い、活動電位持続時間
（APD）の 90%（APD90）および静止膜電位
（RMP）、活動電位振幅（APA）について解
析した。 
 
（4）心房高頻度刺激と活動電位の記録 
 定圧灌流を 30分間続けWTマウスおよび
Kir6.2 KOマウス灌流心標本を安定化させた
後、3 M KCl溶液を充填した。白金電極およ
び電気刺激装置で心臓へのフィールド電気
刺激を行った。15 Hzの高頻度刺激を開始し
5 時間持続させた。電気刺激強度は閾値の 2
倍の強さに設定し刺激持続時間 1 msec の条
件で行った。15 Hzの高頻度刺激開始直後に
記録した左心房活動電位を 0時間時の活動電
位とし、30分経過ごとに左心房活動電位の記
録を行った。記録した活動電位は測定用増幅
器を経て、パソコン（PowerLab）に取り込
み、Chart4 for Windowsという解析ソフト
を用いて 20%、50%、90%再分極時点での活
動電位持続時間（APD20、APD50、APD90）
および静止膜電位（RMP）、活動電位振幅
（APA）について解析した。 
 
 

 
（5）薬物の適用 
 WT マウス灌流心標本の心筋細胞 KATPチ
ャネルを抑制し高頻度刺激を行うと、Kir6.2 
KO マウス灌流心標本高頻度刺激時と同様の
現象が認められるかを KATP チャネル阻害薬
である glibenclamideを用いて確かめた。 
 高頻度刺激によるCa2+ 過負荷のKATPチャ
ネルへの影響、またその他の K+チャネルへの
影響を調べるため、WTマウスとKir6.2 KO
マウス灌流心標本それぞれの高頻度刺激時
左心房活動電位を L型 Ca2+ チャネル阻害薬
である nifedipine を用いて検討した。
nifedipine は光感受性を持っており照射を受
けると作用低下を起こす可能性があるので、
保存溶液・希釈調整溶液共に遮光して保存・
使用した。 
 glibenclamideおよび nifedipineを用いた
実験でも、活動電位パラメーターおよびその
解析は上記と同様に行い、15 Hzの高頻度刺
激開始直後に記録した左心房活動電位を 0時
間時の活動電位とし、30分経過ごとに記録を
繰り返し 5時間まで記録を行った。 
 
（6）高頻度刺激負荷後の心房筋イオンチャ

ネルmRNAの変化 
 5 時間高頻度刺激を加えた WT および
Kir6.2 KOマウス心臓標本の心房を切り出し、
－80℃で凍結保存した。対照として刺激を加
えていないWTおよびKir6.2 KOマウスの心
房を凍結保存した。それぞれの群で 5匹分の
心房筋のプールから、RNeasy Mini Kit
（QIAGEN）を用いて Total RNA を抽出し
た。その内、1 Pgの Total RNAを鋳型とし
て Advantage RT-for-PCR Kit（Clontech）
を用いて cDNAを作製した。得られた cDNA
の 1/20量をそれぞれ鋳型として PCRを行っ
た 。 全 ての PCR 反 応 は Advantage2 
Polymerase Mixを使用し、熱変性 95℃ 15
秒間、アニーリング反応 62℃ 15秒間、伸長
反応 68℃ 1分間を 30サイクル行った。得ら
れたPCR産物は1%アガロースゲルを用いて
電気泳動し、エチジウムブロマイドにて検出
した。 
 
（7）薬物および試薬 
 NaCl、KCl、CaCl2、glucose、NaHCO3、
KH2PO4 、 MgSO4 ･ 7H2O 、 DMSO 、
polyethyleneglycol400 については和光純薬
工業株式会社の製品を、glibenclamide、
nifedipineについては SIGMA Chemical Co.
の製品を使用した。 
 
（8）統計処理 
 統計分析には EXCELおよび Stat Viewの
解析ソフトを用いた。各実験で得られた 5か
ら 7つの実験データについては平均値±標準
誤差で表し、t 検定または分散分析にて検定
した。有意水準は 0.05以下とした。 
 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
 
（1）WT および Kir6.2 KO マウスの単一  

心房筋細胞活動電位 
 心房筋細胞膜 KATP チャネルの有無が低頻
度刺激下の心房筋の電気生理学的特性に 
影響を及ぼすか否かを検証するために、まず、
WTマウスおよびKir6.2 KOマウス単離心房
筋細胞の活動電位間に電気生理学的差異が
あるか否か検討を行った。コラゲナーゼ処理
によって単離してきた WT マウスおよび
Kir6.2 KOマウスの単一心房筋細胞にホール
セルパッチクランプ法のカレントクランプ
モードを適用し、それぞれの低頻度刺激時の
活動電位波形を図 1に示す。 
 WT マウス心房筋細胞の静止膜電位
（RMP）は-79.7±0.5 mVであり、Kir6.2 KO
マウス心房筋細胞ではその値は-78.5±1.0 
mVであった。活動電位振幅（APA）は、WT
および Kir6.2 KO マウス心房筋細胞活動電
位それぞれ 101.8±1.8 mV、100.8±2.6 mV
であり、90%再分極時点の活動電位持続時間
（APD90）はそれぞれ 58.6±5.0 msec、60.1
±6.8 msecであった（WT: n=15, Kir6.2 KO: 
n=18）。活動電位 2 相や 3 相で流れる Ca2+-

チャネル電流や K+ チャネル電流の変化を最
も反映すると思われる APD90 でも、WT と
Kir6.2 KOマウスとの間で有意な差は認めら
れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）WTおよび Kir6.2 KOマウス心房筋の

高頻度刺激時の活動電位の経時的変化 
 WTおよびKir6.2 KOマウスのランゲンド
ルフ灌流心房筋標本を、一定温度の栄養液を
循環させた実験恒温漕内にセットし、高頻度
刺激時の左心房活動電位を微小電極法によ
り経時的に記録した。WT マウスおよび
Kir6.2 KOマウス灌流心房筋標本の活動電位
の各種パラメータ（実測値）には対照時に有
意な差は認められなかった（表 1）。その経時
的変化について、活動電位の 0時間（0 hr）
値を 100%として表示した各パラメータ（相
対値）経時的変化を図 2 に示す（WT: n=7, 
Kir6.2KO: n=6）。 
 静止膜電位（RMP）や活動電位振幅（APA）

については 0時間から 5時間まで大きな変動
は見られなかった（図 2）。20％再分極時の活
動電位持続時間（APD20）については、高頻
度刺激開始直後の 0 時間では WT と Kir6.2 
KO マウスとの間に大きな値の差は無かった
が、WTマウス心房筋標本において刺激開始
後1.5時間でAPD20値はわずかに短縮したも
のの、その後 5時間までに徐々に元の値に復
した。対照的に Kir6.2 KOマウス心房筋標本
では刺激開始後1時間に最もAPD20が延長し、
その後時間が経過するにつれWTマウス心房
筋の対照時の APD20値に近づいていった（図
2）。APD50についても、WTマウス心房筋で
は高頻度刺激開始 1.5時間後にわずかに短縮
したものの、その後 5時間までわずかに延長
し大きな変化は示さなかった。Kir6.2 KOマ
ウス心房筋では高頻度刺激開始 1.5時間後に
最も APD50 が延長しその後徐々に対照値に
近づき、WTマウス心房筋標本の APD50値に
近い値となった（図 2）。APD90値については、
WT マウス心房筋では高頻度刺激開始から 5
時間まで APD90は緩やかに延長していたが、
Kir6.2 KOマウス心房筋では高頻度刺激開始
1.5 時間後に最も APD90 が延長し、その後
徐々に WT マウス心房筋の APD90値に近づ
いていった（図 2）。WTマウスと Kir6.2 KO
マウス心房筋標本との APD90 値の相対値に
ついて 0 時間、1.5 時間、5 時間の値をまと
めたものを図 2に示す。WTマウス心房筋で
は 1.5 時間値、5 時間値はそれぞれ、対照時
の 106.7±8.4％、120.3±11.0％であった。
Kir6.2 KO マウス心房筋では 1.5 時間値、5
時間値はそれぞれ、144.4±17.0％、105.5±
7.6％であった。 
 
（3）WTマウス心房筋の高頻度刺激時の活動
電位変化に対する KATP チャネル阻害薬
の影響 

 KATPチャネル阻害薬である glibenclamide 
(G)10 PM 存在下で、WT マウスの標本を高
頻度に興奮させた際の左心房活動電位につ
いても検討した（図 2）。対照時における活動
電位パラメータの実測値は APD50 値を除い
て他の群と有意の差は認められなかった。 
 RMPおよびAPAの相対値は 5時間高頻度
刺激後に、WTマウス、Kir6.2 KOマウスお
よび glibenclamide処置WTマウス心房筋標
本 で 有 意 な 変 化 は 示 さ な か っ た 。
Glibenclamide処置WTマウス心房筋標本の
APD20値および APD50値については、高頻度
刺激開始後 0.5 時間で最も APD が延長した
がその後回復し、5 時間後には対照時よりも
わずかに短縮していた（図 2）。glibenclamide
処置WT群心房筋標本における変化はKir6.2 
KO マウス心房筋標本と類似した変化を示す
ことが明らかとなった。glibenclamide 処置
WT マウス心房筋標本の APD90については、
やはり高頻度刺激開始後 0.5時間で最も延長
し、その後は少し回復したものの対照値より
は高い値をとった（図 2）。 
 glibenclamide処置WTマウス心房筋標本
のAPD90の相対値について0時間、1.5時間、
5 時間の値をまとめ、WT マウス心房筋群お
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よび Kir6.2 KOマウス心房筋群と比較した。
glibenclamide処置WTマウス心房筋群では
1.5 時間値、5 時間値はそれぞれ、129.8±
12.5％、144.5±16.6％であった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）WTおよびKir6.2 KOマウス心房筋の

高頻度刺激時の活動電位の経時的変化
に対する L 型 Ca2+ チャネル遮断薬の
影響 

 L型Ca2+チャネル遮断薬であるnifedipine 
(N)1μM存在下で、WTマウスおよび Kir6.2 
KO マウスの心房筋標本を高頻度で興奮させ
た際の左心房活動電位の経時的変化に対す
る影響を図６に示す。nifedipine 処置を行っ
たWTマウスおよびKir6.2 KOマウス灌流心
房筋標本の活動電位の各種パラメータ（実測
値）には APD90値以外で対照時に有意な差は
認められなかった。nifedipine 処置後の
APD90の対照値に延長が認められたが、その
原因は不明ではあるもののnifedipineによる
弱い K+ チャネル阻害作用によるものかもし
れない。また、RMPおよび APAの経時的変
化には、WT心房筋標本群と nifedipine 処置
WT心房筋標本群間、および Kir6.2 KO心房
筋標本群とnifedipine処置Kir6.2 KO心房筋
標本群間で明らかな差は認められなかった。 
 APD20については、nifedipine処置WTお
よびnifedipine処置Kir6.2 KOマウス心房筋
標本共に、その実測値は無処置群より小さい
値を示すと共に、対照値から大きな変化なし
に推移した（図 3）。APD50 値についても、
nifedipine 処置 WT 心房筋標本では高頻度
刺激開始後対照時よりやや短縮したレベル
で維持し、5 時間まで大きな変化を示さなか
った。nifedipine処置 Kir6.2 KOマウス心房
筋標本においても、無処置Kir6.2 KOマウス
心房筋標本と異なり、高頻度刺激開始後 1.5
時間までの APD50 延長反応は認められなか
った（図 3）。APD90値についても APD50値
の場合と同様に、高頻度刺激開始後対照時よ
りやや短縮したレベルで維持し、5 時間まで
大きな変化を示さなかった（図 3）。無処置
Kir6.2 KOマウス心房筋標本で認められた高
頻度刺激開始後 1.5時間を中心としたAPD90
延長反応が消失していた。nifedipine 処置
WTおよび nifedipine処置Kir6.2 KOマウス

心房筋標本において、高頻度刺激開始後 1.5
時間および5時間におけるAPD90値は対照時
の 82.1±3.1％、88.9±6.3％、および 89.2±
6.2％、95.1±5.5％であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）高頻度刺激負荷後の心房筋イオンチャ

ネルmRNAの変化 
 5時間高頻度刺激を行った後のWTおよび
Kir6.2 KOマウス心房筋組織の一部のイオン
チャネルmRNAについて、PCR法によって
検討した（図 4）。心筋 L 型 Ca2+ チャネル
Cav1.2 の構成成分については、高頻度刺激
前でWTおよび Kir6.2 KOマウスのmRNA
に大きな差は認められず、5 時間の高頻度刺
激後においても著名な減少は観察されなか
った。また、非常に速い活性化過程を示す遅
延整流 K+ 電流（IKur）を通過させる Kv1.5
チャネルの mRNA については、WT マウス
および Kir6.2 KO マウス心房筋標本共に同
じように高頻度刺激後に減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（6）考察 
 パッチクランプ法によりWTおよびKir6.2 
KO マウスの単一心房筋細胞活動電位につい
て検討したところ、活動電位パラメータに有
意な差は認められなかった。細胞膜 KATP チ
ャネルの有無によって電気生理学的な特徴
に違いが出るか否かについては、これまでに
も我々のものも含め心室筋細胞において検
討され、両者の活動電位パラメータに差が無
いことが示されてきたが、今回検討した心房
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筋細胞においても同様のことが言えること
が明らかになった。従って、摘出灌流心房筋
標本を用いた微小電極法による高頻度刺激
による活動電位パラメータ変化の比較検討
にも適用できるものであると判断した。 
 マウスの心房筋細胞の活動電位形成には、
内向き電流としては Na+ 電流および L 型
Ca2+ 電流が関与し、外向き電流としては
Kv4.2、Kv1.5、Kv2.1 といった電位依存性
K+ チャネルを通過する K+電流が関与すると
されている。高頻度刺激時に、KATPチャネル
が正常に機能するWTマウス心房筋標本では
APD90 のわずかな延長が見られたが、KATP
チャネル機能が消失した Kir6.2 KO マウス
心房筋標本では、高頻度刺激開始後、1.5 時
間を中心に有意に APD90が延長し、その後 5
時間ではほぼ対照値に復した。これらの反応
の相違を考慮すると、心房頻拍というストレ
スにより電位依存性 K+ チャネルの機能が低
下し、L 型 Ca2+ チャネル機能が保持される
と、活動電位持続時間が延長することが予想
される。しかしながら、WTマウス心房筋標
本では KATP チャネルが活性化し、その延長
が相殺されたが、Kir6.2 KOマウス心房筋標
本では KATP チャネル機能が欠失しているの
で、高頻度刺激開始後 1－2 時間で観察され
る活動電位持続時間延長が強く発現したも
のと推察される。同様の変化は KATP チャネ
ル遮断薬の glibenclamideで処置したWTマ
ウス心房筋標本でも観察されたことは、これ
を支持するものと思われる。 
 WTマウスおよびKir6.2 KOマウス心房筋
標本において、L 型 Ca2+ チャネル遮断薬で
ある nifedipineで処置すると、高頻度刺激開
始後の APD90の延長が観察されなくなった。
このことは内向き電流としての L型 Ca2+ 電
流が抑制された状態では、活動電位持続時間
の延長は観察されないことを意味する。
Kir6.2 KO マウス心房筋標本において、
APD90の延長は高頻度刺激開始後 1.5時間で
ピークとなり、その後徐々に対照時の値に復
した。これをどのように解釈すべきであろう
か？これはおそらく高頻度刺激によって、
Kir6.2 KO マウス心房筋細胞内への Ca2+ 流
入量が多くなり、その結果 L型 Ca2+ チャネ
ルを介する Ca2+ 流入が減少し、APD90の延
長が減弱したものと考えられる。KATPチャネ
ル機能が欠失した心房筋細胞では活動電位
持続時間が長いので、その結果 L型 Ca2+ チ
ャネルを介する Ca2+ 流入時間も長くなり、
細胞内 Ca2+ 過負荷が起きやすくなっていた
ものと思われる。glibenclamide で処置した
WT マウス心房筋標本では、高頻度刺激開始
後5時間においてもAPD90の延長は持続して
いた。これはKir6.2 KOマウス心房筋細胞と
比して、glibenclamide処置WTマウス心房
筋細胞では KATP チャネル遮断が完全なもの
ではなく、細胞内 Ca2+ 過負荷が軽度であっ
たためかもしれないが、詳細な機序は不明で
あり、更なる検討が必要であろう。 
 WTおよびKir6.2 KOマウスの 5時間高頻
度刺激後の心房組織について PCR 法を用い
てイオンチャネルmRNAを検討したところ、

L型 Ca2+チャネルの遺伝子である Cav1.2の
mRNA は対照時とほとんど変化が認められ
なかった。しかしながら、心房筋細胞再分極
に関係する電位依存性 K+チャネルのひとつ
である Kv1.5のmRNAは明らかに減少して
いた。定量的な解析は行わなかったが、比較
的早期から電位依存性 K+ チャネルを中心と
した電気的リモデリングが起きることを示
唆するものと思われる。 
 本研究によって KATP チャネルは高頻度に
興奮した心房筋細胞の活動電位波形の変化
に大きな影響を与えていることが明らかと
なった。すなわち、高頻度興奮時に KATP チ
ャネルが開口し、心房筋細胞の Ca2+ 過負荷
を軽減しているという役割である。既に心室
筋細胞においても高頻度で刺激された時に
は KATP チャネルが開口し、心室筋細胞を保
護し、心室性不整脈の発生を抑止している可
能性が指摘され、これが運動耐容能上昇に寄
与するというものである。心房筋においても、
頻拍発作時にはすぐさま機能が低下する電
位依存性 K+チャネルに代わって KATPチャネ
ルが活性化し、活動電位持続時間をなるべく
対照時に近いレベルに保持しようとする役
割を果たしていると考えられる。従って、心
房細動においても KATP チャネルが開口し、
心房筋細胞の保護に寄与している可能性は
十分あると思われる。今後、心房細動におけ
る KATPチャネルの機能が明らかとなり、K+ 

チャネル開口薬による治療が、心房細動のア
ップストリームアプローチのひとつとして
考えられるかもしれない。 
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５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計１０件） 
① 学振太郎、半蔵門一郎、学振花子、論文
名、掲載誌名、巻、最初と最後の頁、発
表年（西暦）、査読の有無 

② 学振太郎、論文名、掲載誌名、巻、最初
と最後の頁、発表年（西暦）、査読の有
無 

③ 学振花子、論文名、掲載誌名、巻、最初
と最後の頁、発表年（西暦）、査読の有
無 

 
〔学会発表〕（計５件） 
 
① 
 
② 
 
③ 
 
〔図書〕（計２件） 
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計□件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
出願年月日： 
国内外の別： 
 
 
○取得状況（計◇件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別： 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://○○○○○○○○○○○○○○○○ 
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