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研究成果の概要：近年、ギャップ結合をはじめとする不整脈発生基盤の多くの因子が解明され、
不整脈発生基質に焦点をあてた upstream 治療の重要性が注目されている。本研究はで in vivo
（心肥大/心不全モデル動物）および in vitro（培養心筋細胞）の実験系を用いて、心房筋・
心室筋ギャップ結合の質的・量的変化、それを調節する RAA 系とその下流因子の解析、同時に 
電気生理学的特性の変化を解析し、不整脈の発生・維持機構を分子生物学・生化学・生理学的
に同時に解明する新しいアプローチを試みる研究を行った。従来、不整脈の発生・維持に関与
するメカニズムの研究は、細胞膜上のチャネル特性を検討する電気生理学的アプローチが主で
あった。本研究結果は、不整脈の発生・維持に関与するメカニズムを、ギャップ結合リモデリ
ングに焦点をあて、RAA 系を中心とした情報伝達系を解析し、ギャップ結合制御を目的とした
不整脈の新しい治療薬の開発につながり、upstream 治療に大きく貢献すると思われる 
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１．研究開始当初の背景 
不整脈は肥大心、虚血心、不全心において高
頻度に合併し、特に心房細動をはじめとする
頻脈性不整脈が長時間持続すれば心不全を
増悪させる。また、心室性不整脈（心室頻拍
症、心室細動）は心臓突然死の原因としても
重要な疾患である。不整脈の原因には、遺伝
的因子や環境ストレスがあり、これにカテコ
ラミン、レニン・アンジオテンシン・アルド
ステロン系、フリーラジカルなど心筋の構造
や電気生理学的特性を修飾する因子が加わ
り、心筋に構造的・機能的（電気的）リモデ
リングという質的・量的な適応反応をきたし

て不整脈が発生する。リモデリングのターゲ
ットとなる不整脈基質（基盤）としては、細
胞の線維化、細胞外マトリックス、線維走行、
自律神経系、ギャップ結合、イオンチャンネ
ル、Ca2+制御機構の変化などが知られている。
中でもギャップ結合は心臓の構造的・機能的
リモデリングの両者に関与する重要な不整
脈基質とされている。従来、不整脈の薬物治
療の中心は、不整脈発症後に細胞膜上の様々
なイオンチャネルの制御（downstream 治療）
が中心であった。 ギャップ結合は、隣接す
る細胞で細胞間を直接連結するチャンネル
により構成され、細胞間のイオンやシグナル
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伝達物質、1KDa 以下の分子交換を行い、興奮
伝播や電気的結合を調節する。ギャップ結合
は connexin (Cx) 蛋白により構成され、心筋
では少なくとも４つの異なった Cx蛋白（Cx43、
40、45、37）が発現し、半減期が 1~2 時間と
非常に短く短時間のうちに容易に様々な負
荷の影響をうける。また、Cx の安定性はリン
酸化により調節され、Cx43 は cAMP、PKA によ
り活性化され、PKC、PKG および MAPK により
機能抑制が生じて蛋白の変性や崩壊が促進
される。 
 申請者はこれまで種々の病的心筋細胞（心
肥大、心筋症、頻脈誘発性心不全等）の病態
形成に関わる Ca2+制御機構の変化を報告し
てきた。近年、病的心筋細胞で高頻度に合併
するとされている慢性心房細動を含む頻脈
性不整脈の発生・維持機構への Ca2+制御機構
の異常やギャップ結合の質的・量的変化の関
与についても報告してきた。具体的には、心
房細動の発症・維持には心筋細胞の筋小胞体
リアノジン受容体や Ca2+-ATPaseの減少、IP3
受容体の代償性増加により生じた細胞内
Ca2+ホメオスタシス異常が関与すること、加
えて、ギャップ結合（主に Cx40）の減少と異
常リン酸化が関与することを報告した。また、
心室筋細胞への短時間の頻脈刺激により心
筋細胞はアンジオテンシン IIを産生し、MAPK
系を活性化して Cx43 の発現量を増加するこ
と。その結果、興奮伝播特性の変化をきたし
て回帰性不整脈の一因となることを報告し
た。加えて、前回の研究費を用いてアンジオ
テンシン II の下流にあるアルドステロンの
心室筋細胞 Cx43への影響を検討したところ、
アルドステロンは濃度依存性にその genomic
作用を介して Cx43の発現量を制御すること、
それには細胞膜上の膜電位依存性 T 型 Ca2+
チャネルの再発現を伴い、この変化も催不整
脈性に関与することが判明した。 
２．研究の目的 
これらの背景を踏まえ、本研究では、頻脈性
不整脈（主に回帰性不整脈）の不整脈基質と
して、ギャップ結合リモデリング（Cx の質
的・量的変化）に焦点をあてることに着目し、
以下の目的にて研究を行う。１）さまざまな
心疾患ではどのようなギャップ結合リモデ
リングが生じて心房性または心室性回帰性
不整脈をひきおこすのか（病的心房・心室筋
細胞でのギャップ結合リモデリングの把握）、
２）ギャップ結合リモデリングに関与する情
報伝達系のうち、レニン・アンジオテンシ
ン・アルドステロン（RAA）系がどのように
関与し、さらに RAA 系がもたらす病態変化は
どのようなものがあるのか（ギャップ結合へ
の RAA 系を介する病態形成の解明）、３）ギ
ャップ結合リモデリングを制御する不整脈
の新しい upstream 治療薬として、RAA 系阻害
薬や RAA系を介して形成された病態をターゲ

ットとした薬剤を位置づけることが可能か
否かを検討する（ギャップ結合を制御する新
しい不整脈治療の開発）。 
 不整脈発生基盤としてのギャップ結合リ
モデリングと RAA 系、さらにその制御は不整
脈の新しい upstream 治療として重要な役割
を担うと考えられる。不全心や虚血心では、
慢性期の心房・心室性回帰性不整脈の基質と
して、RAA 系を介する心筋線維化が関与し、
RAA 系阻害薬には線維化抑制による抗不整脈
効果があること、また、大規模臨床試験
（RALES、EPHESUS 試験）において慢性心不全
患者へのアルドステロン拮抗薬投与により
心臓突然死が減少した等の報告がなされて
いる。しかし、心房・心室筋各々のギャップ
結合リモデリングへの RAA 系の急性・直接的
な影響や RAA系がもたらす病態変化の検討は
希である。本研究は頻脈性不整脈の発生・維
持の病態解明に生化学的、分子生物学的手法
を用い、同時に心筋細胞の電気生理学的特性
を検討することを目的とする新しい研究で
あり、新たな治療薬の開発につながると考え
る。 
３．研究の方法 
（１）病的心房・心室筋細胞でのギャップ結
合リモデリングの把握 
目的；心肥大・心不全モデル動物や負荷した
培養心筋細胞のギャップ結合リモデリング
と RAA 系の関与を経時的に解析する。 
対象；心肥大・心不全モデル動物である
UM-X7.1 心筋症ハムスターおよび培養心筋
細胞  
検討項目； 
connexin（Cx40、43、45）発現量（蛋白、遺
伝子）の経時的変化の解析を western blot 法、
PCR 法を用いて行う。 
Cx の組織分布の解析を免疫組織染色で行う。 
Cx の質的変化の検討はリン酸化抗体を用い
た western blot 法にて検討する。培養心筋細胞
では細胞内 RAA 系の変化の解析；培養細胞
および培養液中の RAA の活性（レニン、ア
ンギオテンシン、アルドステロン）を RIA お
よび western blot 法にて測定する。 
機能的変化の検討は、培養心筋細胞ではマル
チ電極アレーシステム（詳細は業績、JACC, 
2004 を参照）、ハムスターでは、 optical 
mapping system にて細胞膜電位測定、細胞間
興奮伝播速度測定、興奮伝播の不均一性の解
析を行う。 
（２）ギャップ結合へのレニン・アンジオテ
ンシン・アルドステロン系（RAA 系）を介す
る病態形成の解明 
目的；培養心房・心室筋細胞に RAA 系物質
（アンジオテンシン II、アルドステロン）を
外因性に負荷した場合、どのようなギャップ
結合リモデリングが生じるかを経時的に検
討する。加えて RAA 系活性化に伴い変化す



 

 

るイオンチャネルの検討を行う。 
対象；培養心筋細胞（心房筋および心室筋を
分離培養する） 
検討項目； 
RAA系物質の培養心筋細胞ギャップ結合へ
及ぼす直接的な影響の検討として、上述の１．
の検討項目をRAA系物質添加後に経時的に
実施する。同時に添加濃度の変化やRAA系活
性化により再発現する胎児型イオンチャネ
ル（特にT型Ca2+チャネル）の検討を行う。 
（３）ギャップ結合を制御する新しい不整脈
治療の開発 
目的；RAA 系のギャップ結合リモデリングに
およぼす影響の検討結果をもとに、ギャップ
結合リモデリングを制御する薬剤の効果を
検討する。 
対象；心肥大・心不全モデル動物である
UM-X7.1 心筋症ハムスターおよび培養心
房・心室筋細胞 
検討項目； ACE 阻害薬・ARB・mineralcorticoid
受容体拮抗薬 
 
４．研究成果 
（１）UM-X7.1 心筋症ハムスターの心不全発
現過程における connexin43 の変化と、それに
引き継いで起こる電気生理学的特性の変化
を解析し、Cx43 の変化が重要な不整脈発生基
盤となることを検討した。その結果、UM-X7.1
心筋症ハムスターでは、１）10 週齢より心筋
細胞肥大、心筋線維化が進行し、20 週齢より
心機能障害をきたした。２）20 週齢では、total 
Cx43 発現量は減少したが、Ser255 リン酸化
Cx43 は介在版および細胞質内に過剰発現し
た。３）20 週齢では、APD90 が延長しその
dispersion も増加した。optical mapping system
での解析の結果、興奮伝播速度が低下し、ス
ペースコンスタントも減少した。不整脈誘発
試験では有意に多形性 VT が誘発された。以
上の結果より、心筋症ハムスターの心不全発
現過程では、間質の線維化に加え、心筋細胞
の Cx43 の質的・量的変化が心臓の電気生理
学的特性に変化をきたし、致死性心室性不整
脈の発生・維持における重要な因子となると
考えられた。 
（２）ラット新生仔培養心筋細胞に種々の濃
度の Ald を添加し、Cx43 発現量の変化を経時
的に検討した。Cx43発現量変化はwestern blot
法、RT-PCR 法、免疫染色法にて測定した。
心筋細胞の興奮伝播速度  (CV)の測定は
multi-electrode extra-cellular potential mapping
システムを用いた。10-6~10-4M Ald 添加にて、
12 時間後に Cx43 遺伝子及び蛋白質発現量は
有意に減少した (p<0.01)。10-８M Ald は、Cx43
遺伝子及び蛋白質発現量を 24 時間後に約 1.3
倍増加させ (p<0.05)、CV は 1.25 倍増加した。
Aldの genomic効果はmineralocorticoid受容体
(MR)または glucocorticoid 受容体(GR)を介す

ることが知られている。Ald の濃度依存性
Cx43 発現量調節作用と作用受容体の関係を
明らかにするために、MR 拮抗薬 (eplerenone)
又は GR 拮抗薬 (mifepristone)を前投与して
Ald の効果を解析した。10-4M Ald の Cx43 発
現量抑制作用は GR 拮抗薬のみにて抑制され、
10-8M Ald のCx43発現量増加作用はMR拮抗
薬のみにて抑制された。また、Ald の Cx4 増
加作用には、一部 MAPK 系、PKC を介する
ことが証明された。異常より、Ald は濃度依
存性に心筋細胞 Cx43 発現量に異なる影響を
与え、電気生理学的特性を変化させた。レニ
ン・アンジオテンシン・アルドステロン系の
制御は不整脈の新しい治療法となる可能性
がある。 
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