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研究成果の概要（和文）：心筋細胞では不整脈の持続によって細胞膜表面に発現するイオンチャ

ネルに構造的変化が生じ、不整脈の持続を来すイオンチャネルリモデリングが生じる。電位依

存性 Na+チャネルは心筋細胞内のカルシウムの病的蓄積によってカルモデュリン機能が賦活化

され、その結果チャネルの脱ユビキチンかに関与する TRE17 が抑制される。その後、チャネ

ルのプロテアソームによる分解の促進によってチャネル蛋白の生成に比べて分解量が増し、結

果として心筋の興奮性を制御する Na+チャネルの機能低下が惹起されることが明らかにされた。 

 
研究成果の概要（英文）：In cardiomyocytes, as a long term influence of the arrhythmias, ion 

channels such as voltage-dependent Na+ channel may suffer from remodeling.  As a 

consequence of cellular calcium overload, calmodulin is highly activated to suppress TRE17 

functions to deubiquitinate the channel.  Although Na+ channel synthesis was intact, 

channel degradation ration exceeds the protein life span, which leads the down-regulation 

of Na+ channels in the heart as a long-term impact on the cardiac excitability. 
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１．研究開始当初の背景 

心房細動は最も発症の多い不整脈の１
つで有りながらその治療戦略は未だに確立
していない。それは心房細動の発症と維持の
機序が明確に理解されていないことに起因
する。心房細動が発症しそれが持続すると、
仮に洞調律に復したとしても再度心房細動
の発症する確率が高まる。この現象は、
「 Atrial fibrillation begets atrial 

fibrillation（心房細動は心房細動を生む）」
と呼ばれているが、その理由は心房細動の持
続によって心房筋はイオンチャネルの発現
が変化し不応期が短縮したり伝導が遅延し
たりしやすくなるような病的性質を獲得す
ることが原因であるとされている。この病態
は心房筋の構造的リモデリング、及び電気的
リモデリング（イオンチャネルのリモデリン
グ）として理解されている。このような電気
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的、構造的リモデリングの成立が心房細動を
初めとする持続性不整脈の治療を困難にし
ている。しかし、リモデリングに関わる細胞
内シグナルとその分子基盤に関しては不明
な点が多く、リモデリングの成立機序の解明
が心房細動等の不整脈の発症予防と治療戦
略に大きく寄与する。 

 

２．研究の目的 

心房細動を発症させた実験動物の心房
筋ではリモデリングによって電位依存性Na+

チャネルが減少しており、そのために興奮伝
導の低下が生じることが多くの研究者によ
って報告されている。興奮伝導の低下によっ
てリエントリー回路が形成され易くなり、心
房細動は停止は困難になる。一方、我々は、
心筋細胞をプロテアソーム活性化剤(SDS)存
在下で長時間培養するとNa+チャネル電流は
減少するという予備実験データを有してい
た。一方、カルモデュリン阻害剤を含む培養
液で培養した心筋細胞のNa+チャネル電流は
大きく増大する。この予備実験データ、及び
上記の研究背景に基づき、本研究では、「心
筋細胞の Na+チャネル蛋白は細胞内の Ca2+-

カルモデュリン系により制御されている。カ
ルモデュリンの活性化によって恐らくNa+チ
ャネルは分解が亢進し、その過程にはカルモ
デュリンによって活性化される未知の分子
が関わる。」という仮説を立て,その検証を目
的とした。 

 

３．研究の方法 

遺伝子(TRE17, Nedd-4)組換えアデノウ
ィルスを作成する。本研究の成否を左右する
遺伝子組換えアデノウィルスの作成法を右
図に示す。シャトルベクターとして
pAdTrackCMV を用いるが、本ベクターはプロ
モータ領域に GFP色素蛋白遺伝子を挿入して
おり、本研究室独自の構造である。更に紅色
色素蛋白（RFP）を組み込んだシャトルベク
ターを構築することで発現遺伝子を可視的
に判別することが可能となりパッチクラン
プ法を実施する上で好都合となる。我々は既
に Csx/Nkx2.5 組換えアデノウィルス
（Ad-Csx/Nkx2.5）、及び GATA4 組換えアデノ
ウィルス（Ad-GATA4）の作成を通して組換え
アデノウィルス作成法を会得している(J Mol 
Cell Cardiol 42: 1045-1053, 2007)。同手
法を用いて同様に oncogene TRE17、及びユビ
キチンリガーゼ Nedd-4 の組換えアデノウィ
ルスを作成する。以下にその作成法を概略す
る（adeno-TRE17 の作成のみを記す）。 
1) TRE17 を含む plasmid (pEFSA-HA-TRE17)
から TRE17 の部分を切り出す。 
2) 同部を pADTrack-CMV と ligation して
TRE17-pAdTrack-CMV という plasmid を作る。 
3) リニア化した TRE17-pAdTrack-CMVとウィ

ルスの backbone plasmid (pAdEasy-1)を
competent cell (BJ5183)に co-transfect し
環状ウィルス DNA を作成する。 
4) リニア化した TRE17-pAdEasy-1 を HEK 細
胞に transfect してウィルスを収穫する。 
5) 組換えアデノウィルスを増殖させ、MOI を
測定してウィルス懸濁液を作る。 
6) Na+チャネルのユビキチン化と脱ユビキチ
ン化の定量:Na+チャネル抗体（Ant-NaV1.5）
とユビキチン抗体を用いてチャネルのユビ
キチン状態を定量評価する。 
7) TRE17 強制発現細胞の Na+チャネル電流の
測定:組換えアデノウィルス（adeno-TRE17）
をラット（マウス）由来心筋細胞に感染させ、
マーカー蛋白の発現を目安に Na+チャネル電
流をパッチクランプ法で記録する。その電流
密度は空ベクターアデノウィルス感染細胞
と比較する。 
8) Nedd-4強制発現細胞のNa+チャネル電流の
測定:組換えアデノウィルスの作成を目指す。
しかし、adeno-Nedd-4 の作成に予定以上の時
間がかかる場合は、Nedd-4 をリポフェクトア
ミン法で心筋細胞に強制発現させた後にパ
ッチクランプ法で 9) Na+チャネル電流を記録
する。同時に、TRE17 をリポフェクトアミン
法で導入した心筋細胞の Na+チャネル電流を
記録して、導入方法による発現効率を考慮し
つつ Nedd-4導入心筋細胞の Na+チャネル電流
密度を評価する。 
9) Na+チャネルのユビキチン化と TRE17、及
び Nedd-4 の関連:TRE 強制発現した心筋細胞
のユビキチン化が僅少であり、同時に Na+チ
ャネル電流密度が小さいことを確認する。更
に、Nedd-4 強制発現細胞ではユビキチン化が
亢進しており Na+チャネル電流密度が増大し
ていることを示す。 
10) 心筋細胞カルモデュリン活性の評価と
TRE 活性の評価: カルモデュリン活性を細胞
内 Ca2+濃度とカルモデュリン阻害剤を用いて
評価し、カルモデュリン活性上昇が TRE17 蛋
白の減少をもたらすこと、カルモデュリン活
性上昇がユビキチン化 Na+チャネルの増加を
伴うこと、カルモデュリン活性上昇が Nedd-4
（mRNA 及び蛋白質）の発現に作用しないこと、
TRE17 とユビキチンの蛋白-蛋白作用を
pull-down assay で評価し、カルモデュリン
活性上昇が TRE17-ユビキチン複合体を増加
させて結果的に TRE17蛋白発現量を減少させ
ていること、を示しカルモデュリン活性がNa+

チャネルのユビキチン化には関与せず、脱ユ
ビキチン化に関わることを証明する。 
11) 病態心筋モデルの作成と TRE17の活性に
関わる Na+チャネルユビキチン化定量 
成獣ラット心耳にセルフィンを固定して電
気的頻回刺激を繰り返し、心房細動モデル心
筋を作成する。作成した病態心筋の、｛細胞
内 Ca2+濃度}、{TRE17、あるいは truncated 



 

 

TRE17onco 蛋白}、｛Na+チャネル-ユビキチン
複合体｝を測定し、同時にパッチクランプ法
で記録する Na+チャネル電流密度の低下が
TRE17 活性によって制御されていることを示
すことで、持続性頻脈性不整脈（心房細動等）
の Na+チャネルの減少が、という仮説経路に
基づくことを動物実験的に証明する。 
 
４．研究成果 
  が ん 細 胞 等 で の 蛋 白 分 解 に
oncogeneTRE17 が関与することが知られてい
る。よって我々は心筋の Na+チャネル蛋白の
分館に関わる酵素が TRE であると考え Na+チ
ャネル分解経路を想定した。その中で Na+チ
ャネル蛋白のユビキチン化と脱ユビキチン
化の平衡によって Na+チャネルが維持され、
脱ユビキチン化には oncogeneTRE17 が関与す
ることを心筋細胞を用いて示した。すなわち、
oncogeneTRE17 を心筋細胞に強制発現させ、
TRE17 の発現量と Na+チャネルの脱ユビキチ
ン量が相関することを示し、この経路にカル
モデュリン活性が関わることを示した。次に、
Na+チャネルのユビキチン化と脱ユビキチン
化を Na+チャネル抗体とユビキチン抗体を用
いて定量評価した。同時にパッチクランプ法
でNa+チャネル電流の増減がNa+チャネルのユ
ビキチン化量に比例することを確認した。こ
の実験はラット心筋細胞を 24 時間してその
Na+チャネル電流の大きさを測定してチャネ
ル蛋白の条件に依存する増減を評価するも
のである。対照に比べ、プロテアソーム阻害
剤 SDS を添加した培養液で培養した心筋細胞
の細胞全体 Na+チャネル電流量は 30%の減少
が認められた。この減少はプロテアソーム阻
害剤 SDS の急性作用では記録されず,チャネ
ル蛋白の分解系に作用した中〜長期的な制
御作用によるものであることが確認された。 

このプロテアソームを介するイオンチ
ャネルの分解制御機構を明らかにするため、
ユビキチンリガーゼの関与を検討した。際オ
ブ内にカルシウムを負荷した心筋では Na+チ
ャネルの発現が低下しており,カルシウムに 
依存する制御系が示唆されたため,カルシウ

ム結合蛋白の１つであるカルモジュリンの
い作用を念頭において以下の実験を施工し
た。まず,心筋細胞を培養しカルモジュリン
の作用を遮断した群（W-7 群）とカルモジュ
リンキナーゼを遮断した群（KN-93 群）を作
成した。その両群と対照群細胞に対してパッ
チクランプ法を施行して細胞全体 Na+チャネ
ル電流を測定した結果、KN-93 群は対照群と
同等の Na+チャネル電流を示したのに対し
て,W-7 群では対照群より有意に大きな Na+チ
ャネル電流が記録された（+33%）。非特異的カ
ルモジュリン阻害剤であるベプリジルの存
在下でも同様に Na+チャネル電流の増大が記
録され、カルモジュリンの Na+チャネル制御
機構への関与が確かめられた。 

最後に、カルモデュリン活性を細胞内
Ca2+濃度とカルモデュリン阻害剤を用いて評
価し、カルモデュリン活性が Na+チャネルの
ユビキチン化には関与せず、脱ユビキチン化
に関わることを示した。Na+チャネルはユビキ
チン化されたあと、脱ユビキチンかされて再
度、細胞膜へ移行して機能するチャネルとし
て働くが、このユビキチン化と脱ユビキチン
化の平衡状態に細胞内カルシウムとカルモ
ジュリンが関わり、その結果心筋際オブの電
気的興奮性が長期的に制御されることが示
された。以上の結果より、細胞内 Ca2+過負荷
等の病的条件下では、Na+チャネルのユビキチ
ン化が進むことで分解の促進が生じるので
はなく、一端ユビキチン化された Na+チャネ
ル平衡状態で脱ユビキチン化される過程が
阻害されることで、最終的に分解速度が増し
てタンパク量が減少するという新規メカニ
ズムが明らかとなった。 
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