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研究成果の概要（和文）：正常ラット胚とビスダイアミン投与先天性心疾患モデルラット胚の心

臓刺激伝導系の発生について全胚培養により検討した。正常に比し心疾患モデルラットでは刺

激伝導系原基の形成は遅く部位も不明確であった。心筋細胞の成長に伴う生理学的特性を細胞

単離しやすい新生仔マウスを用いて検討した。細胞はすべて紡錘状で、形態では心筋細胞、線

維芽細胞、刺激伝導系細胞の区別ができなかったが、成長に伴う生理学的特性の変化が明らか

になった。 
 
研究成果の概要（英文）：Bis-diamine induces congenital heart defects in embryos when 
administered to pregnant rats. Histological analyses of the developing cardiac conduction 
system were performed in this animal model and the normal control rat embryos using 
whole embryo culture. Bis-diamine disturbed the conduction tissue development through 
overall poor myocardial growth. We investigated developmental changes of the 
physiological characteristics in the neonatal mouse myocardial cells isolated using chunk 
method or from Langendorff perfusion method. All the isolated cells exhibited elongated 
spindle-shaped appearance and a conduction tissue cell could not be distinguished from a 
myocardial cell or a fibroblast. Whole-cell patch-clamp experiments clearly showed the 
developmental changes in electrophysiological characteristics of the myocardial cells 
including the decrease in the inward rectifier K+ current and depolarization of resting 
membrane potential. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）哺乳類や鳥類では、原始心管が形成さ

れると洞結節の原基が形成され、ゆっくりし
た蠕動様の収縮が始まる。発生が進み四腔を
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もつ心臓では、洞結節から出た刺激により規
則的に拍動しているが、この過程で刺激伝導
系はどのような形態的変化を遂げ、分化し完
成するか明確にされていない。 
（2）先天性心疾患には多くの不整脈が伴う
ことが臨床的に知られている。ファロー四徴
等の円錐動脈幹奇形には房室ブロックや心
室性不整脈が伴うことが報告されていて、こ
れらは時に致死的となるため、薬物治療やカ
テーテルによるアブレーション治療が必要
なことがあり、先天性心疾患に伴う刺激伝導
系の形態と不整脈の発生機序を解明するこ
とは臨床的に重要な課題であった。 
（3）研究代表者の中川らは、妊娠 10 日の母
ラットにビスダイアミンを経口投与すると
胎仔に総動脈幹やファロー四徴などの円錐
動脈幹奇形が高率に発生することから、この
動物モデルを用いて全胚培養法により心奇
形の発生機序に関する研究を行ってきた。こ
のラット胎仔の心臓では、刺激伝導系の形態
や細胞の機能にも異常が生じている可能性
が示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
（1）正常及び先天性心疾患モデルラットに
おける刺激伝導系の発生過程を形態学的に
比較検討し、刺激伝導系細胞の分布の差を明
らかにする。 
（2）刺激伝導系及び周囲の心筋細胞の成長
に伴う生理学的特性の変化について、パッチ
クランプ法を用いて検討し、先天性心疾患に
伴う不整脈の診療へ還元する。 

 
３．研究の方法 
（1）正常ラットと先天性心疾患モデルラッ
トにおける刺激伝導系の発生過程の形態学
的検討 
①妊娠 10.5、11.5、12.5、13.5、14.5 日の
Wister ラットをエーテル深麻酔下に屠殺し、
各々から胚を摘出した。これらの胚を４%パ
ラフォルムアルデヒド（PFA）溶液で固定後、
15％ショ糖液で脱水した。一部は 10％ゼラ
チン包埋後、厚さ 25μの切片を作成し、マウ
ス抗HNK-1抗体とヤギ抗コネキシン40抗体
を用いて二重免疫組織染色を行い、心臓の形
態とともにこれらの発現を共焦点型レーザ
ー顕微鏡で三次元的に観察した。また一部は、
パラフィン包埋後矢状断に厚さ５μの連続
切片を作成し、コネキシン 43、45、30.2 の
発現を検索した。 
②先天性心疾患モデルラットは妊娠 10 日の
Wister 系母ラットにビスダイアミン 200mg
を胃ゾンデにて注入し作成した。妊娠 10.5、
11.5、12.5、13.5、14.5 日にエーテル深麻酔
下に屠殺し胚を摘出した。以下、①と同様の
手順で心臓発生の過程と HNK-1 及びコネキ
シン 40 の発現の空間的位置関係、並びにコ

ネキシン 43、45、30.2 の発現を検索した。 
③全胚培養を用いたビスダイアミン投与ラ
ット胚の心臓における HNK-1、コネキシン
40、43、45、30.2 の発現の検討 
妊娠 10日のWister 系母ラットにビスダイア
ミン 200mg を胃ゾンデにて注入した。妊娠
10.5 日にエーテル深麻酔下に屠殺し、速やか
に子宮を摘出、New(1973)の方法により全胚
培養を開始した。ラット血清と Tyrode 液を
4:1 に混じた培養液 5ml と CO2:O2:N2 
=5:5:90(%)のガスで培養ビンを充満し、37℃
培養器中で 30 回/分の速さで回転しながら培
養した。実態顕微鏡下で心臓の形態を観察し
ながら、ループ形成期、心室中隔形成期、心
房中隔形成期を確認して培養を中止し、①と
同様の手順でHNK-1及びコネキシン40の発
現の空間的位置関係、並びにコネキシン 43、
45、30.2 の発現を検索した。 
（2）刺激伝導系の細胞及びその周囲の心筋
細胞の生理学的特性の検討 
①正常ラット胚の心筋細胞単離の試み 

胎生 14.5 日の正常ラット胚の心臓におけ
るHNK-1及びコネキシン40発現に一致する
部位の心筋を摘出し、全細胞パッチクランプ
法（EPC-8 patch-clamp amplifier, HEKA 
Electronics）により細胞の生理学的特性を検
討する目的で、Ca 無添加の Krebs-Ringer 液
中に心臓を浸しコラゲナーゼで心筋細胞の
単離を試みた（chunk 法）。また、Langendorff
灌流法による新生仔ラットの心筋細胞単離
を試みた。 
②新生仔マウス心室筋細胞をLangendorff灌
流下にコラゲナーゼ処理により単離した場
合（Langendorff 灌流法）と従来のコラゲナ
ーゼ存在下で機械的な破砕により単離した
場合（chunk 法）の細胞形態と電気生理学的
特性の比較検討 

日齢０の正常新生仔C57BL/6Jマウスの心
臓をLangendorff灌流法により単離した心筋
細胞と chunk 法により単離した心筋細胞を
Tyrode 液で保存した状態で細胞の形態学的
評価を行うとともに、パッチクランプ法によ
り静止膜電位及び活動電位を測定した。また、
内向き整流性カリウムチャネルの電流密度
も測定した。 
③Langendorff 灌流法による新生仔マウス心
筋細胞の単離と成長に伴う生理学的特性変
化の検討 
正常新生仔 C57BL/6J マウスと日齢 60 の

成獣の心臓をLangendorff灌流後に心筋細胞
を単離し、Tyrode 液で保存した状態でパッチ
クランプ法により膜電位を測定した。また、
カリウムチャネルや Ca++透過型非選択的陽イ
オンチャネルである TRPC(transient 
receptor potential canonical)チャネルの
成長に伴う発現の変化について検討した。 

 



４．研究成果 
（1）正常ラット胚の心臓において HNK-1
陽性細胞が集塊をなすのは ED13.5 日以後で、
特に心室中隔後端の房室結節に一致する部
位に強い発現が認められた。ED14.5 日には
発達した心室中隔（図 1＊）の左室（図 1 LV）
側と右室（図 1 RV）側に連続した HNK-１
陽性細胞が確認された（図１a）。この部位に
一致してコネキシン 40（図 1b）、43、45、
30.2 の発現が認められたが、心室壁内にも少
数の陽性細胞が散在して認められた。しかし、
ビスダイアミン投与群では心室中隔の形成
が正常より遅く、ED14.5 日で HNK-1 陽性
細胞の発現が認められたが、明らかな集塊の
形成は認められなかった(図２)。全胚培養し
たラットでも同様の結果で、ED11.5 日や
12.5 日では HNK-1 陽性細胞は少なく、散在
する傾向があった。コネキシン 40（図 2b）、
43、45、30.2 の発現も正常に比べ少なかった。 

以上より、ビスダイアミンは正常な刺激伝
導系の発生を発生の早期から阻害すること
が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

a. HNK-1       b.コネキシン 40 
    図１ 正常ラット胚における HNK-1 と

コネキシン 40 の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a. HNK-1       b.コネキシン 40 
    図２ ビスダイアミン投与ラット胚にお

ける HNK-1 とコネキシン 40 の発現 
 
（2）刺激伝導系及び心筋細胞の成長に伴う
生理学的特性の変化について 
①正常ラットでの細胞単離の結果 
 胎生 14.5 日の正常ラット胚を用い、心室
中隔に一致する部位の組織を摘出し心筋細
胞の単離を試みた。しかし、組織が小さく、
細胞の単離と確保は困難であった。次に新生
仔ラットを用いLangendorff灌流法による細
胞単離で同様の検討を試みたが、やはり単離
が困難であったため、従来の機械的な破砕に
よる細胞単離法（chunk 法）を用いることに

した。そこで、Langendorff 灌流法による細
胞単離が可能な出生直後のマウスを用い、
Langendorff灌流法と chunk法により心筋細
胞を単離した場合で形態や電気生理学的特
性に差が生じないかを検討した。 
②出生直後（０日齢）の新生仔マウス心筋細
胞をLangendorff灌流法により単離した場合
と chunk 法により単離した場合の細胞形態
と生理学的特性の差について 

Langendorff 灌流法により単離された心筋
細胞は chunk 法により単離された細胞と比
較して以下の差があることが明らかになっ
た。 
ⅰ) Langendorff 灌流法により単離された心
筋細胞は形態的に紡錘状、chunk 法で単離し
た細胞は球形（図３）で、 細胞の大きさを
反映する膜容量は、Langendorff 灌流法によ
り単離された心筋細胞において平均 32.3±
5.9pF で、chunk 法で単離した細胞の平均値
20.4±2.7pF に比べて大きかった。 
 
 
 
 
 
 
 
        a                   b 
図３．Langendorff 灌流法により単離された
心筋細胞（a）と chunk 法により単離された
心筋細胞（b） 
 
ⅱ) 両者において活動電位時間に差はなかっ
たが、静止膜電位は Langendorff 灌流法によ
り単離された心筋細胞では－80.6±1.1mV
（図 4左）と、chunk法の細胞－60.5±2.6mV
（図 4右）より有意に過分極していた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４． Langendorff 灌流法により単離された
心筋細胞と chunk 法により単離された心筋
細胞の静止膜電位 
 
ⅲ) 内向き整流性カリウムチャネルの電流密
度はLangendorff灌流法により単離された心
筋細胞において 45.5±8.0pA/pF で chunk 法
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により得られた細胞の 9.2±1.8pA/pFに比し
て有意に大きかった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図５．Langendorff 灌流法により単離され

心筋細胞（左）と chunk 法により単離された
心筋細胞（右）の内向き整流性カリウムチャ
ネルの電流密度 

 
以上より、機械的に破砕して細胞を単離す

る方法ではマウス心室筋細胞の正確な電気
生理学的特性が計測できないと考えられた。 
③Langendorff 灌流法による新生仔マウスお
よび成獣の心筋細胞の単離と成長に伴う生
理学的特性変化の検討 
 ②で得られた結果から、機械的破砕でしか
細胞単離ができないラットを用いて成長に
伴う刺激伝導系や心筋細胞の生理学的特性
を検討するには限界があると判断し、生後 0
日、７日、14 日の新生仔マウスを用いて研究
を継続した。生後 0 日のマウスの活動電位は
比較的長いプラトー相を有していたが、日齢
が進むにつれプラトー相は短くなった（図
６）。静止膜電位は生後 0 日の－80.6±1.1mV
から日齢が進むにつれ変化し、生後 14 日に
は－74.5±0.5mV と有意に脱分極した（図
７）。急速活性型遅延整流性カリウムチャネ
ルである Ikr の電位は、日齢０の 10.0±
1.0pA/pFから成獣では 1.0±0.1 pA/pFまで、
日齢が進むにつれ 80%減少した（図８）。また、
新生仔ではウエスタンブロットで Ikr の発現
蛋白である ERG の強い発現が確認されたが、
日齢が進むにつれ減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．マウス心筋細胞の活動電位の変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．マウス心筋細胞の成長に伴う静止膜

電位の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．マウス心筋細胞の成長に伴う急速活

性型遅延整流性カリウムチャネル
Ikr電位の変化（黒：生後０日、赤：
生後７日、青：生後 14 日、緑：成
獣）（）の数字は使用した動物数 

 
TRPCチャネル電流（タプシガルギンで誘発

される膜電流として記録）の日齢０における
電位は 5.8±1.2 pA/pF であったが、日齢が
進むにつれ低下し、成獣では 1.8±0.9 pA/pF
となった（図９）。ウエスタンブロットで TRPC
１、３、４，５の発現を検討したところ、成
長に伴いいずれの発現も減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９．単離マウス心筋細胞の TRPC チャネル

を介する膜電流の成長に伴う変化 
 
 

 
 

 

 

 

 



以上の結果から、心筋細胞の電気生理学的
特性は成長に伴い大きく変化することが明
らかになったが、ビスダイアミンで惹起され
る先天性心疾患では刺激伝導系の発生にお
ける形態異常とともに細胞の成長が障害さ
れることで正常な生理学的変化が妨げられ
不整脈の原因となっていることが推測され
た。 
しかし、これまでの成果は研究を始めるに

あたって意図した目的である先天性心疾患
に伴う不整脈治療に貢献することには大き
な隔たりがある。その理由は①先天性心疾患
のモデル動物であるラットの胚や新生仔に
おいて心筋細胞をLangendorff灌流法でうま
く単離することができなかった、②心筋細胞
の単離が可能なマウスの心臓ではラットほ
ど HNK-1陽性組織、すなわち刺激伝導系と判
断 さ れ る存 在 が明 確で な く、 ま た、
Langendorff 灌流法で単離された細胞はすべ
て紡錘状で心筋細胞、線維芽細胞、刺激伝導
系細胞の区別ができなかった、③ビスダイア
ミンはマウスではラットのような心臓発生
の異常をきたさなかったことなどがあげら
れる。今後この研究を継続し、当初掲げた目
的を達成するにはラットの心筋細胞を単離
する方法を確立しなければならない。可及的
速やかにこの問題を克服できる方法を確立
し、引き続きこの課題に取り組んでいきたい。 
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