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研究成果の概要（和文）：

アルコール性突然死ラットモデルを用いて、心筋線維形成・ギャップ結合リモデリングと心
臓性突然死との関連を検討した。アルコール急性離脱期に心筋線維形成の増加およびギャップ
結合のリモデリングを認め、交感神経遮断薬である carvedilol前投与によって是正された。交感
神経活性化を介する心筋線維形成とギャップ結合のリモデリングがアルコール性致死的不整脈
の発生・維持に関与する重要な要因と考えられた。

研究成果の概要（英文）：
The influences of myocardial fibrosis and gap junction remodeling on the alcoholic life-threatening 

ventricular arrhythmias were evaluated in rats, particularly in acute ethanol withdrawal rats. Acute 
ethanol withdrawal followed 49-day continuous ethanol treatment induced a high risk of myocardial 
fibrosis formation; down-regulation of gap junction protein connexin (Cx) 43 protein and mRNA 
expressions; down-regulation of phosphorylated Cx43 protein expression; however, all of them were 
normalized by carvedilol (can block the sympathetic nervous system completely via β1, β2, and α 
adrenergic receptors) pretreatment. Acute ethanol withdrawal followed 49-day continuous ethanol 
treatment is sufficient to increase the risk of myocardial fibrosis formation and gap junction remodeling 
via the shift of cardiac sympathovagal balance toward sympathetic predominance, and then leads to the 
onset of the life-threatening ventricular arrhythmias in alcoholic subjects. 
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１．研究開始当初の背景
独自開発したアルコール突然死ラットモ

デルを用いて、交感神経活性化を介するアル
コール性突然死の研究成果を報告した（基盤
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C・18590635、発表論文 1-2）。心筋線維形成
を介し興奮伝播の不均一性および再分極過
程の遅延を引き起こし、不整脈の発生・維持
と関与することが考えられる。
一方、ギャップ結合は、隣接する細胞を直
接連結して細胞間のイオン、シグナル伝達物
質、分子交換を行い興奮伝播や電気的結合を
調節する。不整脈の発生・維持には、心筋細
胞の機能的・器質的リモデリングが関与し、
それらには心筋細胞間結合構成蛋白、ギャッ
プ結合の変化が想定されている。ギャップ結
合は connexin (Cx) 蛋白により構成され、半
減期は１～２時間で、短時間のうちに様々な
負荷の影響をうける。

２．研究の目的
アルコール関連死における心筋線維形
成・ギャップ結合機能障害および交感神経活
性化との関連について不明である。これらの
不明点を明らかにし、これまでの研究成果を
発展させる。特に、ギャップ結合機能に焦点
をあて、細胞質内で行う Cx43 の合成および
膜における Cx43 のリン酸化の変化；ギャッ
プ結合リモデリングと交感神経活性化との
関連；ギャップ結合リモデリングを制御する
upstream治療として、交感神経活性化遮断薬
carvedilolを位置づける可能性を検討した。

３．研究の方法
（１）動物モデルの作成
７週令のWistar系雄ラット 77匹を用いて、

Lieberらの方法に準じ Pair-feedingを行い、49
日間コントロール液体食投与群（Control、n = 
23）、49 日間アルコール液体食継続投与群
（Ethanol、n = 20）、48日間アルコール継続投
与＋１日間コントロール液体食投与群
(Withdrawal、n = 18）、42日間アルコール継続
投与＋6日間（アルコール液体食＋Carvedilol）
継続投与＋１日間（コントロール液体食＋
Carvedilol）投与群（Carvedilol、n = 16）の４
群にわけた（図１）。

Liu, et al.ACER 2010;34:223-230 

図 1 実験モデルの作成

（２）Carvedilolの前投与
Carvedilolは、交感神経の α１受容体と β受
容体を遮断する作用を持ち、今回、浸透圧ポ
ンプを使用し、carvedilol の投与量は 10mg／
kg BW／day として、pair-feeding 43 日目に
1-2％イソフルランと酸素混合ガスの吸入麻
酔下において腹腔内に埋め込んだ。

（３）左心室心筋組織の採取
Pair-feeding終了時に、生理食塩水で全身脱
血、心臓を摘出した。分離された左心室は液
体窒素処理後に-80℃保存、あるいは４％パラ
ホルマリン液と 15％スクロース液処理後
４℃保存した。

（４）心筋線維形成の評価
8µm の組織切片を作成（ Reichert-Jung 

Cryocut 1800）し、共焦点レーザー顕微鏡
（LSM5 Pascal microscope）を用いて心筋組織
の蛍光免疫染色画像を撮った。共焦点レーザ
ー顕微鏡で撮られた写真を 30 枚用いて、
α-SMA 陽性細胞が心筋細胞全体に占める割
合を計算した。
同じ動物の心筋組織を用いて、鍍銀染色・

Azan染色し、心筋組織における線維組織の変
化を専用ソフト（Keyence BZ-9000）により定
量評価した。
同じ動物の心筋組織を用いて、RT-PCR を
用いて、α-SMA・Collagen 1a1の mRNA発現
量を評価した。

（５）左心室ギャップ結合構成蛋白質 Cx43
の評価
専 用 kit (ProteoExtract® Transmembrane 

Protein Extraction Kit )を用いて、左心室心筋細
胞の細胞質および膜貫通蛋白質を精製した。
7.5%SDSゲルを使用し、電気泳動、転写、ブ
ロキングした後に、Cx43を反映する一次抗体
Cx43 （H150, rabbit polyclonal）・リン酸化を
反映するセリン 368 (p-Cx43 ser 368, rabbit 
polyclonal) とセリン 279/282 (p-Cx43 ser 
179/282, rabbit polyclonal)を用いて心筋ギャッ
プ結合構成蛋白質 CX43の蛋白質発現量を調
べた。蛋白発現量は Quantity One (Bio-Rad 
Laboratories Inc.,2000,CA,USA)で定量評価し、
各サンプルは β-actin (1:5000, A2228, mouse 
monoclonal) で補正した。
同じ動物の心筋組織を用いて、RT-PCR を
行い、ΔΔCT 法でギャップ結合蛋白 Cx43 遺
伝子の発現量を測定し、GAPDHで補正した。

４．研究成果
（１）アルコール消費量と左心室重量
アルコール投与した 3群では心臓の重さが
上昇傾向はあったが、統計学的に有意な差は
見られなかった（図 2）。同じアルコールが消



費され、週間での総アルコール消費量は約
150gであった。

図 2 左心室重量

（２）アルコール慢性投与、特に急性離脱に
よる心筋線維形成リスクの増大
鍍銀染色を用いた組織の定量評価では、

Control群に比較して、Ethanol群とWithdrawal
群で心筋細胞周囲に細網線維組織の増加が
認められたが、Carvedilol群と Control群では
有意な差はみられなかった（図 3）。

図 3 心筋細網線維の変化
Data represent mean ± SD

細網線維形成と関連する collagen 1a1 
mRNAの結果を図 4に示す。コントロール群
に比べ、アルコール慢性投与群・急性離脱群
では collagen 1a1 mRNAの up-regulationが見
られた。しかし、carvedilol前投与により、こ
の up-regulationが是正された。

図 4 細網線維形成と関連する collagen 1a1 mRNA
発現量の変化

（Data represent mean ± SD, n = 4）

蛍光免疫染色定量評価では、Control群と比
較して、Ethanol群では α-SMA陽性細胞が有

意に増加した。この α-SMA 陽性細胞の増加
は急性離脱により増悪したが、carvedilol前投
与により改善された（図 5）。

図 5 慢性アルコール投与による心筋線維芽細胞
（α-SMA）の増加

A：典型例、B：統計結果
（Data represent mean ± SD, n = 5）

コントロール群に比べ、アルコール慢性投
与群・急性離脱群では α-SMA mRNA の
up-regulation が見られた。しかし、carvedilol
前投与により、この up-regulationが是正され
た（図 6）。

図 6 慢性アルコール投与による心筋線維芽細胞
（α-SMA）mRNA発現量の増加
（Data represent mean ± SD, n = 4）

（３）アルコール慢性投与、特に急性離脱に
よる左心室心筋ギャップ結合構成蛋白質
Cx43のリモデリング
慢性アルコール持続投与中に細胞質のト



ータル CX43の mRNA発現量（図 7）および
蛋白質発現量（図 8）が低下傾向を示したが、
統計学的な有意差はみられなかった。しかし、
急性離脱時には mRNA 及び蛋白質発現量は
有意に低下し、Cx43の合成の低下が示唆され
た。この低下は carvedilol 前投与によって是
正された（図 7-8）。

図 7 慢性アルコール投与による Cx43 mRNA 
発現量の変化

Data represent mean ± SD, *p < 0.05 vs. Control, 
†p < 0.05 vs. Ethanol, ‡p < 0.05 vs. Withdrawal 

図 8 慢性アルコール投与による Cx43 蛋白質
発現量の変化

Data represent mean ± SD, *p < 0.05 vs. Control, 
†p < 0.05 vs. Ethanol, ‡p < 0.05 vs. Withdrawal. 

膜貫通蛋白質のセリン 368（図 9）とセリ
ン 279/282（図 10）リン酸化 Cx43については
慢性アルコール投与により低下傾向が認め
られたが、統計学的に有意な差はみられなか
った。しかし、急性離脱の際にこれらの指標
は著明に低下した。一方、これらの Cx43 の
変化は carvedilol 前投与によって是正された
（図 9-10）。

図 9 慢性アルコール投与による p-Cx43 ser 
386蛋白質発現量の変化

Data represent mean ± SD, * p < 0.05 vs. Control, 
†p < 0.05 vs. Ethanol, ‡p < 0.05 vs. Withdrawal. 

図 10 慢性アルコール投与による p-Cx43 ser 
279/282蛋白質発現量の変化

Data represent mean ± SD, * p < 0.05 vs. Control, 
†p < 0.05 vs. Ethanol, ‡p < 0.05 vs. Withdrawal. 

【総括】
慢性アルコール投与、特に急性離脱の際に
致死的不整脈の発症リスクが上昇し、全身お
よび心臓交感神経活性化、心筋脱分極の不均
一性の増大が認められた（基盤 C・18590635）。
今回のラットを用いた実験では、8 週間アル
コール投与により、形態的な心筋細網線維の
増加と Collagen 1a1 mRNA 発現量の増加が
見られた。線維形成のキー細胞である α-SMA
陽性細胞と α-SMA mRNA 発現量の増加が、
特に急性離脱ラットで認められた。心筋細網
線維・免疫染色・mRNA 発現量の変化は、
carvedilol 前投与により是正された。
一方、ギャップ結合リモデリングすなわち



細胞質における Cx43 合成の低下および膜貫
通 Cx43 のセリン 368 およびセリン 279/282
リン酸化の低下を認めた。これらの変化も
carvedilol投与により是正された。

以上の結果により、慢性アルコール投与、
特に急性離脱により、心筋での線維化リスク
が上昇し、不整脈のリスクが高まる可能性が
示唆された。ギャップ結合リモデリングは細
胞間の興奮伝播の異常を生じさせ、頻脈性不
整脈の発生・維持に関与する重要な要因と考
えられた。また、ギャップ結合リモデリング
について、直接的な交感神経系の関与が証明
され、交感神経系を制御することは頻脈性不
整脈の upstream治療となる可能性が示された。
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