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研究成果の概要（和文）：活性酸素種(ROS)への慢性暴露に着目し、心筋・骨格筋特異的Mn-SOD欠損マウス(H/M-SOD-/-
)の心筋を用いて、その電気生理学的異常を明らかにし、抗酸化作用物質の慢性投与が、その電気生理学的変化を軽減
するか否かを検討した。その結果ROSへの慢性暴露はK+ 電流密度の減少によってAPD90の延長等の電気生理学的異常を
惹起して、心房細動易誘発性に繋がるが、抗酸化作用物質の慢性投与によってこれらの電気生理学的異常が軽減するこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species (ROS) are suggested to play an important role in the genes
is of atrial fibrillation in elderly patients. However, a direct evidence of arrhythmogenic properties ass
ociated with chronic exposure to ROS is lacking. This study was undertaken to evaluate electrophysiologica
l alterations induced by chronic exposure to ROS using heart/muscle-specific manganese-superoxide dismutas
e-deficient (H/M-SOD-/-) mice. Atrial action potential was prolonged with a decreased K+ current density a
nd susceptibility to atrial fibrillation was increased. In atrial tissues of H/M-SOD-/- mice fibrotic chan
ges and decreased expression of connexin 43 protein were observed. These electrophysiological and histolog
ical abnormalities were lessened by chronic intake of an antioxidant in H/M-SOD-/- mice. Thus, chronic exp
osure to ROS can increase susceptibility to atrial fibrillation and dietary intake of antioxidant nutrient
s may prevent oxidative stress-induced arrhythmias. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内で産生される活性酸素種（ROS）は
蛋白質や脂質といった生体成分を酸化し、細
胞老化と共にその機能不全を引き起こす。し
かしながら、それがどのような機序で惹起さ
れるかについては十分検討されておらず、そ
の予防手段も確立されていない。加齢に伴っ
て最も罹患率の高くなる不整脈は心房細動
であり、65歳を越える老人においては 5％以
上にその発生が認められ、脳梗塞という合併
症を惹起する事から、大きな医療的課題とな
っている。 
 
２．研究の目的 
老化によって発生率が高まる心房細動の

発生機序としてROSの慢性的負荷に着目し、
心筋・骨格筋特異的 Mn-SOD 欠損マウスを
用いて病態生理学的役割を明らかにし、新た
な治療手段の開発に資する事を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 心筋・骨格筋特異的 Mn-SOD 欠損マウス
の作製 
共同研究者の白澤卓二教授（順天堂大学医

学部）、清水孝彦准教授（千葉大学医学研究
院）の協力で、組織特異的に Mn-SOD を欠
損させたマウスを作製した。すなわち、心
筋・骨格筋特異的に Cre リコンビナーゼを発
現する Muscle Creatine Kinase (MCK)-Cre
マウスを組織特異的に Mn-SOD Exon3 両側
に loxP 配列を挿入したマウス（Mn-SOD flox
マウス）と体外受精にて交配し Conditional 
KO マウスを作製した。この心筋・骨格筋特
異的 Mn-SOD 欠損マウスを順次作製し、そ
のマウスを薬物非投与群および抗酸化作用
を持つ薬物を慢性的に投与した薬物投与群
として実験に供した。実験に使用する前に麻
酔下で肢誘導から心電図を記録した。 
 
(2) 心筋・骨格筋特異的 Mn-SOD 欠損マウス
心臓の電気生理学的研究 
既に我々が報告した方法（Liao et al, J 

Clin Invest 2010）に従い、マウス摘出心臓
を酸素化した栄養液で灌流したランゲンド
ルフ心においてその電気生理学的特性を解
析した。具体的には右房に接着させたペーシ
ング電極から、プログラム電気刺激装置を用
いて早期電気刺激法によって有効不応期
（ERP）の測定を行った。同時に右房から左
房への伝導時間も測定した。また、右心房バ
ースト刺激を行い、心房細動誘発率を測定し
た。これらの電気生理学的パラメーターにつ
いて、上記の方法により薬物投与および非投
与の対照群、薬物投与および非投与の Mn- 
SOD 欠損マウス群の摘出心において検討を
行った。 
心室の電気生理学的評価を麻酔開胸下の

マウスを用いて行った。心室プログラム刺激
によって ERP を測定すると共に、バースト
刺激で心室頻拍、心室細動の誘発性について

検討した。 
 

(3) 心筋・骨格筋特異的 Mn-SOD 欠損マウス
心筋細胞の活動電位および膜電流の解析 
心筋・骨格筋特異的 Mn-SOD 欠損マウス

および野生型（WT）マウスより、コラゲナ
ーゼ処理によって心室筋細胞および心房筋
細胞を単離した。その心房筋細胞においてパ
ッチクランプ法を適用し、カレントクランプ
モードによって活動電位を記録すると共に、
ボルテージクランプモードで各種膜電流を
測定し、膜容量により補正する形で電流密度
を算出した。電流系では速いL型Ca2+ 電流、
外向き K+ 電流、内向き整流 K+ 電流を測定
した。WT マウスおよび心筋・骨格筋特異的
Mn-SOD 欠損マウスの心筋細胞の間で活動
電位、特に活動電位幅に差異が認められるか、
検討を行った。また、心筋細胞の膜電流系の
電流密度に差異があるかも検討した。そして
両群マウスへの抗酸化薬の慢性投与によっ
てこれらのパラメーターに対する影響があ
るか否かについて検討を行った。 
 
(4) 心筋・骨格筋特異的 Mn-SOD 欠損マウス
心房の組織学的変化とコネキシン発現の検
討 
 これらマウスの心房組織の線維化を
Masson’s trichrome 染色で評価した。また、
コネキシン 43およびコネキシン 43の発現を
免疫組織染色で検討した。ここでも、抗酸化
薬の長期投与によって心筋・骨格筋特異的
Mn-SOD 欠損マウスにおける線維化やコネ
キシン分布の状況が影響を受けるか否かを
検討した。 
 
４．研究成果 
 活性酸素種（ROS）は心筋細胞の老化やそ
れに伴う心房細動等の不整脈の発生に関与
するとされているが、ROS の慢性負荷がどの
ような電気生理学的異常を起こすか明らか
となっていない。本研究では心筋・骨格筋特
異的 Mn-SOD 欠損（H/M-SOD-/-）マウスを
用い、その病態生理学的解析を行った。 
 
(1) H/M-SOD-/- マウスにおける心電図変化 
 23－25 週齢の野生型（WT）マウスと
H/M-SOD-/- マウスから、麻酔下に心電図を
記録した。WT マウスの心電図に比して、
H/M-SOD-/- マウスの心電図ではQRS幅が有
意に延長すると共に、PR 間隔および QT 間
隔が有意に延長していた。抗酸化作用を持つ
プロシアニジン等のポリフェノールを含む
リンゴポリフェノール（AP）を長期投与する
と、野生型マウスの心電図は変化しなかった
が、H/M-SOD-/- マウスの心電図では QRS 幅
延長が有意に軽減し、QT 間隔延長も軽減傾
向が見られた。 
 
 (2) H/M-SOD-/- マウスにおける心室筋の電
気生理学的変化 



 23－25週齢のWTマウスとH/M-SOD-/- マ
ウスを麻酔下、開胸して in vivo において心
室プログラム刺激を行い、有効不応期（ERP）
を測定し、バースト刺激で心室頻拍（VT）心
室細動（VF）の誘発性を検討した。H/M- 
SOD-/- マウスの心室筋では WT マウスの心
室筋に比して、ERP が有意に延長していたが、
AP の慢性投与を受けた H/M-SOD-/- マウス
の心室筋では ERP 延長は減弱していた。WT
マウスでは心室バースト刺激で VT/VF の誘
発は認められなかったが、H/M-SOD-/- マウ
スでは 19例中 12例でVT/VFの誘発があり、
APの慢性投与でその発生率は 17例中 5例に
減少した。 
 
(3) H/M-SOD-/- マウスの心室筋細胞の電気
生理学的変化 
 酵素的に単離した WT マウスと H/M- 
SOD-/- マウスの心室筋細胞から活動電位を
記録した。WT マウス心室筋細胞に比して、
H/M-SOD-/- マウスの心室筋細胞では 90％再
分極レベルでの活動電位幅（APD90）が有意
に延長していた。また、H/M-SOD-/- マウス
の心室筋細胞では早期脱分極様の異常自動
能を示す心室筋細胞が多かった。AP の慢性
投与を受けた H/M-SOD-/- マウスの心室筋細
胞では APD90 の延長や異常自動能発生率が
軽減していた。 
 WT マウスと H/M-SOD-/- マウスの心室筋
細胞の膜電流系についても検討を行った。こ
れら二種類の心室筋細胞の間で、L 型 Ca2+ 電
流密度および脱分極時の外向き K+ 電流密度
に差異は認められなかったが、内向き整流
K+ 電流密度は減少していたが、AP の慢性投
与で有意に回復していた。 
 
(4) H/M-SOD-/- マウス心房筋の電気生理学
的変化 
 12－20週齢のWTマウスとH/M-SOD-/- マ
ウスから麻酔下で心臓を摘出し、酸素化した
栄養液で灌流してランゲンドルフ心を作成
した。心房組織の ERP を測定すると共にバ
ースト刺激によって心房細動の易誘発性に
ついて検討した。 
 

WT および H/M-SOD-/- マウス摘出心における心房細動（AF）
誘発実験 

 

H/M-SOD-/- マウスの心房では WT マウスの
心房に比して、ERP が延長し、AP の慢性投
与によって野生型マウス心房では変化がな
かったが、H/M-SOD-/- マウスの心房では
ERP の延長が軽減した。また、バースト刺激
による心房細動誘発試験では、H/M-SOD-/- 

マウス摘出心では WT 摘出心に比して、心房
細動誘発率が高まっていた。AP の慢性投与
により、WT マウス心では心房細動誘発率は
変化しなかったが、H/M-SOD-/- マウス心で
は心房細動誘発率が減少していた。 

 

 
WT および H/M-SOD-/-

 
マウス摘出心における心房細動（AF）

誘発率と ERP 

 
(5) H/M-SOD-/- マウスの心房筋細胞の電気
生理学的変化 
 酵素的に単離した心房筋細胞からパッチ
クランプ法を用いて活動電位および膜電流
系について検討した。H/M-SOD-/- マウスの
心房筋細胞ではWTマウスの心房筋細胞に比
して活動電位幅（APD90）が延長し、L 型 Ca2+ 

電流密度は変わらなかったものの、有意に外
向き K+ 電流密度が減少していた。 
 
(6) H/M-SOD-/- マウスの心房組織変化 
 心房組織を Masson’s trichrome 染色を行
って線維化の度合いを検討すると、H/M- 
SOD-/- マウスの心房筋組織は WT マウスの
心房筋組織と比して、線維化が進み、AP 慢
性投与でその度合いは減弱していた。 
 また、心房組織をコネキシン 43 の免疫組
織染色を行って、その量的変化を検討した。
H/M-SOD-/- マウスの心房筋組織は WT マウ
スの心房筋組織と比して、コネキシン 43 の
分布が減少しており、AP の慢性投与で回復
傾向が認められた。H/M-SOD-/- マウスの心
室筋組織においてもWTマウスの心室筋組織
に比して、コネキシン 43 の減少が認められ
ており、心室組織でも同じ傾向が認められた。 
 
 ROS への慢性暴露は、心室組織においても
様々な電気生理学的変化を惹起し VT/VF 易
誘発性を高めたが、心房組織においても、K+ 

電流密度の減少に活動電位幅延長等の電気
生理学的変化を来し、心房細動易誘発性につ
ながる事が明らかとなった。また、これらの
心室・心房の電気生理学的変化は抗酸化物質
の慢性投与によって軽減する事から、ROS は
心室および心房の不整脈発生に重要な役割
を果たす事が確認された。 
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