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研究成果の概要（和文）：洞房結節細胞の持続性内向きナトリウム電流（Ist）は、ペースメーカー活動への寄与が示
唆されているが、それを担うチャネル分子が同定されていない。本研究は、L型カルシウムチャネルのCaV1.3とIstの機
能的発現の相関を調べるとともに、RNA編集の可能性のあるCaV1.3バリアントの検出を試みた。洞房結節細胞におけるI
stの発現はL型カルシウム電流の大きさと正の相関があり、CaV1.3遺伝子欠損マウスにおいてIstは消失した。次世代高
速シーケンサーを用いた網羅解析の結果、イオン選択性に影響しうるCaV1.3レアバリアントを検出した。以上より、Ca
V1.3バリアントがIstを担う可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The sustained inward Na+ current (Ist) in sinoatrial node (SAN) pacemaker cells ha
s been suggested to contribute to the pacemaker activity, although unknown molecular correlates of this cu
rrent limits the understanding of its significance in the pacemaker activity. The purpose of this study wa
s 1) to examine the relationship between L-type Ca2+ channel CaV1.3 subunit and Ist in their functional ex
pression levels, and 2) to identify the RNA editing-mediated CaV1.3 variants. The density of Ist was posit
ively correlated with the magnitude of L-type Ca2+ current (ICa,L). In knock-out mice with disruption of C
aV1.3, ICa,L was significantly reduced, which was accompanied by a complete loss of Ist. Comprehensive ana
lysis of CaV1.3 transcripts using the second generation sequencer revealed the presence of rare variants w
ith residue changes in the Ca2+ selectivity filter. These findings suggest that Ist is mediated by CaV1.3 
variants Ist in SAN pacemaker cells. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）心臓の拍動リズムは洞房結節における
自発的な電気活動（ペースメーカー活動）に
由来する。洞房結節細胞において特異的に観
察される持続性内向きナトリウム電流（Ist）
は、ペースメーカー電位の形成（心拍リズム
を決定する細胞膜の電気的な変化）への寄与
が示唆されている。しかしながら、Istを担う
チャネル分子は未だ同定されておらず、この
電流の生理的意義の解明は進んでいない。 
（２）Istは生理的にナトリウムイオンの流れ
に応じて発生するイオンチャネル電流とし
て示唆されているものの、一般的なナトリウ
ムチャネルの阻害剤である tetrodotoxinに感
受性を示さず、L 型カルシウム電流（ICa,L）
を阻害する古典的なカルシウム拮抗薬によ
り抑制される。このような薬理学的性質から、
Ist を担うチャネル分子は L 型カルシウムチ
ャネル（LTCC）のバリアントである可能性
が示唆される。 
（３）洞房結節には CaV1.2 ならびに CaV1.3
の２種類の LTCC ポア形成αサブユニット
が発現している。前者は心臓に広く分布して
いるが、後者は洞房結節を含む心房領域に特
異的に発現しており、発現分布の類似性から
Istとの関連が疑われる。 
 
２．研究の目的 
（１）洞房結節細胞において LTCCαサブユ
ニット CaV1.3 と Istの発現相関を解析し、両
者の分子レベルでの因果関係について検証
する。 
（２）洞房結節における CaV1.3 のバリアン
トの検索とその RNA 編集の可能性について
検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）洞房結節細胞の単離：マウスならびに
モルモットから心臓を摘出し、洞房結節組織
を切離した。その後、パッチクランプ法に供
するために、酵素処理により洞房結節細胞を
単離した。 
（２）CaV1.3 ノックアウトマウスならびに
CaV1.2 T1066Y ノックインマウスを用いた
検証：両遺伝子改変モデルマウスはオースト
リア、インスブルック大学の Dr. Striessnig
らが確立し、フランス CNRS（国立科学研究セ
ンター）の Dr. Mangoni の研究室で飼育維持
された個体を用いた。 
（３）パッチクランプ法における電流記録：
顕微鏡下で単離洞房結節細胞にガラス電極
をあて、膜電位固定下で Ist、ICa,Lならびに If

の記録を行った。 
（４）次世代高速シーケンサーによる Cav1.3
バリアントの検出：ラット洞房結節から RNA
を抽出し、CaV1.3 遺伝子転写産物の増幅を行
った。その後、イルミナ Hiseq により配列決
定を網羅的に行い、一塩基置換（SNP）の検
出を行った。 
 

４．研究成果 
（１）主な研究の成果 
①モルモット洞房結節細胞における Ist と
ICa,Lの機能的発現レベルの相関 
 洞房結節から単離した細胞は、機能的にヘ
テロ（不均一）であることから、その形態に
もとづき Spindle（細胞端が先細りした形）、
Spider（クモ様に細胞体から分岐した突起が
ある）、Elongated（Spindle タイプと類似し
た形で長軸が 80 m 以上の長さをもつ）なら
びに Atrial-like（心房筋細胞に類似した形）
の４種類に分類した。いずれのタイプの細胞
も（全ての細胞ではないが）生食中で自発性
収縮を示し、洞房結節に特異的な電流として
よく知られている If を発現していた。一方、
Istは Spindle や Spider タイプの細胞におい
てよく観察され、その電流密度は Elongated
タイプに比べ有意に大きかった。一方、
Atrial-like 細胞においては Ist が検出できな
かった（図１参照）。したがって、Ist の発現
分布は Ifに比べ限局的あるといえる。 

 また、Spindle や Spider タイプの細胞など
の Ist を強く発現している細胞において、Ist

と ICa,L の電流密度に正の相関が観察された。
し か し な が ら 、 こ の 両 電 流 の 相 関 は
Elongated タイプで弱くなり、Istを発現して
いない Atrial-like 細胞において相関は当然
みとめられなかった。一方、ICa,Lの半最大活
性化電位は、Spindle = Spider < Elongated < 
Atrial-like の順に過分極側にあった。CaV1.3
は CaV1.2 に比べ、より過分極側で活性化さ
れることから、細胞タイプによる ICa,Lの膜電
位依存性の違いは LTCCαサブユニットの構
成比の差に起因することが示唆された。すな
わち、Spindle や Spider タイプの細胞は比較
的多く CaV1.3 を発現しており、Istは CaV1.3
と発現分布において強く相関している可能
性が考えられた。 



②CaV1.3 ノックアウトマウスにおける Istの
消失 
 CaV1.3 と Istの分子レベルの因果関係を直
接的に検証するために、CaV1.3 遺伝子欠損
（CaV1.3-/-）マウスを用いた（図２参照）。当
該マウスは洞房結節機能の低下に起因する
著しい徐脈を呈する。単離洞房結節細胞から
ICa,Lを記録すると、その電流密度は野生型の
それに比べ 30%程度減弱するとともに、膜電
位依存性の脱分極シフトが観察された。した
がって、CaV1.3 が洞房結節細胞の ICa,L の一
部を構成することが確認された。一方、Istは
パッチクランプ実験に供したいずれの細胞
からも検出されることはなかった。これらの
結果から、CaV1.3 は洞房結節細胞において
ICa,L のみならず Ist も関与することが強く示
唆された。 

 一方、洞房結節に発現するもう一つの
LTCC サブユニット（CaV1.2）の Ist への関
与は、CaV1.2 変異（T1066Y）ノックインマ
ウスを用いて検討した。T1066Y 変異は
CaV1.2 の dihydropyridine（DHP）系 Ca2+

拮抗薬に対する親和性を著しく低下させる。
当該変異ノックインマウスの洞房結節細胞
において DHP 化合物の効果を調べたところ、
ICa,Lの一部（~36％）が 1 M nifedipine に
抵抗性を示した。同じ濃度の nifedipine は野
生型マウスの ICa,L をほぼ完全に抑制したこ
とから、洞房結節細胞の ICa,L は CaV1.2 と
CaV1.3 の両方により構成されることが確認
された。一方、Ist の nifedipine 感受性は
CaV1.2 の T1066Y 変異に影響を受けなかっ
たことから、CaV1.2 が Istの構成に関与する
可能性は低いと考えられた。 
 このように、CaV 遺伝子改変マウスの検討
により、Istに関与する LTCCαサブユニット
は CaV1.3 であることが強く示唆された。 
 

③次世代シーケンサーを用いた CaV1.3 レア
バリアントの同定 

 異種性に発現した CaV1.3 が心筋 ICa,Lに類
似のカルシウム電流を構成することは確立
しているが、Istのようなナトリウム電流を誘
発するという事実は確認されていない。この
ことは、これまでクローニングされていない
CaV1.3 の未知のバリアントが Istを担ってい
る可能性がある。そこで、ラットの洞房結節
から全 RNA を回収し、次世代高速シーケン
サーを用いて CaV1.3 遺伝子産物の網羅解析
を行った。その結果、哺乳動物における RNA
編集の一般的な修飾パターンであるアデニ
ンからグアニンへの置換をいくつか検出し
た（図３参照）． 各部位での塩基置換率は３%
以下であったが，Ca2+選択性フィルターや IQ
モチーフのような機能的に重要なアミノ酸
配列を変化させるものが含まれていた．興味
深いことに， IQ モチーフにおける塩基置換
は，脳においても同様に確認されており，
CaV1.3は高頻度に観察されるRNA編集のひ
とつの標的分子であることが最近報告され
ている．このことは，RNA 編集が CaV1.3 の
機能的多様性をもたらす普遍的なメカニズ
ムであること示唆するものあり，Istとの関連
が期待された． 
 
（２）得られた成果のインパクト 
 洞房結節のペースメーカー活動の発生メ
カニズムは古典的な研究課題であるものの、
未だ活発な議論が続いている．それは，この
生命活動に不可欠な生理機能が複雑なシス
テムで成立していることを示唆している．洞
房結節の自発活動を支配する緩徐脱分極（ペ
ースメーカー電位）の背景となる膜電流は、
洞房結節のペースメーカー活動のしくみを
理解する最も重要な関心事である。したがっ
て、Ist はその存在が 1995 年に発見されて以
来、世界的に注目されてきた。このような背
景のもと、本研究が見出した CaV1.3 と Istの
極めて密接な相関は、Istの分子基盤の解明に
大きなヒントを与えるとともに、心臓のペー
スメーカー活動のしくみを理解する上で重
要な知見となるだろう． 



 
（３）今後の展望 
 本研究は CaV1.3 の未知のバリアントが Ist

を担っている可能性を示唆しているが，次世
代シーケンサーにより見出された一塩基置
換と Istの関連性は依然明らかでない。今後、
本研究で見出した CaV1.3 レアバリアントの
存在の普遍性を様々な動物種で検証すると
ともに、イオン選択性を含む Istとの機能的な
相関を精査することにより、Istの分子基盤の
全容解明が期待される。 
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