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研究成果の概要（和文）： 

心房細動の発症に活性酸素種が Ca2+や K+チャネルの機能調節を介して関与する可能性が示

されている。一方、敗血症の病態においては心房不整脈の易誘発性が知られる。研究者らは敗

血症モデルの心臓において活性酸素産生酵素 NADPH オキシダーゼの新規分子種 NOX1 の発

現が誘導され、心筋細胞のアポトーシスに寄与することを見出したことから、本研究ではNOX1

が心房性不整脈の発生に関与しているか否かを、Nox1 遺伝子欠損マウスを用いて検討した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Reactive oxygen species (ROS) have been implicated in the pathogenesis of atrial 
fibrillation by affecting ion channels of cardiomyocytes. In animal model of sepsis, 
susceptibility to cardiac arrhythmia is augmented. Since we previously demonstrated 
that a novel isoform of superoxide-generating NADPH oxidase, NOX1, was 
up-regulated in septic heart to elicit cardiomyocyte apoptosis, a possible involvement of 
NOX1 in the development of cardiac arrhythmia was investigated using mice deficient 
in Nox1. 
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１．研究開始当初の背景 

循環器系のシグナル分子である活性酸素種 

(ROS) は膜タンパクや細胞内分子に直接作
用してその構造や機能を変化させることか
ら、心筋イオンチャネルの活性を制御してい
る可能性がある。 

 NADPH オキシダーゼは生体内における 

ROS の主要産生源であり、古くから好中球
に局在し生体防御に関わることが知られて
いた。近年その触媒サブユニット NOX のホ

モログが見出され、非食細胞型の新規分子種 

NOX1 が発見された。NOX1 の発現は他の
ホモログに比し低いものの刺激を受けると
強い発現誘導が起こる特徴がある。 

 申請者らは生活習慣病の病態において 

NOX1 が血圧上昇や組織の酸化的ストレス
亢進に中心的に寄与することを明らかにし
てきた。最近、NOX1 由来の ROS が蛋白キ
ナーゼ (PKC) のシステイン残基のジスルフ
ィド結合形成を介しその膜移行を促進し、侵
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害刺激受容チャネル TRPV1 を活性化する
ことで痛覚過敏を引き起こすことを見出し
たことから、NOX1 由来の ROS が広くイ
オンチャネルの活性を制御しているのでは
ないかと考えた。 

 実際、心房細動の発症に NADPH オキシ
ダーゼ由来の ROS の関与が報じられてお
り、さらに電位依存性  Ca2+ チャネル 

(VDCC) がROSによるPKCの活性化を介し
て正に制御されていること、Ca2+ 依存性 K+ 

(BK) チ ャ ネ ル が 膜 カベ オ ラ に お い て 

NADPH オキシダーゼと共存し、ROS によ
る負の制御を受けていることが相次いで報
告されている。 

 

２．研究の目的 

以上の知見をもとに本研究では NOX1 が(1) 

不整脈の発生に関与する、(2) VDCC ならび
に BK チャネル活性を制御する可能性につ
いて、独自に作出した遺伝子欠損マウス 

(Nox1KO) とその初代培養細胞を用いて明
らかにすることとした。 

 

３．研究の方法 

C57BL/6N の遺伝的背景を有する Nox1KO

マウスと対照となる野生型マウス(WT マウ
ス)の 8-10 週齢(雄)マウスを用いた。敗血症
を誘発するため lipopolysaccahride:LPS 
(Escherichia coli O111:B4, 

25mg/kg;Sigma,St.Louis, MO, USA )を腹腔
内に投与し、6時間後に電気生理学的実験を
行った。 
 
(1)心電図記録 
腹腔内に urethan (2mg/kg)を投与し、麻酔下
に体表面心電図のⅠ誘導の記録を行った。心
電図記録は Power Lab (AD Instruments, 

Castle Hill, Australia)を介してコンピュー
ターに保存し、解析用ソフト(version6;AD 

Instruments )を用いて解析を行った。 
 
(2)Langendorff 灌流心 
ex vivo において心臓の電気生理学的特性を
評価した。腹腔内に urethan (2g/kg)、右内頚
静脈に heparin (300UI/kg)を投与した後、開
胸し、すばやく心臓を取出して、大動脈に灌
流用カニューレを挿入してLangendorff灌流
装置に装着した 。灌流液には Krebs- 

Henseleit 液 (37℃)を用い、大動脈から一定
圧(80mmHg)で灌流した。Kerbs Henseleit

液の組成は、NaCl 119mM、KCl 4.8mM、
KH2PO4 1.2mM、MgSO4・7H2O 1.2mM、
CaCl2・2H2O 2.5mM であり、95% O2-5% 

CO2で平衡状態にした。心臓は灌流開始後 10 

min 以上自己拍動で定常化した後に、記録用
白金電極を左心耳と心尖の心外膜表面に接
着させ、刺激白金電極を右心耳の心外膜表面

に装着させた。心電図は生体電気増幅器
(AVB-10, Nihon Kohden, Tokyo, Japan)で
増幅し、アナログ信号のデジタル信号変換器
PowerLab を用いて変換し、コンピューター
に保存して解析ソフトで解析した。 
 
(3)摘出心臓の電気生理学的特性の評価 
心房性不整脈の易誘発性は、電気刺激装置
(SEN-7203, Nihon Kohden, Tokyo, Japan)

を用いてプログラム刺激を行って検討した。
刺激強度は刺激閾値の 2 倍とした。まず 20

発の連続基本刺激 S1 を 100msec の周期長
で加えた後に、21 発目に早期刺激 S2 を加え
た(extra stimulation)。S2 は反応しなくなる
まで 2msec ずつ短縮させ、反応しなくなった
最長の S1-S2 間隔を有効不応期として、二回
繰り返し計測した。また、基本刺激の最後の
刺激から心房波の頂点までの時間を伝導時
間と定義し、計測した。続いて、心房性不整
脈を誘発するために 2秒間のバースト頻回刺
激を行った。最初の頻回刺激の周期長は
40msec とし、20msec まで 2msec 毎漸減さ
せた。一連の頻回刺激を 3 回繰り返したが、
定常化させるためにそれぞれの間に 5分間の
休止期間をとった。プログラム刺激後 3 連発
以上の心房性期外収縮が観察されたときに
心房性不整脈誘発と定義した。 
 
(4)統計 
一元配置分散分析(多重比較検定として
Scheffe’s test を用いた)、繰り返しのある
二元配置分散分析、フィッシャーの直接確率
計算法を用い、P<0.05 を有意とした。 
 
４．研究成果 
WT マウスおよび Nox1KO マウスのそれぞ
れ LPS 投与群、非投与群について電気生理
学的検討を加えた。それぞれの実験群の心電
図各パラメーターについては、Fig.1 に示さ
れるような定義によって計測した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 1 



RR 間隔、P 波長、PR 間隔、QS 間隔の各群
において有意差は認めなかったが、QT 間隔
については、WT マウスおよび Nox1KO マウ
ス群と比較して、LPS を投与した Nox1KO

マウス群 (Nox1 KO/LPS) で有意な延長が
認められた。また、P 波長は LPS を投与する
ことによって有意に延長した (Table 1)。 
 
Table 1 

 
**P<0.01 vs. WT/LPS 

 

Langendorff 灌流心において、心房有効不応
期は、WT マウスおよび Nox1KO マウスとも
に LPS を投与することによりむしろ有意に
延長した (Fig. 2)。 
 
Fig.2 

 
この時、どの実験群においても伝導時間に有
意差は認めなかった (Fig. 3)。 
 
Fig.3 

 
Langendorff 灌流心における心房性不整脈の
易誘発性は、LPS 非投与の WT マウス群で高
く、LPS 投与の WT マウス群 (WT/LPS)、
LPS 非投与の Nox1KO マウス群 (Nox1 KO)、
LPS 投与の Nox1KO マウス群 (Nox1 

KO/LPS) では LPS 非投与の WT マウス群
に比し、心房性不整脈の易誘発性という点で

低かった (Table 3, Fig.4)。 
 
Table 3 

 

 

*P<0.05 vs. WT 

 

Fig.4 

 

 
LPS の投与により活動電位、不応期の短縮が
起こり、心房性不整脈が起こりやすくなると
いう今までの報告と異なり、WT マウス群で
LPS の投与によりむしろ心房性不整脈は起
きにくくなった。その理由としては、今まで
の研究に用いられていた実験動物種、LPS 投
与量や投与からの時間等いくつかの要因は考
えられるものの、現段階では不明である。WT

マウス群において LPS の投与によりむしろ
心房性不整脈は起きにくくなったことの理由
の一つとして、心房有効不応期の延長が挙げ
られるかもしれない。 

WT マウス群に比して Nox1KO マウス群
において心房性不整脈が誘発しにくかった。
LPS 投与前のおける心房有効性不応期の基
礎値、およびの LPS 投与後の心房有効性不
応期の延長はWTマウス群と差がなく、それ
以外の機序が考えられたが、伝導時間にも有
意の差はなく、今回の研究からはその原因は
不明である。LPS の投与により、WT マウ
スおよび Nox1KO マウス群両群で体表面心
電図において P波の延長が認められた。しか
しながら、刺激波から心房波頂点までの測定
で得られた伝導時間には延長が観察されなか
った。 

Nox1KO マウス群でも LPS を投与するこ
とにより心房有効不応期が延長しているが、
WT マウス群での LPS 投与の反応と差異は

** 

* * 



無かった。心電図において Nox1KO マウス
群の LPS 投与後に QT 時間が延長してい
たが、LPS投与後の RR 間隔の延長が一部関
与している可能性が考えられた。 

今回の研究において、LPS投与により、心房
性不整脈の易誘発性が高まるという現象は認
められず、従来の報告とは一致するものでは
なかった。また、Nox1KO マウス群では WT

マウス群に比して、LPS 投与前の段階で心房
性不整脈の易誘発性が低下していることはあ
ったが、それ以外で LPS に対する反応等で
WT マウス群との差異は認められなかった。 
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