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研究成果の概要（和文）： 組織の立体構造を保持した肺静脈標本に高速３次元共焦点顕微鏡法および微小電極
法を適用し、細胞から組織レベルまでの総合的視点から、自発活動の発生および伝播機序を解明することを目指
した。摘出肺静脈組織標本では自発活動が観察され、その発火頻度はnoradrenalineによって増大し、
acetylcholineによって減少した。自発活動が見られない標本にnoradrenalineを作用させると静止膜電位の変化
および局所的な細胞内カルシウムオシレーションに続いて自発活動が誘発された。以上の結果より、肺静脈心筋
の自発活動は自律神経伝達物質により影響を受けることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：　We recorded the spontaneous automaticity from the myocardial layer of 
isolated pulmonary veins with high-speed 3-demensional confocal microscopy and glass microelectrode 
technique. Spontaneous automaticity was observed in isolated pulmonary vein preparations and firing 
frequency was enhanced by noradrenaline, while reduced by acetylcholine. Noradrenaline affected the 
resting membrane potential and induced local calcium oscillations followed by spontaneous 
automaticity. These results indicated that spontaneous automaticity of the pulmonary vein myocardium
 is influenced by autonomic neurotransmitters.

研究分野： 循環薬理学
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１．研究開始当初の背景 
心房細動は患者数が多く（日本に130万人）、

心原性脳梗塞を誘発するなど患者のQOLを損
なうことから、治療意義の大きい不整脈であ
る。これまで心房細動は心房筋の異常興奮が
主原因と考えられていたため、現在も治療薬
は心臓にターゲットをおいた抗不整脈薬が
使用されている。しかし近年、心房細動患者
の９割以上は左心房に隣接する肺静脈が不
整脈の源であり、さらに肺静脈に迷入してい
る心筋組織から発生する異所性自動能が原
因であることが判明した。従ってこの肺静脈
自動能を抑制する薬物を見出すことができ
れば、心房細動の新たな治療戦略に繋がり、
社会に大きく貢献できる。現在まで、肺静脈
心筋細胞に存在する個々のイオンチャネル
に注目した基礎的検討はなされているが、肺
静脈心筋の異所性自動能の発生機序や薬物
応答性については未解明の点が多く、治療戦
略を構築するための情報は極めて少ない。 
そこで私は、細胞の興奮を可視化できる蛍
光イメージング法を用いて、組織構造を保持
した状態の肺静脈を、細胞から組織レベルま
での高い空間分解能で観察し、解析すること
ができれば、自発活動の発生と伝播のすべて
の過程が可視化され、心房細動の発生機序の
解明に繋がるという着想に至り、本研究を開
始した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肺静脈の電気的自発活動

に焦点を当て、組織の立体構造を保持した肺
静脈標本に高速３次元共焦点顕微鏡法およ
び微小電極法を適用し、細胞から組織レベル
までの総合的視点から、自発活動の発生およ
び伝播機序を解明することである。 

 
３．研究の方法 
Hartley 系モルモットおよび ddY マウスか

ら素早く心肺を摘出し、左心房および肺静脈
組織標本を作製した。細胞内 Ca2+動態は組織
標本あるいは単離細胞に蛍光プローブを負
荷し、共焦点顕微鏡法により可視化・定量し
た。心筋細胞の単離は、肺をつけたままラン
ゲンドルフ灌流心を作成し、コラゲナーゼ処
理により行った。電流測定は whole-cell 
patch clamp 法を適用し行った。細胞内活動
電位の測定は定法に従い、3 M の塩化カリウ
ムで満たしたガラス微小電極（抵抗値 20～30
Ω）を電極内に刺入し行った。 
 
４．研究成果 
モルモット・ラット・マウスの肺静脈摘出

標本を組織染色した結果、肺静脈心筋層自体
の厚さはモルモット＞ラット＞マウスの順
であった。モルモットの肺静脈自体の厚さは
300 ミクロン程度であり、さらに肺静脈心筋
層はおよそ 150 ミクロン程度であった。一方
マウスの肺静脈自体の厚さは100ミクロン程
度であり、さらに肺静脈心筋層はおよそ 30

ミクロン程度であった。どの動物種でも、心
筋層は血管平滑筋層と外膜に挟まれて存在
していた。しかし、どの動物種でも心筋組織
層の厚さは一定ではなく、肺側に行くほど薄
くなっていくことが観察された。共焦点顕微
鏡を用いて、肺静脈組織の断面を観察した結
果、血管の内腔側から、内皮細胞層、血管平
滑筋層、心筋層、そして外膜が存在している
ことが明らかになった。また神経の混在も観
察された。さらに肺静脈心筋組織内の細胞の
走行を観察すると、多くの細胞は輪走筋方向
に走行していたが、局所的に異なる走行をし
ている細胞が観察された。 
厚みのあるモルモットの肺静脈摘出標本

では、蛍光プローブの均一な導入が難しく、
また対物レンズの作動距離の限界のため、外
膜側の心筋層の観察が困難を極めた。一方、
血管組織自体の断面が薄いマウス肺静脈摘
出標本は、比較的蛍光プローブの導入が容易
であり、かつ対物レンズの作動距離の範囲内
にあるため、顕微鏡観察に適している可能性
が示唆された。 
摘出肺静脈組織標本に Ca2+蛍光プローブを

導入し、観察した結果、どの動物種でも細胞
内 Ca2+オシレーションが観察された。ある心
筋部位では、活動電位の発生を示唆する Ca2+ 
transient が観察範囲内の心筋層で同悸して
発生している様子が捉えられた。また別の心
筋部位では Ca2+ wave や Ca2+ spark といった
局所的なオシレーションが観察された。Ca2+ 
wave が細胞間を伝播していく様子も捉えら
れ、その伝播速度は 60 から 120 m/sec 程
度と、心房筋で観察されるものと大きな違い
はなかった。 
一方、細胞内カルシウム動態や循環器疾患

の発症と深く関連すると予想される交感神
経伝達物質の noradrenaline を処置すると、
細胞内 Ca2+濃度の上昇と、自発的な Ca2+ 
oscillation の発生が観察された。そこへ筋
小胞体阻害薬である ryanodine を処置する
と、Ca2+オシレーションが停止した。   
マウス肺静脈摘出組織標本の心筋層にガ

ラス微小電極を刺入し、電気活動を記録した。
約半分の標本で自発的電気活動が見られ、連
続発火、バースト状の間欠的な発火の両方が
見られた。この自発活動の発火頻度を
noradrenaline は増大させ、acetylcholine
は減少させた。自発的電気活動が見られない
標本に 1Hz の電気刺激を加えると、活動電位
が発生した。肺静脈心筋の静止膜電位は心房
筋に比べて浅いものであった。自発的電気活
動が見られない標本にnoradrenalineを作用
させると静止膜電位の脱分極方向あるいは
過分極方向へのシフトが見られ、続いて自発
活動が誘発された。この自発活動に対して
acetylcholine および adenosine は抑制効果
を示した。これらの結果から、マウス肺静脈
心筋では多様な自発活動が見られること、そ
れが自律神経伝達物質により影響を受ける
ことが明らかになった。 



次に肺静脈心筋の自発活動の発生機序を
検討するため、細胞膜上に存在するイオンチ
ャネル・トランスポーターおよび筋小胞体の
阻害薬を処置した。その結果、マウス肺静脈
心筋の自発活動はナトリウム・カルシウム交
換機構阻害薬の SEA0400 および L型カルシウ
ムチャネル遮断薬の nifedipine によって頻
度の低下や停止が観察された。しかし、T 型
カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遮 断 薬
R(-)-efonidipine によって頻度の低下や停
止は観察されなかった。一方、マウス肺静脈
心筋の自発活動はRyanodine受容体遮断薬の
Ryanodine および IP3 受容体遮断薬 の
2-Aminoethoxydiphenyl borate(2-APB)によ
って自発活動の頻度の低下および停止が観
察され、筋小胞体からのカルシウムイオンの
放出が関与していることも示唆された。以上
の結果より、マウス肺静脈心筋の自発活動に
は筋小胞体からのカルシウムの放出と細胞
膜を介したカルシウム流入が関与している
ことが示唆された。 
さらに、noradrenalineの肺静脈自発活動の

発生機序について詳細に検討した。モルモッ
ト肺静脈心筋摘出筋標本において、ノルアド
レナリンは肺静脈心筋の自発活動を濃度依存
的に誘発した。その際、細胞内カルシウム濃
度の上昇も観察された。また間接型作動薬で
あるチラミンによっても、自発活動が惹起さ
れた。さらにアドレナリンα受容体刺激薬メ
トキサミンも自発活動を誘発し、その興奮頻
度は低値であったが、β受容体刺激薬イソプ
レナリンの追加により頻度が著明に上昇した。
一方、イソプレナリン単独では自発活動は誘
発されなかった。ノルアドレナリン誘発肺静
脈心筋自発活動に対し各種アドレナリン受容
体選択的遮断薬を処置したところ、α1受容体
選択的遮断薬プラゾシンおよびβ1受容体選
択的遮断薬アテノロールが自発活動を停止、
あるいは頻度を減弱させた。α2受容体選択的
遮断薬ヨヒンビン、β2受容体選択的遮断薬
ICI118551およびβ3受容体選択的遮断薬
SR59230は抑制効果を示さなかった。以上の結
果から肺静脈心筋において、ノルアドレナリ
ンはアドレナリンα1受容体およびβ1受容体
の両方を介し自発活動を発生させることが示
唆された。 
 
本研究によって、肺静脈内に混在している

交感神経終末からノルアドレナリンが放出
され、局所的に細胞内 Ca2+オシレーションが
起こり、自発活動が発生することが明らかと
なった。 
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市） 
 
⑰ 入江雅彦 モルモット肺静脈心筋におい 
て内向き整流性 K+電流抑制は細胞内 Ca2+依 
存性電気的自発活動を誘発させる 次世代 
を担う創薬・医療薬理シンポジウム 2014 
2014 年 8 月 30 日 近畿大学東大阪キャンパ 
ス (大阪府・東大阪市) 
 
⑱ 田中愛弓 動静脈瘻ラット肺静脈心筋の電
気生理学的性質 第130回日本薬理学会関東
部会 2014年7月5日 星薬科大学 百年記念
館 （東京都・品川区）  
 
⑲ 下林真梨子 モルモット肺静脈心筋自発的
収縮における交感神経の関与 第57回日本薬
学会関東支部大会 帝京大学 板橋キャンパ
ス 2013年 10月26日 (東京都・板橋区)  
 
⑳ 鶴田將人 マウス肺静脈心筋の電気的自発
活動に関する薬理学的検討 第57回日本薬学
会関東支部大会 帝京大学 板橋キャンパス 
2013年 10月26日 (東京都・板橋区) 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.mnc.toho-u.ac.jp/v-lab/shink
in/index.html 
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