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研究成果の概要（和文）：不均一収縮を呈する病的心筋においては、収縮力の低下した傷害心筋が心臓内に混在
し、このような収縮力の低下領域は健常心筋のより強い収縮によって受動的に伸展させられる。また、心筋組織
の伸展が一過性に活性酸素を産生させるとが知られている。本研究では、活性酸素の産生に着目し、このような
収縮力低下領域における受動的な伸展が当該領域において局所的に活性酸素を産生し、この産生が当該領域から
伝播するカルシウム波を促進すること、更に、撃発性不整脈の誘発することを解明した。

研究成果の概要（英文）：In diseased hearts, impaired muscle with reduced contractile strength is 
distributed throughout the hearts and is stretched by contractions of more viable neighboring muscle
 during the contraction phase. In addition, it has been reported that muscle stretch transiently 
increases the production of reactive oxygen species (ROS). The present study demonstrates that, 
focusing on the ROS production, the passive stretch of the impaired muscle regionally increases the 
ROS production, accelerate calcium waves arising from the impaired region, and causes triggered 
arrhythmias.

研究分野： 臨床生理検査学
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１．研究開始当初の背景 
陳旧性心筋梗塞や心筋症などの病的心筋

においては、何らかの引き金によって一旦不

整脈が発生すると、その後も頻繁に不整脈の

発生を繰り返すことがしばしば経験さ

れ、”electrical storm”と呼ばれている。この

原因としては交感神経の緊張などの自律神

経系の関与が示唆されているものの詳細は

不明である。このような病的心筋では、不均

一な交感神経活性/蛋白発現/電気的興奮など

によって障害部位において収縮力の低下が

生じる。このため、病的心筋においては、こ

のような障害部位の混在によって不均一な

心筋収縮が生じ、これが不整脈の発生に関与

することを我々は報告してきた。これは、心

臓内に障害部位（梗塞などによる線維組織な

ど）が混在する場合、健常心筋のより強い収

縮とその後の弛緩によって、収縮力低下領域

とその周辺では受動的な伸展とそれに引き

続いた短縮が起こり、この弛緩期の短縮が、

収縮蛋白からのカルシウム解離を引き起こ

し、これが筋小胞体からのカルシウム放出を

誘発して不整脈の発生に関与するというも

のである。一方、近年 Lederer らは、単離心

筋細胞の伸展が微小管を介した  NADPH 

oxidase 2（NOX2）の活性化によって活性酸

素を産生させること、筋小胞体からの自発的

なカルシウム放出であるカルシウム・スパー

ク頻度を増加させることを報告し（Prosser 

BL, et al. Science 2011; 333:1440-1445）、更

に、心筋伸展の程度と周期の増加が活性酸素

の産生量を増加させることを報告している

（ Prosser BL, et al. Cardiovasc Res 

2013;98: 307-314）。我々も、多細胞心室筋を

用いた心筋組織の伸展が活性酸素を産生す

ることを報告している。このため、収縮力低

下領域における収縮期の受動的な心筋伸展

が、この領域において局所的に活性酸素を産

生させ、不均一収縮を呈する病的心筋におけ

るカルシウム波伝播速度の増加や催不整脈

性亢進の一因となっている可能性がある。

特に、頻脈性不整脈では、伸展周期の増大

によってより多くの活性酸素が産生される

危険性があり、その後の”electrical storm”

の原因となっている可能性がある。しかし、

不整脈の発生機序に関する研究の多くは、

単離心筋細胞や薬剤等で拍動を停止した心

臓を用いたものであり、心臓が収縮するこ

とによって初めて生じる収縮の不均一性に

絡んだ不整脈の発生機序に関する研究は、

大きく立ち遅れている。 

２．研究の目的 

心筋伸展が活性酸素を産生させることか

ら、収縮力低下領域の受動的な伸展もまた、

その領域に活性酸素を産生させるのか、何が

その産生量を決定するのかを明らかにする。

次に、このような伸展によって局所的に産生

された活性酸素が、カルシウム波の伝播や不

整脈の発生に関与するのかを、まずはラット

の不均一収縮モデルを用いて明らかにする。

同時に、NOX2 ノックアウトマウスを用いた

研究の可能性を探るため、マウスを用いた不

均一収縮モデルの確立を目指す。 

３．研究の方法 

本研究では、ラット右心室より、多細胞心

室筋であるトラベクラを摘出し、張力、サル

コメア長、細胞内カルシウム画像、膜電位を

記録した。2’,7’- dichlorodihydro fluorescein

（DCFH）は活性酸素による酸化ストレスに

よって 2’,7’-dichlorofluorescein（DCF）へと

変換されるが、この DCF 蛍光を画像として

記録することにより、活性酸素の心筋組織内

における産生部位を特定する。心筋局所の収

縮特性を変化させるために、心筋の局所領域

を BDM で潅流する（ジェット幅 0.3 mm）。

このようなラットの不均一収縮心筋モデル

を用いて以下の研究を行った。 

４．研究成果 

（１）心筋伸展がカルシウム波伝播速度に与

える影響の解明 



①心筋伸展による活性酸素とカルシウム波

伝播速度の増加 

 
図.伸展による後収縮とカルシウム波伝播速度の変化（M 
Miura, et al. JMCC 2015;84:162-169 より改変） 
A：7.5 秒間電気刺激の最期の 3 拍とその後のカルシウム
波の実例。a:信金伸展なし、b：15%心筋伸展あり。上段
に張力、下段に細胞内カルシウム変化を示す。B：伸展
時の後収縮の変化。C：伸展時のカルシウム波伝播速度
の変化。 

収縮蛋白のカルシウム親和性の増加が、カ

ルシウム波に与える影響を明らかにするた

めに、カルシウム波の伝播中に 5、10、15％

の伸展を加えた。図 Aa のように、高頻度電

気刺激後に高カルシウム液局所潅流領域に

おいて、細胞内カルシウムの上昇が起こり、

これが 1.98mm/s の速さで心筋組織をカルシ

ウム波として伝播した。15％の心筋伸展によ

って後収縮の大きさは増大し、伝播速度も

2.81mm/s へ増加した（図 Ab）。データのま

とめを図 BC に示す。後収縮の大きさは、5、

10、15％の伸展によって増大し、増大の程度

は15％伸展では5％に比べ有意に大きかった。

同様に、カルシウム波の伝播速度は伸展によ

って増加し、増加の程度は 15％伸展では 5％

に比べ有意に大きかった。この結果は、心筋

伸展はその程度に応じて、収縮蛋白のカルシ

ウム親和性を増大させること、カルシウム波

の伝播速度を増加させることを示した。 

心筋伸展がその程度に応じて ROS 産生を

増加させることは単離心筋細胞で報告され

ている（Prosser BL, et al. Science 2011; 

333:1440- 1445）。トラベクラにおいても同

じような産生が生じているかどうかを明ら

かにするために、5％、10％、15％伸展時の

DCF 蛍光の変化を記録した。心筋の伸展によ

って DCF 蛍光は増加し、その変化量は伸展

の程度に応じて増加した。NOX阻害薬のDPI

存在下では、伸展による DCF 蛍光の増加は

抑制された。このことは、心筋伸展が NOX

の活性化を介して ROS を産生させること、

伸展の程度に応じて ROS 産生を増加させる

ことを示唆する。 

このような伸展によるROS産生の増加が、

収縮蛋白のカルシウム親和性の増加とカル

シウム波の伝播速度の増加に関与するかど

うかを明らかにするために、DPI 処理後に同

様の伸展を加えた。DPI 処理後は、伸展によ

って後収縮の増大がみられたにも関わらず、

カルシウム波伝播速度の増加は見られなか

った。更には、伸展の程度による伝播速度変

化の違いも見られなかった。この結果は、伸

展による ROS の産生が、図に見られたカル

シウム波伝播速度の増加に関与すること、収

縮蛋白のカルシウム親和性の増加には関与

しないことを示し、更に、伸展による収縮蛋

白のカルシウム親和性の増加がカルシウム

波伝播速度の増加に関与しないことを示唆

する。 

②カルシウム増感薬によるカルシウム波伝

播速度の変化 

SCH00013 は、細胞内カルシウム値を変化

させずに、発生張力を増加させることにより、

収縮蛋白のカルシウム親和性を増大させる

ことが示唆される。DPI の前処理によってこ

の発生張力の増加が抑制されることにより、

この SCH00013 による収縮蛋白のカルシウ

ム親和性の増大が、NOX2 を介した ROS 産

生によって引き起こされることが示唆され

る。このような SCH00013 による収縮蛋白

のカルシウム親和性の増大が、カルシウム波

伝播速度に与える影響を明らかにするため

に、SCH00013 の投与前後で後収縮の大きさ

とカルシウム波伝播速度を記録した。

SCH00013 投与によって後収縮は増大し、カ



ルシウム波伝播速度は増加した。この結果は、

SCH00013 による収縮蛋白のカルシウム親

和性の増大が後収縮を増大させ、カルシウム

波伝播速度を増加させることを示唆した。 

次に、NOX を介した ROS の関与をみるた

めに、DPI 前処理を行い、SCH00013 による

収縮蛋白のカルシウム親和性の増大を抑制

すると、SCH00013 による後収縮の増大は抑

制され、更に、SCH00013 によるカルシウム

波伝播速度の増加も抑制された。この結果は、

SCH00013 による後収縮の増大とカルシウ

ム波伝播速度の増加に、ROS 産生が関与する

ことを示した。 

（２）局所的な活性酸素の産生がカルシウム

波と不整脈の発生に果たす役割の解明 

①心筋収縮と活性酸素の産生 

0.7mM カルシウム液では電気刺激によっ

て発生張力は増加し、20mM BDM、0.2mM

カルシウム液の投与によって発生張力は低

下した。0.7mM カルシウム液において DCF

蛍光量の空間的な変化は、電気刺激によって

心筋全体で増加し、20mM BDM、0.2mM カ

ルシウム液では、心筋全体で低下した。トラ

ベクラ中央部 1mm の平均 DCF 蛍光量は、

0.7ｍM カルシウム液では電気刺激によって

有意な増加を示し、20mM BDM、0.2mM カ

ルシウム液では 0.7mM カルシウム液に比べ

て有意な低下を示した。一方、ブレビスタチ

ン投与では電気刺激による発生張力が低下

したにもかかわらず、平均 DCF 蛍光量は

0.7mM カルシウム液に比べて有意な低下を

示さなかった。これらの結果は、電気刺激に

よる心筋収縮はROS産生を増加させること、

BDM と低カルシウムはこの電気刺激による

ROS 産生を抑制するのに対し、ブレビスタチ

ンは抑制しないことを示した。 

②不均一収縮と局所的な ROS 産生 

ブレビスタチンの局所潅流は、BDM や低

カルシウム液の局所潅流と同様に潅流部位

におけるサルコメアを受動的に伸展させ、更

に、ブレビスタチン潅流部位の DCF 蛍光量

を 0.5mm 離れた非潅流部位に比べて有意に

増加させた。ブレビスタチンの有無で ROS

産生は変化しないことから、これらの結果は

ブレビスタチンの局所潅流が潅流部位にお

ける心筋の受動的な伸展によって ROS 産生

を増加させることを示唆する。一方、BDM

局所潅流部位では、BDM 局所潅流部位から

0.5mm 離れた非潅流部位に比べて電気刺激

直後の ROS 産生は有意に減少した。このよ

うな部位による ROS 産生の差は BDM 局所

潅流を停止した状態では生じなかった。低カ

ルシウム液の局所潅流においても同様に、潅

流部位では非潅流部位に比べて電気刺激終

了直後に有意なROS産生の減少が見られた。

この変化は BDM 局所潅流と同様に局所潅流

を行わない心筋には生じなかった。 

③マウスを用いた不均一収縮モデルの確立 

マウスにおいて実験に使用可能なトラベ

クラは 10 匹に 1 個以下であると報告されて

いるが、我々は 48 匹のマウスにおいて 26 個

のトラベクラを摘出し、張力と細胞内カルシ

ウムを測定した。マウスにおけるトラベクラ

は細胞外カルシウムの上昇によって張力と

ピーク細胞内カルシウムが上昇し、ラットの

トラベクラと同様の変化を示した。高カルシ

ウム液のカルシウム液潅流によってカルシ

ウム波が誘発され、その伝播速度は 1.5mm/s

であった。このように、マウスのトラベクラ

を用いた実験モデルを確立したことにより、

今後 NOX2 ノックアウトマウスを用いた研

究が可能となった。 
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