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研究成果の概要（和文）：心臓の洞房結節細胞に観察される持続性内向きナトリウム電流（Ist）は、心拍リズ
ムの形成に寄与することが示唆されているものの、この電流を担うチャネル分子は同定されていない。本研究
は、L型Caチャネル（Cav1.3）がIstの発生に関与する可能性について検討してきた。その結果、Cav1.3遺伝子を
欠損したマウスではIstが完全に消失していることを見出した。そこで、次世代シーケンシングを用いてCav1.3
のRNA編集あるいはスプライスを検討したが、ナトリウム透過性をもたらすバリアントの存在は確認できなかっ
た。Cav1.3と機能的に連関した何らかのNaチャネルがIstの発生に関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The sustained inward Na+ current has been recorded in sinoatrial node cells 
and put foreword as a potential pacemaker current in the heart. However, molecular determinants for 
Ist remain unknown. The present study has investigated the involvement of Cav1.3 L-type Ca2+ 
channels in the generation of Ist. We found that genetic ablation of Cav1.3 resulted in total 
abolition of Ist. Then we applied a next-generation sequencing approach to examine potential 
splicing and RNA editing of Cav1.3 in sinoatrial node, but failed to provide evidence for the 
presence of variants that can produce a Na current. These results raise the possibility that Cav1.3 
is functionally coupled to unknown Na-permable pathway to mediate Ist in cardiac pacemaker cells.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）心臓の自律的な拍動リズムは、洞房結
節に存在するペースメーカー細胞の自発的
な電気的興奮により規定される。また、この
洞房結節細胞の電気活動（活動電位）は、細
胞膜に存在する種々のイオンチャネル・トラ
ンスポーターが発生する微弱な膜電流によ
り引き起こされることが知られている。ペー
スメーカー細胞に特異的に観察される持続
性内向きナトリウム電流（Ist）は、自発性活
動電位の発生ならびにその発火頻度の形成
に関与することが示唆されているが、この電
流を担うチャネル分子は同定されていない。 
 
（２）Ist はナトリウムイオンによって運ば
れる膜電流であるものの、その薬理学的性質
はL型カルシウム電流のそれとほぼ同一であ
り（Toyoda et al., Br J Pharmacol. 2004）、
Ist を担うイオンチャネルは L 型カルシウム
チャネルと構造的に類似したナトリウムチ
ャネルと考えられる。Ist の分子が明らかに
されれば、心臓機能を制御する創薬の標的と
して重要な発見となることが期待される。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、心臓のペースメーカー領
域（洞房結節）に強く発現する L 型カルシウ
ムチャネルのイソフォーム（Cav1.3）が Ist
の発生に関わる可能性を検討する。 
 
（２）Cav1.3 のバリアントフォームを網羅
的に検索し、ナトリウム透過性を付与する転
写後編集（RNA 編集もしくはスプライシン
グ）の存在を確認することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）モルモット、ラットならびにマウスか
ら心臓を取り出し、洞房結節組織を切り出し
た。酵素処理により細胞を単離し、生理的な
電解質溶液（Tyrode 液）中で自律的に拍動を
示すペースメーカー細胞を同定した。 
 
（２）単離したペースメーカー細胞にホール
セルパッチクランプ法を適用し、膜電位固定
下で脱分極刺激により Ist を誘発した。細胞
外カルシウム濃度 0.1 mM 下で、カルシウム
チャネル遮断薬（ニフェディピンなど）で抑
制される内向き電流成分を Ist とした。 
（３）先端径 10-30 m のガラス管をマイク
ロマニュピレーターを用いて操作し、顕微鏡
下で単一のペースメーカー細胞を回収した。
Cellamp wholetranscriptome amplification 
kit (タカラバイオ)を用いて、Cav1.3 ならび
に Cav1.2 の定量 PCR を行った。 
 
（３）新鮮な洞房結節組織から全 RNA を抽

出し、逆転写酵素処理を行い cDNA を得た。
Cav1.3 の 5’-UTR から 3’-UTR にかけて様々
な部位に特異的なプライマーを設計し、
Cav1.3 全長にわたって PCR 増幅を行なっ
た。増幅した PCR 産物を次世代シーケンシ
ングならびにフラグメント解析に供し、配列
決定を行った。 
 
（４）Cav1.3 のバリアント配列を In-fusion 
cloning により、プラスミドベクターに組み
込み、HEK 細胞に異種性発現した。ホール
セルパッチクランプ法を用いて、機能解析を
行なった。 
 
４．研究成果 
（１）モルモットの洞房結節から単離したペ
ースメーカー細胞をその形態的特徴に基づ
き分類し (図１参照)、ホールセルパッチクラ
ンプ法により膜電流の記録を行なった。 

図１モルモット洞房結節から単離したペー
スメーカー細胞 
 
Ist は大型で横紋のはっきりした心房筋細胞
様の潜在性ペースメーカー細胞（atrial-like 
cell）では誘発されず、比較的小さく、横紋
が不明瞭であり、細胞端が紡錘形あるいはク
モのように分岐した真のペースメーカー細
胞群(spindle or spider-shaped cells)におい
てのみ観察された。これら spindle や spider
タイプのペースメーカー細胞において、Ist 
の大きさは不均一性を示したが、L 型カルシ
ウム電流の大きさと正の相関を示した。一方、
Ist と過分極誘発性内向き電流の大きさにお
いて相関はみとめられなかった。また、各タ
イプの細胞においてL型カルシウム電流の電
気生理学的特徴を調べると、Ist の機能的発
現レベルの高い spindleや spiderタイプの細
胞ではL型カルシウム電流がより過分極側で
活性化していることがわかった。また L 型カ
ルシウム電流を構成する Cav1.2 ならびに
Cav1.3 の発現を調べたところ、spindle タイ
プの細胞は Ist が観察されない atrial-like 細
胞に比べて、Cav1.3 の発現が有意に高いこ
とが判明した。以上のことより、Ist の発生



には Cav1.3 の発現レベルが深く関与すると
考えられた。これらの成果は、学術専門誌に
発表した（雑誌論文①）。 
 
（２）次に、上記の仮説を直接的に検証する
ために、Cav1.3 ノックアウト（KO）マウス
を用いた。Cav1.3 KO マウスは野生型マウス
に比べ、徐脈、伝導障害などの洞房結節機能
低下を呈する。当該マウスから単離した洞房
結節細胞にホールセルパッチクランプ法を
適用して記録した Ist と L 型カルシウム電流

の大きさを図１に示す。 
図２ 雑誌論文②より改変 
 
対照（野生型）マウスの洞房結節細胞では、
-70 mV付近から-40 mVにかけて内向きに増
加する Ist が観察されたが、Cav1.3 KO マウ
スの細胞では Ist がほぼ完全に消失していた。
興味深いことに、Cav1.3 KO マウスでは、L
型カルシウム電流の低下もみとめられた。す
なわち、Cav1.3 は、カルシウム電流とナト
リウム電流、チャージキャリアの異なる二つ
電流の発生に関係することがわかった。また、
本実験の結果は、この Cav1.3 遺伝子欠損に
ともなう洞房結節機能低下に Ist の消失が関
与することが示唆された。これらの成果は、
学術専門誌に発表した（雑誌論文②）。 
 
（３）上記の結果は、Cav1.3 がカルシウム
だけでなくナトリウムイオンも透過する可
能性を示唆している。そこで、既知の Cav1.3
クローンを異種性に再構築し、カルシウム選
択性を HEK293 細胞における異種性発現系
で検討した。細胞外はカルシウム、細胞内は
ナトリウムイオンを主たるチャージキャリ
アとし、逆転電位の計測から両イオンの透過
性の比（PCa/PNa）を算出した。 
 

図３ Cav1.3 のカルシウム選択性 
 
ホールセルパッチクランプ法により記録し
たCav1.3電流のPCa/PNaは800近くあり、
カルシウムイオン選択性が極めて高いこと
が判明した。このことは、Cav1.3 にナトリ
ウム透過性を付与する何らかの機構が洞房
結節細胞の Ist の発生に関与することが期待
された。 
 
（４）そこで、洞房結節に発現する Cav1.3
のバリアントを次世代シーケンサーならび
にフラグメント解析により網羅的に検索し
た。その結果、Cav1.3 のポア構造を変化さ
せる可能性のあるいくつかの一塩基置換な
らびに数種類のスプラスバリアントの存在
が確認された（図４参照）。前者は RNA 編集
の可能性が期待されたが、サンガー法での配
列決定により再現性が乏しく、アーチファク
トである可能性が否定できなくなった。また、
後者のスプライスバリアントはいずれもイ
オン選択性に変化がないことが確認された。 

図４ フラグメント解析によるラット
Cav1.3（Cacna1d）スプライスバリアントの
検索結果の１例 
 
これらの結果から、Cav1.3 が Ist を発生させ
るメカニズムには、Cav1.3 の発現あるいは
機能（おそらくカルシウム流入）に依存した
別のナトリウムチャネルが関与する可能性
が出てきた。 
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