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研究成果の概要（和文）：心房細動は、種々の心疾患や全身性疾患と合併して生じる、有病率の高い複雑な病態
である。本研究では、心房リモデリング時に種々の生体ストレスによって活性化されるTRPM4、TRPM7が、心房細
動や伝導障害の病態形成において果たす役割を、分子電気生理学的手法とシステム科学的アプローチの融合によ
って統合的に理解することを目的として遂行した。主に心筋細胞/心線維芽細胞の共培養単層シートの電気生理
学的解析とそれに基づいた2D数理モデルのシミュレーションの結果から、これらのTRPMチャネルの過剰な活性化
は心線維化と共に相乗的に心リモデリング関連不整脈の病態形成に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Atrial fibrillation (Af) is a common arrhythmic disorder rapidly increasing 
in developed countries, and shows complex pathogenesis involving both structural and electrical 
remodeling that is frequently associated with other cardiac and metabolic/systemic diseases. This 
study aimed to comprehensively understand how stress-responsive molecules such as TRPM4 and TRPM7 
channels can contribute to Af pathogenesis and some conduction disorders as well, by the combination
 of electrophysiological measurement and numerical simulation. The results, in particular, from 
cocultured cardiomyocyte/fibroblast monolayers and their equivalent 2D-model-based simulations 
suggested the critical importance of the synergy between excessive TRPM channel activity and 
fibroblast activation in promoting the arrhythmogenic processes. 

研究分野： イオンチャネル分子生理学

キーワード： 不整脈　生体ストレス　心房リモデリング　多階層シミュレーション　システム生理学　TRPチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、心房細動等の心リモデリング関連不整脈の研究領域では、心線維芽細胞の活性化やストレス応答分子TRP
チャネルの発現・活性増加が新たな「基質」として注目を集めつつある。しかしこれまでは分子生物学的手法が
主体であったため、その複雑な病態形成過程を統合的にとらえることは困難であった。本研究は、電気生理学実
験と多階層の数理シミュレーションを融合させることで、心線維化とTRPM4チャネル過剰活性化の相乗的相互作
用の重要性を定量的に示した点に意義がある。またこの研究で用いた手法は、ベンチトップレベルで遂行できる
ことから、同分野の研究者コミュニティーに広く普及し今後の研究の進展に資することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
①学術的背景：心臓に持続的な代謝的・機械的ストレスがかか
る心疾患（心臓弁膜症、心不全、心筋梗塞）や全身性疾患（高
血圧症、糖尿病、肥満等）では、心臓のリモデリングが進行し、
活動電位（AP）の生成や伝播に関わるイオン輸送系の発現量や
機能の変化が（電気的リモデリング）、異常自動能の出現や異
常興奮（EAD、DAD)の発生および興奮伝導の障害・変更によ
るリエントリーの「基質」となっていると考えられている。こ
れに加齢や病気による変化（心筋の肥大・変性・線維化等）が
加わると（構造的リモデリング）、体外・体内のストレスによ
る擾乱に対する正常興奮リズム維持の頑健性が著しく損なわ
れ、不整脈を発生するリスクが著しく増大していく。このため、
心リモデリング時に発現が増加し種々の物理化学ストレスで
活性化される TRP チャネル（特に TRPC、TRPM サブファミリ
ー）は、近年、上記機序に寄与するストレス応答分子として重
要性を増している（図 1）。 
 

65 歳以上の人口が四分の 1 を占める超高齢化社会の我が国にあっては、心房リモデリングに
伴う心房細動の有病率が増加傾向にある。心房細動は、心房期外興奮（EAD、DAD 等の機序に
よる）や心房頻拍（異所性自動能亢進等の機序による）がトリガーとなり、心房全体が統率が失
われたリエントリーを起こす病態である。その分子機序として、心房筋細胞の電位依存性 Ca チ
ャネル（L 型）の発現減少やリン酸化低下による AP の短縮（不応期の短縮）、ギャップ結合の発
現減少による興奮伝播速度低下、リアノジン受容体（RyR2）の過リン酸化が引き起こす拡張期
Ca 放出による期外性異常興奮（DAD）、および心線維化進行による心筋組織の電気的不均一性等
が重要であるとされている[1]。しかしこれは概略的な理解にすぎず、TRP チャネルを始め、ま
だ多くのリモデリング時に活性化される分子の役割が十分に解明されていない。また、細胞・分
子レベルの所見を組織・臓器レベルで統合し、臨床的知見（心電図等）と対応付ける研究は殆ど
行われていない。更には、心線維化過程へ寄与する心線維芽細胞が、電気的結合を介して心筋細
胞の興奮生成・伝播の特性に及ぼす影響に関しては、依然不明な点が多い。 

 
最近の TRP チャネル研究に依れば、心房細動の動物モデルおよびヒト患者の心線維芽細胞で

は、TRPM7 の発現と機能が著増しコラーゲンの産生が増加していること、線維化促進因子 TGFβ1
による筋線維芽細胞への分化過程に TRPM7 の発現増加が関与することが報告されている。リモ
デリング時には心筋細胞における TRPM4 の発現が増加し心電図に不整脈変化が生じること、虚
血・再灌流による心筋障害には TRPM4 の過剰活性による不整脈が寄与していることを示す実験
結果も報告されている。また最近我々は、心房筋のリモデリング時にはTRPM4の発現が著増し、
不規則な AP の自然発火と著明な延長が起こることを見出した。このように、TRPM チャネルが
リモデリングに深く関わる不整脈の重要な基質であることを示す多くの証拠が得られている
[2,3]。 
 
 
２．研究の目的 
このような状況を踏まえ、本研究では、心房細動の発生分子機序を統合的に理解することを最終
的な目標として、心房リモデリング時に発現著増するストレス応答分子 TRPM4、TRPM7 に着目
し、それらが関わる未知の不整脈基質形成のメカニズムについて、それを説明するのに適切な数
理モデルを新たに作成しシミュレーションによる解析を行った。 
 
 
３．研究の方法 
①心房リモデリングモデル動物及び in vitro モデルの作成：C57BL/6 マウスの腹腔内にミニ浸透圧
ポンプを留置してアンギオテンシンを持続注入し心房リモデリングを誘発した。不死化心房筋
由来細胞 HL-1 は培養液にアンギオテンシン II を添加して 4 日間培養した。 
②単一心房筋細胞の解析：マウスの心房から心房筋細胞や心線維芽細胞を酵素的に急性単離し、
パッチクランプ諸法による電流（全細胞及び単一電流）測定、及び膜電位測定を行った。HL-1 細
胞は自発的な周期的拍動を示すようになった時点で、酵素的に単一細胞を単離した。 
③共培養単層シートの解析：HL-1 とマウス心房筋から単離した心線維芽細胞をコラーゲン Type 
IV でコートしたカバースリップ上に様々な量比やパターンで共培養し単層シートを作成した。
これに新たに開発した β-escin による膜穿孔型記録法よって、共培養単層シートからの活動電位

 

図 1 



記録を行った。TRPM4 のゲーティングキネティックスの変化が活動電位の形状や頻度等に与え
る影響を検討するためには、TRPM4 の比較的選択的阻害薬 9-phenathrol（9-PA）を用いた。また
TRPM7 チャネル活性の同定にはその比較的選択的な FTY-720 を用いた。 
④2 次元（2D）シートモデルによるシミュレーション：共培養単層シートで得られた興奮生成・
伝播に関するデータと比較するため、2D シートのサイズや形状、HL-1/心線維芽細胞の量比、パ
ターン、伝導率を変化させ、シミュレーションによる系統的な解析を行った。2D シミュレーシ
ョンには、Oxford 大学で開発された統合的シミュレーションソフトウェア Chaste を使用し、
harmonic monodomain-2D モデルによる有限要素法を用いた。また多数の異種細胞を自在に二次
元配置することを可能にするため configuration generator ソフトウェアを新たに開発した。2D シ
ミュレーションの計算には 12 コア CPU のコンピュータ(Frontier)を用いた。 
また単一心筋細胞の活動電位シミュレーションやその結果の解析には COR1.1（cellml）及び
custom-made プログラム（python）を使用した。 
 
 
４．研究成果 
（１）アンギオテンシン II 処理による不死化心房筋由来細胞 HL-1 および心房筋細胞の電気生理
学的変化と催不整脈性 

まず体液性ストレス（アンギオテンシン II処理）
によるリモデリングが心房筋細胞の電気的特性に
与える影響を HL-1 細胞及び急性単離マウス心房
筋細胞(mACM)にパッチクランプ法を適用して評
価した。図 2 に示すように、HL-1 細胞では 4-5 倍、
mACM 細胞では 2-3 倍の TRPM4 チャネル活性や
発現の増加が見られ、それに伴う活動電位（AP）
の延長や早期後脱分極（EAD）様の早期異常興奮が
見られた。これらの変化は、TRPM4 チャネル選択
的阻害薬 9-PA（10μM）でほぼ完全に抑制された。 
これらの AP 形状の変化は、HEK293 細胞に発現

した TRPM4 電流のゲーティング解析によって得
られた Hodgkin-Huxley 型の数
式表現（電位、細胞内 Ca2+濃度
の非線形関数）を用いたシミュ
レーションで良く再現するこ
とができた（図 3）[4]。 
また、心室筋（ Luo-Rudy 

2000）、プルキンエ線維（Nygren 
1998, Aslanidi 2009,  Pan-
Rudy、2011）を用いた AP モデ
ルによるシミュレーションで
も同様の結果が得られた[4]。 
 
（２）マウス心房から単離した
心線維芽細胞と HL-1 細胞の共培養単層シートを用いた電気生理学的特性の検討 
共培養単層シートを作成するため、生食水

（対照群）あるいはアンギオテンシン II（リモ
デリング群）を充填したミニ浸透圧ポンプをマ
ウスの腹腔内に約 2 週間留置して持続的に投
与した後、リモデリングを起こした心房から線
維芽細胞(以後 CF と略す)を酵素的に急性単離
してその電気生理学特性をパッチクランプ法
で比較検討した。CF の表面積の指標となる膜
容量は、アンギオテンシン II 処置によって約 2
倍に増加した（平均値：16.0pF vs. 34.2pF）。し
かし、矩形パルスで電位依存性を評価した際、いずれの CF でも殆ど時間依存的な電流振幅の変
化は見られなかった。一方、傾斜上昇電位で評価した電流―電圧関係は-35mV 付近で逆転し、そ
れから計算したコンダクタンスはシグモイド様の電位依存性を示した（図 4）。この関係は、ア
ンジオテンシン II 処置で若干右方に移動をし、いずれも指数関数を複合させた数式表現で良く
近似することができた。 
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次に、CF との共培養によって単層シートを作成しその電気活動を観察した。この目的のため、
最終的には、成人型の心房筋細胞（培養困難なため使用しなかった）と高い電気生理学的類似性
を示す HL-1 細胞を用いた。HL1 と CF の量比を系統的に変化させ数日間培養すると、カバース

リップ上に形成させた単層シートの数か所に周期的な自発収縮を示す数十
個の細胞クラスターが見られた（図 5）。次に、細胞内の環境をできるだけ
生理的に保ち且つ電位変化を長時間記録するために、β-escin を電極内に加
え膜に導電性を示す微小な孔を形成させる「β-escin 膜穿孔型記録法」を工
夫し、同時に fluo4 を取り
込ませて、電位変化と細胞
内 Ca2+濃度変化の関係を
調べた。図 6 に示すよう
に、HL-1/CF ハイブリッド
単層シートの周期的な AP
発生と同期した細胞内
Ca2+濃度の上昇が観察さ
れた。また免疫染色によっ
て HL-1 細胞と CF 細胞の

間にはコネキシン 43 によるギャップジャンクションの形成（図中矢印）が確認できた。以上の
ことから、本研究で用いた HL-1/CF 単層シートは、心房における興奮生成・伝播のメカニズム
を探索するのに有用であることが分かった。 
β-escin 膜穿孔法で記録した単層シートの同期した活動電位の発生頻度は、HL-1 に対する CF の

割合が約 10%を越えると急速に減少し、同時に AP 持続時間の有意な延長（APD50、APF95 の増
加）が見られた。これらの変化は、TRPM4 阻害薬の 9-PA やコネキシン 43 の阻害薬 carbenoxolone
の投与によってほぼ完全に抑制された。また、心リモデリング時には、活性化された CF（筋線
維芽細胞 myofibroblast）から線維化促進因子 TGF-β が放出されることが知られているので、こ
のサイトカインの効果についても検討した。共培養単層シートに TGF-β を投与すると AP 持続
時間の延長や静止電位の脱分極が惹起され、これも 9-PA の投与で抑制された。これらの結果か
ら、CF が random に心筋組織に増加すると、直接的（以下のシミュレーションの項参照）及び
（液性因子を介して）間接的に TRPM4 チャネルの発現や活性を増加させ、AP 形状の変化や興
奮伝導の遅延を引き起こす可能性が示唆された。 
一方、CF が占める割合が高度に増加すると（すなわち線維化促進に対応する）、しばしば AP

第 3 相に EAD 様の早期興奮が見られ、静止電位の不規則な振動とそれに重畳される期外性の活
動電位が観察された。興味深いことに、前者の変化は 9-PA によって、後者の変化は TRPM7 の
比較的選択的阻害薬 FTY-720 によって抑制された。 
以上のことから、心房ストレス時の活動電位頻度の変化や延長、異常興奮の発生機序には、

TRPM4 や TRPM7 の活性増加が密接に関わっていることが示唆された。 
 
（３）2D 数理モデルシミュレーションに基づいた不整脈発生機序の検討 
前項の単層シートの電気生理学的解析から得られた結果を説明するため、HL-1 細胞の 2 つの

AP モデル(自発活性型及び誘発型)と CF モデルを準備し、二次元メッシュ（50x50cells）上に様々
なパターンと密度で配置した後、AP 持続時間や発火頻度、興奮伝播速度にどのような関係があ
るのかをシミュレーションによって詳しく検討した。図 8 にはその例を示す。 

図 8 に示すように、中心の正方形の領域に 100 個の自動能を有す HL-1 細胞を置き（最左上下段
の青色領域）、その周りには自動能を有さない HL-1 細胞を配置して（最左上下段の黒色領域）、
前述の共培養単層シートにおいて自動能を有する細胞が少数のクラスターとして散在している
事実をできるだけ忠実に反映するようにした。更に下段では、CF を 21.23%の割合になるよう
random に割り付けている（周辺部の白色領域）。CF の存在下では、中央の自動能領域からの興
奮伝播の等方性が失われ、興奮伝播の速度も有意に減少した。同時に活動電位の発生頻度の減少
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と持続時間の延長が見られた（左から 2 番目、3 番目の上下段参照）。更に、本来自動能を有さ
ない周辺部分で興奮波前面の分裂が起こり、異所性興奮の focusが出現して様々な方向に伝播し、
中心から周辺部へ向かう順行性の興奮と衝突して消滅する様子も観察された（最右下段）。興味
深いことにこれらの変化は、CF 密度が高くなるほど顕著になり、またモデル内の TRPM4 チャ
ネル活性の減少で抑制され増加でより顕著となった。以上の 2D シミュレーションの結果は、前
項で得られた単層シートの結果を良く再現でき、また心房細動進行時の線維化促進に伴う興奮
秩序の破綻に類似していることから、この 2D モデルが組織レベルの興奮伝播の正常なメカニズ
ムとその破綻の機序を探索する上で有用であることを示唆している。 
別のシリーズの実験では、上記で用いた 2D シミュレーションの枠組みを、プルキンエ線維に

沿った興奮伝播の解析に適用した。プルキンエ細胞の AP モデルには細胞内 Ca 動態を最も忠実
に反映しているとされる Pan-Rudy 2011 モデルを採用した。0.2x6cm（10x300 細胞）の細長い形
状の伝導路の途中に random な線維化がある場合（CF を random に配置した場合）と、伝導路中
途部の両側に線維化が生じている場合を比較検討した。前者では、CF 密度が 30%に達するあた
りから、興奮伝播の遅延と途絶が観察された。また後者では CF で挟まれた領域を通過する際に
伝導速度の軽度の増加がみられた。しかしプルキンエ細胞の AP モデルの TRPM4 活性を増加さ
せると、軽度（1.5 倍程度）の増加では、伝播速度の増加が見られたものの、それ以上(2 倍以上)
の増加ではむしろ興奮伝導の遅延や途絶が見られた（図 9 最下段）。これに対して、伝導路が全
てプルキンエ細胞で構成されている場合（CF=0%）は、TRPM4 活性の増加に伴う単調な伝導速
度の増加が見られた。 
更に、家族性伝導障

害の原因遺伝子として
報告のある TRPM4 チ
ャネルの機能亢進型
E7K 変異体[5]のゲー
ティングキネティクス
を数式化し、上述の 2
次元興奮伝播のシミュ
レーションを行うと、
通常の発現レベルであ
っ て も 、 野 生 型 の
TRPM4 の活性を増加させた場合と全く同様に、興奮伝播の遅延や途絶が見られた。 
以上の事から、心リモデリングや遺伝子異常に伴う TRPM4 チャネルの過剰な活性化は、線維

化（CF の増加・活性化）による効果と相乗的に興奮伝播の遅延や途絶を促進していることが強
く示唆される。これらのメカニズムの正確な意義は今後の検討によって更に明らかにする必要
があるが、最近の micropatterning 技術と 2 次元シミュレーションを組み合わせた研究の結果[6]
に照らして考えると以下のように解釈することができる。すなわち、静止電位の浅い CF が心筋
細胞の近傍に存在するとその脱分極作用が resistive load として働き、興奮の発生や伝播に有意な
影響を与えるのと同様に、TRPM4 チャネルの活性化も静止電位の脱分極作用を介した類似の効
果をもたらすということである（但し後者は電位及び細胞内 Ca2+濃度に依存した非線形的効果
である点が重要である）。その程度が軽微な場合は、軽度の脱分極を介して電位依存性 Na チャ
ネルの活性化を加速し興奮伝導を促進（supernormal conduction）するのに対し、もっと高度にな
ると興奮伝播の遅延や途絶を起こすばかりか、興奮波前面の湾曲・分裂や異所性興奮をも引き起
こし、ついにはリエントリー性の不整脈変化を生じるに至ることが推測される。従って、心リモ
デリング時に生じる 2 つの変化、すなわち線維化（CF の増加）と TRPM4 チャネルの発現増加・
活性亢進は、互いに類似の機序を介して相乗的に不整脈性変化を引き起こしていると考えられ
る。細胞内 Ca 過負荷に伴う心筋細胞 Ca 動態の異常は、心リモデリングを起こす病態と深く関
連していることは良く知られているが、そこでも TRPM4 チャネルの過剰活性化も同時に生じて
いる可能性がある。今後は、現在進行中の 3 次元シミュレーションによって、今回 2 次元の解析
で得られた新しい知見の妥当性や意義について更に詳しく探究していく必要がある。 
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