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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで不明であったペースメーカ組織固有の代謝様式を特徴づける遺
伝子発現パターンを足掛かりに、これまで全く報告のなかった心臓ペースメーカ組織における代謝様式解明をマ
ウス実験で目指した。心拍生成に関与するエネルギー基質の依存度解析を実施した結果、洞房結節の心拍調節に
は、作業心筋と同様に好気性代謝が優位だが、解糖系にも一定の依存性を有することが判明した。また、洞房結
節のmiRNAプロファイルを解析したところ、には心臓の他の領域と共通するものだけでなく洞房結節特異的な
miRNAも含まれていることが見いだされ、心拍生成能におけるmiRNAの生理学的役割を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Our previous RNA-seq analysis demonstrated that there is a typical energy 
metabolism in the cardiac conduction system. We further aimed to unveil the basis of the energy 
metabolism utilized to generate heart rate in healthy and diseased hearts and its correlation to 
miRNAs. Tissue electrophysiological testing revealed that the pacemaker tissue predominantly depends
 on oxidative phosphorylation but also relies on glycolysis. An imaging analysis illustrated that 
mitochondrial morphology in the pacemaker tissue appears disorganized and immature compared to that 
in atrial and ventricular myocytes. In addition, miRNA profiling in the pacemaker tissue found that 
some miRNAs expressed pacemaker-specifically, indicating physiological roles including energy 
metabolism of miRNAs in the pacemaker tissue.

研究分野： 心臓生理学

キーワード： 心臓電気生理学　病態生理学　細胞内代謝　心臓刺激伝導系　非コードRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
洞房結節を構成するペースメーカ細胞は、心筋細胞の一種でありながら収縮のための作業心筋細胞とは異なる細
胞形態、電気生理学的機能ならびに遺伝子発現パターンを有し、さらに本研究から洞房結節に特有のエネルギー
代謝様式が存在することが示唆された。したがって本成果は、ペースメーカ機能の基盤となる代謝基質解明の基
礎データとなる点で学術的意義があり、今後、病態時のエネルギー代謝変化を明らかにすることで、洞房結節に
特有の分子機構を標的とした、作業心筋に副作用のない安全かつ新しい視点からの治療法開発につながる社会的
意義を有する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

適度な運動は心血管病の予防に有効だが、過剰な運動は有害となりうる。長期間の高強度の持
久運動は、左心室の肥大や心拍出の増加といった適応反応を惹起し、いわゆる「スポーツ心臓」
を作り出すが、この構造的リモデリングが一定数のアスリートでは病的に進行し、ポンプ機能不
全や不整脈を発生させる（Eur Heart J 2015;36:1445）。著しい心拍数の低下を示す徐脈性不整
脈もアスリートに好発し、突然死や心不全、機械式ペースメーカ治療のリスクの増大につながる。
私たちはこれまでに、運動や心不全に伴うペースメーカ障害が、心臓ペースメーカ組織における
イオンチャネルの発現・機能低下とそれを裏付ける miRNA の発現変動に起因することを徐脈
モデルマウスを用いて明らかにしてきた（Circ Res 2017;121:1058; Sci Rep 2020;10:11279）。
こうして徐脈の原因分子は徐々に分かってきているが、依然として運動とイオンチャネル障害
の間には謎が多く、運動によって直接活性化あるいは抑制されて不整脈を惹起するリガンド刺
激や細胞内シグナル伝達系は不明なままである。 
そこで私たちは、高強度の有酸素運動は全身での活性酸素種、すなわち酸化ストレスを増大さ

せる事実に基づき、酸化ストレスに伴う遺伝子発現変動がペースメーカ組織・洞房結節領域で生
じているか否かについて、運動モデルマウスを用いて RNA-seq で検証した。その結果、予想に
反して酸化ストレス関連遺伝子の変化は顕著でなく、興味深いことに脂質代謝ならびに解糖系
の低下を示唆する結果が得られている。運動は骨格筋や作業心筋のエネルギー代謝様式に影響
を与えることから、ペースメーカ組織にも何らかの代謝変化をもたらしている可能性が高いが、
ペースメーカ障害とエネルギー代謝変化の関連性は全く報告がなく、心臓自動能の源である洞
房結節の自発性の活動電位生成に必要なエネルギーが生理学的にどのような代謝特性によって
賄われているのかについてさえ未解明である。一方、作業心筋細胞では豊富かつ整列したミトコ
ンドリアにおける好気性代謝によって多量の ATP 産生が可能であり、これが大きなエネルギー
消費を伴う収縮運動を支えている。なお、作業心筋細胞と比べてミトコンドリアが量的に乏しい
洞房結節のペースメーカ細胞は、作業心筋細胞とは異なる代謝特性を持つことが予想される。 

 

２．研究の目的 

心臓ペースメーカ組織の中でも心拍信号の主たる生成領域である洞房結節におけるエネルギ
ー代謝特性を明らかにすること、そして代謝制御に関与する miRNA を同定することを目的と
した。 

 

３．研究の方法 

（１）組織電気生理学的解析 

心拍生成機能を支える各種エネルギー基質の寄与率について以下のように検証した。成体マ
ウスを頸椎脱臼にて安楽殺後、速やかに摘出した心臓から右心房および心房中隔を含む心房組
織標本を切り出した。この心房組織標本を用いて、十分に酸素化した生理学的な Tyrode 溶液（エ
ネルギー基質としてグルコースを含む）を灌流下にて自発性興奮の頻度を細胞外電位記録を開
始した。生体信号のデータ化にはアンプ内蔵 AD 変換器 Power Lab 26T と Lab Chart 8 ソフトウ
ェア（ADInstruments 社）を使用した。平衡化したのちに安定化した拍動数を基底値とした。そ
の後各種検証条件に変えたときの拍動数の推移を解析した。 

（２）代謝速度定量解析 

エネルギー代謝速度を定量化するために、摘出洞房結節組織片における酸素消費速度（ミトコ
ンドリア呼吸）の簡易測定を蛍光指示薬キットを用いて試みた。また、より高感度かつリアルタ
イム測定可能な XF Analyzer（Agilent 社）を用いて摘出洞房結節組織片および単離洞房結節細
胞について解析を実施した。 

（３）ミトコンドリア形態解析 

成体マウス心臓から単離した洞房結節細胞に対して、ミトコンドリアに集積する TMRM を蛍光
指示薬として取り込ませ、コンフォーカル顕微鏡 FV3000（Evident 社）にて生細胞蛍光観察を実
施した。さらに、洞房結節細胞における個々のミトコンドリア形態を解析するために、連続ブロ



ック表面走査電子顕微鏡システム 3View（Gatan 社）で得られたマウスおよびウサギ洞房結節の
画像スタックから IMOD ソフトウェアにて洞房結節細胞のミトコンドリアをランダムにセグメン
テーションすることで立体像を描出した。 

（４）miRNA 機能解析 

以前の研究で得られていた成体マウスの洞房結節および右心房筋 miRNA プロファイルを再解
析して、洞房結節特異的な miRNA の有無を検証した。また、見いだされた特異的 miRNA のレンチ
ウイルス発現ベクターを作製した。 

 

４．研究成果 

（１）組織電気生理学的解析 

還流液を低酸素処理したものに切り替えたところ、拍動数が顕著に低下した。また、ATP 合成
酵素阻害薬 rotenone で処理しても拍動数は低下したことから、自発拍動数の生成・維持は ATP
依存性であり、好気条件が必要であることが分かった。一方、還流液からグルコースを除去ある
いは解糖系阻害薬 2-DG を加えると、拍動数は一過性に低下したのちに反発するように基底値よ
りも高値となった。さらに、還流液にグルコースの代わりに TCA 回路に流入するエネルギー基質
である乳酸、ピルビン酸、グルタミンを添加したところ自発性拍動数は維持され、グルコース除
去で認められた拍動数の低下が抑制された。以上の結果から、洞房結節の心拍生成には、グルコ
ース、乳酸、ピルビン酸、グルタミンをエネルギー基質として利用可能であり、作業心筋と同様
に好気性代謝が優位だが、解糖系にも一定の依存性を有することが判明した。一方、心室筋にお
ける主たるエネルギー基質は脂肪酸だが、脂肪酸添加 Tyrode 溶液の安定した灌流が困難であり、
脂肪酸の心拍生成機能への高い寄与は本解析において確認できていない。 

（２）代謝速度定量解析 

エネルギー代謝速度を定量化するために、摘出洞房結節組織片における酸素消費速度（ミトコ
ンドリア呼吸）の簡易測定を蛍光指示薬キットを用いて試みたが、マウスあるいはラットの洞房
結節サイズでは検出限界以下の結果しか得られなかった。また、より高感度かつリアルタイム測
定可能な XF Analyzer にて解析を試みたが、解析プレート底への組織片の接着が困難であり、安
定した解析が不可能であった。次に、マウス心臓から洞房結節細胞をコラゲナーゼなどの酵素処
理にて単離したのちに XF Analyzer で解析した。しかしながら、単離細胞のプレート底への接着
は容易ではなく、各種コーティング試薬を種々の条件で検証する必要が生じた。条件検討の結果、
本解析の遂行に適した細胞の単離と播種の方法を確立した。少なくとも基底状態において、洞房
結節細胞のミトコンドリア呼吸速度に隣接する心房筋細胞と違いがあることを示唆する結果が
得られている。今後は、エネルギー産生における代謝基質（ブドウ糖、脂肪酸、グルタミン）へ
の依存性を評価するために、各エネルギー基質に対する代謝阻害薬による代謝速度への影響を
解析する。加えて、強制水泳運動によって作出した運動モデルマウスの洞房結節においても解析
を実施し、運動に伴うエネルギー代謝様式の変化の解明につなげる。 

（３）ミトコンドリア形態解析 

成体マウス心臓から単離した洞房結節細胞のミトコンドリアに対する生細胞蛍光観察におい
て、同時に単離した心房筋細胞および心室筋細胞では、整然と密に配列したミトコンドリアが観
察されたが、洞房結節細胞ではその大きさおよび配列に不均一さが認められた。さらに、洞房結
節の電子顕微鏡画像スタックからセグメンテーションした洞房結節細胞の個々のミトコンドリ
ア形態は、細胞の突起状構造物と核周囲では異なる形状のミトコンドリアが分布していること
が判明した。本検証によって単離細胞ならびに切出し組織片からのミトコンドリア形態解析が
可能となったため、今後も解析を進めて洞房結節細胞におけるミトコンドリア形態を明らかに
する。加えて、強制水泳運動によって作出した運動モデルマウスの洞房結節においてミトコンド
リア形態を解析し、運動に伴う変化を解明する。 

（４）miRNA 機能解析 

成体マウスの洞房結節および右心房筋 miRNA プロファイル解析から、洞房結節には心臓の他
領域と共通にするものだけでなく洞房結節特異的な miRNA も含まれていることが見いだされた。
心拍生成能における miRNA の生理学的役割を示唆する結果であったことから、これらの miRNA の
レンチウイルス発現ベクターを作製した。今後は初代培養新生仔マウス心室筋細胞あるいは分
化誘導したマウス多能性幹細胞由来自発拍動心筋細胞についてこれらの miRNA を強制発現させ



たときの拍動数の変化を検証するとともに、主要な脂質代謝制御に関わる転写因子（PPARγ、
C/EBPα、SREBP1 など）の発現制御候補領域に miRNA 結合配列があるか否か、もしあれば当該領
域の転写活性に miRNA 発現の影響があるか否かを不死化培養細胞株を用いたルシフェラーゼア
ッセイで実験的に検証する。  
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