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研究成果の概要（和文）：当初の実験目的であった、光遺伝学的手法をもちいた心室細動の発生、維持における
プルキンエ線維-心室筋接合部の役割の解明はできなかった。マウスの心臓では、目標とするプルキンエ線維に
思惑通り光を照射することが困難であったため、仮説を証明する実験系が不適切だった可能性がある。大動物を
使った実験による検証が望まれる。
一方で、マウスの心臓レベルでは心房細動の光除細動効果を確認することができた。また、vivoレベルにおい
て、光刺激による活動電位持続時間の変化を初めて確認することができた。今後、実験を継続し、光照射の種々
のパラメータを変えることで、どのような電気生理的変化が起こるかを明らかにしていく。

研究成果の概要（英文）：We initially aimed to explore the roll of purkinje-myocardial junction in 
the initiation and maintenance of ventricular fibrillation. However, we could not complete this 
research. We consider the major reason of our failure was that it was quite challenging to manage 
the light emission onto PMJ because the mouse heart was tiny. Experimental approach using bigger 
animal might resolve this problem.
With the failure of the initial research plan, we shifted our research theme to light termination of
 atrial fibrillation (AF). We successfully terminated AF in the heart of Tg mouse with 
channelrhodopsin 2 in cell expressing connexin 40. We, for the first time, observed the prolongation
 of action potential duration (APD) using optical mapping. We continue this project and are aiming 
to investigate the relationship between light-induced change of the physiological parameters and the
 termination rate of AF.

研究分野：循環器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
当初の目的とは異なる実験を展開することになったが、vivoレベルでは、チャネルロドプシンの刺激による活動
電位持続時間（APD)の延長効果はこれまでに証明されておらず、今回の研究で初めて、マウスの還流心でのAPD
延長を確認した。今後、光照射の種々のパラメータ（照射時間、範囲、光強度など）と心房細動停止率との関係
性を今後明らかにすることで、より効率的な光除細動を行うことが可能になると期待される。
将来的に光除細動治療の発展につながる基盤的知見を得ることができた。

※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 
 
 プルキンエ線維は刺激伝導系の末梢にあり、多数に分枝した後に心室筋へと連続する。電気
生理学的特性が異なるプルキンエ線維と心室筋との接合部では、伝導性の変化による局所
的な伝導遅延が生じうるため、リエントリーを機序とする不整脈の基質となる。 

 我々は、肥大型心筋症における心室細動の発生時、トリガーとなる期外収縮から心室細動へ
移行する心内電位を初めて記録し、プルキンエ線維-心筋接合部（Purkinje-myocardial junction; 
PMJ）での伝導遅延とリエントリー様の興奮を認め、プルキンエ線維末梢を標的とした心筋
焼灼によって心室細動ストームを抑制した（研究業績16）。虚血性心筋症を背景とした心室
細動や特発性心室細動に対しても、プルキンエ線維網への心筋焼灼の有効性が報告されて
おり(Lancet. 2002, J Am Coll Cardiol. 2004)、心室細動の誘発直後にはPMJでの伝導遅延に依
存したリエントリーが興奮全体の中心であると推察され、PMJの電気的修飾により心室細動
を治療できる可能性がある（図1）。 

 電極を用いた従来の方法では、複雑なプルキンエ線維網を選択的に修飾することは困難で
あった。光遺伝学はベクターによる遺伝子導入やトランスジェニック動物を用いて目的細
胞に光駆動型チャネルであるチャネルロドプシンを発現させ、光を当てることでイオンの
流入・流出による細胞膜電位の変化を起こし、目的細胞の生理現象を制御する新しい技術で
ある(Science. 2006)。特異的なプロモータを用いることで細胞選択的に生理現象を修飾する
ことが可能であり、光遺伝学の応用によりプルキンエ線維網の電気生理現象を選択的に制
御することができる（図2）。 

 光遺伝学を心臓生理に応用した先行研究の多くが心臓ペーシングに関する報告であったが、
申請者は不整脈治療への応用に着目した。ラットの心筋スライスにチャネルロドプシンを
発現させるモデルを作成し、リエントリー不整脈の停止を観察するとともに、持続的な陽イ
オン電流によって生じた伝導ブロックがリエントリー停止機序であることを初めて報告し
た（研究業績5）。上記の背景から、申請者は光遺伝学によるプルキンエ線維の電気生理的修
飾によって、PMJに伝導ブロックを創出することが可能であり、PMJが心室細動に与える影
響を検証しえることに着想した。 

 本研究の核心をなす学術的問いは、「末梢プルキンエ線維網での伝導ブロックがPMJリエン
トリーを抑制し、心室細動の誘発を抑制できるか？」という点であり、光遺伝学を応用する
ことでのみこの問いを明らかにできる（図1）。本研究成果により、末梢プルキンエ線維網が
心室細動の誘発直後の維持に関与することが明らかとなり、プルキンエ線維を標的とした
分子標的治療など、細胞選択的治療の開発が展開されることが期待される。 

 
2. 研究の目的 
 
本研究の目的は「光駆動型電流により創出される伝導ブロックが PMJリエントリーを抑制し、
心室細動の誘発を抑制しえるか？」という仮説の検証である。 

 
3. 研究の方法 

 
本研究では、チャネルロドプシン 2(ChR2)をプルキンエ線維に発現するトランスジェニック

(Tg)マウスの還流心を用い、光駆動型電流による伝導ブロックが PMJ リエントリーを抑制し、
心室細動の誘発性を低下させることを明らかにする。 

モデル動物：Cre-loxP部位特異的組換えシステムを利用し、プルキンエ線維選択的にチャネルロ
ドプシン 2 (ChR2) を発現する Tg マウスを作製する。具体的には、CAG プロモータと ChR2 遺
伝子の間に loxP-stop-loxP 配列が挿入されたトランスジーンを有するマウス  (The Jackson 
Laboratoryから購入) と、プルキンエ線維特異的なコネキシン 40 プロモータの制御下で Creを発
現するマウス(研究協力者 AIX-MARSEILLE 大学 Lucile Miquerol から提供) の交配により目的の
マウスを得る。 

光照射装置、光学マッピング装置：マウス摘出心をランゲンドルフ装置にて逆行性還流する。光
照射には ChR2の刺激波長(470nm)を持つマイクロ LEDチップが組み込まれたプローブを使用す
る（NEURO-NEXUS社から購入）。出力装置により照射範囲、照射時間、照度を制御する。膜電
位感受性色素には励起波長 620nm の di-4-ANBDQPQ を用い、光学マッピングを行う（現有装
置）。単一コンピュータでの制御により、光照射と光学マッピング記録は同期して行うことがで
きる。撮像後、解析ソフトを用い、活動電位持続時間、伝導速度、頻拍周期の変化などの電気生
理パラメータ、および、興奮伝播様式の変化を評価する。 

下記の具体的な実験により、PMJリエントリーと心室細動との関連について検討する。 



(1) 光駆動型電流によるペーシング効果の検討 
10ms の短時間、光を照射し、光駆動型陽イオン電流によるペーシング効果について、①刺激
閾値（光の強さ）、②捕捉可能な心室の最小刺激周期、③洞調律時との興奮伝播様式、心室の興
奮伝播時間（心電図での QRS持続時間に相当）の違いを検討する。 

(2) 光照射がプログラム刺激による心室細動誘発性へ与える影響の検討 
プログラム刺激によって心室細動が誘発されることは確認している。左房経由で左室内に挿入
した LEDプローブを用い、誘発刺激中に光照射を行い、PMJに伝導ブロックを創出する。光学
マッピングを行い、光照射を行わない撮像との比較により、照射による心室細動の持続時間、誘
発性への影響を検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 光ペーシング効果の検討 
 組織切片にて、ChR2(td-Tomato-ChR2)は CX40が存在する刺激伝導系と心房にのみ発現するこ
とを確認した（下図左）。次に、左室内腔に留置した LED から pulse 幅 10ms の青色光刺激を行
い、ペーシング効果を確認した（下図右）。 
 

(2) 心室細動停止効果の検証 
 ピナシジル（100μM/L）負荷中に心室頻回刺激を行い心室細動の誘発し、光除細動効果を下
記の方法で検証した。 
正常心でのピナシジル（100μM）+低カリウム負荷条件：を青色光刺激で修飾することで心室
不整脈が停止することを期待したが、心室不整脈を停止することができなかった（図左：停止率 
= 1/4 ( 25%)）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
(3) 上記のように、仮説に反して
心室細動を停止することができなかった。
このため、CX40が発現する心房において、
青色光刺激による電気生理的変化と心房

細動停止効果について検討することとした。 
これまでのところ、下記の結果を得ている。 
 
① 心房細動停止効果 
マウス摘出心において、薬剤負荷により心房細動を誘発し、10ms の青色光刺激による不整脈停
止効果を検討した。10msの光刺激で約 50%の確率で心房細動停止効果が得られることを確認し
た。 
 
② 活動電位持続時間（APD）延長効果 
マウス摘出心において、青色光刺激による APD延長効果を評価した。電気刺激後、異なる時
間間隔で青色光刺激を行い、光学マッピングで APDを測定した（下図左）。対照群（WT）と比
較して、トランスジェニックマウスマウス（ChR2）では、有意に APD80が延長することが確認
された。 
 
今後、実験を継続し、光刺激の持続時間や光の強さと APDの変化量、および、心房細動停止率
との関連性について評価を続ける予定である。 
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