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研究成果の概要（和文）：FK565投与後の心機能を経時的に測定したところ、投与後１週間より心機能は低下
し、投与後3ヶ月間後より徐々に改善した。モデルマウスでは心耳に異常興奮領域を認め、活動電位の延長を認
めた。単離した心筋細胞で、パッチクランプ法を用いてL型Ca2+電流を測定したところ、有意に低下していた。
カフェインにより誘発されたCa2+ transientの減衰時間は増加しており、NCXの機能低下が示唆された。これら
の結果からFK565投与によりL型Ca2+電流の低下、Ca2+ transientの低下により、SERCAおよびNCXがダウンレギュ
レートし、心機能が低下することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We measured cardiac function over time after FK565 administration, cardiac 
function decreased from 1 week after administration and gradually improved from 3 months after 
administration. In this model mice, abnormal excitatory regions were observed in the atrium 
appendage and action potential prolongation was observed. In isolated cardiomyocytes, L-type Ca2+ 
current was measured using the patch clamp method, and was significantly decreased. The decay time 
of Ca2+ transient induced by caffeine was increased, suggesting that NCX function was impaired. 
These results suggested that FK565 treatment decreased L-type Ca2+ current and Ca2+ transient, which
 downregulated SERCA and NCX, resulting in impaired cardiac function.

研究分野： 小児循環器

キーワード： 川崎病　モデルマウス　心筋炎

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、心筋炎によって惹起される致死性不整脈のメカニズムをイオンチャネルレベルで明らかにし、心筋
炎時に抗不整脈薬に対する感受性がどのように変化するのかを追求することを目的とし、研究を行った。心筋炎
によって惹起される致死的不整脈の背景となる電気生理学的メカニズムは不明な点も多く、小児領域では使用で
きる薬剤も限られており、本研究により治療法や予防法の考察に貢献できたと考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

  心筋の収縮機能の調節に関わる細胞質内 Ca2+は、様々な Ca2+輸送タンパクによってそ

の細胞内濃度が調節されている。形質膜の L型 Ca2+ チャネル (ICa.L)や T 型 Ca2+ チャネル 

(TCa,L)、筋小胞体膜の Ca2+放出チャネル（リアノジン受容体、RyR2）の活性化は、細胞内

の Ca2+濃度を上昇させる。しかし、感染に伴う炎症や血管病変に伴う後負荷の増大によ

り、心筋細胞内の Ca2+調整機構が破綻すると、不規則な収縮が発生したり、過度に収縮力

が増強するため、高血圧や不整脈の原因となる。 

 川崎病のように中小血管に血管炎をきたす疾患でも、心筋炎を合併することが知られて

いる。中には劇症型心筋炎を呈し、致死性不整脈から死に至るケースも少なくない。しかし、

心筋炎によって惹起される致死的不整脈の背景となる電気生理学的メカニズムは十分には

解明されていない。 

 現在知られている川崎病モデルマウスの作成には、パターン認識受容体である Nod 

(nucleotide-binding oligomerization domain)のリガンドである FK565 がよく使用されて

おり、心筋炎のモデルマウスとしても有用である。Nod にリガンドが結合することで、炎症

を惹起する NF-κβが活性化することが知られている。 

 臨床の場において心筋炎に罹患時には、種々の薬剤に対する感受性が異なることが知ら

れている。刺激伝導系に炎症が波及することにより致死性不整脈を生じるが、電気生理学的

なリモデリングがその一因と考えてられている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、心筋炎によって惹起される致死性不整脈のメカニズムをイオンチャネルレ

ベルで明らかにし、心筋炎時に抗不整脈薬に対する感受性がどのように変化するのかを追

求することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

川崎病モデルマウスを用いて、以下の方法で血管炎と心筋炎の程度を観察した。 

② 心臓超音波、表皮心電図を用いて非観血的に不整脈および心機能評価を行った。 

③ ICa.L, RyR2, SERCA2 の発現量をタンパクレベルで定量的に解析した。 

④ パッチクランプ法を用いて、ICa.Lの L型 Ca2+チャネル遮断薬による抑制作用を調べる。 

詳細な方法は以下の通りである。 

(A) 川崎病モデルマウスは Motomura ら（2015）の方法を用いて作成した。 

(B)さらにこのモデルマウスを用いて、以下の方法で血管炎と心筋炎の程度を観察した。 

a) H/E 染色およびエラスチン／コラーゲン染色を行い、病理組織学的検査を行った。 

b) 小動物用超音波装置を用いた心機能の解析 

c) 表皮心電図を用いた不整脈の評価 

d) 血液検査で炎症の程度の確認 

e) マウスから心臓を取り出し、ランゲンドルフ灌流法により酵素（コラゲナーゼ）処理を

行い、心室筋細胞を単離する。単離した心室筋細胞を用いてパッチクランプ法により ICa.Lの

電流密度、電気生理学的特性の検討をおこなった。 

g) さらに ICa.L の L 型 Ca2+チャネル遮断薬による抑制作用を調べた。薬剤としては、ICa.L 

に対しては、臨床で用いられているジヒドロピリジン系化合物、ベンゾジアゼピン系化合物、



フェニルアルキルアミン系化合物を用い、心筋炎時の ICa.L の電気生理学的特性や臨床使用

薬に対する感受性の変化の検討をおこなった。 

４．研究成果 

 我々は、生直後(生後 24 時間以内)のマウス心臓にランゲンドルフ灌流法(生理的心臓灌流

法)を適用して心室筋細胞の単離に初めて成功した(Hoshino et al., 2012)。そこで、その実

験手法を用いて生後 24 時間以内（day-0）、生後 7 日（day-7）、生後 14 日（day-14）、生後

21 日（day-21）、生後 28 日（day-28）および生後 10〜15 週の成獣マウスから心室筋細胞

を単離し、パッチクランプ法で L 型 Ca2+チャネル遮断薬であるベラパミル、ニフェジピン、

ジルチアゼムに対する感受性を検討した。その結果、ベラパミルに対しては day-0、day-7、

day-14、day-21 マウス心室筋細胞では、day-28 と成獣マウス心室筋細

胞に比較して有意に高い感受性を示した。一方、ニフェジピン、ジルチ

アゼムに対してはすべての発達段階のマウスについて感受性の差は認め

られなかった。これにより心筋の収縮機能に直接関わる Ca2+輸送タンパ

ク質の発現量、機能や薬剤感受性が成長に伴って変化することを改めて

示すことができた。 

次に、心臓超音波を用いて、FK565 投与後の心機能を経時的に測定を行

ったところ、投与群では投与後１週間より心機能は低下し、投与後 3ヶ月間後より徐々に改

善した。心電図では上室性期外収縮を認めた（図 1）が、心室性不整脈は

認めなかった。Activation map を用いて心筋表面の活動電位を測定し、

興奮速度の検討をおこなったところ、モデルマウスでは心耳に異常興奮

領域を認め、活動電位の延長を認めた（図 2）。次に FK565 投与マウスか

ら単離した心筋細胞で、whole-cell patch clamp を用いて心室筋の収縮

に関連する L型 Ca2+電流を測定したところ、+10 mV で最大となる Ca2+電

流を control が比較して有意に低下しており（図 3)、phospho-phospholamban 

sarcoplasmic reticulum-ATPase, Na+-Ca2+ exchanger の発現が低下した。SERCA

の機能をカフェインにより誘発された Ca2+の減衰速度から評価したところ FK565

投与により SERCA 機能は有意に低下した。カフェインにより誘発された Ca2+ 

transient の減衰時間は FK565 投与により増加しており、NCX の機能低下が示唆さ

れた。これらの結果から FK565 投与により L 型 Ca2+電流の低下、Ca2+ transient

の低下さらに Phospholamban の機能低下により、SERCA および NCX がダウンレギュレート

し、心機能低下をきたすことが示唆された。単離された心筋細胞において NOD1 リガンドは

特異的な NF-κβの活性化を誘導することが過去に報告されており、NF-κβにより EC 

coupling が障害されたものと思われる。 

次に表皮心電図で確認された心房性不整脈について、心房筋に非特異的に発

現している持続性遅延整流性外向き K 電流（Ikur）を測定したが、control と

比較して有意な変化は認めなかった。血液検査では白血球数の増加を認め、

ELISA を用いて炎症のバイオマーカーであるカルプロテクチンの測定をおこな

ったところ投与後 4時間でピークとなった。心室筋の L 型 Ca2+チャネルに対し

て、ベラパミル、ニフェジピン、ジルチアゼムに対する感受性を検討したが、

モデルマウスとコントロールで感受性の差は認められなかった。 
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