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研究成果の概要： 
 申請者は心房細動をはじめとする異所性自動能の潜在的な発生メカニズムを解明し、従

来のような不整脈が発生した場合の down-stream 治療法に代わる、病態の本質を治療の対

象とする up-stream 治療法の確立を目的としている。本研究はその全体プロジェクトの中

で心房細動とコネキシン（gap junction）に焦点を絞り、aging に伴った正常お

よび異所性自動能発生とその伝播過程でのコネキシンの生理的役割の解明を目

指した。 

本研究期間においては最初に正常なリズムに関する検討を行った。洞房結節標本の光学

的膜電位計測法による実験系とその解析法をウサギ摘出洞房結節標本にて確立し、自動拍

動の発生には個々の洞房結節細胞の性質とgap junctionを介した細胞間の相互作用が寄与

していること、またこれまでに報告されている以上に洞房結節領域内は電気生理学的に複

雑であることを明らかにした。 

現在はagingが及ぼす自動拍動の発生とその興奮伝播に対する影響を若年と老

年ラットの洞房結節を標本として、膜電位イメージング法にて比較･検討中であ

る。 
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１．研究開始当初の背景 
心房細動は比較的発症頻度の高い不整脈

であり、高齢者で高血圧、動脈硬化を持つ

人に多く発症する。なぜ高齢者で動脈硬化

を持つ人に多く発症するのかは解明されて

いないが、急速な高齢化を迎えている我が

国では、患者数の著しい増加が予想される。

心房細動は心機能を低下させ心不全の原因

となること、動悸や息切れなどの症状によ

り Quality of Life を損なうこと、さらに

重大な問題として心房内に血栓を生成し脳

梗塞等の血栓塞栓症の原因となることから、

心房細動の治療法ならびに予防法の確立は

社会的にも重要課題となっている。 

 
２．研究の目的 

本研究の最終目的は心房細動をは

じめとする潜在的異所性自動能の発

生メカニズムを解明し、病態の本質か

ら治療を目指すup-stream治療法の確

立である。この全体プロジェクトの中

で心房細動とコネキシン（gap 

junction）に焦点を絞り、agingに伴

った正常および異所性自動能発生と

その伝播過程でのコネキシンの生理

的役割の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
１）洞房結節標本の作成 

 日本白色種ウサギ、または

Sprague-Dawley ラット(Adult または 5-9 

days neonate)より心臓を摘出し、

95%O2-5%CO2 混合ガスを十分に通気した栄

養液中で洞房結節領域周辺を細切すること

により標本を作成、実験に用いた。 

２）細胞内活動電位の測定 

 ウサギ洞房結節、またはラット洞房結節

標本の活動電位を3M KClを充填したガラス

微小電極(20-50MΩ)を細胞内に刺入し、活動

電位を記録した。活動電位パラメータとし

て Phase-0 slope (最大立ち上がり速度) 、

Phase-4 slope (pacemaker potential の傾

き) 、APD50 (50%再分極時の活動電位持続

時間), Amplitude を解析した。 

３）洞房結節標本の膜電位イメージング 

作成した洞房結節標本に膜電位感受性色

素 di-4-ANEPPS(20μM)を標本に取り込ま

せた。膜電位イメージング測定にはタング

ステンハロゲンランプを用い、band-pass 

filter を介して取り出した 480-550 nm の

光を励起光とし long-pass emission 

filter で検出した 590 nm 以上の蛍光強度

を CMOS sensor array (MiCAM Ultime, 

L-camera, Brainvision 社)で画像化した。

自動拍動のタイミングはタイムウィンドウ

型スライサ（EN611J, Nihon Kohden, Tokyo, 

Japan）を用いて検出し、フレームレート

0.5 – 2.0ms/frame で蛍光信号を記録し

5-13 回の平均加算を行った。その後、得ら

れたdataについてspatial-filteringをか

け signal-to-noise ratio を改善させた。 

４）データ解析 

第 1フレームを基準フレームとして蛍光

強度の変化分（ΔF）を算出した。次に、基

準フレームにおいて全ピクセル中の最大蛍

光強度（Fmax）を求め、Fmax の 25％以上の

蛍光強度を有する領域を標本領域として、

ΔF/F を算出した（Oku et al.2007, Okada 

et al. 2007, Okada et al. 2008 ）。 

光学的計測法で得られた膜電位変化、 



すなわち活動電位波形のパラメータは 

APD50、phase-0 slope （slope of upstroke）、 

phase-4 slope（slope of pacemaker 

potential）について求めた。 

５）シミュレーション 

 心筋細胞 Kyoto-model SAN cells（Sasrai 

et al. 2003）を発展させた

Two-dimentional sheet model にてシミュ

レーションを行った。このモデルでは洞房

結節領域内の細胞の不均一性を細胞毎に L

型 Ca2+チャネル電流の amplitude の大きさ

を無作為に設定することで表現した。その

結果、各細胞の cycle length も不均一とな

る。 

６）統計処理 

 数値は平均値±標準誤差で示した。また

有意差検定は paired t-test または

repeated- measures analysis of 

variance(ANOVA)により行った。 

 
４．研究成果 

本研究期間内に得られた結果は、正

常な自動拍動の発生とその興奮伝播

に関するものが中心となった。 

 （１）摘出したウサギ洞房結節標本と

して洞房結節領域内の正常な自動拍

動の発生や興奮伝播のイメージング

と膜電位色素による活動電位波形を

検討し、またシミュレーションにて実

験結果の検証を行った。その結果、洞

房結節領域内の自動拍動発生には個

々の洞房結節細胞が持つ性質だけで

なく、gap junctionを介した細胞間の

相互作用も寄与していること、またこ

れまでに報告されている以上に洞房

結節領域内は電気生理学的に複雑で

あることを明らかにした。また本検討

ではシミュレーションにより実験結

果の説明が可能であった。これはシミ

ュレーション結果を実験結果へ還元

する、最初のステップとなった (J. 

Physiol. Sci. May;59(3):227-41, 2009)。 

（２）Agingが及ぼす自動拍動の発生

とその興奮伝播に対する影響を若年

と老年ラットの洞房結節を標本とし

て、膜電位イメージング法にて比較･

検討中である。 
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