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研究成果の概要（和文）： 

心房細動の原因となる肺静脈心筋の電気活動を微小電極法により記録する実験系を構築し
た。肺静脈心筋細胞の単離し、電気活動を起こすと想定される細胞内 Ca2+の動きを蛍光イメー
ジング法により動画像として捕らえることに成功した。薬理学的検討の結果、肺静脈心筋細胞
内で起きる Ca2+の増大が細胞膜上の Na+/Ca2+交換機構を活性化して内向き電流を生じさせ、これ
が自発的活動電位の発生の引き金になっていることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  We established glass microelectrode techniques to record the electrical activity of the 
pulmonary vein myocardium. We also established experimental protocols to constantly 
isolate pulmonary vein cardiomyocytes and load them with calcium sensitive 
fluorescent probes, and succeeded in high speed confocal imaging analysis of the 
intracellular calcium oscillation which precede their electrical activity. 
Pharmacological analyses led us to the understanding that increased intracellular 
calcium activates the sodium-calcium exchanger generates a depolarizing inward 
membrane current, which triggers electrical activity.  
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１．研究開始当初の背景 
 心房細動は患者数が多く、心房内で生じた
血栓が脳梗塞を誘発するなど QOLを大きく損
なうリスクを伴うことから治療の重要性が
注目されている不整脈である。心房細動の原
因のほとんどが心房から肺静脈内に連なる

心筋組織の異所性自動能（心臓本来のペース
メーカーとして自動能を有する洞房結節と
は異なる部位で生じてしまう好ましくない
自動能）であることが判明したが、この肺静
脈心筋の自動能（自発的活動電位）の発生機
序や薬理学的性質については未知の点が多
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く、有効かつ安全な心房細動治療薬は未だ存
在しない。異所性自動能が原因の疾患を薬理
学的に治療するには異所性自動能の発生機
序をイオンチャネルやトランスポーターの
レベルで理解し、かつ洞房結節の自動能との
違いを捉えて異所性自動能のみを選択的に
抑制するような薬物を見出すことが必要と
なる。肺静脈心筋に関しては、細胞膜に存在
し、自動能に関与し得る個々のイオンチャネ
ルに注目した検討はなされている。しかし、
肺静脈心筋の異所性自動能に関する以下の
点については情報が極めて少ない。 
１）イオンチャネルやトランスポーターがど
のように連動して自動能につながるのか 
２）自動能を顕在化させるような細胞内外の
要因は何か 
３）心臓本来のペースメーカーとの機序の違
いや薬物による選択的抑制の可能性 
 代表者は長年心筋の多様性を種差、発達段
階、病態による変化の観点から研究してきた
が、最近容量性負荷モデルである房室ブロッ
ク犬について、心室筋の活動電位波形の異常
を報告した。さらに房室ブロック犬では心房
細動が多発していることおよび肺静脈心筋
に通常では見られない細胞内 Ca2+により活性
化されるイオンチャネルの発現があり、これ
が肺静脈の電気的不安定性を増大させてい
ることを示した。この発見は肺静脈の異所性
自動能に細胞内 Ca2+が深く関与していること
を示唆している。肺静脈心筋に対して細胞内
Ca2+動態に影響する薬物を投与した結果、T
型 Ca2+チャネルや小胞体からの Ca2+放出によ
り細胞質で増加した Ca2+が Na+/Ca2+交換機構
により細胞外にくみ出される際に生じる内
向き電流（脱分極）が肺静脈自動能の源であ
るという仮説が導かれた。この仮説の検証に
は肺静脈細胞内 Ca2+濃度の測定が必須であり、
蛍光イメージング技術を肺静脈心筋に適用
すべく準備に着手した。 
 
２．研究の目的 
 肺静脈心筋の自動能が細胞内 Ca2+により誘
発される機序を解明して心臓自動能の理解
を深めるとともに、心房細動など異常自動能
による疾患の治療薬開発への基盤をつくる
ことを目的とする。具体的には以下の通り。 
１）肺静脈心筋の自動能に関与するイオンチ
ャネルやトランスポーターを薬理学的、分子
生物学的に明らかにする。特に細胞内 Ca2+の
役割に注目し、各々のイオンチャネルやトラ
ンスポーターの機能がどのように関連して
自動能につながっているのか明らかにする。 
２）洞房結節の自動能との共通点相違点を明
らかにし、肺静脈の自動能を選択的に抑制す
る薬物を見出す。 
３）神経伝達物質、ホルモン、病態の影響を
検討し、肺静脈自動能の顕在化や薬物による

抑制がどのような状況で見られるのか明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
電気生理学的手法に加え、高速高分解能 Ca2+

イメージング技術、薬理学的手法、分子生物
学的手法を総動員し、肺静脈自動能が細胞内
Ca2+により誘発される機序について筋小胞体
や細胞膜のイオンチャネル・トランスポータ
ーの観点から明らかにする。 
 微小電極法により肺静脈心筋の自発的活
動電位波形を安定して記録する実験系を構
築する。高頻度電気刺激や組織の伸展、
ouabain など細胞内に Ca2+を負荷する処置に
よる電気活動の頻度や持続時間の増大を確
認する。 
 この実験系を用いて肺静脈自動能に関与
するイオンチャネル・トランスポーターを薬
理学的に明らかにする。Na+/Ca2+交換機構阻害
薬の SEA0400、T 型 Ca2+チャネル阻害薬の R 
(-)-efonidipine、筋小胞体の Ca2+放出を阻害
する Ryanodine、筋小胞体 Ca2+のポンプ阻害
薬 cyclopiazonic acid を出発点とする。 
 蛍光 Ca2+イメージング法を肺静脈心筋の細
胞・組織に適用可能なものに改良し、細胞内
Ca2+濃度変化を観測しながら自動能の薬理学
的検討を行う。 
 洞房結節についても上記の検討を行って
肺静脈心筋と洞房結節の自動能の差違を解
明する。心臓の正常な自動能に影響せずに異
常自動能を抑制する薬理学的方法を見出す。 
 神経伝達物質・ホルモンの影響により自動
能の機序が変化するか否か検討する。上記の
検討の結果明らかになった自動能メカニズ
ムに関して、交感神経伝達物質
noradrenaline、副交感神経伝達物質
acetylcholine などの影響を検討する。 
 心房細動を模した高頻度心房ペーシング
を行い、delayed afterdepolarization DAD
や、それに誘発されて発生する激発活動
triggered activity を観察する。これらの現
象に対する薬物の抑制効果を検討する。 
 
４．研究成果 

微小電極法によりモルモット及びラット
肺静脈心筋の自発的活動電位波形を安定し
て記録する実験系を構築した。高頻度電気刺
激、ouabain など細胞内に Ca2+を負荷する処
置により、電気活動の頻度や持続時間が増大
することが捉えられた。 

この実験系を用いて肺静脈自動能に関与
するイオンチャネル・トランスポーターを薬
理学的に検討した。Na+/Ca2+交換機構阻害薬の
SEA0400、T 型 Ca2+チャネル阻害薬の R 
(-)-efonidipine、筋小胞体の Ca2+放出を阻害
する ryanodineにより自発活動が抑制された。 

これまで心房筋細胞や心室筋細胞適用さ



れて来た蛍光 Ca2+イメージング法を肺静脈心
筋の細胞に適用可能なものに改良し、細胞内
Ca2+濃度変化を観測しながら自動能の薬理学
的検討を行った。肺静脈心筋細胞に ouabain
等の処置を加えると、細胞質内 Ca2+濃度の増
大がみられた。これに伴いCa2+ウェーブやCa2+

スパークが高頻度で観測され、これらが引き
金となって生じる自発的な Ca2+トランジェン
トが捉えられた。SEA0400は細胞内Ca2+濃度、
Ca2+ウェーブ、Ca2+スパークに著明な影響を与
えない条件下で Ca2+トランジェントの発生を
抑制した。これらの結果から、細胞膜の Ca2+

チャネルからの流入増大などにより生じた
細胞内 Ca2+の増大が、筋小胞体からの Ca2+放
出を亢進させ、この Ca2+を Na+/Ca2+交換機構
が細胞外にくみ出す際に生じる内向き電流
が細胞膜を脱分極させ、自発的活動電位の発
生の引き金になっていることが判明した。心
臓の本来のペースメーカーとして機能する
洞房結節に関しては ryanodine や SEA0400 の
効果は観測されず、このような機序の関与は
確認されなかった。 
 肺静脈心筋の自発活動の発生機序には動
物種により差違も見られた。肺静脈心筋の自
発的な電気活動と細胞内 Ca2+オシレーション
が観測される頻度はラットよりもモルモッ
トで高かった。モルモットではほぼ半数の標
本で自発活動が観察され、全ての標本で発火
がほぼ一定の頻度（平均約１Hz）で連続的に
観察された。一方、ラットでは薬物等の処置
を行わない状態では自発活動を示す標本は
（10%）未満かであった。また、活動電位の
発生は間欠的で、数分間の burst と休止を繰
り返す特徴的な様式であった。 
 交感神経神経伝達物質 noradrenalineの肺
静脈心筋自動能に対する影響を検討した。モ
ルモットでは noradrenalineにより最大拡張
期電位が脱分極側に移動し、持続的な電気活
動と細胞内 Ca2+オシレーションが誘発された。
これらの活動はいずれも筋小胞体の Ca2+放出
を阻害する ryanodine処置により完全に消失
した。一方ラットでは、noradrenaline 処置
により最大拡張期電位はまず過分極側に、つ
いで脱分極側に移動し、電気活動と細胞内
Ca2+オシレーションが誘発された。Ryanodine
処理により burst の持続時間は短縮され、約
半分の標本で電気活動は完全に消失した。
Ryanodine 存在下で残存した電気活動は、
nifedipine 処置により完全に消失した。
Noradrenaline で誘発された自発活動に対す
る Na+/Ca2+交換機構阻害薬の抑制効果は限定
的であった。これらの結果から、肺静脈心筋
の自発活動が交感神経興奮時に誘発される
可能性が示された。その発生には、筋小胞体
と Na+/Ca2+交換機構が関与する機構に加え、
細胞膜の Ca2+チャネル電流による脱分極に基
づく機構が存在することが明らかになった。 

 心房細動状態を模した高頻度field電気刺
激をモルモット肺静脈心筋組織標本に加える
と、刺激修了直後に自発的な脱分極、いわゆ
るdelayed afterdepolarization DADが発生し
、それが激発活動triggered activityに発展
する現象が見られた。これらの活動はいずれ
も筋小胞体のCa2+放出を阻害するryanodine処
置により完全に消失した。Na+-Ca2+交換機構阻
害薬によりCa2+ウェーブ、Ca2+スパークは影響
されなかったが、Ca2+トランジェントは完全に
抑制された。 
 副交感神経伝達物質acetylcholineの受容
体刺激がモルモット肺静脈心筋の静止膜電位
及び自発活動に与える影響を検討した。肺静
脈心筋の静止膜電位は心房筋や心室筋に比べ
て浅く、再分極力が弱いことが示唆された。
Acetylcholine活性化カリウムチャネルを開
口させるcarbacholにより再分極力を補った
状態では、静止膜電位が過分極方向にシフト
して心房筋･心室筋に近い値となった。この条
件下では自然に見られる自発活動や高頻度刺
激後のDADやtriggered activityもほぼ完全
に抑制された。これらの結果から、肺静脈心
筋では心房筋や心室筋に比べて再分極力が弱
く、この性質が筋小胞体とNa+-Ca2+交換機構が
関与する自発活動を許容していることが明ら
かになった。また、交感神経伝達物質の
noradrenalineにより肺静脈心筋自動能が顕
在化することが示された。 
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