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研究成果の概要（和文）：スフィンゴシン1-リン酸受容体修飾薬による房室伝導ブロックの発生機序を検討するため、
ハロセン麻酔モルモットモデルを作成し、スフィンゴシン1-リン酸受容体修飾薬であるフィンゴリモドを静脈内投与し
たところ、再現性をもって完全房室ブロックが誘発された。その機序を解明するために房室結節の膜標本を作製し、酵
素的蛍光法を用いて薬理学的分析を行った。フィンゴリモドはアデニル酸シクラーゼ活性を濃度依存的に抑制した。ス
フィンゴシン1-リン酸受容体修飾薬は房室結節のS1P1受容体を介してGiタンパクを活性化することが示された。

研究成果の概要（英文）：Since a sphingosine 1-phosphate receptor modulator fingolimod induced complete 
atrioventricular conduction block, onset mechanisms of fingolomod-induced atrioventricular conduction 
block were analyzed. Fingolimod suppressed adenylate cyclase activity of the membrane preparation made of 
atrioventricular nodal tissue of guinea-pig hearts, suggesting that fingolomod may stimulate Gi protein 
in the atrioventricular node. Thus, S1P receptor subtype 1 in the atrioventricular node could be one of 
the candidates for fingolimod-induced atrioventricular conduction block.

研究分野： 循環薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 Fingolimod（商品名：イムセラ（田辺三菱）、
ジレニア（ノバルティス）；適応疾患：多発
性硬化症；2011 年 11 月薬価収載）はスフィ
ンゴシン 1-リン酸（S1P）受容体を標的とす
る免疫調節薬である。2012 年 5 月に開催さ
れた 3rd DIA Cardiac Safety Workshop（東
京）での Strnadova 博士（Health Canada, 
Canada）の報告によれば、fingolimod（1.25 
mg/day, n=366）の Phase 3 ヒト臨床試験で
のホルター心電図における房室ブロックの
発生頻度は、2 度（モビッツ 1 型および 2 型）
6.6％、2：1 ブロック：3.4％、完全房室ブロ
ック 0.3％であった。マウス、ラット、イヌ、
サルなどの実験動物を用いた非臨床安全性
評価において fingolimod が房室ブロックを
誘発したという報告はなく、房室ブロックの
発生はヒトに投与して初めて発見された有
害作用であった。会議では、fingolimod によ
る完全房室ブロックの発生頻度は稀であっ
ても突然死の可能性があり解決すべき喫緊
の課題であること、そのためには感度の高い
薬物性房室ブロック発生予測モデルの開発
が必要であることの 2点が専門家の間で確認
された。現在、fingolimod と同様に S1P 受
容体を標的とする免疫調節薬の開発が国内
外で盛んに進められているので、上記ニーズ
を満たすモデル開発を早急に行う必要があ
った。 
 
２．研究の目的 
 S1P 受容体修飾薬による房室ブロックの
発生が S1P 受容体を標的とする免疫調節薬
の開発を進める際の課題になっている。この
現象は、従来の非臨床試験では予測できず、
ヒトに投与して初めて発見された有害作用
である。我々は予備検討においてハロセン吸
入麻酔下のモルモット心が S1P 受容体修飾
薬で誘発される房室ブロックを効率よく再
現できることを見出した。今回の研究では、
S1P 受容体修飾薬によるモルモットの房室
伝導の抑制機序を薬理学的、電気生理学的お
よび分子生化学的手法を用いて検討するこ
とによりヒトにおける房室ブロックの発生
機序を推定した。今回の研究は S1P が関与す
る房室ブロックの病態生理学の解明に加え、
S1P 受容体関連候補化合物の開発促進への
寄与も期待できる。 
 
３．研究の方法 

平成２５年度は電気生理学的解析のため
のハロセン麻酔モルモットモデルを作成し、
fingolimod の房室伝導抑制機序を、薬理学的
分析手段を用いて解析した。クリーンモルモ
ット（Std:Hartley、日本エスエルシー株式
会社）の腹腔内に thiopental（50 mg/kg）を
投与して麻酔を導入し、人工呼吸器（シナノ
製作所）を用いて halothane を吸入（1-2％）
することで麻酔を維持した。血圧測定と薬液
投与用のカテーテルを動静脈に挿入した。心

電図測定用の電極を四肢に装着した。右房内
に刺激用電極カテーテルを留置し、洞調律お
よび固定心拍数（200-300 beats/min）にお
ける心電図を測定した。以上の測定項目はポ
リグラフシステム（日本光電、RM-6000）を
用い、サーマルアレイレコーダー（日本光電）
に波形を記録した。電気生理学的解析として
洞調律拍動に加えて心房をプログラム電気
刺激することにより fingolimod の房室伝導
に対する作用をより詳細に評価した。 
平成２６年度〜平成２７年度は、モルモッ

ト心の房室結節を、組織化学的手法を用いて
生理活性を保持したまま単離し、分子生化学
的分析を行った。モルモット心の房室結節や
ヒス束などの心筋各組織を、組織化学的手法
を用いて生理活性を保持したまま単離し、保
存した。すなわち、クリーンモルモット（Std: 
Hartley、日本エスエルシー株式会社）をペ
ントバルビタール（50 mg/kg, i.p.）で全身
麻酔し、心臓を摘出した。ただちに摘出心を
ド ラ イ ア イ ス で － 80 度 に 保 っ た
chlorodifluoromethane 内で瞬間凍結した。
厚さ 20 ミクロンの薄層切片を作製し、刺激
伝導系を同定するために 10 枚おきに 1 枚に
対し acetylcholineesterase 染色を行なっ
た。残りの 9枚は真空凍結乾燥した。平成２
６年度と平成２7年度で合計10コの心臓に対
して以上の作業を実施した。染色標本を指標
に房室結節部分を実体顕微鏡下で切り出し、
膜標本を作製し、酵素的蛍光法を用いて薬理
学的分析を行った。 
 

４．研究成果 
平成２５年度：Fingolimod の房室伝導に対

する用量反応性を検討したところ、予備検討
の結果と同様に、洞調律拍動下において
fingolimod（0.1 mg/kg, i.v.）で房室ブロ
ックが観察された。次に、Giタンパク阻害薬
（pertussis toxin; PTX, 10 µg/kg, i.v.）
を用いて fingolimod による房室伝導の抑制
機序を解析した。PTX は fingolimod による房
室ブロックの発生に影響を示さなかった。
Fingolimod による房室ブロックの発生は Gi

タンパクを介さないのか、あるいは今回用い
たPTXの用量ではGiタンパクを十分抑制でき
なかったのか、この点に関しては更なる検討
が必要と考えられたため、以下の in vitro
実験を翌年度以降に実施した。 
 平成２６年度〜平成２７年度：イソプロテ
レノールおよびNaFはアデニル酸シクラーゼ
活性を濃度依存的に刺激したが、カルバコー
ルおよびフィンゴリモドはアデニル酸シク
ラーゼ活性を濃度依存的に抑制した。スフィ
ンゴシン 1-リン酸受容体修飾薬は房室結節
の S1P1 受容体を介して Giタンパクを活性化
し、そのαサブユニットがアデニル酸シクラ
ーゼ活性を抑制することが示された。また、
洞房結節と同様に、活性化したβγサブユニ
ットが房室結節細胞のIKAChチャネルを開口
させる可能性も示唆された。 
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