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研究成果の概要（和文）：10匹のラットを対照群およびConnexin(Cx)43遺伝子導入群へ分類し開胸術を行った。心臓電
気生理学検査を行った後、遺伝子導入群にはCx43発現ウイルスを心房筋へ特異的に導入した。2ヵ月後に再度心臓電気
生理学検査を行い、心臓を摘出しCx43の発現および局在を評価した。心房内伝達時間は対照群と比較し遺伝子導入群に
おいて有意に短縮していた。また心房細動誘発個体数も遺伝子導入群にて減少していた。遺伝子導入群でギャップ結合
における有意なCx43の発現の上昇を認めた。選択的心房筋に対するCx43遺伝子導入は心房内刺激伝達時間を増加し、長
期間に渡って心房細動抑制効果を示すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ten rats were randomized into 2 groups, control and Connexin (Cx) 43 gene 
delivered rats. Animals were underwent for electrophysiological study after open-chest surgery. In gene 
delivered group, we induced Cx43 expressing adeno-associated virus into rat atrial myocyte from 
epicardium surface. Transversus aortic constriction surgery was performed at the end of the surgery. Two 
months later, rats were underwent for terminal electrophysiological study. We found that intra-atrial 
conduction time was significantly shortened in Cx43 delivered rats. The number of AF-induced rats in Cx43 
delivered rats was greater than control rats. However, there was no difference in atrial refractory 
periods and atrial action potential durations among the groups. We also observed that the expression of 
Cx43 in intercalated disk of atrial cardiomyocytes was significantly increased in gene delivered rats. 
Gene therapy of Cx43 preserved atrial conduction time and prevented AF for long-term periods.

研究分野：循環器内科

キーワード： 遺伝子治療　心房細動　ギャップ結合
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１．研究開始当初の背景 
 
心房細動は日本で臨床上最も見られる不整
脈であり、人口の高齢化に伴い患者数は増
加の一途を辿っている。洞調律維持を持続
するのは困難で、新たな治療が望まれてい
る。 
持続性心房細動の発症メカニズムの有力
なものとしてリエントリー説が唱えられて
い る 。 リ エ ン ト リ ー 回 路 の 周 期
(wavelength)は心房筋の不応期及び心房内
伝達速度の積で表され、不応期を延長する
か、もしくは伝達速度を増加することによ
り wavelength を増加させることとなる。
この結果リエントリー数を減少させ、最終
的には心房細動を停止することが期待され
る(図 1)。 

心房筋に対して選択的に不応期や伝導速
度の修復を行うのはこれまで困難であった
がアデノウイルスを発現ベクターとし、ブ
タの心房筋に対して心外膜側からウイルス
溶液を塗ることで心内膜側まで完壁性にウ
イルスを導入することに成功した(Kikuchi 
et.al, Circ. 2005 、 図 2) 。 さ ら に
KCNH2-G628S を心房筋に選択的に遺伝
子導入することで心房筋の不応期を延長し、
心房細動の発生を抑制することに成功した
(Amit et.al, Circ. 2010)。これまでも心室
筋の不応期を延長し心室性頻拍の発生を抑
制する報告はあ
る が (Sasano 
et.al, Nat. Med. 
2006)、刺激伝
導速度を増加さ
せることで不整
脈の発生を抑制
するという報告は少ない。 

 
心房筋はギャップ結合を通じて隣接して
いる心筋細胞へ電気信号を伝達している。
心 房 筋 の ギ ャ ッ プ 結 合 に は
Connexin(Cx)40 及び Cx43 が発現してお
り、心房細動やうっ血性心不全ではこれら
のタンパク質の発現が低下し、心房内伝達
速度が低下している。したがって Cx40 も
しくは Cx43 を心房筋に選択的に遺伝子導
入することで心房内伝導速度を上昇させ、
wavelength を増加させ、最終的には心房
細動の抑制することが期待される。 

 
これまで研究代表者はブタのペーシング
モデルを用いた実験において、Cx40, Cx43
による遺伝子治療が心房細動の抑制に有効
であることを示してきた(Igarashi et.al, 
Circ. 2012)。この実験ではまず開胸術を行
い Cx40, Cx43を選択的に心房筋へ遺伝子
導入し、さらに心房高頻度ペーシングを行
うことで心房細動誘発モデルを構築した。
遺伝子導入を行わないコントロール群では
洞調律発生率が経時的に減少し 7日後には
ほぼ全例心房細動へ移行したのに比べ、Cx
遺伝子導入を行った群ではコントロール群
に比べ有意に(p<0.05)洞調律の発生率が増
加した(図 3)。 

Cx40 および Cx43 発現アデノウイルス
ベクターによる選択的心房筋遺伝子導入は、
心房内伝達速度を維持することにより心房
細動抑制効果を示すことが明らかとなった。 

 
２.研究の目的 
 
持続性心房細動の発症メカニズムとしてリ
エントリー説から、心房内伝達速度を維持
することでリエントリー持続を解除し洞調
律へ復帰することが期待される。これまで
の Cx40 および Cx43 遺伝子導入による心
房細動抑制効果の実験ではベクターとして
アデノウイルスを用いたが、その発現は
2-3 週間と一時的であり、長期的な効果は
不明であった。心房細動は長期に渡り適切
なリズムコントロールを必要とされること
から、本研究においては永続的に発現が期
待できるアデノ随伴ウイルスベクターを用
い、2 か月間の長期間に渡る心房細動抑制
効果を検証することとした。 

 
３．研究の方法 
 
(1) Cx40 および Cx43 発現アデノ随伴ウ
イルスベクター溶液の作製 
 
ラット心房筋よりmRNAを抽出し、cDNA
ライブラリーを作製した。Cx40 および
Cx43 の coding sequence をターゲットと
したプライマーを用い、cDNAライブラリ
ーをテンプレートとして PCR を行い、発
現プラスミドを作製した。得られたプラス
ミドはシークエンス法およびウエスタン・
ブロット法にて塩基配列とタンパク質の発



現を確認
ーに対してパッケージングし、
び Cx43
スの
し遺伝子導入に最
た溶液
なるように
した。
 
(2) 
 
ヒト
ベクターをラットの心房筋へ遺伝子導入を
行った。当初予定していたヒト
子導入は得られたウイルス・タイタ
低く、複数回ウイルス作製を試みたが至適
タイタ
した。

10
5匹）および遺伝子導入群（
5 匹）へ分類した。吸入麻酔導入後に気管
内挿管を行い人工呼吸器に装着し、清潔条
件下で開胸術を行った。まず心臓電気生理
学検査を行い、心房筋有効不応期、心房筋
脱分極時間、心房内伝達時間を測定した。
その後遺伝子導入群には
スを心房筋へ特異的に導入し、上行大動脈
を部分結紮し後負荷を作製した後に閉胸し
手術は終了とした。

2 ヵ月後に再度開胸し、心房筋有効不応
期、心房筋脱分極時間、心房内伝達
心房細動誘発時間などを測定した。大動脈
を切断した後に心臓を摘出し、
色法にて
どの様に発現しているのか
析することで
Cx43
効率の評価に関してはウエスタン・ブロッ
ト法により
認した
 
４．研究成果
 
(1) 
イルスベクター構築
 
ラット心房筋より
作製し、
sequence
を用い、
トとして
た。図
ス電気泳動写真を示す。

 
得られた
入され、

確認した。アデノ随伴ウイルスベクタ
に対してパッケージングし、
Cx43 発現ウイルスを構築
スの Titer を確認後、ウイルス溶液を作製
し遺伝子導入に最
溶液には 37 度の体温条件下でゲル状と
なるように poloxamer F127
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 動物実験 
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ベクターをラットの心房筋へ遺伝子導入を
行った。当初予定していたヒト
子導入は得られたウイルス・タイタ
低く、複数回ウイルス作製を試みたが至適
タイタ―値を得ることが出来ず導入を断念
した。 
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