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研究成果の概要（和文）： in vivoモデルとして心不全ラットモデルを作成した。心筋傷害の程度、再現性、個
体の死亡率から、イソプロテレノール皮下投与2日負荷、80mg/kg/dayを設定した。負荷後1週間で、組織学的に
は心筋の肥大と変性、間質の増殖、電気生理学的には、不応期の延長(平均52%)と活動電位持続時間の延長
(MAP20で120%、MAP90で56％)を認めた。並行して生ずる液性因子として、CTGF, TGF-beta, MCP-1, IL-2があ
り、初期の炎症負荷が生じているものと推定された。線維芽細胞へのチャネル移入のためのプラスミドを再設計
し、Kv1.3の発現も改善したが、再現性が乏しかった。

研究成果の概要（英文）： As the in-vivo heart failure model, isoproterenol injection model was 
employed with dose of 80mg/kg/day for 2 days. Histological evaluation showed myocardial hypertrophy,
 degeneration and interstitial proliferation, and the electrophysiological evaluation found 
prolongation of effective refractory period (mean 52%) and MAP duration (120% MAP-20 and 56%
MAP-90). Early step of inflammation was considered to play a role in these changes because increase 
of CTGF, TGF-beta, MCP-1, and IL-2 were found. By re-design of plasmid, transfection of Kv1.3 to the
 fibroblast was improved, but the reproducibility was still limited.

研究分野：循環器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 我々の先行研究により(Wakisaka, Niwano, 
et al. Cardiovasc Res, 2004)、心不全モデル動物
(Lewis Rat における自己免疫性心筋炎モデ
ル)では、亜急性期に活動電位が延長し、細胞
内 Ca 過負荷が生ずることで心筋傷害が助長
されること、ならびにその活動電位延長に一
過性外向き K チャネルの発現が低下する電
気的リモデリングが関与していることが明
らかになっていた。さらに我々の追加研究に
おいて、この不全心筋の活動電位延長を、
K-ATP チャネル開口作用を持つ薬物によっ
て薬理的に短縮することで、心筋収縮力が保
持できることが実験的に確認できたことか
ら(Niwano et al. J Cardiovasc Pharmacol 2004, 
& Niwano, et al. Int Heart J  2012)、何らかの方
法で活動電位短縮(正常化)が計れれば、心不
全における心筋障害が防止できる可能性が
あると推論した。 

Yankelsonら(Circulation 2008; 117: 720-31)
は、イオンチャネル遺伝子を移入した線維芽
細胞を移植することで心筋の活動電位が調
節できることを報告し、Cell Therapy と定義
していた。彼らは、心筋細胞にはほとんど発
現していない Kv1.3 を線維芽細胞に移入し、
その線維芽細胞を心筋に移植することで心
筋細胞と線維芽細胞の電気的連結を招来し、
結果的に心筋細胞と線維芽細胞の間に
Electrotonic connectionを実現した。我々の研
究成果から、この Cell Therapyを利用した活
動電位の短縮によって傷害され活動電位が
異常になった部位を修復することが心機能
保持に有用である可能性が推論された。 

 
２．研究の目的 
本研究は、心不全で変化した活動電位を再
生し正常化することで、心筋の逆リモデリン
グを誘導し、心不全や不整脈の基盤形成を制
御するという方法論を実験的に検証するこ
とを目的とした。本研究では、イオンチャネ
ル遺伝子を移入した線維芽細胞を移植する
ことで、心筋の活動電位を正常化し、心機能
保持と不整脈抑制を図るという新しい方法
論、すなわち Cell Therapy を検証するとと
もに、心不全と不整脈の新たな治療概念の確
立を目指した。 
 
３．研究の方法 
この研究では以下の 4つのステップを計画し
た。①ラット心不全モデルの再現性と電気
的・生理学的評価法の確立、②移植に用いる
Kv1.3＋Kir2.1 移入線維芽細胞ラインの作成、
③Kv1.3＋Kir2.1 移入線維芽細胞移植による
電気的・組織学的な効果の評価。④ラット心
不全モデルへのKv1.3＋Kir2.1移入線維芽細
胞移植という介入による効果の評価、である。 
①は当初の予定を変更し、イソプロテレノー
ル負荷による心不全ラット(SD rat)を用いた。
予定していた自己免疫性心筋炎モデルの心
筋傷害が不均一でかつ再現性に優れていな

いことから、本研究の基礎モデルとして不適
切と判断した結果である。イソプロテレノー
ルは特定量の腹腔内投与負荷によって一過
性の急激な心拍数増加を来し、急速な Ca 過
負荷によって心内膜を中心とした心筋傷害
を引き起こす。しかし、その至適投与方法は
実験モデルによって異なっているため、我々
もその投与量を設定することから実験を開
始した。イソプロテレノール負荷量ならびに
期間を検討し、負荷後の生存率が高くかつ心
筋傷害の再現性の高い用量を設定した。電気
生理学的評価は、心筋刺入白金電極で電気生
理検査を行って評価した。電気刺激はプログ
ラム刺激装置を用い、拡張期閾値の 2倍の強
度で刺激した。計測項目は、心室筋の有効不
応期、心室内伝導時間、単相性活動電位
(MAP)の持続時間で、プログラム刺激の早期
刺激の短縮は 2msec間隔で短縮した。単相性
活動電位は、心内電位記録の低周波フィルタ
ーを一時的に OFF にすることで記録し、活
動電位立ち上がり(0 相)から再分極までの時
間をMAP持続時間(MAPD)として計測した。
MAPDは 20%回復時間、90%回復時間を各々
MAPD20,MAPD90として計測し、各々再分
極相早期および終末期の指標とした。電気生
理学的指標は、基本周期長 180msec, 
150msec, 120msec各々において評価し、各
指標の頻度依存性も評価した。②は
pBICEP-CMV-1 ベクター系を用い、Kv1.3 お
よびKir2.1遺伝子をNIH-3T3線維芽細胞ライ
ンへ共発現させた。発現の有無を、蛍光抗体
法で確認した。③については、Kv1.3 および
Kir2.1遺伝子をNIH-3T3線維芽細胞ラインへ
共発現させ、その発現を、蛍光抗体法による
組織学的確認、およびパッチクランプ法によ
る生理学的確認を予定した。結果的に組織学
的確認は出来たが、K+電流の発現が十分でな
く、生理学的確認が出来なかった。要因とし
て、Kv1.3 発現が不十分ないし不安定である
可能性が推測され、さらにベクターを再設計
する必要性を考慮していた。④については、
①で確認できたモデル動物に線維芽細胞を
移植し、活動電位の変化と心機能の推移を検
討する予定としていた。 
 
４．研究成果 
(1)心不全モデルラットの作成：イオンチャネ
ル移入線維芽細胞を移植し、心機能改善を確
認するための in vivo モデルとして心不全ラ
ットモデルを作成した。予定していた自己免
疫性心筋炎モデルの心筋傷害が不均一でか
つ再現性に優れていないことから、本研究の
基礎モデルとして不適切と判断し、イソプロ
テレノール負荷による心不全モデルを採用
した。イソプロテレノールは腹腔内投与し、
1 日 負 荷 、 2 日 負 荷 、 な ら び に
20-150mg/kg/dayの用量を用い、個体の生存
率、心機能、心筋組織変化ならびに心室筋の
電気生理学的特性を評価した。まず 1日負荷
では心不全の発症に個体差が大きく、かつ評



価できる変化が少なかったため、2 日負荷が
適切であると判断した。イソプロテレノール
の用量としては 100mg 以上では死亡率が
50%を超え、また 50mg以下では有意な心筋
の変化を認める個体が 30%以下であったた
め、80mg/kg/dayが適当であると判断した。 
 
(2)心筋に生ずる変化の定量：今回の検討では、
心室筋組織の解剖学的変化ならびに電気生
理学的特性変化を評価した。上記負荷の後 1
週間経過観察して個体を評価したが、組織学
的には心筋の肥大と一部の変性、間質の増殖
を認めた。電気生理学的には、不応期の延長
(平均 52%)と活動電位持続時間の延長
(MAP20で 120%、MAP90で 56％)を認めた。
心筋有効不応期はコントロールに比して心
不全モデルで延長する傾向を認めた。有意差
を認めたのは基本周期長 180msec のみであ
り、MAP の変化と解離する要因は明らかで
はなかった。心室内伝導時間は心不全モデル
で延長した(基本刺激周期長/延長平均％：
各 々 180msec/ 160%, 150msec/ 190%,  
120msec/ 220%)。組織学的炎症および間質線
維化が、有効不応期よりも心室内伝導速度に
より直接的に影響している結果であると考
察された。 
 
(3)並行する液性因子の評価：上記変化に並行
して生ずる液性因子の評価を行った。有意な
上昇を認めたのは、CTGF(平均 210％ ), 
TGF-beta (平均 320％), MCP-1(平均 180%), 
IL-2(平均 260%)であり、初期の炎症負荷が生
じているものと判断された。 
 
(4)移植のための線維芽細胞の作成：予定して
いるチャネル移入のためのプラスミドを再
作成した。結果的に前回まで発現が不良であ
った Kv1.3も発現するようになったが、再現
性が乏しく、さらに改良が必要と考えられた。
Kv1.3および Kir2.1遺伝子を NIH-3T3線維芽
細胞ラインへ共発現させ、その発現を、蛍光
抗体法による組織学的確認、およびパッチク
ランプ法による生理学的確認を予定した。結
果的に組織学的確認は出来たが、K+電流の発
現が十分でなく、生理学的確認が出来なかっ
た。要因として、Kv1.3 発現が不十分ないし
不安定である可能性が推測され、さらにベク
ターを再設計する必要性を考慮していた。 
 
(5)付加的実験として、抗酸化作用を示し得る
リナグリプチンを治療的に投与する実験を
開始した。パイロット的研究では、不応期延
長が抑制される傾向が確認されており、その
効果と機序について追加的検討を予定して
いる。これまでの検討では、リナグリプチン
の多面的作用としての抗酸化作用が組織変
性を抑制して、間質線維化を抑制しているこ
とが有力な機序と推定された。 
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