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《研究の概要》 

 

心臓の機能は生体の条件、心臓の状態に適合して必要かつ十分な血液を拍出することで

ある。これには、個々の細胞から構成されている心臓全体が同期的興奮、収縮することが

絶対必要である。この機能的合胞体としての機能は、個々の細胞の正常な興奮、興奮の細

胞間への速やかな伝播、個々の細胞の正常な収縮と同期的収縮によって果たされる。これ

らの要素の一つでも障害されると正常な心機能は期待できない。これは内因的、外因的要

素で調節されており、この調節の異常、破綻が不整脈や心不全などの心臓病を誘発し生命

維持を危うくする。調節機序、調節障害要素とその機序を知ることは、心臓病の治療、予

防への意義は大きい。低酸素や虚血では、脂質代謝変化によるリゾプォスファチジルコリ

ン（LPC）の遊離、細胞内 Ca イオン過負荷、Mg イオン増加、細胞内酸性化、PKC 活性化、

ATP 減少による ATP 依存性 K チャネル（IKATP）の活性化などがみられることはよく知られ

ている。本研究はこれらが心細胞機能に如何に影響を与えるかを細胞興奮、興奮伝播、収

縮と云う一連の関係において、分子生理学的にそれぞれの観点から追求した。 

①細胞膜は大電流や過分極電流で穿孔（電気的膜穿孔）するが、LPC はこれを促進し正

常の静止膜電位においてすら穿孔を促すことが判明した。これは Ca イオンの大量細胞内

流入や細胞死を誘発し興奮異常を惹起させ不整脈発生や収縮異常の因子となる。エチレン

グリコールや IKATP チャネル阻害剤がこれに抑制的に作用することも判明した。②細胞間興

奮伝播の場として働くギャップ結合チャネルの機能（電気的細胞間結合）は、チャネル構

成コネキシンの PKA 依存性リン酸化で促進、維持されること、細胞内 Ca イオン負荷、細胞

内酸性化、Mg イオン負荷、PKC 活性化、PKG 活性化や LPC は PKA 依存性リン酸化を抑制す

ることでチャネル機能を阻害することが判明し、虚血による不整脈発生の要因の一つとな

る可能性が示唆された。③圧負荷による肥大心筋でもコネキシンの細胞接着部での発現減

少、細胞表面での発現助長などの発現異常がみられ、筋細胞群の正常の縦方向優位の細胞

間興奮伝播が変化し、横方向伝播も顕著になり伝播の Zig-Zag 即ち異方向伝播が促進され

不整脈発生の下地を形成することも判明した。このような肥大心におけるコネキシンのリ

モデリングにアンギオテンシン II が関与していることも示唆された。④心筋の生体内に

おける収縮力調節には、「Frank-Starling の法則」機構（筋伸展に対する収縮反応）（筋長

効果）が重要であるが病態における調節機構は不明であった。細胞内酸性化、無機リン蓄

積はトロポニン C の Ca 親和性を低下、クロスブリッジ数の減少、張力の低下をもたらす

が、筋長効果は寧ろ促進させることが判明しだ。これは病的条件における心収縮の代償的

維持機構を示唆する。細胞内 Ca イオン過負荷は、筋長効果を抑制し伸展により Ca 振動を

惹起させたり、細胞内で不均一な収縮を誘発させたりなど収縮異常をもたらすことが示唆

された。 

かくして、本研究により、低酸素～虚血、肥大心において、どのような環境変化が、興

奮、興奮伝播、収縮の調節機構にどのように影響を与え、心臓機能低下を惹起させている
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か、その病態と機序に新しい知見が示された。 
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研究報告 

本研究は、心臓機能の病態を「興奮－興奮伝播－収縮連関」と云う総合的観点から論ずる

ことを目的としたもので、細胞膜興奮、興奮の伝導、収縮の異常と病態、それらの機序を

検討した。報告も各々のテーマに分けて記載する。 

 

①心筋細胞膜の電気的・化学的穿孔に関する研究（大地陸男） 

 

Ⅰ．研究目的 

心筋細胞の興奮はイオンチャネルの開閉によって行われることは周知の通りである。一

方、脂質二重層は大きなパルス通電によって穿孔することが、エレクトロポレーション

（electroporation, EP）として知られている。重度不整脈に対しては電気的除細動が重要

な対処法である。最近、この電気的除細動は副作用として EP を発生する、あるいは除細動

のメカニズム自体に EP が関係するなどの報告があり、心筋における EP の基礎的研究の臨

床に関連する意義が与えられた。また虚血などによる心筋代謝障害時には膜からリゾリン

脂質が生成・放出され病態を修飾する。リゾホスファチジルコリン（LPC）は界面活性作用

があり、これによる膜障害作用も報告されているが、多くのチャネル修飾作用に比較して

十分研究されていない。この膜障害作用を解明し、障害を軽減できれば、病態の治療に資

することができる。膜障害物質の存在下では EP が発生しやすいことは当然予想されるが

その証明も必要である。そこで、我々の研究目的は、まずパッチクランプ法と蛍光測定法

により、膜穿孔の経過を実時間で追跡する手段を確立し、これを LPC などによる膜穿孔の

研究に通用することであった。 

 

Ⅱ．研究計画および材料と方法 

ウサギ心臓から単離した心室筋細胞を標本として用いた。パッチクランプ法による膜電

流記録で LPC などの作用を検討した。また、ホールセルクランプ法と蛍光顕微鏡を併用し

て、膜電位制御により膜電流を記録し、電流固定により膜電位を記録して細胞内蛍光マー

カーとの関係を検討した。蛍光法は時間的な分解能は低いが、パッチクランプ法でのチャ

ネル電流の混入を無視することができ、また長時間続く振幅の小さな現象の検出に有力で

ある。膜穿孔のプローブとしては分子量 314 の ethidium カチオン（EB）を使用し、EB 蛍
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光を蛍光顕微鏡で測定した。なお本研究では、大きな過分極や大量の膜障害性物質による

不可逆的な穿孔ではなく、正常状態に近い刺激による微小な穿孔を研究対象とした。穿孔

時には EB は電位依存性に静止電位で促進されて細胞内に流入し、流入量に対応した核蛍

光の不可逆的増大をもたらす。細胞内では EB は主として DNA や RNA と結合することによっ

て蛍光を増大する。静止電位-80mV でも徐々に EB 蛍光は増大するので、最終的なパルスプ

ロトコルでは、保持電位は-20mV とした。40 秒の試験パルスを適用し、パルス中に誘発さ

れる La3+感受性の内向き電流（Ihi）と核および細胞質の EB 蛍光の増大を測定した。まず過

分極パルスを 20mV ずつ-80 から-180mV まで増大した。別の実験では LPC10mM を適用して

から時間を追って-80mV パルスによって誘発される Ihi と EB 蛍光増大を調べた。膜電流固

定による膜電位記録も行った。 

 

Ⅲ．研究成果 

ウサギ心室筋細胞の形態を顕微鏡カメラで観察しながら、LPC（10μM）を細胞外液に加

えて、静止細胞、反復収縮する細胞、過収縮（細胞死）する細胞の割合を時間的に追った。

細胞外 K+濃度の効果も検討した。K+-free 液では LPC 投与前において長時間収縮する細胞

が多く、LPC によってゆるやかに過収縮細胞が増した。正常 K+濃度では LPC 10μM では形

態の変化はなく、30μM で収縮開始後、短時間で過収縮に入った。この実験から、K+は膜電

位を正常な静止電位に維持して電気的な穿孔を、K+-free と比較して発生し難くするが、一

度穿孔すると膜電位を深く保つために穿孔部からの Ca2+流入を促進すると示唆された。 

LPC の膜穿孔への影響を、単離ウサギ心室筋にパッチクランプ法を適用して検討した。

LPC は内向き整流性 K 電流（IK1）を抑制するとされる。しかし、ランプパルスを連発して

IK1 を記録しつつ LPC（30μM）を投与したとき、IK1 の抑制以前に電気穿孔による Ihi が生じ

た。LPC による穿孔の電位依存性を検討した。まず LPC（10 または 30μM）による Ihi 発生

の潜時の維持電位依存性を検討したが、細胞間のデータのばらつきが大きく有意な差はえ

られなかった。そこで、各細胞で膜電位を-40、-60、-80mV に 10s ずつ維持しつつ LPC を

適用した。15 例において、最初の Ihi は-80mV で 10 例、-60mV で 5 例において生じ、-40mV

では生じなかった。またこれらの Ihi は 0.1mM の La3+で可逆的に抑制された。また LPC-誘

発性 Ihi の上昇の経過は早く 10ms で 0.5nA にも達することもあり、十分に活動電位を誘発

できる大きさであった。従って LPC は正常の膜電位近くで、電気膜穿孔を促進することが

明らかになった。すなわち、LPC による不整脈の発生は電気穿孔に起因すると考えられた。 

LPC のウサギ心室筋細胞膜への影響をさらに outside-out パッチクランプ法を用いて検

討した。LPC（3μM）を与え、膜電位を持続時間 10s のパルスで過分極すると、不規則な内

向き電流（Ihi）が-140mV 近くで発生した。LPC 10μM では-60mV、-80mV でも Ihi が発生し

た。Ihi は 0.1mM の La3+で可逆的に抑制された。合成ポリマーのポリエチレングリコールは

（PEG4000）は 25％または 10％の濃度で Ihi を軽度に抑制した。一方、PEG（25％）は LPC

誘発性膜穿孔に伴う収縮と、それに伴う細胞のトリパンブルー取り込みを完全に抑制した。

膜穿孔を Ca 流入による収縮および、膜不透過性核蛍光マーカーである EB の蛍光増大で評

価した場合、LPC は膜穿孔を促進し PEG はこれを抑制すると考えられた。 

膜穿孔実験を膜電流固定による膜電位と EB 蛍光を同時に記録しながら行った。K+-free

溶液は膜電位は最大-180mV に過分極後、巨大な活動電位を発生させた。活動電位は持続時
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間は 3～5 分におよぶプラトーを呈した。プラトー中は EB 蛍光増大は軽度で、再分極後に

大きく増大した。この EB 蛍光増大は筋収縮の増大を伴った。このことから再分極は正の荷

電をもつエチジウムおよび Ca2+の流入を増大すると想定された。 

EB 存在下に Ihi を発生させると ATP 感受性 K 電流（IKATP）が誘発された。グリベンクラ

ミドは活動電位を 10 分以上まで持続させ、EB 蛍光増大を抑制した。IKATP は穿孔部からの

Ca2+流入を増大させて細胞障害性に働くことが判明した。 

保持電位-20mV から、-80mV にはじまり-180mV まで 20mV ずつ増大する 40sec のパルスを

2 分毎に与え、内向き電流（Ihi）電流を連続的に、また EB 蛍光を 20s 毎に記録した。過分

極を増大するにつれて、Ihi と EB 蛍光が共に増大した。パルス中の EB 蛍光変化分を Ihi の

時間積分と比較すると、時関経過および振幅の電位依存性に関して、両者は平行的に増大

した。EB 蛍光は核の方が細胞質よりも 2～5 倍大であった。LPC（10μM）存在下では-80mV

で正常溶液中-160mV パルスに相当する Ihi 電流と EB 蛍光増大が発生した。核 EB 蛍光強度

と電流積分値の関係は、過分極単独および LPC に共通していた。 

 

Ⅳ．考案 

過分極あるいは LPCで誘発される不規則な内向き電流（Ihi）が膜穿孔電流であることが、

蛍光マーカーEB の流入で裏付けられた。今後は、膜穿孔の不整脈への寄与や Ca2+イオン流

入による障害性を Ihi から定量的に見積もることが可能と思われる。電流固定実験から、

膜穿孔が発生した場合は、負の膜電位が膜損傷部からの ethidium+や Ca2+の流入を促進し

て細胞傷害的であり、これに対しグリベンクラミドが脱分極を持続させて細胞保護的に働

くことが判明した。LPC は膜穿孔を強力に促進し、これによる穿孔は不整脈の発生や細胞

への Ca2+過負荷によって細胞障害性となることが示された。穿孔を閉鎖または軽減する薬

物の候補として、ポリエチレングリコールの作用をさらに検討する必要がある。 
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②興奮伝播におけるギャップ結合の役割とその病態（今永一成） 

 

Ⅰ．研究目的 

心筋において、gap junction は電気的細胞間連結として機能し、細胞間興奮伝播の場と

して重要な役を果たしている。Gap junction のこの生理的機能の障害は、興奮伝播遅延、

興奮の re-entry などを誘発し、重篤な不整脈発生の要因となる。この Gap junction の生

理的機能は、gap junction 構成の channel の数、開閉などの静的、動的要素に依存してい

る。これらは channel 構成の蛋白、connexin の分子構造変化に依存している可能性が示唆

されてはいるものの、これに関する研究な少なく、不明な点は多い。分子構造変化はリン

酸化に依存している可能性を鑑み、本研究では、gap junction の生理的機能を障害する要

素としての低酸素、細胞内 Ca 負荷、細胞内酸性化、PKC 活性化、PKG 活性化の connexin リ

ン酸化、connexin の発現への影響を機能との相関において検討した。また、糖尿病心筋に

おいても検討した。 
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Ⅱ．研究計画および材料と方法 

成獣モルモット、ラット心臓を用いた。心臓を摘出後、Langendorff 法で、正常 Krebs 

Hensuleit 液（97％O2、3％CO2 飽和、pH＝7.4）を 37℃、定圧（60mmHg）、定流（16～18ml

／min）で灌流。定常状態後、試験液を 30～60 分、必要な時 90 分灌流した。右心室筋を分

離し、免疫組織標本、免疫ブロット（Western Blot）の資料とした。Connexin（Cx）には、

心室筋に優位に発現する Cx43 を対象とし、Mouse monoclonal anti-Cx43 antibody を用い

た。生理学的細胞間連絡（GJC）は、longitudinal internal resistance（ri）、gap junction

の電気的抵抗（impedance 法）（Rj）或いは dye-coupling で評価した。 

低酸素条件は、97％N2、3％CO2 飽和液で行った（pO2＝10mmHg）。細胞内 Ca 負荷は灌流液

Na 濃度減少で、細胞内酸性化は灌流液飽和ガスの CO2 分圧上昇で施行した。PKA、PKC、PKG

活性化には、夫々、8Bromo cyclic AMP, PKA activator, TPA, 8Bromo cyclic GMP を用い

た。PKA 抑制として PKA inhibitor を、PKC inhibitor として Calphostin C を用いた。糖

尿病心筋には STZ 誘発糖尿病ラット心室筋を用いた。 

Western Blot において、43KDa～45KDa の間に 2 つの isoform が認められた。高分子の

isoform の発現は phosphatase により激減し、PKA activator, 8Bromo cyclic AMP で促進

された。低分子 isoform を非リン酸化（P0）、高分子 isoform をリン酸化 isoform（P1）と

し、P1, P0 isoform の mean density を測定（NIH Image）し、P1／P0 比をリン酸化の指標

とし、P1／P0 増加をリン酸化促進と評価した。（表－1）Immunohistochemistry では、

intercalated disk での Cx43 spot の immunoreactivtity(mean density), mean area を測

定し Cx43 発現の指標とした。 

 

Ⅲ．研究成果 

1）PKA 活性化（表－1） 

8Bromo cyclic AMP（1μM）は、Rj, ri を減少させ、Cx43 のリン酸化を促進した。

Intercalated disk における Cx43 の immunoreactivity を促進し、Cx43 の発現面積を増加

させた。これは、cyclic AMP, 0.1～10μM まで濃度依存性を示し、この効果は、PKA 

inhibitor で抑制された。8Bromo cyclic AMP の作用は PKA 活性化を介することが強く示

唆された。また、PKA 活性化による Cx43 の発現促進、リン酸化促進と GJC の促進は並行す

ることが示唆された。 

2）低酸素（表－2） 

低酸素下では、ri は時間依存性に増加し、40～60 分後 ri が正常の約 4 倍になると伝導

遮断がみられた。Cx43 のリン酸化も低酸素で時間依存性に抑制された。8Bromo cyclic AMP

（1μM）は低酸素による ri 上昇、Cx43 リン酸化抑制を改善かつ予防したが、これらの改

善効果は、低酸素 100 分では弱く、120 分では見られなかった。gap junction の電子顕微

鏡所見では、低酸素 30～40 分で変性像を示すが、8Bromo cyclic AMP 存在下ではほぼ正常

像が保たれた。しかし、120 分低酸素では cyclic AMP の改善効果は見られなかった。低酸

素持続によって細胞内 Ca 増加、細胞内酸性化が誘発されることを考えると、Cx43 のリン

酸化 PKA 依存性リン酸化は Ca 濃度、酸性度によって影響を受ける可能性が示唆された。 

3）細胞内 Ca 負荷（表－3） 

灌流液（細胞外）Na 濃度減少による細胞内 Ca レベルを collagenase 処理、単離心室筋
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細胞を用い Fura-2 で測定した。正常の 141.1mM から 78.1mM、13.1mM 減少させると、正常

の約 1.2 倍、1.8 倍に上昇した。Na 濃度減少が大きくなるにつれて ri は上昇し、Cx43 リ

ン酸化は減少した。8Bromo cyclic AMP（1μM）は ri 上昇、リン酸化抑制を改善させたが、

Na＝13.1mM ではこの改善効果は見られなかった（PKA 依存性リン酸化の抑制）。8Bromo 

cyclic AMP の改善効果は PKA inhibitor で消失した。 

4）細胞内酸性化（表－3） 

pH の低下に従い ri は上昇、Cx43 リン酸化は減少した。8Bromo cyclic AMP（1μM）は ri

上昇、リン酸化抑制を改善させたが、pH6.4 以下ではこの改善効果は見られなかった（PKA

依存性リン酸化の抑制）。8Bromo cyclic AMP の改善効果は PKA inhibitor で消失した。 

5）PKC 活性化（表－4） 

TPA により ri は上昇し、これは Calphostin C で抑制された。8Bromo cyclic AMP の改

善効果は見られなかった。Cx43 のリン酸化は軽度ながらも促進されたが、PKA 依存性リン

酸化は抑制された。細胞接合部における Cx43 の発現は抑制され、細胞側面への発現が促進

された。糖尿病心筋では conductivity が低下していること、Cx43 の PKC 依存性リン酸化

が促進されていることを認めた。 

6）PKG 活性化（表－4） 

8Bromo cyclic GMP はリン酸化を軽度促進した。Cyclic AMP 1μM と cyclic GMP 1μM と

の混在では、cyclic AMP のリン酸化促進効果が優位であり、cyclic GMP 10μM では PKA 依

存性リン酸化は抑制された。 

7）LPC（表－4） 

LPC（1μM）はリン酸化を抑制し、PKA 依存性リン酸化をも抑制した。 

 

 
 

Ⅳ．考案 

従来から知られていた低酸素、細胞内 Ca 負荷，細胞内酸性などの gap junction 生理機

能抑制要素が connexin のリン酸化抑制と深く関係していることを証明した。また、Cx43

の PKA 依存性活性化は Cx43 の発現促進、維持（消退抑制）により GJC を促進、維持に寄与

していることが示唆された。PKC 依存性リン酸化は Cx43 を degradation を受け易くさせ

る、即ち proteolysis へ導くものと考えられる。かくして、PKA 活性化は connexin に対し

て"up-regulation"として、PKC 活性化は"down-regulation"として働いているものと考え
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られる。PKG 活性化も PKA の作用に影響を与える要素と思われる。 

本研究は、gap junction の生理機能が connexin のリン酸化に依存しており、PKA 依存

性リン酸化と PKC 依存性リン酸化で制御されていることを示唆したことに大きな意義があ

る。さらに、Ischemic preconditioning の要因の一つとして PKC 活性化が関与しているも

のと考えられているが、この機序として、PKC 活性化で GJC は抑制されると云う本研究成

果を考えると PKC 活性化で toxic substances の細胞間拡散の抑制に起因するかも知れな

いと云う興味ある示唆も得られた。PKC に関しては、これらにいずれの isoform が関与し

ているかを検討しなけらばならないであろう。 
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③肥大心筋における興奮伝播異常とその病態、機序（児玉逸雄） 

 

Ⅰ．研究目的 

心臓では gap junction を介する心筋細胞間の電気的・代謝的結合によって臓器全体と

しての興奮・収縮の協調がうまれ、血液ポンプとしての働きが可能となる。近年の分子生

物学的研究により、gap junction チャネルを構成する蛋白（connexin）の構造とチャネル

機能との関係が次第に明らかにされてきた。心筋細胞には主に 3 種類の connexin アイソ

フォーム（Cx43、Cx45、Cx40）が存在するが、それらの発現が心臓内の部位により異なる

ことや、発生・分化あるいは病態に伴ってその発現様式が著しく変化することが知られる

ようになってきた。本研究では、1）心肥大・心不全に伴う心室筋 gap junction の発現様

式の変化（リモデリング）について、圧負荷心肥大モデル動物を用いて、免疫組織・細胞

化学および電顕による形態的変化の観察と機能解析を組みあわせて検討するとともに、2）

心臓のペースメーカー組織である洞房結節における connexin アイソフォームの発現を単

離細胞の免疫細胞化学により検討した。 

 

Ⅱ．研究計画および材料と方法 

1）心肥大・心不全に伴う心筋 gap junction のリモデリング 

モノクロタリン（MCT）皮下投与（60mg／kg）により誘発した肺高血圧に起因する右室肥

（RVH）ラットと、腹部大動脈縮窄術後の左室肥大（LVH）ラットを作成した。心室筋凍結

組織切片と単離心室筋細胞を Cx43 に対する抗体を用いて免疫蛍光染色し、共焦点レーザー

顕微鏡を用いて gap junction の発現分布を観察した。また、透過型電顕を用いて gap 

junction の微細形態を観察し、金コロイドを用いた免疫電顕も行った。一部の実験では、

大動脈縮窄ラットに angiotensin type 1 受容体拮抗薬 losartan（10mg／kg／day）を経口

投与し gap junction リモデリングにおける angiotensin の役割を検討した。また、MCT 投

与ラットでは、細胞外電位マッピングにより右室自由壁における興奮伝導速度を計測した。 

2）洞房結節における connexin アイソフォームの発現 

ウサギ洞房結節からペースメーカー細胞を単離し、Cx43、Cx45 および Cx40 に対する抗

体を用いて免疫蛍光染色した。共焦点顕微鏡を用いて再構成した細胞の投影画像から、各

アイソフォームの発現を定量的に解析した。 

 

Ⅲ．研究成果 

1）心肥大・心不全に伴う心筋 gap junction のリモデリング 

正常心室筋では Cx43 gap junction は細胞長軸端の介在板部分に局在していたが、MCT

投与ラットの肥大した右心室筋や大動脈縮窄ラットの肥大した左心室筋では介在板部分に

おける Cx43 の発現に加えて正常では殆ど認められない細胞側面にも Cx43 の発現が多く認

められた。一方、介在板部分における Cx43 の発現は、両心肥大モデルともに、肥大の進展

に伴って介在板中央部分に存在する小型のギャップ結合が選択的に減少し、介在板単位面

積当たりのギャップ結合密度が低下した。透過電顕を用いた微細形態観察では、肥大心筋

で観察される介在板から離れた部位に出現する gap junction は、一部は心室筋細胞の側
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面どうしの接合構造を形成するが、他の一部は細胞内で輪状構造（annular gap junction）

をとることが認められ、これらの構造は介在板部分における正常な gap junction ととも

に Cx43 に対する抗体で標識されることが免疫電顕により確認された。Angiotensin 1 型受

容体拮抗薬は、大動脈縮窄による左室肥大のみならず、心室筋 gap junction 配列のリモデ

リングも抑制した。 

MCT 投与ラットの電気生理学実験では、肥大心室筋では心筋線維に沿った方向の伝導速

度が有意に減少したが、それを横切る方向の伝導速度には変化を認めず、両者の比である

anisotropic ratio が低下した。 

2）洞房結節における connexin アイソフォームの発現 

洞房結節中心部に由来する小型の細胞では Cx45 と少量の Cx40 が細胞膜全体に散在して

いたが Cx43 の発現は認めなかった。Cx45 発現密度（細胞投影面積で基準化）は洞房結節

細胞の大きさとの間に逆相関を認め、洞房結節辺縁部に由来する大型の細胞では Cx45 の

発現は少なかった。また一部の大型の洞房結節細胞では Cx45 と Cx43 の共発現を認めた。

心房筋細胞では介在板部分に Cx43 の発現を認めたが Cx45 の発現は認められなかった。こ

れらの結果から、Cx45 が洞房結節ペースメーカー細胞の同期化に中心的役割を果たし、洞

房結節辺縁部の細胞に Cx45 と Cx43 が発現することは、これら connexin アイソフォーム

の共発現が心房筋への興奮伝播経路形成に関与している可能性が示唆された。 

 

Ⅳ．考案 

1）心肥大・心不全に伴う心筋 gap junction のリモデリング 

RVH と LVH の 2 種類の圧負荷心肥大モデルの形態学的観察では、肥大心筋ではいずれの

モデルにおいても共通する心室筋 gap junction の特徴的は発現分布の変化が観察された。

このうち、介在板から離れた部位に発現した gap junction の一部は細胞側面の結合構造

を形成するが、他の一部は細胞間の結合機能を発揮しない細胞内構造（annular gap 

junction）をとることが電顕観察により明らかになった。Annular gap junction の増加は

リモデリング過程における gap junction の分解・再構成の亢進に関与している可能性が

示唆される。Angiotensin 1 型受容体拮抗薬はこれらの変化を抑制したことから、gap 

junction リモデリングには angiotensin II が重要な役割を果たすと考えられた。更に、

肥大心筋の介在板中央部分の小型 gap junction が減少して、介在板における gap junction

分布密度が低下したことは、電気生理学実験において心筋線維に沿った方向の興奮伝導速

度が低下したこととよく一致している。このように心肥大・心不全の病態における gap 

junction 配列のリモデリングは、輿奮伝導 anisotropy を変化させて不整脈発生の基質形

成に関与することが示唆される。 

2）洞房結節における connexin アイソフォームの発現 

洞房結節中心部に由来する小型の細胞に、心室筋や心房筋の主要な gap junction 蛋白

である Cx43 が発現しないことは、他の動物種においても報告されている。大型の洞房結節

細胞の一部に Cx45 と Cx43 の発現を認めたことは、組織標本の分界稜上に位置する洞房結

節から心房筋への移行部において Cx45 と Cx43 が発現していることとよく一致しており、

心房筋への興奮伝播経路を形成していると考えられる。Cx45 と Cx43 の共発現は 2 種類の

connexin アイソフォームから構成される gap junction チャネル（heteromeric connexon
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や heterotypic channel）形成の可能性を示唆する。しかしながら、それらのチャネルが

洞房結節のペースメーカー機能や心房筋への興奮伝導にどのような役割を果たしているか

については更に検討する必要である。 
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④収縮の異常とその病態（栗原 敏） 

 

Ⅰ．研究目的 

心臓のポンプ機能が破綻すると、全身の酸素需要量に見合った酸素の供給が行われなく
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なり生体の運動機能が著しく損なわれる。心臓のポンプ機能の低下は、輿奮発生の異常、

興奮伝導の障害、収縮制御機構の障害の何れによってももたらされる。我々の研究は、収

縮制御の分子機構を明らかにするとともに、病態時における細胞内イオン環境の変化が収

縮制御機構にどのように影響するのかについてスキンド標本を用いて調べた。 

 

Ⅱ．研究計画および材料と方法 

1）生筋を用いた実験 

フェレットやラットの右心室から摘出した乳頭筋の表層細胞内にエクオリンを注入し

て、細胞内 Ca2+濃度（Ca2+ transient, CaT）と収縮張力を同時測定し、以下の実験を行っ

た。単収縮の経過中に筋長を急速に短縮させると、張力低下に一致して細胞内 Ca2+濃度は

一過性に増加した（extra-Ca）。この Ca2+は張力低下によってトロポニン C（TnC）から解離

した遊離 Ca2+を反映していることが報告されている。この extra-Ca は活動クロスブリッジ

の解離によって TnC の Ca2+親和性が低下することを表しているので、これを指標として、

筋長による収縮調節機構（Frank-Starling の法則）の分子メカニズムを調べた。 

2）スキンド標本を用いた実験 

ラットの右室肉柱を Triton X-100 で処理してスキンド標本を作成し、pCa-張力関係を測

定して、それに対する筋長変化、溶液中の MgATP 濃度、ADP 濃度、pH、燐酸（Pi）濃度、

TnC の Ca2+結合を増すピモベンダンの効果などを調べ、発生張力や Ca2+応答性が筋長によっ

て変化するメカニズムを収縮蛋白系レベルで検討した。また、生理的条件下あるいは病態

時における、Ca2+応答性の筋長依存性を考察した。 

 

Ⅲ．研究成果 

1）無傷筋の筋長を短縮させると細胞内 Ca2+濃度が一過性に上昇し（extra-Ca）、この extra-

Ca は張力低下分が大きくなるに従い大きくなり、両者に正の相関が見られた。これは筋長

の短縮ではなく張力低下が TnC の Ca2+親和性に影響することを示唆している。また、extra-

Ca は筋長変化直前の細胞内 Ca2+濃度にも影響され、Ca2+濃度が高いほど extra-Ca の振幅も

大きかった。筋長変化直前の Ca2+濃度は TnCと結合している結合 Ca2+量に近似できるので、

extra-Ca を筋長変化直前の細胞内 Ca2+濃度で除した正規化 extra-Ca を指標として用いた。

正規化 extra-Ca と張力変化分との関係は、細胞外 Ca2+濃度の影響を受けた。細胞外 Ca2+濃

度が高くなると正規化 extra-Ca は減少した。逆に、細胞外 Ca2+濃度を低下させると、正規

化 extra-Ca は増加した。これは、細胞外 Ca2+濃度を増加させると、CaT が大きくなり筋長

変化直前の細胞内 Ca2+濃度が高くなる。従って、形成される活動クロスブリッジも多くな

る。このためクロスブリッジの結合によって TnC の Ca2+親和性がより高くなり、Tn と結合

する Ca2+が増えることが考えられる。このため、張力低下に伴う Ca2+親和性低下がおこり

にくくなり extra-Ca が減少するものと考えられる。他方、細胞外 Ca2+濃度を減少させる

と、これとは逆のことが生じるので extra-Ca が大きくなるものと考えられた。 

2）スキンド標本の実験結果：pCa-張力関係は筋の伸張によって左方移動し Ca2+感受性が増

加した。溶液中の MgADP 濃度を 0.1 から 10mM まで増加させ、予め pCa-張力関係を左方移

動させておくと、筋の伸張に伴う左方移動度が減少した。これは、MgADP 濃度を増して結

合クロスブリッジを増加させ、クロスブリッジによる TnC の Ca2+親和性機構が十分に働い
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ていると、筋長による Ca2+親和性調節機構が機能しにくくなることを示唆している。ピモ

ベンダンは Ca2+感受性を増加させたが、筋の伸張による pCa-張力関係の左方移動度には影

響しなかったので、TnC そのものは筋長効果には本質的に関与していないことが示唆され

た。溶液中の Pi を増したり、pH を低下させたりすると、pCa-張力関係は右方移動した。そ

れぞれで筋を伸張すると伸張による pCa-張力関係の左方移動度が増加した。また、高 Pi、

低 pH では最大張力が減少した。これらの結果は、Pi や H+の増加によって結合クロスブリッ

ジ数が減少すると、収縮蛋白系の Ca2+感受性が低下し、pCa-張力関係に対する筋の伸張効

果が顕著になることを示唆している。 

 

Ⅳ．考案 

心筋の収縮は筋長依存性が骨格筋に比べて高く、僅かな還流血液量の変化によって拍出

量が調節されている。心筋の発生張力の筋長依存性は、細胞膜を除去したスキンド標本で

も観察されたので収縮蛋白系そのものに由来する性質であることがわかった。また、無傷

筋を用いた実験から、結合クロスブリッジの数が増えると、TnC の Ca2+親和性が増加して

TnC と Ca2+の結合が増し、そのため遊離 Ca2+は減少するので、CaT の減衰相は短縮する。ま

た、スキンド標本の MgADP、Pi、pH の実験で観察されたように、Ca2+感受性が低下すると筋

長効果（筋の伸張による pCa-張力関係の左方移動）は増強される。細胞内 Ca2+濃度が低下

すると TnC と結合する Ca2+は減少し、活動クロスブリッジ数が減少し筋長効果が大きくな

る。 
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