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第3回　基礎・臨床融合の学内共同研究発表会

イオンチャネル研究の最前線-From Gene to Computer Simulation-

◆　日　時　　　平成23年2月2日(水) 16時～18時

◆　場　所　　　大会議室(管理棟3階)

◆　研究責任者　堀江　稔(内科学講座・循環器内科)

松浦　博(生理学講座・細胞機能生理学)

◆　司　会　　　堀江　稔(内科学講座・循環器内科)

講演着

1. WuJie

2.松浦　博

3.芦原　貴司

4.野間　昭典

(内科学講座・循環器内科・特任助教)

(生理学講座・細胞機能生理学部門・教授)

(内科学講座・循環器内科・助教)

(立命館大学・生命科学部・教授)

はじめに

松浦　博(生理学講座・細胞機能

生理学部門)

基礎医学講座と臨床医学講座が

融合した学内共同研究プロジェク

ト(服部隆則　研究活動推進室会

議室長)推進のための第3回学内

講演会を開催したので報告する。

平成23年2月2日(木)16時よ

り大会議室(管理棟3階)で、内

学講座教授・堀江　稔先生の司会

のもとで、『イオンチャネル研究の

最前線-From Gene to Computer

simulation-』というテーマで、
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WuJie先生(内科学講座・循環器

内科・特任助教)、松浦　博(生理

学講座・細胞機能生理学・教授),

芦原　貴司先生(内科学講座・循

環器内科・助教)、野間　昭典先生

(立命館大学・生命科学部・教授)

に講演いただいた。講演の内容は、

各論文を参照されたい。

馬場忠雄学長はじめ基礎・臨床

あわせて39名の出席があり、岡村

富夫先生(薬理学講座教授)、小笠

原-誠先生(病理学講座教授)な

どから活発な質疑がなされ、今後

の新たな研究の展開や方向性につ

いての手掛かりが得られた。



A weak dominant negative mutation of KCNQl-G269S affects protein

kinase A-mediated up-regulation of/ks channels and causes adrenergic
°

triggered long QT syndrome

Wu Jiel'2, Wei-Guang Ding , Nobu Naiki , Hiroshi Matsuura2, Minoru Horiel

Departments of Cardiovascular Medicinel and Physiology , Shiga University of Medical Science

Congenital Long (〕T syndrome (LQTS) is

characterized by (〕T interval prolongation in

the electrocardiogram (ECG) and syncope

due to torsade de pointes and ventricular

丘brillation. The syndrome is caused by at

least 13 types of gene mutations, among

which the KCNQl gene mutations are

responsible for the LQTl (often triggered by

adrenergic stimulations such as physical or

emotional stress) that can cause the

loss-of-function of 7ks channel encoded by

KCNQl and thereby the prolongation of the

QT interval. We identified a KCNQl-G269S

mutation in ll patients丘0m 4 families.

Clinical data showed that most of patients

were asymptomatic. However, when

receiving exercise stress, QTc intervals of

some patient's prolonged obviously. The

aim of present study is to explore the

possible mechanisms underlying the

adrenergic-tnggered LQTs associated with

G269S mutation. Thus, the G269S mutation

was made by using PCR based mutagenesis

and transfected into CHO or HEK293 cells

together with KCNEl by using

lipofectamine method. The whole cell 7ks

mutant currents were checked up using the

patch-clamp technique. The results showed

that the G269S mutation decreased　7ks

cu汀ents in a mutant c onc entration-

dependent manner, shifted the I-V

relationship of　7ks currents to more

depolarizing direction, and accelerated the

deactivation time of the currents. In addition,

we found that G2 6 9 S was

trafncking-refractory mutation and that the

7ks reconstituted by the G269S mutant or the

co-expression of wild type (WT) + G269S

mutant lost their response to β-adrenergic

stimulation. The study results suggest that

G269S mutation: (1)　exerted weak

dominant-negative suppression effects on

KCNQl channel; (2) trapped KCNQI WT

subumts to form tetramers and thereby

altered their gating kinetics; (3) might be

associated with exercise-dependent

unmasking of QTc prolongation.
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アンギオテンシン受容体による心筋カリウムチャネルの

調節機構

松浦　博　Dimitar P Zankov'2,堀江　稔2

滋賀医科大学生理学講座細胞機能生理学部門1,呼吸循環器内科2

心房筋の高頻度(400-600回/分)で不規

則な収縮を特徴とする心房細動は,明らかな

原因を欠く場合に加えて(孤立性心房細動),

心不全や高血圧性心疾患さらには甲状腺機

能克進症などにもしばしば合併し,最も頻度

の高い心臓不整脈の一つである.加えて,心

房細動をいったん発症すると心房筋自体に

心房細動の持続もしくは再発が起こりやす

くなるような機能的,組織学的変化が惹起さ

れるため(電気的,構造的リモデリング) [!]>

心房細動は発作型から持続型-移行しやす

く治療に難渋することが多い.

心房細動の発生には心房筋の電気生理学

的性質の変化が密接に関わっており,特にそ

の活動電位持続時間.action potential duration,

APD)およびそれに依存する有効不応期

(atrial effective refractory period, AERP)の短

縮は心房内に多発性のリエントリー回路の

形成を可能にして心房細動の発生に第一義

的に寄与すると考えられている【2].ヒトト

房筋細胞の活動電位に寄与するイオンチャ

ネルとして,内向き電流を発生するナトリウ

ムチャネルC/jJ　およびL型カルシウムチ

ャネル(/ca,L),外向き電流を発生する一過性

外向きカリウムチャネルCU.超急速活性

型,急速活性型および緩徐活性型遅延整流性

カリウムチャネル(それぞれ-fcur> -Acri ^Ks)

等があげられる.

近年の家族性心房細動家系の遺伝子検索

により; ^Ks　チャネルの　pore-forming

α-subunit (KvL(〕Tl)の発現をコードする

KCNQl　遺伝子の機能獲得型(gain of

function)のミスセンス変異(S140G)が見つ

かっており【3], /]Ksチャネルの機能Jh進

(upregulation)が心房筋有効不応期(AERP)

の短縮を介して心房細動の発症に結びつく

可能性が考えられている[図1] .

KCNQlのgain of function mutation

/Ksの機能先進(外向きK+電流の増加)

有効不応期の短縮,リエントリー回路の形成

心房細動の発生

図1心筋ZKsチャネルの変異による心房細動の発生

一方,我々は最近,モルモット単離心房

筋細胞にパッチクランプ法を適用した電気

生理学的検討において, 1)アンギオテンシ

ンII (AngII)およびそのアナログである
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図2 AT,受容体によるによる心房筋活動電位の調節

Sar-AngIIが1型Angll (ATi)受容体-Gq

タンパク質-ホスホリパーゼC (PLC) -プロ

テインキナ-ゼC (PKC)系を活性化して

zKsを著明に増大すること,またそれに伴い

2) Ang II (およびSar'-Ang II)は活動電位

持続時間(90%再分極時間として計測した

APD90)を短縮し(図2A, C) , AT,受容体

阻害剤(valsartan)はそれを部分的であるが

正常化すること(図2B,C)　を明らかにし

た[4] .

これらの実験結果は　AT,受容体阻害剤が

心房細動の治療(電気的除細動後の再発予

防)において有効であると報告されている

が[5],その作用機構として　AT,受容体阻害

剤がAng IIによるIKsのupregulationを介した

APD (およびAERP)短縮作用に括抗するこ

とにより抗心房細動作用を発揮する可能性

を示唆したものである[図3] .

心不全,心房細動により血中・組織間隙Ang II上昇

㌫雷体」
心 房筋 AT1受応 体刺 激 を

介 した lKSの 増大

心房筋活動電位時間持続(有効不応期)の短縮

リエントリー回路の形成,心房細動の発生・持続

図3 AT,受容体阻害剤による心房細動の抑制
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また,心房細動や心不全等の心房や心室

壁の拡張を伴う病態においては,心筋細胞

膜に機械的ストレスが加わることが知られ

ている.この機械的ストレスに伴う細胞膜

の伸展(stretch)は種々のイオンチャネル活

性に影響を与え,前述のIK。チャネルも細胞

膜の伸展に伴いupregulationされることが知

られている[6].一方,近年,細胞膜の伸展

がAng II非存在下でもATl受容体を活性化す

るという興味深い報告もなされている[7, 8].

そこで,我々は心房筋細胞において,細胞膜

の伸展に伴うIKsチャネル電流の増大にATl

受容体の活性化が関わっているか否か,につ

いて検討を行った.モルモットL房筋細胞に

パッチクランプ法を施行し,正常浸透圧溶液

(-290 mOsm)から低浸透圧溶液(-200

mOsm)で湾流することにより,細胞の膨張

(hyposmotic cell swelling)ならびにそれに伴

う細胞膜の伸展を誘発した.モルモット心房

筋細胞を低浸透圧溶液(-200 mOsm)で潜流

することによりサ^Ksチャネル電流の大きさは

84% (n-12)増大したが　AT,受容体阻害剤

(candesartan, 1 |aM)存在下ではその増大率

が47% (ォ-9)となり有意に(P<0.05)減少

した.さらに,心房筋細胞を低浸透圧溶液で

潜流するとAPDが114 msから95 msに約17%



AT-i blocker

l

Angll-ATiR　　　> /iKs廿

l巳 APD且,AERP且/ca,J

ttJI

Membrane stretchーAtrial FibrillationーWavelength4

図4心房細動と電気的リモデリング

短縮したが, candesartan存在下では,その短

縮の程度が約9%に減弱した.これらの実験

結果は,細胞膜の伸展に伴うIKsチャネル電流

の増大とAPDの短縮に,部分的にではあるが

ATl受容体の関与を示唆するものである.

心房細動に伴う電気的リモデリングは心

房筋有効不応期(AERP)の短縮を特徴とし,

発症後早期(数分から数時間後以内)から

出現する.その主なメカニズムとして'Ca,Lチ

ャネルのdownregulationがあげられている.

本実験で示された心房筋細胞膜の伸展によ

るATl受容体を介したzKsの増大ならびに

APDの短縮もまた,心房筋電気的リモデリン

グ(AERPの短縮)の1つのメカニズムとし

てはたらいていると考えられる(図4) .
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コンピュータシミュレーションの不整脈研究-の応用

芦原　貴司

滋賀医科大学循環器内科・不整脈センター

Application of Computer Simulations to the Studies of Cardiac Arrhythmias

Takashi ASHIHARA

Department of Cardiovascular Medicine, Heart Rhythm Center, Shiga University of Medical Science

1.はじめに

近年,心電学ならびに分子生物学の発展により,不

整脈の電気生理的な解明が進み,分子・細胞レベルで

膨大な研究成果が蓄積されたが,臨床に広く活用され

てきたとは言えない.このような現状において,遺伝

子から臓器まですべてのレベルをシステムとして見

わたすことのできるコンピュータシミュレーション

(insilico)が有用と考えられるようになってきた.

不整脈を治療するには,不整脈を知る必要がある.

そのために,患者や動物で不整脈を調べるのが臨床医

や実験医学者であるのに対し,理論でつくり出した仮

想的な不整脈を調べるのが理論医学者と言える.

2.不整脈シミュレーションの基礎
LtR- -
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心耳活動電位　　　　　　　2次元心弄筋モデル

図1.心筋組織モデルの構築

シミュレーションを行うには,まず,心筋細胞をモ

デル化する(図1).コンピュータ上に構成された心

筋細胞の細胞膜には, Na, Ca, Kのイオンチャネルが

多数存在し,各チャネルの開閉が複雑な微分方程式で

記述されている.細胞内には筋小胞体を介する細胞内

ca動態も再現されている.次に,細胞の内側はギャッ

プ結合で,外側は細胞外液を介して,周囲の心筋細胞

と電気的に結合させることで,大規模な心筋組紋モデ
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ルを組み上げる(図1).このような仮想心筋で不整

脈を誘発し,興奮伝播解析や擬似心電図などから,そ

のメカニズムを解明することができる.

3.不整脈シミュレーションの応用例

現在の不整脈治療は,臨床や動物実験における経験

に依るところが大きい.シミュレーション研究は,不

整脈の発生・治療メカニズムを解明する上で,理論的

側面を補い,新たなヒントを与えてくれる.ここでは,

我々の研究成果を中心に,コンピュータシミュレーシ

ョンの不整脈研究-の応用例について紹介する.

3-1.遺伝性不整脈の遺伝子型から表現型へ

家族性心房細動の一因として, SCN5A遺伝子の

missense変異M1875TによるNaチャネル電流(/Na)の

gain-of-functionが報告された【1].しかし,この遺伝子

異常(遺伝子型)がどのように心房細動(表現型)を

発症するのかを示した直接的証拠はない.そこで,

M1875TによりINaのsteady-state inactivationのVlnが脱

分極側に16.4mVシフトするという実験的事実をコン

ピュータモデルに導入したところ, M1875Tモデルで

は野生型に比べ,興奮伝播速度の11.3%上昇と有効不

応期の18.8%短縮があり,組織興奮性の元進を認めた.

2次元心房筋シートで,心房細動の基本メカニズムで

あるスパイラルリエントリーを誘発すると, M1875T

モデルでは野生型よりもスパイラルリエントリーが

持続しやすかった.本シミュレーション結果は,家族

性心房細動の遺伝子型と表現型を繋ぐものであり,

proband患者で心房筋の興奮性が先進し,心房細動が

持続しやすかった事実と矛盾しない.

3-2.抗不整脈薬の薬効評価

抗不整脈薬がどのイオンチャネルをどのくらい遮

断するのかを示す詳細なデータがあれば,それをモデ

ルに組み込むことで,コンピュータ上で薬効評価を行

える.実際,シングルチャネル遮断薬[2]のみならず,



近年,臨床で主流となりつつあるマルチチャネル遮断

薬[3】についても,臨床に矛盾しない薬効を示せるよう

になった.これを未知の化合物に応用すれば,創薬の

分野において有力なアプローチとなるであろう.

3-3.電気的除細動の未解決問題に迫る

心室細動に対し,体外式除細動器や植込み型除細動

器(ICD)が広く用いられているが,除細動メカニズ

ムについては未だ不明な点が多い.古くは電気ショッ

クで心臓全体を脱分極してリセットすると考えられ

たが,シミュレーションで描き出された心筋反応は,

それとは異なっていた.電気ショックを再現するには,

細胞内外の電位を別々に計算するバイドメインモデ

ル環境【4,5]と,電気ショック下の膜電位反応を再現で

きる心筋細胞モデル[6]が必要である.

図2.バイドメインモデルとトンネル伝播仮説

我々は3次元心室筋バイドメインモデル(図2)か

ら,除細動失敗はショック直後に生じた興奮波が,心

室壁内で不応期債域のトンネルをくぐり抜け,新たな

細動の火種となることが原因と特定した[7,81.このト

ンネル伝播仮説に基づけば,最近,臨床で用いられる

ようになった二相性ショックの優位性も説明できる

(図2).これは,電気的除細動のメカニズムを明ら

かにするだけでなく,新たな抗不整脈デバイスを開発

する上でも,重要な概念と考えられる.

3-4.慢性心房細動アブレーション

近年,発作性心房細動に対し,カテーテルアブレー

ションによる肺静脈隔離術が行われるようになった.

しかし,慢性心房細動のカテーテルアブレーションに

ついては, CFAE (complex丘・actionated atrial electrogram)

をはじめ,未解決の問題が多い. CFAEとは,心房細

動中に心内で記録される分裂電位または短周期の連

続興奮であり,近年Nademaneeら[9]によって治療の標

的となりうることが示唆された.その後,とくに慢性

心房細動で標的として有用性の高いことが示された.

心房細動の慢性化には,心房の線維化による構造的

リモデリングが関与していることから,我々は心筋細

胞と電気的結合を有する線維芽細胞がCFAEの成因に

関わっているのではないかという仮説を立て,それを

シミュレーションで検証した[10].心不全下の電気特

性を有する2次元心房筋シートで,局所的に線維芽細

60

胞を増生すると,スパイラルリエントリーは分裂と融

合を繰り返し,双極電極でCFAEが記録された.この

CFAEを標的にアブレーションすると,スパイラルリ

エントリーを停止できることも分かった.これは慢性

心房細動に対するCFAE標的アブレーションを,より

効率的に行う上で,非常に重要な知見と考えられる.

4.さいごに

コンピュータシミュレーションによる心臓の電気

生理・不整脈研究は,この15年で徐々に広がりをみ

せ,ポストゲノム戦略の一つとして重要と考えられる

ようになった.欧米のみならず日本でも政府主導のプ

ロジェクトが立ち上がり,学会ではシミュレーション

医学をテーマとして扱うことも多くなった.

不整脈シミュレーションの最大の特徴は,不整脈を

細胞レベルのみならず,スケールの異なる遺伝子や臓

器のレベルでも,同時に理解できることにある.また,

シミュレーションを用いれば, 3次元の不整脈現象を,

心電図のように次元を落とした形ではなく, 3次元の

まま動画で直観的に理解することができる.さらに,

ヒトで計測したデータを入力すれば,倫理的問題をク

リアしながら仮想ヒト実験も可能となる.このような

特徴を活かしながら,不整脈シミュレーションは,今

後も一層,臨床応用の機会が増えることが予想される.
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細胞機能の動作原理を明らかにする研究簡

域　に　は　Mathematical Physiology　や

Computational Cell Biologyがあり、いろいろ

な細胞の機能を数式によって明快に説明する

ことに成功している。しかしながら、これら数

学的な解法は分子実態をとりあえずほとんど

無視し、きわめて簡略化したモデルに限って適

用されていて、細胞を構成する各々の分子の役

割に視点を置く医学生物学的考え方との間に

深い溝があり、医学生物学における主な研究手

段になり得なかった。近年、ポストゲノムの時

代にあって極めて広範囲の分子機能が明らか

になったため、分子あるいは分子複合体で構成

される機能単位の数学モデル開発が急速に進

み、これら機能単位モデルを統合して細胞機能

全体を包括的にシミュレーションできるよう

になってきた。しかし一方、細胞モデルはそれ

を構成する数百の変数が連立微分方程式の中

で相互に依存関係を有する複雑系である。この

ため、実験室レベルで観察される細胞応答が正

確に再現できるモデルが開発されても、その細

胞数学モデル自身の複雑さ、すなわち計算式の

多さ、変数やパラメータの多さ、複雑な変数の

相互依存関係、計算アルゴリズムの複雑さなど

のため、肝心な動作原理を明快に把握すること

が困難になりつつある。

そこで、我々はComputational Cell Biology

の数学的手法と伝統的な生理学的思考法を、独

臼に開発した心筋細胞や障臓β細胞モデルに

適用し、細胞機能動作原理と各機能分子の役割

を明らかにしていくための努力を行っている。

これまで、障臓β細胞モデルに平衡点解析法

(分岐解析法)と我々が開発したリードポテン

シャル解析法を適用して、特に揮臓β細胞の電

気的活動の動作原理を解析することができた

[1, 2]。これによって、連続的に変化していく

細胞の電気活動を異なる活動様式間の遷移と

してとらえることに成功した。さらに、様式間

遷移に寄与するそれぞれの要素の寄与度を求

めることができた。

以上の細胞機能について数学的に活動様式

を決定し、様式変化に関係する要素の寄与度を

決定する手法は幅広い応用が期待できる。
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