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第 1章 緒言 

日本における死因別死亡総数のうち、心疾患による死亡者数は悪性新生物に

次ぎ二番目に多いが、その中でも心不全による死亡数が最も多い（1）。高齢化

の進行に伴い全世界的に心不全患者数は増加しており（2）、日本においても心

不全患者の総数は推計で 2005 年において約 100 万人、2020 年には約 120 万人

に達するとされ（3）、心不全パンデミックと呼ばれる事態が進行している。日

本における心不全患者の 1 年死亡率（全死亡）は 7.3%と報告されているが

（4）、その主原因として心室頻拍・心室細動などの致死性心室性不整脈による

心突然死が挙げられる（5）。従って心不全における致死性心室性不整脈の予

防・治療は極めて重要な課題である。 

心室性不整脈の薬物治療としては 1980 年代よりⅠ群抗不整脈薬である Na+チ

ャネル遮断薬が使用されていたが、陰性変力作用や催不整脈作用があり、1991

年に報告された CAST trial では、心筋梗塞後の患者において Na+チャネル遮断

薬の使用は予後を改善させないばかりか、死亡率を増加させた（6）。その後 K+

チャネル遮断をターゲットとしたⅢ群抗不整脈薬が開発された、アミオダロン

については心筋梗塞後および心不全患者の突然死を減少させたとのメタ解析が

ある一方（7）、2005 年に発表された大規模臨床試験ではプラセボ群と比較し予
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後に有意差を認めなかった（8）。またアミオダロンは間質性肺炎などの重篤な

心外合併症や QT 延長などの副作用があることからも、使用が制限される薬剤

である。このように、心不全における致死性心室性不整脈に対して有効かつ安

全な薬物治療は十分には確立されていない。 

Ca2+ハンドリングは心筋細胞における正常な興奮収縮連関に極めて重要であ

るが、その異常は撃発活動を引き起こすことで不整脈発生にも密接に関わって

いる（9）。心筋細胞の収縮は、L 型 Ca2+チャネル（LTCC）を介した細胞内への

Ca2+流入を契機として、筋小胞体からリアノジン受容体（RyR)を介して Ca2+が

大量に細胞質内に放出されることで起こる。拡張期には筋小胞体膜タンパクで

ある筋小胞体 Ca2+ - ATPase（SERCA）2および Na+ - Ca2+ 交換体（NCX）によ

り、それぞれ筋小胞体内、細胞外へ Ca2+が汲み出される（図 1 A）。しかし、心

不全などの病的状態では Ca2+/カルモジュリン依存性タンパクキナーゼⅡ

（CaMK II）の活性化や RyR からの Ca2+リークの増大による細胞内 Ca2+過負

荷、またそれによる NCX の活性化が起こり、撃発活動を引き起こすことで致

死性不整脈の原因となることが知られている（9、10）（図 1 B）。  

 SERCA は主に白色骨格筋（速筋）で発現の多い SERCA1、 赤色骨格筋（遅

筋）で発現の多い SERCA2a、平滑筋やその他の多くの細胞に発現している
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SERCA2b、神経細胞を始め筋細胞以外で発現を認める SERCA3 のサブタイプ

に分かれる。心筋細胞は SERCA2a の発現が多く、一部 SERCA2b や SERCA2c

の発現も認める。SERCA2 は拡張期の細胞質から筋小胞体への Ca2+汲み出しの

約 70%を担っており、心筋細胞の Ca2+ハンドリング維持に重要なタンパクであ

る（11、12）。動物の心不全モデル（13、14）およびヒト心不全患者（15、

16）で SERCA2 の発現低下が報告されており、また SERCA2 の遺伝子改変マ

ウスでは Ca2+ハンドリング異常や心機能低下が起こることが報告されている

（17 - 19）。動物心不全モデルでは、アデノ関連ウイルス（AAV）を用いた

SERCA2 遺伝子導入が有効であり、心機能改善のみならず不整脈原性を是正す

ることが報告された（20 - 22）。しかしながら、2016 年に発表された 250 人の

心不全患者を対象とした多施設共同二重盲検プラセボ対照無作為化第Ⅱb 相試

験である CUPIDⅡ試験において、試験用量の AAV/SERCA2a の遺伝子導入では

予後改善を認めなかった。この理由の一つとして、心不全患者では SERCA2 の

発現低下のみならず、翻訳後修飾による機能調節異常が影響した可能性が示唆

されている（23）。 

SERCA2 は多彩な翻訳後修飾によりその活性が制御を受ける。Serine （Ser）

38・Threonine（Thr）484 のリン酸化や Lysine（Lys）492 のアセチル化、また
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small ubiquitin-like modifier type1 による SUMOylation はいずれも SERCA2 の活

性を変化させ、心筋細胞の Ca2+ハンドリングや心機能に影響を与えることが報

告されている（24 - 27）。また、SERCA2 は活性酸素種（ROS）による影響を受

けやすく、特に Cysteine（Cys）674 は酸化修飾によりその機能が変化する。生

理的レベルの ROS は Cys674 の S-glutathiolation により可逆的な活性化に働く。

一方で、動脈硬化症や心不全マウスでは Cys674 の不可逆的酸化（亜硫酸化：

Sulfonylation）が起こりチオール（SH）基喪失により反応性を失う（28 - 30）。  

 非虚血性心筋症患者の心筋生検検体を用いて SERCA2 Cys674 の亜硫酸化およ

び Tyrosine（Tyr）294/295 のニトロ化部位に特異的な免疫染色を行った Toya ら

（31）の報告では、SERCA2 の不可逆的酸化修飾と心室性不整脈・心突然死を

含めた心血管イベントに有意な相関を認めた。心不全における SERCA2 Cys674

の亜硫酸化による SH 基喪失は、Ca2+ハンドリングの調節異常により心機能低

下のみならず、心室性不整脈の発生と関連している可能性が想定されるが、そ

れについては過去に検討されていない。 

 本研究では、心不全患者で認められた SERCA2 Cys674 SH 基の反応性喪失を

模した遺伝子改変マウス（SERCA2 Cys674Ser knock-in（SKI）マウス）（32）を

用いて、心筋細胞の Ca2+ハンドリング異常及び致死性不整脈の発生について検
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討した。予備的検討により、SKI マウスは定常状態において、control マウスを

対照として心筋細胞の Ca2+ハンドリング異常を認めたが、評価に十分な心室性

不整脈の誘発は認めなかった。そのため、心不全（33）や心室性不整脈（34）

といった動物心負荷モデルで用いられているアンジオテンシン II（ANG II）投

与を行い、検討を進めた。 
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第 2章 研究方法 

第 1 節 実験動物 

Heterozygous SERCA2 Cys674Ser knock-in（SKI）マウスはボストン大学 

Richard A. Cohen 博士より供与された（35）。SKI マウスは C57BL/6J を遺伝的背

景とし、SERCA2 Cys674（TGT）を Ser674（TCC）に置換されたヘテロノック

インマウス（50% Cys674、50% Ser674）であり、対照群として control マウス

（100% Cys674）を使用した。Cys674Ser 変異は、polymerase chain reaction 法

（PCR 法）を用い、プライマーとして 5’- CCACAAATGGCTCTCAGGTT - 3’及

び 5’- CAGCTCTAGGCAGAGGCACT - 3’を使用して確認した。飼育は防衛医科

大学校動物実験施設にて行い、12 時間毎の明暗の照明のもと行われた。明は 7

時から 19 時、暗は 19 時から 7 時とした。食餌は通常食（日本クレア、東京、

日本）を使用し、食餌飲水共に自由摂取とした。本研究は防衛医科大学校の動

物実験倫理委員会の承認を得て（承認番号：19038）、動物実験規則に基づき実

施した。 
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第 2 節 研究プロトコール 

過去に報告された論文を参考に、control マウス及び SKI マウスそれぞれに対

して、vehicle（蒸留水）もしくは angiotensin II（ANG II）3 mg/kg/日（和光純薬

工業、東京、日本）を、アルゼット浸透圧ポンプ 1007D（室町機械、東京、日

本）を用いて 7 日間持続皮下投与を行い、4 群（control + vehicle 群、control + 

ANG II 群、SKI + vehicle 群、SKI + ANG II 群）を作成した（36）。アルゼット

浸透圧ポンプは塩酸メデトミジン 0.3 mg/kg、ミダゾラム 4 mg/kg、酒石酸ブト

ルファール 5 mg/kg）の 3 種混合麻酔（37）の腹腔内投与後に、背部皮下に植

え込みを行った。 

 

第 3 節 収縮期血圧と脈拍数の測定 

vehicle もしくは ANG II の投与前（day 0）及び投与開始から 7 日目（day 7）

に収縮期血圧と脈拍数を tail cuff 法にて無麻酔下で測定した。測定機器は MK-

2000（室町機械、東京、日本）を使用した。 
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第 4 節 病理組織学的評価 

イソフルランによる吸入麻酔で痛覚刺激への反応消失を確認後に開胸し、脱

血の後クレブス・リンゲル重炭酸バッファー（NaCl 118.3 mmol/L、KCl 4.7 

mmol/L、CaCl2 2.5 mmol/L、MgSO4 1.2 mmol/L、KH2PO4 1.2 mmol/L、NaHCO3 

25 mmol/L、D-glucose 5.5 mmol/L）で灌流した。摘出した心臓は重量測定後に

4 %パラホルムアルデヒドにて 24 時間固定し、3 μm でパラフィン切片を作成し

た。ヘマトキシリン・エオジン染色及び、心筋の線維化評価のためにマッソ

ン・トリクローム染色を行った。画像はオールインワン蛍光顕微鏡 BZ - X710

（KEYENCE、大阪、日本）を用いて撮影した。線維化の評価は KEYENCE の

ソフトを用い、20 倍の倍率で露光時間 1/120 秒で撮影した画像をもとに行っ

た。 

 

第 5 節 心筋の 45Ca2+ uptake の評価 

 

過去に報告された論文を参考に、放射線核種 45Ca2+（パーキンエルマージャ

パン、横浜、日本）を用いて 45Ca2+ uptake assay を行い心筋の SERCA2 活性を

評価した（38）。イソフルランによる麻酔下に痛覚刺激への反応喪失を確認後
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に開胸し、血液を回収した後にクレブス・リンゲル重炭酸バッファーで灌流し

た。摘出した心臓を、20%スクロースバッファー（sucrose 340 mmol/L、

phenylmethylsulfonyl fluoride 0.1 mmol/L、dithiothreitol 1.0 mmol/L、pH 7.0）を加

え、氷上で用手的にホモジナイズした後に超音波破砕機で組織を破砕した。

4℃、1000 rpm で 10 分間し上清を回収、再度 4℃、10000 rpm で 10 分間遠心し

上清を回収した。非特異的な 45Ca2+ Uptake を除外するためにペアサンプルを作

成し、片方には SERCA2 阻害薬であるタプシガルギン 10 µmol/L（和光純薬工

業、東京、日本）を添加し 37℃で 15 分間反応させた。45Ca2+ uptake buffer

（Tris-HCL 30 mmol/L、KCl 100 mmol/L、NaN3 5.0 mmol/L、MgCl2 6.0 mmol/L、

EGTA 0.15 mmol/L、CaCl2 0.12 mmol/L、oxalate 10 mmol/L、pH 7.0）に 45Ca2+ 

1µCi、ATP 2 mmol/L を添加し 400 µL の溶液を作成した。この溶液に 100 µL の

サンプルを加え、37℃での条件下で測定を開始した。サンプル添加後 1 分、5

分後にガラス繊維濾紙 GF/C（GE ヘルスケアジャパン、東京、日本）を用いて

溶液 100 µL を濾過し、wash buffer 2.5 ml（imidazole 30 mmol/L、sucrose 250 

mmol/L、EGTA 0.5 mmol/L、pH 7.0）で 2 回洗浄した。ガラスシンチレーショ

ンバイアルに Ultima Gold 2 mL（パーキンエルマージャパン、横浜、日本）と

濾紙を入れ、液体シンチレーションカウンターを使用し 45Ca2+濃度を測定し、
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各々のタンパク濃度で除して平均化した。タンパク濃度の測定は Bradford 法を

用いた（39）。心筋の 45Ca2+ uptake は、総 45Ca2+濃度からタプシガルギン不応の

45Ca2+濃度（SERCA 以外の反応）を減じた時間当たりの濃度で評価した。本

assay では、高 Ca2+（0.12 mmol/L）、還元状態下での SERCA activity を示す。 

 

第 6 節 左室収縮能の評価 

イソフルランによる吸入麻酔下に心拍数を 450 – 500 /分となるように麻酔深

度を調整し、マウスを仰臥位で固定し体温を 37℃に調節し心エコー図評価を行

った。測定機器は超音波診断装置 Affiniti70（フィリップス・ジャパン、東京、

日本）を用いた。トランスデューサーは L15-7io（7-15 MHz）を使用し、左室

短軸像を描出し M モード法による計測を行った。 

  

第 7 節 体表心電図の解析及び心室性不整脈の誘発性の評価 

3 種混合麻酔の腹腔内投与後にマウスを仰臥位で固定し、自発呼吸下で 37℃

に体温を調節し、四肢の皮下に挿入した針電極を用いて体表心電図（I、II、

aVF 誘導）の計測を行った。装置は Bard ラボシステム EP ラボラトリーII（ボ
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ストン・サイエンティフィックジャパン、東京、日本）を使用し、II 誘導を用

いて PQ、QRS、QT 間隔、RR 間隔の測定を行った。QT 間隔は Q 波の始点か

ら T 波が基線に戻るまでの時間とし、補正 QT 間隔（QTc）は QTc = 

QT/(RR/100)1/2の式を用いて算出した（40）。次に、食道に挿入した 2Fr の 4 極

電極カテーテル及び体表から心外膜表面へ挿入した 24 ゲージの注射針からカ

ーディアックスティミュレータ（日本光電工業、東京、日本）を用いて電気生

理検査を行った。心室の刺激閾値を確認後に拡張期閾値の 2 倍の出力でプログ

ラム刺激を行い心室性不整脈の誘発性を評価した。心室頻回刺激法は 600 /分よ

り開始し刺激レートを 50 /分ずつ増加させ、1000/分まで行った。心室期外刺激

法は 8 個の基本刺激（S1S1）後に単発(S1S2）、2 発（S1S2S3）、3 発

（S1S2S3S4）の期外刺激を加え、10 ms ずつ連結期を短縮し、最短 30 ms まで

行った。基本刺激周期は 200 ms、150 ms、100 ms を用いた。心室性不整脈は 5

連発以上の心室期外収縮と定義した（41）。プログラム刺激により心室性不整

脈が誘発されなかった場合は交感神経作動薬として L -イソプレナリン塩酸塩

0.2 mg/kg（興和、東京、日本）の腹腔内投与を行い脈拍数の上昇を確認後、同

様のプログラム刺激を行った。 
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第 8 節 活動電位持続時間の評価 

過去に報告された論文を参考に膜電位光学計測を行った（42）。3 種混合麻酔

の腹腔内投与後にヘパリンナトリウム 250 単位を腹腔内投与し、痛覚刺激への

反応消失を確認後に開胸し、ランゲンドルフ灌流心を作成した。クレブス・リ

ンゲル重炭酸バッファー（NaCl 128.2 mmol/L、KCl 4.7 mmol/L、CaCl2 1.3 

mmol/L、MgCl2 1.05 mmol/L、KH2PO4 1.19 mmol/L、D-glucose 11.1 mmol/L、

NaHCO3 5.0 mmol/L、pH 7.4）で灌流し血液を十分に除去した後、拍動によるモ

ーションアーチファクトを除去するために 2, 3 -butanedione monoxime 10 

mmol/L（Sigma-Aldrich、MO、USA）を添加し心拍動を停止させた。送液ポン

プは Master flex（ヤマト科学、東京、日本）を使用し、バッファーは 95% O2、

5% CO2 の混合ガスを溶存させ、37℃に保った。膜電位感受性色素の RH237

（フナコシ、東京、日本）を dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解し、クレブ

ス・リンゲル重炭酸バッファーを加え 5 μmol/L の濃度とし、遮光下で約 10 分

間灌流して心筋細胞を染色した。計測装置は MiCAM Ultima（ブレインビジョ

ン、東京、日本）を用い、532 nm の波長で励起した。体表心電図（四肢誘導）

および心臓周囲に留置した針電極を用いて心電図の記録および心室の電気刺激

を行った。心室電気刺激は Electric Stimulator（日本光電工業、東京、日本）を
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用いて刺激レート 300 /分から、心室が 1：1 に捕捉するまで 50 /分ずつ刺激レ

ートを増加させ、600 /分まで行った。活動電位持続時間（APD）の評価とし

て、脱分極開始点から最大振幅の 80%再分極するまでの時間（APD80）を用い

た。心臓の左室自由壁心尖部を測定点とし、解析にはブレインビジョン社の解

析ソフトを用いた。 

 

第 9 節 心室の mRNA 発現量の評価 

9 - 1．心筋からの RNA 抽出および定量 

イソフルランによる麻酔下に痛覚刺激への反応喪失を確認後に開胸し、血液

を回収した後にクレブス・リンゲル重炭酸バッファーで灌流した。摘出した心

臓は組織重量 50 – 10 mg に対し TRI Reagent 1 ml（Sigma Aldrich、St. Louis、

USA）を加え、ホモジナイザーを用い溶解した。クロロホルム 500 μl を加え室

温で 3 分間静置後に 4℃、12,000 G で 15 分間遠心し、上清を回収した。回収し

た上清にイソプロピルアルコール 500 μl を加え、4℃、12,000 G で 30 分間遠心

した。上清を廃棄し、75%エタノールを 1 ml 加え、4℃、7,500 G で 5 分間遠心

した。Buffer EB（Thermo Fisher Scientific、MA、USA)を加え、Nano DROP 2000 
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（Thermo Fisher Scientific、MA、USA）を用いて 260 nm の吸光度波長を測定し

RNA 量を定量した。 

9 - 2．cDNA の合成および mRNA の発現解析 

RNA 溶液（600 ng 相当量）と RNase free water を合わせて 20 μl とし TaqMan 

Reverse Transcription Reagents（Thermo Fisher Scientific、MA、USA）を用いて逆

転写反応を 25℃ 10 分 → 37℃ 30 分 → 95℃ 5 分 → 4℃の条件で行い、

cDNA を得た。これを用いて real-time RT-PCR を行い、心臓の Ca2+/calmodulin-

dependent protein kinase II（CaMK II）、ryanodine receptor（RyR）、Na+/Ca2+ 

exchanger（NCX）、L-type Ca2+ channel（LTCC）、SERCA2a の発現を評価した。

装置は ABI PRISM 7700（Applied Biosystems、CA、USA）を使用し、SYBR 

Green 法（Power SYBR Green PCR Master Mix ; Applied Biosystems、CA、USA）

で行った。使用したプライマーの塩基配列は表 1 に記した。内部標準としての

ハウスキーピング遺伝子は Rps18 を使用し、ΔΔCT 法により目的の mRNA 量を

評価した。 
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第 10 節 心筋細胞の Ca2+動態の評価 

10 - 1. 心筋細胞の単離 

過去に報告された方法を参照し心筋細胞の単離を行った（43）。ヘパリンナ

トリウム 250 単位を腹腔内投与し、イソフルランによる麻酔下に痛覚刺激への

反応消失を確認した後に開胸し心臓を摘出した。逆行性に上行大動脈より 22

ゲージの注射針にてカニュレーションを行い、ランゲンドルフ灌流心を作成し

た。第 8 節と同様の送液ポンプを用い、Ca2+添加クレブス・リンゲルバッファ

ー（NaCl 140 mmol/L、KCl 4.0 mmol/L、CaCl2 1.8 mmol/L、MgCl2 0.5 mmol/L、

KH2PO4 1.2 mmol/L、D-glucose 5.5 mmol/L、HEPES 5.0 mmol/L、pH 7.0）で灌流

した。次に Ca2+フリーバッファー（NaCl 140 mmol/L、KCl 4.0 mmol/L、MgCl2 

0.5 mmol/L、KH2PO4 1.2 mmol/L、D-glucose 5.5 mmol/L、HEPES 5.0 mmol/L、

pH7.0）で灌流した後に 1% Collagenase type 2（Worthington、USA)を添加し、

約 10 分間灌流した。バッファーは加温し 37℃に保った。高 K+バッファー

（KCl 30 mmol/L、KH2PO4 10 mmol/L、EDTA 0.5 mmol/L、MgCl2・6H2O 0.5 

mmol/L、D-glucose 60 mmol/L、HEPES 5.0 mmol/L、L-Glutamic acid 70 mmol/L、

Taurin 15 mmol/L、BSA 0.9%、pH 7.0）内で心臓組織を細断し愛護的にピペッテ

ィングを行った。約 15 分間静置した後に上清を除去し、沈殿した心筋細胞に
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バッファー（NaCl 137 mmol/L、KCl 4.9 mmol/L、MgSO4 1.2 mmol/L、NaH2PO4 

1.2 mmol/L、HEPES 20 mmol/L、BSA 0.1%、pH 7.4）を加え、段階的に CaCl2を

添加して最終濃度を CaCl2 1.0 mmol/L に調整した。 

10 - 2. 心筋細胞の Ca2+ トランジェントの測定 

単離した心筋細胞に Fluo-4 AM 2.5 μmol/L（同仁化学研究所、熊本、日本）

を加え室温・遮光下で 20 分間反応させ、室温下で Ca2+トランジェントの測定

を行った。Fluo4-AM は DMSO に溶解した後に 1.0 mM Ca2+添加バッファー

（NaCl 140 mmol/L、KCl 5.0 mmol/L、CaCl2 1.0 mmol/L、MgCl2 mmol/L、D-

glucose 10 mmol/L、HEPES 10 mmol/L、pH 7.4）に添加した。Fluo-4 染色後の心

筋細胞から得られる Ca2+蛍光は、Keyence 社の BZ-X710 を用い、488 nm の波長

で励起し、543 nm の波長で観察した。染色後の心筋細胞をフィールドスティミ

ュレーション用イメージングチャンバー（フィジオテック、東京、日本）に入

れ、Electric Stimulator（日本光電工業、東京、日本）を用いて 1 Hz の頻度で電

気刺激を加えて各細胞の蛍光画像を撮影し、Image J ソフトウェアを用いて解析

した。一連の Ca2+トランジェントは、収縮期の筋小胞体からの RyR を介した細

胞質への Ca2+放出による急峻な Ca2+濃度上昇と、拡張期の SERCA2 及び NCX

による細胞質からの Ca2+汲み出しによる Ca2+濃度低下で表される（図 1 A）。
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RyR 活動を表す Ca2+ トランジェントの始点から最大蛍光強度までの時間

（Time-to-peak：TTP）、収縮期の筋小胞体からの Ca2+放出量を表す Ca2+の最大

振幅（F/F0）、拡張期に Ca2+の最大振幅から 50%減衰するまでの時間（Time to 

50% relaxation : RT50）について解析を行った。RT50 は主に SERCA 機能を反映

するとされている（44）。 

10 - 3． 筋小胞体の Ca2+貯蔵の評価 

30 μg/ ml に希釈したラミニン（マウス）（Corning、NY、USA）で表面をコー

ティングして 4℃で 24 時間静置しラミニンコーティングディッシュを作成し

た。ディッシュ表面を乾燥後に、単離した心筋細胞を 37℃で 1 時間インキュ

ベートし接着させた。Fluo-4 AM 2.5 μmol/ L で染色し、カフェイン 10 mM を添

加した 1.0 mM Ca2+タイロード溶液を急速投与し caffeine-induced Ca2+ release を

惹起させた。10 mM のカフェイン投与は RyR を刺激し筋小胞体内の Ca2+を急

激に放出させるとともに、SERCA2 による細胞質からの Ca2+汲み出しを阻害す

る。カフェイン投与による Ca2+トランジェントの最大振幅（F/F0）は筋小胞体

の Ca2+貯蔵を反映する。また SERCA2 を阻害することにより、細胞質からの

Ca2+汲み出しを表す Ca2+減少曲線の時定数（Tau）は NCX の機能を反映してい

るとされている（45）。 
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10 - 4． Ca2+スパークの測定 

単離した心筋細胞を室温下で Fluo-4 AM 2.5 μmol/L で染色後 1 Hz の頻度で電

気刺激を行い、刺激後に発生する Ca2+スパークを評価した。拡張期の心筋細胞

の自発的な発火である Ca2+スパークの増加は RyR の Ca2+リーク増加を反映

し、不整脈の原因となる（43）。観察は Leica 社の TCS SP8 共焦点レーザー顕微

鏡を用いてラインスキャンモードで行い、Ca2+の蛍光は 488 nm の波長で励起

し、543 nm の波長で観察した。観察した心筋細胞のうちで Ca2+スパークが起こ

っている細胞の割合を算出し、1 細胞あたりに認める Ca2+スパークの頻度は、

観察した試料内で 100 μm/秒当たりに観察される自発的な蛍光発火を Ca2+スパ

ークと定義し、その数で評価した。 

 

第 11 節 ダントロレン投与が Ca2+ハンドリングと不整脈誘発性に与える影響 

過去に報告された論文を参考に、SKI + ANG II 群に、RyR からの Ca2+リーク

を抑制するダントロレン 20 mg/kg/日（富士フイルム和光純薬、大阪、日本）を

DMSO に溶解して生理食塩水で希釈し、ANG II の投与開始日（day 1）から投

与開始 7 日目（day 7）まで連日腹腔内投与を行った（46）。7 日後に第 7 節と
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同様の方法で電気生理学検査を行い、心室性不整脈の誘発性を評価した。ま

た、第 10 節と同様の方法で心筋の Ca2+ 動態の評価を行った。 

 

第 12 節 統計学的解析 

すべてのデータは平均±標準誤差（mean±SE）で表記した。2 群間の比較に

は Mann-Whitney U 検定を用いた。3 群間以上の比較には Bartlett の等分散検定

にて等分散であることを確認し、1-way ANOVA 後、Turkey の多重比較法を用

いて post hoc 解析を行った。心室性不整脈の誘発率の比較検討には Fisher の正

確検定を用いた。すべての解析は Graphpad Prism Software Ver.7（Graphpad 

Software、La Jolla、CA、USA）を使用し、すべての検定において P ＜0.05 を

統計学的有意と判定した。 
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第 3章 研究結果 

第 1 節 ANG II 投与による収縮期血圧と脈拍数、心重量の変化   

ANG II 投与による変化を評価するために、tail-cuff 法にて収縮期血圧・脈拍

数測定を行った。control マウス、SKI マウスともに ANG II 群は vehicle 群と比

較し有意な収縮期血圧の上昇を認めたが、control マウスと SKI マウス間では差

を認めなかった（図 2 A、control + vehicle = 97.6 ± 2.1mmHg [n = 8] 対 control + 

ANG II = 122.4 ± 3.4 mmHg [n = 7]、P <0.01。SKI + vehicle = 104.8 ± 2.3 mmHg [n 

= 8] 対 SKI + ANG II = 123.5 ± 3.1 mmHg [n = 8]、P <0.01）。脈拍数は各群間で差

を認めなかった（図 2 B）。心重量/体重比は ANG II 群で vehicle 群と比較し有意

な増大を認めたが、control マウスと SKI マウスでは差を認めなかった（図 2 

C、control + vehicle = 0.4 ± 0.01 [n = 5] 対 control + ANG II = 0.6 ± 0.04 [n = 6]、P 

<0.01。SKI + vehicle = 0.5 ± 0.03 [n = 6] 対 SKI + ANG II = 0.7 ± 0.04 [n = 6]、P 

<0.001）。マッソン・トリクローム染色で評価した心筋組織の線維化の程度は、

ANG II 群で vehicle 群と比較し線維化の増大を認めたが、control マウスと SKI

マウスの間で差を認めなかった（図 2 D、E 、control + vehicle = 0.4 ± 0.1% [n = 

5] 対 control + ANG II = 5.3 ± 0.2% [n = 6]、P <0.01。SKI + vehicle = 0.6 ± 0.2% [n 

= 6] 対 SKI + ANG II = 5.4 ± 0.5% [n = 6]、P <0.01）。これらの結果から、ANG II
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投与は control マウス、SKI マウスで同等の血圧上昇、心重量の増加、心筋の線

維化を認めることが確認された。 

  

第 2 節 心筋の 45Ca2+ uptake の評価 

心筋の SERCA activity を評価するために 45Ca2+ uptake assay を行った。総

45Ca2+ 濃度は反応開始 1 分から 5 分で経時的に増加し、時間ごとの濃度は 4 群

間で差を認めなかった（図 3 A、実線）。タプシガルギンにより SERCA を阻害

すると 45Ca2+ 濃度の増加は各群とも同等に抑制された（図 3 A、破線）。この傾

きより求めた 45Ca2+ uptake には 4 群間で有意差を認めなかった（図 3 B、control 

+ vehicle = 1149 ± 89.5 mmol/g protein/min [n = 5] 、control + ANG II = 994.2 ± 

125.3 mmol/g protein/min [n = 5] 、SKI + vehicle = 904.7 ± 140.3 mmol/g 

protein/min [n = 5] 、SKI + ANG II = 740.1 ± 101.7 mmol/g protein/min [n = 5] 、

有意差なし）。 
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第 3 節 左室収縮能の評価 

左室収縮能及び左室壁厚の評価を行った（表 2）。vehicle 群では control マウ

スと SKI マウスで各測定値に差を認めなかった。ANG II 投与により、control

マウス、SKI マウスともに左室壁厚の増大、左室内腔の狭小化を認めた。左室

駆出率は 4 群間で差を認めなかった（control + vehicle = 62.4 ± 5.2% [n = 8] 、

control + ANG II = 66.7 ± 2.2% [n = 8] 、SKI + vehicle = 62.8 ± 1.5 % [n = 8] 、SKI 

+ ANG II = 66.3 ± 1.9 [n = 8] 、有意差なし）。 

 

第 4 節 体表心電図の評価 

各群の電気生理学的特徴を評価するために、電気生理学検査を行った。RR、

PQ 間隔は各群間で差を認めなかった（図 4 A、B）。QRS 幅は ANG II 群で

vehicle 群と比較し延長していたが、control マウスと SKI マウス間では差を認め

なかった（図 4 C、control + vehicle = 20.8 ± 0.7 ms [n = 11] 対 control + ANG II = 

23.9 ± 0.6 ms [n = 12] 、P <0.05。SKI + vehicle = 20.0 ± 0.7 ms [n = 13] 対 SKI + 

ANG II = 24.3 ± 1.0 ms [n = 13]、 P <0.05）。QTc は vehicle 群において、SKI マ

ウスで control マウスと比較し延長していた。ANG II 群は vehicle 群と比較し
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control マウス、SKI マウスとも有意な QTc の延長を認めたが、control マウスと

SKI マウス間では差を認めなかった（図 4 D、E、control + vehicle = 45.2 ± 0.7 

ms [n = 11] 対 SKI + vehicle = 55.2 ± 1.2 ms [n = 12] 、P <0.01。control + ANG II = 

66.5 ± 2.3 ms [n = 11] 対 SKI + ANG II = 85.9 ± 2.9 ms [n = 12]、有意差なし）。 

 

第 5 節 心室性不整脈の誘発性の評価 

心室性不整脈の誘発性を評価するために心室プログラム刺激を行った。

vehicle 群では control マウス、SKI マウスとも不整脈は誘発されなかったが。L-

イソプレナリン塩酸塩の腹腔内投与によるカテコラミン急性負荷下のプログラ

ム刺激では、SKI マウスは control マウスと比較し心室性不整脈の誘発性が有意

に高かった（図 5 A、control + vehicle =12.5% [n = 8] 対 SKI + vehicle = 66.7% [n 

= 15] 、P<0.05）。薬剤負荷なしで各群にプログラム刺激を行うと、ANG II 群の

SKI マウスのみ心室性不整脈が誘発された（図 5 B、C、control + vehicle = 0% 

[n = 11] 、SKI + vehicle = 0% [n = 11] 、control + ANG II = 0% [n = 14] 対 SKI + 

ANG II = 57.1% [n = 14]、P <0.01）。心室性不整脈の誘発性は頻回刺激法、期外

刺激法で差は認めなかった。以上より、SKI マウスはカテコラミン急性負荷や



 

24 

 

 

ANG II の持続投与下において、心室性不整脈の誘発性が有意に高いことが確認

された。 

 

第 6 節 活動電位持続時間の評価 

第 4 節で SKI マウスは QT 間隔が延長していることを確認した。QT 間隔は心

室筋の活動電位持続時間（APD）を反映していることから、次に whole heart を

用いて心筋の膜電位の変化を観察するオプティカルマッピング法を行い、心室

筋の APD を測定した。vehicle 群において、SKI マウスは control マウスと比較

し有意に APD の延長を認めた。（図 6 A、B、control + vehicle = 49.8 ± 0.6 ms [n 

= 4] 対 SKI + vehicle = 56.7 ± 0.6 ms [n = 5]、 P <0.05）。 

 

第 7 節 心室の mRNA 発現量の評価 

心筋の Ca2+調節に関連する遺伝子の発現を確認するために real-time RT-PCR

法により検証した。vehicle 群において、SKI マウスは control マウスと比較し

CaMK II の発現が有意に増加していた（図 7 A、control + vehicle = 1.5 ± 0.3 [n = 

9] 対 SKI + vehicle = 7.0 ± 0.8 [n = 8]、P <0.05）。ANG II 群では CaMK II、RyR、
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NCX の遺伝子発現が vehicle 群と比較し有意に増加していたが、control + ANG 

II 群と SKI + ANG II 群の間では差を認めなかった（図 7 A - C）。SERCA2 およ

び LTCC の発現は各群間で有意差を認めなかった（図 7 D、E）。 

 

第 8 節 心筋細胞の Ca2+ トランジェントの評価 

第 5 節で SKI マウスは control マウスと比較し心室性不整脈の誘発性が有意

に高いことを確認した。SKI マウスでは SERCA2 の異常により心筋細胞内の

Ca2+ハンドリング異常が起こっていることが想定されたため、次に単離心筋細

胞を用いて Ca2+トランジェントの測定を行った。RyR の活動を反映する Time-

to-peak は各群間で差を認めなかった（図 8 A、B）。vehicle 群において SKI マウ

スは control マウスと比較し、収縮期の筋小胞体からの Ca2+放出を表すピークの

F/F0が低下していた（図 8 A、C、control + vehicle = 3.1 ± 0.1 [n = 35] 対 SKI + 

vehicle = 1.9 ± 0.04 [n = 37] 、P <0.001）。また、SERCA2 の機能を反映するとさ

れる Time to 50% relaxation （RT50）は、SKI マウスにおいて control マウスと

比較し延長していた（図 8 A、D、control + vehicle = 140.6 ± 3.2 ms [n = 36] 対

SKI + vehicle = 191.3 ± 5.0 ms [n = 37] 、P <0.001）。ANG II 投与により control マ

ウスでは有意に F/F0が低下したが（図 8 A、C、control + vehicle = 3.1 ± 0.1 [n = 
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35] 対 control + ANG II = 2.0 ± 0.06 [n = 38] 、P <0.001）、RT50 は vehicle 群と比

較し差を認めなかった（図 8 A、D、control + vehicle = 140.6 ± 3.1 ms [n = 36] 対

control + ANG II = 148.4 ± 3.8 ms [n = 38] 、有意差なし）。 

 

第 9 節 筋小胞体の Ca2+貯蔵の評価 

第 8 節で SKI マウスにおいて拡張期の Ca2+の細胞質外への汲み出し時間を反

映する RT50 の延長を認めたことから、SKI マウスは SERCA2 の変異により細

胞質から筋小胞体内への Ca2+取り込みが低下し、結果的に筋小胞体内の Ca2+貯

蔵が低下している可能性が想定された。そこでカフェイン投与により筋小胞体

から Ca2+を放出させ、筋小胞体内の Ca2+貯蔵量を評価した。vehicle 群におい

て、SKI マウスは control マウスと比較してカフェイン投与による Ca2+放出を表

す F/F0が著明に低下していた（図 9 A、B、control + vehicle = 4.9 ± 0.2 [n = 35] 

対 SKI + vehicle = 2.6 ± 0.09 [n = 30] 、P <0.001）。また、ANG II 投与により

control マウスの F/F0は低下した（図 9 A、B、control + vehicle = 4.9 ± 0.2 [n = 35]  

対 control + ANG II = 2.2 ± 0.07 [n = 29] 、P <0.001）。これらの結果から、SKI マ

ウスもしくは ANG II 負荷により筋小胞体の Ca2+貯蔵が低下することが確認さ

れた。カフェイン投与により SERCA をブロックした状態での細胞質外への
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Ca2+汲み出しは主に NCX が担うが、Ca2+汲み出しにかかる時間を反映する Tau

は、SKI + ANG II 群で SKI + vehicle 群と比較して短縮していた（図 9 C、SKI + 

vehicle = 2.1 ± 0.1 ms [n = 30]  対 SKI + ANG II = 1.7 ± 0.1 ms [n = 32] 、P 

<0.01）。 

 

第 10 節 心筋細胞の Ca2+スパークの評価 

第 8 節で SKI マウスは収縮期の筋小胞体からの Ca2+放出が低下し、第 9 節で

は筋小胞体の Ca2+貯蔵が減少している可能性が示唆された。そこで、RyR から

の Ca2+リークを評価するために Ca2+スパークの測定を行った（図 10 A）。ANG 

II 投与により、control マウス、SKI マウスとも Ca2+スパークを認める細胞の割

合は増加した（図 10 B、control + vehicle = 36.3% [n = 55] 対 control + ANG II = 

69.0% [n = 55] 、P <0.001。SKI + vehicle = 41.1% [n = 56] 対 SKI + ANG II = 

75.0% [n = 52] 、P <0.001）。1 細胞あたりの Ca2+スパークの頻度（100 μm/秒あ

たりの Ca2+スパーク数）は vehicle 群の SKI マウスで増加しており、ANG II 群

においても control マウスと比較し SKI マウスで Ca2+スパークの頻度は増加し

ていた（図 10 A、C、control + vehicle = 2.4 ± 0.4 [n = 19] 対 SKI + vehicle = 5.9 ± 

1.1 [n = 19] 、P <0.05。control + ANG II= 4.8 ± 0.7 [n = 38] 対 SKI + ANG II = 
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10.0 ± 1.7 [n = 35] 、P <0.05）。以上より、ANG II 投与により control マウス、

SKI マウスとも Ca2+スパークを認める細胞の割合は増加し、また SKI マウスは

control マウスと比較し 1 細胞あたりの Ca2+スパーク頻度も増加していることが

確認された。 

 

第 11 節 ダントロレン投与が Ca2+ハンドリングと不整脈誘発性に与える影響 

第 5 節で心室性不整脈の誘発性は SKI + ANG II 群で有意に高い結果であっ

た。第 7 節で ANG II 群において CaMK II、RyR、NCX の遺伝子発現が亢進し

ていること、また第 8 - 10 節では SKI マウスは拡張期の筋小胞体への Ca2+取り

込みが低下し、筋小胞体内 Ca2+貯蔵が低下していること、RyR からの Ca2+リー

クが増大していることを確認した。細胞内 Ca2+濃度上昇による NCX の亢進、

活性酸素種による CaMK II の亢進や RyR からの Ca2+リークは撃発活動により

心室性不整脈の原因となることが知られている（9、10、43）。そこで次に、悪

性高熱症治療薬であり、RyR からの Ca2+リークを抑制するダントロレンを SKI 

+ ANG II 群に長期投与し検討を行った。ダントロレン投与は SKI + ANG II 群で

認めた高い心室性不整脈誘発性を低下させた（図 11 A、SKI + ANG II = 57.1% 

[n = 14] 対 SKI + ANG II + DAN = 15.4% [n = 13] 、P <0.05）。次に Ca2+ トラン
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ジェントの評価を行った。ダントロレン投与により SKI + ANG II 群で低下した

Ca2+トランジェントの振幅（F/F0）は改善し（図 11 B、SKI + ANG II = 1.8 ± 

0.05 [n = 40] 対 SKI + ANG II + DAN = 2.2 ± 0.06 [n = 40] 、P <0.01）、延長した

RT50 は短縮した（図 11 C、SKI + ANG II = 187.9 ± 5.3 ms [n = 40] 対 SKI + ANG 

II + DAN = 169.6 ± 3.4 ms [n = 39] 、P <0.05）。また SKI + ANG 群で低下した筋

小胞体の Ca2+貯蔵は増加した（図 12A、SKI + ANG II = 2.0 ± 0.5 [n = 32] 対 SKI 

+ ANG II + DAN = 2.9 ± 0.2 [n = 24] 、P <0.001）。Ca2+スパークについても、

Ca2+スパークを認める細胞の割合はダントロレン投与で減少し（図 12 B、SKI + 

ANG II = 75.0% [n = 55] 対 SKI + ANG II + DAN = 33.9% [n = 59] 、P <0.001）、1

細胞あたりの Ca2+スパークの頻度も低下した（図 12 C、SKI + ANG II = 9.96 ± 

1.7 [n = 35] 対 SKI + ANG II + DAN = 4.6 ± 0.9 [n = 20] 、P <0.05）。これらの結

果から、ダントロレン投与により ANG II 群の SKI マウスで認めた筋小胞体の

Ca2+貯蔵低下が改善し、心室性不整脈の誘発が抑制されたと考えられた。 
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第 4章 考察 

本研究では心不全患者で認められた SERCA2 Cys674 の不可逆的酸化による

SH 基喪失と心筋の Ca2+ハンドリング及び不整脈原生との関連について、

SERCA2 Cys674 の 50%を Ser674 に変異させた SKI マウスをモデルとして検討

を行った。このような Cys 変異を用いた Redox 研究としては Eaton ら（47）の

Protein Kinase G1α Cys42Ser knock-in マウスの研究が挙げられる。ANG II 投与

下で、SKI マウスは左室収縮能については control マウスと差はなかったが、有

意に高い心室性不整脈の誘発性を認めた。ANG II は筋小胞体内の Ca2+リークを

増大させ、筋小胞体の Ca2+貯蔵を低下させたが、control + ANG II 群では心室性

不整脈の誘発は認めなかった。一方で、SKI マウスは拡張期の筋小胞体への

Ca2+取り込み時間が延長しており、SERCA2 の機能低下が起こっていると考え

られた。これらの結果から、ANG II 投与に SKI マウスにおける SERCA2 の機

能低下が加わることで、更なる Ca2+リークの増大と細胞内 Ca2+過負荷を来し、

心室性不整脈の原因となっていると考えられた。ダントロレンの長期投与によ

る RyR からの Ca2+リークの抑制は、ANG II 負荷下の SKI マウスにおける心筋

細胞 Ca2+ハンドリング異常を改善させ、心室性不整脈の誘発性を低下させるこ

とが判明した（図 13 A、B）。 
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  生理的濃度の一酸化窒素（NO）/活性酸素種（ROS）は SERCA2 の Cys674

を S-glutathiolation 修飾することで活性を約 50%上昇させるが、一方で病的状態

における過剰な NO/ROS は Cys674 を不可逆的に亜硫酸化修飾することで

SERCA2 の redox による調節を破綻させる事が報告されている（28 - 30）。Toya

ら（31）は心不全患者の心筋生検検体で SERCA2 Cys674 の亜硫酸化修飾が亢

進していることを報告した。また、老齢マウスや Gαq を過剰発現させた心不全

マウスモデルにおいて、心筋の SERCA2 Cys674 の亜硫酸化修飾が増加し、細

胞内 Ca2+ハンドリング異常が起こることが報告されており（48、49）、加齢や

心不全といった病的酸化ストレスにより引き起こされる SERCA2 Cys674 の不

可逆的酸化修飾が SERCA2 の機能低下に関与する事が示唆された。しかし、動

物心不全（収縮不全）モデルでは SERCA2 の酸化修飾と同時にタンパク発現低

下を伴うため（18 - 22）、Cys674 の SH 基を介した調節障害と Ca2+ハンドリン

グや催不整脈性との関連については未だ不明であることから、SKI マウスを用

いて研究を行った。In vivo における心筋内の SERCA2 Cys674 SH 基修飾につい

ては検討が困難なために本研究では詳細には行なえておらず、これについては

今後の検討課題と考えられた。心筋ホモジェネートにおける dithiothreitol 

（DTT）存在下での 45Ca2+ uptake は、SKI マウスと control マウスで同等であ
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り、これは過去の培養細胞や平滑筋細胞を用いた Cys674 SH 基修飾の研究と一

致する結果であった（28、50）。 

本研究は SKI マウスを用いた初めての不整脈研究である。vehicle 群におい

て、SKI マウスは control マウスと比較し心エコー指標に違いはなく、SERCA2

の遺伝子発現量に差はなく、高 Ca2+・還元状態下での 45Ca2+ uptake にも変化を

認めなかった。しかし vehicle 群で SKI マウスは control マウスと比較し APD の

延長、QT 間隔の延長を認め、電気生理学検査ではカテコラミン急性負荷下で

心室性不整脈を認めた。Terracciano ら（51）は SERCA2 の過剰発現ウサギモデ

ルでは、SERCA2 活性亢進により細胞内 Ca2+濃度が低下し APD が短縮するこ

とを報告している。これと対照的に SKI マウスでは SERCA2 による筋小胞体へ

の Ca2+取り込み低下により細胞内 Ca2+過負荷が起こり NCX のフォワードモー

ドが活性化して細胞内への Na+流入が増加して APD が延長した可能性が考えら

れた（52 - 55）。 

過去には SKI マウスを用いて血管内皮細胞、平滑筋細胞での Ca2+ハンドリン

グ異常の検討が報告されている（28、35）。心筋細胞において Ca2+ ハンドリン

グ異常は不整脈発生に極めて重要であり（56）、我々は SKI マウスの心筋細胞

内 Ca2+動態について検討を進めた。単離心筋細胞において、SKI + vehicle 群で
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収縮期の Ca2+放出（F/F0）が低下し SERCA2 機能を反映する RT50 が延長し、

カフェインによる筋小胞体からの Ca2+放出が低下していた。このことから SKI

では SERCA2 による筋小胞体への Ca2+取り込みが低下し、筋小胞体の Ca2+貯蔵

が低下していることが示唆された。また Ca2+スパークの頻度が軽度増加してい

ることから Ca2+リークの増大も考えられた。SKI マウスでは vehicle 群で CaMK 

II の遺伝子発現が亢進していることから、これを介した RyR からの Ca2+リーク

が増大し、カテコラミン負荷時の不整脈誘発に関与している可能性が考えられ

た。 

 ANG II 投与後も control マウスと SKI マウスで SERCA2 の遺伝子発現や

45Ca2+ Uptake に有意な変化を認めず、心重量の増加や心筋線維化の程度も同等

であった。心エコー指標でも ANG II 投与後の壁肥厚や左室収縮に違いはなか

った。これらの所見は、SERCA2 の発現と機能低下を伴い、心負荷時に心肥大

増悪と左室収縮能低下が進行する SERCA2 ヘテロノックアウトマウスを用いた

Schultz ら（18）や Andersson ら（57）の報告とは対照的であった。ANG II 投与

は control マウス、SKI マウスとも QT 間隔を延長させ、結果的に同等の QT 延

長となった。過去の報告では、ANG II 過剰発現マウスモデルは QT 延長を来す

と報告されており（58 - 60）、本研究の結果はそれと合致した。QT 延長は早期



 

34 

 

 

後脱分極による撃発活動により致死性不整脈の原因となることが知られている

（61、62）。control マウスでは ANG II 負荷で QT 延長を認めたにも関わらず、

心室性不整脈は誘発されなかった。一方で、ANG II 投与下 SKI マウスでは約

60%で心室性不整脈が誘発された。単離心筋細胞での Ca2+動態については ANG 

II 投与により、vehicle 群と比較し control マウスの収縮期の F/F0は低下し、カ

フェイン投与による Ca2+放出も低下した。また、Ca2+スパークを起こす細胞の

割合も増加していた。このことから ANGII 投与が Ca2+リーク、筋小胞体の

Ca2+貯蔵低下を引き起こした可能性が考えられた。一方で、RT50 は control + 

vehicle 群と control + ANG II 群との間で差を認めなかった。SERCA2 の遺伝子

発現や 45Ca2+ uptake にも有意な変化はなかった。このことから、control + ANG 

II 群では SERCA2 による筋小胞体 Ca2+ 取り込みは保持されていることが示唆

された。ANG II 投与群では CaMKII、RyR の遺伝子発現が増加していたことか

ら、control + ANG II 群での筋小胞体の Ca2+貯蔵低下は、CaMKII/RyR 活性化を

介した Ca2+リークの増大が関与した可能性が考えられた。SKI + ANG II 群は

control + ANG II 群と比較し F/F0には差がないものの RT50 は有意に延長してお

り、また Ca2+スパークの頻度も有意に増加していた。これらの Ca2+動態の結果

から、SKI + ANG II 群では ANG II による筋小胞体からの Ca2+リークの増大・
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Ca2+貯蔵の低下に加えて、SERCA2 機能低下による Ca2+再取り込みの低下と

Ca2+スパークの頻度の増加が加わり、細胞内 Ca2+過負荷による撃発活動から致

死性不整脈誘発性が起こった可能性が想定された（図 14）。 

 

悪性高熱症の治療薬であるダントロレンは、骨格筋に発現している RyR1 の

みならず、心筋細胞での RyR2 にも結合し、RyR 内の N 末端ドメインとセント

ラルドメインの接触を強固にすることで RyR からの Ca2+リークを減少させるこ

とが明らかとなっている。ダントロレンはカテコラミン誘発性多形性心室頻拍

症（46）や心不全（63）の動物モデルで Ca2+リークを低下させることが報告さ

れており、Ca2+リーク増大による致死性不整脈に対しても有効である可能性が

示唆されている（64、65）。ANG II 群の SKI マウスに 1 週間のダントロレン投

与を行ったところ、収縮期の Ca2+振幅は改善し、筋小胞体の Ca2+貯蔵も改善し

た。このことはダントロレン投与が RyR に作用し Ca2+リークを抑制したことを

示唆する。その結果、ダントロレン投与は Ca2+ハンドリングを補正し、心室性

不整脈の誘発性を低下させたと考えられた。興味深いことに、ダントロレンは

SKI マウスで延長した RT50 も短縮させており、SERCA2 による Ca2+の再取り

込みも改善した可能性がある。Meissner ら（66）はラットの心筋細胞において
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ダントロレンが拡張期の Ca2+取り込みを増加させたと報告している。またイヌ

心不全モデルを用いた Kobayashi ら（63）の報告でも、心不全で延長した Ca2+

減衰時間がダントロレン投与により短縮したが、その機序は明らかにはなって

いない。Santulli ら（67）は Ca2+リークの増大によりミトコンドリア内が Ca2+

過負荷となり、ミトコンドリアの機能不全により活性酸素種が増加することを

報告しており、RyR からの Ca2+リークの抑制による慢性の心筋細胞内 Ca2+ハン

ドリングの改善が、二次的に SERCA2 機能改善に寄与した可能性も考えられ

た。本モデルにおける催不整脈性がダントロレンで著明に改善した機序、特に

SERCA2 による Ca2+ハンドリング機能改善が加わった可能性とその機序につい

ては今後の検討課題である。 

RyR を介した筋小胞体からの Ca2+リークによる Ca2+ハンドリング異常、細胞

内 Ca2+負荷と心室性不整脈の関連については臨床的にも多くの報告がある

（11、68）。カテコラミン誘発性多形性心室頻拍症（CPVT）は交感神経活性化

などカテコラミン負荷により筋小胞体からの Ca2+リークが増大し、DAD を契

機として致死性心室性不整脈を引き起こす疾患である。RyR2 遺伝子の異常に

よる CPVT 1 が 50 - 60％を占めるが、約 3 - 5％に認める CPVT 3 は、心筋およ

び骨格筋の小胞体に発現する trans-2,3-enoyl-CoA reductase-like protein を発現さ
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せる TRCEL 遺伝子の異常により、RyR の Ca2+リークと SERCA2 の機能低下を

来し、カテコラミン誘発性の心室性不整脈に QT 延長を伴うことが報告されて

いる（11、69）。本研究で用いたモデルは ANG II 負荷による RyR の Ca2+リーク

と、SERCA2 変異による SERCA2 機能低下を来しており、CPVT 3 と類似した

細胞内 Ca2+ハンドリング異常を来している可能性がある。CPVT に対する治療

薬として、本研究で用いたダントロレンの他、β 遮断薬のカルベジロールやそ

のアナログ（70）、Ⅰ群抗不整脈薬のフレカイニド（71）などが有用な可能性

が報告されており、いずれも RyR からの Ca2+リーク減少による DAD の頻度を

低下させることで致死性不整脈抑制効果を発揮する。ダントロレンは近年、筋

小胞体からの Ca2+リークの減少を目的に心不全治療薬としても期待されてお

り、本邦においても臨床試験が開始された（72）。筋小胞体の Ca2+ハンドリン

グ異常に対する介入は、今後の心不全時の致死性心室性不整脈に対する治療法

として有望であり、RyR からの Ca2+リーク減少のみでなく、SERCA2 の機能改

善も有用である可能性がある。 

これまでの研究から、心不全では SERCA2 の発現が低下していることが報告

されており、遺伝子導入による SERCA2 の発現増加が治療ターゲットとして着

目されて来た（13 – 16、20、22）。一方で、SERCA2 は翻訳後修飾により調節
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されており、その変化が病態に関与することが多数報告されている。Quan ら

（25）は SERCA2 Thr-484 をリン酸化する striated muscle preferentially expressed 

protein kinase（SPEG）遺伝子のノックアウトマウスでは SERCA2 の活性が低下

し、Ca2+ハンドリング異常により心不全となることを報告している。同様に、

Kho ら（27、73）は small ubiquitin-related modifier 1（SUMO-1）が SERCA2 

Lysine-480, 585 の SUMOylation により SERCA2 を活性化させており、心不全で

は SUMO1 の発現や SERCA2 の SUMOylation が低下し、SUMO1 を活性化する

ことにより動物モデルにおいて心不全が改善することを報告している。 

今後、SERCA2 の翻訳後修飾を直接ターゲットとし、酸化ストレスの調節を

含む治療戦略が筋小胞体の Ca2+ハンドリングを改善し、心不全患者における致

死性不整脈の治療戦略となりうる可能性が考案された。 
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第 5章 結論 

SERCA2 Cys674Ser knock-in マウスは、SERCA2 の機能調節異常により心筋細

胞内 Ca2+ハンドリング異常を来し、ANG II による心負荷下で高い心室性不整脈

の誘発性を示した。筋小胞体の Ca2+リークの抑制は Ca2+ハンドリングを改善さ

せ、本モデルにおける心室性不整脈を抑制した。心室性不整脈に対して筋小胞

体への介入は有効であると考えられ、今後、SERCA2 を含めた筋小胞体の Ca2+

ハンドリングを標的とした薬物開発は新たな不整脈治療戦略になりうるものと

考えられた。 
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略語一覧 

AAV adeno associated virus 

ANG II angiotensin II 

APD action potential duration 

CaMK II calcium/calmodulin-dependent protein  

kinase II 

CPVT 
catecholaminergic polymorphic 

ventricular tachycardia 

DAD delayed after depolarization 

EAD early after depolarization 

LTCC L-type calcium channel 

NCX sodium-calcium exchanger 

NO nitric oxide 

ROS reactive oxygen species 

RyR ryanodine receptor 
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SERCA2 sarcoplasmic reticulum ATPase2 

RT50 time to 50% relaxation 

TTP time to peak 

VA ventricular arrhythmia 
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表 1．定量 PCR に用いたプライマーの一覧 

 

Atp2a：SERCA2、Cacna1c：LTCC、Camk2a：CaMK II 、Ryr2：RyR、 

Slc8a1：NCX、Rps18：S18 
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表 2. 心エコー図による左室収縮能の評価 

 

vehicle 群において、control マウスと SKI マウスで各計測値に有意差を認めなかった。

ANG II 投与により両群とも左室壁厚の増大、左室内腔の狭小化を認めた。左室駆出率は各

群間で差を認めなかった。データは平均値±標準誤差で示した。 
*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001 vs control + vehicle 群。 

SWT：中隔壁厚、PWT：後壁厚、LVED：左室拡張末期径、LVES：左室収縮末期径、

SV：1 回拍出量、LVEF：駆出率、FS：左室内径短縮率、HR：心拍数 
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APD：活動電位持続時間 

CaMK II：Ca2+/カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ 

LTCC：L 型 Ca2+チャネル、NCX：Na+-Ca2+交換体、ROS：活性酸素種 

RT50：Time to 50% relaxation、RyR：リアノジン受容体 

SR：筋小胞体、SERCA2：筋小胞体 Ca2+ ATPase2 
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図 1．心筋細胞の電気生理と Ca2+ハンドリング 

 

正常心筋では LTCC からの Ca2+ 細胞内流入が契機となり、RyR による筋小胞体か

らの細胞質内への Ca2+放出 が心筋収縮を起こす。拡張期に Ca2+は SERCA2 により

筋小胞体へ取り込まれ、一部は NCX により細胞質外へ放出される。 

Ca2+トランジェントの peak F/F0は筋小胞体からの Ca2+放出 、RT50 は SERCA2 機

能、Tau は NCX 機能を反映している（A）。 

不全心では CaMK II の活性や RyR からの Ca2+リーク、SERCA2 機能の低下により

筋小胞体内の Ca2+濃度が低下し、Ca2+トランジェントの peak F/F0は低下する。細

胞内 Ca2+濃度の上昇は更なる CaMK II の活性を引き起こし、また NCX の亢進によ

る Na+の流入により APD は延長し QT 延長を来す（B）。 

 

略語は略語一覧参照。 
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図 2. 7 日間の ANG II 負荷後の血圧、脈拍数、心重量および心筋線維化の評価 

 

A：収縮期血圧値、B：脈拍数、C：心重量/体重比 

D：マッソン・トリクローム染色、E：線維化の程度 

 

ANG II 負荷により control マウス、SKI マウスとも同等に収縮期血圧が上昇し、 

心重量の増大・心筋の線維化の増大を認めた。データは平均値±標準誤差で示した。 

**p＜0.01、***p＜0.001 vs control + vehicle 群。 

各棒グラフの下部の数字は例数 n を表す。以下の図についても同様。 
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図 3．45Ca2+ uptake の評価 

 

A：45Ca2+ 濃度の経時的変化、B：時間あたりの 45Ca2+ uptake 

 

総 45Ca2+ 濃度は各群とも同等に経時的な増加を認めた。45Ca2+ uptake は各群間で 

差を認めなかった。データは平均値±標準誤差で示した。 

TG：タプシガルギン 
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図 4. 体表心電図の評価 

 

A：RR 間隔、B：PQ 間隔、C：QRS 幅、D：QTc 

E：各群での代表的な心電図と QT 間隔（下段） 

 

QRS 幅は ANG II 投与群で vehicle 投与群と比較し延長していた。QTc は SKI マウス

で control マウスと比較し延長していた。ANG II 投与により control マウス、SKI マ

ウスともに QTc の延長を認めた。データは平均値±標準誤差で示した。 

*p＜0.05、***p＜0.001 vs control + vehicle 群
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図 5. 心室性不整脈の誘発 

 

A：L-イソプレナリン塩酸塩（ISO）投与下の不整脈誘発率 

B：薬剤投与なしの不整脈誘発率 

C：SKI + ANG II 群で誘発された心室性不整脈 

カテコラミン投与や ANG II 負荷群において、SKI マウスは control マウスと比較し

心室性不整脈誘発性が有意に高かった。データは平均値±標準誤差で示した。 

*p＜0.05、**p＜0.01 vs control 群または control + vehicle 群。 

VA：心室性不整脈 
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図 6．活動電位持続時間の評価 

 

A：Vehicle 投与群の control マウス、SKI マウスの心室筋活動電位 

B：各群での活動電位持続時間 

   

Vehicle 投与群において、SKI マウスは control マウスと比較し活動電位持続時間の 

延長を認めた。データは平均値±標準誤差で示した。 

*p＜0.05 vs control + vehicle 群。 
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図 7．心臓の遺伝子発現の検討  

 

A：CaMK II の発現、B：RyR の発現、C：NCX の発現 

D：LTCC 遺伝子の発現、E：SERCA2 の発現 

 

Vehicle 群において、SKI マウスは CaMK II の発現が増加していた。ANGII 投与群で

は CaMK II、RyR、NCX の発現が増加していた。LTCC、SERCA2 の発現は各群で差

を認めなかった。データは平均値±標準誤差で示した。 

*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001 vs control + vehicle 群。 
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図 8. 心筋細胞の Ca2+トランジェントの評価 

 

A：各群の Ca2+トランジェント、B：Time to peak（TTP）   

C：Ca2+トランジェントの振幅（F/F0）、D：Time to 50% relaxation（RT50） 

SKI マウスは control マウスと比較し F/F0が低下し、RT50 が延長した。 

ANG II 投与により control マウスで F/F0は低下したが、RT50 は変化しなかった。 

データは平均値±標準誤差で示した。 

***p＜0.001 vs control + vehicle 群もしくは control + ANG II 群。 
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図 9．筋小胞体の Ca2+貯蔵の評価 

 

A：カフェイン急速投与で観察各群の Ca2+トランジェント 

B：Ca2+トランジェントの振幅（F/F0） 

C：細胞質内 Ca2+減衰時間（Tau） 

 

Vehicle 群で SKI マウスは control マウスと比較し有意に F/F0が低下していた。 

ANG II 投与により control マウスで F/F0が低下した。細胞質の Ca2+減衰時間を表す

Tau は、SKI マウスにおいて vehicle 群と比較し ANG II 群で短縮した。 

データは平均値±標準誤差で示した。 

**p＜0.01、***p＜0.001 vs control + vehicle 群もしくは SKI + vehicle 群。 
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図 10．心筋細胞の Ca2+スパークの評価 

 

A：各群で観察された Ca2+スパーク 

B：Ca2+スパークを認めた細胞の割合 (%)  

C：時間・面積当たりの Ca2+スパークの頻度  

 

ANG II 群は vehicle 群と比較し Ca2+スパークを認める細胞の割合が増加していた。 

1 細胞当たりの Ca2+スパークの頻度は、vehicle 群・ANG II 群ともに SKI マウスで

control マウスと比較し有意に高かった。データは平均値±標準誤差で示した。 

*p＜0.05、***p＜0.001 vs control + vehicle 群もしくは control + ANG II 群。 
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図 11．ダントロレン投与による不整脈誘発性および Ca2+トランジェントへの影響 

 

A：心室性プログラム刺激での不整脈誘発率 

B：Ca2+トランジェントの振幅（F/F0） 

C：Time to 50% relaxation（RT50） 

 

ダントロレン投与で SKI + ANG II における心室性不整脈誘発率が低下した。  

Ca2+トランジェントでは SKI + ANG II において低下した F/F0が改善し、延長した

RT50 が短縮した。データは平均値±標準誤差で示した。 

*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001 vs SKI + ANG II 群。 

DAN：ダントロレン、VA：心室性不整脈 
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図 12．ダントロレン投与による筋小胞体の Ca2+貯蔵および Ca2+スパークへの影響 

 

A：カフェイン 10 mM 急速投与で観察された各群の Ca2+トランジェントの振幅 

B：Ca2+スパークを認める細胞の割合 (%)   

C：時間・面積当たりの Ca2+スパークの頻度 

DAN：ダントロレン 

 

ダントロレン投与により SKI + ANG II で低下した筋小胞体の Ca2+貯蔵は増加した。 

また、Ca2+スパークを認める細胞の割合は減少し、1 細胞あたりの Ca2+スパークの頻

度も低下した。データは平均値±標準誤差で示した。 

*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001 vs SKI + ANG II 群。 
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ATP：アデノシン 3 リン酸 

CaMK II：Ca2+/カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ 

DAD：遅延後脱分極、DAN：ダントロレン 

EAD：早期後脱分極、LTCC：L 型 Ca2+チャネル、 

NCX：Na+-Ca2+交換体、RyR：リアノジン受容体、 

SR：筋小胞体、SERCA2：筋小胞体 Ca2+ ATPase2 
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図 13．ダントロレンを用いた RyR 安定化、Ca2+のハンドリング回復による 

    不整脈抑制効果 

 

A：ANG II 群の SKI マウスで予想された Ca2+ハンドリング 

B：ダントロレンの効果 

 

SKI + ANG II 群では、①ANG II 負荷による CaMK II の発現亢進、RyR からの Ca2+リ

ークの増大に、②SKI マウスの SERCA2 Cys674 変異による SERCA 機能の低下で小

胞体への Ca2+取り込みが低下することで、細胞質内 Ca2+濃度が上昇し、小胞体の

Ca2+貯蔵が低下したと考えられた。細胞内 Ca2+過負荷は CaMK II の更なる活性化や

二次的な NCX の亢進が撃発活動を引き起こし、ANG II 投与群の SKI マウスで心室性

不整脈を起こした機序が推察された（A）。 

ダントロレンによる RyR からの Ca2+リークの抑制により、ANG II 投与群の SKI マウ

スで上昇していた細胞内 Ca2+濃度を低下させ、撃発活動の抑制、心室性不整脈抑制

効果を示した可能性が示唆された（B）。 
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ANG：アンギオテンシン、CaMK II：Ca2+/カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ 

RyR：リアノジン受容体、SR：筋小胞体、SERCA2：筋小胞体 Ca2+ ATPase2 

 
 
 

図 14．ANG II 群の SKI マウスで予想された心室性不整脈発生の機序 

 

ANG II 群の SKI マウスでは ANG II による筋小胞体の Ca2+リークの増大・ Ca2+貯蔵

の低下に加えて、SERCA2 の機能低下による筋小胞体への Ca2+取り込みの低下と

Ca2+スパークの頻度の増加が重なることで高い不整脈誘発性につながった可能性が 

示唆された。 


