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要約 
光遺伝学とは対象となる細胞や組織に光感受性タンパクや蛍光タンパク質を遺伝的

に発現させることで、生体機能を非接触で高精度に制御もしくはモニタリングする技

術の総称である。現在、光駆動形チャネルまたはポンプを心筋細胞に発現させること

で、心臓電気生理学特性の解明や、心筋ペーシングや除細動などの心臓電気生理制御

法の開発が進められている。本研究では最も代表的な光駆動型チャネルであるチャネ

ルロドプシン 2 (channelrhodopsin-2: ChR2)をプルキンエ線維および心房筋に特異的に

発現させたトランスジェニックマウスを用い、以下２つの実験を行った。 
 
第 1 章 光遺伝学を用いた心室細動発症とプルキンエ線維の関係に関する研究 
【背景と目的】心室細動は心臓突然死の主要な原因の一つである。心室細動の発症に

はプルキンエ線維における Triggered Activity の関与が知られており、心室細動の維持

には心室筋内における Spiral Re-entry の関与が知られている。しかしながら、その移

行過程については十分に明らかにされていない。コンピューターシミュレーションを

用いた研究ではこの移行過程にプルキンエ線維−心室筋間で生じる複雑な Multiple Re-
entry が関与していると報告している。しかし、これを生体内または還流心のレベルで

実証した報告はこれまでにない。ChR2 は波長 470 nm の青色光照射により開口し、濃

度勾配に従って陽イオンが通過する。ChR2 が発現した心筋において、リエントリー性

の不整脈が発症した際に連続光刺激を与えることで、照射領域に伝導ブロックが形成

され不整脈が停止する「光除細動」が可能である事が知られている。今回我々は、心

室細動の発症直後のプルキンエ線維−心室筋間 Multiple Re-entry の時相でプルキンエ線

維に光遺伝学を用い、伝導ブロックを形成することで、心室細動の維持を抑制しうる

と考えた。本研究の目的は「光遺伝学を用いて形成されるプルキンエ線維伝導ブロッ

クが心室細動の形成に与える影響を明らかにすること」とした。 
【材料と方法】Cre-loxP システムを用い、プルキンエ線維および心房筋に特異的に

ChR2-tdTomato を発現させたマウスを用いた。凍結切片を用いプルキンエ線維に

ChR2-tdTomato の発現を確認した。ランゲンドルフ灌流心に対して、左心房から僧帽

弁経由で先端に 45 度ミラー加工がされている光ファイバーカニューレを左室内に挿

入することで、心室中隔を青色光(470 nm)で刺激するプルキンエ線維光照射系を確立

した。gap junction uncoupler である 2-Aminoethoxydiphenylborane (2-APB)を溶解し、さ

らに低カリウム状態にした溶液(2-APB + 低カリウム溶液)を灌流することで、自然発

生する心室細動を誘発した。心室細動発症直後にプルキンエ線維に光照射を行い心室

細動の維持抑制効果を検証した。また、活動電位伝播形態を、光学マッピング法を用

い実施した。 



 
 

【結果】凍結切片で心室の心内膜側に tdTomato を確認し、プルキンエ線維における

ChR2 の発現を確認した。プルキンエ線維光照射系を用いたパルス光刺激でプルキン

エ線維光ペーシングが確認されたが、連続光刺激で心表心電図上明らかなプルキンエ

線維内の伝導ブロックは確認されなかった。左室心外膜面における活動電位伝播形態

を、光学マッピング法を用いて観察したが、連続光刺激による明らかなプルキンエ線

維内伝導ブロックは確認されなかった。2-APB + 低カリウム溶液灌流により誘発さ

れた心室性不整脈を、光学マッピング法を用いて観察したところ、Spiral Re-entry 様

の伝播形態を示しており、心室細動が発生したものと判断した。心室細動自然誘発の

直後にプルキンエ線維に連続光照射を行ったが、心室細動の維持抑制効果を認めなか

った。 
【考察】本研究では連続光刺激によるプルキンエ線維伝導ブロック形成が得られず、

本研究の目的達成に至らなかった。原因として ChR2 の発現効率およびプルキンエ線

維光照射系が伝導ブロック形成に不十分だった可能性が考えられた。 
 
第 2 章 短時間パルス光刺激による心房細動光除細動機序の解明 
【背景と目的】心房細動は日常診療で遭遇する最も一般的な不整脈である。薬物療法

やアブレーション手術にも関わらず心房細動発作を再発する患者が存在し、血行動態

破綻や症候性頻拍を有する場合、電気的除細動を要する。しかしながら、電気的除細

動は疼痛を伴うため、十分な鎮静管理を要する。光遺伝学を用いた「光除細動」は無

痛的な除細動方法として臨床応用が期待されている。ChR2 発現心筋において、リエ

ントリー性不整脈発症時に光刺激を与えることで光除細動が可能であることが複数の

文献で報告されている。しかしながら、光除細動の機序は十分に明らかになっていな

い。最も有力な説は「伝導ブロック説」である。これは光刺激により静止膜電位が上

昇し、細胞膜に存在する電位依存性 Na+チャネルが不活化することで心筋の興奮性が

低下し、伝導ブロックを形成するというものである。その一方で、伝導ブロック説で

は説明し得ない、局所的な短時間パルス光刺激による光除細動が報告されており、光

除細動には伝導ブロック説に依らない追加の機序が存在すると考えられる。我々は

「活動電位持続中に実施される光刺激による活動電位持続時間(action potential 
duration: APD)および有効不応期(effective refractory period: ERP)の延長が光除細動に関

与している」と仮説を立て、「還流心の心筋において、短時間パルス光刺激が APD
および ERP に与える影響を明らかにすること、APD および ERP 延長効果と短時間パ

ルス光刺激による光除細動の関連を明らかにすること」を目的とした。 
【材料と方法】第１章と同系列のマウスを使用し、凍結切片で ChR2-tdTomato の発現

を確認した。ランゲンドルフ灌流心に対して、右心房を心外膜側から青色光(470nm)
で刺激する心房光照射系を確立した。KACh-channel activator である Carbachol を溶解



 
 

し、さらに低カリウム状態にした溶液（Carbachol + 低カリウム溶液）を灌流し、右

心房に電気的連続刺激を行うことで心房細動を誘発した。心房細動誘発後に右心房に

パルス光刺激を行い、心房細動抑制効果を検証した。活動電位持続中に実施されるパ

ルス光刺激による APD 延長効果および ERP 延長効果を、光学マッピング法を用いて

観察した。パルス光刺激による光除細動時の活動電位波形を、光学マッピング法を用

いて観察した。 
【結果】凍結切片で心房に tdTomato を確認し ChR2 の発現を確認した。心房光照射

系を用いたパルス光刺激で心房光ペーシングが確認された。連続光刺激では心房期外

収縮が確認され、明らかな心房内伝導ブロックは確認されなかった。Carbachol + 低
カリウム溶液灌流および心房連続電気刺激により誘発された心房細動はパルス光刺激

により光除細動された。光除細動率はパルス光刺激の光強度およびパルス幅に依存し

た。絶対不応期を含む活動電位持続中に実施されるパルス光刺激により APD は有意

に延長し、ERP も同様に有意に延長した。APD および ERP は活動電位再分極相でパ

ルス光刺激を受けた場合に最も延長した。また、ERP 延長効果は光刺激のパルス幅

に依存した。一方で一定値以上の光強度は ERP 延長に追加効果を与えなかった。パ

ルス光刺激による光除細動は APD の延長を伴って実施された。 
【考察】本研究では第一に心房 ChR2 発現心筋の灌流心において、パルス光刺激が

APD および ERP に与える影響を評価した。活動電位持続中のパルス光刺激により

APD および ERP は延長し、その延長効果は再分極相で光刺激を行った場合に特に顕

著であった。これは ChR2 が光刺激により非電位依存性に開口する一方で通過電流量

は開口直前の膜電位に依存しているためであると考えられた。本研究では、第二にパ

ルス光刺激心房細動除細動効果と APD/ERP 延長効果の関連を評価した。リエントリ

ー性不整脈は ERP が延長すると、不整脈の波長が延長しリエントリーが破綻するこ

とで停止する。本研究は還流心において活動電位持続中に施される光刺激が APD お

よび ERP を延長させること、光除細動が APD 延長を伴って生じることを示してお

り、光除細動の機序のひとつに光刺激による APD/ERP 延長効果が関与していること

が示唆された。 
【結論】光遺伝学を用いた光除細動の機序の一つとして活動電位持続中に施される光

刺激による APD の延長および ERP の延長が関与している。 
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