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1. 緒言 

心臓突然死の多くは心室細動や心室頻拍といった致死性心室性不整脈によって生

じることが知られている 1。β-アドレナリン受容体遮断薬は慢性心不全患者の突然死

の抑制に有効であることや 2 、心筋梗塞後の患者における再発性の持続性心室性不

整脈の抑制にも効果的であることも報告されている 3 。一方、致死性不整脈を有す

る患者群においては対照群に比し、交感神経が賦活化されていることや動物実験レ

ベルでは交感神経の賦活化によって心室細動発症の閾値が低下するといった報告も

なされている 4,5 。また動物実験においては β-アドレナリン受容体刺激による催不整

脈性の機序としては、カルシウムカルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ 

(CaMKII: calcium/calmodulin-dependent protein kinase II)を介した筋小胞体からの拡張期

のカルシウムリークの上昇から生じる撃発活動による機序が報告されている 6。β-ア

ドレナリン受容体刺激による電気生理学的な変化としては、有効不応期および活動

電位持続時間(APD: action potential duration)の短縮が報告されている 7。APD回帰曲線

はある周期で心筋をペーシングした際のAPDとそのペーシング周期の差である拡張

期時間との間で得られる曲線であるが、拡張期時間が短くなるにしたがってより大

きなAPDの短縮が起きることでAPD回帰曲線は急峻化する。この曲線が急峻化す

ることにより、APDオルタナンス(一拍毎にAPDが変化すること)が生じやすくなる

ため、不応期の不均一性がもたらされる。その結果、心室細動の発症およびその維

持に寄与するとされている 8。β-アドレナリン受容体刺激下においてはAPD回帰曲線

の最大傾きが急峻化することも知られている 9。また、近年の報告ではヒトの不全心

に対する β-アドレナリン受容体刺激にてAPDは顕著に短縮し、カルシウムトランジ

エント時間 (CaTD: Calcium transient duration)とAPDとの差がより大きくなることで

遅延後脱分極 (DAD : delayed afterdepolarization)を生じうることも報告されている 10。

上述のように、β-アドレナリン受容体刺激における催不整脈性に関しては種々の報告

があるもののその機序は十分な検討はなされていない。 

CaMKIIはカルシウムカルモジュリン複合体と結合することで活性化され、L型カ

ルシウムチャネルやホスホランバン、ライアノジン受容体をリン酸化することで細

胞内カルシウムハンドリングに重要な役割を担っている 11。β-アドレナリン受容体刺

激のシグナルにおいても、CaMKIIは重要な役割を担っていると報告されており 12、

ラットを用いた研究ではイソプロテレノールを用いた β-アドレナリン受容体刺激に
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てCaMKII活性の上昇を反映したリン酸化ホスホランバンが増加することや 13-15、リ

ン酸化ライアノジン受容体タンパクの増加が報告されている 15。我々は過去に肥大心

の心室筋において細胞内カルシウムイオンによって調整されるリン酸化CaMKIIが上

昇していることを報告している 16,17。またCaMKIIは種々のカリウムチャネルを制御

していることが知られているが 18,19、マウスの腸管ではCaMKIIが small-conductance 

Ca2+-activated K+ (SKチャネル)を制御していることが報告されている 20。SKチャネル

はC末端にカルモジュリン結合部位を有する 6回膜貫通型の αサブユニット 4個か

ら形成され、細胞内カルシウムイオン濃度の上昇によって活性化されるとされる電

位非依存性チャネルである 21。生体内では、心筋の他にも末梢神経、骨格筋、平滑

筋、血管内皮等に広く分布するとされている 21。心室筋における役割は十分には解明

されていないが、正常心筋におけるは活動電位形成においては、その関与は大きく

ないとされる 22。一方で、我々のグループならびにPeng-Sheng Chengらは、肥大心

や不全心といった病的な心室筋においては、SKチャネル電流が機能的に発現し、活

動電位形成に特異的に関与していることを報告している 17,23。また、我々のグループ

は肥大心の心室筋においてSKチャネルがリン酸化CaMKIIを介した制御を受けてい

ることも報告している 17。しかしながら、SKチャネルの活性化が催不整脈性に作用

するのかもしくは抗不整脈性に作用するのかは十分な検討はなされていない。今回

我々は、肥大心における β-アドレナリン受容体刺激によってリン酸化CaMKIIが上

昇し、リン酸化CaMKIIを介したSKチャネルの活性化が活動電位の変化ならびに不

整脈の誘発性に関与しているのではないかと仮説をたて検討することとした。 
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2. 略語表 

 

ANOVA: analysis of variance 

APD: action potential duration 

APD90: action potential duration at 90% repolarization 

CaMKII: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II 

CaT: calcium transient 

CaTD90: calcium transient duration at 90% repolarization 

CCD: charge-coupled device 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid 

HRP: horseradish peroxidase 

ISO: isoproterenol 

LVH: left ventricular hypertrophy 

p-CaMKII: phospholylated CaMKII at Thr286 

SHR: spontaneously hypertensive rat 

SK: small-conductance Ca2+-activated K+ 

SVA: sustained ventricular arrhythmia 

WKY: Wistar-Kyoto  
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3. 実験方法 

 本研究の全実験は、国立大学法人北海道大学の動物実験に関する規定を尊守して

行った。 

 

3.1 実験動物 

肥大心モデルとして 18-27週齢の遺伝的肥大心モデルラットである spontaneously 

hypertensive rat（SHR）のオスを使用した 24,25。また、対照として同週齢のWistar-

Kyoto rat（WKY）のオスを使用した。 

 

3.2 ランゲンドルフ灌流心 

 軽鎮静を得るため、ジエチルエーテル (Nacalai tesque、Kyoto、Japan) で充満させ

た容器におよそ 1分間ラットを保持した。軽鎮静が得られた後、メデトミジン塩酸

塩（0.15 mg/kg体重；Kyoritsu Seiyaku、Tokyo、Japan）、ミダゾラム（2 mg/kg体重；

Astellas Pharma、Tokyo、Japan）、ブトルファノール（2.5 mg/kg体重；Meiji Seika 

Pharma、Tokyo、 Japan）の 3種混合液を腹腔内投与し深鎮静を得て、抗凝固目的に

塩酸ヘパリン（400 IU/kg）を腹腔内投与した。その後、胸骨上部から剣状突起下ま

で縦切開し、さらに腹部に横切開を加えた。剣状突起をけん引しながら横隔膜の腹

側（前面）に切開を加え、横隔膜と胸骨および肋骨を切離した。次に、左右両側の

肋骨を可能な限り背側で離断し前胸郭を反転させ、心臓を露出させた。胸腺組織を

剥離し上行大動脈を大動脈弓部まで露出させた後、下大静脈を離断した。その後、

可及的に上行大動脈を大動脈弓部直前で離断し、肺動脈、上大静脈、肺静脈も可能

な限り心臓側で離断した。離断した大動脈をピンセットで把持しながらランゲンド

ルフ装置に接続、2-0絹糸で固定するとともに 37℃に保温したTyrode液による逆行

性灌流を開始した。Tyrode液の組成は、143 mM NaCl、5.4 mM KCl、0.33 mM 

NaH2PO4、5 mM HEPES、5.5 mM glucose、0.5 mM MgCl2、1.8 mM CaCl2（NaOHを用

いて pH 7.4に調整）とし、100%酸素で飽和した。冠流量を維持するために、WKY

で 70 cmH2O、SHRで 100 cmH2Oを維持するようにランゲンドルフ灌流圧を調節し

た 26。灌流心は 37℃に保温されたチャンバー内で固定し、数分間拍動が安定してい

ることを確認した後、実験に使用した。 
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3.3 膜電位/細胞内カルシウム同時測定光学マッピング法 

摘出灌流心の心尖部に単極ペーシング電極、右室、左室にそれぞれ心電図記録用

の単極電極を装着した。心拍数が安定した後、心臓を固定し、心拍動によるアーチ

ファクトを除くため、灌流液をミオシンⅡの特異的阻害剤であるブレビスタチン（10 

µM；TRC、Toronto、Canada）を混和させたTyrode液に切り替え 15分間灌流を継続

した 27。心拍動の停止を確認後、膜電位感受性色素であるRH237 (0.01μM、Molecular 

Probes、OR、USA)を混和させたTyrode液を回路内に 5分かけて注入した。さらに細

胞内カルシウム感受性色素であるRhod-2AM (1.0 μM, DOJINDO, Kumamoto, Japan,)を

Tyrode液に混和させおよそ 10分間灌流させた。150 Wハロゲン光源をフィルターを

介して 531 ± 20 nmの波長に変換し、励起光源として灌流心に照射した。標本からの

放射蛍光は膜電位 715 nm、カルシウム電位 575 ± 20 nmのバンドパスフィルターを

介して高感度電荷結合素子（CCD）カメラ（MiCAM02、BrainVision、Tokyo、 

Japan）で撮影した。時間解像度は 2.2 msec / frame、空間分解能は 0.2 mm（88×60ピ

クセル）とした。左室心尖部から 200 msecのペーシングサイクル長（出力：閾値の

2倍）下で左室心外膜前面を撮影した。撮影したデータはノイズ除去目的に、

BV_anaソフト（version 1604、BrainVision、Tokyo、 Japan）を用いて以下のフィルタ

ーを施した。高周波ノイズを除去する目的で、3 × 3のスペーシャルフィルター、キ

ュービックフィルターを施した。上記のデジタルフィルタリング施行後、活動電位

時間（APD）およびカルシウムトランジエント時間 (CaTD)を測定した。APD、

CaTDは活動電位波形およびカルシウムトランジエント波形の立ち上がり最大速度時

点を局所の脱分極点とし、局所の脱分極点から活動電位の最大振幅における 90%再

分極点までの時間（APD90、CaTD90）と定義した。撮影したデータにおいて、左室活

動電位およびカルシウムトランジエントとして妥当であるピクセル（心房電位や心

室端を除く）においてAPD90およびCaTD90を測定し、その中央値を個体固有の

APD90およびCaTD90と定義した。APD90マップはBV_anaソフトを用いて作成し

た。 

 β-アドレナリン受容体刺激によるAPD、CaTの変化に対するアパミン（SKチャネ

ル阻害薬）の効果ならびに β-アドレナリン受容体刺激およびCaMKII阻害薬存在下

でのアパミンの効果を検討する目的で以下のプロトコールで検討した。また、APD

回帰曲線 (APD restitution curve) を作成するために、左室心尖部より 200 msより連続
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ペーシング刺激を行い、160 msまでは 10 ms毎に、155 msからは 5 ms毎にペーシン

グサイクル長を短縮した。1:1のペーシング捕足が得られなくなるもしくは持続性心

室性不整脈が誘発されるまでペーシングサイクル長を短縮した 28。WKY、SHRの両

群を β-アドレナリン受容体非刺激群、β-アドレナリン受容体刺激群、β-アドレナリン

受容体刺激ならびにアパミン投与群に分別し、それぞれ膜/細胞内カルシウム同時測

定光学マッピング法を用いてAPD90を測定した。APD restitution curveはAPD90を縦

軸に拡張期時間 (DI; Diastolic Interval) を横軸とし、プロットした。プロットして得

られたものをOrigin 5.0 (Microcal Co.、Northampton、MA、USA)を用いて非線形回帰

曲線へフィッティングし、得られた曲線 y = A1×e(-(x-x0)/t1)+y0の最大の傾きを

maximum slope of restitutionと定義した。最大傾きは y = A1×e(-(x-x0)/t1)+y0を微分し

て得られた y’ = -A1/t1×e(x0/t1)×e(-x/t1)より算出した。 

 

3.4 β-アドレナリン受容体刺激による反応 

 β-アドレナリン受容体刺激の至適濃度を検討するために、ランゲンドルフ灌流心を

作成後にイソプロテレノールを 1nM、30nM、100nM、300nM、1μMにて漸増し灌流

した。その際にカルシウムトランジエントを上述の光学マッピング法にて測定し、

カルシウムトランジエントの基線から頂点までを測定し、ベースラインからの最大

反応までの同一個体での相対的な変化を反応・用量曲線を作成し 50%効果濃度 

(EC50)を求めた。さらに、イソプロテレノールによるCaT波高の最大反応をEmax

として、両群間で比較検討した。 

  

3.5 β-アドレナリン受容体刺激による不整脈誘発性の検討 

 β-アドレナリン受容体刺激下および非刺激下、β-アドレナリン受容体刺激とアパミ

ンを同時投与した際の、持続性心室性不整脈 (SVA: sustained ventricular arrhythmia) の

誘発性を検討するために、左室心尖部より 200msのペーシングサイクル長で 10発刺

激を加え、5秒の間欠期を置き 10ms毎にペーシングサイクル長を短縮した。SVAの

発生もしくは 1:1のペーシング補足が得られなくなるまでペーシングサイクル長を短

縮した。心電図は右室および左室に装着した電極で PowerLab 4/26 (AD Instruments、

Dunedin、New Zeeland)を用いて測定した。SVAは 10秒以上持続する頻脈性持続性心

室性不整脈と定義した。 



8 

 

3.6 生化学的検討 

 3.6.1 心筋標本作製 

 生体内から迅速に心臓を摘出し、Tyrode液によるランゲンドルフ灌流を行い、心

臓内血液を洗い出した。その後、左室心尖部よりペーシングサイクル長 180msにて

ペーシングを行った。ペーシング補足を確認するために心電図電極を右室および左

室に装着しモニタリングを行った。ペーシングは 15分連続で行い、その後左室心筋

を切除しベースラインの標本とした。β-アドレナリン受容体刺激群はランゲンドルフ

灌流心を作成後上述の手法でペーシングおよび心電図モニタリングを行い、イソプ

ロテレノール 100 nM (ISO: Isoproterenol)をTyrode液に混和し 15分後に左室心筋を切

除した。切除標本は迅速に液体窒素で凍結後に- 80℃で保存した。 

 

 3.6.2 タンパク質抽出 

 凍結保存した心筋標本を氷上で解凍した。細胞溶解液はRIPA Lysis Buffer 

System(Santa Cruz Biotechnology、SC-24948A、TX、USA)を用いた。1倍溶解液にセ

リンプロテーゼ、システインプロテアーゼを阻害するフェニルメチルスルフォニル

フルオライド(200mM)を 1mlあたり 10μl加え、プロテアーゼ阻害剤カクテルを 1ml

あたり、10μl加えた。さらにオルトバナジン酸ナトリウム水溶液(100mM)を溶解液

1mlあたり 10μl加え、RIPAバッファーとした。ホモジナイズ用のエッペンドルフチ

ューブにそれぞれ細胞溶解液を 300 l、解凍した心筋標本を 20 mg加え、氷上でホモ

ジナイズした。ホモジナイズしたサンプルは遠心分離し（15,000 g × 20分、4℃）、上

清を新しいエッペンドルフチューブに移し氷上で保存した。また、長期保存する場

合は-80℃で冷凍保存とした。 

 

3.6.3 タンパク質濃度測定 

 BCATM Protein Assay Reagent Aと同Reagent B（Thermo scientific, IL, USA）を

50：1の割合で混合し、その混合液をGREINER 96-Well CELLSTAR® Cell Culture 

Plates sterile、F-bottom（Greiner Bio-one、Frickenhausen、Germany）の各ウェルに 200 

µlずつ分注した。タンパク質濃度の標準検量線を作成する目的に、牛血清アルブミ

ン（2 mg/ml；Thermo scientific、IL、 USA）を標準タンパク質として使用した。同タ

ンパク質を、それぞれ 0、2、4、8、16、32 μlずつウェルに注入した。その後、測定
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サンプルを 2 µlずつ注入した。37℃で 30分間インキュベートした後、吸光マイクロ

プレートリーダ（MultiskanTM GO、Thermo scientific）および専用ソフト（SkanItTM、

version 3.2、Thermo scientific）を立ち上げ、「ミキシングあり、単波長、フィルター

540 nm」の設定で測定した。得られたデータより標準タンパク質の平均値における

一次直線を算出し検量線を得た。この検量線を基にサンプルタンパク質濃度を算出

した。 

 

 3.6.4 CaMKII活性 

 Cyclex® CaM Kinase II assay kit (MEDICAL & BIOLOGICAL LABORATORIES、

MA、USA)を用いて、β-アドレナリン受容体刺激、β-アドレナリン受容体非刺激群と

し両群でのCaMKII活性を測定した。キットの付属プレートの各ウェルに 1.0 μg/μl

に調整した左室心筋標本を 10 μlずつ注入した。カルシウム/カルモジュリンを含むキ

ナーゼバッファー90 μl、またカルシウム/カルモジュリンを含まないキナーゼバッフ

ァー90 μlをサンプルを含む各ウェルに注入した。30℃で 30分間インキュベートした

後、ウォッシュバッファーにて 5回洗浄した。ホースラディッシュペルオキシダー

ゼ共役型抗リン酸化シンタイド-2抗体を各ウェルに注入し、60分間室温にてインキ

ュベートした。さらにウォッシュバッファーにて各ウェルを洗浄後に基質溶液を加

え、10分間室温にてインキュベートした。その後反応停止液を加え、光マイクロプ

レートリーダ（MultiskanTM GO、Thermo scientific）および専用ソフト（SkanItTM、

version 3.2、Thermo scientific）を立ち上げ、「ミキシングあり、単波長、フィルター

450 nm」の設定で吸光度を測定した。またCaMKII ポジティブコントロール (Cyclex 

Co Ltd)を用いて検量線を作成した。検量線より得られた値より、カルシウム/カルモ

ジュリンを含むものを最大CaMKII活性とし、カルシウム/カルモジュリンを含まな

いものをCaMKIIの基礎値とし、両者の比を算出し左室心筋のCaMKII活性として定

量した 29。 

 

3.7 薬剤 

 薬剤効果を調べる目的で、β-アドレナリン受容体刺激薬であるイソプロテレノー

ル (100nM ; Sigma Aldrich、Tokyo、Japan)としてSKチャネル阻害薬であるアパミン

（100 nM；PEPTIDE、Osaka、Japan）、CaMKII抑制薬であるKN-93（1µM；
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Millipore、MA、USA）をそれぞれTyrode液に混入し、使用した。 

 

3.8 統計学的検討 

得られた数値は平均値±標準誤差で表した。2群間の平均値の差の検定は、F検定

による等分散性を確認後にStudent's t-testを用いて行い、対応のある 2群間の平均値

の差の検定は Paired t-testを用いた。3群間以上の平均値の差の検定に関しては、必要

に応じて one-way また one-way repeated ANOVAを施行し、有意差が認められた場合

は事後検定としてTukey法を用いた。2群間の頻度検定に関しては Fisherの正確検定

を用いて行った。解析ソフトはPrism 6 （GraphPad Software、CA、USA）を使用し

た。p値<0.05を有意と定義した。 

 

4. 実験結果 

4.1 動物特性 

 本実験に使用したSHR群はWKY群に比較して、左室重量、左室重量体重比と

もに有意に高く、実験に用いた週数齢において SHRは肥大心となっている事を確認

した。 

 

表 1 動物特性 

  WKY (n=12) SHR (n=12) P value 

体重量 (g) 400 ± 9.92 380± 3.26 p = 0.05 

心重量 (mg) 1.88 ± 0.06 2.51 ± 0.04 <0.0001 

心重量 / 体重量 (mg/g) 4.70 ± 0.14 6.61± 0.12 <0.0001 

データは平均値±標準誤差。検定：F検定で等分散性を確認後、Student's t-testを用

いて検定した。 

 

4.2 β-アドレナリン受容体刺激の反応性 

 図 1A、Bに代表的なWKY群およびSHR群におけるイソプロテレノールに対す

るカルシウムトランジエントの反応性の用量・反応曲線およびEC50、Emaxを比較

したグラフを示す。またWKY群、SHR群それぞれのEC50を検討したところ、

CaT波高のイソプロテレノール依存性の反応性は両群で有意な差がないことを確
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認した。またイソプロテレノールによるCaT波高の最大反応をEmaxとして両群で

比較検討し、有意な差がないことを確認した。EC50: 60.1 ± 4.29 nM (WKY群、n 

=3)、63.9 ± 8.58 nM (SHR群、n =3)、p = 0.712。Emax: 120 ± 11.3% (WKY群 n = 3)、

146 ± 30.5 %, (SHR群 n =3)、 p =0.46。 

 

 

 

図 1A 代表的なWKY、SHRの用量反応曲線を示す。 

 

図 1B EC50およびEmaxを定量化し比較した結果を示す。EC50: 60.1 ± 4.29 nM 

(WKY群、n =3)、63.9 ± 8.58 nM (SHR群、n =3)、p = 0.712。Emax: 120 ± 11.3% 

(WKY群 n = 3)、146 ± 30.5 %, (SHR群 n =3)、 p =0.46。 

 

4.3 β-アドレナリン受容体刺激による持続性心室性不整脈に対する薬剤の効果 

4.3.1 WKYにおける β-アドレナリン受容体刺激における持続性心室性不整脈の

誘発性 

図 2A、図 2BにWKY群における連続ペーシング刺激下における代表的な心電図
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および SVAの発症率を示す。WKY群においては、ISO (100nM) による β-アドレナ

リン受容体刺激によるSVAの発症率は非刺激群に比し、有意な上昇を認めなった。

また、アパミン (100nM)を追加投与してもSVAの発症に有意な差は認めなかった。 

 

図 2A WKY群における左室心尖部からの連続ペーシング刺激下における代表的

な心電図 

 

図 2B WKY群における β-アドレナリン受容体刺激およびアパミンによる SVA発

症率 
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4.3.2 SHR群における βアドレナリン受容体刺激による持続性心室性不整脈の誘

発性 

図 3A、図 3Bに SHR群における連続ペーシング刺激下における代表的な心電図お

よびSVAの発症率を示す。SHR群においては、ISO (100nM) による β-受容体刺激に

よるSVAの発症率は非刺激群に比し、有意な上昇を認めた。さらに、β-受容体刺激

下にアパミン (100nM)を加えた群ではSVAの発症率を有意に低下させた (対照: 

0%、n = 5、vs.イソプロテレノール 71%、n = 7、p =0.02 ; イソプロテレノール + ア

パミン 0%、n = 7、VS. イソプロテレノール、p = 0.02)。 

 

 

図 3A SHR群における左室心尖部からの連続ペーシング刺激下における代表的な

心電図 
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図 3B SHR群における β受容体刺激およびアパミンによるSVA発症率。*p < 

0.05、vs. 対照、 †p < 0.05、vs.イソプロテレノール。検定：Fisherの正確検定を行っ

た。 

 

4.4 β-アドレナリン受容体刺激による活動電位に対するアパミンの効果 

4.4.1 WKYにおける β-アドレナリン受容体刺激による活動電位時間短縮に対す

るアパミンの効果 

図 4AにWKY群における左室の代表的な活動電位波形およびAPD90マップを示

す。対照に比べ、ISO (100nM)による β-アドレナリン受容体刺激にてAPD90の有意な

短縮を認めたが、ISO (100nM)存在下にアパミンを加えてもAPD90の有意な延長を認

めなかった[APD90: 100.3 ± 3.84 msec (対照、n = 7) vs. 91.8 ± 2.70 msec (イソプロテレノ

ール、n = 7)、p = 0.03 ; 91.8 ± 2.70 msec (イソプロテレノール) vs. 93.3 ± 2.83 msec (イソ

プロテレノール + アパミン、n = 7)、p = 0.83 ](図 4B)。 
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図 4A WKYにおける β-受容体刺激および β-受容体刺激下のアパミン投与におけ

る代表的な活動電位変化とAPD90マップ 

 

図 4B WKYにおける β-受容体刺激および β-受容体刺激下のアパミン投与におけ

るAPD90の変化。*p < 0.05、vs. 対照。検定：one-way repeated measures ANOVAを行

い、事後検定はTukeyの多重比較検定を用いた。 

 

4.4.2 SHRにおける βアドレナリン受容体刺激による活動電位時間短縮に対する

アパミンの効果 

図 5Aに SHR群における左室の代表的な活動電位波形およびAPD90マップを示

す。対照に比べ、ISO (100nM)による β-アドレナリン受容体刺激にてAPD90の有意な

短縮を認め、ISO (100nM)存在下にアパミンを加えたところAPD90の延長を認めた

[APD90: 134.4 ± 5.50 msec (対照、n = 10) vs. 116.6 ± 5.05 msec (イソプロテレノール、n = 

10)、p = 0.0007 ; 116.6 ± 5.05 msec (イソプロテレノール) vs. 125.4 ± 3.80 msec (イソプロ

テレノール + アパミン、n = 10)、p = 0.011 ](図 5B)。 

 

図 5A SHRにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺激

下のアパミン投与における代表的な活動電位変化とAPD90マップ 
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図 5B SHRにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺激

下のアパミン投与におけるAPD90の変化。*p < 0.05、vs. 対照、 †p < 0.05、vs.イソプ

ロテレノール。検定：one-way repeated measures ANOVAを行い、事後検定はTukeyの

多重比較検定を用いた。 

 

4.5 β-アドレナリン受容体刺激による細胞内カルシウム動態の変化 

4.5.1 WKYにおける β-アドレナリン受容体刺激による細胞内カルシウム動態の

変化 

図 6AにWKY群における左室の代表的なカルシウムトランジエント波形および

CaTD90マップを示す。コントロール群に比べ、ISO (100nM)による β-アドレナリン受

容体刺激にてCaTD90の有意な短縮を認めたが、ISO (100nM)存在下にアパミンを加え

てもCaTD90の有意な延長を認めなかった[CaTD90: 133.3 ± 1.60 msec (対照、n = 7) vs. 

114.4 ± 4.4 msec (イソプロテレノール、n = 7)、p = 0.01 ; 114.4 ± 4.4 msec (イソプロテレ

ノール、n =7) vs. 115.0 ± 2.7 msec (イソプロテレノール + アパミン、n = 7)、p = 

0.89 ](図 6B)。またカルシウムトランジエント波形の上行脚の頂点の波高に対する

10%の波高から 90%の波高までの時間を rise timeと定義し 30、測定した結果を図 6B

に示した。対照に比べ、rise timeは ISO投与にて有意に短縮したが、ISO存在下にア

パミンを投与しても rise timeに有意な変化を認めなかった[Rise time 11.2 ± 0.14 msec 

(対照、n =7) vs. 9.65 ± 0.41 msec (イソプロテレノール、 n =7)、p < 0.0001 ; 9.65 ± 0.41 

msec (イソプロテレノール群、n =7) vs. 10.1 ± 0.33 msec (イソプロテレノール + アパ

ミン、n =7)、p = 0.37 ](図 6B)。 
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図 6A  WKYにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺

激下のアパミン投与における代表的なカルシウムトランジエント変化とCaTD90マッ

プ 

 

 

図 6B  WKYにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺

激下のアパミン投与におけるCaTD90および risetimeの変化。* p < 0.05、vs. 対照。検

定：one-way repeated measures ANOVAを行い、事後検定はTukeyの多重比較検定を用

いた。 

 

4.5.2 SHRにおける β-アドレナリン受容体刺激による細胞内カルシウム動態の変

化 

図 7Aに SHR群における左室の代表的なカルシウムトランジエント波形および

CaTD90マップを示す。コントロール群に比べ、ISO (100nM)による β-アドレナリン受

容体刺激にてCaTD90の有意な短縮を認めたが、ISO (100nM)存在下にアパミンを加え

てもCaTD90の有意な延長を認めなかった[CaTD90: 140.6 ± 5.21 msec (対照、n =10) vs. 
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117.5 ± 4.31 msec (イソプロテレノール、n =10)、p = 0.0005 ; 117.5 ± 4.31 msec (イソプ

ロテレノール、n =10) vs. 118.6 ± 3.66 msec (イソプロテレノール + アパミン、n 

=10)、p = 0.94 ](図 7B)。rise timeは ISO投与にて有意に短縮したが、ISO存在下にア

パミンを投与しても rise timeに有意な変化を認めなかった[Rise time 16.0 ± 1.45 msec 

(対照、n =10) vs. 12.4 ± 1.11 msec (イソプロテレノール、n =10)、p = 0.0007 ; 12.4 ± 1.11 

msec (イソプロテレノール、n =10) vs. 13.8 ± 1.40msec (イソプロテレノール + アパミ

ン、n =10)、p = 0.11 ](図 7B)。 

 

図 7A  SHRにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺

激下のアパミン投与における代表的なカルシウムトランジエント変化とCaTD90マッ

プ 

 

図 7B  SHRにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺

激下のアパミン投与におけるCaTD90および rise timeの変化。* p < 0.05、vs. 対照。

検定：one-way repeated measures ANOVAを行い、事後検定はTukeyの多重比較検定を

用いた。 
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4.6 活動電位回帰曲線 

4.6.1 WKYにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺

激とアパミンを併用した際の活動電位回帰曲線 

WKYにおいて対照、イソプロテレノールおよびイソプロテレノール + アパミン

の 3群で活動電位回帰曲線(APDR curve: action potential duration restitution curve)を作成

した。代表的なAPDR curveを図 8Aに示す。得られたAPDR curveの最大傾きを対

照、イソプロテレノールおよびイソプロテレノール + アパミンの 3群で測定し比較

したが 3群間に有意な変化を認めなかった[maximum slope of restitution: 0.43 ± 0.08 (対

照、n =4) vs. 0.50 ± 0.05 (イソプロテレノール、n =4) vs. 0.46 ± 0.07  (イソプロテレノ

ール + アパミン、n =4)、p = 0.75 ] (図 8B)。 

 

図 8A WKYにおける対照、β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容

体刺激下のアパミン投与における代表的なAPDR curve 

 

 

 図 8B WKYにおける対照、β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受
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容体刺激下のアパミン投与におけるAPDR curveの最大傾きの変化 

 

4.6.2  SHRにおける β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺激

とアパミンを併用した際の活動電位回帰曲線 

 SHRにおいて対照、イソプロテレノールおよびイソプロテレノール + アパミンの

3群で活動電位回帰曲線(APDR curve: action potential duration restitution curve)を作成し

た。代表的なAPDR curveを図 9Aに示す。得られたAPDR curveの最大傾きを対

照、イソプロテレノールおよびイソプロテレノール + アパミンの 3群で測定した。

対照に比し、イソプロテレノールでは有意に最大傾きが増大したが、この変化はイ

ソプロテレノール + アパミンで有意に低下した [maximum slope of restitution: 0.42 ± 

0.05 (対照、n =4) vs. 1.55± 0.31 (イソプロテレノール、n =5)、p = 0.01; vs. 0.44 ± 0.15  

(イソプロテレノール + アパミン、n=4)、p = 0.02 ] (図 9B)。 

 

図 9A SHRにおける対照、β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容体刺

激下のアパミン投与における代表的なAPDR curve 
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 図 9B SHRにおける対照、β-アドレナリン受容体刺激および β-アドレナリン受容

体刺激下のアパミン投与におけるAPDR curveの最大傾きの変化。*p < 0.05、vs. 対

照、 † < 0.05、vs.イソプロテレノール。検定：one-way ANOVAを行い、事後検定は

Tukeyの多重比較検定を用いた。 

 

4.7  活性化CaMKIIの定量 

 WKY、SHR両群における対照と β-アドレナリン受容体刺激下におけるCaMKII活

性をCyclex® CaM Kinase II assay kitを用いて測定した。結果を図 10に示す。 

WKY群ではCaMKII活性は対照およびイソプロテレノールでは有意な差は認めなか

った [33.5 ± 2.9 % (対照、n = 3) vs. 36.0 ± 1.0 % (イソプロテレノール、n =3)、p = 

0.47 ]。一方で、SHR群においては対照に比し、イソプロテレノールで有意に

CaMKII活性が上昇していた [40.3 ± 1.3 % (対照、n = 3) vs. 46.1 ± 0.9 % (イソプロテレ

ノール、n = 3)、p = 0.02 ]。 

 

 図 10 対照群およびイソプロテレノール (100nM)群におけるCaMKII活性。*p < 

0.05、vs. 対照。 

 

4.8  β-アドレナリン受容体刺激およびアパミン存在下におけるKN-93の活動電位時

間およびカルシウムトランジエントの変化 

 ISO(100nM)による β-アドレナリン受容体刺激およびCaMKII阻害薬であるKN-93

を加えた群と ISO (100nM)、KN-93およびアパミンを投与した群にて活動電位および

カルシウムトランジエントの変化を測定した結果を図 9Aに示す。ISO + KN-93と

ISO + KN-93 + apaminではAPD90の有意な変化を認めなかった[APD90: 110.0 ± 2.60 

msec (イソプロテレノール + KN-93、n =8) vs. 110.8 ± 2.20 msec (イソプロテレノール 
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+ KN-93 + アパミン、n =8)、p = 0.68](図 11A)。一方、カルシウムトランジエントに

関しても ISO + KN-93と ISO + KN-93 + apaminでCaTD90の有意な変化を認めなかっ

た[CaTD90: 111.4 ± 3.2 msec (イソプロテレノール + KN-93、n =8) vs. 111.7 ± 2.3 msec 

(イソプロテレノール + KN-93 + アパミン、n =8)、p = 0.88](図 11B)。 

 

図 11A  SHRにおけるリン酸化CaMKII阻害下における β-アドレナリン受容体刺激

および β-アドレナリン受容体刺激下のアパミン投与における代表的な活動電位変化

とAPD90マップ、APD90の変化 

 

図 11B  SHRにおけるリン酸化CaMKII阻害下における β-アドレナリン受容体刺激

および β-アドレナリン受容体刺激下のアパミン投与における代表的な細胞内カルシ

ウム動態波形とCaTD90マップ、CaTD90の変化 
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5. 考察  

 我々は本研究を通じて以下の知見を明らかにした。SKチャネル電流が肥大心モデ

ルにおける β-アドレナリン受容体刺激下の電気生理学的変化の一部を担い、持続性

心室性不整脈の発症に関与していることである。さらに肥大心においては、β-アド

レナリン受容体刺激によってCaMKII活性が上昇しており、CaMKII活性の抑制によ

ってアパミンによるAPDの延長が抑制されることである。また、肥大心モデルにお

ける β-アドレナリン受容体刺激下の催不整脈に関しては、APD回帰曲線の最大傾き

が上昇すること、またその変化はSK電流をアパミンにて阻害することで抑制した点

である。 

 

5.1 β-アドレナリン受容体刺激下における電気生理学的変化 

 β-アドレナリン受容体刺激による活動電位時間の変化については、以下のような報

告がなされている。ウサギの正常心にイソプロテレノールによる β-アドレナリン受

容体刺激を行うとAPDは有意に短縮し 31、ヒト不全心を用いた研究でも β-アドレナ

リン受容体刺激によりAPDが短縮することが知られている 10 。しかしながら、

APD短縮の機序については再分極を担う外向きカリウムチャネルの関与が知られて

いるものの、完全には解明されていない 32-34。β-アドレナリン受容体刺激は遅延整流

性カリウムチャネル電流を有意に増大させ、さらには内向き整流性カリウムチャネ

ル電流も中等度に増大させることが報告されているが、急速活性型整流性カリウム

チャネル電流は僅かに減少することが報告されている 32 33 34 35。 今回我々は、肥大

心モデルおよび正常心モデルにイソプロテレノール 100nMによる β-アドレナリン受

容体刺激を行った。正常心モデルおよび肥大心モデルの両群で β-アドレナリン受容

体刺激において有意にAPDが短縮することを確認した (図 4A、4Bおよび 5A、

5B)。一方、β-アドレナリン受容体刺激の存在下にSKチャネル阻害薬であるアパミ

ン (100nM)を加えたところ、正常心モデルでは有意な延長は認めなかったが、肥大

心モデルではアパミンによる有意なAPDの延長を認めた (図 4A、4Bおよび 5A、

5B)。SKチャネルは 3種類のサブタイプがあることが知られている 36 。その中で

も、最もアパミンに対する親和性が高いものは SK2チャネルであるとされる 36,37。

我々は過去に、肥大心モデルである SHRにおいてSK2タンパクの発現が有意に上昇

していることを報告している 17。従って、肥大心モデルの β-アドレナリン受容体刺
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激によるAPDの短縮機序にSK2チャネル電流が寄与していることが示唆される。 

 

5.2 β-アドレナリン受容体刺激下における細胞内カルシウム動態の変化 

 β-アドレナリン受容体刺激にてWKY群、SHR群の両群にてCaTDは有意に短縮

し rise timeも有意に短縮した (図 6A、6Bおよび図 7A、7B)。これらの結果は、β-ア

ドレナリン受容体刺激でCaTDが短縮するという過去の報告と矛盾しない 10 31 38。ま

た、本研究ではWKY群、SHR群の両群において β-アドレナリン受容体刺激下のア

パミンの投与はCaTDならびに rise timeに、影響を与えなかった。また、β-アドレナ

リン受容体刺激によるCaT波高の増加の程度に関しても、WKY群および SHR群の

両群において有意な差を認めなかった。これらの結果から、正常心モデル、肥大心

モデルの両群ともに β-アドレナリン受容体刺激による細胞内カルシウム動態は同様

の変化を示すことを確認できた。既報では、SKチャネルは細胞内カルシウム濃度の

変化で活性化するのではなく、SKチャネルタンパクへの修飾がカルシウム感受性を

変化させると報告されている 21。実際に、我々は正常心筋細胞においては、高濃度の

の細胞内カルシウム濃度 (pCa = 5)でも、SKチャネル電流の活性化は極めて減弱して

いることを報告している 17。本研究での、肥大心でのみ β-アドレナリン受容体刺激

下にアパミンによるAPDの延長が観察されたことも、細胞内カルシウム動態の変化

のみでは説明し得えない。肥大心では、SKチャネル電流の制御がリン酸化CaMKII

によって制御される報告 17と矛盾しない結果と考えられる。 

 

5.3 β-アドレナリン受容体刺激とCaMKII活性 

本研究においては、イソプロテレノールに対するCaT波高の濃度依存性、最大濃

度におけるCaTの相対的増加がWKY群、SHR群の両群において有意な差がないこ

とを確認できた (図 1A、1B)。過去の報告ではイソプロテレノールによる β-アドレナ

リン受容体刺激における相対的なCaTの増大はWKY群およびSHR群の両群におい

て有意な差を認めなかったと報告されており 39、我々の結果と矛盾しない。WKYラ

ットおよびSHRの左室乳頭筋を用いた研究では、心不全を合併してないSHR群と

WKY群における β-アドレナリン受容体の密度に両群間における有意な差を認めなか

ったと報告している 40。また同報告においては、イソプロテレノールおよびアデニル

酸シクラーゼを直接的に活性化するホルスコリンを投与し陽性変力作用をWKY群と
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SHR群で比較したところ、SHR群ではいずれの薬剤投与によっても陽性変力作用が

減弱していることが判明した。従って、肥大心における β-アドレナリン受容体刺激

は、β受容体より下流のシグナルが障害されていることが示唆される。一方、過去の

研究では、イソプロテレノールによる β-アドレナリン受容体刺激のシグナルにおい

てCaMKIIは重要な役割を担っているとされている 12 。またCaMKIIの活性化は肥

大心や不全心筋への進展の制御にも関与していると報告されている 41 。イソプロテ

レノール (100nM)による β-アドレナリン受容体刺激下でCaMKII活性を測定した

が、特にSHR群ではCaMKII活性が有意に上昇していることを確認した(図 10)。ま

たイオンチャネルの制御においてはウサギの心筋細胞にアデノウイルスをベクター

としてCaMKIIδを過剰発現させたモデルにおいては 24時間以内にカリウム電流が増

大すること、またその一部のカリウム電流がAutocamtide-2-related peptide 

(AIP:CaMKII阻害薬)によって抑制されることが報告されている 42。この結果は急性

のCaMKII活性の上昇がカリウム電流を増大させAPDの短縮に寄与することを示唆

している 42。一方、我々は β-アドレナリン受容体刺激下でのアパミンによるAPDの

延長がCaMKII阻害薬であるKN93の投与にて抑制されることを見出した。この結果

は、過去に我々が報告した心臓におけるSKチャネル電流がCaMKIIによって制御さ

れることや 17 、腸管平滑筋細胞におけるSKチャネル電流の制御をCaMKIIが担っ

ているとする報告 20 をより支持する結果であると考えられる。 

 

5.4 β-アドレナリン受容体刺激による不整脈基質形成における SKチャネルの役割 

 心室性不整脈と SKチャネル電流との関連に関しては、ウサギの不全心モデルにお

ける再発性の心室細動と過剰なAPDの短縮をSKチャネル電流の阻害にて抑制し得

たとの報告がある 23。その一方で、房室ブロックを伴った頻脈誘発性の不全心モデル

においては、アパミンを投与することでQT間隔が延長し、torsade de pointes様の心

室頻拍を惹起したとの報告もある 43。APD回帰曲線は拡張期時間とAPDとの間で得

られる曲線であるが、拡張期時間が短くなるにしたがってより大きなAPDの短縮が

起きることでAPD回帰曲線は急峻化する。この曲線が急峻化することにより、APD

オルタナンス(一拍毎にAPDが変化すること)が生じやすくなるため、不応期の不均

一性がもたらされる。その結果、心室細動の発症およびその維持に寄与するとされ

ている 8。ウサギの不全心モデルにおいては、アパミンは長いもしくは短いペーシン
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グ周期長における心室筋のAPDの延長をもたらし、APD回帰曲線の平坦化に寄与す

ると報告されている 44 。またヒトにおける β-アドレナリン受容体刺激におけるAPD

回帰曲線解析の研究では、β-アドレナリン受容体刺激にてAPD回帰曲線の最大傾斜

が急峻化したと報告されている 9 。さらに交感神経を賦活化したウサギにおいても

APD回帰曲線の最大傾斜は増大し、同報告では副交感神経を賦活化することでAPD

回帰曲線の最大傾斜が平坦化し、心室細動発症の閾値を上昇させたと報告している

45。我々は、正常心モデル群および肥大心モデルにて β-アドレナリン受容体刺激にお

ける催不整脈性と β-アドレナリン受容体刺激存在下にアパミンを投与した際の催不

整脈性について検討した。WKY群では β-アドレナリン受容体刺激下においても持続

性心室性不整脈の発症頻度は上昇しなかった(図 2A、2B)。一方で、SHR群では β-ア

ドレナリン受容体刺激において有意に持続性心室性不整脈の発症頻度が上昇した(図

3A、3B)。さらに β-アドレナリン受容体刺激存在下にアパミンを加えて、持続性心室

性不整脈の誘発性を検証したところ有意に心室性不整脈を抑制した(図 3A、3B)。ま

た、WKY群およびSHR群それぞれにおいてAPD回帰曲線の解析を行った。WKY

群では、対照、ISO、ISO+アパミンにおいてAPD回帰曲線の最大傾斜に有意な差を

認めなかったが(図 8A、8B)、SHR群においては β-アドレナリン受容体刺激にてAPD

回帰曲線の最大傾斜が急峻化し、アパミンの投与にて平坦化した (図 9A、9B)。これ

らの結果は、肥大心では β-アドレナリン受容体刺激による SKチャネル電流の増大が

APD回帰曲線の最大傾斜をより急峻化させ、持続性心室性不整脈の発症、維持に寄

与していることが示唆される。 

 

5.5 本研究の限界 

 我々が本研究に用いた肥大心モデルとしてSHRを使用した。SHRは遺伝的高血圧

モデルとして幅広く使用されているが 46、本研究で得られた知見を肥大心として一般

化して論じる際には、ほかの肥大心モデルでの検討も要すると考えられる。また本

研究では、SKチャネル阻害薬としてアパミンを使用した。アパミンは心臓における

特異的なSKチャネル電流阻害薬として報告されているものの 21、アパミンの非特異

的効果の影響も報告されており 37、本研究の結果を一般化するためには他の SKチャ

ネル阻害薬での検討も必要と考える。また本研究では、β-アドレナリン受容体刺激下

の左室心筋の活動電位におけるSKチャネル電流に着目して研究を遂行しており、β-
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アドレナリン受容体刺激におけるAPD短縮の機序を完全に明らかにしたわけではな

い。またリン酸化CaMKII阻害薬として広く用いられているKN-93を使用したが、

KN-93 自体のカルシウムチャネル電流 47 48や急速活性型整流性カリウムチャネル電

流への影響も報告されており 49、本研究の結果をより一般化するには他のリン酸化

CaMKII阻害薬の使用や、他のチャネルへの影響を極力排除した検討も必要と考え

る。 
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6. 総括及び結論 

 本研究では、正常心ラットおよび肥大心ラットの左室心筋における β-受容体刺激

に対する下記の現象を確認した。 

 ① 急性の β-アドレナリン受容体刺激によって正常心、肥大心ともにAPDの短縮

を認める。 

 ② 急性の β-アドレナリン受容体刺激によって正常心、肥大心ともにCaT波高の

増幅およびCaTDの短縮を認める。 

 ③ 急性の β-アドレナリン受容体刺激時に連続的心室ペーシングを施行し、ペー

シング周期長を短縮すると、肥大心では有意に心室性不整脈の発症およびAPD回帰

曲線の最大傾斜の急峻化を認めるが、正常心では認めない。 

β-アドレナリン受容体刺激下のAPD短縮の機序として、 

 ④ 正常心では β-アドレナリン受容体刺激下でのアパミンによるAPD延長を認め

ないが、肥大心ではアパミンによるAPD延長を認める。 

受容体刺激における催不整脈性とSKチャネルとの関連 

 ⑤ 肥大心では、β受容体刺激による心室性不整脈発症率が上昇し、APD回帰曲

線の最大傾斜を急峻化させたが、アパミンの投与がAPD回帰曲線の最大傾斜を平坦

化させ、催不整脈性を減じる。 

 β-アドレナリン受容体刺激における SKチャネルの制御 

 ⑥ β-アドレナリン受容体刺激によって肥大心ではCaMKII活性が上昇する。 

 ⑦ 肥大心では β-受容体刺激下にリン酸化CaMKIIを阻害することで、アパミン

によるAPDの延長を抑制する。 

 上記の結果からは、肥大心においては β-アドレナリン受容体刺激による催不整脈

性には SKチャネルが寄与しており、その上流にはCaMKIIの活性が関与している点

を発見したことは有意義な点と考える。器質的心疾患における突然死の抑制には β

遮断薬が有効と考えられるが、副作用の観点から β遮断薬が十分に使用できない際

などは SKチャネルを特異的に阻害することで催不整脈性を減じることができる可能

性がある。一方、SKチャネル阻害薬であるアパミンは神経毒として知られおり、臨

床応用に使用することが困難であることから、今後はより心臓特異的なSKチャネル

を制御しうる治療が発展することを期待したい。 
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