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はじめに

心筋細胞は細胞間結合、いわゆる介在板（ID）を介して互いに接続している。IDは

adhesion junction（AJ）（adherens junctionとデスモゾーム）及びギャップ結合（GJ）で

構成されている。GJは細胞間の興奮刺激伝播の調節を行い、収縮の協調性を維持している。

GJはconnexin（Cxs）から構成されている。AJ（adherens junctionとデスモゾーム）は細胞

骨格のアクチンとデスミンフィラメントそれぞれに結合することで、細胞間の機械的結合の

調節を行う。adherens junctionは、N-カドヘリンとその細胞質結合蛋白（カテニン又はプ

ラコグロビン）により構成されている。デスモゾームはデスモグレインとデスモコリンから

構成され、これらはリンカー蛋白であるプラコグロビンとプラコフィリン（PKP）と相互作用

している。adherens junctionはIDでの機械的結合の維持に重大な役割を果たしているだ

けではなく、GJの形成や崩壊に重要な役割を果たしている（1,2）。我々は、心不全発現過程では、

AJ蛋白の変化がCx43 GJの変化に先行し、IDリモデリングが不整脈の発生に関与している

ことを報告した（3）。さらに、心筋デスモゾーム蛋白の遺伝子異常は、心突然死を伴う遺伝性

疾患である不整脈源性右室心筋症（ARVC）を引き起こすことが報告され（4）、家族性ARVCの関

連遺伝子異常は、デスモゾーム蛋白PKP2をコードする遺伝子であることも知られている（5）。

一方、心筋細胞の高頻度電気刺激（RES）、いわゆる頻脈状態での心筋細胞GJとAJの変化に

ついての報告は無い。

本研究では、心筋細胞へのRES負荷が介在板構成蛋白にどのような質的・量的変化を及ぼ

すかを検討した。新生仔ラットの培養心筋細胞を用い、RES負荷により生じる細胞間結合リ

モデリング（特にAJの構成蛋白の1つであるβカテニン）とCx43の変化を解析した。さらに、

アンジオテンシンⅡタイプ1受容体阻害剤であるオルメサルタンが細胞間結合リモデリング

に与える影響を検討した。以前我々は、RESモデルを用いて、Cx43発現量増加は、RESによ

り心筋細胞から産生されたアンジオテンシンⅡがMAPKを活性化した結果であることを明ら

かにしている（6）。本研究では、心筋細胞の介在板構成蛋白発現量のRESに対する経時的変化

を検討した。
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結　果

１） Cx43発現に対するRESの影響

RES60分負荷後、Cx43の細胞膜上での発現量が均一に増強した。その分布パターンは不変

であった。Cx43 mRNAの発現量も、RES60分負荷後より有意に増加した。Cx43蛋白量はRES

負荷後、徐々に増加し、60分でその増加は有意であった。

２） βカテニンの発現に対するRESの影響

RES60分負荷後にβカテニンの細胞膜上での発現量が均一に増強した。興味深いことに、

核内βカテニン発現量はRES負荷10分後より増加した。細胞分画全体のβカテニン蛋白量

はRES30分負荷後より増加した（30分で1.5±0.3倍、60分で1.5±0.3倍。0分と比較して

p<0.05）。

３） 核内βカテニン発現量に対するRESの影響

核内のβカテニンはTCF/LEF転写活性化因子として働き、またCx43はTCF/LEF標的遺伝子

の1つとして知られている。核分画βカテニン発現量を調べた。興味深いことに、核内βカ

テニン発現量はRES10分負荷後より著しく増加した（下図）（10分後に1.4±0.2倍。0分と

比較してp<0.05）。

４） 興奮伝播速度に及ぼすRESの影響

多電極細胞外電位マッピングを用いてRESにより誘発されるCx43の機能的変化の検討を行

った。興奮時間の等時線図では、左から右へのほぼ均一な興奮の伝播がRES前とRES60分後

に見られた。RES後の興奮時間は、コントロールに比べてはるかに短く、RESによる興奮伝

播速度の増加が判明した。興奮伝播速度の測定結果を下図に示す。オルメサルタン非添加時

には、RES60分負荷後の伝播速度（25.7±4.0 cm/sec）はコントロール（19.1±4.0 cm/sec、

p<0.05）に比べ有意に高値であった。オルメサルタン添加時には、RES60分負荷後の値（19.0
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±1.7 cm/sec）はコントロールと比較して変化はなかった（18.5±2.4 cm/sec）。（下図）

 

５） グリコーゲン合成酵素キナーゼ3β（GSK3β）に対するRESの影響

Wnt/βカテニンシグナル伝達経路を介してCx43発現を調節しているGSK3βを検討した。

GSK3βは活性化MAPKによりリン酸化され、βカテニンの分解を阻害することが知られている。

また我々は、MAPKのERKとp38 MAPKがRESにより活性化されることも報告している（6）。RES

によるGSK3β全体の変化はなかったが、リン酸化GSK3β（p-GSK3β）はRES10分負荷後に有意

に増加した（2.0±0.4倍、0分と比較してp<0.01）。これらの結果は、RES負荷によりMAPK

活性化が生じ、p-GSK3βが増加したと考えられた。

６）	オルメサルタン、MAPK阻害剤添加時のRESによるβカテニン/Cx43発現増加とp-GSK3β

発現量増加の阻害

βカテニン増加が、RESの結果、MAPKが活性化され、P-GSK3βによるβカテニン分解の阻

害によるものであれば、RES誘発性のGSK3βリン酸化とβカテニン/Cx43の増加は、アンジ

オテンシンⅡタイプ1受容体の薬理学的阻害によって阻止されるはずである。ベースライン

のCx43とβカテニンレベルは、100nmol/Lオルメサルタン処理により影響を受けなかった。
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免疫組織化学染色では、オルメサルタン存在下でRES60分間負荷したとき、Cx43及びβカ

テニン陽性面積に有意な変化は生じなかった。オルメサルタン存在下でのRES60分間負荷は、

細胞分画全体及び核分画の両方におけるCx43 mRNA、Cx43蛋白及びβカテニン発現量を有

意に増加させた。さらにRES60分間負荷した心筋細胞では、伝導速度の増加がオルメサルタ

ンにより減弱した。興味深いことに、RES10分間負荷後のp-GSK3βの増加は、オルメサル

タンによって消失した。以上の結果は、RESによるβカテニン／Cx43増加とp-GSK3β増加は、

アンジオテンシンⅡタイプ1受容体阻害剤であるオルメサルタンにより効果的に阻害される

ことを証明した。

考　察

本研究の新たな知見は、RESが心筋細胞間構成蛋白の変化を惹起すること、ならびに心筋

細胞βカテニンの変化がギャップ結合（GJ）のリモデリングに先行するということである。

アンジオテンシンⅡタイプ1受容体の阻害は、Wnt/βカテニンシグナル伝達系の一部を介し

た細胞間結合リモデリングの制御に重要な役割を果たしていると考えられる。核内βカテニ

ンの増加はCx43 GJリモデリングに先行し、催不整脈性を増強する可能性がある。アンジオ

テンシンⅡタイプ1受容体阻害剤のオルメサルタンは細胞間結合蛋白質、いわるゆ介在板リ

モデリングを調節し、RES負荷を受けた心筋細胞の電気生理学的特性を変化させている可能

性がある。

１） 介在板リモデリングと催不整脈性について

心筋細胞介在板を介した電気的結合の変化は、病的心の催不整脈性に重大な役割を果たし

ている（7）。病的心筋細胞ではadhesion junction（AJ; adherens junctionとデスモゾーム）

を介した機械的結合の異常が生じ（8）、AJリモデリングは不整脈基質の重要な因子の一つで

ある。培養心筋細胞のGJとAJに関する幾つかの研究から、介在板のAJ形成にGJが必ずしも

必要でないことが報告されている（2）。さらにGutsteinらは、AJと他に心筋細胞介在板蛋白

の構築にGJが必要でないことも報告している（9）。その一方で、培養心筋細胞におけるGJの

形成と集合にAJが重要な役割を果たすことはよく知られている（2）。しかし、心筋細胞のGJ

とAJの関係、特に病的状態での関係は完全には理解されていない。

AJとGJとの間に分子間クロストークがあることを示唆する報告がある。McKoyらは、プラ

コグロビン遺伝子の変異によって不整脈原性右室心筋症（ARVC）に至ることを明らかにして

いる（10）。OxfordらはPKP2発現量の低下によりCx43が減少し、心筋細胞間のdye-coupling

が減少すると報告している（11）。さらに、心臓疾患においてカドヘリン-カテニン複合体が不

安定化することにより、ギャップ結合が不安定化し不整脈基質の形成の原因となりうるとい

う報告もある（12）。これらの報告に基づくと、AJはGJの調節に重要な役割を果たしている。

我々はこれまで、心筋細胞介在板の変化による致死性心室性不整脈のメカニズムを明らか
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にしている（3）。UM-X7.1心筋症ハムスターモデルを用いた我々の研究から、βカテニンAJ蛋

白の変化がCx43 GJの変化に先行すること、心不全の発生時には介在板リモデリングが心室

性不整脈発生に寄与すること、またアンジオテンシンⅡタイプ1受容体阻害剤が介在板リモ

デリングを調節することで致死性不整脈に対する新たなアップストリーム治療薬となり得る

ことを明らかにしている（3）。さらに我々は、培養心筋細胞を用いたin vitroの実験で、短

時間のRESにより、心筋細胞から産生されたアンギオテンシンⅡがERKとp38 MAPKsを活性

化させることを報告した。その結果、心筋細胞内のCx43アップレギュレーションが惹起さ

れることも報告している（6）。我々のこれまでの報告に基づき、本研究では、RES負荷により、

心筋細胞のβカテニンおよびCx43蛋白発現量が経時的に変化するかを中心に検討した。興

味深いことに、βカテニン発現量はCx43発現量の増加に先行して有意に増加していた。こ

れらの結果は、βカテニンの増加がCx43 GJリモデリングに先行し、それにより短時間の

RES負荷にある心筋細胞では、容易に不整脈基質が形成される可能性を示唆している。この

ようなβカテニンの変化が先行することは、UM-X7.1心筋症ハムスターモデルにおける介在

板リモデリングを報告した我々の過去の研究とも一致している。我々の研究結果、並びに従

来の報告に基づき（3,5,10,11）、βカテニンはGJの形成と維持に重要な役割を果たしていると考

えられる。

２） RES負荷によるβカテニン発現量とCx43ギャップ結合（GJ）リモデリングの変化について

カドヘリン／カテニン複合体は機械的調節のみならず、細胞外シグナルに応答するシグナ

ル伝達経路でも重要な役割を果たすことはよく知られている（13）。特にβカテニンは、カド

ヘリンとの結合の接着のプロセスに貢献する一方で、Wnt/Winglessシグナル伝達系にも関

わる（14）。特徴が最も明らかにされているWntシグナル伝達経路は、Wnt/βカテニン経路で

ある（15）。Wnt蛋白がFrizzledファミリーの膜貫通型受容体に結合すると、細胞質のβカテ

ニンが安定化して核内に移行し、TCF/LEFファミリーの転写活性因子として働く。Aiらは、

Wntシグナル伝達がCx43依存性細胞間結合の重要な修飾因子であることを報告している（16）。

興味深いことに、Cx43はTCF/LEF標的遺伝子の1つであることがよく知られている。Wntシ

グナル伝達が障害された病的状態では、βカテニンがユビキチン化され、プロテオーム内で

GSK-3βにより分解される（17）。GSK-3βは蛋白合成の負の調節因子であり、Wnt/βカテニン

系のダウンレギュレーションを起こす（18）。興味深いことに、我々の実験では、Cx43のTCF/

LEF転写活性因子として働く核内βカテニンの発現量がRES10分後より劇的に増加し、それ

により心筋細胞内のCx43のアップレギュレーションが惹起された。これまでに我々は、心

不全発現過程ではTCF/LEF DNA-βカテニン複合体が減少し、その結果、Cx43 mRNA・蛋白

が減少し、致死性不整脈が発生し維持されることを報告している（3）。さらに、TCF/LEF転写

因子を介するβカテニン依存性転写の低下が、デスモプラキンの欠損により生じるARVCの

分子機構であることが示唆されている（19）。βカテニン依存性の転写促進にCx43プロモータ

ーが反応することから、心筋細胞の核内βカテニン発現の減少がCx43遺伝子発現に影響を
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与える可能性が示唆される。これらの結果は、AJ及びGJリモデリングが少なくとも一部に

おいては、重要な不整脈基質であることを意味している。　　

下図に細胞間結合構成蛋白の模式図を示す。βカテニンはAdherens Junctionの構成蛋

白であるだけではなく、Wnt signalにて安定化し、GSK3βの調節を受けながら核内でTCF/

LEF転写因子と結合し、転写を活性化する。Wnt/βカテニン経路を介してWnt標的分子の合

成を担う。興味深いことにCx43はTCF/LEF転写因子の標的遺伝子であることが知られてい

る。その一方で、高頻度電気刺激等で増加したアンジオテンシンⅡがG protein受容体に作用し、

MAPK系を介して標的分子の合成を行う経路も存在し、このMAPK系とGSK3βとでクロストー

クが存在するという報告もある（17,18,19,20）。

 

３）	アンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬のオルメサルタンがβカテニン発現量に及ぼす影響

について

本研究ではオルメサルタンが培養心筋細胞の細胞間結合リモデリングを調節し、RES負荷

によるβカテニンとCx43のアップレギュレーションを減弱し、GSK3βのリン酸化を阻害し、

伝導速度を低下させた。今回、オルメサルタンによる核内βカテニン発現量を制御する詳細

なメカニズムを確立することはできなかったが、予想されるRES負荷によるβカテニン増加

を減弱するメカニズムについて考察する。これまでに我々は、短時間のRESにより主にアン

ギオテンシンⅡの自己分泌作用がERKとp38 MAPKsを活性化させることにより、心筋細胞内

のCx43アップレギュレーションが惹起されることを報告している（6）。さらに、βカテニン

の分解は活性化されたGSK3βにより負の方向に調節される（17）。興味深いことに、GSK3βは

p38 MAPKによりリン酸化され、このリン酸化によりGSK3βが不活化し（19）、結果的に蛋白分

解が阻害され蛋白合成／発現が増大すること（肥大など）が報告されている（18）。活性化され

たp38 MAPKがGSK-3βをリン酸化しβカテニンの分解を阻害した場合、TCF/LEF転写因子が

活性化されてCx43のmRNAと蛋白発現量を増加させる。その際、アンジオテンシンⅡ受容体
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阻害剤であるオルメサルタンは、MAPKによるGSK-3βのリン酸化を減少させ、βカテニンの

分解を亢進し、結果的にCx43のアップレギュレーションを減弱すると考えられる。数種の

病態におけるアンジオテンシンⅡ-MAPKs-GSK3β-βカテニンのシグナル伝達相互作用につ

いては、今後の研究が待たれるところである。

４） 結語

本研究の結論として、我々はGJリモデリング発生において、AJ蛋白であるβカテニンの

変化が先行することを明らかにした。AJ蛋白の変化は、RESに曝された心筋細胞におけるGJ

の形成と安定化に重要な役割を果たしていると考えられる。さらに我々は、βカテニン発現

量に対するアンジオテンシンⅡタイプ1受容体阻害剤の影響について、その根底にある機構

の1つを調べた。アンジオテンシンⅡ受容体阻害剤は介在板リモデリングを調節することに

より、致死性不整脈に対する新たなアップストリーム治療薬となり得る可能性が示された。

要　約

心筋細胞間結合を担う介在板にはadhesion junction（AJ）とconnexin（Cx）ギャップ結

合（GJ）の2つの複合体が含まれている。GJは細胞間の電流の経路である。AJは細胞間の正

常な機械的結合を担い、さらにGJの安定性に重要な役割を果たしている。我々は心筋細胞

間結合、特にβカテニンとCx43の変化に対する高頻度電気刺激（RES）の影響を調べた。また、

アンジオテンシンⅡ受容体の阻害が細胞間結合リモデリングに与える影響についても検討し

た。新生仔ラット心筋細胞を培養し、RESを負荷した。リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応

（PCR）、免疫組織化学的検査及び免疫ブロット法、および培養心筋細胞の興奮伝播特性の解

析には細胞外電位マッピングシステムを用いて検討した。心筋細胞のCx43蛋白発現量はRES

負荷60分後に有意に増加した。細胞分画全体のβカテニン発現量は30分後に有意に増加した。

核内βカテニンは、Cx43のT細胞因子／リンパ球エンハンサー結合因子（TCF/LEF）転写活性

化因子として働き、その分解はグリコーゲン合成酵素キナーゼ3β（GSK3β）により調節され

ているが、この発現量は10分後に劇的に増加した。興奮伝播速度は60分間のRES負荷によ

り有意に上昇した。オルメサルタンはこのようなRESの作用を阻害した。GSK3βは活性化さ

れたマイトジェン活性化プロテインキナーゼ（MAPK）によりリン酸化され、βカテニンの分

解を阻害するが、リン酸化GSK3βの増加はオルメサルタンによって減弱することが判明した。

RES負荷によるβカテニンの変化は、Cx43 GJのリモデリングに先行し、GJの形成と安定性

に重要な役割を果たしている可能性がある。オルメサルタンは、βカテニン情報伝達系を介

して細胞間結合リモデリングを制御することにより、新たな不整脈のアップストリーム予防・

治療薬になると思われる。
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