
1.　序　　　　　論

心不全患者では，心電図 QT間隔の延長と不整脈がしば

しば伴うことが知られている．これら心不全に伴う心電図

QT延長や不整脈発生の機序としては，心不全の進展に応

じて心筋再分極相を規定するイオンチャネルの特性が変化

し（リモデリング），活動電位持続時間（action potential du-

ration : APD）が延長して心室再分極相の不安定性が増した

結果と考えられている［1 ― 3］．しかしながら，その詳細に

ついては殆ど解明されていない．

我々はこれら不全心筋の再分極相の不安定性に注目し，

遅延整流性外向きK ＋ チャネル（IKsチャネル）の特性とAPD

の関係について研究を行っている．最近では，心不全患者

において，心電図 QT間隔と遅延整流性外向き K ＋ 電流

（IKs）の aサブユニットをコードする KCNQ1遺伝子さら
に bサブユニットをコードする KCNE1遺伝子の量を測定
した．これによれば，心不全の進展に伴って心電図 QT間

隔が延長し，KCNE1遺伝子のmRNA量が増加した［4］．

通常，細胞電気生理学の実験ではこのような KCNE1遺伝
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子の増加は IKs電流量を顕著に増加させることが報告され

ている［5］．IKs電流量の増加は再分極を促進すなわち QT

間隔を短縮させるので，KCNE1遺伝子の増加からは心不

全患者の心電図 QT間隔延長を説明することはできない．

一方，心不全の動物実験モデルを用いた従来の研究では，

IKs電流量の減少［6］が報告されていることから，人におい

ても心不全では IKs電流量が減少すると推定されるがその

報告は現在に至るまでない．

KCNE1遺伝子の増加すなわち IKsチャネル bサブユニッ
トの増加が IKsを修飾して心電図 QT間隔を延長する機序

については，IKs電流の大きさ（チャネルコンダクタンス）の

みならず電流活性化や不活性化のキネティクスが変化した

ためである可能性が考えられる［7］．例えば，KCNE1遺伝

子の増加はチャネルコンダクタンスを大きくすると同時に

活性化を遅延させることが知られており，APD程度の長

さ（約 250 ms）の脱分極では IKs電流は却って減少し，そ

の結果心不全では APDが延長しているのではないかと推

測される．しかしながら，このような現象は複数の要素が

複雑に関わりあって起きており，その関連性を客観的事実

に基づいて詳細に示すことは難しい．

そこで我々は，KCNE1遺伝子の発現量を変化させたア

フリカツメガエルの卵母細胞を用い，発現した IKsチャネ

ル特性を計測する遺伝子発現実験を行い，その結果に基づ

く心筋細胞活動電位数値計算モデルを構築することによっ

て，APD延長が発生する機序の解明を進めている．本報

告では，遺伝子発現実験のデータから心筋細胞活動電位数

値計算モデルを構築する手法について報告する．

2.　方　　　　　法

2・1　遺伝子発現実験

KCNQ1及び KCNE1遺伝子を一定量で発現させた場合

の IKsチャネルの特性を計測するため，遺伝子発現実験を

行った．アフリカツメガエル卵母細胞に KCNQ1遺伝子 5 

ngとKCNE1遺伝子 1 ngを注入した試料と，KCNQ1遺伝

子 5 ngと KCNE1遺伝子 5 ngを注入した試料を用意し，

遺伝子注入から 2～ 4日後に二電極膜電位固定法（double-

microelectrode voltage clamp method）によって IKs電流の

過渡応答特性を計測した．膜電位は － 90 mVに固定して安

定させた後，あらかじめ設定した電位（ － 60 mVから 40 

mVまで 10 mV間隔）まで瞬時に上昇させ，上昇後 7.5sの

間膜電位を固定した．さらにその後 － 80 mVまで低下さ

せ，再分極時の過渡応答特性を計測した．サンプリング周

期は 1.2 msとし，試料温度は 35℃に固定した．この実験を

上述の 2種類の遺伝子発現量で 3例ずつ（計 6例）行った．

図 1に KCNE1遺伝子 1 ngを注入した場合の実験結果の 1

例を，図 2に KCNE1遺伝子 5 ngを注入した場合の実験結

果の 1例を示す．

2・2　遺伝子発現実験に基づくモデル構築

心筋細胞の活動電位数値計算モデルである Luo-Rudy 

model［8 ― 13］では，前節の実験プロトコルにおける IKsチャ

ネルの過渡応答は以下のように表現される．

  （１）
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図 1　アフリカツメガエル卵母細胞に KCNQ1遺伝子mRNA 5 
ng及び KCNE1遺伝子mRNA 1 ngを注入した場合の遺
伝子発現実験における，IKs電流の過渡応答計測結果

Fig. 1 Transitional IKs current in the experiment of oocyte 
expression when 5　ng KCNQ1 mRNA and 1　ng 
KCNE1 mRNA were co-injected in Xenopus oocyte.

図 2　アフリカツメガエル卵母細胞に KCNQ1遺伝子mRNA 5 
ng及び KCNE1遺伝子mRNA 5 ngを注入した場合の遺
伝子発現実験における，IKs電流の過渡応答計測結果

Fig. 2 Transitional IKs current in the experiment of oocyte 
expression when 5　ng KCNQ1 mRNA and 5　ng 
KCNE1 mRNA were co-injected in Xenopus oocyte.



GKs ∞（Em）：膜電位別最大コンダクタンス［mS］

tXs1（Em），tXs2（Em）：時定数［ms］，EKs ：平衡電位［mV］

GKs ：最大コンダクタンス［mS］，Xs ∞（Em）：最大活性化係数

そこで，これらのパラメータのうち膜電位 Em，時定数

tXs1（Em）及び tXs2（Em），最大 IKsコンダクタンス GKs，最大活

性化係数 Xs ∞（Em）を，前節の実験結果より導出することに

よって KCNE1遺伝子発現量の異なる心筋細胞の数値計算

モデルを構築することとした．

まず，膜電位別の最大 IKsコンダクタンスを導出するた

め，遺伝子発現実験で得られた IKsコンダクタンス（試料数

6 × 固定膜電位 11段階）の定常状態（時刻 t ＝ 6,900～ 7,500 

ms）に対して式（５）をフィッティングすることによって，

最大 IKsコンダクタンス GKs ∞（Em）を膜電位ごとに導出し

た．フィッティング手法は直接探索手法である Nelder-

Mead simplex method［14, 15］を用い，最大 IKsコンダクタ

ンス GKs ∞（Em）及び時定数 tXs（Em）を調節することによって

式（５）の実験データとの誤差を最小化する手法を用いた．

  （５）

次に，膜電位別の時定数を導出するため，遺伝子発現実

験で得られた IKsコンダクタンス（試料数 6 × 固定膜電位 11

段階）の過渡状態（時刻 t ＝ 36～ 1,800 ms）に対して式（６）

をフィッティングすることによって，時定数 tXs1及び tXs2を
膜電位ごとに導出した．フィッティング手法には Nelder-

Mead simplex methodを用い，膜電位別最大 IKsコンダク

タンス GKs ∞（Em）は前述の手法で同定したものを用いて固

定し，時定数 tXs1（Em）及び tXs2（Em）を調節することによっ

て式（６）の実験データとの誤差を最小化する手法を用い

た．

  （６）

以上の手法によって，全実験結果の膜電位別最大 IKsコ

ンダクタンス GKs ∞（Em），膜電位別時定数 tXs1（Em）及び 

tXs2（Em）が求められた．これらを KCNE1注入量ごとに平

均することによって，KCNE1遺伝子注入量が 1 ngの場合

と 5 ngの場合の平均膜電位別最大 IKsコンダクタンス 

GKs ∞（Em），平均膜電位別時定数 tXs1（Em）及び tXs2（Em）が求

められた．しかし，これらのパラメータは実験で固定した

膜電位ごとの離散的なデータであるため，膜電位依存性を

連続関数で表現する必要がある．

まず，式（１）より膜電位別最大 IKsコンダクタンス 

GKs ∞（Em）は式（７）のように表されるため，最大活性化係数

は式（８）のように表される．

  （７）

  （８）

ここで，最大 IKsコンダクタンスを式（９）のように設定

し，式（２）を参考に最大活性化係数の膜電位依存性を式
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（１０）のように設定した．これにより，式（１１）を実験より

求められた膜電位別最大 IKsコンダクタンスの平方根に対

してフィッティングすることによって，各パラメータ a1～

a4を求めた．ただし，a4は遺伝子発現実験時に生じた誤差

が現れたものであると考えられるため，Luo-Rudy model

に組み込む際には無視した．

  （９）

  （１０）

  （１１）

次に，時定数については，上述の方法で得られた時定数

に対して式（12）及び式（13）をフィッティングすること

によって，時定数の膜電位依存性を導出した．

  （１２）

  （１３）

フィッティング手法はいずれも Nelder-Mead simplex 

methodを用い，a1～ a10を調節することによって，フィッ

ティング関数と実験によって求められたパラメータの誤差

を最小化する手法を用いた．

2・3　シミュレーション

前節から求められた連続関数を Luo-Rudy modelに組み

込み，シミュレーションを行った．ただし，Luo-Rudy 

modelでは最大 IKsコンダクタンスは膜容量 1 mF当たりの
数値で表現されているのに対し，本手法で求められた最大

IKsコンダクタンスはアフリカツメガエル卵母細胞 1個分の

細胞膜全体での数値であるため，このままでは Luo-Rudy 

modelに組み込むことができない．ここで，KCNQ1遺伝

子と KCNE1遺伝子の質量比は種によって異なるが，我々

はヒト心筋細胞においては約 1 : 1であることを報告してい

る［4］．また，塩基配列の長さが KCNQ1遺伝子のmRNA

については 2,031 bp，KCNE1遺伝子のmRNAについては

390 bpであることから，KCNQ1遺伝子のmRNAと

KCNE1遺伝子のmRNAを質量比 5 : 1で注入すれば分子数

は約 1 : 1となると考えられる．そこで本研究では，

KCNE1遺伝子を 1 ng注入した場合が正常な心筋細胞に対

応するものと仮定し，この時の最大 IKsコンダクタンスは

正常な心筋細胞の Luo-Rudy modelの数式を変更せずに使

用することとした．また，KCNE1遺伝子を 5 ng注入した

場合の最大 IKsコンダクタンスは，KCNE1遺伝子を 1 ng注

入した場合に対する相対関係で表現することとし，式（１４）

で求められる係数 gks _ rateを正常な心筋細胞の Luo-Rudy 
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modelの最大 IKsコンダクタンスに乗じたものを使用した．

  （１４）

シミュレーションプロトコルは，シミュレーション間隔

を 10 msとした．刺激印可回数は 60回とし，刺激周期は
1,000 msとした．60回目の刺激印可時のシミュレーション

結果を評価対象とし，APDは 90％再分極時の APD

（APD90）を採用した．

3.　結　　　　　果

3・1　パラメータ同定

KCNE1遺伝子 1 ngを注入した場合及び KCNE1遺伝子

gks rate a a= ( )1 KCNE1 5ng 1 KCNE1 1ng/
2

5 ngを注入した場合の最大活性化係数の膜電位依存性を

図 3に，時定数 tXs1及び時定数 tXs2の膜電位依存性を図 4

に示す．KCNE1遺伝子5 ng注入した場合の最大 IKsコンダ

クタンスは，KCNE1遺伝子 1 ng注入した場合より 17.4％

大きいことが確認された．また，KCNE1遺伝子 1 ngを注

入した場合及びKCNE1遺伝子 5 ngを注入した場合のa1～

a10は表 1のように求められた．

3・2　シミュレーション結果

シミュレーション結果のうち，60回目の刺激印加後の

Luo-Rudy model，KCNE1遺伝子 1 ng注入した場合及び

KCNE1遺伝子 5 ngを注入した場合についてそれぞれの活

動電位及び IKs電流の変化を図5に示す．また，シミュレー

（46） 生体医工学　43巻 1号（2005年 3月） 

図 3　IKsチャネルの最大活性化係数の膜電位に対する依存性
Fig. 3 Relation between maximum activation parameter of IKs channel 

and membrane potential.

図 4　IKsチャネルの時定数の膜電位に対する依存性
Fig. 4 Relation between time constants of IKs channel and membrane 

potential.



ションから求められた APD90は，KCNE1遺伝子 1 ngを注

入した場合は 177 ms，KCNE1遺伝子 5 ngを注入した場合

は 183 msと求められ，KCNE1遺伝子 5 ngを注入した場合

のAPDがKCNE1遺伝子 1 ngを注入した場合より 3.4％延

長していた．

4.　考　　　　　察

4・1　シミュレーションモデルの妥当性

本研究では，2･2節で述べた通り，遺伝子発現実験で得

られた IKsコンダクタンス（試料数 6 × 固定膜電位 11段階）

に対して，式（５）及び式（６）をフィッティングすることに

よって，各実験結果における最大 IKsコンダクタンス及び

時定数を得ている．そこで，2･2節で得られた各実験結果

に対するフィッティング関数のフィッティング誤差につい

て検証するため，フィッティング関数の遺伝子発現実験で

得られた IKsコンダクタンスとの誤差を求めた．この結果，

フィッティング関数の遺伝子発現実験で得られた IKsコン

ダクタンスとの自乗誤差平均は，試料別・膜電位別最大 IKs

コンダクタンスの 0.96％以内に収められており，十分な精

度が得られていることが確認された．したがって，本研究

で用いたフィッティング関数の設定及びフィッティング手

法は適切であったと考えられる．

次に，KCNE1遺伝子 1 ngを注入した場合を正常な心筋

細胞と仮定した点について検証する．心筋細胞において発

現する KCNE1遺伝子の量は，種や個体，心臓上の部位に

よって異なるため，明確に定義することが難しい．そこ

で，この仮定の正当性を検証するために，KCNE1遺伝子

1 ngを注入した場合の最大 IKsコンダクタンスを正常な心

筋細胞のLuo-Rudy modelにおける最大 IKsコンダクタンス

の 40～ 340％の範囲で変化させ，KCNE1遺伝子 5 ngを注

入した場合の最大 IKsコンダクタンスを，KCNE1遺伝子 1 

ngを注入した場合との相対関係で表現した場合のシミュ

レーション結果の変化を検証した．その結果を図 6に示

す．これを見ると，標準の IKsコンダクタンスの変化にか

かわらず，KCNE1遺伝子 1 ng注入した場合と比較して

KCNE1遺伝子 5 ng注入した場合の方が，APDが延長する

ことが確認された．したがって，本研究で用いた仮定はシ
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表 1　最大活性化係数及び時定数に対して連続関数をフィッテ
ィングする際に導出されたパラメータ

Table 1　Parameters adjusted to fit the continuous function 
to experimental maximum IKs conductance and time 
constants.

KCNE1 5 ngKCNE1 1 ng

0.36380.3357a1

12.882512.1407a2

17.033620.9619a3

0.05180.0386a4

1.93431.6732a5

1.39061.3927a6

－ 2.678110.0351a7

0.39490.399a8

1.28011.5549a9

－ 18.5452－ 17.8881a10

図 6　KCNE1遺伝子mRNAを 1 ng注入した場合の最大 IKsコ
ンダクタンスを変化させた時のシミュレーションによっ
て求められた APDの変化

Fig. 6 Changes in simulated APD when the maximum IKs 
conductance of 1　ng KCNE1 mRNA injected oocyte 
was changed. 

図 5　シミュレーション結果（刺激間隔 1,000 ms，60回目刺激
印可後）

 A : 膜電位の時間変化，B : IKs電流の時間変化．
Fig. 5 Simulation result （Cycle length ＝ 1,000 ms, after stimu-

lation 60 times）.
 A : Transition of membrane potential, B : Transition of 

IKs current.



ミュレーション結果に影響を与えるものではないと考えら

れる．

最後に，シミュレーション中の全イオン電流の変化を，

正常な心筋細胞の Luo-Rudy modelの場合の変化と比較し

たところ，IKs電流量の変化や APDの変化に伴う変化は見

られたが，電気生理学的に不自然なものではなく，本研究

で構築した 2種類の KCNE1遺伝子注入量の数値計算モデ

ルは妥当なものであると考えられる．

4・2　KCNE1の発現重量と APD延長

KCNE1遺伝子 1 ng注入した場合のモデルと 5 ng注入し

た場合のモデルの比較を行う．

まず，最大 IKsコンダクタンスを比較すると，前述の通り

KCNE1遺伝子 5 ng注入した場合の方が明らかに大きく，

IKs電流量を増大させる方向に作用すると考えられる．こ

れより，KCNE1遺伝子発現量が増大すると再分極が促進

され，APDの短縮をもたらすことが予想されるが，シミュ

レーション結果では逆に APDが延長した．次に，時定数

の膜電位依存性を比較すると，KCNE1遺伝子 5 ng注入し

た場合の方がKCNE1遺伝子 1 ng注入した場合に比べて時

定数が延長し，時定数のピークが脱分極側にシフトする傾

向が見られた（図 4）．時定数の延長は IKs電流の立ち上が

りを抑制する方向に働くため，KCNE1遺伝子の増加は

APDの延長をもたらすと考えられる．また，最大活性化

係数の膜電位依存性を比較すると，KCNE1遺伝子発現量

の変化に伴う変化は見られなかった（図 3）．

ここで，シミュレーション結果に注目すると，脱分極時

には時定数の延長が大きく影響し，KCNE1遺伝子 5 ng注

入した場合においては IKs電流の立ち上がりが抑制されて

いることがわかる．また，立ち上がりが抑制された影響か

ら IKs電流のピークも抑制され，その結果 APDが延長して

いると考えられる．以上より，KCNE1遺伝子発現量の増

加と APD延長の因果関係を示すことができた．

ただし，心不全心においては，IKsチャネル以外のイオン

チャネルについてもリモデリングが生じていることが報告

されている．例えば，一過性外向き K ＋ チャネル（Itoチャネ

ル）を発現すると考えられている Kv4.3遺伝子のmRNA

が，心不全心において 30％減少していることが報告されて

おり，このmRNAの減少が Ito電流の減少をもたらすこと

から，再分極過程の延長に作用しているのではないかと考

察されている［16］．以上より，心不全心における心電図

QT間隔の延長に対しては，本研究で示した IKsチャネルの

リモデリングだけではなく，他のイオンチャネルのリモデ

リングも複合的に作用していると考えられ，他のイオンチ

ャネルの作用についても今後検証する必要があると考えら

れる．

5.　結　　　　　論

KCNE1発現量の異なる IKsチャネル特性を再現した，遺

伝子発現実験に基づくシミュレーションモデルを構成し

た．これによって，KCNE1遺伝子の増大によって IKsチャ

ネルの最大コンダクタンスが増大する一方で，時定数の延

長がもたらされることにより，それらの要素のバランスに

よって結果的に APDが延長するという考え方に対する客

観的な裏づけを行うことができた．本研究で行った，実験

データに基づく数値計算モデルを構築し，心疾患の発生機

序について検証するという手法は，複雑な心疾患の発生機

序について客観的な検証を可能にし，その解明において有

効であると考えられる．
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