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はじめに
　心臓のポンプ機能を発揮するための心筋収縮力
発生の要となるのは，心筋細胞の電気的興奮を物
理的な張力へと変換する興奮―収縮連関（Excita-
tion（E）-Contraction（C）coupling）である．E-C 
coupling のメカニズムを理解するには，その根幹
である Ca2＋誘発 Ca2＋放出（CICR；Ca2＋-induced 
Ca2＋-release）の反応連鎖の把握が非常に重要であ
る．CICR は，細胞内 Ca2＋濃度（［Ca2＋］）の上昇
によってリアノジン受容体チャネル（RyR）が活
性化され，筋小胞体（SR）に蓄えられていた Ca2＋

が RyR チャネルの開口によって，細胞質内へと放
出されることを指していて，極めて広範な定義で
ある．心筋における EC-coupling を考えるには，
dyadic junction の特殊な構造で誘導される CICR
メカニズムを理解する必要があるが，Ca2＋動態が
詳細にモデル化された HuVEC モデル［1］はこの
問題に向かうための教材，研究資材として有用な
ツールであると言えよう．今回の解説では，特に
HuVEC モデルで新規に開発された部分，つまり
SR 膜上に存在する RyR あるいは RyR の集合体

（couplon，クプロン）の振る舞いがどのように数
式化されているのか，という点に焦点を絞り，各
数式の成り立ちを丁寧に辿っていきたい．一見た
だ複雑に見える数式も，その意味がわかれば役割
が見えてくるだろう．HuVEC モデルの中で CICR
を再現する数式セットから，心筋細胞の中で

couplon が機能するイメージが湧いてくる，そん
な解説を試みたい．
　＊使用するプログラムに関しては，“e-Heart”プ
ロジェクトのホームページにアクセスの上，ダウ
ンロードページよりご入手いただきたい（http://
www.eheartsim.com/downloads/）．

1．�RyRのクラスターとしてのcouplonの振る舞い
　心筋の dyad は，向かい合う T 管膜と SR 膜で
構成されている．T 管膜上には複数個の L 型 Ca2＋

チャネル（LCC）が，SR 膜上には 10～20 個の
RyR の集団である couplon が存在する．僅か数十
nm の空間を挟んだ LCC と couplon の機能的連関
を，Ca2＋放出ユニット（CaRU；Ca2＋ releasing 
unit）と呼んでいる．単一の CaRU におけるミク
ロな CICR は，時間的にはサブミリ秒，空間とし
ては nm オーダーの，非常に微小な時空間での反
応で Ca2＋スパークと呼ばれ，この現象のスケール
は顕微鏡や蛍光色素を用いて観察できる解像度の
限界に近い．そこで，計測技術と相補的にシミュ
レーション技術を用いて理解を深めようと，世界
中で相次いで Ca2＋スパークを再現するモデルが
開発された2）～5）．なかでも，現実的なモデルを提示
したのは，Laverらによるdyadモデルである2）（図
1）．
　彼らは，実際に二光子顕微鏡で得たラット心室
筋細胞の立体構造を元に，T 管を取り巻く筋小胞
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体（SR）のネットワークを三次元の円筒状モデル
に表した（図 1A）．網目状に見える network SR

（nSR）には SR への Ca2＋取り込みポンプである
SERCA（丸印）が配置されており，SR の一部が
T管の一部を覆って筋小胞体接合部junctional SR

（jSR）を形成し，その中には Ca2＋結合蛋白である
CSQ（図 1A の中の星マーク）が含まれている．
向かい合うT管とjSRで囲まれたdyadic spaceあ
るいは nanodomain（nd）と呼ぶ局所［Ca2＋］計
算のためのスペースは，極めて微小であり図 1A
では判別が困難である．T 管と jSR の間に挟まる
ような形で小さな楕円印の RyR が並んでいる構
造が見てとれる．これが couplon である．couplon
内の RyR は 10～20 個程度のクラスターとして T
管膜に面して格子状に並んでいることが知られて
おり，モデルでは図 1B3 挿入図のように 3×3 あ
るいは 6×6 の正方形であると仮定されている．細
胞質側の Ca2＋拡散の計算には，空間を 3744 個の
グリッドに分割し，それぞれの分画内における
Ca2＋，Ca2＋バッファー（細胞質内のカルモジュリ
ン，トロポニン，jSR内のCSQ），蛍光色素（Fluo-4，

Fluo-5N），それに ATP の濃度をそれぞれの微分
方程式によって計算している．個々の RyR の開閉
については，モンテカルロ法による完全確率論的
シミュレーションで計算している．
　シミュレーションはまず任意の RyR を開口遷
移させることから始まる．SRから放出されたCa2＋

によってそのチャネル周辺の［Ca2＋］が上昇する
が，これによって次々と周辺の RyR が開口し，

［Ca2＋］の上昇は空間的広がりを見せ，ndの［Ca2＋］
が図 1B3 に示すように数 ms でピークに達する．
開口している RyR の数も，図 1B4 に見るように
数 ms のうちに上昇し，約 10ms でピークに達す
る．その後，急速に開口状態の RyR 数は減少して
いるが，これは計算された jSR 内の［Ca2＋］が
CICR によって急速に減少する結果，ndの［Ca2＋］
が大きく低下したためである．ここでは RyR に不
活性化ゲートは想定されていない点に注意する必
要がある．
　このシミュレーションで確認された機能動態の
重要な特徴は次の二点である．
　1）couplon 内で一つでも RyR が開口遷移する
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図 1.　Laver らによる dyad モデル（A）と再現されたCa2＋スパーク（B）［2］
B1：実験で得られたCa2＋スパークの蛍光シグナルデータ，B2：シミュレーション結果，B3：シミュレー
ションで得られた［Ca2＋］ndの平均値，B4：RyRの開口数の時間変化．B3右上の挿入図は，couplonを構
成するRyRの数（9個もしくは 36 個）とその配置を表す．右の上下のパネルでは，時間軸が 2倍異なる
ので注意する．SERCA；筋小胞体カルシウムATPアーゼ，CSQ；カルセクエストリン．
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とその周辺の nd の［Ca2＋］上昇によって次々に
RyR の開口遷移が誘導される．（正帰還反応連鎖）
　2）続く couplon 中の RyR の閉口遷移は，jSR
の［Ca2＋］が急速に減少した結果である．一旦，
開口状態にある RyR 数が減少し始めると，nd の

［Ca2＋］の減少を介して couplon 活動が急速に終息
する．（負帰還反応連鎖）
　前節に示した Laver らのシミュレーション2）で
は，彼ら自身による単一 RyR チャネル電流の記録
を使い，Ca2＋スパークの計測を行い，そのデータ
に基づいて［Ca2＋］変化を時間的，空間的に計算
している．実際の Ca2＋シグナル記録との相同性か
らも，モデルの信頼性は極めて高いと考えられる．
ただ，個々のチャネル活動をモンテカルロ法に
よって計算し，Ca2＋フラックスによる数千の微小
空間分画の［Ca2＋］変化を計算することは，我々
の目指す単一心筋細胞活動の包括的シミュレー
ションにとって，計算コストがかかりすぎて現実
的ではない．実用に供するには，couplon の活性
化と不活性化を概算できる実験式が必要である．
そこで我々は，彼らのモデルで再現された Ca2＋ス
パークのシミュレーション結果を再現できる cou-
plon モデルの構築を目指すことにした．

2．couplon のモデル化
　2.1　実験に見るRyRの開口，閉口速度とその
モデル化
　図 2 に示すのは，昨年上原らによって報告され
た論文の中の RyR の単一チャネル記録である8）．
HEK293 細胞に発現させた RyR2 タンパクを単離

して細胞人工脂質膜に埋め込み，細胞質側と SR
内腔側を想定した膜の表裏の［Ca2＋］を自由に制
御できる，理想的な実験条件下で記録されたト
レースである．20mV の電圧差で駆動された単一
チャネル電流が，非常に高い精度で記録されてい
る．生理的な細胞内［Ca2＋］範囲を 0～100μM

（pCacyt＞4）と考えると，その範囲内ではトレース
に明らかな不活性化が見られていない．
　couplon の開閉様式をモデル化するためには，
このような単一チャネル記録で得られた速度定数
や時定数が利用できる．しかし，どの論文の実験
データを参照するかによって，モデル化の過程で
得られた開口速度（図 3A）と閉口速度（図 3B）
のばらつきは大きい．
　LC モデル2），SJ モデル3），SM モデル4）において
は，2 状態遷移モデルが使われている．Hinch モ
デル5）では不活性化を含む 3 状態遷移モデルが使
われているが，このパネルでは活性化脱活性化の
速度のみをプロットしてある．パネル A に示した
開口速度は，いずれの実験式でも［Ca2＋］の上昇
とともに指数関数的に上昇し，その勾配は比較的
よく似ているが，活性化の［Ca2＋］範囲は大きく
異なる．閉口速度もばらつくけれども，活性化速
度と比較するとそのばらつきは軽度である．
　ここで，HuVEC モデルの開口速度定数 kco は，
SJ モデル7）や Hinch9）モデルと同じ形の式を用い，
Guo ら10）や Qin ら9）によって参照されていた実験
データを元に構築された SM モデル8）の値に近く
なるようにフィッティングを行った．
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図 2.　上原ら［8］によって報告されている単一RyRチャネル記録
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　［Ca2＋］nd は，単一チャネル記録における細胞質
側の［Ca2＋］に相当し，実際の細胞では CaRU が
感受する局所［Ca2＋］となる．脱活性化速度定数
koc は，SM モデルの式の形を採用したが，その値
が他のモデルと比較して極端に小さかったため，
4.8をかけて調整した．単一チャネル記録の実験は
通常室温で行われているため，Q10 を使って体温を
想定した温度補正を行った．

10 0 118 4 8ock Q . .= ⋅ ⋅ (2) 

　これらの速度定数を用いて計算する HuVEC モ
デルの RyR モデルの［Ca2＋］依存性（図 3C）は，

様々なモデルや実験データで得られた値の中央付
近にあり，実験データともある程度整合性がある
ことがわかる．
　次に，この開口・閉口速度定数で定義される
RyR が複数個寄り集まったクラスターとしての
couplon の振る舞いを，どのようにモデル化する
かを考える．couplon 内の RyR は，互いに開口し
た際の Ca2＋フラックスを近傍の RyR と共有する
形で加算的に局所［Ca2＋］を上昇させ，同じ局所

［Ca2＋］を参照する関係にある．まずは 2.2 章でモ
デル化の方向性を明確にし，その後，3.3 章で正帰
還反応連鎖による再生的な活性化，3.4章で負帰還
反応連鎖による脱活性化のモデル化についてそれ
ぞれ解説する．

【版面】W：152.71mm 片段 71.48mm　H：208.14mm　【本文】41 行　13Q　20.48H
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図 3.　5 つのモデルで用いられているRyRの開口速度 kco（A），閉口速度 koc（B），開口確率 pO（C）の
細胞内［Ca2＋］依存性と実験データで得られた細胞内［Ca2＋］と開口確率との関係（D）（プログラム
［FitRyR05］の実行結果．Dの実験で求められたデータは SMモデル論文で参照されていたQin らの
review［9］を参考にプロット）
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2.2　couplon 機能を表す 2状態遷移モデル
　第 1 章で紹介した Laver らのモデル2）では，単
一RyRチャネル電流記録から求めた開口・閉口遷
移速度を使って，couplon を構成する個々の RyR
チャネルの動きが計算されている．チャネル周辺
のナノスケールの［Ca2＋］分布の時間経過が細か
く分割された Ca2＋分画を想定することで正確に
計算され，Ca2＋を介する RyR 相互の作用が計算さ
れている．これに対して，我々が目指したのは，
couplon を一つの Ca2＋放出単位として，その機能
を簡略的に次の 2 状態遷移モデルで表すモデル式
の開発である．

roc

rco

k

couplon couplon
k

O C
→
←

　ここで，krco と kroc が，couplon を機能単位とし
てみた場合の活性化・脱活性化速度となり，単一
RyR チャネルの場合の kco，koc に対応する．新た
に添えられた文字，r は regenerative の略で，活
性化も脱活性化も帰還反応によって自己再生的に
増幅する意味合いが込められている．
　前回紹介したように，Hinch らの CaRU モデ
ル5）6）には，nd における CICR の特殊性，即ち“nd

の瞬時 Ca 濃度平衡”の概念が導入されていて，
これによって個々の CaRU における couplon に与
えられる［Ca2＋］nd が概算できる．式（3）の瞬時
平衡式では，それぞれの数値積分計算の各時点に
おける LCC の開閉，couplon の活性化・脱活性化
によって，nd の［Ca2＋］である Cand（Ca00，CaL0，
Ca0R，CaLR）の 4 種類の値を決定することができ
る．
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　ここで δ は，

2
R T

F
δ ⋅
=

⋅
(4) 

で表され，R，T，F はそれぞれガス定数（＝
8.3143C・mV/mmol/K），絶対温度（＝310k），
ファラデー定数（＝96.4867C/mmol）で，V は膜
電位（mV）である．添え字のXX の左のX は LCC

が閉じていれば 0 で fL＝0，開いていれば L で fL＝
0.014，右のX は couplon が閉じていれば 0 で fR＝
0，開いていれば R で fR＝0.31 となる．この式を用
いて時々刻々変化する膜電位 V で決定される
LCC の開口遷移状態に応じた各 couplon の活性化
を計算できる，という点が Hinch モデルの一つの
大きな特徴である（CaRU の局所制御説6））．式（3）
で求まった［Ca2＋］nd を式（1）に代入してやるこ
とで，CaRU 内の LCC と couplon の活性化状態に
応じた［Ca2＋］nd が開口速度（kco）に反映されるこ
とになる．
　さらに，HuVEC モデルで Hinch モデルに加え
て詳細化されたメカニズムに，細胞内［Ca2＋］空
間の分画化が挙げられる．これについても前回紹
介してあるが簡単に説明すると，Hinch モデルで
は 1 つしか存在しなかった細胞質空間を，CaRU
に近いものから順に junction space（jnc），inter-
mediate zone（iz），bulk space（blk）の 3 つに分
割し，それぞれの分画の中の［Ca2＋］は時間積分
によって計算する．従って，最も CaRU に近い jnc

では，非常に高い［Ca2＋］が計算されることにな
り，この Cajnc は式（1）より Cand を底上げする形
で非常に強力に couplon の活性化状態に効いてく
ることになる．jnc の体積については，Cajnc が単
一 RyR チャネル記録で得られる開口［Ca2＋］範囲
にできる限り近いところで作動するよう調整し
た．また iz については，実験的に局所［Ca2＋］を
Na＋/Ca2＋交換電流（INCX）の電流振幅を用いて推
定する方法で得られた値が報告されている7）ので，
その値が iz の［Ca2＋］に相当すると考え，調整を
行った．
2.3　couplon の活性化速度を表す実験式

　couplon 内の RyR の開口遷移は，一つが開くと
相互作用によって正帰還のメカニズムで隣り合う
チャネルを次々と開口遷移させることで couplon
全体の活性化が起こる．そこで，最初の一つ目の
RyR が開くのをトリガーとして，couplon の活性
化速度が上昇する triggered step は瞬時に平衡状
態に達するとして，その確率 ft を次の平衡式で与
えた．
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　また，一つ目の RyR が開いて，近接する複数の
RyR が加速的に開口する nearest neighbor 効果 fn

を 7 とし，再生的な couplon の活性化の速度定数
krco を求める．

0rco n co t SRrlk ( f k ) f ( sloc Ca )= ⋅ ⋅ ⋅ + (6) 

　ここで，（sloc0＋［Ca2＋］SRrl）は jSR 内［Ca2＋］が
低下すると活性化速度が底上げされることを表し
ており，sloc0 には 0.1mM という値が入る．これ
により，jSR の［Ca2＋］（［Ca2＋］SRrl）が 1mM から
0mM まで低下したときに，krco が 1.1 から 0.1 へと
1/11 になるという実験的な所見を再現すること
が可能となる．HuVEC モデルでは，以上 3 つの
要素 ft，fn，（sloc0＋［Ca2＋］SRrl）と単一 RyR の開口
確率 kco の積として，couplon の活性化速度を求め
る．
2.4　couplon の脱活性化速度を表す実験式

　細胞レベルでの実験結果から，従来は RyR の不
活性化によって CICR は終息するという説11）が主
流であった．しかし，単一チャネルレベルでの実
験で，生理的［Ca2＋］下では明らかな不活性化の
存在は確認できなかったことから，RyR 不活性化
説に代わって CICR の終息を理論的に説明できる
メカニズムを想定しなければならないことになっ
た．そこで Stern は，couplon には構成している
RyR が確率的に一斉に閉じる可能性が常に存在
し，いったんすべての RyR が閉じてしまうと
couplon が活性を維持できる［Ca2＋］を下回るこ
とで CICR は終息する，という説（確率的漸減，
stochastic attrition 説）を出した12）2）．しかし，
couplon に含まれる RyR の数が大きく（NRyR＞10）
なると，それを構成する RyR が一斉に閉じる確率
が低くなりすぎて，脱活性化が一向に起こらない
という根本的な問題点も同時に指摘されていた．
その問題を回避する説として，局所的に SR から
放出可能なCa2＋が枯渇するというメカニズム（SR
枯渇，SR depletion 説）が提唱された13）2）．現在で
は，SR depletion が起こった後，stochastic attri-
tion により CICR は終息する，つまり両方のメカ
ニズムが必要であるという考え方が主流になって

いる．そこで我々は，Laver らによって再現され
た Ca2＋スパークの細胞内［Ca2＋］時空間動態を参
考に，HuVECII1）の開発を行うこととなった．
　まず NRyR 個の RyR から成る couplon を想定し
て確率論的シミュレーションを行い，10 個の RyR
のうち 1 つでも開いたら couplon は開状態にある
とし，最後の 1 つが閉じるまでの時間を開口時間
としてフィッティングを行ったところ，RyR の閉
口確率 pC を瞬時平衡式で求め，指数部分の補正
乗数項 l を用いることで式（7）によってうまく表
現できた．

1RyR( N ) l
roc cok k pC − ⋅= ⋅ (7)

occo

oc

kk
kpC
+

= (8) 

　その結果，構築された couplon モデルは図 4 に
示すように Laver らの時間経過と同様の速い開閉
プロセスを再現することができた．また，図 4 の
シミュレーションでは単一 couplon モデルを用い
て 1 秒間の挿引を 20000 回独立に繰り返した．与
えた［Ca2＋］nd は，細胞が静止状態にあることを想
定し，LCC と RyR の両方が閉じている Ca00 が
0.2μM，RyR のみが開いている Ca0R が 0.15mM，

［Ca2＋］SRrl が 0.6mM である．この実験条件を実際
の細胞で観察される Ca2＋スパークと比較してみ
ると，1 つの細胞に 20000 個の couplon が互いに
独立に開閉すると仮定した場合に，細胞全体で発
生するスパークの数に相当する．Cheng ら2）は，
実験的に得られた毎秒当たりのスパークの発生確
率から 1 秒間に観察される 1 細胞当たりのスパー
ク数は 100 程度であろうと試算している．今回の
シミュレーションで観察された 167 回の活性化イ
ベントは，実験結果とよく整合する結果であると
言えるだろう．
　なお，式（7）を導出するための確率論的シミュ
レーションの詳細は，次の章で述べる．

3．�couplonの脱活性化速度定数のフィッティング
　HuVEC モデルの論文投稿に際して，査読者は
単一 RyR チャネルの閉口速度定数をそのまま
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couplon の閉口速度定数として使用するのは正し
くないと指摘した．その根拠として，一つの cou-
plon の中で開口している RyR の数が多い場合，
開口している RyR すべてが同時に閉口状態に遷
移（stochastic attrition）する確率は極めて低く，
couplon の開口状態は単一 RyR に比べてより長く
続くであろうと予測している．さらに査読者は，
これを解決するためには couplon を構成する各
RyR チャネルの状態遷移を確率論的に計算し，
Hinch 型モデルにおける couplon の閉口遷移速度
との関係を解析する必要があると助言している．
そこで，以下この助言に沿った検討を行った．先
の 2.2 章で Hinch 型の couplon 2 状態遷移モデル
における活性化速度を krco，脱活性化速度を kroc と
定義し，RyR の開閉速度定数（kco と koc）から区別
した．ここでの単一 couplon のシミュレーション
では，含まれる NRyR 個の RyR の閉口状態遷移に
RyR 相互の協働性はなく，独立に動作するとし，
それぞれの RyR が速度 kco と koc に従って開閉す
るとして，各 RyR の開閉の状態遷移を完全確率論

的に計算する．
3.1　RyR の重複開口による couplon の脱活性
化遷移速度への影響
　ここでは LC model で用いられている RyR モデ
ルを例として取り上げ，couplon の脱活性化速度
の解析を行う．仮に NRyR＝10（個）の RyR で構成
される couplon について，いろいろな［Ca2＋］で
それぞれの RyR の開閉状態遷移を確率論的な計
算によって求め，coincidence による couplon の脱
活性化を再現した．ここでは解析を容易にするた
め，couplon の脱活性化（閉口）イベントをすべ
ての RyR が閉じている時間（tc）で定義し，逆に
一つ以上の RyR が開いている時間を活性化（開
口）イベントの持続時間（to）とする．図 5A は
RyR の開口確率の時間経過を 50ms のサンプル記
録で示している．この図では，すべての RyR が閉
じている時間（tc）を下の帯で示している．連続
する二つの閉口イベント tc の間隔が couplon の開
口時間，to である．
　このようにして測定した 8950 個の開口イベン

【版面】W：152.71mm 片段 71.48mm　H：208.14mm　【本文】41 行　13Q　20.48H
【図】●図番号・タイトル・説明：12 Ｑ　17 Ｈ　リュウミンＲ●図説の幅　片段：固定　全段：図幅● 1 行のときセンタリング、2 行以上は折
り返し 1 字下げ 　図表とタイトルの間　2.5mm

【表】●表番号・タイトル・説明：12 Ｑ　17 Ｈ　リュウミンＲ●表幅より左右全角下げ● 1 行のときセンタリング、2 行以上は折り返し 1 字下げ
●表中　11Ｑ　12 Ｈまたは 16 Ｈ　リュウミンＲ●脚注　11Ｑ　16 Ｈ　リュウミンＲ　左右 1 字下げ●　　　折り返し字下げなし

【共通の決まり】●算術記号は和文／原稿でイタリックになっているもの→イタリックに／図 1 など番号のみの場 合「図　1」／ 
【74 巻 5 号より】図番号が無い場合は「図　～」のように全角スペースにする（ピリオド不要）

図 4.　細胞を想定した couplon の振る舞い（プログラム［Singlecouplon］を使用）
A：－10 mV に保持した膜電位，B：単一チャネルの活性化イベント，C：活性
化持続時間のヒストグラム，D：脱活性化持続時間のヒストグラム
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ト to の持続時間のヒストグラム（図 5B）（横軸が
イベントの持続時間で，縦軸は各持続時間を示し
たイベント数の対数）から，それぞれの分布密度
を求めた．この to のヒストグラムでは，イベント
の持続時間に対して分布密度 f（to）は概ね指数関
数的に減少した．指数関数的な減衰は，時定数を
τ とすると，その分布密度は式（9）で表すことが
できる．

　ここで，Ne はイベントの数，1/τは減少速度で，
t はイベントの持続時間である．今回の couplon の
閉口時間経過を確認するために，比較対象として
単一 RyR チャネルの koc と，couplon の開状態の
持続時間 to を式（9）に代入した式（10）を，図
5B のヒストグラムの上に重ね合わせて描画して
みた．

　すると，ヒストグラムの分布密度は，短い to で
は koc で比較的良く説明できるが，長い to の分布
は明らかにこの理論直線から逸れていることがわ
かった．これは挿入図の tm に見られる開口イベン
トのように，複数の RyR の開口遷移（重複開口イ
ベント，multiple open events）が一つの RyR 開
口状態（単一開口イベント，single open events）
と混在していることによると考えられた．これを
確かめるために，各重複イベントの持続時間の合
計（Σtm,i）を測定された開口イベント時間 to から
差し引いて，単一 RyR のみが開いているクプロン
の開口状態持続時間（to’）を求めた．

　そして，計算で求めた to’ の分布密度（f（to’））
を図5Cに示した．そしてto の場合と同様に式（12）
をヒストグラムに重ね描きすると，この to’ の分布
密度はほぼ完全に単一指数関数で表現でき，時定
数は koc の逆数で表すことができた．

　言い換えると，一つの RyR が開いている時間に
のみ koc による couplon の閉口遷移が引き起こさ
れることを意味している．すなわち，パネル B の

to ヒストグラムで単一指数関数から逸れた原因は
重複イベントによるものである，ということを確
認することができた．以上の結果より，couplon
の kroc，krco を用いた 2 状態遷移モデルで，単一
RyR の koc をそのまま用いた場合に生じうる誤差
の大きさと，そのメカニズムが確認されたことに
なる．
3.2　couplon の閉口遷移速度の決定

　couplon 開口時間 to’ では，couplon の中で開い
ている一つの RyR チャネルを除いた残り（N－1）
個のチャネルはすべて閉じている．すなわち，to

にこの（NRyR－1）個のチャネルが閉じている確率
を乗じて to’ を計算で求めることができれば，cou-
plon の kroc を to から決定することができる．ここ
では，この閉じている確率を pC（NRyR－1）・l で近似す
る．ここで pC は単一 RyR の定常状態における閉
口状態確率で，l は補正項である．

　式（12）と（13）より，開口イベント持続時間
の分布密度 f（to’）は，

　すなわち，couplon の閉口遷移速度 kroc は RyR
の koc を用いて次の式で求めることができる．

　そして，シミュレーション結果から補正項 l の
値を実験的に求める．まず，stochastic simulation
で求めた couplon の to の開始時点を 0ms として，
5000 個の to の合計（アンサンブル平均）を求め
た．図 6A 外側の線に示すように，正規化した to

イベントのアンサンブル平均の減衰は単一指数関
数（式（14））に従っている．このアンサンブル平
均をいろいろな［Ca2＋］で求め，それぞれの［Ca2＋］
を横軸に，得られた閉口速度 kroc を縦軸にとって
プロットしたものが図 6B の LC モデルの点であ
る．連続曲線は式（15）の l を調整して求めたも
ので，l の値が～0.74 の時に stochastic simulation
データ（●印）とよく一致した．
　細胞内［Ca2＋］は 50μM とした．外側の線は確
率密度関数 P（t）＝e－ 

t
τを最小二乗法でフィットし

たものである．この τ の逆数として krco を推定す
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ることができる．内側の線は，対照として同じ確
率密度関数に τ＝1/koc を代入して重ね描きしたも
のである．B は，LC モデルと HuVEC モデルで用
いられている RyR モデルから A のアンサンブル
平均を用いる手法で求めた krco を様々な［Ca2＋］で
求め，●で示した．この●印にうまくフィットす
る曲線を探索することで，補正項 l の値を求めた．
　式（14）の汎用性を確認するために，NRyR の値
を 1～20 の範囲で変えて同様の解析を行ったが，
測定された f（to）の［Ca2＋］依存性は，LC モデ
ルとHuVECモデルのいずれのRyRモデルを用い
ても，良くフィッティングできた．また，HuVEC

モデルの RyR モデルを使って，図 6B に示す f（to）
の［Ca2＋］依存性を確認しても，式（15）を用い
て重ね描きした理論曲線は simulation データ（●
印）とよく一致した．ちなみに LC モデルで見ら
れる低［Ca2＋］領域での β の上昇は，koc 自身の

［Ca2＋］依存性による．以上のように，RyR の閉
口状態遷移速度 koc から couplon モデルの脱活性
化遷移速度 kroc を決定する実験式（式（15））を得
ることができたので，HuVECモデルのcouplonの
脱活性化状態遷移は式（15）を使って計算する．

【版面】W：152.71mm 片段 71.48mm　H：208.14mm　【本文】41 行　13Q　20.48H
【図】●図番号・タイトル・説明：12 Ｑ　17 Ｈ　リュウミンＲ●図説の幅　片段：固定　全段：図幅● 1 行のときセンタリング、2 行以上は折
り返し 1 字下げ 　図表とタイトルの間　2.5mm
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図 5.　koc と β の関係（プログラム［coincidenceRyR150501］の実行結果）
A：LC model の RyR の開閉速度定数を用いて 1 つの couplon に含まれる 10 個の RyR そ
れぞれの開閉遷移を確率論的に計算したときの，50 ms のサンプル記録．縦軸は RyR の開
口確率で横軸は記録時間である．tc：閉口イベントの持続時間，tm：重複開口イベントの
持続時間，to：開口イベントの持続時間を図中に示す．［Ca2＋］は 50 μM．B，C：A に示
すシミュレーションを 20 万回行った結果として得られた開口時間 to のヒストグラム（B）
と補正した開口時間 to’ のヒストグラム（C）．
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4．HuVECモデルにおける couplon の振る舞い
　最後に，上記のような過程を経て構築された
couplon モデルが，細胞モデル（HuVEC モデル）
の中に配置されるとどのような振る舞いを見せる
のかを確認する．図 7 に示すのは，これまでの第
1～3 回の解説で見てきた HuVEC モデルで，cou-
plon の活性化・脱活性化に関わる部分を抜き出し
てプロットさせる Form の実行画面である．
　パネル A を見ると，左上に書かれた on と off の
間の時間（t＝50～53ms）に -12pA/pF の刺激電
流が与えられ，活動電位が発生していることがわ
かる．刺激からほんの 20ms の間の時間経過を大
きく拡大して表示してある理由は，E のパネルに
示すように couplon の活性化（pO_couplon）の時
間経過が非常に速いからである．持続時間で言う
と，ほんの 10ms 程度の非常に速い現象であるこ
とがわかる．この速い時間経過を生み出すのは，
パネル D に示す couplon の活性化・脱活性化速度
の時間変化である．パネル C に，そのタイミング
での［Ca2＋］nd が示されている．LCC と couplon の

両方が閉じているCa00，これは瞬時平衡で［Ca2＋］jnc

と一致する値であるが，この値が，CaSR から放
出された Ca2＋が蓄積することで徐々に増加して
いるのがわかる．この［Ca2＋］jnc の上昇は，式（1）
で示したようにすべての［Ca2＋］nd を底上げする形
で効いてきて，couplon の活性化を正帰還反応連
鎖で促進するため，この［Ca2＋］jnc の上昇と同期す
るようにパネル D の活性化速度が上昇し，同時に
脱活性化速度が低下することで pO_couplon の速
やかな活性化が実現している．一方の couplon の
非常に速い脱活性化のプロセスは，B のパネルに
示す，SR 内の Ca2＋を放出可能なスペース（jSR，
モデル内では SR 放出サイト，SRrl）内の［Ca2＋］
で説明される．つまり，パネル B の［Ca2＋］SRrl を
見ると，パネル E に示す couplon の活性化と同時
に低下しはじめ，krco がピークに達する 61ms の辺
りで一気に低下し，数 ms のうちに 0.1mM 以下の
非常に低い濃度まで低下，つまり枯渇しているこ
とがわかる．このパネル B の［Ca2＋］SRrl の低下に
伴い，couplon が開いているときの CaLR と Ca0R の
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図6.　couplonの脱活性化速度krocの決定に用いたプログラム［coincidenceRyR150508］の
実行結果
AはLCモデルのRyRで構成したcouplon（NRyR＝10）の toのアンサンブル平均を示す．
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値が徐々に低下し，活性化のときとは逆向きの
［Ca2＋］jnc を介した負帰還反応連鎖により，速やか
に couplon の脱活性化が進行する．
　以上に述べたように，HuVEC モデルにおける
CICR のモデル化は，couplon の速度決定の際に
stochastic attrition 説に基づく脱活性化時間経過
にフィッティングした実験式を取り入れ，またそ
の couplon が細胞モデル内に組み込まれたときに
SR depletion 説を満足するよう調整された．結果
として，両方のメカニズムに基づく CICR の終息
を実現するモデルが遂に完成した．しかし，RyR
の不活性化による CICR の終息メカニズムの可能
性は，完全に否定できるものではない．実際に上
原らは，単一 RyR レベルでも細胞内［Ca2＋］が高

濃度（100mM，pCa6 以上）になると明らかな不
活性化所見が見られたと報告している8）．また，
RyR2 チャネル分子のポアドメイン付近に存在
し，ゲーティングへの関与が示唆される K4750Q
の点変異により，その不活性化が消失したという
実験データも示されている（図 8A）．
　我々の HuVEC モデルを用いて行った今回のシ
ミュレーションでは，最も高濃度の細胞内［Ca2＋］
は，活動電位発生直後の Ca0R あるいは CaLR の
値で，120μM 程度である（図 7C）．従って，上原
らが実験的に示した不活性化のプロセスが現在
HuVEC モデルに用いられている couplon の状態
遷移状態にそのまま組み込まれた（図 8C）として
も，CICR の終息過程にはほとんど寄与し得ない
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図 7.　HuVECモデルの couplon の振る舞い（プログラム［HuVECmodelIII_180208］の［Form_RyRtransient.
vb］の実行結果）A：膜電位，B：［Ca2＋］SRrl，C：［Ca2＋］nd，D：活性化速度（krco）と脱活性化速度（kroc），
E：LCCの開口確率（pO_LCC）と couplon の開口確率（pO_couplon）とその瞬時平衡点（pO_eq）
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ということがわかる．また，不活性化を組み込ん
だモデルを用いて著しく速い CICR の時間経過を
再現するためには，couplon の不活性化速度を非
常に速い値に設定しなければならないことが，す
でに Hinch モデル5）6）や Hinch モデルをほぼそのま
ま組み込んだ初代 HuVEC モデル（HuVECI）14）で
示されている．しかし，未知の要素が多数含まれ
る実際の細胞の生理的な状態で，局所的な［Ca2＋］
がこれ以上に高くなる可能性や，生体内で cou-
plon の活性が温度や周囲の環境に影響を受けて
変化する可能性を否定することはできない．単一
RyR チャネルレベルの信頼できる基礎データを，
細胞モデルの中にしっかりと位置づけられること
ができたら，モデル精度は一段と向上する．今後

も引き続き CICR モデルの更なる精緻化に取り組
んで行きたい．

おわりに
　今回のテーマ CICR のモデル化は，シミュレー
ション結果にフィッティングすることで理論式を
構築するという新しい手法を用いた．これまで生
体機能モデルを構築する場合に，参照するのはい
つもwetな生理学実験によって得られた計測デー
タであった．しかし，今回は wet 実験データの代
わりに，原理的なモデルを用いて確率論的シミュ
レーションを行った結果を用いた．具体的には，
Laver らによるシミュレーション実験の結果に
couplon の開閉の時間経過が合致するかどうか，
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図 8.　RyR の開口確率の細胞内［Ca2＋］依存性と不活性化
上原ら［8］による実験（A）と，5種類のRyRモデルで計算（B）して求められたRyRの
開口確率の細胞内［Ca2＋］依存性．Cは今回シリーズで紹介しているHuVECモデル
（HuVECIII モデル）で用いられているCaRUモデル（左）と，Hinch モデル［5，6］や
HuVECI モデル［14］の couplon の不活性化（塗りつぶした四角の部分）を組み込んだ場
合のCaRUモデル（右）を比較してある．XXXの中の文字Xは左から右へ順に LCCの
Vm依存性ゲート，LCCの Ca2＋依存性ゲート，couplon ゲートの開閉状態をOか Cで，
couplon ゲートの不活性化状態を Iで表している．
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また我々の複数個のRyRを想定したcouplonモデ
ルの確率論的シミュレーション実験結果にうまく
フィッティングできる理論式はどのようなもの
か，という視点からモデル式が構築された．今回
のモデル化は，プログラムの中で，すべて手動で
パラメータを動かし，その都度パソコンのモニタ
画面で実行結果を確認しながら試行錯誤を繰り返
して値を決定したが，現在このプロセスの自動化
が世の中で急速に進みつつある．特にこの研究領
域は機械学習や人工知能との親和性も高く，将来
的には限られた実験データを網羅的に補間するよ
うなシステムが遅かれ早かれ構築されると予想さ
れる．しかし，その場合でもベースとなるのはあ
くまで信頼できる wet の生理学実験による計測
データであり，実体とは結びつかないデータ（情
報）が独り歩きするようなことは決してあっては
ならない．殊に，医学と情報学，ヒトと情報を媒
介する数値を提供する学問とも言える生理学にお
いて，つぶさに生体あるいは単離された機能単位
の振る舞いを観察し，直観的な理解を深める wet
の実験プロセスを軽視してはならない．これは，
シミュレーションを行う立場からの痛切な実感で
ある．次回 e-Heart 解説シリーズ第 5 回は最終回
となり，細胞の刺激頻度依存性のメカニズムにつ
いて HuVEC モデルを用いてわかりやすく解説す
る予定である．ぜひ最後まで，お付き合いいただ
けることを期待したい．
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