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研究成果の概要（和文）：本研究において申請者らは、マウスin vivo左心室心筋細胞におけるサルコメア長と
細胞内Ca濃度の同時イメージングを可能にする高時間（100 fps）・空間（20 nm）共焦点顕微鏡システムの構築
を行った。イメージング中は、心電図、左心室内圧および左心室の圧容積関係などのマクロパラメーターも同時
に計測した。この顕微システムを用い、細胞膜染色試薬を用いて心筋細胞のT管を染色した心臓に赤外レーザー
のパルス照射を行うと、心筋細胞の動的特性が亢進した。本研究の結果は、赤外レーザーのパルス照射がin 
vivoにおける心筋の収縮性を促進させる上で有用であることを示している。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we developed a high-speed (100 fps), high-resolution 
(20 nm) confocal microscopic system enabling simultaneous imaging of sarcomere length (SL) and the 
intracellular Ca concentration ([Ca]i) in left ventricular cardiomyocytes in mice in vivo. During 
imaging, we measured macroscopic parameters such as electrocardiogram, left ventricular pressure and
 the left ventricular pressure-volume relationship, simultaneous with SL and [Ca]i. By using this 
system, we investigated the effects of pulsed infra-red laser irradiation on cardiomyocytes labeled 
for the T-tubules, and found that myocyte contractions were enhanced. These findings indicate that 
infra-red laser irradiation is useful in promoting myocardial contraction in vivo.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

１）我が国における心疾患の死亡率は非常に
高く、現在、癌に次いで第二位となっており、
患者数も年々増加している。多くの心疾患は
進行性であり、心機能の低下を経て最終的に
心不全等の転帰をとることが多い。このため、
患者の QOL 改善と延命のためには、疾患超
早期の段階で心機能の低下を抑制すること
が肝要である。しかしながら、臨床で現在使
用されている強心薬やペースメーカーは心
筋細胞の膜電位や細胞内Ca2+動態に直接的な
影響を与えるため、致死的不整脈を惹起する
危険と常に隣り合わせであるという大きな
欠点がある。 

 

２）申請者らは、申請当時、心筋細胞に近赤
外（IR）レーザーパルスを照射すると、照射
中に心筋細胞が収縮する現象を既に発見し
ていた。この心筋細胞の収縮現象は細胞内
Ca2+の上昇を伴わず、Ca2+非依存的な収縮で
あること、さらに収縮に必要な温度は
37~42℃と十分に生体応用が可能な範囲であ
ることを確認していた（Oyama et al. BBRC 

2012）。 

 

２．研究の目的 

１）本研究では、従来にない全く新しい心機
能改善法として、「局所熱パルス照射」によ
る心筋収縮力増強を提案した。すなわち、マ
ウス in vivo心臓の局所に赤外レーザを照射す
ることによって心筋収縮構造（サルコメア）
の収縮・弛緩を直接的に制御し、効率的で、
かつ安全性の高い、革新的な次世代心疾患治
療デバイスの基盤技術を開発に挑戦した。 

 

２）上記デバイス開発に必要な基礎的情報を
収集するため、マウスを用いて局所熱パルス
による心筋細胞収縮が生体の心臓に対して
どのような効果をもたらすかを調査する必
要があった。この効果測定にあたり、申請者
らは従来から用いられている心電図（ECG）
や圧-容積曲線（P-V ループ）などのマクロ情
報に加えて、心筋細胞内のサルコメアや Ca2+

の動態をナノメーター精度で測定すること
により分子レベルで定量的に解析すること
を目指した。 

 

３．研究の方法 

 １）顕微鏡の構築：熱パルス照射と同時に
サルコメア長（SL）および Ca2+の高速ライブ
イメージングを行うため、顕微鏡システムの
改良を行う。これまでに構築した in vivoライ
ブイメージング用共焦点顕微鏡に、
Cameleon-nano が持つ２つの発色団（CFP・
YFP）の 2 色を同時にイメージング可能な 2

光路系を導入する。この改良により、
α-actinin2-Cameleon-nanoによるサルコメア長
（蛍光タンパク質の局在を解析）と Ca2+イオ
ン（CFP・YFP の FLET 現象を解析）の同時
イメージングが可能な顕微鏡系を構築する。 

 

２）アデノウイルスベクターの作製：顕微鏡
シ ス テ ム の 開 発 と 並 行 し て 、
α-actinin-cameleon-nano を発現する遺伝子を
持つ遺伝子組み換えアデノウイルスベクタ
ーを作成する。ウイルスの精製には、現在既
に使用している α-actinin-GFP 発現ウイルス
と同様に、Microbix 社のウイルス作製キット
を利用する。ウイルス粒子を in vivo に投与可
能な量まで増幅後、マウスへ投与するため精
製を行う（終濃度：約 5×1011particle titer /mL）。 

 

３）局所熱パルスによる心臓内の心筋加熱収
縮：マウス成体から摘出した心臓を大動脈か
ら逆行性に灌流し、赤外光レーザを照射する
ことによって心臓という臓器レベルにおい
て心筋細胞の収縮を誘発できるか否かを検
証する。さらに、申請者が独自に開発したサ
ルコメア長・Ca2+イメージング法を使用し、
熱パルスに対する心筋細胞の応答を分子レ
ベルで定量的に評価・解析することにより、
そのメカニズム解明を試みる。灌流心臓での
データが集まり解析が進行したら、並行して
in vivo 正常心臓に応用し、分子レベルとマク
ロレベルの両面から心臓への熱パルス照射
に対する心臓、および個体の応答を検証する。
特に分子動態と P-Vループの同時計測により、
熱パルス照射に対する分子レベルの応答と
心臓の仕事量変化の関係を検討する。 

 

４．研究成果 

１）In vivo におけるサルコメア長と Ca2+濃度
やその他の要素との同時計測を可能にする
ため、2 光路系を備えたスピニングディスク
型高速共焦点顕微鏡系の構築を行った。また、
心室圧容積曲線(p-v ループ)との同時計測を
可能にするカテーテル機器を、in vivo 顕微鏡
システムに導入し、サルコメア長や Ca2+濃度
などの 分子動態と心機能との関係を解析す
ると同時に生きた心臓に熱パルスを同時照
射可能なシステムを構築した(図 1)。 

図１：２光路系と IRレーザを備えた共焦点蛍光顕微鏡 

 

２）膜染色試薬を用いて T管を染色した心臓
において、T 管をイメージングしつつ局所熱
パルス照射を行った結果、以前に単離心筋細
胞で確認されたのと同様に、生きた心臓にお
いても熱パルス照射部位の心筋収縮を惹起
できることを確認した。このように本研究に
よって熱パルスによる心筋細胞制御の可能
性が確認された。 



 

３）また熱パルス照射が心筋細胞にどのよう
な影響を与えるか詳細に調べるため、in vivo

サルコメア・Ca2+同時イメージングの前段階
として、摘出心臓での Ca2+イ メージング系
を確立し、Ca2+ウェーブ発生初期の詳細な解
析手法を開発して論文を発表した（図 2）。 

図２：Ca2+ウェーブの詳細解析（A）マウス摘出心臓
を Ca2+指示薬 Cal-520 を灌流・染色し 100fpsで画像取
得した.（B）A の白い四角で囲まれた Ca2＋ウェーブ

の経時変化.（C）初期 Ca2+ウェーブの直径の時間に伴
う拡大とウェーブ発生時間の推定.（D）自発的 Ca2+

ウェーブと、電気刺激による Ca2+トランジェント(網

掛け部分). 

 

またサルコメアイメージングに適した細胞
内構造の蛍光標識手法を確立し、それらをま
とめた論文を投稿中である（図 3）。さらに拡
張型心筋症モデルマウスのサルコメアおよ
び T 管の in vivo イメージングを行い、野生型
と病態マウスと の違いを解析中であり、今
後は熱パルス照射によって病態マウスの心
機能を改善することができるかさらに調査
していく予定である。 

図３：膜染色試薬による in vivoT 管観察.(A)CellMask

を用いて心臓表面から滴下染色したマウス T管（露光
時間 10ms で撮影）.（B）（A）で撮影した画像を 25

枚合成したもの.T管間隔を測定できる画質となった. 
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