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研究成果の概要（和文）：血行力学的負荷に対して心臓がどのように応答するのか、独自に開発した生体イメー
ジング手法により解析を行った。特に、力学的負荷により活性化される機械刺激感受性チャネルに着目し、イオ
ンチャネル欠損マウスや生体心機能解析技術、単一心筋細胞の微小操作技術などの生理学的実験手法を組み合わ
せて解析を行った。その結果、チャネル欠損マウスの心臓では、急激な血行力学的負荷の上昇に対して通常見ら
れる心機能調節機構の一部が欠如していた。心臓イメージング技術により、力学的負荷に対する心筋組織の変
形・カルシウム応答の解析を現在進めている。機械刺激感受性チャネルをターゲットにした心不全治療薬など、
治療開発に繋げて行く。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms of cardiovascular diseases induced by mechanical
 stress, we developed in vivo imaging technique to assess morphological changes and calcium dynamics
 simultaneously in the stressed heart. Combined with in vivo functional analysis and 
micro-manipulation technique of isolated cardiomyocyte, we revealed that a mechano-sensitive channel
 plays a crucial role in the contractility augmentation of the heart in response to acute mechanical
 load. Using in vivo imaging technique, we are currently evaluating the structural deformation and 
calcium dynamics in response to acute mechanical load to uncover the role of the mechano-sensitive 
channel. 

研究分野： 生体力学

キーワード： 生体イメージング　心臓力学
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１．研究開始当初の背景 
心不全は、血行力学負荷にさらされた組織

のリモデリングを経て発症する。短いタイム

スケールでは力学的過負荷によって引き起こ

される細胞内へのカルシウム流入とそれに伴

う機能変化・細胞内シグナルの変化、長いタ

イムスケールでは心筋細胞や血管平滑筋細胞

の肥大、線維芽細胞の過形成や脱分化により

組織リモデリングが引き起こされる。	力学負

荷は心不全や心血管イベントの重要な危険因

子であるにもかかわらず、生体内心血管に加

わる「力」をミクロレベルで評価する方法は

存在しなかった。細胞・組織・臓器レベルの

個々の実験手法では、細胞レベルで起きる分

子応答と、マクロなレベルで起きる病態との

繋がりを十分に理解することはできない。生

体内の詳細な力分布と細胞動態を同時に知る

ことができれば、力学負荷と病態の関係の理

解に繋がり、力学負荷軽減をターゲットにし

た新たな治療開発に繋がる可能性がある。	

	

２．研究の目的 
本研究では、申請者が独自に開発した細

胞・臓器レベルの生理学的実験手法に加え、

実際には見ることの出来ない「力」を光に置

き換えて計測し、血行力学負荷に対する心筋

組織および血管内皮の応力分布の可視・定量

化するイメージング手法を組み合わせること

で、細胞内シグナル変化が如何に心血管の病

態、特に心不全や血栓症を引き起こすのかを

明らかにする。本研究では特に、血行力学負

荷に対する急性期でのストレス応答異常・機

能低下がなぜ起きるのか、機械刺激感受性チ

ャネルに着目した。	

 
３．研究の方法 
急性大動脈狭窄時の圧容積ループ測定	

	 機械刺激感受性チャネル欠損マウス・野生

型マウスに大動脈狭窄術（TAC,	transverse	

aortic	constriction）により心臓へ急性的

な後負荷を加えた際の早期での心機能変化

を、カテーテルによる圧容積ループ測定法に

より評価した。マウスを３％イソフルランに

よる麻酔下において開胸し、26G 針を大動脈

弓部にセットする。微小圧容積カテーテル	

(Millar	Instruments,	TX)	を左心室心尖部

から挿入してチップの先端が大動脈基部に

来るようにセットする。正常時の心機能デー

タを測定後、大動脈弓を 26G 針の上から糸で

縛ることで、左心室壁へ後負荷を加える。そ

の後１５分間に渡り圧容積ループを計測し、

心機能変化を調べた。	

	

細胞微小操作法（カーボンファイバー法）	

タンパク質分解酵素を用いて心臓から単

離した心筋細胞に対して、カーボンファイバ

ーを用いた微小操作技術により細胞一つに 
伸展刺激を与え、その収縮力変化を測定した。 

	

収縮力測定では図 1A のような装置の、２

本のカーボンファイバーをマイクロマニピ

ュレータで操作し、図 1B のように心筋細胞

両端に付着させて実験を行った。２本のうち

一方は心筋細胞の収縮・弛緩・伸展につれて

変形するもので、直径 7μm、長さ 1～1.2mm、

80～150nN/μm の柔軟なものを用い、もう一

方は収縮する細胞を固定するためのもので、

B 
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図 1 A. カーボンファイバー装置,  

B. 単一心筋細胞伸展の様子 



直径 30μm、長さが 1mm 以下、	4,000nN/μm

以上の硬いものを用いた。細いカーボンファ

イバーにピエゾ素子を接続し、コンピュータ

制御により、細胞に伸展刺激を与えた。細胞

の伸展・収縮レベルと追随する細いカーボン

ファイバーの動きを、FFT によるサルコメ縞

の追跡、カーボンファイバー端を追跡するこ

とにより評価した。細胞の収縮力（F）はカ

ーボンファイバーの撓みから次の方程式に

より算出した。	

F = K(DLP -DLF) 

K：カーボンファイバーの剛性 

DLF：カーボンファイバー間の距離 

DLP：ピエゾの稼働距離  
	

生体分子イメージング	 	

	 拍動する心臓、脈動する血管、の生理学的

条件・病態下で細胞連関やその異常を明らか

にするために、高速高解像度の生体二光子イ

メージングと、心臓の動きによる測定箇所の

ずれを補正する計測制御技術及び信号処理

技術を組み合わせる方法を活用した。画像取

得には、多光子励起・レゾナントスキャンに

よる高速イメージングに加え、ピエゾ素子と

サーボモータ制御による観察ステージ・対物

レンズの位置補正技術を組み合わせて、心筋

組織深部の XYZT 高速イメージングを行った。

視野の中に追跡対象を定め、フィードバッ

ク・フォワード予測制御により動きを抑えた。

さらに、ソフトウェアによる動きのキャンセ

ルも行った。測定開始時の画像上で追跡対象

点を定めて小ユニットに分割し、各時点の画

像内で最も類似した箇所を相互相関法によ

り求めるアルゴリズムを用いた。これにより、

画像上の測定中心、追跡対象点を仮想的に静

止させた連続画像を取得した。また「力」そ

のものを光信号として捉え、血圧や血流によ

り心筋組織・血管内皮に加わる力学負荷を定

量化した。血行力学負荷によって心筋組織の

変形に伴う動き生体イメージングにより追

跡し、組織の歪み・応力を評価した。	

	
４．研究成果	

血行力学負荷に対する心臓の応答と機械刺

激感受性チャネル	

	 生体レベルの評価として、大動脈狭窄術に

より心臓に後負荷を与え、それに対する心機

能の時間変化を３週間に渡り、心臓超音波検

査により評価した。	

その結果、機械刺激感受性チャネル欠損マ

ウスでは、術後１週間という早い時期で肥大

及び収縮力の低下が見られた。しかし、術後

３週間では対照群のマウスも収縮力が落ち

て肥大が生じ、統計的有意差が見られなくな

った。	

	

	

血行力学負荷に対する早期の心機能応答	

	 上の結果を受け、より早期の力学的負荷に

対する心機能応答に絞って評価を行った。	

	 微小カテーテルを心尖部から挿入して左

室の圧容積ループをモニターしながら、大動

脈狭窄を行い、その後の心機能変化を１５分

に渡り計測した。	

	 まず、野生型対照群のマウスでは、大動脈

狭窄直後にはフランク・スターリングの法則

により拡張期末容積の増加に伴い収縮力が

増加し、その後負荷を加えた状態でさらに時

間が経過すると、Anrep 効果により左室収縮

期圧を保った状態で拡張末期容積が低下す
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図 2. 機械刺激感受性チャネル欠

損マウス（△）では、大動脈狭窄

後１週間で、心機能の指標（FS）

が対照マウス（■）に比べて低下 



るという、二次的な収縮能の増加を示した。

一方で、機械刺激感受性チャネル欠損マウス

では、フランク・スターリングの法則は見ら

れたが、Anrep 効果が見られなかった。測定

した圧容積ループから心機能の指標を算出

し、その時間変化を調べたところ、機械刺激

感受性チャネル欠損マウスではそれらの指

標が対照群に比べて低下していた。	

	

伸展刺激に対する単一心筋細胞の応答	

	 単離した心筋細胞に対してカーボンファ

イバーにより伸展刺激を加えた際の、発生張

力の変化を測定した。	

	 野生型対照群の心筋細胞では、伸展直後に

フランク・スターリングの法則により収縮力

の増加が見られ、その後 Anrep 効果により二

次的な収縮力増加が見られた。一方で、機械

刺激感受性チャネル欠損マウスの心筋細胞

では、フランク・スターリングの法則は見ら

れたものの、二次的な収縮力増加が観察され

なかった。伸展活性化チャネルの阻害薬であ

るタランチュラ毒が二次的な収縮力増加を

抑え、機械刺激感受性チャネル欠損モデルと

似た応答を示すことも確認した。	

	

血行力学的負荷時の心臓イメージング	

機械刺激感受性チャネル欠損マウスにお

いて、細胞レベルで見られた二次的な収縮力

増加機構の欠如が、如何に臓器レベルでの機

能不全につながるのか、二光子励起顕微鏡に

よる生体分子イメージングによる解析を行

った。	

	 開発したイメージング手法では図 3A のよ

うに、白枠部分の動きを追跡し、座標変換に

により仮想的に静止させることにより、拍動

に伴う構造変化を解析することを可能にし

た。また、カルシウム蛍光タンパクを発現さ

せたマウスを用いて、拍動に伴うカルシウム

応答を可視化することに成功した（図 3B）。	

	

今後この手法を、大動脈縮窄による急性圧

負荷マウスに適用し、機械刺激感受性チャネ

ル欠損マウスと野生型対照マウスでどのよ

うに異なるか比較検討していく。	

	

ずり応力変化に伴う血管内皮障害・血栓形成

の可視・定量化	

 	 心臓イメージングによる機能不全の解析
に並行して、血管内皮障害・血栓形成の解析

を進めた。血管壁の運動（血管内皮・血管平

滑筋）と循環中の赤血球・白血球・血小板の

動きをそれぞれ特異的に標識し、三次元高速

高解像度で可視化・解析することを可能にし

た（図4A）。また、生体内の血流を局所的に

二光子レーザーにより変化させ、血管内壁に

ずり応力を負荷する手法を開発した（図4B）。

これにより、生体でずり応力の高い箇所、乱

流箇所を局所的に作り、その付近における、

血球の動きと血管内皮細胞の相互作用（血管

25μm 
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図 3. 生体分子イメージングによる

拍動心の可視化. A. 拍動に伴う心筋

構造の変形（赤：心筋、緑：血液）、

白枠部を追跡し仮想的に止めること

で拍動に伴う画像のぶれを補正し

た．B. カルシウム可視化マウスを用

いた拍動に伴うカルシウム応答の可

視化（青：細胞核、緑：カルシウム、

赤：血管） 



内皮の損傷・白血球の吸着・血小板の凝集な

ど）を可視化することができる。イメージン

グにより得られた血球・血管内皮の相互作用

箇所を比較検討し、血管内皮障害の機序を明

らかに、動脈硬化・血栓症の発症機序解明に

繋げていく。	
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図 4 A. 生体分子イメージングによる

血球の動きの可視化解析（緑：血管碧、

赤：血流）、青枠内：血小板の動き・

速度の解析， B. 光刺激による血流の

変化・ずり応力変化 


