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研究成果の概要（和文）：近年のイメージング技術を駆使し、蛍光色素などを用いて蛍光タンパク質を発現させ
ることにより、心臓の心筋線維の最小ユニットである心筋サルコメアの収縮動態のイメージング（Z線イメージ
ング）を高い時間・空間分解能でライブイメージングできる技術を開発し、生体内の心筋収縮・弛緩をナノレベ
ルで可視化し、心筋の収縮・弛緩の分子メカニズムの解明をねらう。
in-vitroからin-vivoイメージングへ研究を進めていく上で、非常に重要なex-vivoイメージング装置を用いて、
心筋サルコメアとCa2+動態を組み合わせ、擬似生体内での心筋サルコメアの収縮・弛緩動態の解析を行う。

研究成果の概要（英文）：Numerous studies have been conducted in isolated tissues and cells to 
elucidate the molecular mechanisms of myocardial contraction.  However, our knowledge is still 
limited on the dynamics of myocardial sarcomere contraction in the heart of living animals.  In the 
present study, we developed a novel system enabling us to conduct the imaging of a single sarcomere 
in the rat isolated perfused heart.   We expressed GFP at Z-disks (α-actinin-GFP) in the heart by 
using the adenovirus vector system, and conducted imaging of the movement of a single sarcomere.  In
 order to estimate the magnitude of regional myocardial movement, we imaged voltage-sensitive dye on
 the beating isolated heart.  We successfully observed striations along cardiomyocytes in the 
isolated perfused heart.  Moreover, we generated the ex-vivo imaging system with two different 
images of an object through a single video camera.

研究分野：循環生理

キーワード： 循環生理

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生命科学・医学研究において生体内の様々な制御メカニズムを解明するためには、in vitro のみならずin vivo
での分子メカニズムの解明が待たれるが、心筋研究においては、心臓自体が常に拍動し続けている臓器であるた
め、その技術的な難しさからin vivo研究はほとんど行われていない。in-vitroからin-vivoイメージングへ研究
を進めていく上で、非常に重要なex-vivoイメージング装置を開発し、本研究をより実質的かつ装置系に段階性
を持たせて進められ、ex-vivoイメージング装置を実際に使用し、擬似生体内での心筋サルコメアの収縮・弛緩
動態を解明できる装置系と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近代的なイメージング技術、特に GFP やルシフェラーゼを発現させた細胞を個体内 で観察す
る方法はこの 10 年で急速に発展している。循環器研究分野では、2006 年に米国の Tallini らが
マウス個体内の心臓において Ca2+濃度を測定することに成功している①。しかしながら、これ
らの研究は細胞全体を観察するものであり、細胞内の分子の動きに着目した研究はなされてい
ない。本研究では、1 分子計測技術を活かして、ラットやマウス個体内の心筋細胞のサルコメア
（すなわち、分子集合体）の動きを、高い時間・空間分解能で計測する。In vivo イメージング
すなわち生きた個体では、コントロール困難なパラメータ・因子（血中 Ca2+濃度、ペーシング
による心拍数変調、呼吸、血液 etc...）があるほか、蛍光物質などは生体内に投与しては悪影響
を来しうるため、これらの系を用いた研究は困難を極める。この点に関し、擬似生体内条件では
あるが、ex vivo イメージング装置を用いて研究することで、先述のあらゆる実験系を用いた新
たな収縮・弛緩のメカニズム解析が可能になると考えられる。ex vivo および in vivo イメージ
ング装置を用いて、生体内の心臓収縮期・拡張期における心筋サルコメア動態の解明、収縮・弛
緩以外に加えた詳細なサルコメア動態の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
心臓の心筋線維の最小ユニットであるサルコメアの収縮動態を in vivo および ex vivo でライブ
イメージングできる技術を開発することで、生体内の心筋収縮・弛緩をナノレベルで可視化し、
心筋の収縮・弛緩の分子メカニズムの解明をねらう。 
生命科学・医学研究において生体内の様々な制御メカニズムを解明するためには、in vitro のみ
ならず in vivo での分子メカニズムの解明が待たれるが、心筋研究においては、心臓自体が常に
拍動し続けている臓器であるため、その技術的な難しさから in vivo 研究はほとんど行われてい
ない。しかし、近年イメージング技術が急速に発展しており、当研究室でもナノレベルでの分子
メカニズム解明が可能となりつつある。明るい蛍光（ローダミンの約 1,000 倍）を長時間（最大
約 1 時間）発する量子ドット（Qdot）を用いて、心筋サルコメアの Z 線の成分であるαアクチ
ニンの抗体と Qdot の複合体をトランスフェクション試薬と混合し、これを単離したラットの心
室筋細胞に導入した。その結果、サルコメアのイメージング（Z 線イメージング）を高時間（～
2 ms）・空間（～5 nm）分解能で行うことに成功している。 
In vitro から in vivo イメージングへ研究を
進めていく上で、より実質的かつ装置系段階
性を持たせて様々な検討を行うため、非常に
重要な ex vivo イメージング装置を行ってい
る。ラット摘出心を用いてランゲンドルフ灌
流下に顕微鏡観察ができる ex vivo イメージ
ング装置を構築した（図 1）。心臓へ灌流しな
がら、顕微鏡観察できるため、灌流条件を変
化させた際の心臓細部の変化を、可視化およ
び評価することができ、様々な検討を行うこ
とが可能となった。 
これらの装置系を駆使し、心筋収縮・弛緩のメカニズムを細胞内のナノレベルの動きから、心拍
に合わせた拍動に至るレベルまで、詳細にわたり解析を行う。 

本研究では、疑似生体内でのナノレベルのイメージング情報に現行の生体内の循環パラメー
タを組み合わせ、より詳細な心臓の収縮・弛緩動態の分子メカニズムや病態メカニズムを探る。
以下の事象を明らかにする。 
Ⅰ 心臓収縮期・拡張期におけるリアルタイムサルコメア動態の解明 
 １心拍の間、心臓がナノレベルでどのように収縮・弛緩しているのか、心臓の収縮期・拡張期
に心筋細胞はナノレベルでどのような挙動をとっているか、現行の装置系においては空間分解
能が低く、未だ詳細不明である。本研究では、ex vivo イメージング装置を用いて、心筋細胞は
どのように収縮・弛緩しているのかサルコメアイメージングと心電図情報などを融合して行う
ことにより、ナノレベルの収縮・弛緩動態を可視化する。 
Ⅱ 細胞内 Ca2+ 濃度変化と心筋細胞動態の関連性の可視化 
 これまでの数々の研究により、心筋細胞内での Ca2+濃度変化（Ca2+ スパーク、Ca2+ウェー
ブ、Ca2+トランジェントなど）が指摘され、不整脈発生との関連について指摘されているが、
明確な発生動態などは未だ可視化および解明されていない。Ex vivoイメージング装置を用いて、
心臓・心筋細胞自体を蛍光指示薬など様々な条件に設定することができ、さらに血行動態すなわ
ち灌流条件についても多様に変化させ、これらの解明を行う。 
 
３．研究の方法 
Ex vivo 心筋ナノイメージング技術の改良：これまでに得られたナノイメージング技術を小動物
（ラット）摘出心臓に応用する。心筋の収縮弛緩の分子メカニズムを明らかにするためには、特
定の分子の動きを動物個体内で観察する必要がある。この考えに基づき、以下に挙げる解析を行
う。 
 研究協力者である福田の研究室では、心筋サルコメア、主に心筋線維の Z 線のイメージングを

  

 
＜図 1  Ex vivo イメージング装置概要＞ 

左：灌流装置のポンプ部分。ラット心臓に灌流しながら、
蛍光顕微鏡で観察できる。右：顕微鏡上で実際に、灌流
しながら観察しているラット心臓。拍動を維持している。 
 



行うため蛍光タンパク質の生体内発現を検討しており、現在心筋の Z 線成分であるαアクチニ
ンと蛍光タンパク質（EGFP）を融合させた遺伝子組換えウィルスベクターを作製している他、拍
動下の局所心筋のナノレベルの動態を高空間分解能でとらえるため、高速位置フィードバック
（ピエゾモーター）を用いてリアルタイムイメージング可能となる実験設備を整えている。心筋
サルコメアに蛍光タンパク質を発現させることにより、より鮮明に心筋サルコメアは蛍光顕微
鏡で描出できると考えている。これまでにラット心臓にαアクチニン－EGFP の発現が可能であ
ることが確認できており、今後 ex vivo イメージングへ応用していく。また、膜電位感受性色素
は、細胞膜の電位変化に応じて吸光および蛍光の変化を来す色素であり、近年様々な領域の研究
で用いられている。心筋細胞では、細胞膜すなわち T 管に集積し、その T 管は心筋サルコメアの
Z 線に非常に近く存在しているため、サルコメア構造の解析にも広く用いられている②。申請者
は、ex vivo イメージング装置を用いて、膜電位感受性色素により、サルコメア構造のイメージ
ングを行い、心筋細胞の収縮様式の詳細、また、Ca2+濃度変化のない状態での心筋細胞の動態に
ついての検討を行っている。ラット摘出心イメージングシステムを確立させたのち、拍動下に膜
電位感受性色素である di-4-ANEPPS を使用し、心筋サルコメア（T 管）イメージングは可能であ
り、ex vivo イメージング装置を用いて、さらに心筋収縮・弛緩動態について検討していく。 
Ex vivo イメージングシステムを用いた心拍制御下での心筋収縮弛緩動態の解析： Ca2+濃度変
化に依存しない心筋細胞動態で、すなわち、拍動が存在しない条件（心静止）あるいは心拍をコ
ントロールした状態で、サルコメア長変化が生じるか否か、そして、どのように心拍は再開する
のか、心筋収縮動態を検討するため ex vivo イメージング装置により、薬剤投与を行い心拍制御
下に検討する。心拍を制御する薬剤の例として、まず、臨床的に一時的に心拍を抑え、心静止と
し、不整脈診断にも用いられる ATP（アデノシン三リン酸）を使用する。ATP は脱リン酸化され
アデノシンとして作用し、心臓の房室伝導を抑制し、心拍を停止することが可能である。また半
減期が非常に短く（約 10 秒）、速やかに失活されるため、可逆的な心静止の状態を得ることがで
きる。ラット摘出心による ex vivo イメージングシステムを構築し、既に拍動下に ATP を灌流
させた予備試験を行っている。心静止より拍動再開するまでの間に、心拍よりも早くサルコメア
の動きが観察されており、刺激伝導系とは別のメカニズムによる心筋細胞の動きと考えられる。 
この現象が Ca2+ウェーブなどの細胞内 Ca2+動態によるものなのか、細胞レベルで確認されてい
る現象である心筋サルコメアの自励振動（SPOC）であるかどうか、カルシウム感受性色素（Fluo 
4AM）などを用いてさらに検討を行い、詳細な心筋の収縮・弛緩のメカニズムの解明に迫る。ま
た、βアドレナリン受容体遮断薬を用いて心拍を制御することにより、同様の検証を行う。 
 
４．研究成果 
ex vivo 心筋ナノイメージング装置の改良： 
心筋の収縮弛緩の分子メカニズムを明らかにするためには、特定の分子の動きを動物個体内で
観察する必要がある。これまでに得られたナノイメージング技術を小動物（ラット、マウス）in 
vivo に応用し、生体内での心筋収縮・弛緩のメカニズムの解析を行う前段階として、ラット摘
出心を用いてランゲンドルフ還流下に顕微鏡観察ができる ex-vivo イメージング装置を構築し
た。先述の膜電位感受性色素で心筋サルコメアの描出条件の見直しをはかったとともに、心筋サ
ルコメア、心筋の Z 線/Z 線付近に存在するタンパク質（αアクチニン）と蛍光タンパク質（EGFP）
を融合させた遺伝子組換えウィルスベクターを用いて心筋サルコメアに蛍光タンパク質を発現
させることにより、より鮮明に心筋サルコメアを蛍光顕微鏡で描出できると考えている。 
2 光路系イメージングシステムの拡充: 
これまでのイメージング装置の蛍光顕微鏡部分に、2 つの蛍光波長を切り替えて蛍光観察ができ
るイメージング装置（2 光路系）を慈恵医大細胞生理学講座福田研究室との研究協力の上、構築
を行った。この 2 光路系イメージング装置を使用することで、これまでの蛍光観察に加え、より
踏み込んだ観察が可能と考えられ、ex-vivo 還流システムと併用することで、心臓の収縮・弛緩
に関する動態に関する解析が加速すると考えられる。膜電位感受性色素によるサルコメアの動
き（T 管イメージング）と Ca2+感受性色素による Ca2+イメージングを行うことを念頭に、従来
保有のイメージングシステムだと、2 光路系観察において、2 つの光路での位置精度が不十分と
考えられ、最終年度は 2 光路系の観察を高精度で行うため、解析ソフトの精度拡充を行った。 
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