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研究成果の概要（和文）：横紋筋（心筋・骨格筋）において機能するバネ分子コネクチン（タイチン）はその大
きさ故にその力学的な評価法の開発や他の細胞内機能解明が困難であった。本研究では、バキュロウイルスを用
いた巨大分子（Novex-3, 650kD）の培養心筋細胞への発現に成功し、コネクチン分子の力学特性評価のための光
ピンセットによる張力測定系を確立した。また、心臓レベルの評価法としてX線位相差CTによる非固定心臓標本
の圧力と形態情報を統合した評価法についても検討し、既存の研究手法では得られない生体情報を取得出来た。
個体レベルの評価としてはモノクロタリン投与モデルを用いてコネクチン発現の病期による変化を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Assessment of mechanical property and other function of spring molecule 
connectin (also called titin) has been hampered by the largest molecular size in body. In this 
project, we succeeded in cellular expression of huge molecule (Novex-3, 650kD) on cultured 
cardiomyocytes using baculovirus expression system. We also established the molecular tension 
measurement system using optical tweezers to evaluate mechanical properties of connectin, and 
visualization of the non-fixed and diastolic-arrested hearts using X-ray phase contrast CT to 
integrate information of pressure and morphology. As for assessment at individual level, we 
evaluated time course of connectin expression of monocrotaline rat model and regional 
differentiation. The multi-scale analysis including these molecular, cellular, organ and individual 
information can accelerate the research of cardiac regulatory system with connectin.

研究分野：循環生理学

キーワード： 拡張機能　心不全　コネクチン　光ピンセット　X線位相差CT

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓は収縮と拡張を繰り返す血液ポンプであり、収縮が障害される心不全の病態解明や治療法開発は急速に進ん
できた。一方、近年になり拡張障害性心不全の重要性が認識されてきたが、その病態には不明な点も多い。心臓
の拡張機能を規定するバネ分子：コネクチンは生体内最大の分子であり、その機能評価のためには分子生物学的
手法から生体医工学的な手法まで学際的に取り組む必要がある。本研究ではコネクチンを軸とした心臓機能制御
システムの解明に取り組み、培養細胞への巨大分子発現や分子張力測定システムの構築、X線位相差CTによる非
固定組織の可視化法開発に成功し、既存の方法論では得られなかった生体情報を取得することが出来た。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 心臓は収縮と拡張を繰り返す血液ポンプであり、虚血性心疾患や心筋症に代表される収縮障
害性の心不全については病態生理が解明され様々な治療法が開発されてきた。一方、拡張障害性
の心不全については近年になり認識されてきていたが、特段の疾患が無くとも加齢に伴って心
室拡張機能が低下するなどその病態生理については不明な点も多く、治療法も限られていた。 
 心臓の拡張機能は分子・細胞・臓器レベルにわたるマルチスケールな多くの因子によって規定
されている。分子としては心筋細胞内のバネ分子コネクチン（別名：タイチン）の弾性領域が最
大の因子である。コネクチンは３万アミノ酸を超える生体内最大のタンパクであり、弾性領域の
長さの異なるアイソフォームが存在し、心臓の置かれた環境に適応して心室の伸展性を調節す
るほか、メカノセンサーとしての機能も示唆されている。しかし、分子の大きさによる技術的制
限により過去には数百アミノ酸生成による局所の機能解析が報告されているのみであった。こ
の課題に対しては 2 万塩基対以上（約 7000 アミノ酸）の導入が可能なバキュロウイルスを用い
た遺伝子導入法を用いてコネクチン分子丸ごとの力学的機能評価法の確立が解決方法の候補で
あった。また、臓器レベルの機能評価としては心室の拡張期圧-容積関係が確立されたフレーム
ワークであるが、異なる心室容積における心筋組織の微細構造など非固定組織を用いた評価法
が必要であった。これに対しては X線位相差 CT による組織構造評価が候補であった。 
 このような分子から細胞、臓器レベルでの機能評価の確立には分子生物学的な手法から生体
医工学的な方法論まで統合的に取り組む研究が必要であり、病態モデル動物などの評価による
病態解明や臨床的な拡張障害性心不全についての知見の取得や治療法開発への展開が求められ
ていた。 
 
２．研究の目的 
(1) バキュロウイルスを用いたコネクチン I 帯発現系の構築 
心筋細胞コネクチンは力学的環境に応じ、スプライシングによって様々なアイソフォームが

生成される。これまでの局所的な解析により胎児期には弾性領域が多く弾性に富むが、成長する
に従って伸縮しにくいアイソフォームとなる。本研究ではこのような成長に伴う変化や、心不全
時のコネクチン全配列を PCR で解読し、バキュロウイルスに導入して昆虫細胞で増殖させコネ
クチン I帯タンパクを得て分子・細胞レベルでの解析に資する。また、我々のこれまでの研究で
はコネクチンのアイソフォームの中には Novex-3 のように弾性タンパク質としてだけでは無く、
胎生期心筋細胞の核の柔軟性を制御することで細胞分裂を制御する分子も発見されており、巨
大分子の発現系構築は心筋細胞の再生制御研究にも貢献することが出来る。 
 
(2) 光ピンセットによるコネクチン分子力学特性評価法の確立 
 コネクチン分子の中でバネ様の弾性特性が高く、構造変化が最も大きな PEVK 領域（プロリ
ン、グルタミン酸、バリン、リシンが 70%を占める）が有り、様々なコネクチンアイソフォーム
においてスプライシングにより長短を調節して環境に適応した機能を発揮していると考えられ
ている。その他にも心筋細胞には胎児期に多く発現し出生後発現が減少する N2BA 領域やそれ
と入れ替わりに発現が増加する N2B 領域が有り、これらの領域は分子の弾性特性を規定する重
要な要因であるが高血圧などの負荷が掛かった場合には成体でも N2B 領域が減少して N2BA
領域が増加することが知られている。そのため、それぞれのアイソフォームの力学特性評価を評
価することにより、過剰な力学的負荷が掛かった際の分子的応答を解明するために光ピンセッ
トを用いた力学特性評価法を確立する。 
 
(3) X線位相差 CT による心室微細構造可視化と拡張機能評価 
 コネクチンは分子レベルで心室の拡張機能を規定するが、心室壁の厚さや内腔の大きさなど
マクロレベルでの形態や肉柱などの微細構造によっても制御されている。心室の拡張機能は収
縮の停止した状態での圧-容積の関係で表現されるが、異なる心室容積における同一心臓での心
室微細構造を評価する必要があるため、非固定標本を十分な空間分解能を持つ手法で繰り返し
撮影が可能な X線位相差 CT による心室微細構造可視化と拡張機能評価を確立する。 
 
(4) モノクロタリン投与による右心不全モデルにおけるマルチスケール評価 
心臓に力学的な負荷が掛かると心筋細胞は肥大して適応するが、このプロセスにおいて通常

は胎児の頃にのみ発現するタンパク質の発現が見られることが知られている。また、このような
適応は、負荷が長期にわたると破綻を来たし心不全へと移行する。コネクチンに関しては、胎児
期に弾性領域が長く伸びやすい N2BA アイソフォームが発現し、出生後は弾性領域が短く伸び
にくい N2B アイソフォームに入れ替わるが、心肥大による適応から心不全への移行に際してど
のように変化するかを明らかにする為に、モノクロタリン投与による肺高血圧ラットモデルを
用いて検討する。 



 

 

３．研究の方法 
(1) バキュロウイルスベクターにコネク
チンアイソフォームの一つである Novex-
3（650 kD）と発現を確認するための GFP
を組み込み、心筋細胞に発現させる。
Novex-3 分子は 650kD と分子サイズが巨
大なため、右図のようにまずは４分割し
たコンストラクトを作成した。それぞれ
を心筋細胞で発現することを確認し、
Novex-3分子全体をクローニングして心 
筋細胞に発現を試みた。それぞれの部分の心筋細胞における単独および組み合わせによる細胞
内局在を観察した。 
 
(2) 光ピンセットによるタンパク質測定実験系を構築した。まず、5'末端を Digoxigenin、3'末
端を Biotinで修飾した 5000bpの DNA(Dig-DNA5000-Bio)を PCRにて増幅し、精製した。それを
抗 Digoxigenin 抗体でコートされたビーズに結合させた。そしてコントロール実験として、作製
した DNA ビーズ 2 個の DNA を Streptavidin で繋ぎ(Beads-Dig 抗体-Dig-DNA5000-Bio-
Streptavidin-Bio-DNA5000-Dig-Dig 抗体-ビーズ)、光ピンセットで引っ張り、張力を計測した。
さらにコネクチン Ig ドメインなどの強固な folding 構造を持つ分子の測定に耐えうる光ピンセ
ット分子計測系を確立するために、スペーサー用 DNA(5000bp, 1.7um)の 3'末端に付加した NH2
基と、SPY-catcher003に付加したシステインの SH基の間を化学架橋剤 SM(PEG)2の NHS基とマ
レイミド基を介して共有結合で連結した。さらに、SPY-tag003 を両端に融合したコネクチンの
Ig domain2 個分を加え、SPY-tag/catcher システムによる共有結合を形成させた。これにより、 
DNA-SPYtag/catcher-測定分子-SPYtag/catcher-DNA が全て共有結合で強力に連結された。作製
した測定用サンプルは、DNAの 5’端の共有結合による Biotin 修飾を介して、ストレプトアビジ 
ンを表面にコートしたビー
ズ と 結 合 さ せ 、 JPK 
NanoTracker2 光ピンセッ
トシステムにて Ig ドメイ
ンの Unfoldingとその際に
発生する張力を計測した。
（右図） 
 
(3) 大型放射光施設 SPring-8 にて位相差 CT による心臓標本の撮影と解析を行った。ラット摘
出心臓に心筋細胞を弛緩させた状態で停止させる 2, 3-butanedione monoxime (BDM, 50 mM)に
て灌流して弛緩状態で心停止させ、大動脈に 2%濃度のエコーゲル注入用のチューブを挿入し結
紮する。左心房も結紮し、左心室からエコーゲルが漏れないようにして心室圧を調節する。生理
的な拡張期心室圧（5mmHg）で安定したら温めたアガロースゲルを充填した撮影用容器に入れ、
心臓ごと冷却してアガロースゲルを固め、この検体を位相差 CTにて撮影した。撮影後固まった
アガロースゲルを除去し、心室圧が 20 mmHgになるようエコーゲルを左心室内に充填し、同様な
手順で撮影を行うことで同一の非固定標本を用いた生理的環境下での異なる負荷条件における
心室微細構造の可視化に取り組んだ。計測系は、X線タルボ干渉計(透過型回折格子ピッチ 4.8μ
m)を用いた位相差 CT 装置で X線エネルギーは 25keV、X線検出器は BM4（f=105 mm）と科学計測
用 sCMOSカメラ ORCA Flash4.0（f=105mm）の組み合わせを用いピクセル分解能は 6.5ミクロン
程度となる。 
 
(4)生後 4 週の SD ラットにモノクロタリンを皮下投与し、肺高血圧症右心不全を発症させて経
時的に心機能(心エコー・心電図)、心室拡張能(心室圧容積計測)、心筋病態(マッソントリクロ
ーム組織染色)、心筋細胞微細構造(電子顕微鏡観察)、コネクチン分子量(SDSアガロースゲル電
気泳動)を解析することで病期によるコネクチン発現の変遷を調べた。さらに、それらの心臓を
右心房・右心室・左心房・左心室に分割し、各遺伝子の発現量を RNA-Seqによって定量し、比較
を行うことで発現変動遺伝子を網羅的に同定した。さらに、パスウェイ解析により、有意に変動
したシグナル伝達経路を調べ、心不全進行過程でコネクチンを変化させたシグナル伝達経路に
ついて検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)-1  Novex-3の分割分子と完全な分子をマウス胎児培養心筋細胞
に発現させることに成功し、それぞれの発現と心筋細胞内における
局在との関連を明らかにした。更に、Novex-3分子には、核移行シグ
ナル（NLS, nuclear localization signal、前述の Novex-3 構造図の
N 末付近）が存在することが知られており、N 末端のエクソン 1-6の
みの Novex-3(Nterm)を発現されたところ、右図のように全ての心筋 
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細胞で核に局在した（赤は心筋細胞である
ことを示すα-アクチニン、緑が Novex-
3(Nterm)）。N 末端を含み NLSを有する分割
分子のNovex-3(1)についても同様に核に局
在していることが確認された。NLS を含ま
ない他の３分割分子についても局在を調べ
たが、Novex-3(2)、Novex-3(3)、Novex-3(4)
とも細胞質に存在し、核への局在は認めら
れなかった。４分割分子の発現に成功し、
更に大きな分子発現 Novex-3(1+2）、Novex-
3(3+4)に挑戦し、その局在を調べた。NLSを
有するNovex-3(1+2)は右下図に示すように 
細胞によって核に局在するもの、細
胞質に局在するもの、核・細胞質共に
あるものを認めた。NLS を持たない
Novex-3(3+4)はすべての細胞で細胞
質のみに存在した。 
 最後に全分子 Novex-3(1+2+3+4)を
発現させることに成功した。この大
きさの分子をクローニングし、心筋
細胞に発現させることが出来たのは
世界で初めてであると考えている。
Novex-3 はマウス胎児心筋細胞で核
および細胞質に発現しているが、出 
生に伴い肺呼吸が始まることにより、酸素能動が上昇すると核への発現が抑制される。胎児循環
は酸素濃度が最も高い臍帯静脈でも 35mmHg程度と成人に比べ極めて低酸素の環境にあり、この
低酸素環境により Novex-3の発現が維持されている。また、Novex-3をノックダウンすると胎児
培養心筋細胞の分裂は抑制され、過剰に発現させると分裂は促進された。そのメカニズムとして
は、Novex-3は核ラミンのリン酸化による高次構造の分解により核に柔軟性を与えることで心筋
分裂を促進している可能性が原子間力顕微鏡を用いた核の剛性評価により示唆された。従って、
巨大分子コネクチンのアイソフォームである Novex-3 はサルコメアでの弾性制御だけでなく、
胎児期には心筋細胞の核に局在することで活発な心筋分裂に貢献していることが明らかになっ
た（Hashimoto K. et. al., 2018）。心筋細胞でバネ分子として弾性機能を発揮している N2BAや N2B、
骨格筋細胞で同様に機能している N2A アイソフォームも Novex-3 と同様に NLS を有するが、核
に局在せず、何故 NLSが保存されているのかは不明である。現在、心筋細胞の弾性を規定するコ
ネクチンアイソフォーム N2Bの I 帯領域のクローニングに取り組んでいる。 
 
(2) 光ピンセットによるコネクチン分子 I 帯領域の弾性評価のために計測系の確立に取り組ん
だ。計測には直径 2.81µm と 4.7µm のビーズを用いて（下図右上）間に結合された検体（下図
右下）を引張するためにビーズ濃度など計測条件の最適化に取り組んだ。また、前述のようにコ
ネクチン分子の力学特性を評価するためには PEVK領域や N2B領域のような柔らかいバネのよう
な部分と、免疫グロブリン（Ig）様領域の様な強固な折り畳み構造の部分があり、当初予定し 
ていた手法に加え、 DNA-
SPYtag/catcher-測定分子-
SPYtag/catcher-DNA が共有
結合連結された検体を作成
した。右図の様に最初にスペ
ー サ ー DNA が Worm-like 
chain モデルに適合するよう
に伸展するのが計測され、そ
の後、右図の様な 2 つの Ig 
領域を結合させた検体の折
れたたみが解ける様子の張
力変化が計測された。 
 
(3) 心室の拡張機能は心室容積を変化させた時の圧変動を表す心室圧-容積関係で表される。こ
の指標は分子レベルでは弾性分子であるコネクチンの力学的特性や心筋組織の線維化などによ
り規定されるが、心室の形状も重要な因子である。同じ筋肉量の心室でも、壁を薄く内腔を大き
くすれば拡張性は高くなり、壁を厚く内腔を狭くすれば拡張性は低下する。心内膜側は複雑な肉
柱構造を有し、その形状も拡張能を制御する。また、組織を固定すれば力学的性質も変性するた
め、放射光施設 SPring-8 の X 線位相差 CT を用いて非固定組織を用いて異なる心室容積での評
価を行った。この実験系では心室内圧を計測した上で、炭素・水素・窒素・酸素など軽元素から

 

 

  



 

 

なる軟組織心室の形態・微細構造を可視化すると共に、組織の密度を位置情報と共に取得するこ
とが出来る。下に心室内圧 5mmHgのラット左心室長軸方向の断面図を示す。解析ソフト Drisiti を
用いて任意の断面にて観察することが出来、下図は左心室の２つの乳頭筋、腱索と僧帽弁、心室
内の肉柱構造を認める。この圧条件では心尖部付近の肉柱構造はたるみを持っているが、20mmHg
での撮影では肉柱が引張されている様子が観察された。非固定心臓標本を用いて心室内圧と微
小組織構造の情報を取得出来たのは世界で初めてであり、今後は Novex-3 の様に心筋細胞の分
裂に関与する分子の遺伝子改変マウスなどの心室形態評価としての応用も期待出来る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) SDラットモノクロタリン投与による
右心室肥大モデルでは、肺動脈圧上昇が
軽度の初期（6w）より胎児型のコネクチ
ンアイソフォーム N2BA の発現が増加し
ていることが明らかになった（右図上）。
これは右心室に力学的負荷が掛かった際
に、心室重量を増加させると共に拡張機
能を向上させて適応していることを意味
しており、8w 以降の右心不全が重篤とな
ってからも同様であった。右心室に血液
を充填する右心房も力学的負荷によりコ
ネクチンアイソフォーム N2BA の増加が
認められた。また、遺伝子発現解析では、
右心房・右心室とも骨格筋型アクチン の
発現が大幅に増加しており、心不全の進
行に伴ってミオシン重鎖 MYH6 が減少
して MYH7 が増加していた。右心室は左
心室に比較して壁厚が薄く、力学的負荷 
に対して脆弱であり、冠循環も障害されやすい。発現が３倍以上変動した遺伝子 635 個に
絞ったパスウェイ解析では、HIF-1 signaling pathway の強い関与が示唆された。 
 

 

まとめ 

 コネクチンは横紋筋（心筋・骨格筋）において機能するバネ分子として認識されてきたが、生

体内最大の大きさを持つが故にその力学的な評価法の開発や他の細胞内機能解明は遅れていた。

本研究では、分子生物学的研究手法につなげるためにバキュロウイルスを用いた巨大分子

（Novex-3, 650kD）の培養心筋細胞への発現に成功し、コネクチン分子の力学特性評価のための

光ピンセットによる張力測定系を確立した。また、心臓レベルの評価法として X線位相差 CTに

よる非固定心臓標本の圧力と形態情報を統合した評価法についても検討し、既存の研究手法で

は得られない生体情報を取得出来た。個体レベルの評価としてはモノクロタリン投与モデルを

用いてコネクチン発現の病期による変化過程や心房における発現変化、を明らかにした。これら

細胞から組織、臓器・個体レベルのマルチスケール解析を進めることでコネクチン分子を軸とし

た心機能制御研究に更に貢献できると考える。 
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