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研究成果の概要（和文）：心筋細胞の膜特殊構造であるT管膜は，細胞の効率的な収縮・弛緩に必要不可欠であ
る．T管膜構造の崩壊は，心不全発症の引き金になることから，本研究では，マウスの心不全の進行過程を経時
的・多面的に解析することで，T管膜構造の支持機構と崩壊機序の解明を目指した．結果として，T管膜と筋小胞
体を物理的に結ぶJunctophilin-2の局在異常がT管膜の崩壊を引き起こすことを明らかにした．Junctophilin-2
の局在異常を引き起こす因子を制御することで，T管膜構造を維持出来る可能性を提示した．

研究成果の概要（英文）：The T-tubule membrane, a specialized membrane structure of cardiomyocytes, 
is critical for efficient contraction and relaxation of the cardiomyocytes. Since disruption of the 
T-tubule membrane structure triggers the onset of heart failure, this study aimed to elucidate the 
mechanisms underlying the support and disruption of the T-tubule membrane structure by analyzing the
 progression of heart failure in mice. We found that the abnormal localization of Junctophilin-2, a 
protein that bridges T-tubules and SR membranes, causes the disruption of the T-tubule membrane. We 
proposed the possibility that the T-tubule membrane structure can be maintained by controlling the 
factors that cause Junctophilin-2 mislocalization.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化に伴い，心不全患者数が増加しており，その対策は喫緊の課題です．心筋細胞の特殊膜構造であるT管膜
の崩壊は，心不全発症の引き金になることが知られていますが，その崩壊のメカニズムは不明でした．本研究で
は，マウスの心不全進行過程を詳細に解析することで，T管膜の崩壊するメカニズムの一端を解明しました．こ
の成果は，T管膜の崩壊に起因する心不全の早期診断やT管膜構造の維持による新たな心不全治療の開発に貢献す
ると考えられます．

※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 

哺乳類の心室心筋細胞には，T 管膜と呼ばれる形質膜が
陥入した管構造が存在し，T 管膜には，多数の Ca2+ハンド
リング分子が集積している．T 管膜は，収縮ユニットであ
るサルコメアの間隔に沿うように，細胞内 Ca2+ストアであ
る筋小胞体と共に規則正しく配置されている（図 1）．T 管
膜と細胞内部の筋小胞体が近接することによって，膜電位
の変化が筋小胞体からの Ca2+放出へと効率的に変換され，
細胞内に一様な Ca2+濃度上昇を実現する．この均一な Ca2+

上昇により，サルコメアの収縮が同調して起こることで，
細胞全体として高い収縮能を保持することができる．正常
心筋細胞の T 管膜は，細胞の端から端まで美しく並び，こ
の特徴は収縮能と高い相関がある．多くの不全心筋細胞では，T 管膜が崩壊している様子が報告
されており，これが収縮能低下の要因になると考えられている（Song et al., PNAS, 2006 等）．不
全心筋細胞では，あらゆる構造が崩壊しているが，近年，細胞のサルコメアの異常に先行して T

管膜が崩壊し，心不全の引き金になることが明らかになった（Wei et al., Circulation Research, 2010）．
しかしながら，T 管膜の崩壊機序はほとんどわかっていないことから，心不全の発症や重篤化の
決定的な治療法は，未だに見つかっていない． 

T 管膜は，形質膜が収縮方向に対して直角に陥入した管構造である(Guo et al, Cardiovascular 

Research, 2013)．心筋細胞は，能動的に収縮・弛緩を繰り返すと同時に，常に血圧などの血行力
学負荷に曝されている．心臓への過大な力学負荷によって T 管膜構造は崩壊することが報告さ
れているが（Frisk et al, Cardiovascular Research, 2016），そもそも，常に細胞の収縮・弛緩による
繰返負荷や血圧などの血行力学負荷に曝されながら，一見壊れやすそうな T 管膜がどのように
構造を保持しているのか，その構造基盤や支持機構はほとんどわかっていない．興奮収縮連関の
始まる場として，T 管膜の機能の重要性は認識されていたものの，それを支える構造については，
研究がほとんど行われていない． 

 

 

２．研究の目的 

本研究では，マウスの心不全の進行過程を経時的・多面的に解析することで，T 管膜構造の支
持機構と崩壊機序を解明し，T 管膜構造の維持をターゲットとした心不全の新規治療戦略の創出
を目的とする． 

 

 

３．研究の方法 

(1) 大動脈縮窄（TAC）による心不全誘導 

マウス胸部大動脈を細径針と共にナイロン糸で結紮後，針を引き抜くことで狭窄を生じさせ，
左心室に過大な圧力負荷を作用させることで，心不全を誘導した．野生型のマウスに TAC 手術
を施すと，TAC後 16週には心臓の肥大や心室の拡張，細胞断面積の増加を伴う心機能の著しい
低下が生じ，重篤な心不全を発症する． 

 

(2) 遺伝子改変マウス 

本研究では，Doxycycline 存在下でのみ，心筋細胞特異的に Na+/Ca2+交換体（NCX1）を強制発
現可能な遺伝子改変マウスと Tamoxifen 投与により心筋細胞特異的に Fukutin を欠損することが
可能な遺伝子改変マウスを主として用いた． 

 

(3) T 管膜支持機構関連因子の探索 

心不全を発症する複数の遺伝子組換えマウスの心臓を用いて，マイクロアレイ解析，RNA-Seq，
リアルタイム PCR，ウエスタンブロットを行い，T 管膜の崩壊前後で発現量の大きく変動するタ
ンパク質を T 管膜支持機構関連因子として探索した． 

 

(4) 心筋細胞の単離 

心筋細胞の単離は，Shioya の方法（Shioya, The Journal of Physiological Sciences, 2007）を参考
にした．マウスより摘出した心臓の大動脈に逆行性にカニュレーションを行い，血液を洗い流し
た後にコラゲナーゼ，トリプシン，プロテアーゼを含む酵素液を灌流することで，細胞を単離し
た．細胞は 37ºC，5%CO2環境下でインキュベートし，単離後 8時間以内に実験に使用した． 

 

 
図 1 : 単離したラット心室心筋
細胞（単体）． 

(A) : 透過像．(B) : 膜染色画像． 
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(5) Ca2+イメージング 

心筋細胞内の Ca2+濃度変化の計測には，レシオメトリック型 Ca2+蛍光指示薬である Indo-1 AM

または Fura-2 AM を用いた． 

 

(6) T 管膜構造および T 管膜関連タンパク質の局在解析 

T 管膜を可視化するために，Di-8-ANEPPS または FM4-64 を用いて，単離した心筋細胞の細胞
膜を染色した．T 管膜関連タンパク質の可視化するために，心臓組織の凍結薄切り切片を各種抗
体で蛍光免疫染色した．共焦点レーザ顕微鏡を用いて蛍光画像を取得し，二値化処理した画像を
周波数解析することで，T管膜構造およびタンパク質の局在の周期性を評価した． 

 

(7) 脂質膜の流動性の評価 

脂質の流動性を評価するために，膜環境感受性色素 Laurdan の GP（Generalized Polarization）
を用いた（Parasassi et al., Biophysical Journal, 1990）．GP は，-1から 1の範囲をとり，値が低いほ
ど流動性が高いことを意味する．Laurdan と FM 4-64を同時に染色した単離心筋細胞を共焦点レ
ーザ顕微鏡で観察し，T 管膜の GP を算出した． 

 

 
４．研究成果 

心不全を発症する複数の遺伝子組換えマウスの遺伝子発現を
解析し，T 管膜の維持および崩壊に関わる可能性のある候補を得
た．その中でも，筋小胞体と T 管膜を物理的に結合するタンパ
ク質である Junctophilin-2（JP2, Takeshima et al., Molecular Cell, 

2000）に特に注目して解析を進めた． 

遺伝子改変マウスに Tamoxifen を投与し，Fukutin を欠損させ
たところ，投与後 4 日には T 管膜が崩壊し（図 2），重篤な心不
全を発症した．このとき，JP2の局在に異常が生じていた（図 3）．
Fukutin遺伝子は，福山型筋ジストロフィーの原因遺伝子であり，
ゴルジ体に存在する（Kobayashi et al., Nature, 1998）．Fukutinを
欠損すると，ゴルジ体の断片化と局在の異常が生じ，ゴルジ体か
ら伸びる微小管が凝集することを発見した（Ujihara et al., Nature 

Communications, 2019）．微小管の凝集は，T 管膜以外の膜への JP2

の輸送を誘発することが報告されており（Zhang et al., Circulation, 

2014），Fukutin欠損により微小管が凝集した結果，JP2 に局在異
常が生じたと考えられる．微小管の凝集を抑制することで，JP2

の局在異常を阻止し，T 管膜を維持することが出来る可能性が示
唆された． 

TAC 手術よって，左心室に過大な圧力負荷を作用させること
で心不全を誘導したところ，NCX1 の Ca2+排出機能は一旦上昇す
るものの，その後 T 管膜構造の崩壊や JP2 の局在異常に先行し
て低下することがわかった．遺伝子改変マウスを用いて，NCX1

の機能低下を回避するように NCX1 を強制発現したところ，過
大な圧力負荷の作用下においても，JP2 の局在に異常は見られ
ず，T 管膜構造は維持されていた．このとき，細胞内の Ca2+ハン
ドリング能力や収縮能力の低下も見られなかった．JP2 の断片化
には，Ca2+濃度上昇によって活性化される Calpain が関与してい
ることが報告されている（Wu et al., Journal of the American Heart Association, 2014）．NCX1 の Ca2+

排出能力の低下によって T 管膜近傍の Ca2+濃度が上昇した結果，Calpain が活性化されて JP2 が
断片化されることで，T 管膜構造の崩壊が生じるのかもしれない．以上のことから，NCX1は JP2

を介した T 管膜構造維持のキー分子であり，心不全治療の効果的なターゲットになり得ること
が示唆された． 

心筋細胞の T 管膜構造を支える膜タンパク質に加え，T 管膜を構成する膜脂質にも注目した．
共焦点レーザ顕微鏡と Laurdan を用いて，心筋細胞と比較対象として平滑筋細胞の GPを定量化
し，膜脂質の流動性を比較した．その結果，心筋細胞の膜脂質の GP は，平滑筋細胞よりも顕著
に低かった．GP は，低いほど流動性が高いことから，心筋細胞の方が平滑筋細胞よりも膜脂質
の流動性が高いことが示唆された．心筋細胞は，拍動ごとに収縮と伸展負荷に曝されており，T

管膜構造にも繰り返し力学負荷が作用する．T 管膜構造を維持するためには，膜構造の頑強さだ
けではなく，局所的なダメージの蓄積を防ぐために適度な流動性が必要であると考えられる． 

当初予期していなかった研究成果として，本研究で構築した力学試験装置を応用することで，
心筋細胞の核の引張特性（Hashimoto et al., Scientific Reports, 2018）とがん細胞の圧縮特性（Ujihara 

et al., Cellular and Molecular Bioengineering, 2021）の評価に成功した． 

 
図 2 : Fukutin欠損マウスで
は T 管膜が崩壊する． 

(A) : Fukutin 正常マウス 
(B) : Fukutin 欠損マウスか
ら単離した心筋細胞の膜
染色画像．(C) : (A)の拡大
図．(D) : (B)の拡大図． 
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図 3 : Fukutin欠損マウスで
は JP2 の局在に異常が生
じる． 

(A) : Fukutin 正常マウス 
(B) : Fukutin 欠損マウスの
心臓の JP2（赤）DAPI（青）
染色画像． 

50 μm
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