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研究成果の概要（和文）：我々が独自に開発した高空間・時間分解能を持つin vivo共焦点顕微鏡システムを使
用して、心筋細胞内の収縮装置の分子情報を抽出することにより、心臓拍動の階層原理の一端を解明した。生き
たマウスの心筋細胞内の構造をナノメーター精度で測定することにより、筋原繊維に含まれる個々のサルコメア
長にはばらつきがあり、筋原繊維の収縮に同調しているサルコメアと同調していないサルコメアが混在してい
て、同調しているサルコメアの割合が高いほど左心室圧も高くなることを示した。本研究では、ナノ計測を利用
することにより、サルコメアの同調性が心筋の収縮力を調節しているということを世界で初めて発見し、その成
果の論文を出版した。

研究成果の概要（英文）：Using our proprietary in vivo confocal microscopy system with high spatial 
and temporal resolution, we have succeeded in elucidating one aspect of the hierarchical principle 
of cardiac beating by extracting molecular information on the contractile apparatus in 
cardiomyocytes, specifically the sarcomere length in beating myocytes of living mice. By measuring 
sarcomere lengths at the nanometer scale, they found that individual sarcomere lengths in myofibrils
 varied, with a mixture of sarcomeres that were tuned to myofiber contraction and sarcomeres that 
were not. By using nano-measurements, they discovered for the first time in the world that sarcomere
 entrainment regulates myocardial contractility, and published a paper on their findings 
(Kobirumaki-Shimozawa et al., 2021).

研究分野： 細胞生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、マウスin vivo心臓の各部位から心筋細胞内の分子情報（サルコメア長等）を、ナノメーター・ミ
リ秒スケールで解析してin vivoにおけるサルコメア同調性の変調をナノスケールで明らかにすることにより、
正常および抑圧状態の心臓を生理学的分子論に基づいて定量化・明確化することに成功した。この成果を心疾患
に応用し、各心疾患におけるin vivo興奮収縮連関の変化をナノスケールで定量化することができれば、心筋症
発症の分子メカニズムの解明とそれに続く心臓のマクロ機能を正常化させる治療法の開発などに貢献し、将来的
には心疾患の死亡率を劇的に低下させる「心臓ナノ医学」の創成につながると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景：心臓は周期的に激しく動くため、in vivo ではリアルタイムでの細胞内
分子情報の抽出が他の臓器に比べて困難であり、現在でもほとんどの分子研究が生体内の
環境とは異なる条件の下で行われている。しかしながら、生体（個体）では、個々の心筋細
胞が周囲と三次元的に接着しつつ立体的に配置し、さらに自律神経系やホルモン等の調節
を受けているため、培養系・単離細胞系では再現できない臓器の中での分子動態の詳細な解
析が求められていた。 

2. 研究の目的：In vivo 心臓における心筋収縮は運動細胞に特異的なタンパク質群によって担
われ、制御されている。心疾患の分子メカニズムを正確に解明するためには、分子から個体
までの階層性を通じた心臓拍動のメカニズムを、系統的に、かつ生理学的な観点から見た分
子機能の考え方に基づいて解き明かす必要がある。本研究では、研究代表者らが独自に開発
した世界最高精度の in vivo ナノイメージング顕微鏡を用い、マウス in vivo 心臓から心筋細
胞内のサルコメアや Ca2+濃度の動的情報を高精度・リアルタイムに抽出し、細胞レベルで
の興奮収縮連関と心臓のマクロ機能との関連をナノスケールで、かつ系統的に明らかにす
ることを目標とした。 

3. 研究の方法 
1) 研究代表者らが独自に開発したマウス in vivo 心臓のナノ計測システムを用いて、生き

たマウスの拍動中の左心室において、サルコメアを 20 nm・10 ms の精度で撮影し、サ
ルコメア長動態の解析を行った。具体的には、α-Actinin-AcGFP をコードするアデノウ
イルスベクターを用いて、左心室表面の心筋細胞の Z 線を AcGFP 標識し、スピンディ
スク型共焦点顕微鏡を用いて高速撮影（100 fps）を行った。動画データから Z 線の位
置を 20 nm の精度で測定し、個々のサルコメアの動きがどのように LV 筋細胞の組織
的収縮を生み出すかを in vivo マウスにおいて系統的に検討した。ΔLVP のレベルが異
なるマウスにおいて、直列に繋がった個々のサルコメア（最大 35 個）、マウス心筋の
筋原線維のほぼ全長にわたって、生理的条件での個々のサルコメア動態を解析した。 

2) 膜染色試薬（CellMask）を用い、マウス in vivo 心臓において心筋細胞の構造である T
管および介在板の動態をナノ解析した。 

3) In vivo ナノ計測システムに 2 光路系を導入し、T 管（CellMask）と Z 線（α-Actinin-
AcGFP）の同時イメージングを行った。また、サルコメア長（α-Actinin2-TagRFP）と
Ca2+動態（α-Actinin2-GCaMP）の同時撮影も試みた。 

4. 研究成果 
1) アデノウイルスベクターを用いてα-Actinin-AcGFP を発現させた C57BL/6 マウスの左

心室心筋細胞（図１A）において、サルコメアの動的挙動に着目し、個々のサルコメア
の動きがどのように左心室筋細
胞の組織的な収縮を生み出すか
を、マウス in vivo 心臓において
系統的に調査した。その結果、拍
動中の心筋細胞では、一本の筋
原線維における個々のサルコメ
ア長（SL）にはバラツキが存在
するが、平均すると左心室の圧
波形とよく同調することが確認
された（図１B）。次に、筋原線
維のダイナミクスに対する個々
のサルコメアの寄与の大きさを
定量化するため、サルコメアと筋
原線維の動きの相関を示す「寄与
係数、contribution index（CI）」を
という新しいパタメーターを導

図１：A）In vivo 心筋ナノイメージングにて撮影した拍動中
のマウス心筋細胞の蛍光顕微鏡像。黄色で囲った部分が
ROI。B）上段は ROI で示した 30 サルコメアの平均値の経時
変化。下段は同時に測定された左心室圧の経時変化。C）平
均サルコメア長と個々のサルコメア長の間の CI とサルコメ
ア同士の CI を表すヒートマップ。D）平均サルコメア長との
CI、6 周期分のヒートマップ。Kobirumaki-Shimozawa et al., 
JGP, 2021 より引用。 



入した［CI：-１（完全非同期）～ +１
（完全同期）］。筋原線維上に直列に並
んだ 30 個のサルコメアについて、平均
サルコメアに対する CI および隣接する
他のサルコメアに対する CI をヒートマ
ップで表すことによって、各単一サル
コメア間の同期の大きさを可視化し
た。その結果、CI の値はサルコメア間
でばらつきが大きく、正常収縮期の平
均 CI は約 0.3 であった（図１C）。この
ことは、筋原線維におけるサルコメア
は一様に収縮に貢献しておらず、収縮
期に収縮しない（0.2>CI>0）、または伸
展するサルコメア（CI<0）が存在するこ
とを示している。また平均サルコメア
長に対する個々のサルコメアの CI を心
周期ごとに６周期分に分けてヒートマ
ップに表したところ、収縮に貢献する
サルコメアと貢献しないサルコメアは
固定されているものではなく、心周期
毎に入れ替わっていることが明らかと
なった（図１D）。 

同一マウスの筋原線維内で連続する
30 個のサルコメアの６心周期分の間に
得られた平均値を用いて、CI、ΔSL（拡
張期 SL と収縮期 SL の差）、拡張期 SL
と収縮期 SL との関係を解析したとこ
ろ、CI とΔSL の間（R=0.66, P<0.001）
（図 2A）、および CI と拡張期 SL の間（R=0.41, P<0.05）（図 2B）に正の線形関係が認
められたが、CI と収縮期 SL との間には認めなれなかった（R=0.12, P>0.05）。このこと
から、収縮性の高いサルコメア、そして拡張期のサルコメア長が長いほど、同調性も高
い傾向にあることが分かった。 

直列に繋がって隣接するサルコメア間の動きは非同期的（CI<0）であるが、一つ離
れて隣のサルコメアおよび遠く離れたサルコメアは筋原線維に沿って同期的（CI>0）
に動くことが分かった（図 2C 左下）。隣接サルコメア間（No.0 と 1 の間）の CI は平
均サルコメアに対する CI に対して有意な線形関係を示し、筋原線維全体ではサルコメ
アの同期が保たれていることが示された（図２C 右下：R=0.50, P<0.001）。さらに LVP
の変化と CI の関係について調べたところ、LVP が高くなれば CI＞0.2 の筋原線維全体
の収縮に貢献するサルコメアの割合が増加し、LVP が低下すると低下した（図２D：
R=0.90, P<0.001）。LVP を 10 mmHg 以下に下げると、拡張期のサルコメアは伸長した。
このとき、隣接するサルコメア間の運動は著しく同期が悪く（CI, -0.3～-0.4）、その結
果、平均 CI は LVP の低下に伴い線形性に減少した（図２E：R=0.93, P<0.01）。これら
の結果から導出される知見は、その構造的必然性ゆえ、in vivo 心臓においてはサルコ
メアの長さにはバラツキが生じている、ということである。拡張期に短いサルコメア
（図３A：４番のサルコメア）は収縮期に伸展され、それによってタイチン依存性静止
張力が上昇し、次の拡張期に短縮する。この位相のズレを利用する形で、１番～３番と
５番のサルコメアの動きは同調する（図３A）。一方、低収縮状態では、最大サルコメ
ア長はより長い範囲へとシフトした。これは、血液のうっ滞による心室の拡大に伴う
ものと考えられる。マウスの心室には分子量が比較的小さな N2B タイチンが発現して
いるが、N2B タイチンに基づく静止張力はサルコメア長が 2.2μm を超えると急激に上
昇する。したがって、十分に伸長したサルコメアにわずかな伸長を加えるだけで、内向

図２：A）個々のサルコメアの平均 CI とΔSL の間
の関係（R=0.66, P<0.001）。B）個々のサルコメアの
平均 CI と拡張期 SL の間の関係（R=0.41, P<0.05）。
C）上）筋原線維上に直列に並んだサルコメア間の模
式図。左下）位置０のサルコメアと隣接サルコメア
（位置１～６）間の CI の分布。右下）隣接サルコメ
ア間のCIと平均サルコメアに対するCIとの線形関
係。D）CI>0.2 のサルコメア（貢献サルコメアの割
合と LVP の関係。E）平均 CI と左心室圧の線形関
係。Kobirumaki-Shimozawa et al., JGP, 2021 より引用。 



きのタイチン依存性静止張力が上昇
し、アクトミオシンによる活性張力を
超える可能性が高い。これを踏まえる
と、低収縮状態に置かれた筋原線維で
は、２番、４番のような長いサルコメア
は、１、３、５番の“より短いサルコメ
ア“よりも大きな活性張力を生み出し、
すなわち筋長効果を介して大きく短縮
する。すると、短かった１、３、５番は
収縮期に伸長し、タイチンが伸展されて
大きな静止張力が発生する。次の拡張期
に入ると、１、３、５番がその大きな静止張力によって急激に短縮し、隣のサルコメア
２番、４番が伸展され、サルコメア間の非同期運動が発生するものと推察される（図３
B）。これらの結果から、マウス生体内における拍動中の左心室に関し、申請者は以下の
結論を得た：①同一筋原線維に存在するにもかかわらず、隣接するサルコメア間では、
活性張力とタイチン依存性静止張力の不均衡によって各サルコメアの運動にランダム性
が生じる。②低収縮状態ではサルコメアが伸展されてタイチン依存性静止張力が著しく
上昇するため、サルコメア間の力の不均衡がより顕著となる。③遠位のサルコメア間相
互作用を通じてサルコメア運動に同調性が生まれ、それが筋原線維の収縮性と協調する
ことで左心室のポンプ機能を制御している。以上、本研究では、ナノ計測を利用するこ
とによって、サルコメアの同調性が in vivo 心臓のポンプ機能を調節しているという全く
新しい知見を得た。これらの研究成果を論文にまとめて発表した（Kobirumaki-
Shimozawa et al., J Gen. Physiol., 2021）。この論文は Journal of General Physiology 誌の
コメンタリーに取り上げられた（Helmes and Palmer, J  Gen Physiol., 2022）。また、第 99
回日本生理学会大会のシンポジウムにおいても成果発表を行った。 

2) 細胞膜染色試薬 CellMask を用
いて in vivo 心筋細胞の細胞膜を
染色する手法を確立し、心筋収
縮に不可欠な構造である T 管と
介在板の in vivo 心臓における動
態を解析した。CellMask で染色
した介在板のリアルタイム共焦
点イメージングを in vivo マウス
心臓で行った結果、マウス心筋
細胞の介在板の構造は、従来考
えられていたよりも柔軟である
ことがわかった。実際、細胞か
ら細胞へ収縮が伝搬する際に介
在板が著しく屈曲することが観
察された（図４A）。介在板の長
さの変化は 30～42μm で（変化
の大きさは約 30%）あった。
CellMask で染色した介在板（黄
色）と細胞幅を表す線（緑）の
中心のズレを「ずれの距離」としたとき、負の値は細胞１側、正の値は細胞２側にな
り、負のピーク値は-1.9μm、正のピーク値は 5.4μm であった（図４B）。介在板の長
さの時間変化を、細胞幅方向の長さと比較して解析すると、図４A の収縮が伝搬する
間に、介在板の長さは約 12μｍも変化することが分かった。その後で 2 つの細胞の接
合部で測定された細胞幅が変化するが、この場合介在板の長さが約 30%も変化してい
ることから、収縮が隣接する筋細胞へ伝搬する柔軟性を示している（図４C）。一方で、
α-Actinin-AcGFP の追跡では、介在板付近の transitional junction の横方向の変化は比較
的小さかった（変化の大きさは約 20%）。この結果は、正常な Z 線は比較的強固な構造

図３：A）生理的条件下でのサルコメア同調性。B）
低収縮状態でのサルコメア同調性。Kobirumaki-
Shimozawa et al., JGP, 2021 より引用。 

図４：A）様々な時刻における CellMask 染色した介在板の共
焦点顕微鏡像。介在板を黄色、心筋細胞の幅を緑、緑の縦線か
らの中点から見た中心部の介在板のズレを青の水平線で示
す。心筋の収縮は左の細胞から右の細胞に伝搬している。B）
介在板の偏差距離の変化の時間経過。値は 0.18 秒で 0 になっ
た。C）細胞の幅と介在板の長さの経時変化。Kobirumaki-
Shimozawa et al., Nanomaterials, 2020 より引用。 



を持っているという考えと一致する。以上のことから本研究では、介在板内の細胞膜領
域の構造が変化し、心臓内でゆらぎのある運動を見せることを発見した。介在板付近の
Z 線は以前から介在板の構造が折りたたまれていることが電子顕微鏡を用いた研究か
ら判明しており、今回の発見は、介在板における細胞膜の折りたたみ/折りたたみ解除が、
コネキシン 43（Cx43）に基づく電気伝導と協調して、ナトリウムイオンチャネル（Nav 
1.5）の活性化によるシナプスを介さない異所性のインパルスの乗り移りを加速する可能
性を示唆するものであった。研究成果は論文として発表した（Kobirumaki-Shimozawa et 
al. Nanomaterials, 2020）。 

3) In vivo ナノイメージングシステ
ム に ２ 光 路 系 （ W-view, 
Hamamatsu Photonics K.K.）を導
入し、T 管（CellMask）と Z 線
（α-Actinin-AcGFP）の同時イメ
ージングを行った。FluoVolt を用
いた実験では、染色された細胞
膜の輝度が低く、現在の in vivo
イメージングシステムでは必要
な観察精度に届かないことが分
かった。この結果は今後の光学
システムの改良や試薬の運用を
考える上で貴重な知見となっ
た。マウスの in vivo 心筋細胞に
おいて、T 管と Z 線が並行していることが確認できた。In vivo マウス心臓において、
細胞膜と Z 線を同時観察可能な輝度で標識する方法を確立することができたことは今
後の研究に大いに役立つ成果である。また Ca2+感受性タンパク質 GCaMP（α-Actinin-
GCaMP）での Z 線の標識と CellMask による細胞膜の同時標識により、サルコメア長と
局所 Ca2+濃度の同時イメージングも可能になったことで、今後、マウス in vivo 心臓に
おける心筋細胞内局所 Ca2+濃度とサルコメア動態の関係を解析することが可能になる
ものと期待される。 

 

図４：A）W-view システムの模式図。２つの異なる蛍光波長
のイメージングを可能にする。B）In vivo イメージングシステ
ムの全体像。共焦点スキャナユニット CSU と EMCCD カメラ
との間に W-view が導入されている。C）（B）で撮影した共焦
点顕微鏡像。左：CellMask で染色された筋細胞膜。中：AcGFP
で標識された ACTN2。右：CellMask と AcGFP を重ねた像。
Bar：20 μm。 
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