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研究成果の概要（和文）：心収縮には細胞内 Ca2+濃度調節が重要な役割を果たしており、特に

心筋細胞内の Ca2+貯蔵所である筋小胞体機能が心収縮に与える影響は大きい。遺伝子操作によ

り選択的に筋小胞体機能を修飾することにより、心収縮力を調節することが可能であり、本方

法を用いて心筋虚血において重要な細胞内アシドーシス状態での心収縮抑制を改善することが

明らかになった。また、新たな筋小胞体機能調節として筋小胞体からの Ca2+リークの重要性に

ついても明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Regulation of intracellular Ca concentration (Ca2+) is important for 

cardiac contraction. Especially, modulation of sarcoplasmic reticulum (Ca2+ store) function 

has a significant role on cardiac contractility. Selective up-regulation of sarcoplasmic 

reticulum function improved cardiac function during acidosis (important factor of cardiac 

dysfunction during ischemia). Ca2+ leak from sarcoplasmic reticulum is identified as 

another important determinant of cardiac function. 
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１．研究開始当初の背景 
心不全においては、種々の原因により心収

縮力が低下しており、心機能低下に起因する
全身状態の悪化により死に至る病態である。
近年の研究により、心筋収縮力調節・維持に
細胞内 Ca動態が重要な役割を果たしており、
その詳細な機序についても明らかになりつ
つある。心筋細胞膜の興奮より心筋収縮にま
で至る一連の過程は興奮―収縮連関と呼ば
れ、細胞内 Ca 動態はその中心的位置を占め
ている。細胞内 Ca貯蔵所である筋小胞体は、
心筋収縮に必要とされる Ca の大部分を供給
しており、特に筋小胞体内に Ca を取り込む
筋小胞体 Ca ポンプ（SERCA）機能が直接心機
能調節に密接に関わっていることも明らか
となってきている。 
 
２．研究の目的 
SERCA 機能は交感神経刺激や細胞内アシド

ーシスなど種々の条件で影響を受けること
が知られているが、生体内において SERCA 機
能のみを特異的に調節する薬物などは現在
のところ知られていない。本研究では、病態
時の選択的 SERCA機能調節の意義及び治療へ
の応用につき模索することを目的として、心
筋虚血及び心不全時の心機能低下に対する
効果を種々の生理学的手法を用いて明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
（1）選択的筋小胞体 Ca ポンプ（SERCA）機
能改変動物 
 選択的 SERCA 機能亢進モデルとして、心筋
特異的 SERCA 過剰発現マウス（SERCA-TG）を
用いた。また、選択的 SERCA 機能抑制モデル
として、SERCA 機能を抑制するサルコリピン
（SLN）を心筋特異的に過剰発現させたマウ
ス（SLN-TG）を用いた。 
 
（2）左心室乳頭筋標本を用いた細胞内 Ca 濃
度と収縮張力の同時測定 
 麻酔下に取り出したマウス心臓の左心室
より乳頭筋標本を摘出する。標本を固定フッ
クと張力測定用トランスデューサーの間に
固定し、表層細胞に Ca 感受性発光蛋白エク
オリンを圧注入する。電気刺激により収縮を
誘起し、細胞内 Ca 濃度変化と収縮張力を同
時測定する。虚血類似条件として、アシドー
シス条件を、標本潅流溶液を調整することに
より作成し、正常マウス心筋と筋小胞体遺伝
子改変マウス心筋での効果を比較・検討する。 
 
（3）サポニンスキンド標本による筋小胞体
機能評価 

マウス左心室より細い肉柱標本を摘出し、
標本を界面活性剤サポニンで処理すること
により、細胞表層膜のみを選択的に除去した

サポニンスキンド標本を作成する。溶液中の
Ca 濃度を調整することにより、種々の条件下
で筋小胞体内に Ca を負荷した後、高濃度カ
フェインを作用させ筋小胞体より放出され
たCa量を、溶液中に存在する蛍光色素fluo-3
によりモニターする。本方法により、筋小胞
体への Ca 取り込み能、Ca 誘発性 Ca 遊離
（CICR）及び筋小胞体よりの Ca リークなど
が詳細に検討できる。 
 
（4）生化学的検討 
 左室乳頭筋より蛋白抽出を行い、Western 
Immunoblot により興奮－収縮連関に重要な
筋小胞体関連蛋白であるリアノジン受容体
（RyR）、SERCA、フォスフォランバン（PLN）
などの同定を行う。蛋白キナーゼ依存性リン
酸化については、蛋白キナーゼ A（PKA）リン
酸化部位特異的抗体及びカルシウム・カルモ
デュリン依存性蛋白キナーゼⅡ（CaMKⅡ）リ
ン酸化部位特異的抗体を用いて定量評価を
行った。 
 
４．研究成果 
（1）選択的 SERCA 機能改変動物における細
胞内 Ca 動態と収縮力変化 
 マウス左室乳頭筋標本における細胞内 Ca
濃度変化（CaT、上段）と収縮張力（Tension、
下段）を示す。Control に比し心筋特異的
SERCA 過剰発現マウス（SERCA-TG）では CaT
は著明に増大し、また時間経過の短縮が認め
られた。収縮張力も増大し、時間経過も同様
に短縮していた。 
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  心筋特異的 SLN 過剰発現マウス（SLN-TG）
においては、CaT の低下と時間経過の延長が
認められ（上段）、収縮張力も同様に減少及
び時間経過の延長が認められた（下段）。 

 
 
 
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 上記の結果により、選択的に SERCA 機能を
増大または減少させることにより、心収縮力
及び時間経過の調節が可能であることが示
された。 
 
（2）細胞内アシドーシス時の心収縮抑制に
対する選択的 SERCA 機能亢進の効果 
 マウス左室乳頭筋標本における細胞内 Ca
濃度変化（CaT、上段）と収縮張力（Tension、
下段）。左側はコントロールマウス心筋（NTG）
の結果を、右側は SERCA-TG 心筋（SERCA2a）
での結果を示す。細胞外 pH（[pH]o）を 7.4
から 6.8に低下させてアシドーシス状態にす
ると、収縮張力の著明な低下が認められたが、
収縮抑制の程度は SERCA-TG ではより軽度に
保たれていた。また同時に CaT の増大が認め
られたが、こちらは SERCA-TG で有意に大き
かった。再度[pH]o を 7.4 に戻した際の回復
期については、NTG では収縮張力は一部しか
回復しなかったのに対し、SERCA-TG ではほぼ
完全に回復し、CaT は NTG では減少したのに
対し、SERCA-TG ではアシドーシス前のレベル
に保たれていた。 

以上の結果は、アシドーシス時の収縮抑制
に対し選択的に SERCA機能を亢進させること
で、著明に低下した収縮蛋白系 Ca 感受性に
起因する収縮力低下を、SERCA 機能亢進によ
り一部代償して心収縮力を維持する可能性
が示唆された。また、アシドーシスからの回
復期にも同様に CaTの低下を代償することで
張力維持に働くと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）サポニン処理スキンド標本による筋小
胞体機能測定法 
 マウス左室より乳頭筋または肉柱を摘出
し、界面活性剤であるサポニンで処理するこ
とにより、細胞形質膜のみを除去し、筋小胞
体などの細胞内膜系を保持したサポニンス
キンド標本を作成した。本標本を用いて筋小
胞体機能を測定するにあたり、標本の妥当性
につき検討を行った。 
 電子顕微鏡を用いて、標本の微細構造につ
いて検討した。スキンド前の標本（intact）
では収縮蛋白系周囲に筋小胞体及び T管の存
在が認められ、ミトコンドリアも構造が保た
れていた。サポニンスキンド標本（saponin）
においても筋小胞体・T 管構造は良く保たれ
ており、ミトコンドリアも存在している。対
照としてより強力な界面活性剤であるトリ
トン処理スキンド標本（Triton X-100）を示
すが、この標本では収縮蛋白系以外の構造は
ほとんど消失していた。以上の結果より、サ
ポニンスキンド標本では筋小胞体を含めた
細胞内構造が良く保持されており、生筋に近
い状態での実験が可能であると考えられた。 
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 一方で、筋小胞体内に十分に Ca を取り込
ませた後に、標本を無 Ca溶液で潅流すると、
時間依存性に Ca2+ leak が増大してくる
（Control）。同様に SERCA-TG を用いて実験
を行ったところ、時間依存性の Ca2+ leak は
Control と差が無いことが明らかとなった。 

 次に、各標本において機能蛋白質が温存さ
れているかどうかを、各々の蛋白質に特異的
な抗体を用いた Western Immunoblot により
検 討 し た 。 収 縮 蛋 白 系
（contractile-regulatory protein）である
troponin I 及びα-actin は、生筋（I）、サ
ポニンスキンド標本（S）、トリトンスキンド
標本（T）の全てにおいて良く保たれていた。
筋小胞体関連蛋白質（SR proteins）におい
て は 、 SERCA 、 RyR 、 SERCA 調 節 蛋 白
phospholamban 及び筋小胞体内 Ca 結合蛋白
calsequestrin は、生筋（I）とサポニンスキ
ンド標本（S）では良く保たれていたが、ト
リトンスキンド標本（T）では消失していた。
細胞質内蛋白質（cytosolic protein）であ
る protein kinase Cαは、サポニンスキンド
標本（S）及びトリトンスキンド標本（T）で
消失していた。この結果より、サポニンスキ
ンド標本では、筋小胞体関連蛋白質を十分に
維持した状態で細胞内溶液環境を容易に変
えることにより、筋小胞体機能評価が可能で
あることが示された。 
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 次に、Ca2+ uptake について SLN-TG を用い
て検討したところ、時間依存性 Ca2+ uptake
の増加は、SLN-TG では特に速い取込み時間に
おいて減少していることが明らかとなった。 
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 Ca2+ leak における検討では、SERCA-TG の
場合と同様に、SLN-TG においても Ca2+ leak
は Control との差は認められなかった。 

 
 
（4）選択的 SERCA 機能調節による筋小胞体
機能の修飾  
 筋小胞体機能を、筋小胞体への Ca 取り込
み（Ca2+ uptake）と筋小胞体からの Ca リー
ク（Ca2+ leak）に分けて検討を行った。サポ
ニン処理スキンド標本において、標本周囲を
一定の Ca 濃度（pCa7.0）で ATP を含む溶液
で満たすと、時間依存性に Ca2+ uptake の増
加が認められる（Control）。同様の実験を
SERCA-TG で行ったところ、Ca2+ uptake は速
い時間経過より亢進していることが明らか
となった。 
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 以上の結果より、筋小胞体機能調節におい
ては、筋小胞体への Ca 取り込み（Ca2+ uptake）
と筋小胞体からの Ca リーク（Ca2+ leak）は
それぞれ独立して調節されており、Ca2+ 
uptake のみならず、Ca2+ leak も心収縮調節
の重要な要因となりうることが示唆された。 
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 βAR 時の RyR のリン酸化状態を Western 
immunoblot により評価した。RyR の PKA 依存
性リン酸化（p-RyR Ser2808）の亢進が認め
られたが、CaMKⅡ依存性リン酸化（p-RyR 
Ser2814）の亢進は認められなかった。 

（5）交感神経β受容体刺激による筋小胞体
機能調節に関する検討 
 心筋収縮力調節において、交感神経β受容
体刺激は非常に重要であり、心機能低下にお
ける代償機序としての交感神経機能亢進時
にも中心的な役割を果たしている。一方で、
慢性的な交感神経機能亢進が、心筋虚血や心
不全状態では更なる心機能低下を来たす要
因ともなっている。そこで、サポニンスキン
ド標本を用いて交感神経β受容体刺激の筋
小胞体機能に対する効果を検討した。 

 p-RyR Ser2814 p-RyR Ser2808
 p-RyR Ser2808 p-RyR Ser2814 

 total RyR total RyR

 
 
Normalized intensity (%)

 β受容体刺激（βAR）として、イソプロテ
レノール（1μM）を用いた。βAR により、時
間依存性 Ca2+ uptake は速い時間経過より亢
進していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この際の phospholamban のリン酸化を

Western immunoblotにて評価したところ、PKA
依存性リン酸化（p-PLB Ser16）及び CaMKⅡ
依存性リン酸化（p-PLB Thr17）共にβAR に
より亢進していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、βAR の Ca2+ leak への影響につき検
討した。βAR により、時間依存性 Ca2+ leak
は亢進していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、慢性的交感神経β受容体
刺激時には、RyR の PKA 依存性リン酸化が生
じており、その結果として筋小胞体よりの
Ca2+ leak が増大して、心機能低下の一因とな
っている可能性が示唆された。 
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