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研究成果の概要（和文）： 
研究代表者である清水壽一郎は、心臓生理学、特に心筋の興奮収縮連関に関わる分野で研究を
推進してきた。即ち臓器としての心臓の挙動を詳細に観察し、力学的エネルギー学的な解析あ
るいは理論的な解析を加え、心筋細胞内カルシウム動態の推測、心筋クロスブリッジ動態の推
測を行ってきた。その結果、心筋細胞内カルシウム動態は心臓の容積に影響を受けず、心筋線
維のカルシウム結合能も大きな変化を受けないこと、従って心臓の容積依存性の収縮力増加
（Frank-Starling の法則）はアクチン線維とミオシン線維との相互作用に大きく依存する可能
性を示してきた。心筋のアクチン線維とミオシン線維との相互作用、即ちクロスブリッジ動態、
を観察する手法はいくつか提案されているが、Ｘ線回折実験が最も生理的な条件下での観察方
法であるものの、Ｘ線源の性能上の問題から乳頭筋標本を用いて相当数の収縮の加算平均によ
りようやく観察可能であった。しかし、世界最大の第三世代大型放射光施設である SPring-8
の供用に伴い十分な数の光子と波長・位相が良く揃ったＸ線源が確立され、ラットの心臓（厚
さ１０ｍｍ）を透過してのＸ線回折実験により単収縮のクロスブリッジ動態解析を行う条件が
整った。そこで本プロジェクトの最終目標をラット心臓におけるクロスブリッジ動態解析法の
確立として研究を進め、さらに左心室壁外層と内層の筋線維構築の違い、新生児心筋組織の構
造解析、そのほか病態時の心筋クロスブリッジ動態の解析を主眼として行った	 
研究成果について報告する。	 
	 
研究成果の概要（英文）：	 
We	 have 	 studied 	 cardiovascular 	 physiology, 	 especially 	 in 	 myocardial 	 excitation	 
contraction	 coupling.	 We	 have	 observed	 and	 studied	 the	 cardiac	 contractile	 performance	 
and	 have	 made	 mechanical	 and	 energetical	 analysis.	 	 We	 have	 reported	 that	 load	 dependent	 
increase	 in	 cardiac	 contractile	 performance	 depends	 on	 the	 actin-myosin	 interaction	 but	 
not	 on	 alteration	 of	 the	 intramyocardial	 Ca2+	 dynamics.	 The	 X-ray	 diffraction,	 provided	 
by	 the	 SPring-8	 synchrotron	 radiation	 facility,	 is	 the	 most	 useful	 experimental	 technique	 
to	 observe	 the	 actin-myosin	 interaction	 in	 the	 beating	 whole	 heart.	 In	 this	 study,	 we	 
established	 a	 method	 to	 observe	 actin-myosin	 interaction	 in	 the	 rat	 beating	 whole	 heart	 
and	 analyzed	 it	 in	 the	 pathophysiological	 models.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 	 心臓の収縮弛緩はクロスブリッジの結
合・解離を反映しているが、生理学的な臓器
としての心臓におけるクロスブリッジ動態
は、タンパクとして抽出された心筋アクチ
ン・ミオシンの相互作用の解析や、乳頭筋で
のＸ線回折実験によるクロスブリッジ動態
の外挿や、理論解析による推測しか方法がな
かった。	 
	 SPring-8 の供用開始に伴い高輝度なＸ線
源が利用可能となった。このＸ線はその十分
な光量と良く揃った波長と位相から、約 10
ｍｍの厚みを持つラット左心室をも透過可
能であり、Ｘ線回折実験によるラット摘出心
標本での単収縮クロスブリッジ動態解析も
十分に為しえるものと考え研究を行った。	 
	 左心室が乳頭筋と大きく異なる点は、心筋
線維の三次元配列である。乳頭筋では心筋細
胞は長軸方向に整列しているが、左心室では
心室壁の厚み方向に心筋細胞が層状に並ん
ではいるがその方向は心外膜側から心内膜
側へ向け連続的に変化していることが知ら
れており、心筋線維の三次元配向とＸ線回折
像との関係、および前負荷変化に対する心筋
クロスブリッジ動態と心筋線維格子間隔と
の関係について解析した。	 
	 
２．研究の目的	 
	 生理的負荷および病態生理学的負荷によ
り、左心室圧容積ループあるいは心室等容性
発生圧の変化と、心筋アクチン・ミオシン相
互作用（すなわちクロスブリッジ形成・解離
過程）および心筋線維格子間隔の変化を解析
し、負荷変化に伴う心筋収縮機能の制御機構
についての解析を行う。	 
	 
３．研究の方法	 
	 SPring-8 のビームライン BL40XU のチャン
バー内に作成したラット開胸拍動心標本あ
るいはラット摘出ランゲンドルフ灌流心標
本を設置した。マウントはＸ線ビームが左心
室自由壁の前壁側から後壁側に抜けるよう
に、また右心室では後壁側から前壁側へ抜け
る様に設置した。	 	 
（１）Ｘ線回折実験	 
	 本研究に用いたＸ線のエネルギーは 15.0	 
keV で、7×1014個の光子の一部をアルミニウ
ムに吸収させた後の 2×1012 個の光子からな
るビームを用いた。Ｘ線ビームのサイズは水
平方向が 0.25	 mm、垂直方向が 0.10	 mm とい
うサイズである。撮像はベリリウムイメージ
インテンシファイア（V5445P,	 Hamamatsu	 

Photonics ） を も っ た 高 速 CCD カ メ ラ
(C4880-80-24A,	 Hamamatsu	 Photonics) を用
いて記録した。	 
（２）Ｘ線回折像の解析	 
	 Ｘ線回折像を解析する際には、X 線ビーム
位置を中心とし、回折像を 30 度ずつ 12 個の
セクタに分割し、垂直軸は 12 時方向・6 時方
向のセクタを含むように設定した。心筋から
の X 線回折像は基本的に X 線ビームを中心と
して点対称の関係を持つため、12 時方向・6
時方向のセクタのように対向する二つのセ
クタは結晶学的には等価である。また、骨格
筋ではアクチン線維、ミオシン線維による六
角格子構造からの赤道反射のほか、アクチン
やミオシンの繊維の長軸方向の繰り返し構
造からの子午反射、アクチンのらせん構造か
らの層線が観察されるが、心筋では赤道反射
のうち（1,0）、（1,1）反射のみが観察される。
各セクタ内の（1,0）、（1,1）反射を円周方向
に積分して輝度分布曲線を得た後、背景放射
を表す四次関数と（1,0）、（1,1）反射の分布
を表す二つのガウス関数からなる曲線でカ
ーブフィッティングし、それぞれのガウス関
数の係数から（1,0）、（1,1）反射強度を求め
た 。 こ の 反 射 強 度 か ら そ れ ら の 比
I(1,0)/(1,1)からクロスブリッジ形成量を
推定することができる。	 
	 また、（1,0）、（1,1）反射の位置が筋線維
六角格子の格子間隔を反映することが知ら
れており、六角格子上の（1,0）平面間の間
隔（（1,0）格子間隔、d1,0）は（1,0）反射
の位置から求められる。格子間隔を求める上
でのキャリブレーションにはカエル骨格筋

 
図１	 駆出性拍動時に後負荷を変化させた時の左心

室圧（青線）と左心室容積（赤線）の経時的変化。

一心拍目の直後に後負荷を増大させると、左心室収

縮期末圧は明らかな増大を示す。一方、左心室容積

は後負荷の増大によっても有意な変化は示さない。 



からの 14.3	 nm の子午反射を利用した。	 
	 
４．研究成果	 
	 駆出性拍動時に後負荷を変化させたとき
の左心室圧・容積の経時的変化を図１に示す。
一心拍目の直後に胸部大動脈横隔膜直上部
をクランプし、後負荷を増大させている。後
負荷の増大に伴い、左心室収縮期末圧は 8 心
拍にわたって増大傾向を示し、これ以降はプ
ラトーに達している。後負荷の増大にもかか
わらず、左心室拡張期末圧は有意な変化を示
さず、左心室容積も収縮期末、拡張期末とも
に明らかな変化は示さなかった(青線)。	 
	 この心拍動時の X線回折像の解析結果を図
2 に示す。ここで、アクチン・ミオシン相互
作用によるクロスブリッジの形成・解離過程
を表す輝度比（Intensity	 Ratio）は、収縮
期にクロスブリッジが形成されると輝度比
が低下し、拡張期にクロスブリッジが解離す
ると輝度比が増加することに注意が必要で
ある。また心筋線維の伸展を反映する筋線維
格子間隔（Lattice	 Spacing）も、心筋線維
が伸展されると筋線維格子間隔は狭小化し、
心筋線維が短縮すると筋線維格子間隔は増
大する。	 
	 まずクロスブリッジの形成・解離のダイナ
ミクスを表す輝度比（青線）に注目すると、
左心室圧の変化と同様、２心拍目以降に輝度
比の最低値が低下傾向を示し、８心拍目でほ
ぼプラトーに達していることが解る。従って、
後負荷の増大に伴う左心室圧の増加は、クロ
スブリッジの形成量自体が増大しているた
めであると考えられる。一方、クロスブリッ
ジが解離した状態である輝度比の最大値は
有意な変化を示さず、収縮期のクロスブリッ
ジの増大も、拡張期には影響を及ぼさないこ
とが推察される。	 
	 一方、心筋線維の格子間隔（赤線）は、拡

張期（最小値）には２心拍目から４心拍目に
かけてやや低下傾向を認めるものの、その後
は一心拍目と同程度であり、有意な変化は認
めないものと考える。収縮期の格子間隔（最
大値）については２心拍目以降徐々に低下す
る傾向を示している。これは収縮に伴う格子
間隔の増大、即ち筋節の短縮が後負荷により
制限された結果であると理解できる。	 
	 後負荷の増大に伴う左心室圧の増大は、筋
節の短縮が制限されることにより、クロスブ
リッジの短縮による解離も抑えられ、結果と
してクロスブリッジの総量が増大した結果
であると考えられる。この実験の成果は、現
在発表に向けて準備中であり、結果の詳細に
ついてはそちらを参照して頂きたい。	 
	 右室肥大心の輝度比の解析結果を図３に
示す。右心室での輝度比の変化も、左心室自
由壁からの輝度比の変化と同様に収縮期に
低下する。拡張期末圧の増大に伴い、収縮期
輝度比の最低値は低下傾向を示しており、ク
ロスブリッジの形成量自体が増加している
ことを示している。一方、拡張期末圧が
20mmHg までは拡張期輝度比に変化がないも
のの、40mmHg、60mmHg へと増大すると共に拡
張期輝度比も低下傾向を示し、残存クロスブ
リッジが存在するのか、アクチン線維格子か
らミオシン線維が引き抜かれたための変化

 
図２	 駆出性拍動時に後負荷を変化させた時の輝度

比（青線）筋線維格子間隔（赤線）の経時的変化。

一心拍目の直後に後負荷を増大させている。輝度比

の最低値は左後負荷の増大に伴い低下し、クロスブ

リッジ形成量が増加を示している。収縮に伴う筋節

の短縮を示す各心拍の筋線維格子間隔の最大値は後

負荷の増大後低下傾向を示している。 

 
図３	 右室肥大心における輝度比の解析結果。拡張

期末圧の増大に伴い、輝度比の最低値及び最大値が

ともに減少していることが解る。 

 
図４	 右室肥大心における筋線維格子間隔の解析結

果。拡張期末圧を増大させると、拡張期筋線維格子

間隔は有意に狭小化する。収縮に伴う筋線維格子間

隔の変化量も拡張期末圧の増大につれて減少した。 



なのか確認作業中である。	 
	 右室肥大心における拡張期末圧増大に伴
う菌背に格子間隔の解析結果を図４に示す。
これも左心室自由壁と同様に拡張期に最低
値を示し、収縮により筋が短縮すると格子間
隔は増大する。拡張期末圧 0mmHg から 20mmHg
へ増大させると、拡張期筋線維格子間隔は狭
小化し、筋節の伸展を表している。拡張期末
圧を 20mmHg 以上へ増大させても拡張期筋線
維格子間隔の明らかな変化は認められない
が、収縮期の筋線維格子間隔の拡大量は拡張
期末圧に応じて減少しており、筋節の短縮が
制限されていることを示している。	 
	 図 3、４は右室肥大心の一例であるが、対
照群、右室肥大心群の比較で、輝度比および
筋線維格子間隔の有意な変化は認められ無
かった。この比較において、筋線維格子間隔
のばらつきの程度については両者の間に有
意な差を確認しており、現在筋線維格子間隔
を規定する因子について解析を行っている。
従って、本実験の詳細については、後日あら
ためて詳報する予定である。	 
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