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研究成果の概要（和文）：　成体の心筋細胞は桿状で明瞭な横紋構造を持つ特徴があるが、ラット新生児単離心筋細胞
の初代培養細胞あるいはES細胞からの誘導心筋細胞は星状細胞となり横紋構造も確認が困難である。そこで心筋組織の
発達過程について、より詳細に解析するために、大型放射光施設SPring-8でのX線回折実験等を実施した。その結果、
出生直後のラット心筋細胞は通常の収縮蛋白を持つがその配列が乱れており、成長とともに整ってくることを示した。

研究成果の概要（英文）：Isolated adult cardiomyocytes show rod shape with clear transverse striation patte
rn. However, isolated neonatal rat cardiomyocytes or induced cardiomyocytes of embryonic stem cells show s
tar shape without clear transverse striation pattern. To analyze the development of structure of myofilame
nt of cardiomyocytes, we performed x-ray diffraction analysis using Spring-8. We found that myofilament of
 neonatal rat heart had poor aligned myofilament lattice. the averaged inter filament lattice spacing was 
not so different during development over two weeks, deviation of interfilament lattice spacing was quite l
arge at birth and decreased with development. We also considered how the poorly developed myofilament crea
tes enough pressure to perfuse whole body. According to Laplace's law, small ventriclele requires small te
nsion to create the enough pressure. Then, the well aligned myofilament can provide enough pressure even i
n the well developed ventricle.
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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の発達過
程における筋線維六角格子構造の構築につ
いて研究を進め、また左心室心筋クロスブリ
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。 
 
１．研究開始当初の背景 
 誘導多能性細胞や胚性幹細胞を用いた再
生医療についての研究が盛んに実施されて
おり、循環器領域でも心筋の再生を目指し
た研究が注目されている。特に、多能性幹
細胞から誘導した心筋細胞やラット新生児
単離心筋細胞を用いて、移植技術などを確
立するための研究も行われている。一般に、
成体の心筋細胞は桿状細胞で明瞭な横紋構
造を持つことが最大の特徴として知られて
いるが、誘導心筋細胞やラット新生児単離
心筋細胞を初代培養すると基本的に星状細
胞となり、収縮蛋白の規則的な構築に基づ
く横紋構造も位相差顕微鏡などでは確認は
困難であり、蛍光染色等により筋線維を詳
細に観察して始めて横紋構造が確認できる
ことが多い。では、心筋細胞の筋線維の配
列はどのように発達していくのかについて
詳細に研究を行うこととした。  
 心臓の収縮タンパクであるアクチンおよ
びミオシンは、六角格子構造をとることが知
られており、Ｘ線回折実験により筋線維の配
向や格子間隔の計測が可能である。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。十分な光量と良く揃った波長と
位相から、乳頭筋のように筋線維が一方向に
配列した厚みのない組織を用意しなくても、
ラット摘出心標本での解析も十分に為しえ
る。 
 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はこれまでの研究です
でに実施し確立している。そこで、ラット心
筋の出生後の発達過程について、様々な角度
から解析した。 
 
２．研究の目的 
 ラット新生児の心筋組織の発達過程につ
いて、超音波、電子顕微鏡、X 線回折実験に
より解析し、心筋線維の構築について定量的
に解析する手法を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット新生児の心臓形態評価 
 超音波診断装置（ＮｅｍｉｏＸＧ リニア
式電子スキャンプローブ PLM-1204AT、東芝、
日本）を用いた。ラット新生児の誕生から 3
週間にわたり、左室前壁厚、左室内径、左室
後壁径を計測した。ラット新生児 14 匹につ
いて、出生後にマーキングを行った。計測日
はマーキングの番号順に、ラットを左手で把
持しリニアプローブを右手に持ち画像を確
認、乳頭筋レベルの Mモード像を撮影し、左
心室拡張期末の左室前壁厚、左室内径、左室
後壁径を計測した。計測後はエコージェルを
丁寧に拭き取り、保温用チャンバーに移した。
全てのラット新生児について計測を終了後、
母ラットのケージへ静かに戻した。計測日以
外はラット飼育室で自由に行動させた。 
 
（２）ラット新生児左室壁心筋の電子顕微鏡
像 
 ラット新生児の誕生から 0日齢、4日齢、7
日齢、11 日齢、14 日齢について、左室壁心
筋標本を作製し、透過型電子顕微鏡にて観察
を行った。標本作製および撮影は岡山大学大
学院医歯薬総合研究科に依頼した。 
 
（３）大型放射光施設 SPring-8 での実験 



 標本設置 大型放射光施設 SPring-8 のビ
ームライン BL40XU のチャンバー内に作成し
た心臓標本（ラット新生児摘出ランゲンドル
フ灌流心標本）を持ち込み、X 線ビームが左
心室を前壁側から後壁側に抜けるようにマ
ウントした。標本の作成法は以下の通りであ
る。まず、誕生から 0日齢、4日齢、7日齢、
11 日齢、14 日齢のラット新生児をペントバ
ルビタールの腹腔内投与（100mg/kg）にて深
麻酔し、痛み刺激に反応がないことを確認し
た。反応がある場合はしばらく待機して再度
確認し、それでも反応が認められれば麻酔薬
を追加し上記の作業を繰り返した。痛み刺激
に反応のないラット新生児をバットに固定
し、心窩部から両腋窩線に沿って剪刀を入れ、
剣状突起部分を鑷子で把持しながら胸骨柄
付近で胸郭を切離した。胸腺を除去後上行大
動脈にテーピングを施し、大動脈に切開を入
れ24ゲージ留置針の該当を挿入し固定した。
直ちにヘパリン加ランゲンドルフ灌流液で
灌流を開始した。3 分間灌流し左室内腔の血
液を除去した後、2,3-BDM 加ランゲンドルフ
灌流液に切り換え心拍動を停止させ、BL40XU
での計測に供した。 
  
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。記録は拍動を停止した心
標本の左心室自由壁付近をX線ビームが通過
するように設定し、撮像毎に X線の通過部位
を 200µmずつ右室側へシフトさせ撮影し、二
重同心円状の回折像が見られたフレームに
ついて解析を行った。 
 
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）反射のピークの位置
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、カメラ長、回折角、X 線
波長から筋線維格子間隔の平均値を求めた。
また、ガウス関数の各係数から筋線維格子間
隔のばらつきの大きさを示す指標として標
準偏差を求めた。 
 
４．研究成果 
新生児ラット左心室の前壁厚、内径、後壁厚
の発達過程を図 1に示す。 
左室前壁厚、後壁厚は徐々にではあるが日齢
の経過につれて有意に増加傾向を示してい
る。また、左室内径についても同様に、日齢
の経過につれて有意に増加傾向を示してい
る。 
 電子顕微鏡像での心筋線維の状態を評価
したが、定量的な比較が困難であるため 0日
齢および 14 日齢のラット新生児心筋標本の
透過型電子顕微鏡像について比較した。0 日
齢ラット新生児心筋ではミオシン線維に 

 

 

図 1  新生児ラット左心室の前壁厚、内径、後壁厚の

発達過程 

左パネル：ラット新生児左室前壁厚、中パネル：左室

内径、右パネル：左室後壁厚の経時的変化を示す。前

壁厚、後壁厚については 15 日齢以降で、左室内径につ

いては 8 日齢以降で、1 日齢の時と比較して有意差を認

めている。 



相当する像が観察できるが、その密度は部位

により大きく変動している。また、配列は明
らかに不揃いであり、一部では心筋線維の走
行方向自体も不揃いである印象が強い。それ
に対し、14 日齢ラット新生児心筋ではミオシ
ン線維に相当する像は密度も均一であり、配
列も大変良く整っている。また、心筋線維の
走行方向自体も大きく変化している像は観
察できず、ほぼ成体に近い状態であると考え
られる。 
 図 3に X線回折実験の結果を示す。上のパ
ネルには各日齢のラット新生児心標本のX線
回折像の（1，0）赤道反射の位置をカメラの
撮像画素単位で解析した結果を示している。
4日齢の（1，0）赤道反射の位置に対して、7
日齢、10 日齢では有意差が認められたが、14
日齢では有意差が消失している。 
 中のパネルは X線回折像の（1，0）赤道反
射の位置から回折角を導き、それを元にミオ
シン線維格子間隔を求めたもので単位は nm
である。赤道反射の位置では有意差を認めて
いたが、ミオシン線維格子間隔としてあらた
めて分散分析を行うと有意差は消失してお
り、日齢にかかわらず基本的に同じ格子間隔
を持つことを示している。 
 下のパネルは（1，0）赤道反射をガウス関
数（正規分布関数）で近似し、得られた標準
偏差を比較したものである。X 線回折像での
輝度分布は正規分布を示すが、その逆フーリ
エ変換により求められるミオシン線維の配
列から求められる格子間隔のばらつきは非
線形な関係であるため、あくまでも X線回折
像上の値として画素数として統計解析を行
っている。パネルを見て分かるとおり、日齢
を経る毎に標準偏差は著明に小さくなる。即
ち、筋線維格子間隔のばらつきが小さくなっ
ていく傾向が分かる。 
 ラットの心筋細胞は、出生後も二回ほど細
胞分裂することが知られている。以前の実験
でこの細胞に不死化遺伝子を導入したとこ
ろ、細胞は何度でも分裂することが可能とな
った。一方、同じ遺伝子を成体から単離した
初代培養細胞に導入したところ、筋線維自体
の存在により分裂が阻害され、増殖に至るこ
とはなかった。即ち、心筋細胞は増殖過程を
終えてから、心筋線維の緻密な格子構造を発
達させるものと考えられる。 
 では新生児期 0〜4 日齢程度の未発達な心
筋線維で、全身に血液を駆出するための十分
な張力が発生できるのであろうか。ラプラス
の法則に基づいて、張力を持った球体とその
内圧の関係は、P∝T/ｒの関係があることが
知られている。ここで、P は球体の内圧、T

図 2  新生児ラットの心筋線維透過型電子顕微鏡像 

左パネル：ラット新生児 0 日齢における心筋線維の

電子顕微鏡像。ミオシン線維に相当する黒い点は確

認できるがその配列は不均一であり、また心筋線維

の走行方向も不揃いである印象がある。右パネル：

ラット新生児14日齢における心筋線維の電子顕微鏡

像。ミオシン線維に相当する黒い点は六角格子状に

配列している。 

 

図 3 X 線回折による筋線維の状態 

上パネル：ラット新生児摘出心における（1,0）赤道

反射の位置、中パネル：（1,0）赤道反射から求めたミ

オシン線維格子間隔の平均値、下パネル（1,0）赤道

反射をガウス関数によりフィッティングし得られた

標準偏差。日齢によるミオシン線維の格子間隔の変

化はほとんどないが、標準偏差としてみると大きく

異なる。 

 



は球体表面の張力、ｒは球体の半径である。
組織に血液を送るために必要な血圧は動物
の大きさには依存せず、ほぼ 100mmHg 程度の
血圧があれば十分であることは、過去の様々
な動物実験から明らかである。従って、新生
児期の必要な収縮期左心室圧も同程度であ
るとすれば、図１に示したように左室内径自
体も出生後に単調に増大していくことから、
必要な壁張力は半径の増大に伴って大きく
なることが分かる。つまり、出生直後の小さ
な心臓では未発達な心筋線維が発生する小
さな張力でも十分に左心室圧を発生させる
ことができ、日齢を重ねて心筋線維張力が増
大しても左室内径も同様に増大するため左
心室圧が極端に増大することもなく、安定し
た心機能を発揮させているものと考えられ
る。 
 左室内径の増大に比べ左心室壁厚はより
緩やかな増加傾向を示しているが、出生後の
初期の発達段階では、心筋細胞の肥大（筋線
維量の増大）よりむしろ、筋線維の配列を整
えることで発生張力を増大させている可能
性が示唆されるが、その点については将来的
に解決を図る予定である。 
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