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研究成果の概要（和文）：心筋細胞のサバイバル/アポトーシス経路を理解することが心不全の予防に重要である。申
請者らは、心臓に発現しているが機能不明であったCa2+センサーNCS-1の心筋におけるサバイバル作用について検討を
行った。各種ストレスに対する抵抗性を野生型（WT)およびNCS-1欠損（KO)心筋で比較した結果、KO心筋は虚血―再灌
流障害や代謝・酸化ストレスに対し脆弱であることがわかった。詳しい解析から、NCS-1を欠損すると酸化ストレスを
解毒するミトコンドリア機能が低下し、ATP合成量やAktサバイバル経路の活性化が減少することにより、ストレスに対
する抵抗性が低下することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Identifying molecular targets that regulate cardiomyocyte survival is of 
therapeutic importance for conquering heart failure. Neuronal Ca2+-sensor-1 (NCS-1) is an EF-hand 
Ca2+-binding protein, which is important for excitable cell functions. Our preliminary results suggest 
that NCS-1 is involved in stress tolerance in the heart, therefore we examined this hypothesis. We found 
that NCS-1 deficient (KO) mouse hearts were more susceptible to oxidative (H2O2) and metabolic stress, as 
well as ischemia-reperfusion injury. Cellular ATP levels, mitochondrial respiration rates (basal and 
maximal O2 consumption, and proton leak), and activation of Akt survival pathways were significantly 
depressed in KO myocytes; especially with oxidative stress. These results suggest that NCS-1 plays an 
important role in mitochondrial detoxification system and hence regulates cardiac survival under stress.
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１． 研究開始当初の背景 

（１）心筋梗塞、心肥大ど様々な要因によっ
て引き起こされる心不全は、心筋細胞の細胞
死が最終原因となる場合が多い。心筋細胞の
サバイバル/アポトーシス経路を理解するこ
とが心不全の予防に重要であるが、その全容
は未だ明らかでない。 

（２）Neuronal Ca2+ Sensor-1（NCS-1)は、
神経や未成熟期の心臓に高発現する EF ハン
ド Ca2+結合タンパク質であり、これまでイオ
ンチャネルやイノシトールリン酸化酵素
PI4K の制御を行うことにより、神経機能に重
要な役割を担っていることが知られている。 

（３）NCS-1 の心臓における機能は長らく不
明であったが、遺伝子欠損（KO）マウスの解
析から、NCS-1 が幼少期の心臓の Ca2+動態お
よび心筋拍動を調節する因子であることを見
出した（Circ. Res. 2011）。 

（４）一方、この研究の中で、NCS-1 がスト
レス下の心筋細胞のサバイバルを促進させる
働きもある可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 

NCS-1の心筋サバイバル因子としての機能
を in vitro および in vivo 両方の系を用いて
確認するとともに、新たな標的分子の同定を
含めた詳細な分子機構を明らかにし、創薬な
どの治療法開発につなげることを目指すこと
を研究目的とした。 

 

３．研究の方法 
（１）心筋細胞の培養：生後 1-2 日目の新生
児マウスの心室筋よりトリプシン処理を行
なってバラバラにした後、繊維雅細胞を取り
除き、初代培養を行った。 
 
（２）細胞障害の指標：ヘキスト 33258 で核
を染色し、核の凝集が有ればアポトーシスと
見なす。LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity 
Assay (Lifetechnologies, UK)：生細胞はカ
ルセイン AM により細胞質が緑色に、死細胞
は Ethidium homodimer-1 により核が赤く
染まる。LDH release assay. 
 
（３）ミトコンドリアの機能解析：細胞外フ
ラックスアナライザー”を用いて酸素消費速
度を測定し、様々な呼吸阻害剤添加により、
基礎呼吸・ATP 代謝回転・プロトンリーク・
最大呼吸量を評価した。それぞれタンパク量
で割り付けた。 
 
（４）ミトコンドリア膜電位の測定：
100nMTMRE(tetramethylrhodamine, ethyl 
ester）を培養心筋細胞に 37C, 20 分導入した
後、３回洗浄。 

H2O2 を加えて１分ごとに３０分間、蛍光測
定（Excitation 546nm: Emission 575nm）. 
 
（５）虚血―再灌流実験：生後 6 週齢の WT
および KO マウスを 1-1.5% イソフルラン麻
酔下で心臓を取り出し、ランゲンドルフ灌流
シ ス テ ム に 装 着 し た 。 Modified 
Krebs–Henseleit bicarbonate bufferで15分
灌流して安定化させた後、30 分虚血、30 分
再灌流し、厚さ 2mm の切片にしたのち、
TTC(triphenyltetrazolium chloride)で染色
して梗塞部位を求めた。 
 
４． 研究成果 

(1) NCS-1 の KO マウス由来の培養心筋細
胞を用いて、様々なストレスに対する抵抗
性を、野生型（WT）と比較した。その結
果、酸化ストレス(H2O2, 100uM, 1h）によ
り、細胞障害の指標、すなわち形態的(A）、
核の断片化（B）、また LDH の放出（D）
において、KO が脆弱であることがわかっ
た。また、グルコース除去などに対しても
KO は弱かった（データ示さず）。 

 
(2) 一方、細胞内 ATP レベルを比較し
たところ、KO マウス心筋において、基底
状態および H2O2添加時で、顕著に低下し
ていることを見出した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 以上の結果のメカニズムを解明するため、
細胞外フラックスアナライザーを用いて酸化
ストレス前後におけるミトコンドリアの機能
を解析した。その結果、基底状態においてミ
トコンドリア呼吸量が KO 群で顕著に減少し
ており、また H2O2 添加により更に低下する
ことがわかった。様々な阻害剤添加により、
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ATP 合成量、最大呼吸量、プロトンリークな
どを測定した結果、これら全てにおいて、KO
心筋で低下していることがわかった。 

 
(4) H2O2障害の際、活性酸素種の増加やミト

コンドリア内への Ca2+流入がおこり、そ
の結果、ミトコンドリアの膜電位の焼失
が生じることが知られている。そこで、
これらを WT と KO 心筋で較べると、KO
心筋でよりミトコンドリアの膜電位の焼
失起こりやすいことがわかった。 

 
(5) また、主なサバイバル経路のひとつである

Aktの活性化がKO心筋で顕著に低下して
いることを見出した。 

 
(6) さらにこのような KO マウスのストレス

に対する脆弱性は、心筋虚血―再灌流モデ
ルでも認められた。WT および KO マウ
スより心臓を取り出し、30 分虚血、30 分
再灌流を行ったところ、KO 心筋の方が梗

塞部位（図６で白い部分）が多かった。 

 
 
(7) 考察 
 以上の結果より、NCS-1を欠損すると様々

なストレスに対し、抵抗性が低くなることが
わかった。そのメカニズムとして、ミトコン
ドリアをはじめとする呼吸量が低下しており、
H2O2添加時では、それを中和する働きのある
プロトンリーク活性が上昇しきれず H2O2 が
除去できないこと、それによりミトコンドリ
アの膜電位が低下し、アポトーシスが起こり 
やすくなっていること、さらにおそらく Ca2+

依存性の経路により主なサバイバル因子であ
る Akt の活性化が起きにくくなり、全体とし
てストレスに対する抵抗性が低くなっている
ことが示唆された。 
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