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研究成果の概要（和文）：本研究では、心筋細胞の核内Ca2+濃度の制御機構に注目し、核と細胞質のCa2+濃度の変化を
区別して測定できる蛍光Ca2+プローブGECOを導入したマウス心筋細胞を使って核内Ca2+動態とその調節因子を調べた。
その結果、病態を誘発するホルモン刺激では大きな核内Ca2+濃度上昇が起こること、この核内Ca2+濃度上昇にCa2+結合
タンパク質 Neuronal calcium sensor-1 (NCS-1) が関与することを見出した。さらに、NCS-1 による核内Ca2+濃度の
調節は、細胞内Ca2+放出チャネルであるイノシトール三リン酸受容体との相互作用を介していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the regulation of nuclear calcium in cardiomyocytes, we generated 
adenovirus vectors of cytoplasmic/nuclear-specific calcium probes GECOs, and induced them in mouse 
ventricular myocytes. Calcium imaging analysis revealed that a hypertrophy-associated hormone induced 
larger calcium transients in the nucleus than those in the cytoplasm. Using mice lacking a calcium sensor 
protein neuronal calcium censor-1 (NCS-1), which we previously reported as a crucial regulator of calcium 
signaling in cardiomyocytes, we demonstrated that NCS-1 contributes to the nuclear calcium regulation. 
Moreover, a protein/protein interaction assay exhibited that a NCS-1-dependent regulation of nuclear 
calcium is modulated through the interaction between NCS-1 and inositol-1,4,5 trisphosphate receptor, an 
intracellular calcium release channel, in cardiomyocytes.
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１．研究開始当初の背景 
 
心肥大は慢性心不全の進行に密接に関わっ
ていることから、その成り立ちを解明するこ
とは病態生理学的に重要である。近年、心肥
大をもたらす分子メカニズムの１つとして、
心筋細胞の局所での Ca2+濃度の上昇が、Ca2+

依存性シグナルを活性化することにより遺
伝子発現を調節することが分かってきたが、
その詳細な分子機構は不明であった。一方、
当グループでは Ca2+結合タンパク質 neuronal 
calcium sensor-1（NCS-1）が細胞内 Ca2+放出
チャネルであるイノシトール三リン酸受容
体（IP3R）を介した Ca2+シグナル調節関与し
ていることを見出しており、幼若期における
心収縮能および成体での心肥大への関与を
示していた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、心筋細胞における肥大シグナル
経路として、「核内」の Ca2+制御機構に注目
し、核内 Ca2+濃度が異なる刺激を与えた時に
どのように調節されているのか、また、NCS-1
がその制御に寄与しているかどうかを明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）心筋細胞の細胞質／核内 Ca2+濃度測定 
 
細胞質と核内のカルシウム濃度を同時に測
定できる Ca2+プローブとして、近年開発され
た GECO のアデノウイルスベクターを作製
し、これをマウス心筋細胞に導入した。収縮
を起こす電気刺激あるいは心肥大を誘発す
るホルモン（IGF-1）で受容体刺激したときの
細胞質と核内のCa2+濃度の変化を蛍光Ca2+イ
メージングにより解析した。 
また、Ca2+キレートタンパク質 Parvalbmin

を細胞質あるいは核内に高発現した心筋細
胞を使って細胞内の Ca2+動態を調べた。 
 
（2）NCS-1、核膜タンパク質、Ca2+調節タン
パク質の細胞内局在解析 
 
NCS-1 および IP3R が細胞内のどこに発現し
ているのかを調べるために、蛍光免疫染色法
により核膜内膜タンパク質 LAP2 との位置関
係を解析した。また、細胞分画法により心筋
細胞を細胞質、膜、核に分けた時の NCS-1、
IP3R、および LAP2 の局在を調べた。 
 
（3）NCS-1 と IP3R の相互作用解析 
 
Proximity ligation assay（PLA）法により、IGF-1
刺激前後における心筋細胞内の NCS-1 と
IP3R の相互作用の変化を調べた。 
 
４．研究成果 

収縮を起こす電気刺激の際には、核内 Ca2+は
細胞質よりも遅れて上昇／下降し、核内の
Ca2+濃度の増減は、ライアノジン受容体阻害
薬で消失した。興味深いことに、細胞質およ
び核内いずれのCa2+をキレートした際でも核
内 Ca2+濃度の増減が抑制された。このことか
ら電気刺激の際の核内 Ca2+濃度の変化は、心
筋収縮の調節機構である EC カップリングで
制御された細胞質内Ca2+濃度の変化に依存し
ていることが示唆された。 
 
病態を誘発する IGF-1 による受容体刺激で

は、時間的な差はみられなかったが核内でよ
り大きな Ca2+上昇が生じた。これはライアノ
ジン受容体阻害薬では抑制されず IP3R 阻害
薬で抑制された。さらにこの Ca2+上昇は
NCS-1欠損マウスの心筋細胞で有意に小さか
った。したがって、IGF-1 誘発性の核内 Ca2+

濃度上昇は IP3R 依存性であり、NCS-1 がそ
の調節に寄与していることが示された。 

 
免疫細胞化学染色および細胞分画法によ

って、NCS-1 と IP3R は核内よりもむしろ核
周囲領域で共局在しており、PLA 法では
NCS-1 と IP3R の相互作用は IGF-1 刺激によ
って核周囲を含む細胞質で増加することが
分かった。 

 
以上の結果から、心筋細胞の核周囲におい

て NCS-1 は IP3R との相互作用を介して心筋
細胞の核内Ca2+濃度を調節する因子であるこ
とが示唆された。 
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