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研究成果の概要： 
心筋スライス標本を用いた心筋細胞内カルシウム動態の計測法を確立し、摘出拍動心標本で観

察される現象のメカニズムをより詳細に解明することを目的とした。まず、心筋スライス標本

を用い、中心部にあるコア心筋も含めた細胞機能を確認するため、ＮＭＲによるリン酸代謝に

ついて解析し、心筋細胞は十分な呼吸機能を持つことが確認できた。さらに Fluo-3をロードし
た心筋スライス標本での心筋細胞内カルシウム動態解析法を確立し、病態時の心筋収縮力低下

の原因を探った。 
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１．研究開始当初の背景 
 加齢やメタボリックシンドローム 

に伴う動脈硬化など心臓への後負荷の増大や、

交感神経系の緊張、全身および局所レニンー

アンジオテンシン系の賦活化により心肥大な

ど心筋リモデリングを引き起こす。このよう

な心筋リモデリングは最終的に心不全に至り

生命予後を脅かすため、治療・予防へ向けた

発症メカニズムについて細胞内情報伝達系を

中心に詳細に研究されてきた。また心筋リモ

デリングに伴い、心筋代謝基質の変化や細胞

内カルシウム動態に関わるタンパク（SERCA2a、

Na+/Ca2+ exchanger など）の発現異常などに 

よる、心筋のエネルギー効率低下も心不全患

者の予後を増悪させる因子となるため、心筋
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リモデリング時の心筋エネルギー代謝につい

ての検討も急務である。 

 正常心においても心収縮に伴う心筋細胞へ

のメカニカルストレスは心内膜側・心外膜側

で異なり、冠微小循環動態についても心内膜

側ではより虚血に陥りやすいなど、心室壁の

構造的な因子も関与する。肥大心では壁厚の

増大により、このような心室壁の構造的な因

子の違いはより顕著になると推定される。す

なわち、肥大心では心内膜側・心外膜側の心

筋細胞にかかるメカニカルストレスや冠血流

の状態の違いが正常心よりはるかに大きいた

め、心室壁の心内膜・外膜側心筋で異なる心

筋リモデリングのステージにある可能性が示

唆される。従って、局所心筋レベルでのエネ

ルギー代謝、カルシウム動態の把握とリモデ

リング過程に関連する心筋線維の微細構造変

化の解明により、心筋リモデリング・心不全

の予防・治療に新たな知見を加えるものと考

える。 

本申請者を含む研究グループでは、血圧を上

昇させない程度の持続的β刺激をラットに加

えることで、結合組織の増生を伴う心肥大を

来すことを見いだし、またこれらの心肥大・

結合組織の増生はβ刺激の休止により正常状

態に復する可逆的な変化であることを確認し

ており（Kitagawa et al. The reversible 

effects of isoproterenol-induced 

hypertrophy on in situ left 

ventricularfunction in rat hearts. Am J 

Phsiol 287: H277-H285, 2004）、心筋肥大の

進行過程および刺激除去後の回復過程を詳細

に解析することが可能である。本研究課題で

は、持続的β受容体刺激により作成したラッ

ト肥大心モデルから、心外膜側、心内膜側そ

れぞれの心筋スライス標本を作成し、エネル

ギー代謝、カルシウム動態およびナノオーダ

ー筋線維構造の評価を行い、正常心との比較

検討および心筋リモデリング過程の詳細な理

解を深める。 

 

２．研究の目的 

左心室の心内・外膜側での差異について、電

気生理、冠循環の分野では以前から盛んに研

究されているが、力学的、エネルギー学的な

検討は未だ十分ではない。これまでのところ

スライス心筋標本は無負荷状態での計測のみ

が可能であり、力学的な評価は工夫を要する

が、心筋細胞の生命維持に必要な基礎代謝お

よび興奮収縮連関を担うカルシウム動態を預

かるSERCA2a、Na+/Ca2+ exchangerそれぞれの

酸素消費量の計測法は確立しており、不全心

の病態の把握に新しい知見を加える。 

 
３．研究の方法 

 浸透圧ミニポンプをラットの皮下に埋め込

み、イソプロテレノール (Iso) を持続投与す

ることにより心肥大を誘導する。経過中のラ

ットの血圧を測定し、血圧上昇がないことを

確認する（圧負荷による心肥大でないとの確

認）。また、心エコーにより経時的な左室デ

ィメンジョン変化および心機能についても適

宜計測する。 

 ラットを麻酔後、開胸し心臓を摘出する。

大動脈よりクロスブリッジサイクリング阻害

薬の2,3-butanedione monoxime (BDM)を含

む冷却タイロード液を灌流する。左心室をブ

ロックに切り分け、マイクロスライサーによ

りスライスし、心内・外膜側心筋スライス標

本を作成する。スライス標本は計測まで

2,3-BDMを含む冷却タイロード液中に浮遊さ

せた状態でストックする。 

 ラット心筋スライス標本を用い、Ca蛍光指

示薬(Fluo-3)を用い、細胞内Ca濃度測定装置 

(AQUACOSMOS/RATIO：既設)により、正常心と

肥大心それぞれにおいて心内・外膜側心筋の

Ca2+トランジエントを比較する。同じ心臓の心



内・外膜側心筋のSERCA2、NCX、phospholamban、

RyRの発現量が心内・外膜側で差があるか確認

する。 

 本実験は大型放射光施設（SPring-8）にお

いて遂行する。ラット心内・外膜側心筋スラ

イス標本にX線を照射し、心筋線維からのX線

回折像から心筋線維の走行方向、無負荷時の

心筋線維格子間隔に関する情報を導き解析す

る。左心室壁の心筋細胞が一元方向に配向し

た層をなしており、本研究で用いる心筋スラ

イスの心筋層は平行に配列していると推定で

きる。すると正常心のスライス心筋では心筋

線維の走行もほぼ一様であると推定され、ス

ポット状のX線回折像が期待できる。しかし、

肥大心において心筋細胞の錯綜配列などがあ

る場合には、心筋線維の重なり合いの結果、

円弧状～リング状のX線回折像を呈すると考

えられる。ミオシン線維格子から得られる

（1,0）反射のX線ビームからの距離と心筋か

らカメラまでの距離、X線の波長からミオシン

線維の格子間隔を算出できる。 

 

４．研究成果 

 まず、心筋スライス標本を用いて、ＮＭＲ

によるリン酸代謝機能の評価法を確立した。

この解析により、心筋スライス標本の 31P ス

ペクトルは、摘出心標本のそれと同様の分布

を示し、スライス心筋においても摘出心と比

べ遜色のないリン酸代謝を持つことが示唆

された。即ち、心筋スライスにおけるコア部

分にある心筋細胞群は、十分な酸化的リン酸

可能を持ちこの標本を用いた心筋細胞内カ

ルシウム動態観察などが、十分生理的な計測

手段であることを示した。 

 次いで、ラット摘出心標本を用いて、心拍

数を増加させたときに観察される、心筋収縮

力低下の原因を探るため、左心室自由壁から

のＸ線回折像を解析したところ、心拍数の増

加に応じて心筋のアクチンーミオシン相互

作用の低下、即ちクロスブリッジ形成量の減

少が観察された。一方、心筋スライス標本を

用いた心筋細胞内カルシウム動態観察でも、

刺激頻度の増加による、カルシウムトランジ

ェントの高さに有意さは無かったものの、そ

の持続時間は有意に短縮する傾向を示した。

これらの知見から、心拍数の増大に伴うラッ

ト心筋収縮力の低下は、心筋線維と心筋細胞

内に放出されたカルシウムとの相互作用時

間の短縮が一つの原因であることが示唆さ

れた。しかし、心拍数の増加に伴う心筋細胞

内液のｐＨ低下や、トロポニンＩや Cタンパ

クのリン酸化レベルの変化も示唆されてお

り、その点についての検討を加えているとこ

ろである。 

 同じく、ラット摘出心標本を用いたＸ線回

折実験にて、低酸素灌流時の左心室圧低下に

ついて前負荷が及ぼす影響について解析を

行った。正常酸素灌流時には前負荷の増大に

伴い左心室発生圧は有意な増大傾向を示し、

Frank-Starling の法則が成り立つことを確

認した。一方、低酸素灌流時では、前負荷が

低いときには正常酸素灌流時と同じ程度の

左心室発生圧とクロスブリッジの形成が認

められたが、前負荷が増大すると左心室発生

圧の低下およびクロスブリッジ形成量の減

少が観察された。このときも、心筋線維のカ

ルシウム感受性を規定する因子の一つであ

る心筋線維格子間隔は前負荷の増大により

短縮する傾向を示し、低酸素灌流時のクロス

ブリッジ形成量の低下の原因が筋線維格子

間隔には無いことを示した。一方、心筋スラ

イス標本を用いた心筋細胞内カルシウム動

態観察では、前負荷を増大させることはでき

ないものの、カルシウムトランジェントの高

さには有意差はないものの、持続時間は有意

に延長していることが観察された。これは、

心筋線維とカルシウムの作用時間の延長を

示すが、一方で心筋線維のカルシウム感受性

の低下により、細胞質カルシウム濃度の高値



が宣戦している可能性もある。実際、低酸素

環境下では無酸素環境下とは異なり細胞質

pH の低下はそれほど強いとはいえず、それに

伴うカルシウム感受性の変化も強くはない

と考えられる。しかし、低酸素環境下で前負

荷を増大させた場合、CP を有意に低下させ無

機リン酸濃度が高まる可能性がある。これは、

ミオシン ATPase やその他の ATPase 機能を抑

制する可能性があり、低酸素灌流時に前負荷

を増大させた場合に観察される左心室発生

圧の低下およびクロスブリッジ形成量の低

下は、無機リン酸の増大による可能性が高い

ことを示した。 
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