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研究成果の概要（和文）： 

Ryanodine receptor (RyR2)は興奮収縮連関を担う代表的な蛋白質で、多くの結合蛋白質により
その機能は制御される。Sorcin は RyR2 結合蛋白質の一つであり、in vivo では RyR2 のチャネ
ル活性を抑制する。In vivo での sorcin の役割を明らかとするため、sorcin 欠損マウス(SOKO）
を作成した。SOKO は正常に発育し、その心筋細胞内カルシウム動態には影響を認めなかった。
圧負荷心では sorcin の発現は上昇する。圧負荷心において SOKO と野生型マウスは心肥大の程
度ならびに心機能に有意差を認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the heart, calcium plays important roles in excitation-contraction (E-C) coupling.  
SERCA2a and ryanodine receptor (RyR2) are two major Ca2+ signaling proteins involving 
in E-C coupling.  The activity of these proteins is regulated by their accessory proteins, 
which may play an important role in the pathogenesis of heart failure.  Sorcin is the 
one of the protein that is associated with RyR2 
The expression level of sorcin was altered in remodeling hearts.  In order to elucidate 
a role of sorcin in the heart, we generated sorcin knockout mice.  The mice showed no 
abnormal E-C coupling. 
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１．研究開始当初の背景  心臓の興奮収縮連関では、筋小胞体に存在

する ryanodine receptor (RyR2)からのカル
シウムの細胞質への放出、筋小胞体カルシウ
ムポンプ (SERCA)による筋小胞体へのカル
シウム再取り込みが行われる。RyR2 や SERCA
は、その機能を調節する多くの結合蛋白質が

 心筋においてカルシウムイオンは興奮収
縮連関のセカンドメッセンジャーとして中
心的な役割を果たしているだけでなく、心筋
肥大や心筋細胞死の情報伝達物質としても
重要である。 



(2)マウスの心臓の生化学的評価。 存在することが知られている。これらの蛋白
質は、肥大心や不全心では、その発現や RyR2、
SERCA への結合を変えることで心機能に影響
を与える事が報告されている。 

 RyR2 や SERCA2a、他のカルシウム修飾蛋白
質の発現は、ウエスタンブロット法にて検討
を行った。 
  この様に筋小胞体修飾蛋白質の研究は健

常心での興奮収縮連関のメカニズムの解明
に加え、慢性心不全の病態解明に必須である。 

(3) 観血的手法を用いた心機能の評価 
 マウスを麻酔下で心尖部より圧カテーテ
ルを挿入し、観血的血行動態測定の測定を行
った。圧の測定は左室収縮期圧、左室拡張末
期圧、収縮能の指標である dp/dt max、拡張
の指標である dp/dt min について行った。 

 SorcinはPenta-EF-handを持つカルシウム
結合蛋白質で、in vitro で RyR2 のチャネル
活性を抑制することが知られている。しかし
ながら、生体内での sorcin の働きは未だ明
らかでなく、心筋に sorcin を過剰発現した
トランスゲニックマウスは心筋収縮力の低
下を認めるとの報告がある一方、アデノウイ
ルスを用いラビット生体心筋に sorcin を過
剰発現すると心収縮力の亢進を認めると報
告されている。この表現系の違いは実験に使
用した種の違いである可能性もあるが、
sorcin の発現量によるものである可能性が
ある。すなわち、トランスゲニックマウスで
の強発現系では心機能は抑制的に、アデノウ
イルスを用いた sorcin の発現では、その発
現がトランスゲニックマウスよりは少なく、
心機能に促進的に働いていると考察される。 

 さらに、マウスの心摘出時に心重量、左室
重量を測定し、マウスの体重で補正する事で、
心筋肥大の程度について検討を行った。 
 
(4)心筋カルシウムトランジェントの評価 
 成獣マウスの心筋をランゲンドルフ法に
て、コラゲナーゼを用いて単離を行った。カ
ルシウム指示薬である Fura-2 を単離心筋細
胞に負荷し、細胞外カルシウム濃度を 1mM の
条件下で、0.25Hz の刺激を加え、心筋のカル
シウムトランジェントを測定した。 
 
(5)マウス心圧負荷モデルの作成 
 マウス横行大動脈を縮窄する事により、マ
ウス心臓に圧負荷をかけ、1週間後に心筋細
胞肥大の程度や心機能について評価を行っ
た。圧負荷の程度はマウスの右前腕と左前腕
の血圧の圧格差を計測する事により求めた。 

 病態モデルで sorcin の発現量が変化して
いるか検討するために、マウス圧負荷心モデ
ルで sorcin の発現を検討したところ、心肥
大期に sorcin の蛋白質発現が上昇すること
を発見した。これらの事は、sorcin の発現量
の変化が心機能制御に非常に重要な働きを
していることを示唆している。 

 
４．研究成果 
(1)定常状態での sorcin の役割  これらの問題を明らかするために、我々は

sorcin 欠損マウス(SOKO)を作成した。  ①カルシウム修飾蛋白質の発現 
 SOKO はメンデルの法則に従い誕生し、正常
に発育し、外見上は大きな異常は認めなかっ
た。ウエスタンブロット法で sorcin がノッ
クダウンされている事が確認されたが、RyR2、
SERCA2a、phospholamban (PLN)の蛋白質発現、
PLN のリン酸化 (p-PLN)の程度に差を認めな
かった（図 1）。 

 
２．研究の目的 
 本研究では SOKO を用い、心臓超音波法、
心臓カテーテル法での心機能の評価やアダ
ルト単離心筋を用いた心筋 Ca動態を測定し、
sorcin の心臓興奮収縮連関における役割を
検討する。次に圧負荷心不全モデルを用い、
sorcin が心肥大、心不全進展に与える影響を
検討し、sorcin の発現量の変化の意義を検討
する。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの心臓の形態学的、組織学的評価 
 マウスの心形態の評価は心臓超音波法を
用いて行った。左室拡張末期径、左室収縮末
期径、中隔壁厚、左室後壁厚を計測し、左室
短縮率は左室拡張末期径と左室収縮末期径
の差を左室拡張末期径で除す事により求め
た。 
心筋細胞横断面積や心筋の線維化の程度は、
パラホルムアルデヒドで固定した心筋をパ
ラフィン固定し、HE 染色、Azan-Mallory 染
色にて観察した。 

 図 1.カルシウム修飾蛋白質の発現  

 



 
 ②心筋細胞肥大と心筋線維化 
 Hematoxylin-Eosin染色やAzan-Mallory染
色を用いた組織学的検討では線維化を含む
異常は認めなかった。心筋横断面積は野生型
マウス(WT)で同等であり、心筋細胞肥大は認
めなかった。また、体重で補正した心重量
（WT: 4.53±0.12 mg/g, SOKO: 4.39±0.14 
mg/g）、左室重量（WT: 3.36±0.11 mg/g, SOKO: 
3.20±0.10 mg/g）は両群で差を認めなかっ
た。これらの事より、sorcin のノックダウン
は心肥大や心筋の線維化には影響を与えな
い事が明らかとなった。 

 図 2. マウス成獣心筋細胞のカルシウム  
    トランジェント  ③マウス心機能評価 
  心臓超音波法を用いた検討では、左室拡張

末期径（WT: 3.50±0.03 mm, SOKO: 3.47±
0.03 mm）、収縮末期径（WT: 1.97±0.06 mm, 
SOKO: 1.96±0.05 mm）、左室短縮率（WT: 43.8
±1.5 %, SOKO: 43.5±1.3 %）、左室壁厚（中
隔; WT: 0.76±0.02 mm, SOKO: 0.78±0.02 mm、
後壁; WT: 0.72±0.01 mm, SOKO: 0.75±0.01 
mm）に両群で差を認めなかった。 

 ②マウス圧負荷心筋のおけるカルシウム
修飾蛋白質の発現 
 TAC 施行後 1 週間で、WT、SOKO 共に sham
手術群に比し p-PLN の減少を認めたが、WT と
SOKO でカルシウム修飾蛋白質の発現に差を
認めなかった（図 1）。 
 
 ③心肥大期のマウス心機能  心機能を更に検討を行うため、観血的に左

室内の圧を計測した。左室収縮期圧（WT: 80.6
±4.3 mmHg, SOKO: 82.9±5.8 mmHg）、左室
拡張末期圧（WT: 0.93±0.44 mmHg, SOKO: 
1.00±0.55 mmHg）、収縮能の指標であるdp/dt 
max（WT: 8028±890 mmHg/sec, SOKO: 7229
±1189 mmHg/sec）、拡張の指標である dp/dt 
min（WT: -4971±704 mmHg/sec, SOKO: -5143
±557 mmHg/sec）、いずれの指標も両群間で
差を認めなかった。 

 TAC 後 1 週間の心エコーでは、WT、KO 共に
sham手術群に比しTAC群は有意な壁厚の増大
を認めたが、WT TAC 群、SOKO TAC 群間でそ
の程度に有意差を認めなかった（中隔; WT 
sham: 0.75±0.01 mm, WT TAC: 1.01±0.03 mm, 
SOKO sham: 0.73±0.02 mm, SOKO TAC: 1.05
±0.06 mm、後壁; WT sham: 0.70±0.02 mm, 
WT TAC: 0.97±0.02 mm, SOKO sham: 0.71±
0.02 mm, SOKO TAC: 0.99±0.02 mm）。また、
左室拡張末期径（WT sham: 3.51±0.05 mm, WT 
TAC: 3.47±0.05 mm, SOKO sham: 3.40±0.06 
mm, SOKO TAC: 3.28±0.06 mm）、左室収縮末
期径（WT sham: 1.87±0.06 mm, WT TAC: 2.00
±0.06 mm, SOKO sham: 1.85±0.05 mm, SOKO 
TAC: 1.78±0.08 mm）、左室短縮率（WT sham: 
46.7±1.4 %, WT TAC: 42.1±1.46 %, SOKO 
sham: 45.6±1.1%, WT TAC: 46.0±1.6%）は
WT TAC 群、SOKO TAC 群共に有意差はなく、
心拡大や心機能の低下を認めなかった。 

 
 ④心筋カルシウムトランジェント 
 マウス成獣単離心筋細胞を用い、心筋のカ
ルシウム動態の検討を行った（図 2）。最大カ 
ルシウムトランジェント（WT: 0.383±0.013, 
SOKO: 0.364±0.012）とカルシウムトランジ
ェントが Peak Ca の 3/4 から 1/4 に達する時
間である Decay time（WT: 0.267±0.048 sec, 
SOKO: 0.237±0.021 sec）に両群で有意差は
認めなかった。 

  
 ④圧負荷心の心筋細胞肥大の評価  以上より、sorcin のノックダウンはマウス

の定状状態における心機能、カルシウム動態
には影響を与えていないことが明らかとな
った。 

 Hematoxylin-Eosin染色やAzan-Mallory染
色を用いた組織学的検討では、SOKO TAC 群は
WT TAC 群に比し有意な線維化の亢進や、心筋
細胞肥大は認めなかった。また、体重（WT 
sham: 26.1±1.1 g, WT TAC: 25.2±0.3 g, 
SOKO sham: 24.4±1.1 g, SOKO TAC: 26.3±
0.4 g）で補正した心重量（WT sham: 4.83±
0.11 mg/g, WT TAC: 6.34±0.18 mg/g, SOKO 
sham: 4.65±0.13 mg/g, SOKO TAC: 6.29±
0.28 mg/g ）、左室重量（WT sham: 3.52±0.07 
mg/g, WT TAC: 4.80±0.14 mg/g, SOKO sham: 
3.40±0.11 mg/g, SOKO TAC: 4.77±0.17 

 
(2)心肥大期の sorcin の役割 
 ①マウス横行大動脈縮窄の施行 
 マウス横行大動脈(TAC)を縮窄した圧負荷
心では、心肥大期に soricin の発現が上昇す
る（図 1)。そこで SOKO に対し、TAC を施行
した。TAC により生じた圧格差は WT が 55.2
±5.5 mmHg、SOKO が 51.0±3.8 mmHg であり、
両群間で有意差を認めなかった。 

 



 

mg/g）は sham 手術群に比し、TAC 手術群で増
大を認めるものの、WT TAC、SOKO TAC 両群で
有意差を認めなかった。 
 
 ④圧負荷心のカルシウムトランジェント 
 心肥大期の心筋を単離し、心筋のカルシウ
ム動態の検討を行った。最大カルシウムトラ
ンジェント（WT sham: 0.326±0.025, WT TAC: 
0.282±0.016, SOKO sham: 0.317±0.026, 
SOKO TAC: 0.359±0.016）と Decay time（WT 
sham: 0.295±0.041 sec, WT TAC: 0.218± 
0.028 sec, SOKO sham: 0.284±0.017 sec, 
SOKO TAC: 0.262±0.015 sec）に 4群間で有
意差は認めなかった（図 3）。 

図 3.TAC施行後のマウス成獣心筋細胞のカル
シウムトランジェント 
 
以上より、sorcin のノックダウンはマウスの
定状状態だけでなく、病的肥大期においても
心機能、カルシウム動態には影響を与えてい
ないことが明らかとなった。 
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