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研究成果の概要（和文）：１）ラットの幼若心筋細胞のZ線にAcGFPを発現させ、心筋細胞内のサルコメアについて解析
を行った。サルコメア長変化の測定精度は、3 nmであった（SL nanometry）。また、赤外レーザーによる熱刺激法と組
み合わせ、体温よりもわずか~1°C高い条件において高速（~10 Hz）のサルコメア振動（HSOs）が惹起されることを見
出した。２）マウスin vivo心臓において、心筋細胞内のナノ分子情報を抽出できる新たな顕微システムを構築した。
その結果、同一細胞内であってもサルコメア長にはバラツキが存在すること、それらが同調することによって調和の取
れた心拍が生み出されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：1) We developed an experimental system for simultaneous nanoscale analysis of 
single sarcomere dynamics and Ca changes via the expression of AcGFP in Z disks in primary-cultured rat 
neonatal cardiomyocytes. The averaging of the lengths of sarcomeres along the myocyte caused marked 
underestimation of sarcomere lengthening speed because of the superpositioning of different timings for 
lengthening between sequentially connected sarcomeres. We also found that a rapid increase in temperature 
to >~38°C induced Ca-independent high-frequency (~10Hz) sarcomeric auto-oscillations (HSOs).
2) We developed a high-speed (100 fps) high-resolution (20 nm) imaging system for myocardial sarcomeres 
in living mice. It was found that (i) the working range of sarcomere length existed on the shorter 
resting distribution side and (ii) the left ventricular developed pressure was linearly correlated with 
the sarcomere length change between diastole and systole on the order of 100 nm.

研究分野： 生理学

キーワード： ナノバイオ　細胞・組織　循環器・高血圧　分子イメージング
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１．研究開始当初の背景 
我が国における心疾患の死亡率は癌に次

いで第二位となっており、患者数も年々増加
している。したがって我が国が健康国家を維
持するためには、心臓研究を強力に推進する
ことによって重篤な心疾患の分子メカニズ
ムを正確に解明し、新たな診断・治療方法を
開発することが急務である。しかしながら多
くの心臓研究は、運動性を持たない他の臓器
におけるものと同様、依然として“生物学（分
子生物学、生化学）”の観点からの原因・派
生物質（分子マーカー）の探索を中心に行わ
れている。そのため、心筋細胞の興奮収縮連
関や細胞内・細胞間情報伝達機構における局
所の力学―化学共役（メカノケミカルカップ
リング）すら普遍化・体系化するに至ってい
ない。さらに、細胞や組織レベルで得られた
生物情報をそのまま個体に当てはめて考察
している研究が大半を占める。したがって、
心筋細胞の収縮・弛緩反応を生理的条件下、
高精度でイメージングすることのできるシ
ステムを開発し、その機能を系統的に解明す
る必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、心筋細胞内m 領域でのイオ

ン動態や分子の挙動を in vivo において高時
間・空間分解能で可視化し、拍動リズム調節
機構やそのリズム破綻のメカニズムを探る。
心臓の機能を、数学、物理学や化学（すなわ
ち、physical sciences）の言葉を使って記述し、
心臓研究に新しい分野を創成することを目
指す。 
 
３．研究の方法 
光学顕微鏡を基盤とした最先端のナノイ

メージング技術を小動物より摘出した心筋
細胞や in vivo 心臓に応用し、心筋細胞内の
Ca2+イオン濃度やサルコメア長を蛍光像を解
析することにより測定した。また、除膜処理
したマウスの心室筋線維を用い、動力学的な
実験を行った。以下に詳細をまとめる。 
 
Ⅰ：心筋細胞を用いた実験 
1）幼若心筋細胞 

1 日齢の Wistar ラットより心室筋細胞を得
た（論文 4,7）。pAcGFP-actinin プラスミドを
幼若心筋細胞に導入後、1 日後に実験を行っ
た。細胞内 Ca2+濃度の計測が必要な場合には
Fluo-4 を導入し、bandpass filter （BP470-490）
を介した水銀灯の青波長励起、emission filter
（BA515IF）を介した緑波長の蛍光取得を行
う 1 波長 1 励起の蛍光観察の条件で計測を行
った。解析するデータは EMCCD カメラ
（iXON +897; Andor Technology）を用い、露

光時間 20 ms の 50 frames per second（fps）の
動画として取得した。ただし、自発拍動する
心筋細胞の観察実験は露光時間 40 ms の 25 
fps の動画を扱った。対物レンズには 60 倍の
油浸レンズ（N/A 1.45）を用いた。サルコメ
ア長ナノ計測については、デジタル動画とし
て取得したZ線の輝度が筋原線維に沿って複
数入るような直線状の領域を選択し、Z 線の
輝度と直交する方向の 1 次元輝度情報を取得
する。この 1 次元輝度情報において、Z 線の
輝線に対応する離散的輝度ピーク値を検出
し、その離散的ピーク値とその前後の準輝度
ピーク値の 3 つの輝度値から parabolic fitting
関数を作成した。Fitting 関数のピーク値を、
Z 線の中心推定位置と定義した。すなわち、
各 Z 線に対してこの解析を行い、隣接 Z 線間
の距離がサルコメア長となる。 
昇温させる場合、1455 nm の波長の赤外レ

ーザーを用いた。すなわち、レーザー光が集
光する点を作ることにより、集光点近傍の温
度を速やかに上昇させた（論文 7,10）。 
 
Ⅱ）In vivo 心筋サルコメアイメージング 
 -Actinin-AcGFP のアデノウイルスベクタ
ー（ADV）を作製し、in vivo 心筋細胞の Z 線
に AcGFP を発現させた（論文 1）。アデノウ
イルスベクター注入 2 日後には AcGFP の発
現が認められた。マウスはイソフルランにて
麻酔した後に人口呼吸下、電気メスにて胸郭
を取り去った。488 nm のレーザーを照射する
ことによって蛍光観察を行い、サルコメア長
のナノ計測を行った。レンズは、40 倍（N/A, 
0.8）と 60 倍（N/A, 1.0）の二種類の水浸レン
ズを用いた。動画の撮影は 100 fps の速度に
て行った。 
 
 
４．研究成果 
Ⅰ）ラット幼若心筋細胞を用いたサルコメア
長ナノ計測： 
本研究において我々は、ラットの培養幼若心
筋細胞のZ線（αアクチニン）にAcGFPを発現さ
せ、サルコメアの運動を高精度で計測することの
できる実験系を構築した。この実験系における
サルコメア長の計測精度は 3 nmであった（現在
のところ世界最高精度）。細胞内 Ca2+濃度は、
Fluo-4によって同時に計測した。SLの平均値は、
静止時に~2.00 m であったが、収縮時には
~1.80 m に短縮した。個々のサルコメア長を計
測すると、ゆっくりとした収縮の後に素早い伸展
が生じることが明らかとなった（図 1）。各鋸波形
には時間的なズレが生じ、そのために平滑化さ
れてスムーズな収縮、伸展波形が得られた。 
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ところで、心筋の収縮系は、中間活性条件下
で自発的に振動する（SPOC：論文 11 参照）。本
研究において、Ca2+イオノフォア処理した心筋細
胞において、周期 1～ 3 Hz の自励振動
（Cell-SPOC）が観察された（図 2）。Cell-SPOC
中のサルコメア振動は、ゆっくりとした短縮相と
素早い伸展相から成る鋸波であった。 

なお、Ca2+イオノフォア処理していない心筋細
胞において、電気刺激の頻度を生理的なレベ
ル（3～5 Hz）に上げると、伸展速度の上昇ととも
に短縮／伸展の位相が変化し、Cell-SPOCに類
似していた。これらの結果は、1）本研究にお
いて開発した実験系は心筋興奮収縮連関の
解析に幅広く応用可能であること、2）生理
的な拍動条件下、心筋細胞にはサルコメアの
自励振動特性（SPOC）を介して隣接するサ
ルコメアに収縮・弛緩が効率的に伝達されて
いる仕組みが備わっていることを示唆する。 
 
Ⅱ）昇温誘起高速サルコメア振動の発見： 
ラット幼若心筋細胞を用い、赤外レーザー

によって環境温度が昇温した際、サルコメア
動態に生じる変化を詳細に解析した。その結
果、速やかな昇温（38℃以上）によって細胞
内 Ca2+濃度の変動の有無にかかわらず、高振
動数のサルコメア自励振動が誘起されるこ
とを見出した（HSOs）。筋生理学は生理学の
中でも長い歴史を有しているが、HSOs は、
まったく新規の現象である。筋小胞体の機能

が正常に保たれている心筋細胞においては、
HSOsはCa2+依存性の自発拍動と共存した（図
3）。この時、両者の振動数を比較すると、HSOs
は~10 Hz であり、自発拍動は~1 Hz であった。
また、HSOs は、筋小胞体の機能を薬理学的
に阻害した条件でも生じた。HSOs の振動パ
ターンについてサルコメア長ナノ解析を行
うと、その位相が Cell-SPOC と類似していた。
すなわち、昇温によって細いフィラメントの
状態が on と offの中間状態になり、それによ
ってサルコメアの自励振動が生じたものと
理解することができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ⅲ）In vivo マウスにおけるサルコメア長計
測： 
小動物 in vivo 心臓において、心筋細胞内の

ナノ分子情報を抽出できる新たな顕微シス
テムを構築した。すなわち、マウス in vivo 心
臓において、左心室心筋細胞内のサルコメア
の動きを高空間（20 nm）・時間（100 fps）分
解能で捉えることに世界で初めて成功した
（論文 1）。その結果、同一細胞内であっても
サルコメア長には~300 nm ものバラツキが存
在すること、それらが同調することによって
調和の取れた心拍が生み出されていること
が明らかとなった。 
また我々は、サルコメア長の変化分と（マ

クロパラメータである）左心室内圧とは強く
相関し、サルコメアの収縮機構と心臓のポン
プ機構との間にタイトなカップリング機構
が存在することを見出した。さらに、画像再
構築法を独自に開発した。すなわち、心臓は
拍動し続ける臓器であるため、収縮、もしく
は拡張のピーク時点においてZ軸方向の焦点
ズレが生じる。我々は、左心室内圧の波形を
基準とし、これを 17 のフェーズに分割、各
フェーズにおいて対物レンズをZ軸方向に動
かすことによって焦点の合った画像を抽出
した。実験後、画像を再構築し、心臓サイク

図 1：ラット幼若心筋細胞における細胞内 Ca
2+
とサルコ

メア長の同時計測。7 つの連続した各サルコメアの長さ

を計測（カラーの線）。平均長は黒の太線で示してある。

赤線は Fluo-4 の蛍光強度、すなわち細胞内 Ca2+濃度変化。

論文 7 より抜粋。 

図 3：ラット幼若心筋細胞における HSOs。青線がサルコメ

ア長変化を、赤線が蛍光強度変化を示す。細胞内 Ca2+濃度

変化は Fluo-8 を用いて測定。赤、青の矢印（上のグラフ）

は、それぞれ赤外レーザー照射開始、終了の時点を示す。

昇温によって AcGFP の蛍光強度が低下するため、細胞全体

の蛍光強度が低下。下のグラフは上のグラフの拡大図。論

文 4 より抜粋。 
図 2：（左）Z 線に AcGFP を発現したラット幼若心筋細

胞。”a”、”b”の Z 線間の距離、すなわちサルコメア長を

計測した。（右）Cell-SPOC の典型例。右のサルコメア

長を計測。論文 7 より抜粋。 
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ルのすべての時点において焦点の合った動
画を作成することに成功した。本実験系は、
今後、心臓の生理および病態の解析に幅広く

使われてゆくものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、Ca2+蛍光指示薬を用いて、摘出後に

灌流した心臓の表面から細胞内カルシウム
動態を観察した。心筋組織内の複数の細胞か
らランダムな Ca2+ウエーブが観察され、そこ
に外部電極から電気刺激（強制振動）を与え
ると刺激に同調した細胞内 Ca2+の上昇（Ca2+

トランジェント）が観察された（論文投稿中）。 
 
Ⅳ）熱パルス照射による心筋収縮系への影
響： 
本研究では、成体ラットから心室筋細胞を

単離し、顕微鏡下で熱パルスを与えた際の収
縮の観察を行った。心筋細胞は温度上昇時に
収縮し、レーザー照射を止めると弛緩した。
電気刺激による収縮反応時には、Fluo-4 を用
いた蛍光観察から、細胞内 Ca2+濃度上昇が見
られた。それに対して、加熱収縮時では細胞
内 Ca2+濃度上昇は確認されなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ca2+非存在下、除膜した心筋細胞に熱パル
スを与えたところ、図 5 と同様な短縮反応が
見られた。これらの結果は、熱パルスによる
収縮機構は、Ca2+シグナルを介さず、一時的
に細いフィラメントの“on-off”平衡を on 側に
シフトさせることによって、クロスブリッジ
の結合が惹起されるものと理解される。 
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図 5：赤外レーザーの照射によって誘起されたラット単
離心筋細胞の短縮（約 36℃→約 43℃）。図中の IR-laser
とは、レーザー中心を示す。論文 10 より抜粋。 

図 4：A）マウスへの ADV 投与方法。濃縮した ADV を麻酔下
に開胸したマウスの左心室表面に投与。2 日後に GFP の発現
が安定して見られた。B）In vivo 顕微システムによる、サルコ
メア長とマクロパラメーター（心電図、心臓内圧）の同時計
測の様子。C）一回の心臓サイクルにおける同一心筋細胞内の
サルコメア長変化。同一細胞内でもサルコメア長には~300 nm
のバラツキがある。心筋細胞内の個々のサルコメア長を in 
vivo において計測することに成功した世界初のデータであ
る。上は、計測した心筋細胞の領域を示す（黄色枠内）。心筋
に特有な横紋構造が見られる。D）ナノ情報とマクロ情報の融
合。動画取得開始から 0.5 秒までの平均サルコメア長（中段）
および、心電図（上段）と左心室内圧（下段）。論文 1 より抜
粋。 
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