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研究成果の概要（和文）：1）ラット幼若心筋細胞のZ線にα-actinin-YC-Nano140を発現させ、細胞内局所のCa
濃度とサルコメア長の同時計測を行った。2）マウス摘出心臓において、心筋細胞内局所のCa動態を計測する技
術を開発した。3）マウスin vivo心臓から心筋細胞内のサルコメアの動きを高空間（20 nm）・時間（10 ms）分
解能で捉えることのできるシステムを開発し、サルコメア動態とマクロパラメータ（心電図および左心室内圧）
のリアルタイム同時計測を行った。4）ヒト心筋の単一筋原線維においてサルコメア自励振動を惹起させ、拡張
型心筋症患者の筋原線維ではサルコメアの動態挙動が抑制されていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：1) We performed simultaneous nano-imaging of intracellular Ca dynamics and 
single sarcomere length in rat neonatal cardiomyocytes, via expression of α-actinin-YC-Nano140 in 
the Z disks. 2) We developed a high-precision method for the evaluation of the intracellular Ca 
dynamics in the isolated perfused mouse heart. 3) We developed a high speed (100 fps), high 
resolution (20 nm) nano-imaging system for myocardial sarcomeres in living mice. Using this system, 
we conducted three-dimensional analysis of sarcomere dynamics in left ventricular myocytes during 
the cardiac cycle, simultaneously with electrocardiogram and left ventricular pressure measurements.
 4) We analyzed the mechanical properties of single sarcomere dynamics during sarcomeric 
auto-oscillations (Ca-SPOC) in myofibrils from donor hearts and from patients with severe dilated 
cardiomyopathy (DCM). Sarcomere dynamics was found to be depressed in DCM myofibrils, due to 
impairment of thick-thin filament sliding. 

研究分野：生理学
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１．研究開始当初の背景 

心臓は周期的に激しく動くため、in vivo で

はリアルタイムでの細胞内分子情報の抽出

が他の臓器に比べて格段に難しく、ほとんど

の分子研究が個体環境とかけ離れた条件の

下で行われている。しかしながら、生体（個

体）では、個々の心筋細胞が 3 次元的に配置

し、かつ、ホルモンや自律神経系の調節を受

けているため、ゲノムやタンパク質構造、培

養・単離細胞における分子の挙動や細胞内の

シグナル伝達機構を調べるだけでは、心臓生

理学の最終目標である「in vivo 心臓の機能を

分子レベルで、かつ系統的に解明する」こと

は困難である。そこで本研究では、我々が独

自に開発した心筋ナノイメージング技術を

発展させ、マウス in vivo 心臓から心筋細胞に

おけるカルシウムイオン（Ca
2+）やアクトミ

オシン分子の情報を高精度リアルタイムに

抽出し、細胞単位での興奮収縮連関と心臓の

マクロ機能との関係を分子レベルで、かつ系

統的に明らかにする。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、ナノ計測技術を駆使する

ことによって、小動物の心筋細胞やin vivo心

臓から心筋細胞内分子情報を高精度で抽出

する。すなわち、心筋細胞一個のμm領域での

Ca
2+イオンやアクトミオシン分子の情報を高

精度でリアルタイムに抽出、細胞単位での興

奮収縮連関と心臓のマクロ機能との関係を

分子レベルで、かつ系統的に明らかにする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、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、小動物の心筋

細胞や in vivo 心臓に応用し、蛍光像を解析す

ることによって心筋細胞内Ca
2+濃度やサルコ

メア長を測定した。また、ヒト心筋より筋原

線維を抽出する新たな方法を開発し、正常な

らびに拡張型心筋症におけるサルコメアの

動的挙動を解析した。以下に詳細をまとめる。 

 

Ⅰ）心筋細胞を用いた実験： 

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

きる実験系を構築することに成功している（J 

Gen Physiol 2014）。本研究では、この実験系

を改良し、Ca
2+濃度にともなって蛍光シグナ

ルを変化させる FRET 型 Ca
2+センサー

［Yellow cameleon-Nano140（YC-Nano140）］

をラットの幼若心筋細胞の Z線に発現させた。

そして、拍動中や電気刺激時の細胞内局所

Ca
2+濃度と SL との同時計測を行った。 

 

Ⅱ）摘出心臓を用いた実験： 

マウスから摘出した心臓を大動脈から逆

行性に灌流した。Ca
2+感受性蛍光色素である

Cal520 を灌流液に加え、心臓表面からの共焦

点観察によって、心筋細胞内 Ca
2+ダイナミク

スを解析した。なお、この実験ではアクトミ

オシンの働きを阻害する BDM を使用し、心

臓の動きを抑制した。レンズは、20 倍（N/A, 

1.0）の水浸レンズを用いた。撮影は 36 fps の

速度で行った。 

 

Ⅲ）In vivo 心筋サルコメアイメージング： 

α-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。アデノウイルスベク

ター注入2 日後には、心臓にAcGFP の発現

が認められた。イソフルランにてマウスを麻

酔した後、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。撮影は100 fps の速度で行った。 

 

Ⅳ）ヒトの心筋筋原線維を用いた実験： 

 我々は、収縮条件と弛緩条件の中間活性化

条件において、横紋筋の筋原線維が自発的に

振動することを発見している（SPOC）。心筋

では、SPOC は生理的なイオン条件（pCa ~6.0）

において発生する（Pflügers Arch, 1996, 1999）。

また我々は、各種動物から調製した心筋線維

の SPOC 周期は、動物固有の静止心拍数と強

く相関することを報告した（Biochem Biophys 

Res Commun, 2006）。本研究では、ヒトの心室

筋標本における SPOC 中のサルコメア動態の

解析を試みた。 

 

４．研究成果 

 心筋細胞、摘出心臓および in vivo 心臓の各

階層において研究を行なった。以下、詳細を

まとめる。 

 

Ⅰ）ラット幼若心筋細胞におけるサルコメア

長と局所 Ca
2+濃度の同時計測： 

図 1 に 示 す と お り 、 我 々 は

Cameleon-Nano140をラット幼若心筋細胞のZ

線に発現させることに成功した。弛緩から収

縮に至る際、すなわち、細胞内 Ca
2+濃度の増

加にともなって Yellow の蛍光強度が上がり、



Cyan の蛍光強度が下がることが確認された。

これらの蛍光強度の比（Fyellow/Fcyan）を細胞内

Ca
2+濃度の指標とし、サルコメア長との関係

を探ると、Fyellow/Fcyan の上昇（低下）にとも

なってサルコメア長が短縮（伸長）すること

が確認された。また我々は、単一の筋原線維

に沿って Ca
2+濃度はほぼ均一に変化するが、

サルコメアの応答性にはバラツキが存在す

ることを見出した。さらに、β 受容体刺激薬

を投与すると、局所 Ca
2+濃度ならびにサルコ

メアの変化率がいずれも上昇した。この論文

は、生理学分野において世界で最も権威があ

る Journal of General Physiology 誌の表紙を飾

った。 

 
 

Ⅱ）摘出心臓における心筋細胞内局所 Ca
2+

濃度の計測： 

 我々は、収縮関連分子の動態と心臓拍動の

繋がりを調査するにあたり、マウスの摘出心

臓内部の心筋細胞局所のCa
2+動態を計測する

技術を開発した（図 2）。すなわち、心筋細胞

内部では、Ca
2+濃度上昇は、ある決まった部

位において円状に発生し、それが細胞内に広

がってゆく。我々は「円解析法」を創出し、

Ca
2+拡散の速度とその上昇が生じる原点位置

と発生時間を特定することに成功した。その

結果、Ca
2+誘発性 Ca

2+遊離機構を介する Ca
2+

の広がりの速度は、120 µm/sであった。また、

この直線式を外挿することによって、発火が

生じた時間を計算することが可能となった。

この場合、その時間は-51 ms であった（図 2C、

矢印）。 

 
 
 
 

 

 

 

Ⅲ）In vivo マウスにおけるサルコメア長計

測： 

我々は、ナノ計測技術をマウス個体（in vivo）

に応用し、マウス in vivo 心臓の中から心筋細

胞内のサルコメアの動きを高空間（20 nm）・

時間（10 ms）分解能で捉えることのできるシ

ステムを独自開発、サルコメア動態と in vivo

マクロパラメータ（心電図および左心室内圧）

のリアルタイム同時計測を世界で初めて可

能にした（図 3）。 

先ず、摘出心臓におけるサルコメア長を計

測した。その結果、サルコメア長は静止時に

おいて 1.97±0.20 m であり、イギリスの Bub

らがラットにおいて報告している値とほぼ

等しかった。次に、拍動時の約 30 周期分の

サルコメア長変化を 13 匹のマウスについて

解析し、拡張期および収縮期のサルコメア長

を求めたところ、それぞれ 1.90 ± 0.06、 1.68 

± 0.06 µm であった。すなわち、in vivo におい

て、サルコメア長は静止時で得られた分布領

域の比較的短いレンジで変動していること

が明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 

図 1：（A）Z 線に YC-Nano140 を発現させた幼若心筋細
胞。細胞内 Ca2+濃度の増加にともなって Yellow の蛍光強
度が上がり、Cyan の蛍光強度が下がる。（B）心筋細胞内
局所の Ca2+濃度（FRET によって計測：Yellow と Cyan の
蛍光強度比を使用）（赤）と単一サルコメア長（SL）（青）
の同時計測。 

図 2：（A）マウス心臓内の Ca2+変化。点線の内部において
Ca2+発火が始まっている。（B）（A）の点線内部で生じた Ca2+

発火の広がり。1 フレーム毎に円でフィットした。（C）（B）
において点線で示した円の半径と時間との関係
（Y=0.12X+6.13）。この直線式を外挿することによって、発
火が生じた時間を計算することができる。この場合、-51 ms
（矢印）。（D）自発発火時と電気パルス刺激時（灰色帯）の
Ca2+指示薬の蛍光強度。電気刺激により同期した Ca2+トラ
ンジェントが生じていることがわかる。  



図 3C に示すとおり、収縮期、拡張期のい

ずれにおいても、最大で約 300 nm もサルコ

メア長が異なっていた。すなわち、生理的条

件下、サルコメア長には不均一性が存在する

ことが明らかとなった。 

ところで、心臓ポンプ機能の重要な特性と

して、心室容積が拡大するほど一回拍出量が

増大する「Frank-Starling の法則」がよく知ら

れている。この法則の基盤は、単離した心筋

線維において、サルコメア長を伸展するほど

収縮時の発生力が大きくなる「長さ-張力関係」

に基づいている。我々は、本研究において、

in vivo での拡張末期のサルコメア長（dia. SL）

と拡張末期と収縮末期の左心室内圧の差

（ΔLVP）の関係を解析した（図 4）。意外な

ことに、dia. SL と ΔLVP には相関関係は存在

せず、実際のサルコメア長の変化分（ΔSL）

と ΔLVP との間に有意な相関関係が認められ

た。一般に、生理的な中間活性化状態では、

クロスブリッジ形成によってアクチン-ミオ

シンの結合が促進し、発生張力を増強させる

ことが知られている。今回の我々の結果は、

in vivo において、クロスブリッジ形成に依存

したサルコメアの協同的活性化の特性が心

臓機能の制御に大きく貢献していることを

示唆している。 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

また、我々は、画像再構築法を独自に開発

した。すなわち、実験後、画像を再構築し、

心臓サイクルのすべての時点において焦点

の合う動画を作成した。その結果、サルコメ

ア長の変化と LVP とは逆相関の関係にある

ことが明らかとなった（図 5）。 

 
 
 
Ⅳ）ヒト心筋筋原線維における自励振動
（SPOC）解析： 

 我々は、まず、ヒト心筋から心筋細胞の全

長（~100 m）に近い単一筋原線維の抽出法

を確立することに成功した（図 6）。通常、筋

標本から筋原線維を得る際、硬直条件におい

てホモジナイズが行われているが、今回、弛

緩条件においてホモジナイズを行うことに

よって、正常・病態のいずれの標本からも再

現性良く長い筋原線維を抽出することが可

能になった。本研究では、特に心筋トロポニ

ン I（cTnI）に変異（K36Q）を有する拡張型

心筋症（DCM）の標本に着目した。cTnI-K36Q

標本では、収縮・伸展速度が遅いという DCM

心筋に特有の現象が見られ、その結果、SPOC

の周期が長くなった。ところが、我々が開発

したトロポニン入れ替え法（J Gen Physiol, 

2009）を用いてトロポニン I を正常なものに

入れ替えると、SPOC 波形が正常化した。 

 

 

図 4：（A）拡張末期サルコメア長（Diastolic SL）と拡張お
よび収縮末期の左心室内圧の差（ΔLVP）の関係。（B）拡張
および収縮末期のサルコメア長の差（ΔSL）と ΔLVP の関係。 

図 5： 拍動 1周期のサルコメア長（SL）と左心室内圧（LVP）
の変化。LVP のフェーズを 17 に分割し、各フェーズにお
いて焦点の合っている画像を選んで組み合わせた。 

図 3：（A）マウスへのアデノウイルスベクター（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
心拍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。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明瞭に見られる。（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）。 

（A） （B）  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果は、SPOC 現象の分子理解を

通して、心臓拍動の分子基盤を明らかにでき

る可能性を強く示唆する。現在、新たな診断

基準として臨床現場に提供することを目指

し、健常および病態ヒト心筋標本の SPOC 特

性を評価、心筋症のタイプや重症度の規格化

を進めている。心筋症の診断は、エコーや心

電図などのマクロ情報、すなわち古典的バイ

オメカニクス情報に基づいて行われている

のが実情であり、診断基準も曖昧である。本

研究開発課題で創出する方法が一般化され

れば、心臓カテーテルによって患者からごく

一部の心筋標本を採取し、SPOC 特性を解析

することによって病態の分類や重症度の判

定を厳密に行い、最適治療法を速やかに判断

することが可能になる。この診断法は心疾患

による死亡率を大幅に低下させることが期

待される。 
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