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研究成果の概要：Ca2+センサーNCS-1 は、シナプス伝達や可塑性など神経機能に重要な役割を

担うことが知られているが、心臓における生理的・病態的役割は全く知られていなかった。本

研究により、NCS-1 が心臓においても未成熟期や病態時にその発現量が上昇し、心筋 Ca2+シグ

ナルを調節して収縮、ストレス時のサバイバル、またホルモン刺激による心肥大形成にも寄与

する可能性があることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

心臓において細胞内 Ca2+は筋収縮やシグナ

ル伝達、細胞死などあらゆる生体反応を制御

するキー因子である。その働きを仲介するも

のとして種々の Ca2+センサータンパク質が存

在し、時期･部位特異的に Ca2+依存性の反応を

制御している。特に発達期や心肥大形成過程

においては細胞内 Ca2+濃度上昇がおこり Ca2+

センサータンパク質を介した心機能調節が

行なわれていると考えられるが、未成熟期の

心筋収縮機構ならびに心肥大発症メカニズ

ムについては未だ全貌は明らかでなく、新た

な制御因子の発見、関連シグナルの解明は生

理的･病態的見地から重要である。    
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NCS-1(NeuronalCa2+ sensor-1/ 

Frequenin)は神経など興奮性細胞特異的に

発現する、分子量 22kDa の EF ハンド Ca2+セン

サータンパク質であり、神経機能に重要な役

割を担っていると考えられてきた。私達は以

前の研究により、NCS-1 がある種のイオンチ

ャネルの制御因子であることを初めて証明

し、また傷害神経において発現誘導されるサ

バイバル因子としても働くという新規の機

能を明らかにしてきた。興味深いことに、

NCS-1 は神経のみならず特に未成熟期の心臓

にも神経なみに高発現しており、形質膜にも

高発現しているが、心臓における NCS-1 の役

割については現在までほとんど不明であっ

た。しかし現在行なっている遺伝子欠損（KO）

マウスの解析により、NCS-1 が特に幼弱時の

心筋拍動ならびに、ストレス下におけるサバ

イバルに重要な役割を担っており、心肥大形

成過程にも関与している可能性を示す実験

結果を得た。 

 
２．研究の目的 

新たな心機能調節因子としての NCS-1の生

理的・病態的意義を確定し、関連タンパク質

との相互作用理解も含めたシグナル伝達経

路を解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１）野生型ヒト NCS-1 および Ca2+との結合

力が弱い変異型（E120Q）、また N末端がミリ

ストイル化されず PI4K を活性化しない変異

型NCS-1（G2A）、またそれぞれのHA標識体は、

通常の PCR 法により作製した。さらにこれら

をコードするアデノウイルスも定法に従い

作製した。また、心筋 α-ミオシン重鎖

（α-MHC）プロモータを用いて心筋特異的に

発現するトランスジェニック（Tg）マウスを

作製した。さらにノックアウト（KO）マウス

も共同研究により、作製済みである。  

 

 

（２）単一心筋細胞は、ランゲンドルフ灌流

システムを用いた酵素処理により単離した。

一方、培養心筋細胞は生後 1-2 日目の新生児

マウスの心室筋よりトリプシン処理を行な

ってバラバラにした後、繊維雅細胞を取り除

き、初代培養を行なった。 

 

（３）NCS-1 タンパク質の局在パターンは、

丸ごと心臓の連続切片(5 ・m)、培養心筋細

胞、あるいは HEK293 または COS-7 細胞に遺

伝子導入して高発現させたものを、免疫蛍光

法により可視化し、オリンパス Fluoview 

FV1000 コンフォーカル顕微鏡を用いて蛍光

像観察を行った。 

 

(4)細胞内 Ca2+濃度は、自動拍動、あるいは

電気フィールド刺激した際の Ca2+濃度変化

（Ca2+トランジエント）を蛍光指示薬 Indo 

1-AM を用いた蛍光法により測定した。その際、

冷却 CCD 高速カメラ付き AQUACOSMOS システ

ムを用いた。 

  

(5)心筋細胞の細胞死の判定は、形態および

Hoechst33342 を用いて核染色を行ったもの
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図１）NCS-1 Tg マウスの construction、

および KO マウス、Tg マウスにおける NCS-1

発現量を Western Blot で確認したもの。 



 

 

について、クロモソームの凝集の有無で判定

した。 

 
 
４．研究成果 

まず、心臓における NCS-1 の役割を確認す

るため、１）心臓での発現パターン、２）NCS-1

を過剰発現した場合、また３）NCS-1 を欠損

させた場合、心機能やサバイバルにどのよう

な影響を及ぼすかについて、野生型、ドミナ

ントネガティブ変異型NCS-1を高発現するTg

マウス、また KO マウス心室筋より単離した

培養心筋細胞を用いて検討した。また、心肥

大との関連についても検討を行なった。 

その結果、１）NCS-1 は繊維雅細胞ではな

く心筋細胞に高発現し、その細胞内局在は、

形質膜、核膜周辺および筋小胞体に集積して

いることがわかった。また各成長過程では、

成体と比べ未成熟期に高発現していた。一方、

病的な肥大心筋では、未成熟期と同様に細胞

内 Ca2+レベルが高く Ca2+依存性シグナルが活

性化されていると考えられるが、NCS-1 の発

現量も上昇していた（図２）。 

 

２）次に NCS-1 を培養心筋細胞にアデノウ

イルスにより過剰発現させると、自動拍動の

速さが速くなり、収縮期、弛緩期ともに細胞

内 Ca2+濃度が上昇していた。また形態も心肥

大誘発因子を加えたときと同様の様相を呈

していた。 

 

３）逆に NCS-1 の KO マウス由来の培養心

筋細胞では、特に血清除去などのストレス下

において自動拍動の速さが日ごとに低下し

ていき、それに伴い細胞内 Ca2+濃度の顕著な

低下も認められた。さらに日数が経過すると、

やがて核の凝集を伴う細胞死が認められた。 

A

胎児 新生児 成体胎児 新生児 成体

NCS-1の心臓に

おける発現量

B （形質膜） （核膜周辺）

C （核膜） （筋小胞体）

LAP2
NCS-1

SERCA2
NCS-1

図 2）A；心筋ホモジネートの Western blot, 
B; 心臓凍結切片、C;培養心筋細胞上におけ

る免疫蛍光像。 
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図 3）A；培養心筋細胞位相差像。B;自動拍

動の速さ。C；細胞内 Ca2+レベル 

KO KO + Ad NCS-1 HA

Hoechst staining

図 4）上；位相差像。下；核染色による

細胞死の判定。 



 

 

しかし KO マウス心筋細胞にアデノウイルス

により NCS-1 を高発現させると、細胞死から

レスキューされることがわかった（図４）。 

 

４）一方、NCS-1 の発現量が肥大心筋で増

加することから、心肥大との関連についても

検討を行なった。培養心筋細胞に様々な心肥

大誘発因子を添加したところ、Endothlin-1

（ET-1）をはじめとするいくつかのホルモン

刺激により、NCS-1 の発現量の増加が認めら

れた。逆に、NCS-1 をアデノウイルスにて過

剰発現させると、心肥大誘発因子を添加した

場合と同様の特徴的な形態変化が認められ、

細胞内 Ca2＋濃度も上昇していた。さらに、KO

マウス由来の培養心筋細胞では、ET-1 刺激に

よっても反応が鈍く、野生型で見られたよう

な心肥大はほとんど認められなかった。以上

の結果は、NCS-1 が ET-1 などのホルモン刺激

による心肥大形成経路を仲介している可能

性を示唆している。 

ところで、ET-1 による心肥大シグナルは、

筋小胞体 Ca2+放出チャネルである InsP3 受容

体タイプ２（IP3R2）を介した Ca2+放出が寄与

していることが報告されている。また NCS-1

が神経において InsP3 受容体と結合している

との報告がある。そこで、心筋における NCS-1

と InsP3 受容体との関係を調べた結果、心筋

においても NCS-1は主に核膜周辺に局在する

IP3R２と in vivo で免疫沈降し、共局在する

ことがわかった。現在、これら相互作用をさ

らに確実なものにするため、共同研究により

IP3R1 および IP3R２のｃDNA を入手し、in 

vitro の発現系での結合を確認中である。 

以上の結果は、Ca2+センサーである NCS-1

が、形質膜や核膜周辺に存在するイオンチャ

ネルなどの興奮性制御タンパク質との相互

作用を介して心筋 Ca2+シグナルを調節し、

様々な細胞応答、特に心臓の収縮機能、スト

レス下における心筋サバイバル、また心肥大

の誘発に重要な役割を担っていることを示

唆している。特に心肥大形成においては、

NCS-1 は IP3R との相互作用を介して心筋 Ca2+ 

シグナルを調節している可能性がある。 
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