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研究成果の概要（和文）：スターリングの心臓法則は、心筋サルコメアの発生張力が伸展によっ

て増大するという「筋長効果」に基づいている。本研究において申請者らは、筋長効果の程度

が細いフィラメントの協同性と逆相関していることを見出した。また、実験的に得られた結果

を、Ca2+依存性の細いフィラメントの ON-OFF スイッチ機構と格子間隔を組み入れたモデルに

よって、定量的にシミュレートすることに成功した。これらの結果は、Frank-Starling 機構が細

いフィラメントの協同性によって制御されていることを示している。 
 
研究成果の概要（英文）：Cardiac sarcomeres produce greater active force in response to 
stretch, forming the basis of the Frank-Starling mechanism of the heart.  The purpose 
of this study was to provide the systematic understanding of length-dependent 
activation, by investigating experimentally and mathematically how the thin filament 
“on-off” switching mechanism is involved in the regulation.  Our experimental 
analyses revealed that the magnitude of length-dependent activation was inversely 
correlated with thin filament cooperative activation.  These results were quantitatively 
simulated by a model that incorporates the Ca2+-dependent “on-off” switching of the 
thin filament state and interfilament lattice spacing modulation.  These findings 
demonstrate that the Frank-Starling relation is regulated by thin filament cooperative 
activation. 
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１．研究開始当初の背景 
筋長効果は、心筋の収縮構造（サルコメア）

に備わっている非常に重要な生理的調節機
構であるが、その分子メカニズムは未だに解
明されておらず、筋生理学における最も重要
な研究テーマの一つとなっている。一方、心
不全患者では、スターリング機構の減弱にと
もない運動耐容能が低下していることはよ
く知られており、筋長効果の分子メカニズム
を解明することは、臨床的見地からも非常に
重要である。これまでの研究において、申請
者らは、シンクロトロン X 線による、高い時
間・空間分解能での構造機能相関の解析を心
筋において実現し、巨大弾性タンパク質タイ
チン（コネクチン）の伸展にともなう格子間
隔の縮小が、筋長効果のトリガー因子として
働いていることを突きとめた。しかしながら、
この結果だけでは、筋長効果の分子メカニズ
ムを十分に解明したとは言えない。なぜなら、
クロスブリッジの結合・乖離は細いフィラメ
ントのON-OFFスイッチ制御の支配下にあり、
筋長効果の全容を明らかにするためには、細
いフィラメントの役割を系統的に明らかに
する必要があるからである。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、心筋サルコメアの細いフ
ィラメントの機能に焦点を当て、筋長効果の
分子メカニズムをサルコメアレベルで系統
的に解明することである。 
 
３．研究の方法 
1）スキンド標本の作製 
スキンド標本の作製、張力測定および電気

泳動については、すべて我々の過去の報告に
基づいて行った。すなわち、ブタ左心室乳頭
筋から小筋束（直径：約 1 mm、長さ：約 1 cm）
を切離し、1％（w/v）の Triton X-100 を含む
弛緩溶液（pCa 9.0）中でスキンド処理を行っ
た（約 3℃でオーバーナイト）。その後、Triton 
X-100 を弛緩溶液（5 mM MgATP、40 mM BES、
1 mM Mg2+、10 mM EGTA、1 mM dithiothreitol、
15 mM phosphocreatine 、 15 U/ml creatine 
phosphokinase、180 mM ionic strength (adjusted 
by K-propionate)、pH 7.0）で十分に洗浄し、
50%のグリセロール（v/v）を含む弛緩溶液に
保存した（－20℃で 3 週間まで）。タンパク
質の分解を防ぐため、プロテアーゼ阻害剤
（PMSF 0.5 mM、leupeptin 0.04 mM、E64 0.01 
mM）を使用した。 
 
2）トロポニン入れ替え 
上記の筋束より細い筋線維（直径：約 0.1 

mm）を切離し、ウサギ骨格筋速筋より抽出
した高濃度のトロポニン（Tn）複合体（sTn：

2 mg/ml）を含む強直溶液に 1 時間ほど浸した。
Tn を入れ替えた標本は、弛緩溶液（pCa 9.0）
で 10 分ほど洗浄した。Tn の入れ替え率は、
電気泳動（SDS-PAGE、15% gel）によって判
定した。 
 
3）筋線維の張力測定 
高感度トランスデューサー（AE-801）とフ

ックに筋線維の両端を固定した。サルコメア
長（sarcomere length：SL）はレーザー回折法
によって測定し、弛緩条件（pCa 9.0）下で 1.9 
μm に設定した。その後、標本を各 pCa（=－
log [Ca2+]）の各活性溶液に浸し、Ca2+活性化
張力を測定した（張力測定はすべて 15℃）。
次いで SL を 2.3 μm に伸展し、静止張力が定
常状態に達する 20 分後に各 pCa 溶液で張力
測定を行った。静止張力には活性張力測定直
前の値を用いた。測定終了後、標本の断面積
を計算し、単位断面積あたりの静止張力およ
び活性張力を求めた。各標本における pCa-
張力関係をグラフ化し、Hill 式を用いてフィ
ッティングした。最大張力の 50％の張力が発
生する pCa の値を pCa50とした。それぞれの
標本で SL を 1.9 から 2.3 μm に伸展させた際
の pCa50の変化分を ΔpCa50とし、これを筋長
効果の指標とした。 
なお、本研究では、外因性にクロスブリッ

ジ（アクチン－ミオシン）形成の協同性を変
化させた際、筋長効果がどのような影響を受
けるかも調べた。すなわち、クロスブリッジ
形成は協同的プロセスであるため、周辺のク
ロスブリッジの形成によって大きな影響を
受ける。我々は MgADP を加えると結合クロ
スブリッジの数が増加して活性張力が上昇
すること、逆に、無機リン酸（Pi）を加える
と結合クロスブリッジの数が減少して活性
張力が低下することを見出している。本研究
では、3 mM MgADP および 20 mM Pi が筋長
効果に及ぼす影響を探った。 
 
4）動力学的特性の評価 
 クロスブリッジの動力学的特性は、ktrを測
定することによって求めた。すなわち、心筋
の活性張力が定常状態に達した直後に筋長
を高速で短縮し、その後再び元の長さに戻し
た。筋長変化はいずれも高速で行った（~2 
ms）。我々はこの過程を、指数関数で近似し
た。すなわち、F(t) = Fss × (1 − exp(−ktrt)) + Fres
である（ここで、ktr が張力発生過程を示し、
F（t）は筋長変化後の張力、Fresは短縮／伸展
直後の残存張力、Fssは短縮／伸展直前の等尺
性張力を示す）。ktr は、クロスブリッジが一
回転（結合＋乖離）する速度を表す。本研究
では、sTn 置換によって ktrがどのように変化
するかを調べた。 



  2）クロスブリッジの動力学的特性に及ぼす
sTn入れ替えの影響  
 sTn 入れ替えがクロスブリッジの動力学的
特性に及ぼす影響を図 2A に示す。コントロ
ールの心筋において、ktrは Ca2+濃度依存性に
変化した。sTn 入れ替えによって、すべての
Ca2+濃度において ktrは上昇したが、この効果
は中間活性条件、特に活性レベルが 30%ほど
の際により顕著であった。図 2B は、活性張
力と ktrの関係を示す。張力レベルが似たよう
な条件において、ktrが上昇していること、す
なわちクロスブリッジの形成が促進されて
いることが分かった。 

４．研究成果 
1）筋長効果に及ぼす協同性の影響  
－ADPおよびPiの影響－ 
 筋長効果に対する ADP や Pi の影響につい
て、pCa-張力関係にまとめた結果を図 1A,B
に示す。上段の縦軸は、pCa 4.5 の最大張力値
に対する各 pCa 溶液での相対値（%）を表す。
また、下段には静止張力の値を示す。+MgADP
群（協同性上昇）では、いずれの SL におい
ても、コントロール群に比し Ca2+感受性は上
昇していたが、その効果は SL 1.9 μm におい
てより大きかった。その結果、ΔpCa50が減弱
した。逆に、+Pi 群（協同性低下）では、い
ずれの SL においても Ca2+感受性は低下して
いたが、その効果は SL 1.9 μm においてより
大きかった。その結果、ΔpCa50 が増大した。
また、図には示さないが、MgADP や Pi の効
果は、sTn 再構築した標本においても認めら
れた。これらの結果は、筋長効果が細いフィ
ラメントの協同性の度合いと逆比例してい
ることを示している。図 1C には、収縮性の
指標として規定した pCa50（pCa 曲線の中点）
と筋長効果との関係を示す。収縮性が高いほ
ど、すなわち協同性が高いほど、筋長効果は
減弱することが見出された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2：ktr に及ぼす sTn 再構成の影響。A）実
トレース。左はコントロール、右は sTn 再構
成を示す。B）ktr と張力との関係。同じ張力
レベルにおいて、ktrは sTn 再構成によって上
昇した。  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

筋生理学においては、協同性を正確に表現
する力学パラメータは未だに確立されてい
ないが、申請者らは協同性を「情報伝達の速
度」と解釈し、収縮速度をその指標とした。
その結果、筋長効果と収縮速度との間に負の
相関があることを見出した（図 1, 2）。すなわ
ち、細いフィラメントの協同性が上昇すると、
潜在的に力を発揮し得るクロスブリッジ
（recruitable cross-bridges）の数が減少し、筋
長効果が減弱するものと解釈された。 
 
3）筋長効果のモデリング 
本研究で用いた筋長効果のモデルを図 3 に

示す。このモデルには二つの特徴がある。す
なわち、1）サルコメアの伸展にともなって、
格子間隔（アクチン（細い）フィラメントと
ミオシン（太い）フィラメントの幅）が縮小
する、2）Ca2+濃度の上昇にともなって、アク
チンフィラメントが熱的に揺らぐ、というこ
とである。 

図 1：A）pCa-張力関係に及ぼす 3 mM MgADP
の影響（上）。曲線は pCa 4.5 にて規格化して
ある。下図は、静止張力の値を示す。*P<0.05。
B）pCa-張力関係に及ぼす 20 mM Pi の影響
（上）。曲線は pCa 4.5 にて規格化してある。
下図は、静止張力の値を示す。*P<0.05。C）
pCa 曲線の中点（pCa50）と筋長効果（ΔpCa50）
との関係。±ADP、Pi、sTn 再構成について、
直線関係が得られた。なお、pCa50と収縮速度
とは逆相関の関係にある（図には示さない）。
すなわち、pCa50の値が大きければ大きいほど、
素早い収縮を示す（下参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
  



  
  

図 3：シミュレーションに使ったサルコメア
モデル。A はアクチンフィラメント、M はミ
オシンフィラメントをそれぞれ示す。アクチ
ンフィラメントは、Ca2+濃度の上昇とともに、
ガウス分布（P(q)）にしたがって熱的に揺ら
ぐと仮定。d は格子間隔。（L0－L）/2 はフィ
ラメントの重なりの幅。a の領域において、
アクトミオシン相互作用が生じている。 
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図 4：シミュレーションの結果（実線：プロ
ットは実験データを示す）。A：pCa-張力関係
（左：絶対張力、右：相対張力（pCa 4.5 にて
規格化））。B：筋長効果（Z 軸）に及ぼす細い
フィラメントの Ca2+感受性（pCa50_actin）と協
同性（nH_actin）の影響。筋長効果は協同性に大
きく依存している。3D 図における青のメッシ
ュ面が筋長効果の解を示す。 
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