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研究成果の概要（和文）：心室筋および骨格筋は，Transverse tubule (T 管)と呼ばれる細胞膜

が陥入した特徴的な構造を持つ。心筋細胞の T 管形成・維持に関与する分子を探索し，候補分

子として Pacsin3 に注目した。Pacsin3 の機能を明らかにするために変異体を作製し解析を行

った結果，Pacsin3 の C 末端を欠損した変異体は，チューブリンと共局在し，微小管の形態を

変化させることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Transverse-tubule (T-tubule) is invagination of plasma membrane, 
only found in ventricular and skeletal myocytes, and have important role for excitation 
and contraction coupling. To identify molecules involved in formation and maintain of 
T-tubule structure in cardiac myocyte, mRNA expression of candidate genes were determined 
by Northern blotting. Among the genes tested, Pacsin3, a member of F-BAR protein family, 
was highly expressed in adult ventricular myocyte. To reveal the functions of Pacsin3, 
several deletion mutants was transiently transfected in COS7 cell. C-terminal deletion 
mutant of Pacsin3 was co-localized with alpha-tubulin, and changed form of microtubule 
network. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

2009 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 

 
研究分野：生理学 
科研費の分科・細目：基礎医学・生理学一般 
キーワード：T管，循環器，心筋 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 T 管は心室筋及び骨格筋細胞に見られる細
胞膜がチューブ状に陥入した構造であり，こ

の構造上には L型 Ca2+チャネル，Na+-Ca2+ 交
換機構などが存在することが知られている。
また T管の先端の近傍にはリアノジン受容体
を有する筋小胞体が存在する。これらの Ca2+
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代謝装置が協調して働くことにより，迅速に
細胞膜の興奮が細胞内に伝播され、心室筋の
興奮収縮連関をすばやく一様に起こすこと
が可能となる。T 管は胎生期及び新生児期の
心室筋細胞には存在しないが、生後数週間の
内に急速に形成される。一方で心肥大や心不
全などの病的条件下でT管構造が乱れること
も報告されている。このように心室筋細胞の
T 管は生理学的に非常に重要な役割を担って
いるが，その形成・維持に関する分子機構は
全く分かっていない。 
 近年になり，BARドメインと呼ばれる領域
を持つタンパク質ファミリーが同定された。
このドメインを持つタンパク質を細胞に強
制発現させると，細胞内に管状の構造が形成
される。これらのタンパク質の多くはWASP
ファミリーと呼ばれる分子群を介して，アク
チンの重合を促進させ細胞形態を変化させ
ることが知られている。BARドメインタンパ
ク質についてのこれまでの報告は，エンドサ
イトーシスなどの膜輸送に関するものがほ
とんどであり，心筋細胞での役割については
全く知られていない。しかし細胞膜を陥入さ
せるという特異な活性から，これらの分子の
相互作用が T管形成・維持に重要な役割を果
たす可能性は極めて高いと考えられる。また，
上で述べた様々なイオン輸送体の T管への局
在についても，これらのタンパク質による足
場形成が関係していることが予想される。 
 
２．研究の目的 
 
 本 研 究 の 目 的 は 心 筋 細 胞 の T 管
（Transverse tubule）形成・維持の分子基
盤を明らかにすることにある。T 管は心室
筋・骨格筋細胞に見られる，細胞膜がチュー
ブ状に陥入した構造であり，心室筋の興奮収
縮連関を正確かつ効率的に引き起こすのに
必要不可欠な構造である。骨格筋の T 管形成
に関わる可能性の高い分子として，BAR ドメ
イ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー で あ る
Amphiphysin 2 が 同 定 さ れ て い る 。
Amphiphysin 2 を培養細胞に強制発現させる
と，細胞膜が管状に陥入すること，骨格筋の
T 管に局在することなどから，同分子が骨格
筋のT管形成に重要な役割を果たすこと示唆
されている。これまでの検討により，
Amphiphysin 2 は心筋にも発現が見られるが，
これは骨格筋に発現するものと異なるアイ
ソフォームであることが明らかしている。こ
の心筋型 Amphiphysin 2 はリン脂質に結合す
るドメインを欠いているため，COS7 細胞に強
制発現させても管状構造を形成することが
できない。この結果から，心筋の T管形成に
は Amphiphysin 2 以外の BAR ドメインタンパ
ク質が関与することを予想した。本研究では、
心筋に発現するBAR ドメインタンパク質ファ

ミリーおよびに着目し，T 管構造の形成，機
能維持についての分子基盤明らかにしてい
く。本研究により得られる知見は，心臓の生
理・病態生理の解明のみならず，再生医療や
創薬にも多いに貢献できると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 
（1）心室筋に発現する BAR ドメインタンパ
ク質の特定 
心室筋における T 管の形成・維持に関わる分
子を探索するために，ノーザンブロッティン
グ法によりBARドメインタンパク質について
網羅的に発現量を調べた。ゲノム上に存在す
る既知の BAR ドメインタンパク質 62 種類の
部分 cDNA 配列を RT-PCR 法により単離しプロ
ーブとした。ラットの骨格筋，心房筋，心室
筋からそれぞれ RNA を単離し，アガロースゲ
ル電気泳動後，メンブレンにブロッティング
した。その後，32P によってラベルした各プロ
ーブをハイブリダイズさせ，シグナルを検出
した。ノーザンブロッティングの結果から得
られた候補分子については，RT-PCR 法によっ
て全長 cDNA を単離し，pEGFP-C1 ベクターに
サブクローニングした。 
（2）Pacsin3 変異体の解析 
 ラット心筋より RT-PCR 法により Pacsin3
の全長 cDNA を単離した。単離した遺伝子は
インフレームになるように pEGFP-C1 ベクタ
ーにサブクローニングした。各種欠失変異体
はsite-directed mutagenesis により終止コ
ドンを挿入することで作製した。 
 各遺伝子をリポフェクション法により
COS7細胞に導入し，48時間培養後，抗Pacsin3
抗体による免疫染色を行った。細胞膜の染色
には di-8-ANEPPS を用いた。細胞骨格系タン
パク質の染色には，ファロイジン，抗ビメン
チン抗体，抗チューブリン抗体，抗ケラチン
抗体を用いた。観察には共焦点レーザー顕微
鏡を用いた。 
（3）心室筋細胞の免疫染色 
ラット心臓を摘出し，逆行性に還流しランゲ
ンドルフ心とした。その後，コラゲナーゼ処
理によって細胞を単離し，免疫染色を行った。
観察には共焦点レーザー顕微鏡を用いた。 
 
４．研究成果 
 
（1）心室筋に発現する BAR ドメインタンパ
ク質の特定 
ゲノム上に存在するBAR ドメインタンパク質
について，心房筋，心室筋，骨格筋における
発現量をノーザンブロッティング法により
比較した。その結果，Endophillin A2, 
Endophillin B1, GRAF2, ARHGAP26, Pacsin2, 
Pacsin3, SNX30 などが心室筋で比較的高い発
現を示すことが明らかになった。しかし，心



図 2：ラット心室
筋細胞の免疫染色
像。bar = 5 µm。 

室筋特異的に発現する分子は確認出来なか
った。 
 骨格筋のT管形成に関わる分子として知ら
れる Amphiphysin 2 を培養細胞に強制発現す
ると，細胞膜が管状に陥入することが知られ
ている。そこで，心室筋に発現するこれらの
遺伝子の全長 cDNA を RT-PCR 法により単離し，
GFP融合タンパク質としてCOS7細胞にトラン
スフェクションした。しかし，これらの分子
による細胞膜の変化は，Amphiphysin 2 を導
入した細胞と比べて軽微なものであった。 
 
（2）Pacsin3 変異体の解析 
今回単離した分子の中で，心室筋における発
現量が比較的高いものはPacsin3 であったた
め，同分子について解析を進めた。
Amphiphysin 2 などの BAR ドメインタンパク
質の多くは，分子内に SH3 ドメインを持ち，
この領域が活性の調節に重要であると考え
られている。Pacsin3 も C 末端に SH3 ドメイ
ンを持つ。そこで，この領域を中心とした変
異体を作製し，COS7 細胞に強制発現させ細胞
の形態変化を観察した（図 1）。 

 初めに野生型 Pacsin3，SH3 ドメイン，プ
ロリンリッチドメインを欠損した変異体に
ついて検討した結果，これらの分子は主に細
胞質に局在していた（図 1A）。更に，N 末端
から 220 アミノ酸以降を欠損させた変異体
（Pacsin3 N220）を解析した結果，細胞質内

に管状の構造物が観察された。この構造物は
Amphiphysin 2 による細胞膜の陥入による管
とは形態が異なり，核を円周状に取り囲む形
状であった。また，この構造物は細胞膜染色
色素であるdi-8-ANEPPS では染色されなかっ
た。その形状から，この管状構造物が細胞骨
格系に関係していることが予想されたため，
ファロイジンおよび各種抗体（抗ビメンチン
抗体，抗チューブリン抗体，抗ケラチン抗体）
との二重染色を行った。その結果，この管状
構造物が抗チューブリン抗体で染色される
微小管であることが明らかになった（図 1B）。 
 
（3）心室筋細胞の免疫染色 
Pacsin3 の心室筋細胞内での局在を明らかに
するために，免疫染色を行った（図 2）。その
結果Pacsin3 は一部で微小管と共局在するこ
とが明らかになった。また，T管上にもシグ
ナルが観察された。 

 
（4）考察 
 本研究では，心室筋細胞の T 管ネットワー
クの形成・維持に関わる分子の探索を行った。
今回の検討では，心室筋特異的に発現する
BAR ドメインタンパク質は確認出来なかった
が，数種類の遺伝子が骨格筋，心房筋と共通
して発現していることが明らかになった。そ
の中でも,Pacsin3 は比較的多く発現してい
た。免疫染色の結果，Pacsin3 は心室筋細胞
内で微小管と T管の両方に局在が観察された。
また Pacsin3 の C 末端領域を欠損した変異体
が，微小管のに共局在し，その形態を変化さ
せることが明らかになった。T管と微小管の
関連については明確ではないが，Pacsin3 が
双方の形態維持に関与する可能性もあり，現
在より詳細な解析を進めている。 
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