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研究成果の概要（和文）： 
 心臓の力学的エネルギー学的性質において、興奮収縮連関の酸素消費は前負荷の増大に依存
しないのかという永年の疑問がある。本研究ではその疑問に答えるため、ラット摘出心臓の血
液交叉灌流実験系を用いて、興奮収縮連関のカルシウムハンドリングに要するエネルギー計測
と、遺伝子組換え型蛍光カルシウムプローブ（GCaMP）による全（丸ごと）心臓でのカルシウム
イメージングの同時リアルタイム計測法の開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 A question of long-standing to cardiac physiologists is whether E-C coupling VO2 will be really 
independent of preload. To answer the question, we tried to develop the simultaneous real-time 
measurement system for myocardial mechanoenergetics and calcium dynamics in the blood-perfused 
excised heart preparations using G-CaMP-expressed transgenic rats.  
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１．研究開始当初の背景 
心臓は全身に血液を送り出すポンプとしての

機能を持ち、その収縮弛緩のメカニズムにお

いて、心臓を構成する蛋白質の同定や興奮収

縮連関の機序が明らかにされてきた。我々は、

ラット摘出心臓の血液交叉灌流実験系を用い

て、左心室圧—容積と冠循環の動静脈血液酸素

濃度較差のリアルタイム測定により、心臓一

拍毎の心筋酸素消費量と発生する総機械的エ

ネルギーの直線関係から、心筋細胞の興奮収
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縮連関におけるカルシウムハンドリングに要

する酸素消費を算出する手法を駆使し、多く

学術論文を報告してきた。しかしながら、本

実験法では、機械的無負荷時の酸素消費の変

化からカルシウムハンドリングの障害や改善

を推測はできるが、実際に起こっている細胞

内カルシウム濃度変化を同時に観察すること

はできない。一方、細胞内カルシウム濃度の

測定には、一般的にFluo-3,4等の蛍光カルシ

ウム指示薬を用いるが、摘出心や生体位心の

ような全（まるごと）心臓でのカルシウム動

態の観察は困難であることから、これまでの

研究では心臓表面心筋のカルシウム濃度変化

の検出に限られていた。最近、cameleonや

G-CaMPなど遺伝子組換え型蛍光カルシウムプ

ローブの開発が進んでいる。中井ら(Nature 
Biotech, 2001) は 、 Green Fluorescent 

Protein (GFP)、カルシウム結合蛋白質である

calmodulinおよびその相互作用ペプチドであ

るM13を遺伝子操作により改変融合し、細胞内

のカルシウムイオン濃度をリアルタイムに測

定するための蛍光プローブ、G-CaMPを開発し

た。そこで本研究では、ラット摘出心臓の血

液交叉灌流実験系により求めた心臓一拍毎の

心筋酸素消費量と発生する総機械的エネルギ

ーの直線関係から求められる心臓の興奮収縮

連関におけるカルシウムハンドリングと、遺

伝子組換え型蛍光カルシウムプローブである

G-CaMPによる全心臓でのカルシウムイメージ

ングの同時リアルタイム計測法を開発すると

いう発想に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ラット摘出心臓の血液交叉

灌流実験系による興奮収縮連関のカルシウム

ハンドリングに要するエネルギー計測と、遺

伝子組換え型蛍光カルシウムプローブ、

G-CaMPによる心臓全体でのカルシウムイメー

ジングの同時リアルタイム計測法を開発し、

全心臓の興奮収縮連関におけるエネルギー消

費プロセスとカルシウム動態をリアルタイム

で解析することである。本研究は、心臓の力

学的エネルギー学的研究と最近注目されてい

る遺伝子組換え型蛍光カルシウムプローブの

一つである G-CaMP を用いた全（丸ごと）心臓

でのカルシウムイメージングを用いた画期的

な研究であり、この研究によって、興奮収縮

連関の酸素消費は本当に前負荷の増大に依存

しないのか？という心臓生理学における永年

の疑問に終止符を打つことが可能となる。 
 
３．研究の方法 
ラット摘出心臓の血液交叉灌流実験は、ラン

ゲンドルフ灌流と違い、２匹のラットのうち、

一方から心臓を摘出し、他方のラットを代謝

サポーターとし、その頸動脈・静脈と摘出心

臓をつなぎ血液交叉灌流を行い、摘出心臓の

冠循環を行う。ペーシングにより一定の心拍

数で拍動させる。摘出心臓の左室内にバルー

ンを挿入し正確に注水して、左室圧と容積の

測定を行う（図 1）。

その注水量(前負荷)を変えて心収縮期末圧容

積関係(ESPVR)と弛緩期末圧容積関係(EDPVR)

を求める（図 2A）。ESPVR とEDPVRから収縮期

末圧容積面積(PVA: 一回の心筋収縮・弛緩に

よって発生する総機械的エネルギー)を算出

する。また、交叉灌流系はほとんどすべて冠

循環であるので、一心拍当たりの心筋酸素消

費量(VO2)は冠灌流量と動静脈酸素濃度較差

の積を心拍数で除して求まり、心臓の酸素消

費量が連続的に正確に測定することが可能で

ある。各心室容積におけるデータをプロット

してVO2-PVA関係直線を得る（図 2B）。この

VO2-PVA関係直線の勾配とVO2切片からそれぞ

れPVAの酸素コスト(化学エネルギーから機械

エネルギーへの変換効率の逆数を表す)と興

奮収縮連関のカルシウムハンドリングと基礎

代謝に利用される酸素消費量を求める。この

実験系に、ブレインビジョン社製の高速イメ

ージングシステムを用いて、G-CaMPによる蛍

光強度の変化から、専用ソフトを用いて心臓

全体でカルシウム動態の計測を行う。 

 G-CaMP トランスジェニックラットの 作製

は、研究協力者である埼玉大学脳科学融合セ

ンター、中井淳一教授から改良型 G-CaMP（図



3）プラスミドベクターの譲渡を受け、

研究協力者として生理学研究所行動代謝分子

解析センター、平林真澄准教授に依頼し、遺

伝子組換えラットの作製を行った。 

 加えて、正常心臓から得られたデータをも

とに、心筋の筋小胞体カルシウムポンプ

（SERCA2a）過剰発現心臓や、カルシウムハン

ドリングの異常が予測されるイソプロテレノ

ール誘導性肥大心でのメカノエナジェティク

スとカルシウム動態を計測する。そのため、

SERCA2aトランスジェニックラットを作製し、

その心臓をドナーとし、血液交叉灌流実験系

を行い、そのメカノエナジェティクスを調べ

た。さらに、それらのトランスジェニックラ

ットへのイソプロテレノール持続投与によっ

て心肥大を誘導し、それらのラットを心臓ド

ナーとして、摘出した心臓の血液交叉灌流実

験を行った。一方、病態モデルとしてイソプ

ロテレノール持続投与ラットにおける心肥大

のメカニズムおよびカルシウムハンドリング

異常について、生理機能とカルシウム動態や

カルシウムハンドリングタンパクの発現量を

比較することでそのメカニズムを調べた。 

 

４．研究成果 

はじめに、G-CaMP TG ラット作製し、飼育繁

殖を行い、系統を樹立するのに時間を要した

ため、カルシウムハンドリングタンパクを変

化させたモデル動物を用いて、実験を行った。 

 イソプロテレノール（ISO）持続投与による

心肥大とNa+/H+交換体（NHE-1）阻害薬による

カルシウムハンドリングタンパクの変化につ

いて調べた。ISOを浸透圧ポンプにて 1週間持

続投与すると心肥大を発症する（図 4）。

同時にNHE-1 阻害薬を投与すると心肥大が抑

制された。心エコーで比較するとFSやEFには

差はみられなかった。そこで、コンダクタン

スカテーテルを用いて、圧-容積関係から求め

たPVAを収縮性の指標として比較したところ、

NHE-1 阻害薬による心機能の改善を見出した

（図 5, 6）。  

このとき、ISOによる筋小胞体のカルシウムポ

ンプであるSERCA2aの減少がNHE-1阻害薬によ

り改善していることから、細胞内カルシウム

動態を調べた。方法は心筋スライスを用いて、

蛍光カルシウム指示薬であるFluo-3AMを用い

た。その結果、ISO投与によりカルシウムトラ

ンジェントが短縮し、NHE-1 阻害薬投与によ

る改善効果がみられた（図 7）。

この結果から、SERCA2a活性よりNCX活性の増

加の関与が示唆された。また、この実験では

Fluo-3AMを用いたが、G-CaMP TGラットを用い

ることで、ISO持続投与による肥大心での丸ご

と心臓を用いたカルシウム動態の計測が可能

となる。 

 次に、SERCA2aを過剰発現させるTGラットを

作製し、その力学的エネルギー学的性質を調

べた。このTGラットでは、SERCA2a発現量の違

うTG-Ⅰと-Ⅱを比較した。その結果、SERCA2a

の制御タンパクであるホスホランバンおよび



リン酸化ホスホランバンにおいてもSERCA2a

同 様 に 違 い が 認 め ら れ た （ 図 8 ）。

そのメカノエナジェティク解析では、TG-Ⅰで

はESPVRの上方移動し、収縮性の増加がみられ

た。一方、TG-Ⅱは通常ラット心臓と同等であ

った。しかし、両TGラットともVO2-PVA関係の

傾きは有意に減少し、Y軸切片が上昇していた

（図 9,10）。Y軸切片の増加は興奮収縮連関に

使用される酸素消費の増大によることが示さ

れた。しかし、収縮性の酸素コストはすべて

の群で違いがみられなかった（図 9,10）。

これらの結果から、SERCA2a過剰発現により、

カルシウムハンドリングに用いられる酸素消

費の増加が明らかとされた。今後、G-CaMP TG

ラットとのダブルトランスジェニックの作製

により、実際のカルシウム動態とメカノエナ

ジェティクの同時計測への期待が高まった。

さらに現在、このSERCA2a-TGラットに先述の

ようにISO持続投与することで心肥大を発症

させた時、肥大はどうなるか、メカノエナジ

ェティクスはどう変化するかを調べている。 

 G-CaMP TG ラットの作製は、はじめにヒト

サイトメガロウイルスプロモーター制御で全

身性の過剰発現ラットを作製した。イメージ

ングシステムは、ブレインビジョン社の

MiCAM02-CMOSカメラを用いたカルシウムイメ

ージングシステムを使用した。その結果、培

養細胞での一過性の強制発現、G-CaMP TGラ

ットからの摘出心臓での心筋スライス、ある

いは丸ごと心臓にて、拍動毎のカルシウムト

ランジェントをイメージングすることに成功

した（図 11）。

そこで、血液交叉灌流実験系を用いた提出心

臓でのカルシウムイメージングを行った。ま

ず、永年の疑問であった前負荷の増大でカル

シウム動態に違いはあるかどうかを調べた。

その結果、赤線で示す部位のようにカルシウ

ムトランジェントのアンプリチュードの増加

が起きているところもあったが、全く変化の

ない部位もあった（図 12）。その後も幾度と

実験を行ううちに、この結果には motion 

artifact が含まれており、本当に正確な細胞

内カルシウム濃度の変化をとらえていないこ

とが分かった。そこで現在、正常心臓のよう



に拍動を続ける血液交叉灌流実験系で、

motion artifactを除去できる方法として、

G-CaMPと DsRed を共発現させ、ただ赤色蛍光

のみを示す DsRedの蛍光変化と緑色蛍光であ

る G-CaMPを同時測定できる２波長計測実験

系（図 13）を構築し、それらを差し引くこと

で、motion artifact を除去できると考えた。

そこで、新たなコンストラクトを作製し、TG

ラットを作製した。現在、飼育繁殖中であり、

結果は今後に期待される。

 
 最後に、本実験システムの完成により正確

なカルシウム動態を計測できるようになれば、

現在の生理学の教科書に記載されている

VO2-PVA関係において興奮収縮連関における

酸素消費は前負荷に依存しないという定説が

真実かどうかを立証することが可能となる。 
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