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研究成果の概要（和文）：1）ラット培養幼若心筋細胞のZ線にAcGFPを発現させ、収縮の最小単位であるサルコメアの
長さ変化を細胞内Ca濃度変化と同時にnm精度で解析できるシステムの構築に成功した。2）ラット培養幼若心筋細胞に
おいて、約38℃以上の条件下、高速（~10 Hz）のサルコメア振動（HSOs）が生じることを見出した。3）マウスin vivo
心臓において、心筋細胞内ナノ分子情報を抽出できる新たな顕微システムを構築し、サルコメアの動きを高空間・時間
分解能で捉えることに成功した。4）Frank-Starling機構について解析し、その程度が細いフィラメントの”on-off”
平衡に依存していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：1) In cardiac muscle, a change in sarcomere length (SL) by a mere ~100 nm causes 
a substantial change in contractility. To accurately analyze the motion of individual sarcomeres with 
nanometer precision, we developed an experimental system for simultaneous nano-scale analysis of single 
sarcomere dynamics and intracellular Ca changes via the expression of AcGFP in Z-disks in 
primary-cultured rat neonatal cardiomyocytes. 2) A rapid increase in temperature to >~38°C induced 
Ca-independent high-frequency (~10 Hz) sarcomeric auto-oscillations(HSOs) in rat neonatal cardiomyocytes. 
3) We developed a high-speed high-resolution in vivo cardiac imaging system in mice. This system enabled 
three-dimensional analyses of sarcomere dynamics during the cardiac cycle, simultaneously with 
electrocardiogram and left ventricular pressure measurements. 4) We demonstrated that the Frank-Starling 
mechanism of the heart was dependent on the “on-off” equilibrium of the thin filament state.

研究分野：筋生理学
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１．研究開始当初の背景 
心臓は、それ自体が周期的に激しく動くた

め、in vivo ではリアルタイムでの心筋細胞内

分子情報の抽出が難しく、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。したがって、1）心臓内で個々の

心筋細胞の興奮や収縮・弛緩がどのように生

じているのか、2）それらの情報が周辺の細

胞にどのように伝わってゆくのか、3）細胞

機能がポンプ機能の発現にどのようにつな

がっているのか、といった基本的なメカニズ

ムが十分に解き明かされていない。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を調べるだ

けでは、心臓の生理機能を分子レベルで解明

することはできない。しかしながら、心臓生

理学の最終目標は「in vivo 心臓の機能を分子

レベルで、かつ系統的に解明する」ことであ

り、これを実現するためには、当該研究分野

の現状を打開する必要がある。 
 

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
臓から心筋細胞内情報を高精度で抽出し、心

筋細胞一個のµm領域でのCa2+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ことである。 
 
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、小動物より摘

出した心筋細胞やin vivo心臓に応用し、心筋

細胞内のCa2+イオン濃度やサルコメア長を、

蛍光像を解析することにより測定した。また、

除膜処理したマウスの心室筋線維を用い、動

力学的な実験を行った。以下に詳細をまとめ

る。 
 
Ⅰ：心筋細胞を用いた実験 
1）幼若心筋細胞 

1 日齢のWistarラットより心室筋細胞を得

た（論文 1,4）。pAcGFP-actininプラスミドを

幼若心筋細胞に導入後、1 日後に実験を行っ

た。細胞内Ca2+濃度の計測が必要な場合には

Fluo-4 を導入し、Bandpass filter （BP470-490）
を介した水銀灯の青波長励起、Emission 
filter（BA515IF）を介した緑波長の蛍光取得

を行う 1 波長 1 励起の蛍光観察の条件で計測

を行った。解析するデータはEMCCDカメラ

（iXON +897; Andor Technology）を用い、露

光時間 20 msecの 50 frames per second（fps）
の動画として取得した。ただし、自発拍動す

る心筋細胞の観察実験は露光時間 40 msの 25 
fpsの動画を扱った。対物レンズには 60 倍の

油浸レンズ（N/A 1.45）を用いた。サルコメ

ア長ナノ計測については、デジタル動画とし

て取得したZ線の輝度が筋原線維に沿って複

数入るような直線状の領域を選択し、Z線の

輝度と直交する方向の 1 次元輝度情報を取得

する。この 1 次元輝度情報において、Z線の

輝線に対応する離散的輝度ピーク値を検出

し、その離散的ピーク値とその前後の準輝度

ピーク値の 3 つの輝度値からparabolic fitting
関数を作成した。Fitting関数のピーク値を、Z
線の中心推定位置と定義した。すなわち、各

Z線に対してこの解析を行い、隣接Z線間の距

離がサルコメア長となる。 
アダルトラットからの単離心室筋細胞の

採集は、論文 8 に基づいて行った。 
昇温させる場合、1455 nm の波長の赤外レ

ーザーを用いた。すなわち、レーザー光が集

光する点を作ることにより、集光点近傍の温

度を速やかに上昇させた（論文 1,7）。 
 
Ⅱ）スキンド心筋標本を用いた実験 

1）スキンド心筋標本の作製 
スキンド標本の作製については、我々が確

率した方法に基づいて行った（論文 8,9）。す

なわち、マウスの左心室から小筋束（直径：

約 100 µm）を切離し、1%（w/v）の Triton X-100
を含む弛緩溶液中でスキンド処理を行った。 
 
2）トロポニン入れ替え 
上記の筋束を、ウサギ骨格筋速筋より抽出

した高濃度のトロポニン複合体（2 mg/ml）を

含む強直溶液に 1 時間ほど浸した。トロポニ

ン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（論文 5）。 
 
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（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 1.90 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、15℃）。次いでSLを 2.20 μmに伸展し、

各pCa溶液で張力測定を行った。それぞれの

標本でSLを 1.90 から 2.20 μmに伸展させた際



のpCa50（pCa-張力関係の中点）の変化分を

ΔpCa50（pCa-張力関係の中点の移動度）とし、

筋長効果の指標とした。 
 
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、k tr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（~2 ms）。この過程を指数関数で近似した。 
 
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 AcGFP の発現が認められた。マウ

スはイソフルランにて麻酔した後に人口呼

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。動画の

撮影は 100 fps の速度である。 
 
４．研究成果 

心筋細胞、心筋線維および心臓の各階層に

おいて研究を行った。以下、詳細をまとめる。 

Ⅰ）ラット幼若心筋細胞を用いたサルコメア

長ナノ計測： 

本研究において我々は、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した。この実験系における

サルコメア長の計測精度は 3 nmであった（現在

のところ世界最高精度）。細胞内Ca2+濃度は、

Fluo-4 によって同時に計測した。SLの平均値は、

静止時に~2.00 µmであったが、収縮時には

~1.80 µmに短縮した。個々のサルコメア長を計

測すると、ゆっくりとした収縮の後に素早い伸展

が生じることが明らかとなった（図 1）。各鋸波形

には時間的なズレが生じ、そのために平滑化さ

れてスムーズな収縮、伸展波形が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ところで、心筋の収縮系は、中間活性条件下

で自発的に振動する（SPOC：論文 3 参照）。本

研究において、Ca2+イオノフォア処理した心筋細

胞において、周期 1 ～ 3 Hz の自励振動

（Cell-SPOC）が観察された。Cell-SPOC中のサ

ルコメア振動は、ゆっくりとした短縮相と素早い

伸展相から成る鋸波であった。Ca2+イオノフォア

処理していない心筋細胞において、電気刺激の

頻度を生理的なレベル（3～5 Hz）に上げると、

伸展速度の上昇とともに短縮／伸展の位相が

変化し、Cell-SPOCに類似していた。これらの

結果は、1）本研究において開発した実験系

は心筋興奮収縮連関の解析に幅広く応用可

能であること、2）生理的な拍動条件下、心

筋細胞にはサルコメアの自励振動特性

（SPOC）を介して隣接するサルコメアに収

縮・弛緩が効率的に伝達されている仕組みが

備わっていることを示唆する。 
 

Ⅱ）トロポニンTに変異（ΔK210）を有する

拡張型心筋症マウス心筋線維の機能解析： 
 Frank-Starlingの心臓法則は、摘出心筋レベ

ルにおいては活性張力が筋長とともに増大

するという 「筋長効果」に置き換えて考え

ることができる。我々は、巨大弾性タンパク

質タイチン（コネクチン）が格子間隔（太い

フィラメントと細いフィラメントの間隔）を

調節していることを明らかにしている（論文

3 参照）。本研究では、トロポニンTに変異

（ΔK210）を持つノックイン（KI）モデルマ

ウスの心筋を用い、筋長効果がどのように変

化しているかを調べた。WT標本では、サル

コメア長（SL）を 1.90 から 2.20 μmに変化さ

せると、pCa-張力関係の中点（pCa50）が約

0.2 ユニット左方にシフトした（Ca2+感受性の

上昇）。それに対してKI標本では、Ca2+感受

性が低く、かつ、SLの伸展にともなうpCa50

の移動度（ΔpCa50）が約 0.1 ユニットであっ

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1：ラット幼若心筋細胞における細胞内 Ca
2+
とサ

ルコメア長（SL）の同時計測。7 つの連続した各

サルコメアの長さを計測（黒、灰色の線）。平均

長は青線で示してある。赤線は Fluo-4 の蛍光強度、

すなわち細胞内 Ca2+濃度変化。論文 4 より抜粋。 

図 2：WT 標本（黒）

と KI 標本（赤）に

おける pCa-張力関

係。KI 標本では、

いずれのサルコメ

ア長 においても

Ca
2+
感受性が低下

しており、筋長効

果（∆pCa
50
）が有意

に低下していた。

論文 5 より抜粋。 



 
また、トロポニンを同一のもの（ウサギ骨

格筋由来）で置換すると、Ca2+感受性および

筋長効果は、WT標本、KI標本において同程

度となった。さらに、細いフィラメントの協

同性の指標であるktrはKI標本において有意

に低値を示した。そこで、KI標本を浸してい

る溶液中に細いフィラメントの協同性を上

昇させるMgADPを加えると、ΔpCa50が約 0.2 
pCaユニットに上昇した。これらの結果は、

KI標本では細いフィラメントの協同性が低

下しているために伸展時にクロスブリッジ

結合が抑制され、スターリング効果が減弱し

ているものと理解できる。 

 以上の結果に基づいて、筋長効果の程度と

細いフィラメントの”on-off”平衡との関係に

ついて検討し（図 3）、筋長効果は細いフィラ

メントの”on-off”平衡が中間状態である時に

最大となることを見出した。すなわち、平衡

が off 側にシフトすると、細いフィラメント

の協同性が低下するために格子間隔縮小に

ともなうクロスブリッジの形成が抑制され

る。一方、平衡が on 側にシフトすると、筋

長効果の発現に必要な（ATP を結合した）

recruitable クロスブリッジの数が減少し、格

子間隔縮小にともなうクロスブリッジ形成

が抑制される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

拡張型心筋症や肥大型心筋症などの心疾

患においては、Frank-Starling 機構が減弱して

いる。したがって、我々が見出した細いフィ

ラメントの平衡状態と筋長効果との関連は、

病態時における Frank-Starling 機構を理解す

る上で重要であると考えられる。 

 

Ⅲ）In vivoマウスにおけるサルコメア長計測： 

α-Actinin-AcGFP 発現組み換えアデノウイ

ルスをマウス左心室壁の表面に投与し、100 
fps のカメラ速度で単一サルコメアの動きを

共焦点顕微鏡下で観察した。心臓を摘出する

と、静止時のサルコメア長が約 2.0 μm である

ことが見出された（単一サルコメアの計測精

度：20 nm）。次に、マウスをイソフルラン麻

酔下、拍動中の心臓において左心室中央部の

心筋細胞内のサルコメア長を計測すると、収

縮、伸展時に、それぞれ約 1.7 および 2.0 μm
であることを見出した。静止時心筋細胞中の

サルコメア長には正規分布にしたがったバラツ

キが存在し、in vivo 心臓拍動時、1）サルコメア

長はその正規分布の短い領域において変動し

ていること、2）左心室内圧とサルコメア長の間に

は直線的な比例関係が存在することが明らかに

なった（論文投稿中）。 

また、Ca2+蛍光指示薬を用いて、摘出後に

灌流した心臓の表面から細胞内カルシウム

動態を観察した。心筋組織内の複数の細胞か

らランダムなCa2+ウエーブが観察され、そこ

に外部電極から電気刺激（強制振動）を与え

ると刺激に同調した細胞内Ca2+の上昇（Ca2+

トランジェント）が観察された（論文作成中）。 
 

Ⅳ）熱パルス照射による心筋収縮系への影

響： 

本研究では、成体ラットから心室筋細胞を

単離し、顕微鏡下で熱パルスを与えた際の収

縮の観察を行った。心筋細胞は温度上昇時に

収縮し、レーザー照射を止めると弛緩した。

電気刺激による収縮反応時には、Fluo-4 を用

いた蛍光観察から、細胞内Ca2+濃度上昇が見

られた。それに対して、加熱収縮時では細胞

内Ca2+濃度上昇は確認されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ca2+非存在下、除膜した心筋細胞に熱パル

スを与えたところ、図 4 と同様な短縮反応が

見られた。これらの結果は、熱パルスによる

収縮機構は、Ca2+シグナルを介さず、一時的

に細いフィラメントの“on-off”平衡をon側に

シフトさせることによって、クロスブリッジ

の結合が惹起されるものと理解される。 
 
Ⅴ）昇温誘起高速サルコメア振動の発見： 
この研究では、ラット幼若心筋細胞を用い、

赤外レーザーによって環境温度が昇温した

際、サルコメア動態に生じる変化を詳細に解

析した。 
その結果、速やかな昇温（38℃以上）によ

図 3：細いフィラメントの on-off 平衡（横軸）と筋
長効果［縦軸：F（Frank）-S（Starling） effect］の
関係。 “on-off”平衡が中間状態である時、筋長効果
は最大となる。下の図は、トロポニン複合体（T-I-C）
の模式図［左：off 状態（+Ca2+）、右：on 状態（-Ca2+）］
を示す。論文 3 参照。DCM は拡張型心筋症を、HCM
は肥大型心筋症を示す。 

図 4：赤外レーザーの照射によって誘起されたラ
ット単離心筋細胞の短縮（約 36℃→約 43℃）。
図中の IR-laser とは、レーザー中心を示す。論
文 7 参照。 



って細胞内Ca2+濃度の変動の有無にかかわら

ず、高振動数のサルコメア自励振動が誘起さ

れることを見出した（HSOs）。筋生理学は生

理学の中でも長い歴史を有しているが、HSOs
は、まったく新規の現象である。筋小胞体の

機能が正常に保たれている心筋細胞におい

ては、HSOsはCa2+依存性の自発拍動と共存し

た（図 5）。この時、両者の振動数を比較する

と、HSOsは~10 Hzであり、自発拍動は~1 Hz
であった。また、HSOsは、筋小胞体の機能を

薬理学的に阻害した条件でも生じた。HSOs
の振動パターンについてサルコメア長ナノ

解析を行うと、その位相がCell-SPOCと類似

していた。すなわち、昇温によって細いフィ

ラメントの状態がonとoffの中間状態になり、

それによってサルコメアの自励振動が生じ

たものと理解することができる。 
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