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研究成果の概要（和文）：心臓の血液ポンプ機能は心筋の量と性質、心室形態によって決まり、その制御は外界からの
情報を感知して、変化に適応する形で行われる。その例として出生時における心筋分裂の停止と肥大への移行について
検討した。胎児心筋細胞を3%酸素下と20%酸素下で培養したところ低酸素下では分裂が継続したが、高濃度酸素では分
裂が停止した。それぞれの条件で発現が変化した遺伝子を検索して、分裂を停止している心筋細胞を再び分裂させるた
めに有用な知見が得られた。また、心筋細胞の機械的受容を司る分子のについて検討し、TRPV2と呼ばれる介在版のイ
オンチャネルが心臓機能や構造の維持に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cardiac pump function is determined by the quantity and quality of myocardium and 
ventricular geometry. We investigated the regulatory mechanism of the heart for the change in environment.
  First, we focused the effects of the change in oxygen tension on the cellular switching from division to
 hypertrophy during perinatal period. Fetal cardiomyocytes were harvested and cultured at different oxygen
 tension (low O2: 3%, high O2: 20%) . We firstly succeeded to visualize the division of cardiomyocytes usi
ng time-lapse motion picture under low O2 condition. Then, we found that cardiomyocytes stopped cell divis
ion under high O2 while they kept dividing  under low O2 condition. We also performed micro-allay analysis
 to reveal the genes regulating cell cycle, which would be useful to make the adult cardiomyocytes to rest
art cell devision. As for the mechan-osensing in the heart, we show that TRPV2 cation channel is critical 
for the maintenance of cardiac structure and function.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 心筋細胞は生後直ぐに分裂能を失うため、
その後の発達過程において心臓は肥大によ
って成長する。心臓の血液ポンプとしての機
械特性は、i) 心筋量をどれだけ増やすか、ii) 
与えられた量の心筋で、どのような形態の心
室を形成するか、に依存する。成人後も過大
な機械的負荷に曝されると、心筋を肥大させ
て増加した仕事量に対応する。機械的負荷に
も大別して圧力負荷と容量負荷があり、圧力
負荷は高い動脈圧に対して血液を拍出する
状態で、容量負荷は多量の血液を拍出する状
態である。圧力負荷に対応した求心的変化は、
壁厚を増加させ心室内径を減少させること
で高い圧力発生に有利な形態である。一方、
容量負荷に対応した遠心的変化は、心室内径
を増加させ一回の収縮で多量の血液を拍出
するのに有利である。スポーツ心臓は過大な
負荷に対して適応した状態であるが、ウェイ
トリフティングの選手とマラソン選手の心
臓がそれぞれ圧力負荷と容量負荷に該当す
る。近年、分子生物学によって心筋細胞が肥
大する分子メカニズムの詳細が急速に解明
されてきたが、心臓の形態を制御する仕組み
については不明のままであった。我々はこの
課題に取り組むために生体工学的な手法を
駆使して心臓の機械特性をマクロレベルで
評価し、その表現系を支える遺伝子・タンパ
クレベルでの分子応答メカニズムを明らか
にする。遺伝子は生体の機能を決定している
が、表現系としての機能が環境に適していな
ければ個体ごと淘汰されてしまう。従って、
心臓の血液ポンプとしての機能を精緻に把
握し、自らを取りまく環境に適応して生体機
能を発現している分子基盤を統合的に解明
することで循環系の有機的理解を深め、疾病
の病態生理を明らかにすることが出来る。 
 
２．研究の目的 
(1)心筋細胞の分裂から肥大に細胞機構のス
イッチが切り替わる哺乳類の出生に伴う変
化について、酸素分圧の変化がトリガーとな
っている可能性について検討する。成人の動
脈血酸素分圧（〜90mmHg）に比べ、胎内で
の酸素環境は 20mmHg 程度と極めて低く保
たれており、細胞分裂を繰り返す胎児形成期
において酸化ストレスによる DNA 損傷を防
いでいる。そのために酸素運搬を担う赤血球
ヘモグロビンも成人に比べて格段に酸素親
和度が高く、容易に末梢組織に酸素を供給し
ないシステムとなっている。出生後には肺呼
吸が始まりヘモグロビンも成人型に変換さ
れ、末梢組織への大量酸素供給が開始される。
この劇的な酸素環境変化が、出生前の細胞数
増加を優先した器官形成期から、出生後の自
立生存のための発育期に転換するためのシ
グナルとして作用しているという仮説を心
筋細胞にて検証する。 
(1) 我々のグループは生体の複合的機械受容
システムの分子基盤解明のために、機械受容

チャネルを核とした研究を行って来た。その
中で心臓に掛かる過大な機械的負荷を感知
する分子（メカノセンサー）として伸展刺激
により非選択的に陽イオンを細胞内に流入
さ せ る チ ャ ネ ル （ TRPV2: Transient 
Potential 2）に注目し、このチャネルの心臓
特異的強発現および欠損マウスを作成した。
このモデルマウスを用いて、心筋細胞の機械
感受性について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)酸素環境変化に伴う心筋分裂能停止と肥
大応答の評価 
 
① 低酸素環境下での胎児心筋細胞の分離 
妊娠 14-18 日のマウス（C57BL/6）から胎児
を取りだし、常法にて心筋細胞を分離・培養
する。この時、細胞分離に使用する溶液
（PBS(-), PBS(+), DMEM 等）は予め低酸素（酸
素 3%；胎児酸素分圧 20-25mmHg に相当）に維
持しておき、分離作業中は可能な限り大気へ
の曝露を避ける。分離した細胞集団を心筋細
胞マーカー（α-actinin）でラベルしてフロ
ーサイトメーター（FACS）で解析することに
より、心筋細胞の純度を評価する。 
②酸素暴露による増殖活性の変化 
上記①の如く低酸素下に分離した胎児心筋
細胞について、i)そのまま低酸素（3%；胎児
環境を模擬）、及び ii)通常酸素（20%；出生
時の変化を模擬）の条件下で 1-2 日培養し、
培養前後での全細胞数（カウント）と心筋細
胞比率（FACS で評価）を計測することで、酸
素曝露が胎児心筋の増殖活性に及ぼす影響
を評価する。また、血行動態、栄養状態の変
化など全ての条件を含んでいる生体におけ
る変化についても検討し、培養系との比較を
行う。（図１） 

図１：培養系・生体における心筋細胞の酸素
環境変化に対する応答の検討 
 
③細胞分裂の生細胞イメージング 
心筋細胞の分裂（核分裂＋細胞質分裂）を生
細胞で直接捉えた報告は殆ど皆無である為、
上記の心筋細胞を用い、長期間タイムラプス
観察を行う。同時に、活発に分裂が起こるよ
うな培養・分離条件を検討する。 
④細胞増殖・細胞周期関連分子の解析 
上記２）の胎児心筋細胞（低酸素群 vs 通常
酸素群）、及び出生前後の心筋細胞（胎児 vs
新生児）において、細胞周期、増殖、分化、
細胞死等の関連分子の発現変化を mRNA、タン

 



パクレベルで網羅的に解析する。 
 
(2)心筋細胞の機械負荷応答に関する TRPV2
の役割についての検討 
 
①薬剤誘導による心臓特異的 TRPV2 ノック
アウトマウスの心機能評価 
タモキシフェン投与時に心筋細胞特異的（α
-ミオシン重鎖を発現する細胞のみ）の
TRPV2 が欠損するマウスを作成し、タモキ
シフェン投与後の心機能、大動脈圧および心
電図をそれぞれエコーと植え込み型テレメ
トリーを用いて経時計測し、生存率を検討し
た。 
②単離心筋レベルでの収縮能評価と Ca 動態
の検討 
対照およびノックアウトマウス摘出心臓を
ランゲンドルフ灌流し、トリプシンを用いて
心筋細胞を単離、無負荷状態での心筋細胞収
縮率と、Ca 指示薬である Indo-1 による細胞
内 Ca 動態の評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1)培養細胞の分裂能評価と酸素環境応答 
 
①心筋細胞分裂の可視化 
心筋細胞の分裂は、分裂マーカーと呼ばれる
細胞分裂時に上昇する細胞周期制御に関係
するタンパク質で評価されることが多い。し
かし、細胞分裂には核分裂、細胞質分裂など
の過程があり、分裂マーカー発現が上昇して
いても実際に娘細胞に分かれたかどうかの
確認は出来ない。これまで実際の分裂を観察
した報告は殆ど無く、1970 年代に静止写真で
の観察が報告されているのみである。我々は
心筋細胞の分裂能を正確に把握するために、
まず胎児心臓を構成する心筋細胞のみをα-
アクチニンをマーカーとして線維芽細胞、
血管内皮細胞、血管平滑筋細胞と分離した。
（図２）、 

図２：胎児心臓から採取した細胞の分離 
 
この心筋細胞群を用いて、低酸素心筋培養法
と可視化技術を開発し、心筋細胞の有糸核分
裂と細胞質分裂を初めて観察することに成

功した。（図３） 

 
図３：心筋細胞の有糸分裂と細胞質分裂 
 
②心筋細胞分裂の酸素環境変化への応答の
定量 
胎生 14 日、16 日、18 日のマウス心臓を採取
し、3%および 20%酸素下で 96 時間培養して細
胞数の変化を評価した。96時間後には低酸素
下（3%酸素）では細胞数が増加し、大気と同
レベルの酸素下（20%酸素）ではいずれの胎
生日数でも減少していた。（図４）心筋細胞
の増加比率に関しては胎生早期の細胞の方
が、時間が経過したものよりも分裂能を強く
有していた。（図４） 

図４：胎生日数の異なる心筋細胞の酸素環境
変化に対する細胞分裂能応答 
 
③遺伝子発現変化 
培養心筋細胞を用いた3%および 20%酸素下で
の遺伝子発現の違い、そして生体における出
生前と出生後の遺伝子発現の差を比較し、培
養細胞系および生体マウスの出生前後で共
通して増加あるは減少している遺伝子を選
び出した。現在、siRNA を用いてどの遺伝子
が酸素環境変化に伴う細胞分裂停止に関与
しているかを検討している。 
 
これらの結果より、出生直後に分裂能を失う
とされている心筋細胞は、自らが置かれた環
境の変化を感知して遺伝子発現を調節して
いることが明らかになった。具体的には、出
生によって血液の酸素分圧が上昇し、母胎か
らの酸素・栄養供給が終了して血液ポンプで
ある心臓の機能を向上させなければならな
い状況に適応していると考えられる。哺乳類

 

 



の心筋細胞は、成体になると収縮タンパクで
あるアクチン・ミオシンによって多くが占め
られており、細胞分裂を行うには不適である。
従って、出生間際まで分裂によって細胞数を
増加させ、出生後は細胞の肥大によって心臓
全体を成長させているのである。胎児酸素環
境は動脈血酸素分圧が 20mmHg 程度と成体と
比較して大幅に低いが、細胞分裂を繰り返す
ためにはDNA複製における障害を防ぐために
は適した環境と考えられる。成長過程、ある
いは成体となった後も、動脈圧など心臓に対
する機械的負荷に適応して心臓は肥大する
が、どのようなメカニズムで応答しているの
かは不明な部分が多い。このような成体機構
を理解するためには、後述する心筋細胞の膜
タンパクTRPV2など機械的刺激を受容する分
子の候補について検討することが重要とな
ると考えられる。 
 
(2)心筋細胞の機械的刺激に対する応答にお
ける TRPV2 の役割 
 
①TRPV2 薬剤によるノックアウトの影響 
TRPV2 が心筋細胞では介在版に局在すること
を確認した。タモキシフェンを投与すると、
心筋細胞においてのみTRPV2が発現しなくな
るように遺伝子改変したマウスに対して薬
剤を４日間投与し、生存率を検討した。（タ
モキシフェン投与によりTRPV2発現が5%以下
に減少することを確認したため）タモキシフ
ェン投与後３日目より死亡が認められ、野生
型（実際には、TRPV2flox/flox;Cre+/- (Vehicle)、
TRPV2flox/flox (+Tamoxifen) 、 TRPV2flox/flox 
(Vehicle)で確認）と比較して有意に高い死
亡率が確認された。（図５） 

図５：タモキシフェン投与による心臓特異
的 TRPV2 ノックアウトによる生存率 
 
TRPV2 のノックアウトが循環系に及ぼす影響
を調べるために、植え込み型テレメトリーシ
ステムを用いて動脈圧と心電図を経時的に
記録した。動脈圧は右頸動脈にカニュレーシ
ョンしたカテーテルから、心電図は II 誘導
を模した方向で計測を行った。典型的な動脈
圧経過を図６に示す。タモキシフェン投与後
３日目から動脈圧は低下し、４日目以降は平
均動脈圧が 50mmHg を下回るようになった。

（図６） 

図６：タモキシフェン投与後の動脈圧 
 
心室の壁運動をエコーにて観察すると、タモ
キシフェン投与後４日目には左心室の高度
な拡張と重篤な心機能低下を示していた。こ
れより、TRPV2 ノックアウトによる急激な動
脈圧の低下は心機能低下によるものと考え
られた。（図 7） 

図７：TRPV2 ノックアウトによる心機能と動
脈圧の低下 
 
心電図では、心室の興奮時間を表す QRS 幅が
拡大して、電気的な刺激の伝導障害が疑われ
た。QRS 軸は経過中変化がなく、脚伝導は正
常で心室の固有心筋細胞間の伝導障害によ
るものと考えられた。TRPV２が介在版に局在
していることを考えると、ギャップジャンク
ションにおける機能維持に関与しているこ

とが示唆され
た。（図８） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 



 
図８：TRPV2 ノックアウトによる心電図変化 
以上の結果より、TRPV2 が心臓のポンプ機能
を維持していることが示唆された。エコーで
の心室全体の機能低下が、個々の心筋細胞の
機能低下によるものか検討するために、トリ
プシンによる細胞分離とCa動態を検討した。 
単離心筋細胞を 1Hz、2Hz、4Hz で電気刺激す
ると、タモキシフェン投与後 4日までは収縮
率の低下は無く、Ca 動態についても同様であ
った。投与後９日では心筋細胞内 Ca トラン
ジェントの低下と収縮率の低下を認めた。タ
モキシフェン投与４日では左心室の収縮不
全が既に生じていたが、単離した心筋細胞で
は収縮に異常が無く、心筋細胞間の張力伝達
の以上によるものと考えられた。（図９） 

 
図９：単離心筋細胞の電気刺激による収縮率
と、Ca 動態 
 
②TRPV2 の機械的進展感受性 
 
心筋細胞においてTRPV2をノックアウトする
と心筋細胞間の電気伝導や張力の伝達に障
害が生じることにより心機能が低下するこ
とが明らかになった。次に、TRPV2 がどのよ
うなメカニズムで心筋細胞の機能を維持し
ているかを明らかにするため、作用の候補で
ある機械的伸展感受性について検討した。
（図 10） 

図 10：TRPV2 ノックアウトによる培養心筋細
胞 Ca 濃度変化 
 
薬剤誘導性で心臓特異的にTRPV2をノックア
ウトできるように遺伝子改変したマウスの
胎児心筋を機械的な伸展を加えることが出
来るシリコンチャンバに培養し、生理食塩水
を加えたものとタモキシフェン投与時によ

りTRPV2をノックアウトしたものに周期的な
伸展刺激を加えて Fura-2 にて細胞内 Caを測
定した。TRPV2 をノックアウトしたものは伸
展によってCa濃度が上昇しなくなっており、
薬剤によってTRPV2を抑制した実験でも同様
の結果が得られた。この結果より、TRPV2 は
心筋細胞の介在版において機械的伸展刺激
を感知している可能性が示唆された。 
 
生来のあらゆる臓器・細胞は環境に応じた機
能を発揮するような可塑性を有している。エ
ネルギーを消費しながら血液ポンプとして
働く心臓では酸素や力学的な環境を感知し
てその機能を調節している。本研究では心臓
の調節機構における酸素環境変化や力学的
環境変化への応答について分子メカニズム
から Ca 動態、マクロ心機能まで統合的につ
いて検討した。 
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