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研究成果の概要（和文）：脂質結合蛋白質STARD10は心房特異的にL型Ca2+チャネルに結合している。心房のカルシウム
チャネルシグナロソーム制御を明らかにするため、野生型とSTARD10ノックアウトマウスの心房筋組織標本および単離
心筋細胞を解析した。ノックアウトマウスの心房筋組織標本は野生型に比べ、伸展刺激に対し拍動数を増加し収縮張力
の発達は減少した。またその心房細胞のCaV1.2型のL型Ca2+チャネル電流の密度と不活性化に対する細胞内Ca2+感受性
は増大した。これらの結果よりSTARD10はL型Ca2+チャネルのCa2+感受性を抑制的に制御し、その結果心房の伸展刺激へ
の反応性を制御する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：A lipid-binding protein, STARD10 is expressed and bound to L-type Ca2+ channel in 
the atrium but not in the ventricle.  To clarify the Ca2+ channel signalosome in the atria, we analyzed th
e atria and their myocytes in vitro which are isolated from wild-type and STARD10 knock-out mice.  The los
s of STARD10 increased the current density of CaV1.2-type L-type Ca2+ currents with the enhancement of Ca2
+-dependent inactivation in the atrial myocytes, but it did not change the expression of alpha1 subunit Ca
V1.2.  The response of the isolated atria to a mechanical stretch was an increase in the contraction force
 in wild-type mice, while it was an increase in the rate of its spontaneous firing with suppression of dev
elopment in the contraction force in knock-out mice.  The results suggested that STARD10 may regulate Ca2+
-dependent inactivation of atrial L-type Ca2+ current, and that the mechanism may contribute the atrial co
ntraction force development in response to mechanical stretch.
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１．研究開始当初の背景 
（１）心房細動において L 型 Ca2+チャネル電
流の減少が電気的リモデリング、機械的リモ
デリングの中心的な現象であり、正のフィー
ドバックによって心房細動の維持に働く。よ
って心房細動の予防と抑制には L 型 Ca2+チャ
ネル電流の維持が重要であると考えられる。 
 
（２）L型 Ca2+チャネル CaV1.2 の C 末端領域
に結合するタンパク質として同定された脂
質結合タンパク質STARD10は心臓では心房特
異的に発現する。 
 
（３）脂質結合タンパク質がイオンチャネル
に直接相互作用する報告は新規である。 
 
２．研究の目的 
（１）心房筋特異的な L 型 Ca2+チャネルの電
流密度の維持に関する知見を得るため、脂質
結合タンパク質 STARD10 を介した L 型 Ca2+チ
ャネルの機能および発現調節を明らかにす
る。 
 
（２）心房筋細胞の Ca2+動態を空間的・分子
的に捕捉し、より精密な細動モデル構築に貢
献し、臨床における心房細動の薬物治療効果
を予測する上での重要な情報を得る。 
 
３．研究の方法 
（１）我々の研究室で確立した全身的
STARD10 ノックアウト(KO)マウスと野生型マ
ウスより、酵素によって洞房結節、心房筋、
心室筋から急性単離した心筋細胞を用いて、
パッチクランプ法によって L 型 Ca2+チャネル
の電流を解析した。 
 
①単離心房筋細胞とパッチクランプ法によ
って L 型 Ca2+チャネルの電流密度およびチャ
ネル動態を解析した。細胞内 Ca2+は細胞内液
に含まれるキレート剤によってバッファリ
ングした。バッファリングの a) 弱い 1 mM 
EGTA、b) 強い 14 mM EGTA,5 mM BAPTA 条件
を用いた。 
 
②対照としてSTARD10の発現がない心室筋の
急性単離細胞を①と同様の方法で解析した。
バッファリングの c) 弱い 0.5 mM EGTA、d) 
強い 14 mM EGTA,5 mM BAPTA 条件を用いた。
静止期の細胞内 Ca2+濃度は 100 nM とした。 
 
③野生型の心室筋細胞を用いて、細胞内の
Ca2+バッファリングによる電流密度の制御を
明らかにするため、細胞内 Ca2+により直接あ
るいは間接的に制御される脱リン酸化およ
びリン酸化酵素の阻害剤の効果を検討した。
Ca2+依存性の脱リン酸化酵素 PP2B の抑制剤
cyclosporin A を 0.1, 1 µM、心筋細胞に多
く発現する Ca2+抑制性アデニル酸シクラーゼ
AC5 および AC6 の下流にあるリン酸化酵素
PKA の阻害剤 KT5720 3µM、PKC 阻害剤 Gö6976 

0.1、1 µM、筋小胞体より放出される Ca2+トラ
ン ジ エ ン ト の 関 与 を 除 く た め に
thapsigargin 3 µM、神経細胞で Ca2+依存性の
エンドサイトーシスに関与が報告される
dynaminの阻害ペプチドDIP 50µMの作用を検
討した。また細胞膜に発現するＬ型 Ca2+チャ
ネルのチャネル密度を明らかにするため、チ
ャネルのゲート電流を測定した。 
 
（２）KO マウスと野生型マウスの単離心房筋
をマグヌス中に吊るし、Krebs-Henseleit 溶
液（2.5 mM Ca2+含む）、37℃、95% O2/5% CO2
の通気条件下で、静止張力を 0.05～0.6 g 加
え、伸展刺激に対する自動能（心房拍動数）
および心房筋収縮力の変化を解析した。 
 
（３）単離心房筋細胞に 0.2 mM Ca2+を含む
Tyrode 溶液中で fluo-4 AM を 3 µM, 30 分負
荷し、2 mMCa2+を含む Tyrode 溶液中で細胞内
Ca2+トランジエントの測定を行った。 
 
（４）心房と心室を摘出し、L 型 Ca2+チャネ
ルのポア部分を形成するα1 サブユニット
CaV1.2のタンパク質の発現量をwestern blot
で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）①単離心房筋の収縮は脱分極によって
L 型 Ca2+電流の活性化によって誘起された。
心筋細胞の収縮は a)条件下では維持され、b)
条件下では抑制されたため、後者では細胞内
の Ca2+上昇は抑制されたと考えられた。次に
KOマウスと野生型マウス由来心房筋細胞のL
型 Ca2+チャネル電流を比較すると、a)の条件
では電流密度に差はないが、b)では KO マウ
スにおいて電流密度が有意に約1.4倍増加し
た。また細胞内 Ca2+バッファリングによる電
流密度の増加は KO マウスでのみ観察され、
野生型では見られなかった。更に KO マウス
ではa)で L型 Ca2+電流のピークに達する時間
が野生型より短縮する傾向であることから、



細胞内 Ca2+による不活性化が野生型に比較し
促進していることが示唆された。よって KO
マウスの心房筋では細胞内 Ca2+に依存性抑制
への感度が増強していることが示された。 
 
②心室筋細胞における L 型 Ca2+チャネル電流
の密度は KO マウスと野生型において、c),d)
のいずれでも差は見られなかった。また心室
筋では c)に比較して d)で電流密度の増大が
見られた。よって心房筋細胞における細胞内
Ca2+に対する電流応答の差異は STARD10 の欠
損によること、また KO マウスの心房筋の L
型 Ca2+チャネル電流の細胞内細胞内 Ca2+に対
する反応は心室筋に類似していることが示
唆された。 
 
③c)と d)の条件では、d)における強度の細胞
内 Ca2+バッファリングにより電流密度は増加
するが、ゲート電流の解析により細胞膜にあ
るチャネル密度に差は見られなかった。PKA、
PKCおよびPP2Bの阻害剤の効果は見られなか
った。また thapsigargin による筋小胞体の
Ca2+ストアの枯渇は電流の Ca2+依存性不活性
化を減少させたが、電流密度は変化させなか
った。一方 DIP 処理は c)の条件下において電
流密度を増加させた。c)と d)の条件でチャネ
ル密度に差がないことから、チャネルのポア
を形成する α1 サブユニットではなく、
dynamin によるエンドサイトーシスが報告さ
れるL型 Ca2+チャネルの修飾サブユニットβ
サブユニットを介した変化ではないかと推
測された。 
 
（２）野生型マウスの心房筋は静止張力の増
大に対し、拍動数は約 340 bpm でほぼ変化せ
ず、収縮張力が約 0.12 g から 0.30 g まで発
達した。一方、KO マウスは静止張力の増大に
対し、拍動数が約 390 bpm に増加し、その増
加は野生型マウスに対して有意差があった。
一方、収縮張力は約 0.24 g までしか発達せ
ず、その減少は有意差があった。単離心房筋
において、洞房結節の変化が収縮張力の変化
に対し優位であること、マウス心筋はネガテ
ィブステアケースを示し、収縮頻度の増加に
対し収縮張力が減少する性質をもつことか
ら、KO マウスでは伸展刺激に対し、拍動数が
増加する性質があり、その結果、収縮張力が
減少したと考えられた。また（１）①の結果

より L型 Ca2+チャネル電流の細胞内 Ca2+依存
性不活性化が KO で亢進した結果、活動電位
の再分極が速まり、拍動数の上昇につながっ

たと考えられた。 
 
（３）単離心房筋細胞内の Ca2+ トランジエン
トの 50% 持続時間を比較したところ、KO マ
ウスで持続時間が延長する傾向が見られた。 
 
（４）L型 Ca2+チャネルの CaV1.2 タンパク質
の発現量に変化は見られなかった。 
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