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研究成果の概要（和文）：肥大型心筋症アクチン変異E101Kを導入したヒト心筋細胞を用いてSPOC（spontaneous oscil
latory contraction）解析を行った。E101K変異導入細胞のSPOC波形は、振幅が小さくわずかな周波数の上昇が見られ
た。このパラメータ異常が変異アクチンのどのような性質変化に起因するのかを調べるため、E101Kアクチンを単離精
製して生化学的性質を調べたところ、フィラメント形成能は正常であるが、ミオシンとの親和性が1/3に減少している
ことがわかった。これらの結果から、SPOCパラメータはアクチンの性質異常を反映しており、新たな心臓疾患の診断法
としての利用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：SPOC (spontaneous sarcomeric oscillations) is a characteristic state of the 
contractile system of striated muscle that exists between the states of relaxation and contraction. We 
analyzed the SPOC properties in human iPSC-derived cardiomyocytes expressing E101K mutant actin causing 
hypertrophic cardiomyopathy．Cardiomyocytes expressing E101K mutant showed that the sarcomere length (SL) 
amplitude decreases by ~37 % compared to cells expressing the wild-type actin. To investigate the 
molecular mechanism underlying the SL amplitude decrease, E101K mutant actin was expressed by adenovirus 
vector in the stable C2C12 cell line expressing the adenovirus E1 gene. Actin-activated ATPase 
measurements using the expressed actins showed that the E101K mutation increased the Kactin for actin 
3-fold, whereas the Vmax values were similar. These results suggest that reduction of the actomyosin 
interaction by E101K actin mutant leads to decreased SL amplitude in the SPOC state.

研究分野：総合領域

キーワード： 心筋　筋収縮　SPOC　アデノウイルス　拡大型心筋症
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１．研究開始当初の背景 
心臓は、階層構造（心臓⇔心筋細胞⇔サルコメア⇔アクト

ミオシン）を構成している臓器であり、それらがペースメ

ーカーの周期的な電気的信号に応じて協調的に収縮する

ことで拍動する。 
SPOC とは、一定のカルシウム濃度条件下の心筋で見られ

る自律振動現象である 1。心筋をカルシウム溶液に一定時

間さらすと、収縮・弛緩運動を周期的に繰り返す自励振動

運動（SPOC）がみられるようになる。電気刺激による心

筋拍動がカルシウム濃度変化を基調とした一過性収縮の

反復であるのに対し、SPOC はカルシウム濃度変化から独

立した、収縮機関の力学均衡によるものである。この自律

振動現象の発生メカニズムは佐藤らによってモデルが提

唱されており 2、アクチンフィラメントとミオシンフィラ

メントの空間的な配置や相互作用のしやすさ、ミオシン分

子の ATPase 活性など、SPOC はカルシウムシグナル応答

を排除した収縮装置そのものの性質を反映すると考えら

れている。 
 
２．研究の目的 
そこで心筋の収縮機関の評価法として、SPOC を利用でき

ないか検討した。しかしながら１）患者のヒト心筋を直接

心臓から採取することは困難であること、２）培養細胞を

用いた SPOC 計測は初代培養細胞が望ましいことから、

ヒト iPS 細胞由来の心筋細胞を用い、肥大型心筋症変異遺

伝子を導入することで心筋症病態モデルとした。さらに変

異タンパク質分子の性質変化によって SPOC パラメータ

がどのように影響を受けたか理解するため、変異タンパク

質を精製し、生化学的性質を調べた。 
 
３．研究の方法 
○ヒト iPS細胞の提供 

ヒト iPS細胞（253G1株と 201B7株）は理化学研究所バイ

オリソースセンターから提供を受けた。 

○ヒト iPS細胞の培養 

オンフィーダー培養：オンフィーダー用培地（DMEM (1X), 

Liquid (High Glucose) with GlutaMAX™-I（Life 

Technologies）に 20% Knockout™ Serum Replacement（Life 

Technologies）、1 x MEM Non-Essential Amino Acids

（Sigma-Aldrich）、0.1 mM 2-メルカプトエタノール、5 

ng/ml basic FGFを加えたもの）を使用し、SNL76_7細胞

上で培養した。 

フィーダーレス培養：ReproFF2培地（リプロセル社）を

用い、Laminin-5（リプロセル社）吸着ディッシュで培養

した。 

○心筋細胞への分化 

Minamiらの報告 3を参考に心筋分化を行った。概略：①iPS

細胞コロニーを Dispaseで剥がし、24時間浮遊培養（胚

様体形成）。②再びオンフィーダー培養を行い、培地に 4 

μM CHIR99021 と 2 μM BIO を加える。③3日後、10 μM 

KY02111と 10 μM XAV939 を加えた培地に交換し、10日間

培養する（8-9 日目に拍動が確認される）。④14-15日目の

心筋細胞塊にコラゲナーゼを加え、ピペットで懸濁する。

⑤Percoll 濃度勾配遠心法を用いて筋線維芽細胞を除き、

心筋細胞を回収する。 

○心筋症変異遺伝子の導入 

 遺伝子導入には AdMaxTMアデノウイルスベクターキット

（Microbix社）を用いた。 

○SPOC の測定 

Ca-SPOC 溶液 (5 mM MgATP, 40 mM 

N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid, 

1 mM MgCl2, 8.1 mM CaCl2, 10 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 

15 mM phosphocreatine, and 15 U/ml creatine 

phosphokinase, 4 μM thapsigargin, 200 μM ryanodine 

pCa 5.75, pH 7.0)に心筋細胞を浸し、25℃で SPOC 測定を

行った。 

 

４．研究成果 

1. ヒト iPS細胞培養と心筋分化方法の確立 

 

ヒト iPS細胞の培養は、フィーダー細胞上で培養するオン

フィーダー培養法と、ラミニンなどの細胞外マトリックス

を培養ディッシュに吸着させたフィーダーレス培養法が

確立されている。そこで心筋細胞への分化が効率的に行え

る培養方法を検討するため、2種類のヒト iPS細胞をオン

フィーダー、フィーダーレス培養で維持し、心筋への分化

を試みた。ヒト iPS細胞株は、Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc

の 4因子を導入した 201B7株と c-Mycを除き 3因子を導入

した 253G1株を用いた。 

心筋分化方法は Minamiらの報告 3を参考にした。概略と

して、Wntシグナルを制御する小分子を培地に加え、心筋

分化を誘導する方法で、初めの 3日間は Wntシグナルを阻

害（CHIR99021、BIO）し、その後 Wntシグナルを活性化

（KY02111、XAV939）させる。細胞の分化は、ヒトβミオ

シン抗体と心筋トロポニン T抗体を用いた免疫染色によ

って確認し、約 85%のコロニーにおいて心筋分化誘導が行

われていることがわかった。また、同抗体を用いたイムノ

ブロットにより、WNTシグナル阻害剤を加えた 1週間以降

から、次第にサルコメアタンパク質の発現が増加している

のが確認された。 

 

 
オンフィーダー 

培養 

フィーダーレス 

培養 

 201B7 253G1 201B7 253G1 

継代時間 3 日 3 日 7 日 7 日 

拍動までの

時間（平均） 
8.5 日 8.0 日 9.5 日 9.5 日 

拍動コロニ

ーの割合* 

82.5%±

9.5% 

85.2%±

8.7% 

75.6%±

7.3% 

74.2%±

6.8% 

心筋細胞数 

（x106個）** 

3.7 

±1.8 

4.2 

±2.4 

2.6 

±1.3 

2.8 

±1.5 

* 分化開始 15 日目で計測 **100mm dish から得た細胞数 

表 1 異なる培養方法と細胞株から得られた心筋細胞数の比較 

 

表 1の結果が示すとおり、細胞株による得られた細胞数の

違いはなかったが、オンフィーダー培養の方がわずかに細

胞数が多かった。そこで以下の一連の実験は、オンフィー

ダー法で培養した 253G1株を用いた。 

また胚様体形成の有無で、分化誘導効率に差があるのかも

検討した（図 1）。胚様体形成法は、コロニーを一度剥離

し、24 時間浮遊培養することでボール状の細胞塊を作ら

せる方法である。胚様体のまま、約 2週間浮遊培養すると

様々な細胞腫への分化が観察される。そこで Wntシグナル

制御因子を加える前に浮遊培養を行い、再び接地させてか

ら分化誘導を行った（オンフィーダー培養ではフィーダー



細胞上に、フィーダーレス培養はラミニンコートディッシ

ュに接地させた）。その結果、胚様体形成を経由した場合、

約 8.5日目に拍動するコロニーが確認されたが、経由しな

いと拍動までに約 22 日間かかり、明らかに分化誘導の効

率が異なることがわかった。従って本実験では、胚様体形

成を一度経由して心筋分化誘導を行うことにした。 

 

2. 心筋細胞のサルコメアイメージング 

 

心筋サルコメア長を測定するために、アクチニンの C末端

に TagRFP を結合させた蛍光アクチニン遺伝子をアデノウ

イルスで導入した（図 2）。サルコメア長は、蛍光アクチ

ニンで染色された Z線の輝度重心座標を計算し、Z線間の

距離から求めた。この距離測定を 30fpsで撮影した蛍光画

像で行い、サルコメア長の経時変化をプロットする。分化

開始から 15 日目のヒト心筋細胞の平均サルコメア長は

1.702±0.025 µmであった。 

 

3. 心筋症変異遺伝子導入 

 

アデノウイルスベクターを用いて心筋症変異アクチン遺

伝子変異（E101K）を導入した。E101K は家族性心筋肥大

症原因遺伝子で、心尖部肥大を引き起こすことが報告され

ている 4。アデノウイルスベクターには心筋アクチンの

siRNAユニットを組み込み、内在性の野生型アクチン発現

を阻害させた。また変異アクチン遺伝子の発現が阻害され

ないようにアデノウイルス由来のアクチン遺伝子には

siRNA部分にサイレント変異を導入した（図 3）。 

アデノウイルスベクターにより、内在性アクチンがどの程

度減少するのかを調べるため、EGFP-アクチンをコードし

たアデノウイルスを感染させた心筋細胞のイムノブロッ

トを行った（図 4a）。EGFP-アクチンの分子量は約 70kDa

なので、SDS-PAGEにより内在性アクチン（42kDa）と分離

することができる。αアクチン抗体（N末端認識）で調べ

たところ、約 80%のアクチンが EGFP-アクチンに置き換わ

っていた。また EGFP-アクチンが正常にサルコメア内に組

み込まれているか調べるため、アデノウイルス感染心筋細

胞をグルタルアルデヒドで固定し、EGFP 抗体を用いて免

疫染色を行った（図 4b）。EGFP抗体は、ローダミンファロ

イジンで染色したサルコメアのシグナルと同様のパター

ンを示した。従ってアデノウイルス由来の EGFP-actin は

正常にサルコメアに組み込まれていることがわかった。さ

らに心筋症変異アクチン遺伝子である E101K-アクチンを

コードしたアデノウイルスを心筋細胞に感染させて、二次

元電気泳動イムノブロットを行ったところ、E101Kは野生

型で見られたアクチンのスポット以外にもう一カ所スポ

ットが確認された（図 4b）。E101K-アクチンは、グルタミ

ン酸側鎖（マイナス電荷）がリシン側鎖（プラス電荷）に

変異しているため、野生型アクチンよりもプラスに荷電し

ている。図 4cは、一次元目の等電点電気泳動で E101K-ア

クチンが野生型と異なる移動度を示すため、2つのスポッ

トが出現したと思われる。E101Kでは野生型の移動度を示

すスポットが小さいことから、野生型アクチンの発現は強

力に阻害されていることがわかる。これらの結果からアデ

ノウイルスベクターは内在性アクチン発現を減少させ、変

異アクチンを正常に発現させていることが示唆される。 

 



4. SPOC 測定 

 

アデノウイルス感染心筋細胞の SPOC 測定は、Ca-SPOC 溶

液 (方法参照)内で、25℃で行った。リアノジンとタプシ

ガルギンを加えることで細胞内のカルシウム応答性を阻

害し、サポニンで細胞膜透過性を上昇させた。この処理に

より、外液によって細胞内のカルシウム濃度を調整するこ

とができる。 

野生型アクチンを発現させた心筋細胞ではサルコメア長

が約 0.242µm変化し、その周波数は 1.59Hz だった（図 5）。

それに対し、E101K-アクチンを発現させた心筋細胞では、

サルコメア長変化が 0.153µm と小さく、周波数は 1.85Hz

と約 14%速かった。そこでこれらの変化が変異アクチンの

どのような性質に起因するのかを調べるため、E101K-アク

チンを発現精製し、生化学的性質を調べた。 

 

5. アクチン培養細胞発現系の構築 

 

心筋症変異アクチンを発現させるため、マウス筋芽細胞で

ある C2C12 細胞を用いた。経験上筋肉由来のアクチンは、

非筋細胞では安定に発現することが困難である。昆虫細胞

バキュロウイルス発現系を用いてアクチンを得る方法が

報告 5されているが、実際にアクチンを発現精製してみる

と、氷上で静置しても変性し、沈殿物が次第に発生してい

くのが確認された。従って昆虫細胞発現系による心筋アク

チンの使用は、精製後のタンパク質の不安定さから実験結

果に影響を与えてしまう危険性がある。 

そこで筋芽細胞である C2C12 細胞にアデノウイルスを感

染させてアクチンを得ることにした。しかしながら生化学

実験に必要なアクチンを得る場合、毎回 150mm dishで 10

枚程度必要であり、その力価分のアデノウイルスを増殖さ

せる間に RCA（増殖性アデノウイルス）が混入してくる危

険性が出てきてしまう。実際に増殖を続けている（10 継

代）と、アデノウイルス粒子が高濃度で検出されるにもか

かわらず、アクチン発現能が落ちていることがわかった。

そこで低力価のアデノウイルスでもアクチンが過剰発現

する方法を開発した。 

 

現在我々が使用しているアデノウイルスベクターは、ウイ

ルスゲノムの E1と E3領域が欠失しており、増殖には恒常

的に E1遺伝子を発現するHEK293細胞などのパッケージン

グ細胞が必要である。従って、C2C12 細胞に、E1遺伝子が

恒常的に発現するような仕掛けを組み込めば、低力価のア

デノウイルスでも高い発現量が得られるはずである。 

E1遺伝子にコードされているタンパク質は 4種類あるが、

そのうち 3 種類（E1A、E1B55K、E1B19K）を発現するユニ

ットを作成し、C2C12 細胞の ROSA26 遺伝子座にノックイ

ンした（図 6）。遺伝子相同組換えには CRISPR-Cas9 シス

テ ム を 使 用 し （ 図 6 ） 、 ベ ク タ ー

（ pX330-U6-chimeric_BB-CBh-hSpCas9 ） は Addgene

（https://www.addgene.org/）から提供を受けた。 

 

ノックイン細胞（E1-C2C12）の E1 遺伝子発現プロファイ

ルを図 7aに示す。E1-C2C12 細胞において 3種類のタンパ

ク質はすべて発現が確認された。連結 IRES 配列の下流で

は発現量が減少していったが、低力価（MOI=1）アデノウ

イルスでもアクチンの発現量は大幅に上昇することがわ

かった（図 7b,c）。通常の C2C12 細胞で同程度のアクチン

を発現させるには、MOI=200 程度が必要であるため、発現

効率は約 200 倍上昇したことになる。また感染後の

E1-C2C12 細胞培養上清にはアデノウイルスは含まれてい

なかった。従って E1-C2C12 細胞はアデノウイルス自身を

増殖させることはなく、遺伝子発現のみ増幅させるという

性質をもつことがわかった。 

 

 

 

6. 変異アクチンの性質 



 

E1-C2C12 細胞を用いて発現させた E101K アクチンを精製

し、生化学的性質を調べた。アクチンを一度脱重合させ、

再び重合させる際に pyrene アクチンを混ぜておき、蛍光

強度が増大する様子をプロットした（図 8a）。またフィラ

メントアクチンにローダミンファロイジンを加え、蛍光顕

微鏡下で長さを測定した（図 8b）。これらの結果から、

E101K-アクチンの重合能は野生型のアクチンと違いがな

いことがわかった。 

次にミオシンとの結合能を調べるため、ミオシンとアクチ

ンを混ぜ、ATPase活性を測定した。細胞内では数 mMの ATP

が存在するため、ミオシンとアクチンの結合能も ATP存在

下で測定する必要がある。ミオシンはアクチンと結合する

と ATP分解速度が速くなることが知られており、アクチン

の濃度が上昇するに従って、ATPase 活性も上昇する。

ATPase 活性とアクチン濃度をプロットすると、最大

ATPase活性速度（Vmax）と見かけのアクトミオシンの結合

定数（Kactin）を求めることができる。 

 

 

図 9 にその結果を示す。E101K-アクチンの ATPase 活性速

度は野生型と変わらなかったが、ミオシンとの親和性が

1/3に低下していることがわかった。E101はミオシンとの

結合部位付近に存在しており、その付近のマイナス電荷が

ミオシンとの親和性に重要であることがわかっている。従

って、SPOC 波形の振幅の減少はアクトミオシンの親和性

低下によるものと考えられる。 

我々が提案した SPOC モデル 2によると、弛緩時にはサル

コメアの格子構造は縮み、アクチンとミオシンは空間的に

近づくため結合確率が上がる。次第にアクチンとミオシン

が相互作用し始めると、ミオシンがアクチンフィラメント

を引っ張り、収縮状態に近づく。サルコメアが収縮すると、

格子構造が広がるため、ミオシンとアクチンは次第に解離

していく。SPOC はこの連続した弛緩-収縮状態の遷移によ

って起こると考えられるが、E101K-アクチンのようにミオ

シンとの親和性が弱いと、格子構造の広がりに伴ってアク

トミオシンが解離しやすく、収縮が十分に行われないので

はないかと思われる。その結果、SPOC 波形の振幅の縮小

に反映されたのではないかと予想される。 

 

7. SPOC はサルコメア異常を検出する新たな測定法である 

 

ヒト iPS 細胞を心筋に分化させ、SPOC を測定することに

成功した。ミオシンとの親和性が低い変異アクチンが発現

する心筋細胞では、SPOC波形の振幅が小さくなっており、

アクチンの性質変化が SPOC パラメータに反映されている

ことが示唆された。従って SPOC を調べることでサルコメ

アの異常を検出することができ、また試料としてヒト iPS

細胞を用いることで、将来パーソナライズドヘルスケアの

観点から新たな心臓疾患の予測に利用できるかもしれな

い。今後さらにこれらの遺伝子変異導入細胞のデータを蓄

積することで、心疾患の重篤度との相関が得られる可能性

も期待できる。 
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