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研究成果の概要（和文）：本研究では、心筋細胞におけるミトコンドリア－筋小胞体Caクロストークの分子メカ
ニズムとその生理的意義を明らかにすることを目的とした。細胞実験および数理モデル解析により、以下の研究
成果を得た。1. 電子顕微鏡像の解析から、心筋細胞のミトコンドリア－筋小胞体の配置を数値化した。2. 
HEK293細胞ならびに心室筋細胞を用いた実験から、ミトコンドリアNa/Ca交換輸送体NCLXと筋小胞体Caポンプ
SERCAが近傍に局在することが示唆された。3.数理モデル解析から、ミトコンドリアエネルギー代謝制御におけ
るCaによる制御の寄与や、ミトコンドリア－筋小胞体クロストークの役割を予測した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the study was to clarify physiological roles of 
mitochondria-sarcoplasmic reticulum 3D Ca crosstalk in cardiomyocytes. From combination study of 
experiments and mathematical simulations, we obtained following results. 1. Parameters explaining 
mitochondria-sarcoplasmic reticulum localization were obtained by analyzing electron microscopy data
 on mouse cardiomyocytes. 2. In vitro localization analyses were performed using HEK293 cells and 
mouse cardiomyocytes and it was suggested that mitochondrial Na/Ca exchanger NCLX and sarcoplasmic 
reticulum Ca pump SERCA were localized in close proximity to each other. 3. A mathematical model of 
a detailed mitochondrial oxidative phosphorylation was newly constructed. The model predicted the 
contribution of Ca-dependent regulations of mitochondrial energy metabolism with various 
compositions of energy substrates. In addition, the roles of mitochondria-sarcoplasmic reticulum 
crosstalk were also analyzed.

研究分野：細胞生理学、フィジオーム
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、ミトコンドリアからの Ca2+

排出を担う Na+/Ca2+交換輸送体 NCLXが、
（筋）小胞体に効率的に Ca2+を供給すること
で、（筋）小胞体 Ca2+含量を調整すること、
培養心筋細胞 HL-1の拍動リズムや Bリンパ
球細胞の抗原受容体刺激に対するCa2+応答を
制御することを見出した（Kim et al., J Physiol, 
2012; Takeuchi et al., Sci Rep, 2013）。これは、
ミトコンドリアと（筋）小胞体が、それぞれ
の膜に存在するCa2+輸送担体を介して連携し、
細胞内 Ca2+動態、ひいては細胞の生理機能を
制御することを強く示唆する。しかし、両オ
ルガネラ膜に存在するCa2+輸送担体群の構造
的なクロストークについては不明であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、特に心筋細胞に着目し、ミト
コンドリア・筋小胞体の配置と、両オルガネ
ラ膜に存在するCa2+輸送体分子間の相互作用
などに関する構造・分子・機能解析を行う。
これを、定量的実験データに立脚した心筋細
胞数理モデルによるコンピュータシミュレ
ーションと組み合わせることによって、心筋
細胞におけるミトコンドリア－筋小胞体Ca2+

クロストークの分子メカニズムとその生理
的意義を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）心筋細胞内オルガネラの配置の電子顕
微鏡像による解析 
 マウスの心臓から洞房結節周囲組織を単
離し、固定・脱水・レジン包埋後、透過電子
顕微鏡（Hitachi7650）、あるいは三次元走査顕
微鏡（3View-Merlin Gatam-Zeiss; 自然科学研
究機構 生理学研究所に設置）を用いて電子
顕微鏡像を取得した。本実験は福井大学学術
研究院医学系部門の飯野哲教授、堀口和秀准
教授、深澤有吾教授の協力を得て行った。洞
房結節細胞、ならびに心房筋細胞におけるミ
トコンドリア、筋小胞体の面積比、ならびに
両オルガネラの近接する割合を計算した。 
 
（2）タンパク質断片コンプリメンテーショ
ン法によるミトコンドリア NCLXと筋小胞
体 SERCA、細胞膜 NCX1との共局在の検出 
 CoralHue Fluo-chase kit（Amalgaam社）を
用いて、蛍光タンパク質 mKGの N末あるい
は C末と NCLX、SERCA1、SERCA2A、
SERCA2B、SERCA3、ならびに NCX1の融合
タンパクを発現するプラスミドコンストラ
クトを作成した。全ての組み合わせで
HEK293細胞にトランスフェクションし、蛍
光の検出により共局在を評価した。 
 
（3）マウス心室筋細胞における NCLX、RyR、
SERCA2局在の検出 
 マウスランゲンドルフ灌流心にコラゲナ
ーゼを灌流し、心室筋細胞を単離した。PFA
固定後、Triton X-100処理により細胞膜を透

過させ、抗 NCLX抗体（カスタムポリクロー
ナル抗体）、抗リアノジン受容体（RyR）抗体
（ThermoFisher Scientific, MA3-916）、抗
SERCA2抗体（Santa Cruz, sc376235）、抗
-tubulin抗体（Sigma-Aldrich, T4026）を用い
て免疫染色を行った。共焦点レーザー顕微鏡
（Leica TCS SPII）、または超解像顕微鏡シス
テム（ニコン株式会社; N-STORM）を用いて
画像を取得した。 
 
（4）proximity ligation assayによる
NCLX-SERCA、NCLX-RyR共局在の検出 
 Duolink in situ PLA（Sigma-Aldrich社）を用
いて、proximity ligation assayによる
NCLX-SERCA、NCLX-RyRの共局在を共焦点
レーザー顕微鏡（Leica TCS SPII）を用いて検
出した。 
 
（5）数理モデルの構築・解析 
 ミトコンドリアと筋小胞体の面積比、両オ
ルガネラの共局在の割合を考慮した、詳細な
ミトコンドリア－筋小胞体クロストークモ
デルを作成し、細胞数理モデルと統合した。
これを用いて、心筋細胞機能におけるミトコ
ンドリア－筋小胞体構造的クロストークの
寄与を解析した。また、ミトコンドリアエネ
ルギー代謝モデルを作成した。これを用いて、
ミトコンドリア－筋小胞体クロストークに
おいて重要な役割を果たす Ca2+に着目し、こ
れによるエネルギー代謝制御メカニズムを
解析した。 
 
４．研究成果 
（1）心筋細胞内ミトコンドリア－筋小胞体
の構造的クロストーク 
 電子顕微鏡像の解析から、ミトコンドリア
と筋小胞体は、洞房結節細胞ではそれぞれ
14.65 ± 1.40%、3.85 ± 0.59%であった。一方、
心房筋細胞ではそれぞれ 17.25 ± 2.50%、4.55 
± 0.71%であった。また、いずれの細胞におい
ても、ほぼ全てのミトコンドリアが筋小胞体
と近接（<50 nm）していたのに対し、筋小胞
体がミトコンドリアと近接する割合は、洞房
結節細胞、心房筋細胞でそれぞれ 34.55± 
11.50%、39.71 ± 6.74%であった。さらに、三
次元走査顕微鏡による立体再構築から、洞房
結節細胞では細胞膜直下に存在するT管がほ
とんど存在しないことが明らかとなった。 
 
（2）HEK293細胞におけるミトコンドリア
NCLXと筋小胞体 SERCA、細胞膜 NCX1と
の共局在 
 NCLX、SERCAおよび NCX1と蛍光タンパ
ク断片との融合プラスミドをHEK293細胞に
発現させたところ、NCLX-SERCA1、
NCLX-SERCA2A、NCLX-SERCA2B、
NCLX-SERCA3のいずれの組み合わせでも蛍
光が観察された（図 1）。ただし、
NCLX-SERCA2Bについては蛍光強度が小さ
い傾向にあった。したがって、NCLXと



SERCA1、SERCA2A、SERCA2B、SERCA3
いずれのアイソフォームも、HEK293細胞に
発現させると近傍に局在することが示唆さ
れた。一方、NCLX-NCX1の組み合わせでは
蛍光が観察されなかったことから、NCLXと
NCX1は HEK293細胞では近傍に局在しない
ことが示唆された（図 1）。 

 
（3）マウス心室筋細胞における NCLXと
SERCA2のクロストーク 
 実心室筋細胞における NCLXと SERCAの
構造的クロストークについて調べるために、
免疫染色を行った。その結果、使用した抗
NCLX抗体は一部-tubulinとの交差反応を示
したものの、NCLXのミトコンドリアへの局
在を確認することができた。また、超解像顕
微鏡システム（N-STORM）を用いた解析か
ら、NCLXは RyRよりも SERCA2の近傍に
局在する傾向にあった（図 2）。 

  
そこで、NCLXと SERCAの共局在につい
てさらに調べるために、proximity ligation 
assayを行った。しかし、NCLX-SERCA2、
NCLX-RyRいずれの組み合わせでも共局在
のシグナルを検出することができなかった。 
以上の結果から、NCLXと SERCA2は、そ
れぞれミトコンドリアと筋小胞体の隣り合
う面に局在するものの、proximity ligation 
assayで共局在のシグナルが得られるほど近

傍には局在しないこと、おそらくはミトコン
ドリア外膜がその共局在を阻んでいること
が示唆された。 
 
（4）数理モデルによるミトコンドリア－筋
小胞体クロストークの解析 
 ミトコンドリアと筋小胞体の面積比、両オ
ルガネラの共局在の割合を考慮した、詳細な
ミトコンドリア－筋小胞体クロストークモ
デルを作成し、洞房結節細胞数理モデルと統
合し、解析を行った。その結果、ミトコンド
リア－筋小胞体の構造的クロストークが大
きいほど、洞房結節細胞の自動能発生におけ
る NCLXの寄与が大きくなることが予測さ
れた。 
さらに、詳細なミトコンドリアエネルギー
代謝数理モデルを作成した。ミトコンドリア
－筋小胞体クロストークの制御因子のひと
つである Ca2+を中心に、エネルギー代謝制御
のメカニズムについて解析を行った。その結
果、基質の組成によってミトコンドリアエネ
ルギー代謝のCa2+依存性の寄与が異なること、
これは、Ca2+による制御を受けるリンゴ酸－
アスパラギン酸シャトルの寄与が基質組成
に依存するためであることをモデルから導
き出した。 
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図1. タンパク質断片コンプリメンテーション法による
NCLX-SERCA1、NCLX-SERCA2A、NCLX-SERCA2B、NCLX-
SERCA3、NCLX-NCX1の共局在の評価。monomeric 
Kusabira Green (mKG)断片のN末あるいはC末にSERCA1、
SERCA2A、 SERCA2B、 SERCA3、NCX1（マゼンタ）あるい
はNCLX（青）を融合させたプラスミドを作成し、図上に示
す組み合わせでHEK293細胞にトランスフェクションした。
共焦点レーザー顕微鏡で蛍光を検出した。

図2心室筋細胞におけるNCLXの局在解析。
NCLXはRyR（A）よりも、SERCA2（B）の近傍に
局在する傾向にあった。
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