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研究成果の概要（和文）：心筋細胞の膜陥入管構造であるT管膜は、細胞の効率的な収縮に必須である。そのた
め、T管膜構造の崩壊は心不全の引き金になるが、その崩壊メカニズムは不明であった。圧力負荷によって誘導
される心不全において、T管膜が崩壊する前に、収縮ごとに流入してくるCa2+を細胞外へ排出する輸送体である
Na+/Ca2+交換体(NCX1)のT管膜上での機能が著しく低下することを明らかにした。NCX1を過剰発現することで
NCX1の機能低下を回避すると、T管膜構造の崩壊と心不全の進行を抑制することができた。これらの実験結果
は、T管膜のNCX1による局所Ca2+制御が心筋細胞の構造と機能の維持に重要であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Transverse tubules (T-tubules) are invaginations of the sarcolemma and 
critical for cardiomyocyte contraction. Therefore, T-tubule disorganization is linked to decreased 
contractility in heart failure. However, the molecular details have remained unclear. Na+/Ca2+ 
exchanger (NCX1) is essential Ca2+ regulator of myocyte Ca2+ homeostasis and preferentially 
localized to T-tubule membrane. We found that NCX1 activity was depressed before T-tubule 
disorganization during the progression of heart failure induced by pressure overload. In addition, 
the recovery of depressed NCX1 activity by inducing NCX1 expression prevented T-tubule 
disorganization and heart failure progression. These results suggest that local Ca2+ control beneath
 the T-tubule membrane is crucial for the maintenance of myocyte structure and function, in which 
NCX1 has a pivotal role.

研究分野： 医用生体工学
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１．研究開始当初の背景 
心筋細胞は生涯にわたって収縮・弛緩を繰

り返し、心臓の血液ポンプ機能を支えている。
効率的な収縮・弛緩を実現するために、心筋
細胞には特有の微細構造が発達している（図
1）。形質膜の陥入管構造である T 管膜は、細
胞内に敷き詰められた一つ一つの収縮装置
サルコメアの間隔（約 2 µm）に沿うように、
細胞内Ca2+ストアである筋小胞体と共に規則
正しく配置されている。このような構造的特
徴は、形質膜に生じた電位変化を瞬時に筋小
胞体からの Ca2+放出に変換して、細胞内に張
り巡らされたサルコメアの同調した収縮を
実現している。多くの心不全の心筋細胞では、
T 管膜構造が崩壊している様子が報告されて
おり、これが収縮能低下の引き金であると考
えられている（Guo et al., Cardiovasc. Res., 
2013）。しかしながら、T 管膜構造の維持機構
の分子基盤がほとんどわかっていないこと
から、心不全の発症や重篤化の決定的な治療
法は、未だに見つかっていない。 
心筋細胞の Na+/Ca2+交換体（NCX1）は、

主として T 管膜に局在し、生理条件下の心臓
では、収縮ごとに流入してくる Ca2+の実質上
唯一の細胞外への排出系として働いている。
心筋細胞内の Ca2+濃度の上昇は、収縮不全、
転写因子やプロテアーゼの活性化を招いて
心不全を引き起こすことが知られている。心
不全の心筋細胞では、NCX1 の発現量が亢進
していることが報告されており、これは蓄積
したCa2+を細胞外へ排出するための適応的な
応答であると考えられている（Studer et al., 
Circ. Res., 1994）。しかしながら、NCX1 は、
周囲の環境に応じて、双方向に Ca2+を輸送す
ることが可能であるため、細胞内への Ca2+流
入系として働き悪性因子となるか、逆に細胞
外へのCa2+排出系として働き心筋細胞保護に
寄与するか、NCX1 の病態生理的な意義は未
だ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 心筋細胞の T 管膜に局在する NCX1 の生
理・病態生理的意義を明らかにすることを通
して、T 管膜構造の維持機構の分子基盤を解
明し、新しい心不全の治療を提案することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 任意のタイミングで心筋細胞特異的に
NCX1 を強制発現可能なマウス 
 心不全進行過程におけるNCX1の役割を明
らかにするために、ドキシサイクリン（DOX）
存在下でのみ、心筋細胞特異的に NCX1 を強
制発現可能な遺伝子改変マウスを独自に作
製し（Ujihara et al., Cardiovasc. Res., 2016）、実
験に使用した。 
(2) 大動脈縮窄（TAC）手術による圧力負荷
モデルの作製 
 マウス胸部大動脈を細径針と共に結紮後、
針を引き抜くことで狭窄を生じさせ、左心室

に過大な圧力負荷を作用させることで心不
全を誘導した。 
(2) 心筋細胞の単離 
摘出したマウス心臓の大動脈に逆行性に

カニュレーションを行い、血液を洗い流した
後にコラゲナーゼ、トリプシン、プロテアー
ゼを含む酵素液を灌流することで、細胞を単
離した。細胞は 37ºC で保存し、単離後 8 時
間以内に使用した。 
(3) T 管膜構造の定量化 
 膜電位感受性色素 Di-8-ANEPPS を用いて
単離した心筋細胞の細胞膜を染色した。共焦
点レーザー顕微鏡を用いて蛍光画像を取得
し、二値化処理した画像を周波数解析するこ
とで、T 管膜の周期性を定量化した。 
(4) Ca2+イメージング 
 電気刺激による細胞内Ca2+濃度変化の計測
には、Ca2+蛍光指示薬 Indo-1 AM を、NCX1
活性の計測には、Fura-2 AM を用いた。 
(5) NCX1 の発現量・局在の解析 
 心不全の進行に伴うCa2+ハンドリング分子
の発現量の変化をウエスタンブロットで、局
在の変化を免疫蛍光染色で調べた。 
 

 
図 1：哺乳類心室心筋細胞における T 管膜の
重要性。(A)単離したラット心室心筋細胞の膜
染色画像。(B)画像(A)の拡大像。(C)心筋細胞
の収縮・弛緩のタイミングを決める Ca2+ハン
ドリングの模式図。T 管膜や筋小胞体膜上に
は、NCX1 などの多数の Ca2+ハンドリング分
子が局在し、細胞内 Ca2+濃度を厳密に管理し
ている。スケールバー、20 μm。 
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４．研究成果 
 TAC 手術を施し、左室に過大な圧力を作用
させたところ、体重に対する心臓の重量比、
左室内径、細胞断面積は経時的に増大した。
左室内径短縮率は次第に低下し、TAC 後 16
週には、重篤な心不全に移行していることを
確認した。 
 圧力負荷による心不全進行過程のT管膜の
リモデリングを観察したところ、TAC 後 8 週
の時点では TAC 前と同程度の周期性が維持
されていた。しかし、TAC 後 16 週では周期
性が著しく低下しており、T 管膜が崩壊して
いることがわかった。 

TAC後のNCX1の発現量の経時変化をウエ
スタンブロットで調べたところ、NCX1 の発
現量は 12 週目までは増大していたが、16 週
後には著しく低下した（図 2）。続いて、NCX1
活性を調べたところ、TAC 後 6 週までは上昇
した（図 2）。しかし、TAC 後 8 週の時点では、
NCX1 活性は著しく低下し、その後も引き続
き低下していた。このことは、TAC 直後は、
圧力負荷への適応的な応答としてNCX1活性
が上昇して心臓のポンプ機能を維持しよう
とするものの、やがて負荷に耐えきれなくな
り、心不全が進行する過程では NCX1 の活性
が低下することを示している。 
生理条件下では、NCX1 は主として T 管膜

上に存在するため、TAC 前の正常な心臓の
NCX1 を免疫染色すると、T 管膜と同様に一
定間隔で周期的なシグナルが観察された。一
方、TAC 後 8 週の心臓では、シグナルの周期
性が失われていた。TAC 後 8 週において、
NCX1 の発現量は増大していたにも関わらず、
NCX1 活性が低下していたのは、局在の異常
に起因すると考えられる。大変興味深いこと
に、8 週の時点では T 管膜は存在していたこ
とから、NCX1 の局在の乱れは T 管膜の崩壊
に起因するものではなく、NCX1 が選択的に
内在化された結果であることが推察される。 

TAC後 8週目以降の細胞外への Ca2+排出能
の低下が、T 管膜の崩壊を引き起こし、心不
全の進行を促進させているのではないかと
考え、8 週目からマウスの腹腔内に DOX を投
与して、NCX1 を心臓特異的に強制発現させ
た。DOX 投与後 4 週（TAC 後 12 週）で NCX1
活性は TAC 前と同程度まで回復し、TAC 後
16週まで維持されていた。TAC後16週では、
T 管膜構造は崩壊していたが、NCX1 を強制
発現させた場合は、TAC 後 16 週でも T 管膜
構造は維持されていた（図 3）。TAC 後 16 週
では、T 管膜が崩壊しているために、電気刺
激による細胞内のCa2+濃度変化が不均一であ
ったのに対し、NCX1 を強制発現した場合は、
均一な濃度変化が維持されていた。このこと
から、心不全進行過程における NCX1 活性の
低下を回避することで、T 管膜の構造だけで
はなく、機能も維持できることがわかった。
細胞レベルの形態や収縮率に加え、臓器レベ
ルの形態や機能も維持されており、圧力負荷
が作用し続けているにもかかわらず、心不全

の進行が抑制されていた。 
以上のことから、NCX1 の T 管膜局所の

Ca2+管理は、細胞の構造と機能の維持に重要
であり、NCX1 の機能の低下を抑制すること
が、心不全治療に成り得ることが示唆された。 

 
図 2：大動脈縮窄手術（圧力負荷）によって
誘導された心不全進行過程におけるNCX1の
発現量と活性の経時的変化。手術後 6 週まで
は NCX1による Ca2+輸送能力が上昇している
が、その後急激にて低下した。 
  

図 3：圧力負荷による心不全進行過程におい
て NCX1 強制発現すると、T 管膜構造を維持
できる。 
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