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＜略語集＞ 

AFM:  atomic force microsopy 

BDM:  butanedione monoxime 

BSA:  bovine serum albumin 

DMD:  duchenne muscular dystrophy 

FBS:  fetal bovine serum 

HFpEF: heart failure with preserved ejection fraction 

iPS:  induced pluripotent stem 

PBS:  phosphate buffered saline 

PKA:  protein kinase A 

PLB:  phospholamban  

SPM:  scanning probe microscope 

TnI:  toroponin I 
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＜要旨＞ 

原子間力顕微鏡を用いて心筋細胞の短軸方向の新しい力学的特性の機能測定

法を開発し、単離心筋細胞の表面形状および短軸方向の弾性率を評価した。静

止状態では Z 帯と M 帯の周期性に一致する弾性率のピークを認め、筋原線維の

硬さが心筋細胞の硬さの規定因子であると考えられた。一方、細胞骨格蛋白で

あるジストロフィンの関与は小さかった。生理学的な単収縮中の心筋細胞の短

軸方向の弾性率を経時的に 40 回/秒の頻度で計測したところ収縮中に硬さの低

下を認めた。イソプロテレノールは静止状態の弾性率は上昇させたが、収縮中

には低下させた。収縮蛋白の構造変化の様式が心筋細胞の短軸方向の硬さに多

様に影響している可能性が示唆された。 
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＜序文＞ 

心不全は心血管領域の重要な問題である。先進国における心不全の有病率は

1-2％であり、そのうち左室収縮機能が正常な心不全は 40%程度を占めている。

このような心臓の収縮機能が比較的良好に保たれている心不全症例、Heart 

failure with preserved ejection fraction (HFpEF)の中には、左室拡張機能障害による

心不全が存在する。拡張機能障害の心臓を有する患者は高齢者に多く、血圧上

昇や頻拍を契機として拡張不全による急性心不全を発症する。心臓拡張機能異

常および拡張不全の原因として心筋細胞外マトリックスの増生や心筋の線維化

による chamber stiffness 上昇が挙げられているが 1)、心筋細胞レベルでの拡張機

能障害の発症機序・病態生理の詳細は依然として不明である。 

（心筋細胞の機械的な構造） 

心筋細胞は骨格筋と同様の横紋筋である。心筋細胞は長軸方向に 100-150 µm、

短軸方向には幅 20-35 µm、高さ 10-15 µm の楕円柱型の細胞である 2, 3)。心筋細

胞内の筋原線維が収縮運動を担っている(図 1)。細胞内の筋原線維は細胞膜蛋白

とコスタメアを形成して細胞外マトリックスと結合している。 
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図 1. 筋原線維、コスタメアと細胞外マトリックス。 
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（心筋細胞の弛緩） 

生理的条件下における心筋細胞の拡張機能の調節機序について述べる。心筋

細胞の単収縮における能動的な弛緩においては、①筋小胞体による細胞質内 Ca

の取り込みが主に拡張期の早い相（Ca トランジエントのピークに始まり減衰相

を経て細胞内 Ca 濃度が弛緩状態のレベルまで減少するまで）、②アクチン-ミオ

シン間の運動が拡張期の遅い相（細胞内 Ca 濃度が減少した後に、短縮していた

サルコメア長が弛緩状態の長さにまで戻るまで）を調節している。①は蛋白リ

ン酸化酵素 A (Protein kinase A: PKA) によるホスフォランバン(Phospholamban: 

PLB) のリン酸化、②は PKA による収縮調節蛋白トロポニン I (Troponin I: TnI) 

のリン酸化により促進され、拡張機能が亢進する。さらに心臓の拡張期末期は、

心腔内からの圧力により心筋細胞は受動的に伸展される。③細胞質内 Ca 濃度、

④アクチン-ミオシン系の Ca 感受性、⑤細胞骨格蛋白タイチン（コネクチン）

の伸展性という要素が、心筋細胞の伸展コンプライアンスとして拡張末期に影

響を及ぼす。 

実際の拡張障害型心不全の患者から採取された単離心筋細胞を用いると、拡

張障害患者においては健常者と比較して長軸方向においてその受動的な伸展コ

ンプライアンスが低下し、引き伸ばしにくい状態となっていることが報告され

ている 4)。その機序として心筋 TnI や、cardiac myosin binding protein C、ならび
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にタイチンの PKA によるリン酸化の異常や心筋線維の Ca 感受性の亢進が関与

していることが示唆されている 5)。 

心筋細胞の内因性の異常による慢性的な拡張不全をきたすものの他に、急性

の拡張不全の病態も存在する。Ischemic cascade と呼ばれる急激な冠動脈の血流

不全から生じる心筋虚血後の反応である 6)。冠動脈の血流低下による心筋虚血に

伴い心筋細胞の代謝障害が生じると最初に拡張機能が低下し、収縮機能低下、

心電図異常、自覚症状の出現の順に進行する。これは拡張機能が細胞内の代謝

の影響を受けることを示している。 

以上のように、臨床において遭遇する心不全においては虚血性や非虚血性、

あるいは収縮不全と拡張不全といった様々な異なる要因や病態が複雑に絡み合

っていると考えられ、その中で拡張障害型の心不全の病態の解明は十分になさ

れていないのが現状である。 

 心不全を始めとした心臓疾患における心臓の機能を考える際の基礎として、

まず生理的条件下における心筋細胞単位での機能の解明が必要である。前述の

ように心筋は同じく横紋筋である骨格筋と同様にアクチンとミオシンフィラメ

ント間のクロスブリッジ形成と解離により能動的な収縮と弛緩を繰り返す 7, 8)。

受動的進展に対しては例えば巨大な弾性蛋白であるタイチンが関連している。

Fukuda らの報告では心筋細胞内の巨大弾性蛋白であるタイチンの異常や PKA
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によるタイチンのリン酸化の影響により心筋細胞の長軸方向の弾性が変化する

5)。このように力学的な機能を有する分子構造が相互に関係を及ぼしながら全体

の心臓機能が成り立っている。 

心筋細胞内の筋原線維においてはミオシンフィラメントとアクチンフィラメ

ントが交互に配列し A 帯と I 帯の規則正しい反復を持つ。アクチンフィラメン

トの末端は Z 帯に結合しており、Z 帯と Z 帯の間が筋節（サルコメア）である。

弛緩している心筋細胞内の筋節の長さはおよそ 1.8 μm であり、拡張期末期には

受動的伸展により最大 2.2 µm になる 9)。 

筋節の長さと心筋の収縮力の間には重要な関係が存在しており、これが

Starling の法則の基礎となっている 10)。また心筋細胞同士は長軸方向に介在板に

よって接着しており、ギャップ結合することで細胞間の興奮伝導の電気抵抗を

下げる役割を有する他に、心筋細胞の長軸方向の力伝達や、細胞質の連絡はな

いもののシグナル伝達の役割を果たしている可能性がある。 

一方、心筋細胞の短軸方向の力学的特性に関しては、心機能における役割や

重要性は不明である。心臓内の心筋細胞はシートを形成して配列し、心臓内腔

をらせん状に取り囲んでおり、心筋細胞が収縮するとこのシートとしての立体

構造が変化する 11)。心臓がポンプとして収縮すれば心筋細胞の内壁に対して接

線方向に心筋細胞が短縮して、これによって法線方向の圧力が増大しながら内
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腔の血液を拍出する。反対に拡張期においては、まず心臓内腔から心筋への圧

力は法線方向にかかり、拡張末期には心筋細胞の長軸方向に分散する。短軸方

向の力学的特性についての報告は少ないが、心臓機能においては非常に重要な

要素であると考えられる（図 2）。 

 

 

   

図 2. 心臓の拡張と心筋細胞の短軸方向の硬さの関係 
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従来、心筋細胞の力学的特性に関する研究は主には長軸方向に関するもので

あった。例えば、変異心筋 TnI を発現する肥大型心筋症や拘束型心筋症のモデ

ルマウスの心筋細胞は、心筋線維の Ca 感受性が亢進し、長軸方向の伸展コンプ

ライアンスが低下していることで拡張機能障害の原因が説明されている。また

ジストロフィン欠損症のモデルマウスである mdx マウスの単離心筋細胞は長軸

方向の力学的負荷により細胞膜の破綻を来し、細胞外から細胞内への Ca 流入が

起こり、アクチン-ミオシン間のクロスブリッジが形成され、心筋細胞の長軸方

向の伸展コンプライアンスが低下し、拡張機能障害を呈する。 

Chamber stiffness についての先行研究では、心筋梗塞のモデルを作成すると、

梗塞領域の心筋組織は正常領域より虚血領域がより硬くなっていることが報告

されている 12)。さらに、犬を対象に拍動している心臓の弾性率を測定すると、

急性の心筋梗塞領域においては拡張末期の chamber stiffness は上昇するが収縮末

期では低下している 13)。 

犬の心臓切片を用いた研究では、筋肉組織の面内方向の chamber stiffness と短

軸方向（短軸方向を z 方向とした場合の x および y 方向を面内方向と定義する）

の chamber stiffness はほぼ線形関係にあった 14)。また、心筋と同じ横紋筋である

カエルの骨格筋（半腱様筋）を用いた過去の研究では、筋肉の短軸方向の硬さ

として超音波にて弾性率を測定し、等尺性（isometric）収縮において筋肉の短軸
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方向の硬さを連続的に測定すると、筋肉の収縮中に硬さは低下することを報告

している 15)。その変化を説明する仮説としては、筋細胞の収縮によってアクチ

ンフィラメントが回転し、Z 帯のアクチニンをはじめとした構造タンパクの形態

が変化することが挙げられている 16)。 

心臓の短軸方向の弾性が収縮や虚血性の組織障害によって変化するという報

告は多い。しかしこれらの報告はいずれも細胞外基質も含めた組織全体での弾

性変化である。心筋細胞レベルで短軸方向の硬さの検討を行った過去の研究と

しては、原子間力顕微鏡(AFM: atomic force microscopy) を用いて細胞の高さの変

化を測定 17)した研究や、胎児マウスの心筋細胞では自発的な収縮時に細胞の硬

さが増したとの報告がある 18)。つまり、心筋と骨格筋の短軸方向の硬さに関し

て一致した見解は無く、さらに単離した成体心筋細胞を用いて生理学的な条件

下での収縮・弛緩中にその硬さを測定した報告は存在しない。 

本研究では、マウスより単離した心筋細胞の細胞表面の形状および細胞内の

硬さの分布や細胞内の分子レベルでの弾性について検討するために分子レベル

の大きさの試料の力学的特性の測定が可能 19, 20)な AFM を用いた。AFM によっ

て生きたままの心筋細胞の短軸方向の力学的特性を測定することが可能であり、

また AFM の空間分解能から細胞膜や細胞質中の細胞骨格の評価が可能である。

さらに時間分解能を改良して電気刺激によって単収縮させた心筋細胞の硬さを
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高サンプリングレートで測定する実験系を確立することを本研究の目的の一つ

とした。また疾患モデルのマウスを試料に用いてその心筋細胞の力学的特性を

測定することで、硬さの観点から疾患の理解が深まる可能性がある。また、成

体のマウスから単離した心筋細胞を用い、細胞の硬さの測定条件をより至適に

設定し、さらにこれまで報告のなかった収縮と拡張を繰り返す生理的条件下で

の短軸方向の硬さ測定を行うことで、将来における心筋細胞レベルでの疾患の

病態生理の解明や新しい治療の標的の発見に繋がる可能性がある。 

既知の肥大型心筋症や拡張型心筋症においてはミオシンやタイチンのような

構造タンパクの遺伝子異常が報告されている 21, 22)。その機能の解析においても

タイチンの遺伝子異常が拡張不全を生じるという報告もなされている 23)。 

力学的な作用が複雑に関係しあう心筋組織内の構造にも拘わらず、心筋細胞

の力学的特性に関する研究は長軸方向に関するものが多かった。そこで本検討

では単離した心筋細胞の短軸方向の力学的特性としての硬さの評価を行った。

細胞内の分子レベルでの弾性について再評価するために分子レベルの大きさの

試料をナノニュートン単位で力学的特性の測定が可能なAFMを用いて測定を行

った 19, 20)。また電気刺激によって収縮させた心筋細胞の短軸方向の硬さを高サ

ンプリングレートで測定した。 
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＜方法＞ 

（心筋細胞単離） 

本実験に用いた実験動物の取り扱いについては東京大学動物実験実施規則に

則って実施した。入手が容易で汎用されている C57BL/6 のマウスを用いた。正

常対照として C57BL/6 6JKwl の 10 週齢のメス、C57BL/10 の 10 週齢のメス、心

臓拡張機能障害を来すジストロフィン欠損症モデルとして C57BL/10 mdx Jic の

6-8 週齢のマウスを高杉実験動物社、日本クレア社から購入し当日か翌日に心筋

細胞を採取した。mdx マウスは C57BL/10 マウスの系統から出現した突然変異で

あるため正常対照として C57BL/10 マウスを実験に使用した。 

マウスにヘパリン 0.1 ml (100 単位) を腹腔内投与して 20 分間後にウレタン

(Ethyl Carbamate, 050-05821, 和光純薬) を 0.1 g/ml に溶解したものを 0.5 ml 腹腔

内投与し麻酔した。マウスを素早く開胸し心臓を摘出し、氷冷の Tyrode 液 

(Tyrode solution: NaCl 137 mM, KCl 5.4 mM, MgCl2・6H2O 0.5 mM, NaH2PO4・H2O 

0.33 mM, HEPES 5 mM, Glucose 5 mM, CaCl2 0.1 mM) に移して冷却し心拍を停

止させた。摘出した心臓周囲の不要な組織を除去した後に、上行大動脈に注射

針をカニュレーションし糸で縛って固定した。この注射針をランゲンドルフ灌

流装置に接続して冠動脈に Tyrode 液を灌流させた。細胞単離で得られる細胞の

収率を上げるためにタウリン(Taurine T0625-100G, SIGMA) を 30 mM と
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2,3-Butanedione monoxime: BDM (B0753-25G, SIGMA) を 0.1 mM となるように付

加した Ca2+-free Tyrode 溶液(Tyrode + Taurine 30 mM + BDM 0.1 mM） で 4 分間灌

流した。その後に冠動脈に消化酵素溶液（Tyrode 25 ml + Taurine 30 mM + BDM 

0.1 mM + Collagenase Type Ⅱ (Worthington 社) 30 mg + Protease XIV (Sigma) 1 mg） 

を 37 °C で 2 分間灌流した。さらに CaCl2 1 M を追加して CaCl2 0.1 mM とした

消化酵素溶液でさらに 8 分間灌流した。心臓をランゲンドルフ灌流装置から取

り外したのちに心室をハサミで切り離し 5 ml の消化酵素溶液で満たしたガラス

皿内に移した。心臓をハサミで切り刻み、さらに先端をあらかじめ熱で丸めた

滅菌スポイトで懸濁することで単離した心筋細胞の細胞懸濁液を作成した(図

3a)。細胞懸濁液をすべて 15 ml のチューブに移し 10 ml の反応停止液 (Tyrode + 

bovine serum albumin: BSA(Sigma A9418-50G) 2 % + fetal bovine serum: FBS 5 % + 

BDM 0.1 mM) を加えて 3 分間静置することで大きな細胞塊を沈殿させた。上澄

み液を 22°C で遠心分離(400 rpm, 2 分) にかけて細胞を集め、沈殿した細胞を反

応停止液に懸濁した。急速な Ca 濃度の上昇による細胞障害を防ぐため 10 分毎

に 0.1 mM ずつ緩徐に Ca 濃度を上昇させ最終で CaCl2 の濃度を 1 mM とした。

BDM を除去するため遠心分離(400 rpm, 2 分) にかけて(Tyrode＋CaCl2 1 mM + 

BSA 2 %) で懸濁する洗浄を 2 回行った。 

イソプロテレノールを用いる実験では Tyrode 液に溶解し 1 mM の stock solution
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を作成し、これを試料の入った培養皿へ 50 nM の濃度となるよう滴下した。 

（培養皿への固定） 

60mm の培養皿(Cornig 430166) の中央に 40 μM のラミニン溶液(Phosphate 

buffered saline: PBS + ラミニン(L2020, SIGMA)) を 20 μl ずつ滴下し 37°C で 1 時

間かけて培養皿底面をコーティングした。その上に単離した心筋細胞を含む溶

液を 2 ml ずつ移し、37°C で 1 時間かけて心筋細胞を培養皿底面に接着させた。 

（原子間力顕微鏡） 

AFM を用いて細胞表面の硬さを測定した。AFM とはカンチレバーと測定試料

の間に働く原子間力やその他の相互作用を測定することで試料表面の形状や物

性を観察する走査型の顕微鏡である。AFM の原理について簡単に説明する。シ

ステムからは常に赤外レーザーをホルダーに固定したカンチレバーの上面に照

射し、その反射光を AFM システム内の 4 分割フォトディテクターで感知させる。

試料とカンチレバーの間の物理的な相互作用はカンチレバーの機械的なたわみ

として反映され、たわみの量はカンチレバーの反りによって変動する反射光が

フォトダイオードの各要素からの差分からレーザースポットの位置が測定され

ることで計測される(図 4)。実際に試料に接触するのは数十から数百 μm 程度ま

での長さのカンチレバーの先端に形成された探針であるが、通常は様々な形状

の先端半径が nm レベルの探針を持つものを用いる(図 3)。 
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図 3. 心筋細胞と AFM カンチレバー 

酵素処理で単離された心筋細胞(a)。AFM をステージの試料の上

から被せるようにセットし(b)、カンチレバー先端の探針(c)を細

胞方向に向けて細胞表面に接触させて測定する(d)。 
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図 4. AFM の位置関係 

レーザー光はカンチレバー上面に反射し、4 分割光ダイオードで

測定される。試料とカンチレバーとの相互作用で生じるたわみ

を赤外レーザーの反射光スポットの変動として測定する。 
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次に AFM による試料表面のイメージング及び、力分光法の各種測定の原理に

ついて説明する 

（イメージング） 

イメージングではカンチレバーを x, y 方向に動かし試料表面を走査する際に

複数の測定モードを持つ。カンチレバーのたわみ、つまり試料表面に与える力

を設定値となるようにカンチレバーを固定するホルダーをピエゾでフィードバ

ックして z方向に上下動させると同時に z方向の高さを測定することで細胞表面

の凹凸を測定する。さらにカンチレバーの動かし方によって、大別して常にカ

ンチレバーが試料表面を接触しながら走査するコンタクトモードと断続的に接

触するインターミッテントモード（タッピングモード）の 2 種類がある。 

コンタクトモード : Contact mode imaging では試料表面とカンチレバーを常に

接触させ、プローブ間に働く力を設定した値で一定に保つようにカンチレバー

の z 方向の位置を制御しながら指定した試料表面の領域を走査する。カンチレ

バーの探針のプローブ先端が試料表面を沿うようにして走査することで試料の

形状を得ることが可能となる。 

インターミッテントモード : Intermittent contact mode imaging ではカンチレバ

ーを設定した周波数で振動させた状態で細胞表面を走査させる。カンチレバー

は常に振幅しているため試料表面に接触している時間は短く試料に与える力は
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弱いため柔らかい試料の観察に向いている。カンチレバーが持つ共振周波数を

サーマルノイズ法で得られた共振ピークの値を参考にしながら駆動振動数を選

択する。この駆動周波数とプローブが試料に接触することで減衰して測定され

たカンチレバー振動数の位相差情報を測定し、振幅を一定にするようフィード

バックして z 位置を制御する。 

またフォースマッピングモードは後述する力分光法を指定した領域内で連続

測定する。力分光法では細胞表面の高さとカンチレバーのたわみを指定した Z

方向の範囲内で情報として得られる。それぞれの x, y 地点でカンチレバーのた

わみが開始する点あるいは指定したたわみの量に達した z 位置情報から細胞凹

凸を測定する。欠点としては各測定点でカンチレバーを上下動させることから

測定に時間がかかり、x, y 方向の時間当たりの解像度はコンタクトモードとイン

ターミッテントモードに劣るが、表面形状と同時に各点で硬さを測定すること

ができる。また試料との接触時に z 方向のみに力がかかるため設定次第で心筋

細胞への刺激を小さくすることができる利点がある。これら 3 種類の方式で細

胞表面の形状を測定した。 

（力分光法: Force spectroscopy） 

力分光法 はカンチレバーで細胞を押し込むことで試料の物性を測定する方法

である。以下にその原理を概説する。ピエゾでカンチレバーを z 方向に試料へ
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下ろし、試料表面に接触後もそのままカンチレバーを一定量まで押し込んだ後

に試料から十分に離す。この上下動中のカンチレバーのたわみの変化をフォト

ダイオードで測定する。カンチレバーのもつバネ定数を ，たわみの変化分を

とすれば、試料とカンチレバーの間にかかる力 F（単位: N）を と求めら

れる。得られたカンチレバーの押し込み量と力 F のデータをグラフ化したフォ

ースカーブを得る(図 5) 24)。そして最終的に試料の硬さを Hertz モデルを用いて

計算する。ヤング率を E、ポアソン比をν、押し込み量をδ、探針の角度をαと

する。体積変化はないとしてν = 0.5 とする。カンチレバーの探針の形状によっ

て変形する形状が異なるため、それぞれ違う次式が成立する。 

円錐で押し込んだ場合には 

F ൌ
ܧ

1 െ ଶߥ
2 tanߙ

ߨ
 ଶߜ

の式を用いる。 

また四角錘で押し込んだ場合は 

F ൌ 0.7453
ܧ

1 െ ଶߥ
ଶߜ tanߙ 

の式を用いる。試料の硬さは Hertz モデルを用いた縦弾性率であるヤング率とし

て求める。計測で得られた force curve に対してソフトウェア上で fitting を行い

最も Herz モデルに近似する E の値を計算の結果として得る。 

k s

skF 
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図 5. フォースカーブとカンチレバーの位置の関係 

カンチレバーを試料に向けて下ろし(A)、細胞表面の接触点(B)

から試料の硬さに応じてカンチレバーの反りが発生する(C)。 
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（電気刺激と高時間分解能光力法） 

AFM システム下の空間が狭く限られているため、ラミニンで心筋細胞を底面

に固定したディッシュ中に直接設置できる刺激用の電極装置を 3D プリンター

で作成した。直径 60 mm の細胞培養用ディッシュ形状に合わせるため円盤の中

心にカンチレバーを接近させるための 1 cm × 3 cm の穴をあけ、その底面側に純

白金棒（径 1 mm、ニラコ社）を電極として 2 本平行に 10 mm 間隔に固定した。

装置の素材はアクリル樹脂を選択した。電極の末端はペーシング装置に接続し

た（図 6）。出力については 20-30 V、Duration は 10-20 msec の矩形波刺激とした。

ペーシング装置の出力の開始は手動で設定するかAFM側のシステムから出力し

た trigger に同期させることで行った。心筋はペースメーカー細胞である洞結節

からの電気興奮刺激を受けて収縮・弛緩を繰り返すことを模して電気刺激し細

胞単位での反復収縮をさせてその測定を行った。心筋細胞の形状は単離後に培

養皿に接着させた状態では概ね 100 × 40 × 10 μm 程度の扁平な直方体の構造で、

収縮中は長軸方向に短縮する。同一の測定点において、カンチレバーを連続上

下させた。過去のラット新生児心筋細胞を用いた研究よりも高頻度となる平均

秒間 40 回のサンプリングレートで計測を行った。 
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図 6. 心筋細胞のペーシング装置 

ペーシング装置の 3DCG モデル(A)、実際のディッシュとペーシ

ング装置を組み合わせた電気刺激チャンバー(B)。 
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実験で用いた AFM のシステムは JPK 社の Nanowizard®である 25)。この装置で

はピエゾはカンチレバーのホルダーを動かすため、ディッシュは顕微鏡ステー

ジ上に固定する。主要な AFM のシステム自体はその上部に覆いかぶさるよう

に設置し、直上から試料に対してカンチレバーを下降させてアプローチする

（図 3, 4）。 

（AFM の測定条件） 

AFM の測定に用いるカンチレバーは一定のバネ定数を有するが、測定前には

それぞれカンチレバー毎のキャリブレーションが必要である。カンチレバーの

バネ定数については熱ノイズ法によってキャリブレーションが必要であり、サ

ーマルノイズ法でバネ定数を求めるが、これについてはディッシュ温度を一定

にする代わりに、実験中は常に室温を 22°C で一定とし、ディッシュの液温も

22°C として設定した。短冊形のカンチレバーを液中でばね定数を測定した場合

には実測値に Correcting factor = 0.817 を乗じて補正した 26)。 

試料である心筋細胞は単離後に刺激への感受性が非常に強いことから、刺激

が最小になるように小さく柔らかいカンチレバーを選択した。 

三角形のOMCL-TR-400PB(Olympus社) と短冊型のBL-RC-150VB(Olympus社)

を使用した。Hertz モデルによる Young 率の決定においては探針の形状が重要で

あり、カンチレバー全体は横方向に比較的安定な三角形型で、先端は Hertz モデ
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ルで近似可能な四角錘の探針を持つカンチレバーの OMCL-TR-400PB を選択し

た 27)。また、さらに細胞への刺激を少なくするために、ばね定数のより小さな

カンチレバーである TR-150VB を使用した。 

TR-150VB の探針は特殊な形状であるため、角度 45°の円錐に近似してヤング

率を求めた。2 種類のカンチレバーが同一のチップに形成されており、主に長さ

60μm でバネ定数が 0.03 N/m の A レバーを使用した。B レバーでも同様に硬さ

の測定は可能ではあったが 0.006 N/m と非常に柔らかいものの共振周波数が低

く、実際の測定ではノイズが大きいという難点がある。使い分けとしてはヤン

グ率を定量的に求める場合には探針が四角錐の形状を持つ TR-400PB を選択し

たが、それ以外では TR-150VB を使用した。 

AFM の設定は以下に述べる。フォースマッピングの上下動の幅は 2.5 μm とし

た。Mathur らはカンチレバーで 100 nm の押し込み量で 100.3 ± 10.7 kPa であ

り、押し込み量をそれ以上としても変化しなかったとしている 28)。Hofman らは

chicken の心筋細胞を最大 6 nN の力で 0.5-1 µm を押し込む設定で測定し硬さを

ヤング率で 5-30 kPa と報告している 29)。Shroff らは Rat の心房の心筋細胞は 3-7 

nNの力で 200-500 nmを押し込む設定でヤング率を 0.5-0.67 MPaと報告している

30)。その中で十分な押し込み距離では測定される数値は収束してくるとのことか

ら、細胞が刺激死しない範囲内での十分な押し込み距離が得られる set point を
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1-2 nN とした。実波形を観察しながら 0.5 μm 以上 1 μm 程度の押し込みを目標に

設定した。測定範囲はサルコメアが十分観察が可能な 7 μm × 7 μm の範囲を縦横

で 64 × 64 分割した各点で弾性率を測定した。 

細胞膜タンパクと細胞外基質の処理条件を変えるため、コラゲナーゼ単独使

用およびコラゲナーゼとプロテアーゼの併用を行った。また mdx マウスは心筋

細胞の表面と細胞内小骨格であるアクチンフィラメントを接続することで細胞

膜を強度的に安定させているジストロフィンが欠損しているために細胞膜が脆

弱である 31-34)。 mdx マウスの心筋細胞表面の形状と細胞弾性をフォースマッピ

ングで測定し、正常対照としての C57BL/10 マウス心筋細胞と比較した。 

（サルコメア長の測定） 

収縮中の心筋細胞のサルコメア長については Myocam システム(IonOptix 社, 

Milton, MA)を用いた。Myocam は光学顕微鏡に接続する高速カメラであり、フ

ーリエ解析のシステムを組み合わせてサルコメア長の収縮中の変動を計測する

ものである。これによって単収縮におけるサルコメア長変化と心筋細胞の硬さ

変化の同時測定を試みた。 

（解析） 

AFM で得られたデータの解析用のソフトウェアは Data Processing (JPK®社)を

使用した。統計解析には JMP® pro 11(SAS 社) と Sigmaplot version 12.5 (Systat 
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Software 社)を用いた。平均値間の有意差検定をおこなったものは 5 回以上の平

均を用いており、値は平均(mean) ± 標準誤差(SEM）で表した。薬剤投与の効果

判定について 2 群比較には Shapiro-Wilk 検定を用いた。P < 0.05 を統計的に有意

差ありと判断した。 
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＜結果＞ 

（イメージング） 

単離した C57BL/6 の心筋細胞を探針を試料に持続的に接触させながら走査す

るコンタクトモードで細胞表面の測定を試みた。カンチレバーの XY 方向への

動きと同じ方向に細胞全体が動いてしまった。カンチレバーを細胞に押し付け

る力である set point の値を設定限界まで下げてカンチレバーと細胞間の相互作

用を小さくしても結果は同様であった。これは単離心筋細胞の表面の凹凸が大

きくAFMがフィードバックでピエゾを上下する範囲を超えてしまうため探針が

細胞表面の凹凸に引っかかり、細胞全体が動いてしまったと考えられた。 

インターミッテントモードでは細胞表面の凹凸形状を測定することが可能で

あった(図 7) 。周期的に見える短軸方向の縞状パターンと球状の構造が観察され

た。Control の C57BL/6 マウスでの AFM で測定したサルコメア長 は平均で 1.87 

μm(1.866 ± 0.0138 μm)であり、同一細胞群の光学顕微鏡で測定した値の平均値は

1.83 μm(1.833 ± 0.00719 μm)と有意差を認めなかった（P = 0.0622）(n = 6)。 

細胞の収縮能を保った状態の心筋細胞表面においても設定を充分に調整し非

常に小さな力であれば AFM によるイメージングが可能であった。そして細胞表

面から筋原線維の走行に一致した形態を観察することができることがわかった。

Z-line, M-line, ミトコンドリアの画像についてはこれまでの固定した細胞や骨格
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筋細胞に対して行われた以前の報告通りである 35, 36)。また電子顕微鏡でこれま

で報告されたような筋原線維とミトコンドリアとの位置関係と一致していた

（図 7, 8）35, 37)。 

 

図 7. インターミッテントモードでの細胞の凹凸 

 

 

図 8. 心筋細胞の電子顕微鏡画像 

（出典 Sarantitis, I, et al. The cytoskeleton of the cardiac 
muscle cell. Hellenic J Cardiol. 53:368p, 2012.3)） 
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（細胞の硬さ） 

フォースマッピングは力分光法を一定範囲内の方眼上に各点で連続測定し平

面での細胞表面の高さと同一点での硬さの分布の情報を得る測定法である。サ

ルコメア長を複数含む 7 μm×7 μm の測定範囲で行った。測定時間を規定するも

のが解像度であり通常 64 × 64 点で行った。最大 128 × 128 の解像度でより精密

な測定も行った。押し込みの目標は押し込み量を 1 μm 程度になるよう 1-2 nN の

範囲で調節した。細胞表面外のコラーゲンの弾性に対する影響を除外するため

に、測定できた領域のなかで縞構造が確認できる部分を選択しその細胞の硬さ

を求めた。フォースマッピングにおいて平面上の弾性率の分布が得られた（図 9）。

細胞の硬さについてはこれら各点の硬さの平均値とした。 
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図 9. 代表的な心筋細胞(C57BL/6)の硬さのヒストグラム 
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フォースマッピングで得られた硬さの x,y 方向の分布が図 10 のように得られ

た。イメージングでも確認できた Z 帯と M 帯と同様にサルコメア長の半分の間

隔で硬さのピークを認めた。Z 帯および M 帯に相当する硬さのピークに差は認

めなかった。Akiyama らの 38)、心筋細胞から単離した single myofibril について

AFM によって弾性率を測定した結果、周期的にサルコメア長と関連した弾性率

のピークを Z 帯に認めた報告と一致し、この周期性を有する縞状構造は心筋細

胞内の筋原線維のサルコメアであると考えられる。 

 

図 10.  フォースマッピング 

弾性率のフォースマッピングは周期的なピークを持ち、Ｚ帯と

M 帯はほぼ同等の硬さを有する。 
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フォースマッピングでは細胞表面の測定が可能であってもインターミッテン

トモードのような解像度での測定は困難であったが、細胞への刺激を最小に抑

えることができた。このときフォースカーブから得られる z 位置の情報として、

押し込みが設定した力に達した点(set point)とカンチレバーがたわみ始めた点

(contact point) の二つの高さ情報が得られた。前者では細胞表面高は Z 帯と M 帯

のそれぞれに対応する周期性がみられて、これはインターミッテントモードで

の細胞表面高の情報と同様の周期性であった。一方後者のフォースマッピング

の contact pointでのイメージングではサルコメア長に一致したZ-Z間隔のみの周

期がみられた。力分光法ではカンチレバーのたわみが生じる最小の力を検出す

ることができるために細胞膜表面が変形する直前の凹凸と考えらえる。Z 帯で細

胞高が下がるのは、細胞膜と筋原線維がコスタメアにて接近し両者間の距離が

短くなっているからと考えられる（図 11 A, B）。インターミッテントモードと

フォースマッピングでの set point の凹凸形状は一定の力によって筋原線維まで

押し当てられた状態での細胞膜表面の凹凸と考えられる。同一の範囲をこの二

つの測定法で連続して測定した(図 12 A, B) 。細胞表面を含む凹凸ではインター

ミッテントモードではより詳細に観察できるため、筋原線維のイメージとは別

に細胞膜表面の構造と思われる構造が認められるが(図 12 A) 、同一の領域で硬
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さの分布をみるとその構造は短軸方向の硬さに影響を与えていないことがわか

る（図 12 B）。 

解像度の異なるフォースマッピングモードとインテーミッテントモードのイ

メージングを組み合わせることで、細胞表面の高さ形状と硬さの分布の関係性

を AFM 単独で同時に測定することが可能であった。 

 

 
図 11. フォースマッピングで同時に測定された高さと硬さの比較 

細胞表面高さ(A) は Z 帯で谷となるパターンがみられるが、細

胞の硬さ(B)は Z 帯と M 帯にピークを認める。 
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図 12. インターミッテントモードの凹凸とフォースマッピングでの硬さの比較 
同一範囲でのインターミッテントモードによる細胞表面高(A)
とフォースマッピングによる硬さの分布(B)を比較した。 
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（mdx マウス心筋細胞の硬さ測定） 

疾患モデルマウスの心筋細胞の力学的特性を測定することで、硬さの観点か

ら疾患の理解が深まる可能性がある。Yasuda らの報告では、ジストロフィン欠

損の疾患モデルマウスである mdx マウスから単離された心筋細胞は受動的な伸

展に対して細胞膜が脆弱で破綻し易く細胞外からの Ca 流入を来し、細胞の長軸

方向の伸展コンプライアンスが低下しており、またコンダクタンスカテーテル

を用いた左室内圧-容量測定にても拡張機能が低下していることが示されている

39)。一方、正常心筋細胞と比較してジストロフィン欠損心筋細胞は短軸方向の硬

さが変化し、さらに心臓拡張機能に影響を及ぼしているかは未だ明らかでない。

また後述の通りジストロフィンおよび関連蛋白であるサルコグリカン-ジストロ

グリカンは心筋細胞の短軸方向を含めた側方からの力伝達に関予している可能

性があるが、その検証の基礎としてジストロフィン欠損が心筋細胞の短軸方向

の力学的特性に影響を与えるか否かを明らかにする必要がある。 

ジストロフィンは分子量 427 kDa の巨大分子であり、細胞骨格としての役割を

持つ。骨格筋細胞および心筋細胞においては収縮蛋白と細胞膜を連結し、細胞

膜上のサルコグリカン・ジストログリカンと共にジストロフィン関連蛋白複合

体を形成し、さらにジストログリカンと細胞外マトリックス間の結合を経て、

心筋細胞内から細胞外マトリックスへの物理的な結合を形成している。ジスト
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ロフィン欠損はデュシャンヌ型筋ジストロフィー、サルコグリカン欠損は肢帯

型筋ジストロフィーを発症する 40)。筋ジストロフィーは心不全を合併するが、

ジストロフィン、サルコグリカン、ジストログリカンの其々の欠損が如何にし

て心機能に直接影響するかは未知の部分が多く、最近になり心筋細胞レベルで

発症機序や病態生理が明らかになりつつある。ジストロフィン欠損マウスであ

る mdx マウスの単離心筋細胞は、機械的負荷に対して細胞膜の脆弱性を示し、

細胞内カルシウムの制御・恒常性に破綻を来す（図 13）39) 41)。 

 

 

図 13. ジストロフィン欠損 
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サルコグリカン欠損マウスは、その心筋細胞はmdxマウス心筋細胞と異なり、

機械的負荷に対しての細胞膜の破綻を示さず 42)、冠動脈造影にて冠動脈攣縮が

認められたことから、心筋虚血が心筋障害の原因であると考えられている（図

14）43, 44)。 

 

 

図 14. サルコグリカン欠損 
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ジストログリカン欠損による心不全発症の機序を解明するためにジストログ

リカンのノックアウトマウスは有用と考えられるが、この遺伝子組み換えマウ

スは胎生致死であり 45)、心筋細胞におけるジストロフィン関連蛋白群の中では

ジストログリカンの機能は不明な点が多い（図 15）。 

 

 

図 15. ジストログリカン欠損 
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 ジストロフィン・サルコグリカン・ジストログリカンの結合を考慮すると、

ジストロフィンが欠損した場合に細胞膜上のサルコグリカン・ジストログリカ

ンは細胞質への足場を失うことになり、細胞膜上の局在部位が正常と異なる可

能性がある。そこでまず、AFM を用いて正常対照の C57BL/10 マウスと mdx マ

ウスの単離心筋細胞の表面形状を観察した。心筋細胞の単離の際に、細胞外マ

トリックスのみ分解するためコラゲナーゼ処理のみ行った場合と、細胞外マト

リックスおよび細胞表面の蛋白を分解するためコラゲナーゼ＋プロテアーゼに

よる処理を行った場合を比較した。コラゲナーゼ処理のみの BL/10 マウス心筋

細胞表面は、細胞外マトリックスと考えられる構造物により覆われ、心筋細胞

表面の観察が困難であり、プロテアーゼ処理を加えることにより、細胞表面の

観察が可能となった。一方、mdx マウスの心筋細胞は単離の際にプロテアーゼを

用いずにコラゲナーゼ処理のみにて細胞表面が観察可能であった（図 16）。 
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図 16. コントロールと mdx マウスの細胞表面の硬さの分布 

Protease の有無にかかわらず mdx マウスでは細胞弾性率の測

定が容易であった。 
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以上の結果より、正常心筋細胞膜表面と細胞外マトリックスを結合する蛋白

すなわちジストロフィン関連蛋白群、特にジストログリカンが、mdx マウスでは

細胞表面に存在していない（正常な局在が失われている状態）と考えられた。

心筋組織における心筋細胞への力学的負荷には 2 方向、すなわち長軸方向の力

伝達 (longitudinal force transmission) と短軸方向の力伝達 (lateral force 

transmission) が存在し（図 17）、そのうち細胞外マトリックスから細胞膜を経て

細胞内に至る心筋細胞短軸方向の機械的・化学的伝達経路 (mechanosignal 

transduction) の消失が筋ジストロフィーにおける心不全の原因である可能性が

ある。従って、lateral force transmission に関する基礎的実験として正常および筋

ジストロフィーにおける心筋細胞の短軸方向の力学的特性を比較した。 
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図 17. 心筋細胞間の力の伝達 
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ジストロフィン欠損モデルであるmdxマウスとコントロールのC57BL/10マウ

スの心筋細胞を比較した。C57BL/10 で 8.851 ± 0.575 kPa であり mdx マウスで

9.068 ± 0.875 kPa と短軸方向の硬さに有意な差を認めなかった(図 18) 。ジスト

ロフィンの有無や細胞膜の状態が細胞骨格の短軸方向の硬さ測定に影響を与え

ないことが示唆された。 
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図 18. フォースマッピングでの BL/10 と mdx の心筋細胞の硬さの比較 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

（イソプロテレノール） 

心不全状態では自律神経の緊張によりカテコラミン活性が高まっている。ま

た心不全を始めとして β 受容体刺激薬は広く臨床の場で使用される薬剤である。

収縮機能および能動的拡張機能を亢進させる交感神経 β 受容体刺激薬であるイ

ソプロテレノールを投与しその反応を評価した。 

（C57BL/6 マウスの心筋細胞の静止状態の硬さ） 

フォースマッピングによって評価してから直ちにAFM装置下のチャンバー内

5 ml の Tyrode 液に対して 1 mM のイソプロテレノールを 0.25 μl 滴下し 50 nM の

濃度とした。直ちに AFM をセットし、同じ細胞に同じ設定で再測定を行った (n 

= 11)ところ、イソプロテレノールの投与後は細胞の硬さは有意に増加した。投

与前は 7.004 ± 0.842 kPa、投与後は 8.516 ± 0.907 kPa で変化の平均の差は 1.513 

kPa であった。Shapiro-Wilk 検定では両側で p = 0.0167、片側検定ではｐ= 0.00833

で有意な差を認めた(図 19)。Sumita らによるとイソプロテレノールの投与で左

室肥大を起こした心筋細胞の硬さが上昇したとの報告があるが 46)、左室肥大の

有無に関わらず、交感神経β受容体刺激薬としてのイソプロテレノールの投与

でも急性効果として心筋細胞の硬さが増加することが明らかとなった。 
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図 19. 静止時のイソプロテレノール投与による硬さの変化 
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（高時間分解能の力分光法） 

C57BL/6 の単離した細胞を試料とした。電気刺激用チャンバーを用いて電気

刺激を加えて単収縮させた。力分光法を用いて連続的に収縮中の細胞の硬さを

測定した。力分光法の設定については測定の高さの範囲を設定し、データの記

録もカンチレバー押し込み方向のみとし retract 方向は移動速度を大きく設定し

た。上下動の Z-range は 2.5 μm に設定し、収縮によって細胞表面高が上昇して

きても力分光法による測定が可能なように調整した。押し込み距離および押し

込み速度を設定し、一回の測定の押し込み時間を 10 ms に設定した。この設定で

細胞表面に接してから 1 nN の力まで到達する時間は 3 ms 前後となった（図 20）。

カンチレバーの測定位置は心筋細胞の中間付近の細胞収縮による動きの小さい

箇所に設定し測定を行った。心筋細胞の単収縮時の硬さの経時的変化を 1 秒間

に約 40 回の力分光法の測定が可能であった。収縮に伴い細胞表面高は上昇した

(図 21)。また収縮時のフォースカーブの押し込み後の傾きは減少し、硬さとして

のヤング率が低下した（図 22）。細胞表面の硬さの測定と同時に光学顕微鏡に接

続した Myocam でサルコメア長の変化を測定すると、収縮中のそれぞれの変化

は同時におこり、いずれも心筋細胞の収縮に伴う変化であった（図 23）。 
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図 20. 押し込み時間とカンチレバーのたわみの関係 

 

図 21. 収縮時と弛緩時の心筋細胞表面高 
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図 22. 収縮時のフォースカーブの傾きの変化 
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図 23. 心筋細胞の細胞表面高・硬さ・サルコメア長の変化の同時測定 
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収縮中の硬さの変化を加算平均すると細胞の高さの変形とほぼ同時に硬さの

変化が生じることが観察された（図 24）。測定後にイソプロテレノールを投与し

再度同一の心筋細胞において測定を行った。得られた結果については収縮の弾

性率のピーク値を平均し、イソプロテレノールの投与前後で Shapiro-Wilk 検定に

おいて投与前が 10.925 ± 2.804 kPa、イソプロテレノール投与後が 7.804 ± 1.777 

kPa であり、有意に収縮ピーク時の硬さは低下した（P = 0.0386）（図 25）。 

このことは心筋細胞の収縮時において、収縮に伴うサルコメアの構造がより

過大に変化するとともに心筋細胞の硬さもより大きく低下したことを示唆する。 

心筋細胞が単収縮する時の短軸方向への短縮率は 5-15％である 47)。心筋細胞

が単純な楕円柱で細胞の体積は一定のままと仮定すると、図 23 のように長軸径

が均等に 13% 短縮した場合には短軸方向の断面積は 15%増加し短軸径は 7%の

増加となる。細胞の短軸方向の厚さを 10 µm としたときには収縮時には厚さが

0.7 µm 増すこととなり、測定はカンチレバーを用いた片側からの押し込みであ

るため 0.35 µm の厚さの増加が影響を与える変化と考えられる。細胞膜表面から

100-150nm の押し込みでも筋原線維の硬さ分布が反映されることから 36)、仮に

横軸方向の厚さの変化がすべて細胞膜直下の細胞質器質の増加とした場合でも、

細胞膜表面から最大で 1 µm 押し込めば、厚さの増加分をこえてカンチレバーの

測定は筋原線維に到達しているものと考えられる。 
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図 24. 高時間分解能での力分光法の結果の加算平均 
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図 25. イソプロテレノール投与前後の収縮時の硬さ低下のピーク値の比較 

 

 

 

 

 

 



54 
 

＜考察＞ 

（イメージング） 

AFM によるイメージングで心筋細胞の細胞表面のみならず細胞膜直下を含め

た構造の形状と細胞の硬さの分布を重ねた像を測定することできた。インター

ミッテントモードのイメージングは測定条件の微調整が必要であり技術的に難

しかった。これは細胞表面への刺激で容易に興奮し細胞死してしまい、また細

胞表面の凹凸が AFM の測定にとって大きいためであった。AFM にとって測定

対象の細胞の固定と表面形状のある程度の平坦さが重要であるためで、これが

先行研究では培養された細胞を使用するか、薬剤で細胞固定されることが多い

理由であろうと考えられた。しかしカンチレバーの選択やディッシュへの細胞

の接着の強化や測定系の細胞への相互作用を測定可能限界まで小さくするとい

った改良によって成功率の改善を見た。実際に得られる画像の解像度は理論上

では SEM の電子顕微鏡に匹敵するが、特に細胞が生きた状態のまま測定できる

のは AFM の利点である。 

インターミッテントモードに加えて、フォースマッピングによる測定は XY

方向に最大で 128 × 128 という低解像度ながら、単位面積当たりの解像度が理論

上カンチレバーの探針の先端サイズまで上げることができることから数 μm 程

度の範囲であれば心筋細胞の観察には十分であると考えられた。三次元的な凹
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凸のみならず硬さという物理的特性を同時に測定することが可能であり、情報

量としては大きく向上する。心筋細胞の表面のイメージングでは明らかな構造

体としてサルコメアやミトコンドリアの構造を確認することができた。ただ、

それぞれの構造は測定方法によってその違いがみられた。インターミッテント

モードでは細胞内のミトコンドリアや筋原線維の凹凸形状が明瞭に観察された。

これは細胞表面全体を一定の力で押し付けた状態で測定した形状ともいえるた

め、細胞表面に付属する細胞外基質だけでなくミトコンドリアのような細胞内

小器官までよく観察されるものと考えられた。その一方でフォースマッピング

でのイメージングにカンチレバーの最小のたわみが発生する z 方向の位置情報

を用いることで、インターミッテントモードと異なる細胞膜の隆起が観察され

た。これは実際に細胞膜タンパクと筋原線維が Z 帯に一致して機械的に連結し

ていることの直接的な観察と考えられた。しかし、フォースマッピングでの硬

さ分布では、筋原線維以外はいずれの硬さも数値が同程度か小さいため無視で

きるか、ミトコンドリアのように大きな構造体はより柔らかい値の分布として

観察された。すでに報告されているような心筋細胞以外の培養細胞でのイメー

ジ程度にはアクチンファイバーの走行は目立たなかった。これらの結果から、

すでに長軸方向はいうまでもなく筋原線維が心筋細胞全体の弾性の主決定要因

であるが、短軸方向についても心筋細胞の形態および機械的特性を与えている
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のは巨大な筋原線維であることが示唆された。さらに心筋細胞においては全領

域で筋原線維の走行が観察されることから、短軸方向の硬さについては実質的

に筋原線維が中心的な役割をもっていると考えられた。 

（ジストロフィン関連） 

mdx マウスの筋細胞においては、ジストロフィンが欠損していることによって

正常と比較して細胞膜と Z 帯に付着する細胞膜のコスタメアとの機械的な連結

が少ないために細胞膜の脆弱性がゆえに細胞死しやすく筋ジストロフィーのモ

デルマウスである 40)。心筋細胞においては静止時の短軸方向の硬さの分布につ

いて Control 群と平均の硬さには有意差を認めなかった。この理由は mdx の異常

が筋原線維によるものではないことと、前述したように筋原線維が細胞全体の

硬さを規定し得ることを合わせて説明し得ると考えられる。またジストロフィ

ンに関連した細胞膜蛋白の局在が変化しても細胞自体の短軸方向の硬さは変化

しなかった。一方で mdx マウスを用いたフォースマッピングはプロテアーゼを

用いずコラゲナーゼによる処理のみでも細胞の各種測定が明瞭に行えたことか

ら、細胞膜内外の連結タンパクの有無が細胞外マトリックスの結合にも影響し

ていることが示唆された。本研究の結果からはジストロフィンの有無が心筋細

胞の短軸方向の力学的特性に与える直接の意義はまだ明らかでないが、細胞膜

の安定性だけではなく、また細胞表面に付着する細胞外マトリックスとの連結
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の安定性にも関与しているものと考えられた。 

（イソプロテレノール） 

薬剤による硬さの変化については複数の報告がある。AngiotensinⅡの投与した

直後に腎細胞の培養細胞で硬さが一時的に上昇する 48)。血管内皮細胞でも同様

にサイトカイン(TNF-α) に反応した細胞骨格の構造変化により弾性が変化する

ことが報告されている 49)。細胞骨格の構造変化が細胞全体の硬さに影響を与え

るのであれば、心筋細胞について考えた場合には、本研究にて得られた結果か

ら少なくとも短軸方向の短軸方向の弾性率を支配的に定義しているのは筋原線

維であり、おそらくその他の細胞骨格が細胞全体の硬さに与える影響は相対的

に十分小さいことが示唆される。 

また静止状態にイソプロテレノールによって心筋細胞内の β 受容体を刺激す

ることで細胞内カルシウム濃度が上昇し、アクチンフィラメントとミオシンフ

ィラメントのクロスブリッジの数が増加した可能性がある。 

交感神経刺激の経路はその他にも存在しており、また細胞内カルシウム濃度

による変化の他にも細胞内シグナルの変化による細胞内構造の性質変化が報告

されていることから、非収縮時の細胞の硬さを変化させた要因は他にも考えら

れる。最大の弾性蛋白であるタイチンがカルシウム濃度の影響や β 刺激から 

PKA シグナルを受けて弾性を変化させると指摘されている。筋原線維の硬さの
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平均値はほぼ Z 帯-M 帯間に分布しており、AFM の測定においては細胞の弾性

は対象を均質な弾性体として仮定して探針が押し込んだ場所の弾性率を算出す

る。光学顕微鏡で観察される I 帯および A 帯を無視した分布であるが、タイチ

ンはこの領域に存在している筋原線維内の構造であり、この領域の硬さへのタ

イチンの関与は否定できない。タイチンの変異が心筋症の原因となりうること

が報告されている 50) 。自然発生のタイチン異常のラットが存在しており、心筋

の弾性が変化していることが予想される。Z 帯-M 帯間を結ぶ様々な構造は拡張

機能に関係する可能性があり、疾患としての拡張不全を考えた場合には同領域

の短軸方向の硬さの解析から新たな知見が期待される。 

これまで心筋細胞の硬さを測定する試みがなされてきたが、単離された成体

心筋細胞レベルで生理的条件下での収縮に伴う連続的に経時的な硬さの変化を

測定した報告はない。本研究において、従来の研究よりも時間分解能を高めた

力分光法を用いて単離した心筋細胞の単収縮中の短軸方向の硬さの変化を測定

することに成功した。収縮中に心筋細胞は硬くなるものと予想されていたが、

実際には硬さは低下した。Chamber stiffness を規定する要素として、従来は心筋

細胞の長軸方向の発生張力と細胞外マトリックスが挙げられ、各々の寄与の程

度は未だ確定していない。また、心筋細胞の短軸方向の硬さの生理学的意義は

まだ不明であり、特に今回得られた結果の生理学的意義に関しては、今後の研
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究による解明が待たれる。 

本実験の限界としては、無負荷の心筋細胞の能動的な弛緩のみの測定である

ことである。心臓が心室腔の内圧を受けながら拡張していることから、心筋細

胞の短軸方向の硬さは拡張期の早期すなわち収縮末期の直後から、拡張末期に

かけてのいずれの時相においても拡張機能に影響していると考えられる。しか

し生理的な条件下での心筋細胞においては拡張末期には心房から心室への流入

血流を受けて受動的な伸長が生じる。従って、漸増する力学的負荷を受けた条

件下での短軸方向の硬さ測定が将来の課題となるが、こうした心臓の壁内環境

の再現にはまだ実験装置に改良の必要がある。現状の AFM のシステムは試料周

囲のスペースに制約があるため他の実験装置を持ち込むことが困難であるが、

当研究室における既存の手法であるカーボンファイバー等を用いた心筋細胞の

長軸方向の張力測定装置や細胞内 Ca 測定装置と組み合わせた、さらに詳細な心

筋細胞の短軸方向の力学的特性の解析方法の開発が今後の目標である。 
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＜結論＞ 

AFM を用いてマウス心筋細胞の表面形状の詳細な可視化と、短軸方向の力学

的物性の評価を行った。筋原線維は心筋細胞の短軸方向においても弾性の主要

な役割を担っているものと考えられた。mdx マウスの心筋細胞は正常心筋細胞と

比較して細胞の硬さに有意差はなかったが、ジストロフィン欠損によって細胞

膜表面蛋白と細胞外基質との結合も障害されていることが示された。細胞短軸

方向の硬さについては、縦弾性係数に関して筋原線維が主要な要素と考えられ

た。定量化にはさらに改善が必要であるが、単収縮中の心筋細胞の硬さの変化

を測定することに成功し、単収縮中には予想に反して短軸方向の硬さが低下す

ることを発見した。イソプロテレノールの投与によって弛緩状態の硬さは上昇

し、収縮中の硬さは低下した。イソプロテレノールによる心臓の収縮機能の向

上という臨床上認められる作用に関連する新しい所見と考えられた。 

クロスブリッジの早い運動による単収縮と、静止状態のクロスブリッジ運動

の遅い緊張(pre-systole) とでは心筋細胞の短軸方向の硬さの変化が真逆であっ

たことから、筋原線維の構造の変化の様式が短軸方向の力学的特性に大きく関

与している可能性が示唆された。心不全の心臓から単離した心筋細胞を用いて、

弾性率の変化が収縮機能あるいは拡張機能に与える影響を確認できれば、今後

拡大すると考えられる iPS 細胞を用いた心筋細胞レベルでの研究 51)において心
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機能を予測する手法の開発や創薬に役立つ可能性を有している。今後は心不全

病態モデルの実験動物を用いることで心臓機能における心筋細胞の硬さの意義

を決定し、新たな治療法の標的となりうる病態の解明を目指す。 
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