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培養心筋細胞肥大におよぼす拍動とβ受容体刺激の影響

内貴 猛＊，林　あさご＊，河原剛一＊

　要　　　旨

　慢性的な力学的過負荷による心筋細胞肥大の発

生メカニズムには未だ不明な点が多い．本研究で

は力学的過負荷が加わった状態において，心拍出

量を正常に保つために活性化される交感神経の作

用が，心筋細胞肥大形成におよぼす影響を検討し

た．成熟ラット単離心筋細胞を電気刺激しながら

培養し，交感神経伝達物質の添加や細胞収縮力，

収縮頻度の変化が細胞の大きさにおよぼす影響を，

細胞内タンパク量を測定して調べた．その結果，

交感神経作用の一つであるβ受容体刺激によって

細胞肥大が誘発され，細胞収縮（電気刺激）と相

乗的な効果を示すことがわかった．さらに，その

変化は収縮関連タンパクにも認められ，力学的負

荷に対する適応的な変化である可能性が示唆され

た．一方，電気刺激のみでは収縮関連タンパクの

みが有意に増加し，β受容体刺激とは異なるメカ

ニズムの変化が起こることが示唆された．これら

の結果より，交感神経活動元進によりβ受容体を

介した細胞肥大と機械的負荷感受性受容体を介し

た収縮関連タンパク産生増加による収縮機能変化

が同時に起こる可能性が示唆された．

　キーワード：心筋細胞肥大，交感神経，力学

的負荷，β受容体，心筋細胞収縮性，電気刺激

緒 言

　高血圧症，弁膜症，心筋梗塞等の疾病により慢

性的な力学的過負荷が心臓に加わると心肥大ある

いは心拡大が形成される．これらの心臓リモデリ．

ングは心筋細胞の肥大をともなう．リモデリング

心は虚血耐性が低く，軽度の虚血でも心不全にな

りやすいため，リモデリングを防ぐために多くの

研究が世界中で行われている．しかし，心筋細胞

肥大の発生メカニズムには未だ不明な点が多い．

特に力学的負荷と心筋細胞肥大との関係について

はよくわかっていない。力学的過負荷が加わるよ

うな病態では，通常の心拍出量を保つために心臓

交感神経活動が活発になり，心臓の収縮性（心拍

数と収縮力）を増大させている．本研究ではこの

様な交感神経活性化，特にそれによる心臓収縮性

の充進が，心筋細胞肥大形成におよぼす影響を明

らかにする．

　そのために本研究では，成熟ラットから単離し

た心筋細胞を電気刺激しながら培養し，交感神経

伝達物質を添加したり，細胞壁カルシウム濃度，

電気刺激頻度あるいは電界強度を変化させたりし

て，交感神経活動が活性化した状態を模擬し，そ

れらの要因が細胞の大きさにおよぼす影響を検討

した．細胞の大きさの指標として細胞1個あたり

に含まれる総タンパク量を測定した．また，誘発

された細胞肥大が収縮性を増大させうる変化であ

るのかを検討するために，αアクチンとβミオ

シン量を測定し，比較検討した。

試料および方法

＊北海道大学電子科学研究所

　心筋細胞単離

　実験には生後10週齢以降のWistar系雄ラット

心臓から，Krebs・・Henseleit緩衝液（K－3753，　Sigma）

とcollagenase　Type　1【（Worti血gton　Biochem．　Co．）

を用いる酵素法により採取した心筋細胞を用い

た1・2）．矩形状に形の整った正常な細胞をラミニ

ン（BT－276，　Biomedical　Tech．　inc．）でコートした

直径60㎜の培養ディッシュ（Pr㎞aria　3802，　Fal－

con）に播種し，3時間の間に接着しなかった細
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胞を洗い流した後，血清を含まず，5mMの
creatineと5mMのtaurine，　O．　1　pt　Mのinsulin，50

U／meのpenicillin，50μg／meのstreptomycinを含む

D－MEM培養液（D－6429，　Sigma）を用い，5％

CO2，37℃の環境下で培養実験に用いた．1頭の

うット心臓から得た心筋細胞を，細胞同士が接着

しない程度の密度になるように，4あるいは6枚

のディッシュに播種した．

　電気刺激と交感神経作用模擬

　拍動下での交感神経作用の影響を検討するた

め，Electronic　Stimulator（SEN－7203，日本光電）

で自動能をもたない成熟心筋細胞を電気刺激して

収縮させた．電気刺激には，刺激頻度0．5，1，

2回／sec，電界強度0．83，1．66，5V／cm，パル

ス幅5msecの矩形パルス電流を用い，3cmの間隔

で培養液中に平行に配置した直径0，375㎜の銀線

電極により細胞を刺激した．上記の電界強度は，

それぞれの周波数において細胞の約70％が収縮し

始める値であった．

　実験毎に必ず，比較対照のコントロールとして

電気刺激をせずにインキュベータ中に静置した

ディッシュを1あるいは2個用意した．残りの

2～5個のディッシュを交感神経作用の模擬実験

に用いた．培養実験において交感神経作用による

カテコラミン受容体刺激と心拍数の変化，収縮力

の変化を個別に模擬するために，電気刺激を一定

にした状態でβ受容体を刺激するisoproterenol（1－

5627，Sigma）を添加したり，刺激周波数を変化

させたり，培養液中（細胞外）のCa2＋濃度を変

化させた．Isoproterenolと細胞外Ca2＋濃度の影響

については，電気刺激頻度を0．5回／sec，電界強

度を5V／cmに設定して検討した．全ての培養実

験は通常の培養環境において24時間行った．なお，

norepinephrineはβ受容体の他にα受容体も刺激

するが，本研究では収縮性増大効果の大きいとさ

れるβ受容体刺激の影響のみを検討した．

　細胞数と細胞内総タンパク，収縮関連タンパク

の評価

　培養実験終了後，培養ディッシュの任意の中心

線上を等間隔に13箇所，顕微鏡下でデジタルカメ

ラ（Coolpix990，　Nikon）に撮影した．撮影時には

4倍の顕微鏡対物レンズを用い，1個の画像に
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2．4×1．8㎜の範囲を撮影した．後日撮影した画

像中の細胞数を測定し，測定した総面積に対する

ディッシュの有効面積の割合を掛け合わせて総細

胞数を推定した．細胞が一様に分布した場合にの

み，この推定はほぼ正確（誤差6％以内）であっ

た。そのため，分布に偏りがあったディッシュは

以降の解析対象から除外した．

　撮影後，細胞をcell　scraperで剥がして採取し，

タンパク分解酵素阻害因子や界面活性剤等を含む

抽出バッファーにより，氷上にて細胞質内のタン

パクを抽出した．抽出バッファーの組成は，10

mM　Tris－HCI，　25　0／o　glycerol，　O．　82　M　NaCl，　1

mM　Na3VO4，　50　mM　NaF，　1．5mM　MgC12，　O．5

mM　EDTA，　2　mM　sodium　pyrophosphate，　O．　5　mM

phenylmethyl－sulphonyl　fluoride　（PMSF），　O．5mh

DTT，　1．　25　pt　g／　me　pep　statin　A，　10　pt　g／　me　apropto－

nin，0．1％Triton　Xである．抽出した溶液中の総

タンパク量を，分光光度計（Ultrospec　3300pro，

Amersham　pharmacia　biotech．）とビウレット反応

を用いるBCAタンパク定量キット（BCA　Protein

Assay　Kit，　Pierce）により測定した．その際の標準

タンパクにはウシ胎児血清アルブミン（Albumin

Standard　fraction　V　23209，　Pierce）を用いた．そし

て，最終的に細胞1個あたりの総タンパク量を算

出し，細胞の大きさの指標として用いた．全ての

細胞あたりの総タンパク量のデータを，同一実験

条件にて電気刺激を与えずに静置培養した細胞

（control）の値で基準化して，電気刺激条件や薬

品添加による細胞の大きさの差異を比較検討し
た．

　筋線維量の変化を検討するために，収縮に関わ

るタンパクのうちαアクチンとβミオシンの細

胞あたりの含有量を，免疫染色を用いたウェスタ

ンプロットにより測定した．電気泳動とウェスタ

ンプロットには一般的なSDS－PAGEとPVDF膜

を用いた．電気泳動時の分子マーカにはPrestai－

ned　SDS－PAGE（161－0318，　Bio－Rad）を用いた．

各タンパクの検出にはMouse　anti－Actin　monoc－

lonal　antibody（MAB　1501，Chemicon）とMouse　anti－

slow　muscle　Myosin　monoclonal　anti　body

（MAB　1628，　Chemicon）を一次抗体に用い，　Goat

anti－mouse　lgG－HRP　（Santa　Cruz　Biotechnology）

を二次抗体に用いた．発光剤にはLu血GLO
（7003，Cell　Signaling　Tech．）を用い，二次抗体と
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反応して得られる化学発光をX線フィルムに記

録した．記録した発光像をスキャナでコンピュー

タに読みとり，N【H－imageにより各レーン毎のバ

ンドの輝度の合計値を定量化した．

　全てのデータを平均値＋標準偏差で示し，統計

的検定には二元配置分散分析（ANOVA）とSchef－

fe法による多重比較を行い，有意水準を5％と

した．『

結 果

　β受容体刺激の影響

　交感神経伝達物質によるβ受容体刺激の影響と

細胞収縮の影響を同時に検討するために電気刺激

を加えた細胞と加えない細胞に1と10μMの

isoprotereno1を作用させ，細胞あたりの総タンパ

ク量を測定した．その結果，図1に示すように

isoproterenolを添加した群の細胞あたりの総タン

パク量は添加しなかった群より有意に多かった．

しかし，isoprotereno1濃度による違いはなかった．

また，各isoproterenol濃度における細胞あたりの

総タンパク量は電気刺激した群で多く，統計的検

定の結果からも電気刺激（収縮）の影響が有意に

現れた．これらの結果から，一般的に言われてい

るようにβ受容体刺激により細胞肥大が起こるこ

とが確認できた．さらにその肥大を細胞収縮が促

Results　by　ANOVA　and　Scheffe’s　test　（p〈O．Opt
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図1　細胞の大きさにおよぼすβ受容体刺激（isoprote－

　　renol）の影響

　　Control細胞の総タンパク量：9．31±4．　87　”g／cell

進し，細胞収縮性の転進が細胞肥大の程度を増大

させている可能性が示唆された．

　収縮頻度と収縮力の影響

　β受容体刺激により：二進される収縮頻度（心拍

数）と細胞収縮力が細胞あたりの総タンパク量に

およぼす影響を検討した．

　まず，Ca2＋濃度の異なる3種類の培養液を用

いたときの影響を検討した．その結果，図2に示

すように，細胞あたりの総タンパク量には全く差

異は見られなかった．細胞外カルシウム濃度の増

加により心筋収縮力が増加することはよく知られ

たことであり，今回の測定条件においては細胞あ

たりの総タンパク量，すなわち細胞肥大におよぼ

す細胞収縮力の影響はほとんどないことを示唆し
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ている．

　次に電気刺激頻度を変化させて収縮頻度変化の

影響を検討した．その結果，図3に示すように，

0．5回／secで電気刺激したときに細胞あたりの総

タンパク量が多くなる傾向にあったが，統計的検

定の結果，刺激頻度による有意な差はなかった．

このことから収縮力と同様に今回の測定条件にお

いては細胞肥大におよぼす細胞収縮頻度の影響は

ほとんどないことがわかった．また，刺激電界強

度の影響も調べたが，有意な差異はなかった（図

3）．

　アクチンとミオシンの変化

　β受容体刺激により誘発された細胞肥大が心筋

細胞の収縮性を増大させうる変化であるのかを検

討するために，心筋細胞の収縮を担う主要なタン

パクであるαアクチンとβミオシンの，β受容

体刺激による細胞1個あたりの量の変化を検討し

た．その結果，それぞれ図4と5に示すように，
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各条件においてαアクチンとβミオシンにはほ

ぼ総タンパクと同様の増加傾向があることがわ

かった．これらの結果からβ受容体刺激による細

胞肥大は収縮関連タンパクの増加をともなう現象

であり，過剰な力学的負荷が心臓に加わっている

状態においては，その負荷に対抗するための適応

的変化である可能性が示唆された．

　一方，総タンパク量に比べ，αアクチンとβ

ミオシンにはisoproterenolによる影響よりも電気

刺激の影響が強く現れ，isoprotereno1を添加しな

い場合にも電気刺激の有無による差異が大きいこ

とがわかった．このことは3種類の細胞外カルシ

ウム濃度において電気刺激の有無がαアクチン

とβミオシンにおよぼす影響にも現れ，図6と7

に示すとおり，統計的に有意ではなかったものの，

同じカルシウム濃度において電気刺激を加えた方

がαアクチンとβミオシンの量が多くなる傾向

があった．これらの結果より，電気刺激による細

胞収縮は主にαアクチンとβミオシン等の収縮

α・act董n→＿＿＿＿＿鱒
｛43　kD｝

〈a）　Qui　Sti　Qui　Sti　Qui　Sti
　　　　　　o　　e　　1　　1　lo　lo
　　　　　　　lsoproterenol　（pM）

（b）　Resuits　by　ANOVA　end　Scheffe’s　te＄t（p〈O，05）
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関連タンパクの産生増加を引き起こすのに対し，

β受容体刺激はそれら以外のタンパクの産生増加

も引き起こし，その増加量が収縮関連タンパクの

産生増加量よりもかなり多いことが示唆された．

考 察

　本研究では心臓交感神経活動の活発化が心筋細

胞肥大形成におよぼす影響を単離成熟ラット心筋

細胞の培養実験により検討した．特に本研究では

交感神経による細胞収縮性充進の細胞肥大発生に

おける役割を検討するため，細胞収縮性の調節を

主に司るβ受容体の影響を調べた．β受容体刺激

による細胞肥大誘発については未だ定説はなく，

肥大には関与しないという報告3）や，α受容体に

よる肥大誘発を抑制するという報告4～7），α受容

体と同様に肥大を誘発するという報告8～10）があ

り，混沌としている．本研究の結果はβ受容体刺

激もα受容体刺激と同様に細胞肥大を誘発する

という報告を支持するものであった．

　そこで，β受容体刺激によって起こる細胞収縮

力増大が細胞肥大発生に寄与しているかを細胞外

Ca2＋濃度を変化させて検討したが，総タンパク

量には細胞収縮力増大の影響はなかった．また，

交感神経活動の活発化による心拍数の増加が細胞

肥大におよぼす影響についても検討した結果，

Ivester　et　al．11）と同様に0．5回／secの頻度で収縮さ

せたときに細胞あたりの総タンパク量が多くなる

傾向が得られたものの，統計的には有意ではな

かった．さらに，細胞収縮の有無による総タンパ

ク量の差異もほとんどなかった．ところが，β受

容体を刺激した場合には電気刺激による細胞収縮

の効果が有意に現れ，両者の刺激の間に何らかの

相乗的な効果が存在することが明らかになった．

それはおそらくβ受容体刺激によるAキナーゼ

（protein　kinase　A）を介したタンパクの転写・合成

の充進と筋小胞体のカルシウム放出・回収能の充

進によるカルシニューリンを介したタンパクの転

写・合成の充進が加算的に起こるためではないか

と考えられる（図8）．また，細胞外Ca2＋濃度を

増加させても総タンパク量には影響がなかったこ

とから，AキナーゼがL型Caチャネルからの

Ca2＋の流入量を増加させ，筋小胞体から放出さ

れるCa2＋を増加させる経路よりも，　Aキナーゼ

が筋小胞体Ca2＋一ATPaseのCa2＋回収を抑制して

いるフォスフォランバンの抑制解除を行う経路が

主に細胞肥大に関与していることが考えられる．

　本研究におけるαアクチンとβミオシンの解

析から，β受容体刺激による細胞肥大は収縮関連

タンパクの増加をともなう現象であることがわ

かった．しかし，本研究から得られた最も重要な

知見は，細胞を収縮させることによりアクチンと

ミオシンが増加する傾向にあることがわかったこ

とである．このことは総タンパク量の解析では検

出できなかった．この結果より，細胞収縮は全く
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図8　細胞肥大に関連する細胞内信号伝達匿路

細胞肥大に関与しないのではなく，総タンパク量

にはほとんど現れないがアクチンとミオシン等の

収縮関連タンパクの合成増加を引き起こし，収縮

機能を変化させている可能性があることがわかっ

た．これに対し，β受容体刺激は総タンパク量に

現れるほど多量の収縮関連タンパク以外のタンパ

クの合成増加をも引き起こし，細胞肥大に発展し

ていく可能性があると考えられる．この推察は，

β受容体刺激により静置した心筋細胞の非収縮関

連タンパクのみが増加するというDubusらの報

告8）と一致している．そしてこのことは，細胞収

縮がβ受容体刺激とは異なるメカニズム（経路）

でタンパク合成促進を誘発している可能性を示し

ている．小室らは機械的負荷により細胞肥大が誘

発される経路を明らかにし12），その経路によりβ

ミオシンやαアクチンといった収縮関連タンパ

クを産生する胎児型遺伝子が特異的に発現するこ

とを明らかにした13・14）．これらのことから，本研

究において心筋細胞は細胞収縮により自分自身の

機械的負荷感受性受容体を刺激し，図8に示すよ，

うに小室らが示した力学的ストレスに関する信号

伝達経路を介して収縮関連タンパクの合成を特異

的に充進していた可能性が示唆される．

　細胞収縮により収縮関連タンパクの合成は充嘱

したが，その収縮力の充進による収縮関連タンパ

クの有意な増加は本研究では認められなかった。

培養日数との関係や発現遺伝子の検索，増加収縮

力の測定，α受容体刺激との関係，虚血環境下

での変化等の今後の研究が期待される．

結 論

　交感神経活動充進と心筋細胞肥大発生の関係を

明らかにするために，本研究では成熟ラット単離

心筋細胞を24時間電気刺激しながら培養し，交感

神経伝達物質の添加や細胞収縮力，収縮頻度の変

化が細胞の大きさにおよぼす影響を検討した．そ

の結果，交感神経作用の一つであるβ受容体刺激

によって細胞肥大が誘発され，細胞収縮（電気刺

激）と相乗的な効果を示すことがわかった．さら

に，その変化は収縮関連タンパクにも見られ，力

学的負荷に対する適応的な変化である可能性が示

唆された．一方，電気刺激のみでは収縮関連タン

パクのみが有意に増加し，β受容体刺激とは異な

るメカニズムの変化が起こることが示唆された．

これらの結果より，交感神経活動丁丁によりβ受

容体を介した細胞肥大と機械的負荷感受性受容体
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を介した収縮関連タンパク産生増加による収縮機

能変化が同時に起こる可能性が示唆された．
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Effects　of　Contraction　and　Stimulation　of　6　一adrenergic　Receptors　on　the

　　　　　　　　　　　　Hypertrophy　of　Cultured　Myocardial　Cells

Takeru　Naiki“　，　Asako　Hayashi“　，　and　Koichi　Kawahara＊

＊Research　lnstitute　for　Electronic　Science，　Hokkaido　University，　Hoklcaido，　Japan

　　Detailed　mechanisms　underlying　the　genesis　of

myocardial　cell　hypertrophy　caused　by　long－term

mechanical　overload　have　net　yet　been　fully　under－

stood，　ln　the　present　study，　we　investigated　effects　of

the　increased　sympathetic　nervous　tone，　which　is

considered　to　occur　in　order　to　maintain　the　normal

cardiac　output　when　the　heart　is　mechanically　over－

loaded，　on　cell　hypertrophy．　To　do　this，　myocardial

cel／ls　isolatedi　frem　adult　rats　were　cultured　under

electrical　field　stimulation．　and　the　effects　of　ail
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

agonist　of　sympathetic　receptors，　and　the　frequen．　cy

and　intensity　of　cell　contraction　on　the　mass　of　the

cells　were　investigated　by　measuring　the　total　protein

content　and　the　contents　of　a　一actin．　and　P－myosin．

The　cell　hypertrophy　was　induced　by　stimulating

B－adrenoceptors，　and　was　enhanced　by　concurrent

cell　contraction　（electrical　stimulation）．　These　changes

were　associated　with　the　increase　in　the　contents　of

actin　and　myosin，　indicating　that　the　cell　hypertrophy

induced　in　the　present　study　may　be　an　adaptive

response　against　the　mechanical　oyerload　if　it　would

occur　in　vivo．　On　the　other　hand，　the　cell　contraction

itself　significantly　increased　the　cbntents　of　actin　and

myosin．　The　present　study　suggested　that　the　increased

sympathetic　nervous　tone　induced　hypertrophy　by

stimulating　B　一adrenoceptors　together　with　the　increase

in　contractile　proteins血rough　mechanoreceptor　ac－

tlvatton．

Key　words ：Cell　hype血ophy，　Sympathetic　nerve，　Mechanical　overload，　，β　一receptor，

Contractility　of　myocardial　cell，　Electrical　stimulation

（Circ　Cont　24　：　378　’一　385，　2003）
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