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Summary 

Jntercellular communication has been re∞gnized in various multicellular organisms， and has been impliωted in a 
variety of those functions and dysfunctions. This review focuses on the intercellular∞，mmunication mediated by 
tis8ue-specific membrane transpo此 systemsin rodent heart and inner-ear tissues. Jn the heart tissue， vagal nerve 
stimulation exerts anti町 hythmogeniceffects during acute myoωrdial ischemia accompanied by prevention of the loss 
of gap-junction-mediated intercellular communication. This preserved function may improve ischemia-induced electriωl 
in蜘 Ibilityof the heart. Jn出einner-ear tissue， the cochlear stria vas叩 larisproduωs the positive endωochlear potential 
and high K+ endolymph. The highly organized tissue structure and the membrane transport system in the stria vascularis 
contribute to the maintenance of the unique characteristic of the ex甘acellular自国d.These studies indicate that 
d醐 Je-specificfunctions depend on加 irstructural and physiologiω1 i帥 grityrelated to membrane回nsportsystems. 

1.はじめに
多細胞生物における統合的な生理機能において，

細胞どうしのコミュニケーションは重要な役割を

果たす。特に，外部環境の変化に対応した急性期

の生体反応には，細胞膜に存在する膜輸送体を介

した物質輸送機構が関係しており，その機能の破

碇は深刻な病態を引き起こす。本稿では，著者が

これまでに携わってきた研究課題の中で苗歯目の

心臓組織と内耳組織を実例として，組織特異的な

機能の発現にはそのユニークな解剖学的構造と細

胞聞の巧妙な連携のしくみが関わっていることに

ついて紹介する。

2.心臓組織における細胞間連携
2司1.迷走神経刺激による抗不整脈作用

近年，重篤な心疾患における病態進行や致死性

不整脈発生に循環器系の神経性調節の破綻が関わ

っていることが明らかとなってきた (Liet a1. 

2004)。迷走神経の電気刺激により心筋梗塞急性期

に誘発される致死性不整脈の発生頻度が抑制され

ること，その作用機序は細胞間連絡に関与するギ

ャップ結合タンパク質の迷走神経刺激による発現

調節であること，について報告する (Andoet a1. 

2005)。
ラット左冠状動脈起始部の結紫により，急性期

の心筋虚血 (MI)動物を作製し，迷走神経刺激群

(MトYS)，偽刺激群 (MI-SS)，コントロール群(偽

手術ー偽刺激， SO-SS) に分けた。神経刺激は頭部

にて右迷走神経を切断後末梢側のみに入力した。

その刺激強度は心拍数が 10%低下する程度に調

整Lた。心筋虚血時に誘発される致死性不整脈の

発生頻度を調べたところ，MI-SS群では 67貨の動物

で頻脈性不整脈 (YT)が発生したのに対し， MI-YS 

群でのそれは 9貨のみであったその抗不整脈作用

はアトロピンでプロックされた (Fig. 1)。
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Fig. 1. Jncidence and onset of the first ventricular 
tachya町hythmia(VT) after the left coronary artery 
ligation. Myocardial ischemia rats treated with sham 
stimulation (MI-SS) or with vagal stimulation 
(MI-VS). (Modified from Ando et al. 2005) 

心筋虚血時の不整脈発生機序としては，虚血部

位の ATP枯渇により一連の膜輸送分子の連携が障

害され局所的な興奮の伝導遅延が起こりリエント

リー性の心室性頻拍が誘発される，と説明されて

いる。これら膜輸送分子の中で，心室に大量に発

現しているギャップ結合タンパク質ファミリーの

1つであるコネキシン 43(Cx43)の機能障害が致

死性不整脈の発生機序に関わっていることが示唆

された。 Cx43のへテロノックアウトマウス

(Cx43ソCx43-)に心筋梗塞を作成すると野生型に
比べて心室性頻拍の発生率が 3倍に増加すること

(Lerner et a1. 2000)，加えてコンディショナル



ノックアウトマウス(Cx43-/Cx43-)では電気活動

の伝導速度が有意に低下することが報告された

(Gutstein et a1. 2001)。そこで，迷走神経刺激

の有無と Cx43タンパク質発現との関連を免疫組

織化学法により調べた (Fig.2) 0 SQ-SS群では介

在板に一致して Cx43の陽性シグナルが観察され

た。 MI-SS群では陽性シグナルが著しく減弱して

いるのに対して， MI-YS群では SQ-SS群と同様に

介在板に局在して陽性シグナルが観察された。ウ

エスタンプロット法により Cx43の発現量の変化

についても検討し，免疫組織化学法による結果と

矛盾しないことを確認した。

Fig. 2. Representative confocal images probed with 
anti-Cx43 antibody in left ventricles. Positive 
immunoreactive signals were concentrated in discrete 
dots at sites of intercellular apposition. 
Sham-operated rats treated with sham stimulation 
(SO・SS)，myocardial ischemia rats treated with sham 
stimulation (MI・SS) or with vagal stimulation 
(MI-VS). (Modified合omAndo et al. 2005) 

虚血モデル動物を用いた実験から，迷走神経の

電気刺激により虚血心において減少するギャップ

結合タンパク質 Cx43の発現量が保存されること

を明らかにした。この結果から，虚血心の電気的

興奮の伝導異常(電気的リモデリング)が迷走神

経刺激により劇的に改善していることが予想され

た。

2-2.心筋細胞間連携の調節機構

迷走神経刺激の作用機序を解明するため，ラッ

ト心室より心筋細胞を急性単離し初代培養を行っ

た。迷走神経の神経伝達物質であるアセチルコリ

ン (ACh)によるギャップ結合タンパク質および細

胞生存シグナルの発現調節の有無を検討した。動

物実験系における左冠状動脈結葉による心筋虚血

の誘発刺激に対応させるため，培養実験系では

CoC12による化学的低酸素負荷刺激を用いた。

AChにより Cx43の発現量が保存されることが判

明し，低酸素条件下においても心筋細胞どうしの

細胞関連携機能が正常に維持されていることが予

想された.そこで， Lucif町 Yellow細胞内注入法

により，低酸素負荷による細胞関連絡への影響を

調べた。コントロールでは色素注入細胞から周辺

細胞への色素の拡散が磯認された (Fig. 3A)。化
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学的低酸素負荷条件下 (CoC12)では色素は注入細

胞に留まったのに対して (Fig.3B). AChの添加

により周辺細胞への色素の拡散が生じた (Fig.3C， 

ACh-CoC12)。この効果はアトロビンでプロックさ

れた (Fig. 3D， ACh-Atr-CoC12)o ACh単独投与で

は色素の拡散と自発収縮による同期性が著しく増

強された (Fig.3E)。心筋細胞初代培養系におい

ても，虚血モデル動物を用いた迷走神経刺激に相

当する効果を再現することができた。

Fig. 3. Lucifer Yellow dye transfer as鈎yin primary 
cultured ωrdiomyocytes. Each panel consists of 
fluorescent and transmission-light micrographs. 
Asterisks， dye-injected cells. Arrows， coupled 
neighbors. (Modified from Ando et al. 2005) 

AChの培養上清への添加により細胞生存シグナ

ルのーっと考えられている Akt(protein kinase B) 

のリン酸化(P-Akt)が誘導されることがわかった。

AChにより誘導される Aktのリン酸化作用が，

wortmannin (PI3K inhibitor)でプロックされる

ことから (Fig.4A)， AChから始まるシグナル伝

達系が，細胞生存シグナルの一つである PI3K/Akt

系を介することが示唆された。また AChの作用に

より，低酸素誘導型転写因子 (HIF-1α)の発現が

誘導されることがわかった (Fig.4B)。
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Fig. 4. ACh-induced phosphorylation of Akt (A) and 
ACh・inducedexpression ofhypoxia-inducible factor 
(HIF)・1α(B)in cultured回 rdiomyocytes.

AChによる Cx43の保存効果が，その合成系に関

係するのか，あるいは分解系に関係するのかを明

確にするために，低酸素負荷条件下の心筋細胞初

代培養系にプロテアソーム阻害剤の MG132を添加

したところ， 30分の低酸素負荷にもかかわらず

Cx43の発現量が保存されることがわかった (fig.

5)。培養実験系において AChによる Cx43発現の保

存効果が証明された。その効果は AChによる Cx43

の翻訳後修飾，すなわちタンパク質分解系の抑制

作用によることが示唆された (Zhanget a1. 2006)。

Cx43の半減期は 1時間以内でそのターンオーバー

は非常に速いとするこれまでの報告とも矛盾しな

い (Beardsleeet a1. 1998)。
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Fig. 5. Effect ofMG132 on hypoxia-induced decrease 
of Cx43 expression in cultured ωrdiomyocytes. 

上述した培養系から得られた結果を心臓に当て

はめれば，虚血心におけるギャップ結合のダウン

レギュレーション(電気的リモデリング)が迷走

神経刺激により抑制されギャップ結合タンパク質

が保存されることにより，心室における電気的輿

奮の伝導が正常に保たれる，と予想された。

2-3.細胞工学的手法による心筋リングの作成

単離心筋細胞における細胞関連絡の再構築の

仕組みを解明するため，細胞工学的手法を用いて

心筋細胞初代培養系から心筋リングを作成した。

持続的な伸展刺激を加えることにより，リング全

体が同期して収縮・弛緩を繰り返す自動興奮性を

獲得した (Fig.6)。透過型電子顕微鏡観察を行っ

たところ，心筋細胞と線維細胞の聞にギャップ結

合様構造が形成されていることがわかった (Fig.

7).再同期のしくみは線維細胞を仲立ちとしたギ

ヤツプ結合を介する間接的な心筋細胞どうしの電

気的ネットワークの再構築によることが示唆され

た (Katareet a1. 2010a)。

Fig. 6. Engineered heart tissues (EHTs) after transfer 
in a stretch device to culture under cyclic stretch. 

Fig. 7. Ultrastructural relationship between cultured 
ωrdiomyocytes and fibrocytes in engineered heart 
tissue. Arrows， gap junction structure. 

2-4.今後の展開

迷走神経刺激による心筋組織の保護作用は，ア

セチルコリンによる細胞関連絡の制御と細胞生存

シグナルの増強作用に等しいことが明らかとなっ

た。古典的神経伝達物質であるアセチルコリンが

細胞生存シグナルの増強作用を有することは，そ

の後の研究の進展に大きな影響を与えた。コリン

エステラーゼ阻害剤の一つである塩酸ドネベジル

(認知症治療薬)により，心不全動物の長期予後

が改善されることが判明した (Handaet a1. 2009)。

加えて，塩酸ドネベジルを服用している認知症患

者と服用していない患者を比較すると，服用患者

では心筋梗塞や狭心症などの発症率が有意に低下

することが報告された (Satoet a1. 2010)。細胞

生存シグナルの増強作用は TNF-αおよび TNF受容

体の調節を介することも示唆されている (Katare

et a1. 2010b)。心不全に対する新たな治療戦略と

して大きな期待が寄せられている。

3.内耳組織における細胞間連携
3-1.内耳血管条におけるイオン輸送機構

日甫乳類内耳血管条は，エネルギーを大量に消費

しながら腎臓に匹敵する活発なイオン輸送を行い，

内リンパ直流電位 (endocochlearDC potential， 



EP) (+80 mV)の生成および内リンパ産生(150mM 

Kつに中心的な役割を果たしている (Fig.8)。こ

の内リンパ液の特徴は聴覚機能の発現に必要不可

欠で，血管条の機能不全は直ちに難聴を引き起こ

す。

Fig. 8. Diagram of a cochlear cross section. The scala 
media is filled with the endolymph. The stria 
vascularis produces the endocochlear DC potential 
and the high ピendolymph.

血管条は，辺縁細胞 (marginalcell) ，中間細
胞 (intermediatecell) ，基底細胞 (basa1ceU)， 
血管構成細胞から成る (Fig.9)。辺縁細胞どうし，
および基底細胞どうしは密着結合により，内リン
パ液と外リンパ液を分断する障壁として機能して
b、る。
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Fig. 9. Diagram of the stria vascularis. The stria 
vascularis consists of epithelial marginal cells， 
intermediate cells， basal cells， and capil1ary 
constituting cells. The interior of the stria vascularis 
(intrastrial space) is isolated by two distinct cell 
sheets connected by tight junctions; one sheet is the 
marginal cell layer， and the other is the basallayer. 

著者らはこれまでに，血管条における構成細胞

どうしの連携に着目した一連の細胞生理学的研究

を行ってきた。中間細胞に内向き整流性rチャネ
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ルが存在し EPの薬剤感受性と類似した特徴を有

していること (Takeuchiand Ando 1998b; Takeuchi 

et a1. 2000)，およびその候補となるrチャネル
(Kir4. 1)が中間細胞に発現していること，を報

告した (Fig.10) (Ando and Takeuchi 1999)。中

間細胞が EPの生成と血管条内での rの輸送に重
要な役割を果たしていることが示唆された

(Takeuchi et a1. 2000; Kakigi et a1. 2002)。

Fig. 10. Immunoreactivity for Kir4.1 in dissociated 
intermediate cells. This panel consists of an optical 
section of immunofluorescence (/ψ) and a 
transmission light micrograph (right). Note pigme叩nt
(伊arro吋刀別制wもw叫‘U州J渦伽h
of intermediate cells C伊nnuc1e印us吋).(Modi fied from 
Ando and Takeuchi 1999) 

血管条はその名の由来にもなった密な毛細血管

網を有している (Fig. 11)。中間細胞に Lucifer

Yellowを注入したところ，他の中間細胞や基底細

胞に加えて，血管構成細胞にまでその色素が拡散

することがわかった (Takeuchiand Ando 1998a)。

EP生成に関わる中間細胞と毛細血管網がギャッ

プ結合で連絡していることが示唆された。血管条

の生理機能は，そのユニークな組織構築と密接に

関係していると考えられた (Andoand Takeuchi 

1998; Ando et a1. 1999; Takeuchi et a1. 2001)。

Fig. 11. Three-dimensional observation of the 
vascular networks in the lateral wall of the rat cochlea 
duct. A stereo pair of confocal fluorescent images of 
同 pi1larynetworks labeled with blue Mercox resin. To 
obtain a stereo image， view the left panel with the left 
eye and the right panel with the right eye at a distance 
of 30 cm. (Modified from Edamatsu et al. 2012) 

3-2.内耳血管条における糖輸送機構

血管条辺縁細胞は，その基底側膜に発現してい

るNa+-K+-ATPase，Na+-K+-2Cl-cotransporter， cr 
channe1によりエネルギーを大量に消費しながら
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活難なイオン輸送を行い，中間細胞との連携によ

り EP の生成と K+の輸送に関与している

(司akeuchiet a1. 1997; Ando and Takeuchi 2000; 
Ta恥uchiet a1. 2000)。辺縁細胞は，エネルギー

要求性の高い心筋細胞や脳神経細胞と同様に，虚

血に対して極めて脆弱であることがわかった

(恥doet a1. 2002)。グリコーゲンなどのエネル

ギ←源の貯蔵も少ないことから，そのエネルギー

供給システム(糖輸送経路)の解明が重要となる

が，その全体像は未だ明らかとなっていない。一

般If:，糖輸送体としては，促進拡散型のグルコー
ス単輸送体 (G山T) と二次性能動輸送体の Naソグ

ルヰョース共輸送体が知られている。著者らは生理

学酌実験から血管条における主なグルコース取り

込み機構は GLUT型の可能性が高いことを既に報

告Lている (Takeuchiand Ando 1997)。
G~UT 型については現在までに 13 のアイソフオ

ームが同定されているが，血管条では GLUT1が報

告書れているのみである (Andoet a1. 2008)。基

底細胞と血管が GLUT1陽性で，辺縁細胞は GLUT1

陰性であることがわかった (Fig. 12)。

Fi，o. 12. Immunoreactivity for GLUT1 in dissociated 
stt;al cells. Marginal cell (A)， basal cell (B)， strip of 
ca}tillary (C). The scala media is filled with the 
e叫.olymph.Each panel consists .of a transrnission 
Ii昨trnicr.ographs (/，ψ) and an .optical section .of 
imtnun.oflu.orescence (right). (Modified合omAndo et 
al. '2008) 

そにで， GLUT gene familyについて網羅的な遺伝
子解析を行ったところ， G山T1を含めて 8つの遺
伝仔アイソフォームの発現が確認された (Fig.13) 
(Edamatsu et a1. 2011)。現在，各アイソフォー
ム防局在を解析中である。
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Fig. 13. Representative real-time PCR amplificati.on 
pl.ots f.or the GLUT isoform genes in the stria 
vascularis. (Modified from Edamatsu et al. 2011) 

3-3.今後の展開

血管条において 8つの糖輸送体遺伝子の発現が

確認された。このことは，血管条組織の極めて高

い代謝活性を維持するためだけでなく，一過性の

血流障害など急性期の病態に対応するための調節

性の糖輸送機構の存在を示唆する。また，血管条

において HMIT(GLUT13)の発現が初めて確認され

た。 HM口は G山T型に属するがその糖輸送活性は

低く，実質的には『と myo-inositolの共輸送体

で，辺縁細胞および基底細胞に局在していること

がわかった (fig.14) 0 pHおよび浸透圧調節に関

与する可能性が高く，内耳液性制御機構に重要な

役割を果たしていると予想される。

内耳における物質輸送機構を明らかにすること

はその正常機能の理解に留まらず，メニエル病や

新たな遺伝性難聴の解明につながる可能性が高い。

聴覚機能障害の解明および病態の原因究明は超高

齢化社会を目前にした我が国の喫緊の課題である。

Fig. 14. Immunoreactivity for HMIT in the stria 
vascularis. 

4.おわりに
心臓組織と内耳組織を実例として，細胞聞の物

質輸送や情報伝達の連携のしくみについて紹介し

た。組織特異的な生理機能を理解するためには，

個々の細胞に発現している膜輸送体分子の同定だ

けでなく，その組織構築や高次構造など細胞どう

しの連携のしくみに着目した解析を進める必要が

ある。今後も，生体の構造と機能の連関に着目し

た研究を進めて行く予定である。尚，本稿で紹介

した関連論文のデータベースへのリンク，研究室

全体の活動を含めて，ホームページにて公開して

いる。以下 URLを参照されたい。



研究室 URL:http://ed一阿w.ed.okayama-u.ac.jp/

~rika/cell_physiology/index.html 
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