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研究成果の概要（和文）：本課題では、実証的研究と理論研究を融合し、ストレス応答性Ca/Naチャネル分子TRP蛋白質
が不整脈基質形成や異常興奮誘発に寄与する機構の解明を目指した統合的な基礎研究を行った。その結果、心リモデリ
ング時のTRPM4・TRPCチャネルの発現増加や、そのPIP2感受性のアイソフォーム間・遺伝子変異体間における軽微な違
いが、異常興奮生成や不整脈の基質として重要であることが分かった。本研究の成果は、新しい不整脈機序の探索や抗
不整脈作用のある新規化合物の開発により現実的な数理モデルを提供し、多階層システムとしての心臓の興奮・伝播メ
カニズムの更なる解明に資することが期待される。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed at exploring novel pathogenic mechanisms underlying 
abnormal excitability and arrhythmic changes in stressed hearts. For this purpose, we focused on 
stress-responsive Ca2+/Na+ channel molecules transient receptor potential (TRP) proteins, and 
investigated their pathological significance by combining both experimental and theoretical approaches. 
The results clearly indicate that post-remodeling upregulation as well as small differences in PIP2 
sensitivity among highly homologous isoforms and arrhythmic mutations could account for part of their 
notably different functionalities, leading to enhanced risk of arrhythmias and abnormal excitability. 
This integrative approaches of experiments and numerical model-based simulations may provide a useful 
framework to design/develop new anti-arrhythmic drugs targeting TRP channels and simultaneously 
facilitate our understanding about an otherwise elusive complexity of cardiac excitation/propagation and 
its disorders.

研究分野： TRPチャネルの分子病態生理学

キーワード： 不整脈　心ストレス　心リモデリング　TRP蛋白質　Caハンドリング異常　遺伝子変異　PIP2ダイナミク
ス　イオンチャネル
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１．研究開始当初の背景 
一般に不整脈は、遺伝的要因（致死的な遺
伝子変異に限らない）と後天的な要因が複雑
に絡み合って生じると考えられている。特に
持続的な代謝的・機械的ストレスが心臓にか
かる状態（例えば高血圧症、糖尿病等）では、
心臓のリモデリングが進行し、活動電位（AP）
の生成や伝播に関わるイオン輸送系の発現
量・機能の変化が（電気的リモデリング）、
AP 延 長 に よ る 異 常 興 奮
（early-afterdepolarization; EAD）や期外性興
奮(delayed afterdepolarization; DAD)の発生、興
奮伝導の障害・変更によるリエントリー発生
の「基質」となる。これらの変化が直ちに致
死性の不整脈を起こすわけではないが、加齢
や病気による変化（心筋の線維化等）が更に
加わると（構造的リモデリング）、体外・体
内のストレスによる擾乱に対する正常興奮
リズム維持の頑健性が著しく損なわれ、不整
脈を発生するリスクが著しく増大していく。 

Transient receptor potential (TRP)チャネル
ファミリーは正に、上述のリモデリング過程
で枢要な分子である（図１）。しかし、心肥
大等の比較的慢性的に経過する病態を除い
て、TRPチャネルの機能異常を原因とする心
臓病態の解明は殆ど進んでいない。とりわけ
不整脈は、（活動電位の生成や伝播に関わる）
イオンチャネルの活性化・不活性化に基づく
電気的現象の時空間における統合異常から
生じる病態であり、個々のチャネルの活性を
ミリ秒単位で定量的に記述する理論的なア
プローチ無しには、その病態機序の正確な理
解は不可能である。この点において TRPチャ
ネルの研究は、種々の実験技術的上の困難の
故、極めて立ち遅れている。しかし他方では、
遺伝子改変動物や比較的選択的阻害薬を用
いた実証研究から、心臓の構造的リモデリン
グ（心肥大・変性等）のみならず、電気的リ
モデリングにおいても、TRPチャネルが極め
て重要な役割を果たしていると推測されて
いる（井上・胡、実験医学 2014; Inoue R et al., 
InTech review 2012）。 
 
２．研究の目的 
以上の認識に基づき、本研究では、後天的
不整脈分野の残されたフロンティアである
TRP チャネルファミリーに焦点を当て、(a)
定量的解析のための実験方法の開発、(b)それ
を用いた精密なチャネルキネティクス評価、
更に、(c)実証データに基づいた数理モデルの
構築とシミュレーション及びその結果と実
証データとの整合性の検討、の３つを主要な
柱として、以下の研究を遂行した。更に、内
因性 PIP2 のダイナミクスを電位依存性ホス
ファターゼ（VSP）と FRET シグナル測定に
よって解析し、PIP2による TRPM4 チャネル
の制御機構と E7K 不整脈性変異におけるそ
の制御の破綻の分子機序を追求し、数理モデ
ルに組み込んでその病態生理学的意義を探
索した。最後に、内因性 PIP2による制御の最

を TRPC3/C6/C7 サブファミリーにおいて詳
細に定量的に検討し、PIP2感受性の違いがこ
れらのチャネルの活性化に与える影響を数
理モデルで検討した。 
また、心臓の伸展性刺激によって生じる不
整脈発生の分子機序に関して不明な点が多
く、この点においてもその重要な候補分子で
ある TRPチャネルに着目した検討を進めた。 
 
３．研究の方法 

TRPM4、TRPC3/C6/C7 チャネルの詳細な
電気生理学的解析は、これらの遺伝子を
HEK293 細胞へ強制発現して行った。不死化
マウス由来心房筋細胞 HL-1 細胞（Claycomb
博士より提供）は、単層シート化し規則的な
自発収縮を示すようになった時点で、心房自
発活性の解析に用いた。これらの電気的シグ
ナルの記録や解析にはパッチクランプシス
テム（EPC10/Patchmaster、HEKA社；科研費
１年目に購入）を使用した。 

PIP2による TRP チャネル制御機構の研究
は、電位依存性ホスファターゼ（VSP；阪大・
岡村博士よる供与）と PLCδ の PH 領域と連
結した FRET ペア（CFP/YFP；京大・森誠之
博士より供与）を、TRP遺伝子と共発現して
行った。FRET変化は、は高速・高精度 CCD
カメラを装着した蛍光顕微鏡下に、高速励起
装置(Lambda DG-4、Sutter社)で励起し得られ
た蛍光を、２波長 splitter（DualView2、モレ
キュラーデバイスジャパン社）で分光後、解
析ソフトMetamorphを用いて計算した。これ
らの機器や解析ソフトは本科研費を用いて
購入した。 
数理モデルシミュレーションには、主にフ
リーソフトウェア Cor1.1(Oxford)を使用し、
そのライブラリーにあるモデルの一部に修
正・追加を行って本研究に用いた。また HL-1
細胞モデルのソースコードは、連携研究者・
松岡達博士及び竹内綾子博士から供与を受
け、Visual Studio2013 を使用して修正・追加
を行った。 
 
４．研究成果 
パート I；心臓興奮異常における TRPM4 の
役割の定量的検討 
１． TRPM4活性の定量的評価法の確立 
強制発現した TRPM4チャネルの活性は行
劇な脱感作を受けるため、その正確な Ca 感
受性が知られていなかった。 
そこで我々は、Ca イオンフォアとして頻
用されている ionomycin を用いて細胞膜に小
孔を形成させる、一種の open cell-attached法
を新たに開発し、長時間安定した条件下で、
Ca感受性を評価した。しかし、この方法では、
直接に[Ca2+]iの値を測定することができない
ので、別シリーズの実験で Ca蛍光色素 fura-2
を用いて、細胞外 Ca濃度－[Ca2+]iの検量曲線
を求めた。 
図１はこのようにして求めた [Ca2+]i－

TRPM4 チャネル活性化曲線を示す。この曲
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線から Ca2+による TRPM4 活性化の見かけ上
の解離定数（Kd）は、静止電位に近い-60mV
においても 500nM 付近にあることが分かっ
た。 
図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
この Kd 値は、細胞内  Ca 灌流実験
（~600nM）や、共発現した電位依存性 Caチ
ャネルを介した Ca 流入から計算した値（数
百 nM）とも良く一致し、妥当な推定値であ
る事が示唆された。このことは、TRPM4 チ
ャネル活性化のダイナミックレンジが、生理
的な[Ca2+]iの変動範囲内とほぼ一致している
ことを示しており、同時にこのチャネルが
種々の細胞の機能の発現や調節に重要であ
ることを物語っている。 
 
２．心リモデリング時の TRPM4 の催不整脈
性の検討 
次に我々は、不死化したマウス心房筋細胞
株 HL-1 を用いて、アンジオテンシン(AG)II
（1μM）処置による TRPM4 発現の変化とそ
れに伴う電気生理学的変化について検討し
た。3－4日間の AGII処置後、心肥大マーカ
ーBNPの発現レベルは数倍に増加し、TRPM4
の mRNA、蛋白量の有意な増加が確認された。
これと同時に、TRPM4 を介した単一電流の
大きさは、AGII 処置群では未処置群に比し、
5 倍以上に増加していた。更に電流固定法を
用いて、静止電位レベル、自発及び誘発活動
電位（AP）の頻度や形状について検討すると、
AGII処置群では未処置群に比し、静止電位の
減少、活動電位 3相の延長が見られた。また、
9-PA（10μM）はこれを有意に抑制した（図２）。
一部の AGII処置 HL-1では、AP第 3相にお
ける異常興奮（early afterdepolarization; EAD）
や静止電位の脱分極に伴う不規則な自発 AP
活性が観察された。これらの変化も 9-PA に
よって完全に抑制された。 
図２ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．Ionomycin を用いた Open C/A 法による
TRPM4キネティクスの定量的な評価とAPモ
デルの構築 

Ionomycinを用いたopen C/A記録方法によ
って、TRPM4 チャネル活性を比較的長時間
記録することが可能となった。そこで、この
利点を利用して、TRPM4 チャネルの電位依
存性・Ca依存性ゲーティングキネティクスを
精査し、次の 2状態遷移モデルに基づいて、 

          α(V) 
  C     O 
    β(V) 

 
以下の Ca 及び電位に関する関数表現を得た
（単位:mV, μM）。 
 
 
 
 
以上の方法で得られた α(V, [Ca])、β(V, 

[Ca])から再計算した Po－電位/[Ca]平面は、
実際に得られたデータをほぼ正確に再現し
た（図３）。よって、この関数を用いて TRPM4
チャネルキネティクスを記述することが妥
当であることが確認できた。 
図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．TRPM4 チャネルゲーティングを組み込
んだ APシミュレーション 
図４は、上述の式を HL-1細胞の APモデ
ル（Takeuchi et al., Science Reports 2013）に組
み込んで行ったシミュレーションの結果を
示す。TRPM4 の電流密度（＝発現量）が正
常な場合は有意な変化が見られなかったが、
それを数倍に増やすと、AP 第 3 相の著明な
延長とそれに重畳された EAD 様の異常興奮
がみられた。この結果は AGII処理した HL-1
細胞からの実測データと良く一致した。 

 
図４ 
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以上の結果は、心リモデリング変化によっ
て TRPM4 発現レベルが数倍以上に増加する
と、9-PAで抑制される EAD等の不整脈性変
化が誘発されることを示唆している。また、
TRPM4 のノックアウトマウスでは正常マウ
スに比し明らかな心電図上の異常がなく
（Marthar et al., J Clin Invest 2010）、逆に圧負
荷によって TRPM4 チャネルの発現が増加す
ると QT 延長が生じるという事実と良く符合
している（Guinamard et al. Hypertension 2006）。 

9-PA に感受性を示す EAD 様異常興奮は
AP 第３相で生じており、このタイプの EAD
（phase 3 EAD）が心房細動の開始（initiation）
において重要な役割を果たしているという
最近の研究成果（Antzelvich、Pace 2006）に
照らすと、今後も、EAD誘発における TRPM4
の役割について検討を続けていく意義があ
ると考えられる。 
 
５．心圧負荷モデルにおける trpm4遺伝子発
現変化の解析 
 TRPM4 は、Spontaneously hypertensive rat
の心臓においてその発現量が上昇するとい
う報告がある（Guinamard et al. Hypertension 
2006）。そこで、このような TRPM4の発現上
昇が、マウスにおいても認められるかについ
て高血圧性の心肥大モデル(横行大動脈の狭
窄)マウスを用いて検討した。 
 マウスに心肥大モデル（TAC）処置を施し、
処置後１週間目の心臓において TRPM4 の
mRNA 量の変化を調べた。まず、偽処置
（Sham）(N=6)および TAC 処置(N=7)マウス
の体重（Body Weight）さらにはそれらマウス
から摘出した心臓の重量（Heart weight）を測
定し、心肥大がおきていることを確認した。 
 その後、心臓から RNA を回収し、心肥大
のマーカー分子である、β-MHCの発現量を測
定した。その結果、β-MHC の発現量は TAC
処置群の心室においてのみ有為な上昇が認
められた。 
 一方で、TRPM4 は、以前の報告（上述）
と同様、心室より心房において多くの発現が
認められたが、TAC処置によって発現量の増
加は認められず、逆に有意に減少していた。 
 今後は、TAC処置後４週、８週等、さらに
心肥大病態が慢性化した時に、マウスから心
臓を摘出し、TRPM4 の発現変化を精査する
必要があると考えている。 
 
 
パート II；内因性 PIP2による TRPM4チャネ
ルゲーティング制御機構の検討－不整脈性
変異 E7Kにおける催不整脈機構の探索－ 

PIP2は、種々のイオン輸送系（イオンチャ
ネル、トランスポータ）の活性を効果的且つ
動的に制御していることが知られているが、
その動的変動がどのように影響するのか不
明であった。そこで我々は、脱分極の強度で
制御できる電位依存性ホスファターゼ（VSP）
と、PIP2濃度の応じた FRETシグナルを発生

する蛍光性 PIP2 センサーを用いることによ
って、内因性 PIP2量（濃度）による TRP チ
ャネル電流の制御をリアルタイムで追跡す
る実験系を確立し（Imai et al., J Physiol Lond 
2012）、TRPM4チャネルの不整脈性変異 E7K
における PIP2 感受性の変化とその不整脈発
生への寄与の可能性について検討した。 
 
１．VSPによる内因性 PIP2レベルの制御を用
いた TRPM4チャネル制御機序の検討 
上記の方法で計測した PIP2 感受性は、野
生型に比し、E7K では著しく減少していた。
また、抑制からの回復も、E7Kでは有意に促
進していた。更に、PIP2の FRETセンサーペ
ア（PHD-CFP/PHD-YFP）を導入して、内因
性 PIP2 レベルと電流変化の同時計測を行っ
た実験結果から、TRPM4 電流の抑制と PIP2

の減少の時間経過が良く一致することが確
認できた。 
図５には、PIP2減少前後の TRPM4チャネ
ル電位依存性の変化（Boltzmann 曲線）を示
す。E7K変異体では PIP2減少による変化が殆
どないのに対し、野生型では、高電位側に大
きくシフトしていた。 
図５ 
 
 
 
 
 
 

 
２．AP シミュレーションを用いた PIP2によ
る TRPM4チャネル制御の意義の検討 
上述の PIP2 感受性変化の病態的意義を探
るため、TRPM4 の発現レベルを正常の４倍
とし、AP シミュレーションを行った。途中
で、PIP2レベルを急激に減少させると、野生
型では EAD 様変化が直ちに消失するのに対
し、E7K変異体では不整脈性変化がそのまま
持続していることが分かった（図６）。 
図６ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
従って PIP2減少による負の制御が E7K変
異体では破綻しており、心ストレス時の不整
脈性変化が起こりやすく且つ持続すること
を示唆する。このことは E7K変異（Kruse et al., 
J Clin Invest 2009）では Ca過負荷によるプル
キンエ細胞の変性が房室伝導障害の原因と
なっている可能性を示唆しており、今後更に
詳細に検討する価値があると思われる。 
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パート III；内因性 PIP2による TRPC3/C6/C7
サブファミリ－の制御機序の検討 

TRPC3/C6/C7 サブファミリーはジサシル
グリセロール（DAG）で活性化される Ca 透
過型陽イオンチャネルであり、これを介した
Ca流入が、心リモデリングに関わる遺伝子の
再活性化を引き起こすことが報告されてい
る（Inoue R et al., Pharmacol Ther, 2009）。 
我々は、パート II と同様の実験手法を用
い（Imai et al., J Physiol Lond 2012; Itsuki et al., 
J Gen Physiol 2014）、これらのホモロジーの高
いアイソフォームの PIP2感受性の違いが、受
容体活性化時の応答にどのような量的な違
いをもたらすか、シミュレーションに基づい
た検討を行った。 
図７は、神経刺激による受容体活性化、

VSP 活性化を含む PIP2 ダイナミクス、PIP2

受動拡散過程、FRETセンサーによる PIP2と
の結合・解離、及び PIP2 と DAG による
TRPC3/C6/C7 チャネルゲーティング制御の、
５つのモジュールからなるモデルを
CellDesigner v.4.4で記述し、神経を低頻度で
刺激した場合と、頻回刺激した場合の
TRPC3/C6/C7の応答の相違を示す。 
図７ 

 
 
 
 
 
 
 
刺激頻度が増すと、持続した応答や刺激停
止後のリバウンドが見られ、更にこれらの応
答は PIP2感受性が高い TRPC3 で著しく亢進
していることが分かる。 
以上述べた僅かな PIP2 感受性の違いに基
づく TRP アイソフォーム間の大きな受容体
応答性の違いは、PIP2ダイナミクスを介した
TRPCチャネル制御の情報の流れが、「非線形
的」な過程によって増幅されていることを強
く示唆している。このような「非線形過程」
を直観レベルで正確に理解することは不可
能であり、従って、適切な数理モデルに基づ
いたシミュレーションが必要性となってく
る。同様のことは、パート２で述べた TRPM4
チャネルの遺伝子変異 E7Kによる「不整脈ポ
テンシャル」の著しい増加についても当ては
まる。今後は、ホモロジーが高いアイソフォ
ーム間や遺伝子変異体間の僅かな違いが、ど
のような機序を介して病態を引き起こすほ
ど大きな機能的変化へと繋がるのか、実証研
究と数理モデルに基づいた理論研究の有機
的な連携によって解明する必要性が増して
いくものと思われる。 
 
パート IV；心臓の機械刺激情報伝達における
TRPチャネルの役割の解明 
単離したマウス心筋細胞の両端にカーボ
ンファイバーを装着し、細胞の長軸方向に伸

展刺激を加えると、リアノジン受容体活性化
によるカルシウムスパークが惹起される。こ
の現象には細胞膜上の NADPHオキシダーゼ
（NOX）2で産生される ROSが関連している
ことが報告されている。そこで、ROSにより
機能修飾を受ける TRPM4 チャネルがこの現
象にどのように関わっているかを検討した。 

TRPM4阻害薬である 9-phenanthrolにより
伸展刺激誘発性のカルシウムスパークの増
加は完全に抑えられた。しかしこのチャネル
は Ca 非透過であるので、この現象には、Ca
には依存しない、（TRPM4を介した）ROS動
態の変化が関与していると考えられた。検討
を重ねた結果、伸展刺激によりミトコンドリ
アが過分極し、それに引き続いて NOX 由来
の ROSが増加することが明らかとなった。 
電気刺激下の心筋細胞に上記の急性伸展
刺激を与えた後、それを数分間維持させると
次第に発生張力と細胞内カルシウム濃度が
上昇することが知られている（slow force 
response to stretch: SFR）。本研究では、この現
象への TRPCチャネルの関与の可能性を検討
した。その結果、アンギオテンシン II Type 1
（AT1）受容体による TRPC3チャネルの活性
化が SFR に関与していることが明らかとな
った。また、NOX阻害薬のアポシニン投与に
よっても SFRは抑制され、この現象でも TRP
チャネルと ROS が関与していることが示唆
された。 
上記の研究と平行して急性伸展刺激誘発
性の期外収縮（stretch-induced extrasysytole: 
SIE）と、伸展刺激を数分維持することで観
察される発生張力とカルシウムトランジェ
ントの漸増現象（slow force response: SFR）を
同時に再現できる伸展感受性モデル開発を
行った。基本モデルとしては Iribe-Kohl-Noble
（IKN）モデルを用いた。その結果、Maxwell
タイプの粘弾性モデルを伸展感受性部分に
組み込むことにより、伸展速度に応じた機械
受容チャネルの活性化を再現することが可
能となり、同じ伸展感受性モデルでパラメー
タを変えること無くSIEとSFRを再現する電
気生理モデルを構築することができた。 
心臓に対する機械的負荷の種類（圧仕事と
容量仕事）による不整脈基質形成を検討する
ためのモデルの基礎として、後負荷依存性に
変化する心筋力学やカルシウム動態を再現
するモデルの開発も行った。モデルは IKNモ
デルをベースに、クロスブリッジ動態を分子
メカニズムレベルで記述してある Schneider
モデルを組み込んだ。このモデルに後負荷依
存性を再現するための因子として、組織の粘
性抵抗やトロポニン I（TnI）の不活化過程の
収縮速度依存性を加えた。結果、後者を組み
込むことにより後負荷依存性の最大収縮時
間や弛緩時定数の変化、shortening deactivation、
カルシウムトランジェントの形状変化など
をすべて再現するモデルを構築することが
でき、この過程が心筋の負荷依存性に影響し
ていることが示唆された。 
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