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研究成果の概要（和文）：適度な運動は健康に良いことは疑いない。本研究では、運動を模倣する薬の開発を目
指し、その分子基盤となる創薬標的分子（メカノ作動性分子）の病態生理学的役割の解明と機能阻害による治療
効果の検討を行った。その結果、心筋細胞の細胞膜上に存在するTRPC3チャネルタンパク質が活性酸素を作る酵
素（NADPH oxidase 2; Nox2）と複合体を形成することで心筋の萎縮や間質の線維化（心臓の硬化）を引き起こ
すこと、末梢血管の平滑筋細胞ではTRPC6チャネルが下肢虚血後の血管成熟を負に制御することを明らかにし、
TRPC3/6チャネル阻害薬が優れた心血管疾患治療効果を示すことをマウスで実証した。

研究成果の概要（英文）：Moderate exercise is good for our health. In this study, to aim the 
development of a new drug that can mimick moderate exercise, we investigated the pathophysiological 
roles of mechano-activated membrane proteins that could be a drug target of exercise-mimetic 
therapy, and examined whether inhibition of these proteins actually improved cardiovascular 
diseases. We found that transient receptor potential canonical (TRPC) 3 channel protein formed a 
stable complex with NADPH oxidase 2 (Nox2), a reactive oxygen species-generating enzyme, and caused 
oxidative stress in mouse heart, resulting in myocardial atrophy and interstitial fibrosis (i.e., 
cardiac stiffness). In contrast, increased TRPC6 channel activity in peripheral vascular smooth 
muscle cells contributed to retardation of blood-flow recovery after hindlimb ischemia. We also 
demonstrated that inhibition of TRPC3/6 channels enhanced the ischemic resistance in the 
cardiovascular system.

研究分野：薬理学

キーワード： イオンチャネル　心血管　活性酸素　メカノバイオロジー　運動模倣薬

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TRPチャネル研究は世界中で活発に研究されているものの、多くは構造生物学的研究であり、医療応用を指向し
た研究は停滞気味であった。本研究は心血管疾患におけるTRPC3/6チャネルの重要性を膜タンパク質間相互作用
という新しい視点から解明したユニークな研究成果であり、TRPC3/6チャネルが運動療法を模倣する分子標的と
なり、これを阻害する化合物が運動模倣薬として循環器疾患に適応できる可能性をマウスで実証できたことは臨
床的に意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
適度な運動が心不全や鬱病をはじめとする様々な病態に対して有効であることがヒトで報告
され、そのメカニズム研究が近年注目されている（Hawley JA et al., Cell, 2014）。しかし、そ
の多くは運動負荷の感知・応答組織である足の骨格筋に限局した研究であり、多臓器円環を意
識した筋細胞組織に共通するメカニズムの解明を目的とする研究は全くなされていない。 
血液循環を支える筋細胞（心臓（心筋）や血管（平滑筋））は、血行力学的な負荷に常に曝され
ながらも上手に適応し、血液循環の恒常性維持に貢献している。研究代表者はこれまで心臓が
圧負荷に対して適応から不適応へとシグナル変換する（つまり心不全を形成する）メカニズム
を研究し、その仲介分子として、カチオンチャネル（TRPC3と TRPC6; TRPC3/6）とプリン
作動性 P2Y6受容体（P2Y6R）を見出してきた（EMBO J., 2006, 2008; PNAS, 2009, 2011; Circ 
Res., 2010）。その機序として、TRPC3/6と P2Y6Rがそれぞれ特定の膜タンパク質と複合体を
形成することで、心血管リモデリング形成に寄与することを明らかにした。さらに、これらが
病的な持続的伸展刺激や周囲の硬化を感知して直接活性化される力学刺激受容分子として働く
ことも上記研究の中で見出している。 
こうした知見を基に、それぞれの遺伝子欠損マウスを用いて心不全や高血圧、末梢循環障害に
おける役割を調べたところ、以下の３つを新たに見出した。 
Ａ．エクササイズ（自由運動）は TRPC6をリン酸化依存的に抑制することで末梢循環障害を 
改善する。TRPC6阻害は自由運動させたマウスと同程度の末梢循環障害改善効果を示す。 
Ｂ．筋不全時の赤筋（心筋および骨格筋）ミオグロビン発現低下は TRPC3/6阻害により抑制 
される。TRPC6阻害は平滑筋細胞の虚血後の筋分化（新生血管の成熟）を促進する。 
Ｃ．P2Y6Rはアンジオテンシン受容体とヘテロ２量体を形成し、高血圧リスクを増加する。 
これらの知見は、TRPC3/6や P2Y6Rが心筋だけでなく、骨格筋や血管平滑筋細胞の恒常性維
持においても重要なメカノ作動性分子となることを強く示唆している。 
 
２．研究の目的 
適度な運動が健康寿命を延ばすことが科学的に実証され、その医療応用が近年注目されてい
る。しかし、患者の多くは加齢や症状の重篤さにより、通常歩行すら難しいのが現実である。 
研究代表者は最近、末梢循環障害や慢性心不全の誘導分子としてこれまで見出してきた創薬標
的分子（TRPC3/6チャネルとプリン作動性 P2Y6受容体）が、病的な運動（持続的な伸展や硬
さ）刺激を感知・受容するセンサー分子としても働くことを新たに見出した。本研究では、運
動負荷の受容・応答と上記メカノ作動性分子との関係を個体レベルで明らかにし、そのシグナ
ル制御機構を基に、上記メカノ作動性分子を化学的に操縦する方法を構築することで、運動を
模倣する創薬（全身筋組織の恒常性維持力を高める創薬）の可能性を動物レベルで実証するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は、研究協力者として助教 2名（冨田拓郎（TRPC）・西村明幸（P2Y6R））の他、ポスド
ク 1名（田中智弘）、博士課程大学院生 3名（島内司・小田紗矢香・下田翔）を加えた組織で実
施した。 
・平滑筋細胞の筋分化におけるメカノ作動性分子の役割解析（西田・冨田） 
血管平滑筋細胞（VSMCs）は増殖型～収縮型への表現型をフレキシブルに変化させることで血
管恒常性を維持している。機械的伸展刺激感受性の高い TRPC6 チャネルを欠損させたマウスの
平滑筋細胞を単離、初代培養し、PDGF・TGF等の増殖因子受容体刺激による細胞増殖・分化応
答に対する TRPC6 の関与を調べた。 
・メカノ作動性分子の力学負荷の受容・応答特性解析（西田・冨田・西村） 
筋細胞に機械的伸展刺激を加えた際に活性化される活性酸素シグナルに着目し、活性酸素の
生成機構およびその病態生理学的意義の解析を行った。 
・運動負荷および疾患モデルマウスを用いたメカノ作動性分子の役割解析（西田・田中・島内） 
マウスをランニングホィール付きケージ中に飼育し、1 週間の自由運動を施すことで生じるメ
カノ作動性分子群の発現量や組織内局在の観察を行った。また、各種 KOマウスに下肢虚血を施
し、その後の末梢循環障害の程度を運動負荷マウスのそれと比較解析した。 
・運動負荷によるメカノ作動性チャネル発現増加の意義の解明（小田・下田・西田） 
マウスから骨格筋細胞・平滑筋細胞・心筋細胞を単離、初代培養を行い、機械的伸展刺激によ
るメカノ作動性分子（TRPCチャネルやP2Y受容体群）の発現量および発現調節機構を解析する。 
・メカノ作動性分子の分子特性に着目した運動療法模倣薬のストラテジー構築（西田・島内） 
TRPC チャネルや P2Y6 受容体の阻害化合物の中から、下肢虚血後の末梢循環障害を回復させる
化合物を探索・同定する。得られた化合物をマウスに投与し、骨格筋組織における遺伝子発現
パターンの変動やエネルギー代謝変動を網羅的に解析し、運動療法と薬投与の類似点・相違点
を抽出し、運動模倣薬としての可能性を検証する。 
 
４．研究成果 
・平滑筋細胞の筋分化におけるメカノ作動性分子の役割解析（西田・冨田） 
TRPC6を欠損させたVSMCsおよびノックダウンさせた10T1/2細胞株に虚血様刺激を加えたと



ころ、野生型細胞と比べて収縮型への分化が有意に促進されることがわかった。その機序とし
て、TRPC6 チャネルを欠損させた細胞では虚血様刺激による細胞膜の過分極が促進し、これに
伴い PTEN による Akt の負の制御系が解除され、結果的に Akt を介する収縮タンパク質（αSMA
や SM22α）の発現増加が誘導されやすくなることがわかった。一方、PDGF 刺激による細胞増殖
については TRPC6 を阻害しても変化がなかった（FASEB J., revised）。 
・メカノ作動性分子の力学負荷の受容・応答特性解析（西田・冨田・西村） 
心筋細胞に機械的伸展刺激を加えると、活性酸素生成依存的に線維化促進遺伝子の発現が誘
導される。この活性酸素は主に細胞膜上の NADPH oxidase 2 (Nox2)由来であることがわかった。
機械伸展刺激は Nox2 タンパク質を TRPC3タンパク質と細胞膜上で相互作用させることにより、
Nox2 を ER-associated degradation（ERAD）を介する分解経路から解除させ、結果的に Nox2
タンパク質量と ROS 生成を増大させることがわかった。TRPC3欠損マウスでは、圧負荷による心
臓の線維化（硬化）と心機能低下が有意に改善されることも明らかとなった（Sci. Rep., 2016a, 
2016b）。 
・運動負荷および疾患モデルマウスを用いたメカノ作動性分子の役割解析（西田・田中・島内） 
自由運動させたマウスに下肢虚血を行ったところ、下肢虚血後の末梢循環障害が著しく改善し
た。TRPC6 欠損マウスに下肢虚血を行ったところ、運動負荷を与えたマウスと同様に、有意な
末梢血流量の改善効果が認められ、TRPC3 欠損マウスでは認められなかった。TRPC6 欠損マウス
では、下肢虚血後の CD31 陽性心性血管数は野生型と差がなかったものの、αSMA 陽性成熟血管
の数が有意に増加していた。さらに、運動負荷マウスでは下肢虚血後の末梢成熟血管において
TRPC6 タンパク質の著しいリン酸化が観察された。TRPC6 がリン酸化によってチャネル活性が負
に制御されることを考えると、自由運動が血管平滑筋細胞の TRPC6 チャネル活性を負に制御す
ることで下肢虚血後の血管成熟を促進し、末梢循環障害を軽減させる可能性が示された。 
・運動負荷によるメカノ作動性チャネル発現増加の意義の解明（小田・下田・西田） 
ストレプトゾトシン投与により高血糖負荷を加えたマウスの心臓・骨格筋では TRPC6 の mRNA
やタンパク量が増加していた。一方、TRPC6 欠損マウスに高血糖負荷をかけたところ、野生型
と比べて心機能が顕著に低下することが明らかとなった。TRPC6 は TRPC3-Nox2 複合体形成を負
に制御することで圧負荷による心臓の線維化を抑制する方向に働いていることが示唆された
（Sci. Rep., 2017）。一方、TRPC3-Nox2 複合体は圧負荷よりむしろ、抗がん剤投与や ATP 刺激
によって誘発される心筋萎縮に伴って増加することも明らかになってきた（JCI insight, 2017; 
Sci. Rep., revised）。TRPC3 タンパク質の発現増加は TRPC6 と異なり Nox2 タンパク質との相
互作用依存的であり、mRNA レベルでの増加は観察されなかった。以上の知見より、運動負荷や
血糖負荷による TRPC6 発現増加は TRPC3-Nox2 複合体形成に対して阻害する方向に働き、心筋萎
縮や間質の線維化（硬化）を負に制御する可能性が示された。 
・メカノ作動性分子の分子特性に着目した運動療法模倣薬のストラテジー構築（西田・島内） 
TRPC チャネルや P2Y6 受容体を安定発現させた細胞株を用いて、これらの活性を負に制御し
うる化合物のスクリーニングを行った。TRPC3/6 チャネルに対して阻害活性をもつ化合物とし
て、飽和脂肪酸構造をもつ C36I-1 がヒットした。P2Y6 受容体に対して阻害活性をもつ化合物
として、イソチオシアネート鎖を有する食品由来成分（スルフォラファン、アリルイソチオシ
アネート、イベリンなど）がヒットした。これら化合物をマウスに投与し、下肢虚血に対する
治療効果を調べたところ、C36I-1 のみが下肢虚血後の末梢循環障害を有意に改善させることが
分かった。興味深いことに、C36I-1 は代替動脈結紮＆剥離後の血管新生が止まる下肢虚血 1週
間後から投与しても血管成熟が促進し、結果的に末梢血流量が増加することも明らかとなった。 
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