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研究成果の概要（和文）：マウス心臓のランゲンドルフ灌流実験において、細胞膜のCa2+透過型陽イオンチャネ
ルであるTRPC (transient receptor potential canonical) チャネルが心筋虚血再灌流傷害の発生に関わってい
ることが明らかになった。パッチクランプ実験において、心筋虚血再灌流傷害のトリガーとしてはたらく過酸化
水素を作用させると、マウス正常心室筋細胞と比較してTAC手術により作成された肥大心室筋細胞において、有
意に遅延後脱分極とそれに伴う撃発活動の発生頻度が増加していることがわかった。 この結果は、肥大心にお
いては虚血再灌流傷害に対する脆弱性が亢進していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The present experiments using Langendorff-perfused mouse heart model 
revealed that transient receptor potential canonocal (TRPC) channel blockers improve left 
ventricular contractile function after ischemia/reperfusion, indicating that TRPC channels are 
responsible for mediating the development of ischemia/reperfusion injury in the heart. In addition, 
patch-clamp experiments found that hydrogen peroxide (H2O2), which acts as a critical trigger for 
ischemia/reperfusion injury, evoked delayed after-depolarizations (DADs) at a higher frequency in 
hypertrophied left ventricular myocytes produced by transverse aortic constriction (TAC) operation 
than in normal ventricular myocytes. These results indicate that intracellular Ca2+ overload more 
readily occurs in hypertrophied heart than in normal heart during ischemia/reperfusion. The present 
investigation also found that calcium/calmodulin-dependent protein kinase II mediates the occurrence
 of DADs in hypertrophied left ventricular myocytes. 

研究分野： 心臓生理学

キーワード： TRPCチャネル　心筋虚血再灌流傷害　Ca2+過負荷　TAC手術　肥大心　不全心　Ca2+/カルモジュリン依
存性タンパク質キナーゼ　リアノジン受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の成果により、臨床における閉塞冠動脈の再疎通療法時などの虚血再灌流傷害が発生しうる状況下に
おいて、TRPC (transient receptor potential canonical) チャネル阻害薬が心筋保護作用をもつ可能性が示唆
された。今後さらに基礎実験を重ねていき、TRPCチャネル阻害薬の心筋保護作用に関わる分子機構を明らかにし
て、TRPCチャネル阻害薬が臨床における虚血性心疾患の予後改善に寄与できる可能性について検討を重ねる必要
がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

心筋を栄養する冠状動脈の狭窄・閉塞により虚血に陥った心筋を救済するためには、血流の再

開（再灌流）が必須であるが、虚血心筋の再灌流は必ずしも心機能の回復につながるとは限ら

ず、逆に収縮機能の回復遅延（気絶心筋）、不整脈（再灌流不整脈）、さらには不可逆性心筋細

胞過拘縮（致死性再灌流傷害）などの心筋傷害を伴うことが知られている（心筋虚血再灌流傷

害）。これらの心筋虚血再灌流傷害には、再灌流直後に発生する急激な心筋細胞の Ca2+過負荷

が密接に関わっていると考えられているが、その発生機転については十分に解明されていない。

さらに、虚血再灌流傷害は狭心症や心筋梗塞などの虚血性心疾患に加えて、高血圧や心不全な

ど広く生活習慣病にも合併することが知られており、その発生機転の解明や予防・治療法の開

発は、これらの生活習慣病の予後改善のための喫緊の課題である。 

 

２．研究の目的 

虚血心筋の再灌流時に発生する虚血再灌流傷害は、細胞内 Ca2+過負荷を主な原因とする心筋傷

害であるが、さらに肥大心や不全心ではこの虚血再灌流傷害が増悪することが知られており、

その発生メカニズムの解明は臨床的観点からも急務である。本研究課題では，細胞膜の Ca2+

透過型陽イオンチャネルである TRPC (transient receptor potential canonical) チャネルに着

目して，その関与を広く正常心臓から病態心臓（肥大心，不全心）を用いて生理学的・薬理学

的・分子生物学的に検討を行う。得られた知見を、閉塞冠状動脈の再疎通療法時などの虚血再

灌流傷害が発生しうる状況下での心筋保護法の開発に役立て、臨床における虚血性心疾患の予

後改善に寄与することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

心筋虚血再灌流傷害の発生における TRPC チャネルの関与・役割を、正常マウスおよび TAC

（transverse aortic constriction）手術で作成した心肥大、心不全モデルマウスを用いて、心

臓、細胞、タンパク質、遺伝子レベルで系統的に解析を行った。また、心筋リアノジン受容体

（RyR2）抑制作用のあるフレカイニドやプロパフェノンの虚血再灌流傷害に対する保護効果

の検討も行った。さらに、Ｃa2+/カルモジュリン依存性タンパクキナーゼ II（Ca2+/CaMKII）

の阻害剤である KN-93 およびその不活性化アナログである KN-92 を用いて、心筋虚血再灌流

傷害の発生におけるＣa2+/CaMKII の関与も検討した。 

 

４．研究成果 

細胞膜 Ca2+透過型陽イオンチャネルである TRPC チャネルに着目して、その虚血再灌流傷害

における関与を広く正常心臓から病態心臓（肥大心，不全心）を用いて検討を行った。 

1) まず、正常心臓における虚血再灌流傷害に TRPC チャネルが関与していることを明らかに

した。すなわち、正常マウスから摘出した心臓をランゲンドルフ灌流下に虚血（30 分間の灌流

停止）および再灌流（60 分間）を施行した。左心房から左心室にバルーンカテーテルを挿入し

て左心室機能（収縮期圧・拡張期圧）の計測を行い、さらに心電図記録により不整脈の発生も

解析して、再灌流時の心機能の回復の程度から虚血再灌流傷害を評価した。再灌流開始後５分

間に、TRPC チャネルブロック作用をもつ 2-aminoethoxydiphenyl borate（2-APB; 5 μM）

もしくは La3+（10 μM）を投与すると、再灌流後 60 分の時点で計測した左心室発生圧の改善

が確認できた（コントロール、50.9%；2-APB 投与群、82.8%；La3+投与群、86.1%）。これら



の結果は、再灌流時早期に TRPC チャネルが活性化されて心筋虚血再灌流傷害の発生に関与し

ていることを示唆している。 

 

2) 成体 C57BL/6J マウス（7～8 週令、オス）を実体顕微鏡下に第２肋間より左開胸して、腕

頭動脈と左総頸動脈の間の大動脈弓部に 7-0 絹糸で banding を行い、大動脈狭窄を作成して左

心室に圧負荷をかける TAC（transverse aortic constriction）手術を行った。さらに同様の操

作を行うが、banding を行わない Sham 手術も施行した。手術後約 2～4 週間に、TAC マウス

と Sham マウスの心臓／体重比を計測すると、TAC マウスにおいて有意に増加していたため、

TAC 手術により肥大心が作成されていることが確認できた。 

 

3) TAC 手術および Sham 手術を行ったマウスの心臓から酵素（コラゲナーゼ）処理により左

心室筋細胞を単離してパッチクランプ法を施行した。まず、左心室筋細胞の細胞膜容量を計測

すると、TAC マウスにおいて Sham マウスと比較して有意に大きいことが確認できた。これら

の結果は、TAC マウスにおいて左心室筋細胞の増大に起因した心肥大が発生していることを示

している。 

 

4) 心筋の虚血再灌流傷害のトリガーと考えられている活性酸素種の一つである過酸化水素

（H2O2）を作用させると、マウスの正常心室筋細胞と比較して、TAC 手術により作成された

肥大心室筋細胞において、有意に遅延後脱分極とそれに伴う撃発活動の発生頻度が増加した。

遅延後脱分極は細胞内 Ca2+過負荷とそれに伴う筋小胞体リアノジン受容体（RyR2）からの Ca2+

放出により出現するため、細胞内 Ca2+過負荷の程度を示す細胞レベルでの指標となる。よって、

本実験結果は、肥大心室筋細胞では正常心室筋細胞と比較して、虚血再灌流傷害の背景となる

H2O2による細胞内 Ca2+過負荷がより高度に起こっていることを示唆している。さらに本実験

結果は、肥大心において、虚血再灌流傷害に対する脆弱性が亢進していることも示唆している。 

 

5) TAC 手術により作成されたマウス肥大心室筋細胞に Ca2+/CaMKII の阻害剤である KN-93

を投与すると、H2O2による撃発活動の発生頻度は有意に減少した。一方、KN-93 の不活性化

アナログである KN-92 を投与しても撃発活動の発生頻度は影響を受けなかった。この実験結

果は、肥大心室筋細胞において Ca2+/CaMKII の機能亢進が起こっており、そのことが H2O2

による細胞内 Ca2+過負荷の惹起に関わっていることを示唆する。Ca2+/CaMKII はリアノジン

受容体をリン酸化して筋小胞体からの Ca2+放出を促進して、細胞内 Ca2+過負荷を引き起こす

ことが知られている。これらのことを総合すると、肥大心では Ca2+/CaMKII の機能亢進が発

生し、それにより虚血再灌流時に筋小胞体からの Ca2+放出が亢進して、正常心と比較してより

高度の Ca2+過負荷やそれに伴う心筋傷害が発生しやすいことが考えられた。 
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