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研究成果の概要（和文）：細胞骨格系蛋白質異常による筋ジストロフィー・心筋症筋細胞では

TRPV2 の細胞膜発現が亢進し活性化されていること、その活性を抑制することにより Ca2+シ

グナル異常、筋細胞膜 TRPV2 濃縮、筋変性が緩和されることが明らかになった。TRPV2 は筋

ジストロフィー・心筋症の優れた治療標的になることが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：We identified TRPV2 as a principal candidate for Ca2+-entry 

pathways which result in abnormal Ca2+ handling in muscular degeneration caused by 

cytoskeleton abnormality. Inhibition of endogenous TRPV2 significantly reduced the 

increase in basal intracellular Ca2+ and stretch-induced damage as well as improved 

muscle function in animal models. These data suggest that enhanced TRPV2 activity is 

important to trigger muscle damage and that it is a promising therapeutic target for 

muscular dystrophy and cardiomyopathy.   
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１．研究開始当初の背景 

遺伝性、非遺伝性を問わず、多くの原因によ
り心筋症・心不全は起こりいずれの場合も細
胞壊死の機序並びに有効な治療方法は未だ
不明であるが、その終末病態、病変には類似
点が多く、病態発症とその進行には共通な細
胞機構が関与する可能性がある。細胞骨格系
蛋白質異常により遺伝性心筋症を発症する
心筋症ハムスター(BIO14.6)をモデル動物と

して用いて筋ジストロフィー・心筋症におけ
る、筋細胞内は恒常的に Ca2+が上昇した状態
にあること、細胞内 Ca2+濃度の上昇は、細胞
内の様々な細胞内情報伝達系を活性化させ、
細胞のリモデリングを介して細胞壊死を進
行させることが明らかになってきた。持続的
細胞内 Ca2+濃度の上昇を起こす有力な候補と
して TRP チャネルファミィリーに属する
TRPV2 を同定した。TRPV2 を心臓細胞膜に高
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発現したトランスジェニックマウスの心臓
は拡張型心筋症の様相を呈した。TRPV2 は正
常組織ではほとんど細胞内膜系に存在する
が筋変性が起こると形質膜に移行して活性
化され、細胞内への過剰な Ca2+流入に寄与す
る。また伸展刺激により活性化されるという
興味深い特徴をもつが、膜移行の機構、活性
化機構など全くわかっていない。また特異的
阻害剤も皆無である。 
 

２．研究の目的 

心筋症・心不全における TRPV2 の病態的意義
を明らかにし、TRPV2 がこれらの病態の治療
標的となりうることを確定し、それを標的と
した治療薬を開発することを目的とする。そ
のためまず心筋病態における TRPV2活性化の
分子メカニズムの詳細を明らかにする。その
過程で TRPV2活性阻害法を探索し、探索した
阻害薬を用いて心筋症・心不全モデル動物の
治療評価をし、さらなる心筋症・心不全治療
薬開発へ結びつける。 
 

３．研究の方法 

４量体として機能すると考えられている TRP
ファミィリーに属する TRPV2のイオン透過部
位に変異を導入しチャネル活性のない変異
体を恒常的に TRPV2 を発現させた HEK293 細
胞に導入し、オリゴマー形成と Ca2+流入に対
する変異体のドミナント効果を調べた。 
skeletal actin プロモーターを用いて骨格
筋特異的に変異体を発現させたトランスジ
ェニックマウスをジストロフィン欠損で筋
ジスになるマウス mdxと交配させ mdx内在性
の TRPV2 活性をほぼ全て抑制した場合の Ca2+

異常と筋変性に対する効果を調べた。同様に
サルコグリカン欠損で筋ジストロフィーと
心筋症を発症するハムスターBIO 骨格筋へア
デノウィルスベクターを用いて TRPV2変異体
を導入し筋変性改善を調べた。筋変性の程度
は血中クレアチンキナーゼ（CK）活性、組織
HE 染色で、筋機能はグリップテストで評価し
た。筋細胞及び筋 fiber の調製は既報に従っ
た。TRPV2 活性はアゴニスト 2-APB 刺激およ
び高濃度 Ca2+刺激に対する Ca2+反応性により
測定した。細胞内 Ca2+濃度は蛍光試薬 Fura2
を用いて測定した。心筋症ハムスター心筋へ
の TRPV2 特異的阻害剤の効果は心エコー、お
よび血中心不全マーカーの測定により行っ
た。 
 
４．研究成果 
恒常的に TRPV2 を発現させた HEK293 へイオ
ン透過部位に変異を導入したチャネル活性
のない TRPV2 変異体を共発現すると各々
TRPV2 は細胞膜上でオリゴマーを形成し Ca2+

および 2-APB による Ca2+反応性が減弱した。
TRPV2 変異体を骨格筋特異的に過剰発現させ

たマウス（このマウス骨格筋は正常であっ
た）を筋ジストロフィーマウス（mdx）と交
配させて mdxの TRPV2活性を抑制したマウス
(4,10,22週令)を作製した。このマウスは mdx
に比し血中クレアチンキナーゼ活性の有意
な減少と組織 HE 染色で観察される筋変性の
減弱、中心核の減少が認められた。グリップ
テストによっても機能的改善効果が示され
た。mdx筋 fiber は 2-APB 刺激、外液 5mM Ca2+

刺激ともにに反応して細胞内 Ca2+濃度が上昇
し筋ジストロフィーにおける TRPV2の活性化
が実証できた。そしてこの TRPV2 活性は変異
体導入により顕著に抑制された。変異体の導
入により mdxの TRPV2細胞膜発現も抑制され
た。mdx 筋は細胞内 Ca2+濃度の異常上昇を反
映して CaMKII のリン酸化が亢進していたが
変異体の導入によりリン酸化の亢進は抑制
され、細胞内 Ca2+濃度の in vivo における正
常化が示唆された。細胞骨格系蛋白質欠損に
よる筋ジストロフィー筋細胞は TRPV2の細胞
膜発現が亢進し活性化されていること、その
活性を抑制することにより Ca2+シグナル異常、
筋細胞膜 TRPV2 濃縮、筋変性が緩和されるこ
とが明らかになった。同様に TRPV2 変異体を
アデノウィルスにより BIOハムスターの筋ジ
ストロフィー導入し TRPV2を特異的に阻害す
ることにより改善された。この結果は TRPV2
特異阻害剤は筋ジストロフィー、心筋症治療
に有効な可能性が高いことを示唆した。そこ
で TRPV2 阻害剤を探索するため、TRPV2 発現
細胞を用いたハイスループットスクリーニ
ング法（HTS）により、同定した既知化合物
A, B（IC50 = ～20M）の構造をもとにインシ
リコで類似化合物を探索し、約 200種類の化
合物を選択し、さらにスクリーニングを行っ
た。その結果、A，B より低濃度域(IC50 = ～
1M)で阻害活性をもつ A3，A48，A63，B6 を
見出した。これらのうち A3，A48，A63 はマ
ウス TRPV2だけでなくヒト TRPV2 も阻害した。
これらの薬剤は、TRP ファミリーチャネルの
調べた範囲内で他のメンバーTRPV1、TRPC1 を
ほとんど阻害しなかった。心筋症モデル動物
を用いて上記新規 TRPV2阻害剤の心筋症病態
改善効果を調べた。9 週令の動物に 2 週間あ
るいは 4 週間経口投与したところ、TRPV2 阻
害薬を投与しない対照群に比べて、心エコー
により評価した心機能の有意な改善、心筋変
性のマーカーである血中心筋トロポニン I量
および心筋組織切片染色により評価した線
維化占有率の有意な減少が確認された。対照
的に、TRPV2 阻害作用を有さない A65、A47、
B33 は心機能改善を示さなかった。従って、
これら TRPV2を阻害する化合物は心筋症の筋
変性抑制効果があることが判明した。本研究
により探索された新規薬剤は TRPV2を特異的
に阻害する実験ツールとして有力であると
ともに移殖しか治療手段がない拡張型心筋



 

 

症などに対する有効な治療薬候補となると
思われる。 さらに特異的阻害抗体の作製と
その効果の検討をおこなった。細胞外を認識
する抗体は一般に免疫寛容のため作製しに
くいため、マウス TRPV2 発現 HEK細胞を免疫
疾患マウスに免疫し定法に従い脾臓をミエ
ローマと融合し TRPV2の外側を認識する抗体
を産生するハイブリドーマ上清を flow 
cytometry により選び種々のアッセイ、スク
リーニング後、モノクローン化した。また
TRPV2 のペプチドをウサギに免疫して作製し
た。各々抗体について、イムノブロット、生
細胞を用いた免疫染色を行い、TRPV2 外側認
識抗体であることを確認した。また阻害活性
のスクリーニングを行い、TRPV2 活性を抑制
する抗体として、マウスモノクローナル抗体
11-6 および 88-2とウサギポリクローナル抗
体 591、592 を得た。これらの抗体は、TRPフ
ァミリーチャネルの他のメンバーTRPV1、
TRPC1 をほとんど阻害しなかった。BIO ハム
スターの培養骨格筋細胞を用いて, 阻害抗
体が細胞内 Ca2+代謝異常および筋変性を抑制
することを確認した。この抗体は阻害剤とと
もに TRPV2を特異的に阻害する実験ツールと
して有力であるとともに移殖しか治療手段
がない拡張型心筋症などに対する有効な治
療手段となると思われる。 
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