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研究成果の概要（和文）： 
ラットの心臓から初代培養した線維芽細胞を用い、線維芽細胞に発現するNa+/Ca2+交換

輸送体（NCX）および非選択性陽イオンチャネルであるtransient receptor potential 

melastatin (TRPM2)チャネルのmRNA発現量に対する低酸素の影響を調べた。線維芽細

胞の培養皿をアネロパックを用いて24時間、37℃のインキュベーター内で低酸素に暴露

した後、mRNAを回収した。またこの時の線維芽細胞をホールセルクランプして膜電流を

測定した。すると、低酸素暴露細胞ではコントロール細胞に比べて、膜電流が有意に増

大していた。この電流は、-20 mV付近で逆転すること、トリクロマゾールで抑制される

こと、などから、TRPM2の可能性が示唆された。そこで、TRPM2のmRNAをRT-PCR法で調べ

たところ、低酸素に暴露した線維芽細胞で、TRPM2の発現量が有意に亢進していた。TRPM2

のsiRNAを作用させた細胞を低酸素暴露すると、TRPM2のmRNA発現量の増加は顕著に抑制

された。TRPM2を活性化させるADPリボースを電極内液に含めてホールセルクランプする

と、低酸素暴露細胞の電流はADPリボースなしの細胞に比べて有意に増大した。また

fura-2を用いて細胞内Ca2+濃度を測定したところ、低酸素細胞のCa2+濃度はコントロー

ルより有意に高かった。TRPM2を活性化させるH2O2を細胞外に還流すると、細胞内Ca2+濃

度は、低酸素細胞で有意に高くなった。以上から心臓の線維芽細胞は低酸素に暴露され

ると、TRPM2チャネルが発現し、細胞内Ca2+濃度を高めることが分かった。また、低酸素

暴露した線維芽細胞では、NCXの発現量は低下していた。これらの低酸素暴露の作用は

線維芽細胞の機能を活性化し、心臓の線維化促進に関与する可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We studies the effect of hypoxia on the expression levels of Na+/Ca2+ exchangers and 
transient receptor potential melastatin (TRPM2) channels in cardiac fibroblasts obtained 
primarily from rat hearts. Cardiac fibroblasts were cultured under hypoxic condition for 24 
hours using Aneropac. When the hypoxia-exposed cells were whole-cell clamped, significant 
increase in membrane current was observed. The current was a non-selective cation 
current and was inhibited by clotrimazole, indicating that curren is likely TRPM2 current. 
mRNA analysis indicated increase in TRPM2 expression in hypoxia exposed fibroblasts. 
When siRNA was introduced in the cells, hypoxia did not increase the nonselective cation 
current nor TRPM2 mRNA. H2O2 is an activator of TRPM2. When hypoxia-exposed cells 
were fura-2 loaded, H2O2 (300 μ M) increased intracellular Ca2+ concentration 
significantly in hypoxia-exposed fibroblasts but not in normoxia-exposed control cells. 
Na+/Ca2+ exchanger expression was decreased by hypoxia exposure. We concluded that 
hypoxia increase TRPM2 expression but decrease Na+/Ca2+ exchanger expression in cardiac 
fibroblasts. These phenomena may contribute to activation of fibroblasts and acceleration 
of fibrosis after hypoxia in the heart.    
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研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：(1)心臓      (2)  線維芽細胞      (3)   低酸素       (4)    TRPM2                      

(5)     Na+/Ca2+ 交換輸送体     (6)  過酸化水素   (7)  細胞内Ｃａ２＋    (8)  ラット   
 
１．研究開始当初の背景 
線維芽細胞は、コラーゲンなど細胞外マト
リックス蛋白を産生し、組織の構造維持に
重要である。しかし、線維芽細胞の過剰な
増殖やマトリックス蛋白産生は、臓器を線
維化させ、機能を障害する。線維化疾患の
うち、肝硬変や肺線維症はよく知られてい
るが、最近、心不全や腎不全などでも組織
の線維化が起ることが分かってきた。しか
し、そのメカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
最近、線維芽細胞に Na+/Ca2+交換輸送体
(NCX)が発現し、その発現量が細胞の活性化
に伴い増加することから、NCX の線維化へ
の関与が示唆されている。そこで、本研究で
は、心臓の線維芽細胞を培養し、①NCX は
線維芽細胞のCa2+シグナル系および増殖に関
与するか ②増殖刺激により線維芽細胞の
NCX 発現量は変化するか。変化するなら、そ
の機序は何か、を調べ、組織の線維化と NCX
の関係を明らかにする。線維症の予防と治療
を考える上で重要な結果を得る可能性があ
る。 
 
３．研究の方法 
ラットの心臓の線維芽細胞の初代培養法：

Wistar ラットから心臓を摘出し、組織片をコ

ラゲナーゼ処理し、培地中に分散させる。こ

の操作で心筋は死滅するが、線維芽細胞は生

き残り増殖する。細胞が十分増えたところで

回収し、mRNA と蛋白を抽出した。またホー

ルセルクランプ法で膜電流を測定した。 

 
４．研究成果 

ラットの心臓から初代培養した線維芽細胞を

用い、線維芽細胞に発現するNa+/Ca2+交換輸送

体（NCX）および非選択性陽イオンチャネルで

あるtransient receptor potential 

melastatin (TRPM2)チャネルのmRNA発現量

に対する低酸素の影響を調べた。線維芽細胞

の培養皿をアネロパックを用いて24時間、37

℃のインキュベーター内で低酸素に暴露した

後、mRNAを回収した。またこの時の線維芽細

胞をホールセルクランプして膜電流を測定し

た。すると、低酸素暴露細胞ではコントロー

ル細胞に比べて、膜電流が有意に増大してい

た。この電流は、-20 mV付近で逆転すること

、トリクロマゾールで抑制されること、など

から、TRPM2の可能性が示唆された。そこで、

TRPM2のmRNAをRT-PCR法で調べたところ、低酸

素に暴露した線維芽細胞で、TRPM2の発現量が

有意に亢進していた。TRPM2のsiRNAを作用さ

せた細胞を低酸素暴露すると、TRPM2のmRNA

発現量の増加は顕著に抑制された。TRPM2を活

性化させるADPリボースを電極内液に含めて

ホールセルクランプすると、低酸素暴露細胞

の電流はADPリボースなしの細胞に比べて有

意に増大した。またfura-2を用いて細胞内Ca2+

濃度を測定したところ、低酸素細胞のCa2+濃度

はコントロールより有意に高かった。TRPM2

を活性化させるH2O2を細胞外に還流すると、細

胞内Ca2+濃度は、低酸素細胞で有意に高くなっ

た。以上から心臓の線維芽細胞は低酸素に暴

露されると、TRPM2チャネルが発現し、細胞内

Ca2+濃度を高めることが分かった。また、低酸

素暴露した線維芽細胞では、NCX1の発現量は

低下していた。これらの低酸素暴露の作用は

、線維芽細胞の機能を活性化し、心臓の線維

化促進に関与する可能性がある。 
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