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研究成果の概要（和文）： 

慢性高血圧や虚血によって生じる心臓の形態変化（リモデリング）は心機能を低下させる原
因として注目されている．我々は，ジアシルグリセロールで活性化される TRPC チャネル
（TRPC3/TRPC6）が圧負荷による心肥大を仲介することを明らかにした．TRPC6 チャネル
は Thr69残基のリン酸化によりチャネル活性が抑制されることに着目し，ホスホジエステラー
ゼ（PDE）阻害剤や心房性ナトリウム利尿ペプチドが TRPC6の抑制を介して心肥大や血管収
縮を抑制することを新たに見出した．特に血管平滑筋細胞においては，TRPC6 がプロテイン
キナーゼＡ（PKA）や PDE3と複合体を形成することも明らかにした．さらに，TRPC3は Ca2+

流入依存的に PKC と相互作用し，NADPH オキシダーゼ依存的な活性酸素生成および心臓リ
モデリング（心肥大や線維化）の進行に寄与することも明らかにした．以上の結果は，TRPC

チャネルシグナル複合体形成が心臓リモデリングにおいて重要な役割を果たすことを強く示唆
している． 

 

研究成果の概要（英文）： 

Structural remodeling of the heart induced by chronic hypertension or ischemia is a major 

cause for cardiac dysfunction.  We have previously reported that diacylglycerol-activated 

transient receptor potential canonical channels (TRPC3 and TRPC6) mediate pressure 

overload-induced cardiac hypertrophy invivo.  We here focused on the fact that TRPC6 

channel activities are negatively regulated by Thr69 phosphorylation, and found that 

inhibition of PDEs or atrial natriuretic peptide suppresses cardiac hypertrophy and 

hypertension through TRPC6 inhibition.  Notably, TRPC6 proteins formed a protein 

signaling complex with PKA and PDE3 in vascular smooth muscle cells.  Furthermore, 

TRPC3 interacts with protein kinase C dependently on TRPC3-mediated Ca2+ influx, 

leading to production of reactive oxygen species via activation of NADPH oxidase, resulting 

in development of cardiac remodeling, such as hypertrophy and fibrosis.  These results 

strongly suggest that formation of TRPC3/6 protein signaling complex plays a pivotal role 

in cardiac remodeling. 
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１．研究開始当初の背景 

高血圧や虚血などの負荷によって生じる
心臓の形態変化（リモデリング）は，心不全
を悪化させる原因として注目されている．心
臓の形態変化には，神経体液性因子の関与が
強く示唆されている．これまで，受容体と共
役する三量体 Gq 蛋白質の下流で活性化され
る Ca2+シグナリングが心肥大に，G12/13 蛋
白質の下流で活性化される活性酸素シグナ
リングが線維化に関与することを見出して
きた（EMBO J, 25, 5305 (2006); EMBO J, 27: 

3104 (2008)）．さらに最近，TRPC3 チャネル
を選択的に阻害する化合物を用いて，TRPC3

チャネルの抑制が実際に病的心肥大を抑制
することを個体レベルで初めて報告した
（PNAS, 106, 5400 (2009)）．この過程で，我々
は TRPC3 チャネル阻害が心肥大よりもむし
ろ線維化を強く抑制するという現象に注目
した． 

心臓の線維化は，Angiotensin (Ang) II や
transforming growth factor (TGF)-などの線維
化促進因子によって誘発される．最近，TGF-

刺激による肺の線維化に NADPH oxidase 

(Nox)が関与することが個体レベルで証明さ
れた（Nat Med, 15, 1077 (2009)）．しかし，Nox

を介する ROS 生成に Ca2+が必要なことは知
られているものの，TRPCチャネルと Noxと
の関係については全くわかっていない． 

TRPC タンパクは様々なシグナル分子を集
積させるアクセサリー蛋白質として働くこ
ともこれまでに見出しており（EMBO J, 22, 

4677 (2003)），心臓では TRPCが活性酸素生成
系の機能連関に関与している可能性が考え
られる． 

 

 

２．研究の目的 

本研究では，心肥大を誘導する Ca2+シグナ
リングや線維化を誘導する活性酸素シグナ
リングの発生の場を担う「シグナル分子複合
体」を形成する足場としての TRPCチャネル
の役割を明らかにする．具体的には以下の４
つについて検討を行った． 

1）TRPC3による活性酸素シグナル制御機構
の解析と線維化との関連解析 

2）TRPC3/6と相互作用するシグナル蛋白質
の同定とその生理的意義の解析 

3）TRPC3/6チャネルのリン酸化による心肥
大シグナル制御機構の解析 

4）心臓リモデリング（線維化および血管新

生）に対する TRPCチャネルの役割解析 

 

 

３．研究の方法 

４つの目的を達成するため，以下の検討を行
った． 

1) 拡張型心筋症モデル（MLP欠損）マウス
に TRPC3チャネル選択的阻害化合物
（pyrazole-3）を 3週間投与し，心機能と形態
変化を観察した．酸化ストレスは，
dihydroethidium 蛍光変化および
4-hydroxy-2-nonenalの抗体染色により評価し
た．TRPC3と Nox2との相互作用は TRPC3

とNOX2を過剰発現させたHEK293細胞を用
いて免疫沈降により評価した． 

2)免疫沈降により内因性 TRPC3, TRPC6蛋白
と結合するシグナル蛋白質を同定し，この相
互作用が TRPC3/6のノックダウンによって
消失するかどうか検討した． 

3) PDE5阻害薬やANPを処置することで心筋
細胞の肥大応答が抑制されるかどうか検討
する．また，これら薬剤が TRPC6の Thr69

残基をリン酸化するかどうか確認するため，
Thr69リン酸化を特異的に認識する抗体を作
成した． 

4) 大動脈狭窄モデルマウスまたは下肢虚血
モデルマウスに TRPCチャネル選択的阻害薬
を投与し，心臓リモデリングの指標である線
維化や血管新生に TRPCチャネルが関与する
かどうか検討した． 

 
 
４．研究成果 

MLP 欠損マウスの心臓で観察された心機
能低下（心不全）は，pyrazole-3 投与により
部分的に抑制された．心不全の心臓では心肥
大に伴う線維化が観察されたのに対し，
pyrazole-3 投与群の心臓では線維化が顕著に
抑制されていた．興味深いことに，不全心で
観察される活性酸素の生成および活性酸素
と脂質との反応で生じる 2 次代謝物
（4-hydroxy-2-nonenal）の蓄積が pyrazole-3投
与によりほぼ完全に抑制されていた．MLP欠
損マウスの心臓から単離した心筋細胞では，
TRPC3タンパク量が著しく増加しており，ジ
アシルグリセロール（DAG）処置で誘発され
る細胞外からの Ca2+流入が増加していた．さ
らに，DAG処置により顕著な活性酸素生成が
誘発され，この活性酸素生成は TRPC3 の阻
害により完全に抑制された．さらに，HEK293



細胞において，Nox2は TRPC3と相互作用し，
TRPC6 とは相互作用しないことも明らかに
なった．一方，TRPC3を欠損させたＢ細胞株
において受容体刺激による PKC 活性化が抑
制されていたことから，TRPC3がチャネル活
性依存的に PKC と相互作用することも明ら
かにした．以上の結果から，TRPC3 は PKC

を介して Nox2 を活性化し活性酸素の生成を
誘導する可能性が示された． 

 次に，TRPC6チャネルの間接的阻害に寄る
心不全治療の可能性を検討した．グアニル酸
シクラーゼ欠損マウスで生じる心臓リモデ
リングは，ANP投与により顕著に改善された．
ANP および PDE5 阻害薬は PKG を介して
TRPC6の Thr69残基をリン酸化すること，お
よびリン酸化依存的に TRPC6 チャネル活性
および心筋細胞の肥大化を低下させること
が明らかとなった．一方，TRPC6を多く発現
する血管平滑筋細胞では PKG よりもむしろ
PKA によるリン酸化のほうが強く関与して
いた．この機構として，TRPC6が PKA, PDE3

と複合体を形成することで PDE3 阻害剤の感
受性を高めている可能性が示された． 

 pyrazole-3 は圧負荷により誘発される心肥
大関連遺伝子の発現増加よりもむしろ線維
化関連遺伝子（TGF-, CTGF, ACE など）の発
現増加を有意に抑制していた．また，AngII

や TGF-刺激で誘発される心線維芽細胞の線
維化応答もまた pyrazole-3 処置により有意に
抑制された．一方，下肢虚血後の血流障害に
おいて，血管平滑筋細胞の TRPC6 を抑制す
ることで末梢血流量が有意に増大していた．
以上の結果より，心臓リモデリングの原因と
なる線維化と虚血（血管新生の抑制）は
TRPC3/6チャネルを抑制することで有意に改
善されることが明らかとなった． 
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