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研究成果の概要（和文）：細胞内Na+濃度およびpHを制御するNa+/H+交換輸送体NHE1と心臓の肥大化シグナルを仲介す
るCa2+依存性脱リン酸化酵素カルシニューリン（CaN）が直接結合する事を見つけ、この相互作用の意義を調べた。そ
の結果、NHE1の活性化が、NHE1に結合したCaNの活性化を介して最終的に遺伝子発現を調節し、この機構が心筋細胞の
肥大化に寄与するという結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We identified a novel molecular interaction between Na+/H+ exchanger NHE1 and Ca2+
-dependent phosphatase calcineurin (CaN), both of which are involved in the progression of cardiac hypertr
ophy. We sought the significance of this interaction and found that the activated NHE1 amplified the activ
ity of the CaN bound to NHE1, leading to cardiac hypertrophy through activation of a downstream transcript
ion factor NFAT. 
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１．研究開始当初の背景 
 心臓は、高血圧、ホルモン刺激などの負荷
が続くと病的に肥大化し、心不全に至る可能
性が極めて高くなる。心不全は心臓病の最終
病像で、予後は極めて悪い。従って、病的肥
大への移行メカニズムを解明することは、心
不全予防の手段を考える上で大変重要であ
る。病的肥大形成に関わる因子として Na+や
Ca2+などの細胞内無機イオンを初め、多くの
シグナル経路が明らかにされているが、例え
ば、Ca2+依存性脱リン酸化酵素のカルシニュ
ーリン（CaN）もその一つである（Molkentin, 
Cell 1998）。CaN は細胞内の Ca2+濃度上昇で
活性化されるが、詳細な制御機構は明らかで
はない。近年、CaN が刺激に応じて電位依存
性 Ca2+チャネルや形質膜 Ca2+ポンプ分子に結
合し、これら Ca2+ハンドリング分子近傍の局
所 Ca2+変化により制御されることで病的肥大
に繋がるという機構が提唱されている。これ
らのことから私たちは、CaN が細胞形質膜な
どに局在化することで効率的な活性制御を
うける未解明の仕組みが更に存在すると予
想している。 
 Na+/H+交換輸送体（NHE1）は、形質膜に存
在するトランスポーターであり、Na+と H+を交
換輸送することで細胞内 pH（pHi）や細胞内
Na+（Na+

i）濃度を調節する。心筋細胞におい
て NHE1 が持続的に活性化すると Na+i上昇を
介して Ca2+シグナルに影響し、病的肥大を惹
起することが報告されている(Nakamura, 
Circ Res 2008)。しかし、病的肥大における
pHi の役割はよく分かっていない。NHE1 は病
的肥大を促進するホルモンによって活性化
されるが、その活性制御は、細胞質に伸びる
300 アミノ酸からなる C 末領域が担うと信じ
られている。しかし、その後半の 200 アミノ
酸残基を除去しても活性制御機構に影響し
ないとの報告(Wakabayashi et al, PNAS 
1992)から、C 末後半部分は NHE1 活性制御以
外の、何らか別の存在意義を持つことを予想
した。そこで私たちは、その意義を理解する
手がかりを得るために NHE1 の新規結合蛋白
質の探索を行い、その領域が CaN と結合する
ことを発見した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、心筋およびモデル細胞系を用い
て NHE1 と CaN との新規相互作用の病的肥大
形成における役割とそのメカニズムを明ら
かにする事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) NHE1 の新規相互作用蛋白質の探索  
 NHE1 の新規相互作用蛋白質の探索は、NHE
活性を欠失した PS120 細胞にタグ標識した
NHE1 を強制発現し、この細胞可溶化物を抗タ
グ抗体でアフィニティー精製した際に共精
製されてくる蛋白質を質量分析で同定する
ことで行った。 
(2) 用いた培養細胞 

 内在性の NHE活性を欠失した PS120 繊維芽
細胞およびラット新生児より調製した初代
心筋細胞を用いた。心筋細胞への遺伝子導入
には、アデノウィルスを用いた。 
(3) NHE1 と CaN との相互作用部位の決定 
 HA タグを融合した NHE1 の C 末端領域を逐
次欠失させた変異体を PS120 細胞に発現し、
その可溶化物を抗 HA 抗体を用いて免疫沈降
し、共沈物に CaN が含まれるかイムノブロッ
トで検出した。また、NHE1 と CaN との直接結
合は、精製 CaN および NHE1 の C 末端領域を
用いた in vitro のプルダウンアッセイによ
り検討した。 
(4) NHE1 活性の測定 
 野生型または変異型 NHE1 を安定発現する
PS120 細胞を用いて、NHE1 阻害剤感受性の
22Na+取り込み活性、または 14C-安息香酸平衡
法により測定した。 
(4) 細胞内 CaN 活性の測定 
 CaNの直接の標的である転写因子NFATのプ
ロモーター活性を、NFAT 応答配列に融合した
ルシフェラーゼの発現系で検討した。また、
GFPを融合した NFAT を発現した細胞での CaN
活性化に伴う NFAT の核移行を蛍光顕微鏡で
観察した。 
(5) in vitroの CaN 活性測定 
 in vitroの CaN 活性の測定は、CaN アッセ
イキット（Biomol 社）を用いて、添付プロと
コールに従って行った。なお、pH 依存性を測
定するための反応溶液は、遊離 Ca2+濃度が一
定となるように pH 系列を調製した。 
 
４．研究成果 
 Na+/H+交換輸送体NHE1の新規結合蛋白質と
して、Ca2+/カルモジュリン依存性の脱リン酸
化酵素カルシニューリン（CaN）を発見した。
CaN は、NHE1 の C末端側細胞質領域に存在す
る既知の CaN 結合モチーフ（PxIxIT）と似た
配列（PVITID）に直接結合することがわかっ
た。この結合配列を欠失した NHE1 変異体の
活性は野生型と同等で、NHE1 の基質輸送能に
は影響しない事が分かった。そこで、NHE1 発
現が CaN 活性に影響するのか、細胞内の CaN
の脱リン酸化標的である転写因子 NFAT のプ
ロモーター活性および GFP 標識 NFAT の核移
行を調べた。驚くことに、内在性 CaN の活性
は、NHE1 を欠失した PS120 細胞と比べて、野
生型 NHE1 を過剰発現する PS120 細胞では 3
倍程度上昇し、GFP 標識 NFAT の核移行も促進
した。いくつかの NHE1 変異体を使って調べ
た結果、NHE1 による CaN 活性増幅作用には、
NHE1のCaN結合能と基質輸送活性の両方が必
要であることが分かった。これらのことから
NHE1 は、その近傍の pH 環境を調節すること
で結合したCaN活性を制御する役割を持つこ
とが予想された。実際に、in vitroの CaN 活
性は pH 依存的であり、アルカリ pH で活性が
上昇し、至適 pH は 8.6 であった。これらの
ことから、NHE1 は自身の活性化による近傍の
局所アルカリ化を介して直接結合したCaNを



活性化し、下流の NFAT シグナルを増幅する
という新たな機構が存在することが考えら
れた（図１）。そこで、上記のような機構が
実際の心筋細胞で機能するか調べた。野生型
NHE1 をアデノウィルスで導入した培養心筋
細胞を用いて検討した結果、NFAT の核移行、
心肥大マーカー（ANF,RCAN1）の発現が亢進
し、細胞は肥大化した。これらの現象は、CaN
を結合できないが基質輸送活性は保持する
変異型 NHE1 を導入した場合には起こらなか
った。これらの結果は、PS120 細胞で得られ
た NHE1 による CaN 増幅機構が、心筋細胞の
肥大過程において機能すると考えられる。 
 
 

 図１ NHE1 活性化による NHE1 に結合した
CaN 活性化機構の模式図 
 
 この研究成果は、2 つの重要なインパクト
を与えると考えられる。1 つは、心筋細胞に
おいて「細胞内 pH シグナル経路」が存在す
る可能性を示唆する事である。NHE1 の活性化
が心肥大を促進する事は知られていたが、
NHE1 の活性化に伴う H+の排出の効果は、生理
的な重炭酸緩衝系では相殺され、グローバル
な細胞内 pH の変化には至らないと考えられ
ており、あまり重要視されてこなかった。今
回の成果は、NHE1 分子近傍のローカルな pH
変化が最終的に遺伝子発現変化をもたらす
事を示した点で重要であり、新しい病的肥大
治療のターゲットとなる可能性がある。2 つ
めは、NHE1 のトランスポーター以外の役割が
明らかになった事である。NHE1 の C末端領域
の後半 200 アミノ酸残基は NHE1 の活性制御
には影響せず、その役割が不明であった。今
回の成果は、pH 感受性の高い酵素である CaN
を引きつける事で NHE1 自身の活性変化を下
流のシグナル因子に伝えるためのプラット
フォームとしての役割を持つ可能性を新た
に示した。このことはまた、NHE1 の C末領域
には他の pH 感受性酵素が結合し、CaN と同様
の制御を受ける可能性を示唆する。今後は、
NHE1 を中心とする膜局所からの pH シグナル
発信機構を、その構成因子などを明らかにし、
心肥大における役割を解明したい。 
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