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研究成果の概要（和文）：ヒトの生命活動は血液体肺循環によって維持されており、これを支えているのが心筋、血管
平滑筋、骨格筋などの筋細胞である。我々は筋細胞に共通する恒常性維持機構として細胞の静止膜電位を規定するイオ
ンチャネル（TRPC3/6）に着目し、ヒト心血管疾患モデルマウスを用いて、TRPC3/6チャネルの阻害が虚血や高血圧など
のストレスに対する抵抗性獲得につながる新たな創薬戦略となることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Human living activity is maintained by systemic and pulmonary blood circulation, 
and muscular cells, including cardiomyocytes, vascular smooth muscle cells, and skeltal muscle cells, 
predominantly support this system. We focused on transient receptor potential canonical 3 and 6 
heterotetramer channels (TRPC3/6), a non-selective cation-permeable channel that regualtes resting 
membrane potential in cells, and found that inhibition of TRPC3/6 channel activities in muscular cells 
will be a new strategy for the prevention of our cardiovascular system from ischemic and hypertensive 
stresses, using mouse models for human cardiovascular diseases.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
形質膜越えのカルシウムイオン（Ca2+）流
入によって生じる Ca2+シグナリングは、細胞
の恒常性維持において極めて重要な役割を
果たしている。申請者は，心不全の進行に付
随して起こる心臓の形態構造改変（リモデリ
ング）と Ca2+シグナリングの関係に注目して
きた。心筋細胞の肥大（心肥大）には、Ca2+

依存性の転写因子活性化による心肥大遺伝
子の発現誘導が必要であるものの、通常の収
縮運動に必要な電位依存性の Ca2+流入（興奮
収縮連関）では肥大遺伝子の発現が誘導され
ないことから、興奮収縮連関とは異なる新た
な Ca2+流入経路の存在が示唆されている（興
奮転写連関）。申請者は、心不全を全身の代
償性反応の結果生じる内分泌疾患として捉
える近年の治療指針を基盤に、交感神経系や
レニン・アンジオテンシン系の亢進による神
経液性因子を介した受容体作動性の Ca2+流
入が心肥大を制御することを明らかにして
きた（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2009, 
2011; Circ. Res. 2010; EMBO J. 2006, 2008; 
J. Biol. Chem. 2007, 2010）。特に、受容体作
動性 Ca2+流入を担うチャネルの分子実体が
ジアシルグリセロール（DAG）感受性の
transient receptor potential canonical 
(TRPC)チャネル（TRPC3と TRPC6のヘテ
ロ 4量体）であり、TRPC3/C6チャネルの阻
害が心不全の進行に付随して起こる心臓リ
モデリング（心肥大や線維化）を抑制するこ
とを見出した点は極めて意義深い。しかし、
病態時の心臓において TRPC3 と TRPC6 が
それぞれ独立した機構で心不全に寄与する
ことが明らかになってきたことで、逆に正常
の心臓において何故 TRPC3/C6 チャネルが
ヘテロ４量体を形成するのかという疑問が
浮上してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、TRPC3/C6ヘテロ４量体チャ
ネル形成が心筋細胞外マトリックス恒常性
維持に必要であり、TRPC3/C6チャネルリモ
デリングが心不全の引き金となることを示
すことで、心臓の動的恒常性維持における
TRPC3/C6 複合体形成の役割を確立させる
ことを目的とした。具体的には以下の３つに
ついて取り組むことにした。 
・TRPC3/C6複合体チャネルのアミノ酸セン
シングの分子基盤とその生理的意義の解明 
・TRPC3-NADPH oxidase 複合体形成によ
る心臓老化制御機構の解析 
・TRPC6-PDE3 複合体形成による心血管リ
モデリング制御機構の解析 
 
３．研究の方法 
・HEK293細胞にマウス TRPC3, TRPC6お
よび TRPC3/6 チャネルを一過的に過剰発現
させ、各アミノ酸に対する応答を fura-2を用
いた細胞内 Ca2+濃度の経時的変化により評
価する。チャネル活性を増加または減少させ

たアミノ酸については、パッチクランプ法に
よりその作用が直接的な効果かどうか確認
する。アミノ酸による TRPC3/6 チャネル活
性化の表現型として、野生型マウスと
TRPC3/6 欠損マウスの心臓を用いて mTOR
活性、タンパク合成、オートファジーなどを
評価し、TRPC3/6チャネルのアミノ酸作動性
がもつ生理的意義を示す。 
・TRPC3または TRPC6欠損マウスに大動脈
狭窄による圧負荷を施し、心機能解析および
酸化／糖化ストレス・線維化・老化を野生型
マウスのそれと比較解析する。また、下肢虚
血モデルを用いて、副側血行路の発達障害に
対する TRPC3/6チャネルの役割を調べる。 
 
４．研究成果 
・TRPC3 および TRPC6 チャネルを単独に発現
させてもアミノ酸混合液に対して何ら応答
を示さなかったものの、TRPC3 と TRPC6 を共
発現させた細胞においてのみアミノ酸混合
液処置に対して有意な細胞内 Ca2+濃度上昇を
示した。各アミノ酸に対する TRPC3/6 チャネ
ルに対する効果を調べた結果、細胞外基質の
構 成 成 分 と な る ア ミ ノ 酸 （ proline, 
hydroxyl-proline など）を処置したときだけ
TRPC3/6 チャネル活性が増加することがわか
った。野生型マウス、TRPC3 または TRPC6 欠
損マウスの心臓をそれぞれ摘出し、タンパク
質発現解析を行ったところ、mTOR 活性に差は
なかったものの、オートファジーの指標であ
る LC3-II の発現量が TRPC3 および TRPC6 欠
損心臓において有意に増加していることが
わかった。以上の結果より、心臓において
TRPC3/6 ヘテロ４量体チャネルはオートファ
ジーの負の制御因子として働く可能性が示
された。 
・圧負荷誘発性の慢性心不全は、TRPC3 また
は TRPC6 欠損によって有意に抑制された。心
臓の形態解析を行ったところ、野生型マウス
のそれと比べて圧負荷による心重量の増大
（心肥大）は全く抑制されなかったものの、
間質の線維化とそれに伴う心臓の硬化が有
意に抑制されることがわかった。詳細な解析
の結果、TRPC3 欠損マウスでは酸化ストレス
が顕著に抑制されるのに対し、TRPC6 チャネ
ルでは全く抑制されず、両者の心不全抑制の
機序は異なる可能性が示された。そこで、
TRPC3 チャネルに焦点を絞り、酸化ストレス
との関係を調べた結果、心臓に発現する
TRPC3 タンパク質は細胞膜上の活性酸素生成
酵素である NADPH oxidase 2 (NOX2)やプロテ
インキナーゼＣと相互作用し、NOX2 発現を安
定化させる作用をもつことが新たに明らか
になった（ Biochem. J., 2016; Nature 
Commun., under revision）。一方、TRPC6 チ
ャネルは心線維芽細胞に特に多く発現して
おり、線維芽細胞の筋分化を負に制御してい
ることがわかった。以上の結果から、TRPC3
と TRPC6チャネルはともに心臓リモデリング
の仲介分子として働くことが明らかになっ



たものの、その作用機序は異なっており、病
態時には必ずしも TRPC3 と TRPC6 がヘテロ４
量体チャネルを形成しているわけではない
ことも明らかとなった。 
・マウスの大腿動脈を結紮し下肢虚血を行っ
た後の虚血ストレス抵抗性（レジリエンス）
におけるTRPC3/6チャネルの役割を解析した。
野生型および TRPC3 欠損マウスにおいては、
下肢虚血後の末梢血流増加量が 40％に停滞
し、末梢循環障害（PAD）が起こっているこ
とが確認された。一方、TRPC6 欠損マウスで
は 70％以上の有意な血流回復が観察された。
そこで、腓腹筋における TRPC3, TRPC6 タン
パクの発現を免疫染色により調べたところ、
TRPC6 は血管平滑筋に特異的に発現している
ことが観察された。そこで、血管平滑筋細胞
特異的プロモーターの下流に野生型TRPC6遺
伝子をコードしたコンストラクトを作成し、
TRPC6 欠損マウスに導入したところ、下肢虚
血後の副側血行路の発達および末梢循環改
善効果が完全に消失した。下肢虚血後の新生
血管数は各群間で差はなく、成熟血管数と平
均血管径のみTRPC6欠損マウス腓腹筋で有意
に増加していたことから、血管平滑筋細胞の
TRPC6 チャネルが下肢虚血後の血管成熟の負
の制御因子として働くことが明らかとなっ
た（J Clin. Invest., under revision）。 
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