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研究成果の概要（和文）：Na+/H+交換輸送体NHE1の活性化はNHE1に直接結合するカルシニューリンを介してその
下流の転写因子NFATへシグナルを伝えることを示してきたが、本研究では、CaNとNHE1またはNFATとの結合親和
性の差がシグナル伝達に重要であることを明らかにした。さらに、NHE1/CaN複合体がTRPC6チャネルと相互作用
することを明らかにし、TRPC6がNHE1/CaN/NFATシグナルを増幅させ得ることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that activation of NHE1 was found to enhance the
 NFAT signaling via calcineurin (CaN) which directly interact with NHE1, leading to cardiomyocyte 
hypertrophy. In this study, we suggested that differences in binding affinity between CaN and NHE1 
or NFAT are critical for the enhancement of NFAT signaling. Moreover, we showed that TRPC6 is a new 
member of NHE1/CaN complex, and found that overexpression of TRPC6 amplified the NHE1/CaN/NFAT 
signaling.
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１． 研究開始当初の背景 
 心臓は、高血圧、神経体液性因子刺激など
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）とその下流の転写因子 NFAT
を介する経路もその一つである（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 が電位依存性 Ca2+チャネ
ル、形質膜 Ca2+ポンプ、または TRPC6 チャネ
ルなどの Ca2+ハンドリング分子近傍に局在化
し、局所 Ca2+変化により活性制御されるとい
う機構が提唱されている。一方、Ca2+と同様
に反応性の高い H+は、生理的な重炭酸系によ
り強く緩衝されているという実験結果から、
肥大形成過程におけるシグナル因子として
の可能性はあまり重要視されてこなかった。
ところが申請者は最近、pH 制御輸送体が CaN
を活性化し、これが病的肥大形成に関わるこ
とを見いだした。 
 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。恒常的活性化型
NHE1 の発現は、マウス心臓の病的心肥大を引
き起こすに十分であり、その機構は NHE1 を
介した細胞内 Na+上昇による二次的な Ca2+シ
グナルの破綻であった（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。申請者らは最近、CaN
が NHE1 の C 末領域にある CaN 結合モチーフ
（PxIxIT）と似た配列（PVITID）に直接結合
し、結合した CaN が NHE1 活性化によるおそ
らく局所 pH 上昇によって活性化される、と
いう全く新しい機構を提示し、実際にこの機
構が心筋細胞を肥大化させることを示した
（Mol Cell Biol 2012）。申請者は実際に in 
vitroのCaN活性が静止時の細胞内pHよりも
アルカリ側で増強されることを明らかにし
た(Mol Cell Biol 2012)。このように肥大形
成時に変化しないと考えられてきた細胞内
pH は、実は局所で変動し、pH シグナルとし
て細胞機能を調節していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、以下の疑問を明らかにすること
を介して、病的肥大形成に関わる局所 pH シ
グナル形成機構の詳細を明らかにすること
を目的とする。① NHE1 に結合した CaN がど
のように下流の NFAT にシグナルを伝えるの
か、CaN と NHE1 または NFAT との結合親和性
に着目して、その機構を解明する。 
② NHE1 と共局在することが分かってきた

TRPC6を介したCaN活性化をNHE1が増幅する
するか検討する。さらに、③グローバル pH
とは異なる NHE1 分子近傍に形成することが
予想される局所 pH 領域の存在を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 発現プラスミドの調製 
 ヒト NHE1 およびその変異体、ヒト TRPC6、
pH 感受性蛍光タンパク質 deGFP4 あるいは他
の関連遺伝子への変異導入は、基本的には
PCR 産物の発現ベクターへの挿入、DNA シー
クエンスによる変異の確認など基本的な遺
伝子工学的手法により行った。 
 
(2) 用いた培養細胞 
 内在性の NHE活性を欠失した PS120 繊維芽
細胞および恒常的活性化型 NHE1 を心臓特異
的に発現するトランスジェニックマウスよ
り調製した心臓を用いた。 
 
(3) 共免疫沈降実験 
 HA タグを融合した NHE1 の C 末端領域に変
異を導入した変異 NHE1 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、共沈物に内在性の CaN が含まれるか
イムノブロットで検出した。 
 
(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。 
 
(5) 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。 
 
(6) ショ糖密度勾配遠心 
 ラット心臓の 0.1% Triton X-100・生理食
塩水可溶化物を、95-5%ショ糖溶液中で
200,000g、16 時間遠心後、溶液を分画し、ウ
ェスタンブロットにより目的タンパク質が
どの画分にあるか調べた。ラフト画分の陽性
対照としてカベオリン 3を利用した。 
 
４．研究成果 
① CaNによるNFATの脱リン酸化にはCaN結
合モチーフ（PxIxIT）を介した両者の結合が



必須であるが、NHE1 による CaN の活性化には
同様に NHE1 の細胞質領域のモチーフ配列
（PVITID）への直接結合が必要である。従っ
て、NFAT の脱リン酸化のためには活性化され
た CaNは一端 NHE1 から離れる必要があるが、
NHE1 に結合した CaN がどのようして NFAT に
シグナルを伝達するのかは不明であった。今
回、NHE1 と CaN との結合親和性の変化が
CaN/NFAT シグナルにどのように影響するか
調べた。NHE1 本来の PVITID 配列の相対的な
CaN 親和性を共免疫沈降実験で調べた。
PVITID をヒトまたは酵母の NFAT 由来の結合
配列に置換した変異 NHE1 発現細胞を用いて
調べたところ、PVITID の CaN 親和性はちょう
ど中間的であることがわかった（データ示さ
ず）。CaN/NFAT の活性増幅は NHE1 本来の CaN
結合配列の場合に最も高かった（図１）。ま
た、PVITID 配列の網羅的 Ala 変異体解析にお
いて、CaN 親和性が本来の配列よりかけ離れ
ると、CaN/NFAT 活性増幅作用は消失した（デ
ータ示さず）。さらに、in vitro の CaN によ
る NFAT の脱リン酸化反応は、より親和性の
高い CaN 結合ペプチドによって抑制された
（データ示さず）。以上の結果は、CaN と NHE1
との結合が中間的な親和性を持つことによ
り、効率よく NFAT へシグナルを伝達できる
ことを示唆している。私達は、CaN が NHE1 か
ら一旦解離するためには、CaN との親和性の
より高い NFAT が NHE1/CaN 近傍へ近づくこと
が必要なのではないかと予想している。 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② CaN の活性化には Ca2+が必須であるが、
病的肥大形成時におけるCaN活性化にかかる
Ca2+流入経路として、TRPC6 チャネルが注目さ
れている。私たちは、1) NHE1 と TRPC6 が強
制発現細胞において共沈すること(図 2A)、2) 
心筋細胞の形質膜で両者はドット状に存在
し（図 2B）、Triton X-100 可溶化物のショ
糖密度勾配遠心により両者はラフト画分に
存在すること（データ示さず）、3) NHE1 に
よる CaN 活性化作用の一部は TRPC 阻害剤ル
テニウムレッドで抑制される（データ示さ
ず）、という結果を得ている。このような結
果から私たちは、NHE1/CaN/TRPC6 が脂質ラフ
トで複合体を形成し、活性化した NHE1 が
TRPC6 による CaN 活性化を増幅する、という
新しい機構の存在を予想し、現在 NHE1 およ

び TRPC6 を強制発現した細胞を用いて、NFAT
ルシフェラーゼアッセイを行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ NHE1 活性化による膜局所の pH を測定し
た例はほとんどないが、精密に測定するには、
pH プローブを NHE1 分子近傍に局在化させる
ことが肝要と考えられた。私たちは、必須サ
ブユニット CHP1 が細胞内で常に強固に NHE1
と 1:1 で結合することから、CHP1 を pH プロ
ーブ（deGFP4）の運び屋として利用すること
を試みた。このプローブが、1)NHE1 発現細胞
で膜に局在化することを確認した（データ示
さず）。しかし現在のところ、NHE1 分子近傍
の pHが NHE1 活性化に伴って上昇することを
示す結果の再現が得られていない。 
 
 本研究成果は、以前私たちが提案した NHE1
を起点とする「細胞内 pH シグナル経路」の
一部の機構解明に貢献することが出来たの
ではないかと考えている。NHE1 に結合して活
性化した CaN が下流の NFAT にどの様な機構
で移行し活性化するのか、NHE1 または NFAT
に対するCaNの結合親和性が重要である可能
性が示唆された。さらに、NHE1/CaN 複合体は
TRPC6 チャネルを含む機能的にも共役したシ
グナル複合体を形成している可能性が示さ
れた。NHE1 と TRPC6 は共に、Gq 共役型肥大
化ホルモン刺激で産生されるジアシルグリ
セロールにより活性化されることが知られ
るので、生体においても近傍の pH および Ca2+

上昇は相乗的なCaN活性化を引き起こす可能
性がある。また、NHE1、TRPC6 共にカベオラ
に存在するので、カベオラに存在する他のタ
ンパク質との相互作用も予想され、NHE1 を中
心とするカベオラ等の膜局所からの 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することは
重要であると考えられる。 
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