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研究成果の概要（和文）：心臓では、高血圧や糖尿病などのストレスによって心肥大が生じ、そ

の適応が破綻すると心不全が起こる。心臓に発現する膜輸送センサー蛋白質や細胞内 Ca2+セン

サー蛋白質の遺伝子改変動物を用いた解析や分子細胞生理学的研究によって、心臓の病態進行

にセンサー蛋白質の時間的・空間的なモーダルシフトが密接にリンクしていることが明らかに

なった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the heart, various stress including hypertension and diabetes induce cardiac 
hypertrophy, but if such adaptations fail, heart failure occurs. Using genetically 
modified animals and physiological approaches for ion sensor proteins, specifically 
membrane ion transporters and Ca2+ sensors, we found that there is a close link 
between the progression of heart diseases and the spatiotemporal “modal shift” of 
these sensor proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内 pH、Na+濃度、細胞容積調節に関わる

Na+/H+交換輸送体(NHE,SLC9)は、増殖因子、

ホルモンなどの化学物質に加えて、高浸透圧、

ストレッチなど機械的刺激を含むあらゆる

種類の細胞外シグナルによって活性化を受

ける細胞膜セルセンサーの代表格である。こ

の活性制御は細胞質側に内蔵する pH センサ

ーの働きによって起こるが、その実体につい

ては現在不明である。申請者らの最近の研究

によって、NHE が生理的な活性を維持し最

大限のシグナル応答を行うためには、自己セ

ンサー間(ダイマー化)および異種センサー間

の相互作用が必須であることが明らかにな

っている。申請者らは最近、後者の例として

カルシニュリン様タンパク質(CHP)との相互
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作用があらゆる形質膜 NHE アイソフォーム

の生理活性に必須であることを発見した。さ

らに実験的証拠から、活性制御に必須である

NHE の膜直下領域(約 100 残基)には CHP 以

外にも複数個の未同定の因子が結合し、NHE
の制御に関わることが示唆された。申請者ら

は、NHE の膜直下領域と複数個の制御因子

からなる巨大な複合体が膜貫通ドメインを

含む輸送本体(ダイマー)と相互作用し活性制

御を行うと考えている。そこで本研究計画で

は、この膜直下の構造物が“pH センサー複合

体”であるという仮説を提唱する。この複合体

はさらにリン酸化や他のシグナル因子との

相互作用によって複雑に制御を受ける可能

性がある。たとえば、NHE は脂質シグナル

分子である PIP2によって活性化されるので、

細胞内 Ca2+濃度依存的に PI4 キナーゼを活

性化し膜の PIPn 量を増加させる神経カルシ

ウムセンサー蛋白質（NCS-1）は NHE を活

性化させ、細胞・個体の生理作用と密接に関

与する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
Na+/H+交換輸送体(NHE1,SLC9)は、増殖因

子、ホルモン、ストレッチなどあらゆる種類

の細胞外シグナルによって活性化を受ける

細胞膜セルセンサーである。活性化には細胞

質側に内蔵する pH センサーの H+低感受性

から高感受性へのモーダルシフトが関与す

る。今回の研究の目的は、NHE1 と細胞内

Ca2+センサーとの相互作用によって起こる

pH センサーの変化が、どのような生理機能

あるいは病態的役割に関与するかを、主とし

てまるごと心臓および単離心筋細胞を用い

て明らかにすることを主眼とする。心臓では、

環境ストレスによる負荷によって心筋細胞

は肥大し、その適応が破綻すると心不全に陥

るが、細胞内 Ca2+は重要なシグナル因子とし

て同定されている。本研究では、心肥大・心

不全発症におけるシグナル伝達における

NHE1 および関連する Ca2+センサー蛋白質

の機能と病態、モーダルシフトとの関連につ

いて研究を行う。 
具体的には、①NHE1 の活性化は心肥大・心

不全発症に充分なシグナルになりうるか、ま

たどのようなメカニズムでその発症に導く

のかをトランスジェニックマウスを作成し

て検討する。②NHE1 のホルモンによる活性

化の分子メカニズムを明らかにする。③プロ

テオーム的な手法を用いて同定した NHE1
の新規結合蛋白質カルシニュリンについて、

NHE1 との相互作用の生理的意義を明らか

にする。④心臓に発現するが、その機能が未

知の Ca2+センサー蛋白質 NCS-1 の心臓にお

ける機能をノックアウトマウスを用いて明

らかにする。⑤心臓に発現する別の EF ハン

ド Ca2+センサー蛋白質 CHP3 の心臓におけ

る機能を明らかにする。⑥拡張型心筋症、筋

ジストロフィー発症における Ca2+透過チャ

ネル TRPV2 の病態的意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 NHE1 の阻害ドメインを欠損した恒常的

活性化型変異体 NHE1 を-ミオシン重鎖プ

ロモータの下流につなぎ、定法に従って

NHE1 を心筋特異的に発現するトランスジ

ェニックマウスを作製した。 
 定法に従って、成体心筋からの心筋細胞単

離、新生児マウスおよびラットの心筋細胞培

養を行った。細胞内 Ca2+濃度は Indo-1、
Fura-2、Fluo-4 を用いた蛍光測光、細胞内

pH、細胞内 Na+はそれぞれ BCECF および

SBFI を用いた蛍光測光により行った。 
 NHE1 に結合する蛋白質の探索は、HA タ

グした NHE1 を細胞に発現し、HA-アガロー

スを用いて NHE1 を精製し、共精製されてく

る蛋白質を解析した。蛋白質の同定は

LC-MS/MS を用いた。 
 その他、生化学的・細胞生理学的実験、免

疫染色、組織染色、心機能測定などは定法に

従って行った。 
 
４．研究成果 
①活性化型 Na+/H+交換輸送体(NHE1)を心

臓特異的に高発現するトランスジェニック

(Tg)マウスの解析。この Tg マウスは心肥大

を経て心不全になり、心機能の著明な低下を

まねき早期に死亡することがわかった。これ

らの心機能低下は、NHE1 の特異的阻害剤カ

リポライド投与により抑制された。Tg マウス

からの単離心筋細胞では生理的には Na+濃
度上昇に伴って細胞内 Ca2+過負荷が起こる

こと、Ca2+濃度上昇に伴って心肥大シグナル

である CaMKII、カルシニュリン(CaN)の活

性化、およびそれらの下流の HDAC、NFAT
シグナル分子が活性化され、心肥大・心不全

発症に大きく関与することが判明した。これ

まで多くの動物モデルで NHE1 の活性化が

心肥大を誘発するという報告がなされてき

たが、これらのモデルでは他のシグナル系が

同時に活性化されていることから NHE1 の

活性化単独で病態を引き起こすのに充分か

どうかは明らかでなかった。今回の結果は、

NHE1 の活性化が心肥大・心不全を発症する

Ca2+シグナルを増強するのに充分なシグナ

ル発信源になりうることを示している。 



②NHE1 のホルモンによる活性化のメカニ

ズム。心疾患時、NHE1 はホルモン等によっ

て活性化を受けるが、これまでそのメカニズ

ムの詳細はほとんど明らかでなかった。PKC
の強力な活性化剤 phorbol ester が強く

NHE1 を活性化することから、30 年以上に

わたってホルモンによる NHE1 活性化は

PKC によって起こると信じられてきた。しか

し NHE1 分子は PKC によってはリン酸化さ

れない。今回常識に反して、NHE1 は phorbol 
ester および内在性セカンドメッセンジャー

DAG のターゲットであることが判明した。

NHE1 の活性化は PKC ではなく、これら脂

質の直接的相互作用、それに引き続く NHE1
脂質センサードメインと形質膜との相互作

用増強による NHE1 の構造変化の結果とし

て起こると考えられた。 
③NHE1 新規結合蛋白質としての脱リン酸

化酵素カルシニューリン (CaN)の発見と

NHE1 との相互作用の役割。細胞からの

NHE1 精製と LC-MS/MS を組み合わせるこ

とにより、NHE1 の新規結合蛋白質として

CaN を同定した。詳細な研究の結果、NHE1
が存在する形質膜直下の限局された領域(ラ
フトと考えられる)におけるアルカリ化が

CaN-NFAT 系を増幅する仕組みがあること

を見出した。重要なことは、H+が CaN 活性

を大幅に変化させるという点である。CaN 結

合部位は輸送活性には影響しない NHE1-C
末端 tail 領域の 6 残基 PVITID に存在する。

不要とも思えるこの tail 領域は NHE1 活性

変化を細胞内酵素に増幅して伝搬し、心肥大

のような細胞機能変化を効率的に遂行させ

るための重要なプラットホームとして機能

すると思われる。すなわち、NHE1 は自身近

傍の CaN 活性を NHE1 活性に応じて制御す

るという輸送体以外の役割が明らかとなっ

た。 
④心臓における NCS-1 の生理機能と病態的

意義。NCS-1 は、興奮性細胞特異的に発現す

る Ca2+センサー蛋白質であるが、心臓におけ

る役割については不明であった。今回、

NCS-1 欠損（KO）マウスを用いて解析した

結果、NCS-1 の発現量は未成熟期で高く、特

に未成熟期の心筋 Ca2+動態ならびに心筋収

縮に重要な役割を担っていることが明らか

となった。そのメカニズムとして、NCS-1 は

心筋 IP3 受容体と結合して局所の Ca2+を上

昇させ、その結果 CaMKII を活性化して筋小

胞体 Ca2+量を増加させ、心筋全体の Ca2+シ

グナルを上昇させるためであることがわか

った。また心筋 IP3 受容体の活性化は心肥大

の際にも認められることから NCS-1 と心肥

大との関係について調べたところ、NCS-1 は

心肥大の際にも発現が上昇し、KO 心筋では

ホルモン刺激による心肥大が軽減されたこ

とから心肥大形成にも寄与している可能性

が示唆された。これらの知見は、未だ全貌が

明らかでない未成熟期特有の興奮－収縮相

関および心肥大形成のメカニズムの一端を

明らかにしたものといえる。 
⑤心臓におけるCHP3の役割。NCS-1と同様

に、心臓に多く発現するが機能未知のCa2+結

合蛋白質としてカルシニューリンB様蛋白質

3(CHP3)がある。アデノウィルスを用いて

CHP3 をノックダウンさせた心筋細胞

(CHP3-KD細胞)の生理機能を解析したとこ

ろ、興味深いことに、ホルモン刺激などがな

い状況下でも心肥大マーカーの発現レベルの

増大が認められ、CHP3は心肥大を抑制して

いるのではないかという可能性が考えられた。

また、リン酸化アレイ解析が契機となって、

心肥大を抑制的に調節する蛋白質であるグリ

コーゲン合成リン酸化酵素3β (GSK3β)が
CHP3の制御因子として浮上した。実際に、

GSK3β はCHP3と共免疫沈降し、CHP3-KD
細胞ではコントロールに比べてGSK3βのリ

ン酸化の増強が認められた。その他の結果と

も合わせて、CHP3はGSK3βのリン酸化を制

御する心肥大調節の新しいシグナル因子であ

ることが示唆された。 
⑥Ca2+透過チャネル TRPV2 の病態的役割。

TRPV2 は筋ジストロフィー・心筋症などの

筋変性疾患の際に形質膜に移行し活性化さ

れ、筋細胞死を引き起こす過剰な Ca2+流入を

惹起すると考えられている。病態時における

TRPV2 活性を抑制するドミナントネガティ

ブ変異体を導入することにより、筋変性疾患

が改善されることが判明した。また、TRPV2
に対する機能的抗体を含む特異的阻害候補

物質の探索と筋変性疾患モデル動物への適

応を試み、TRPV2 活性阻害候補化合物は筋

変性疾患の病態改善に有効であることが判

明した。 
以上述べたように、5 年間の特定領域研究に

よって、細胞膜プロトンセンサーNHE1、
Ca2+センサーTRPV2、NCS-1、CHP3 の機能

と病態解析を推進し、それぞれのセンサー蛋

白質に病気の発症とリンクするモーダルシ

フトが起きていることが明らかとなった。 
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