
九州大学・薬学研究院・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

若手研究

2021～2020

病態特異的タンパク質複合体の形成原理の解明と筋萎縮性疾患への応用

Elucidation of the formation principle of pathologically specific protein 
complexes and application to amyotrophic diseases

６０８１０１１６研究者番号：

西山　和宏（Nishiyama, Kazuhiro）

研究期間：

２０Ｋ１６００８

年 月 日現在  ４   ６   ２

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、筋萎縮性疾患におけるTRPC3-Nox2複合体の役割を明らかにした。mdxマ
ウスに対するイブジラストの有効性の検証を行った。イブジラスト投与はmdxマウスのヒラメ筋の仮性肥大を減
少させたが、野生型マウスの体重や筋重量に影響を与えなかった。イブジラストはmdxマウスの筋萎縮マーカー
MuRF1発現量を低下させた。イブジラストはmdxマウスのHanging timeと筋損傷マーカー値を改善した。以上のこ
とから、筋萎縮性疾患においてTRPC3-Nox2複合体が関与する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we elucidated the role of the TRPC3-Nox2 complex in 
amyotrophic disease. We verified the effectiveness of ibudilast for mdx mice. Ibudilast 
administration reduced pseudohypertrophy of the soleus muscle in mdx mice, but did not affect body 
weight or muscle weight in wild-type mice. Ibudilast reduced the expression of MuRF1, a marker for 
muscle atrophy in mdx mice. Ibudilast improved Hanging time and muscle damage marker levels in mdx 
mice. These results indicate that the TRPC3-Nox2 complex may be involved in amyotrophic disease.

研究分野：薬理学

キーワード： TRPC3　NOX2

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、mdxマウスにイブジラストを投与することでSMの重量が減少した。また、筋萎縮マーカーである
MuRF1の発現量が減少した。加えて筋損傷の指標であるCK値が低下することが明らかとなった。さらに、筋力の
試験であるHanging wire testの成績がイブジラスト投与により改善したことから、イブジラストが筋損傷や筋
力の低下を抑制していることが示唆された。本研究の結果からTRPC3チャネルの関与が示唆されている疾患モデ
ルに対する治療効果を検討することで、治療法の確立とともに病態メカニズムの解明につながることが期待され
る

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
薬の標的となりうるタンパク質の中には、正常時の機能と病態時の機能が異なるものが存在す
る。その機能変容のメカニズムとして注目されているのがタンパク質－タンパク質間相互作用
（PPI）である。申請者は、受容体作動性／脂質作動性カチオンチャネル transient receptor 
potential canonical (TRPC) 3の心臓リモデリングにおける役割に着目し、TRPC3と活性酸素
生成酵素（NADPH oxidase (Nox)2）との複合体形成を介した過剰な活性酸素の産生がマウス・
ラットの心筋細胞萎縮や間質の線維化を形成する引き金となることを見出してきた。また、独自
にスクリーニング系を構築し、TRPC3-Nox2 複合体形成を強く阻害する既承認薬（イブジラス
ト）を同定した。興味深いことに、TRPC3-Nox2 複合体形成による筋萎縮は心臓だけにとどま
らず、同じ赤筋である骨格筋 typeI線維の萎縮にも関与する可能性が新たに示されてきた。そこ
で本研究では、哺乳動物個体の赤筋萎縮（衰弱）に着目し、その根底にある病態特異的 PPI 
(TRPC3-Nox2 複合体)の形成機構を解明する。これにより、病態特異的 PPI 阻害を主眼とする
筋萎縮性疾患の新たな治療ストラテジーの構築を目指す。 
 
２．研究の目的 
Transient receptor potential (TRPC)タンパク質は、神経液性因子受容体刺激やジアシルグリセ
ロール産生によって開口活性化し、細胞外の物理的・化学的情報を細胞内に伝達する Ca2+透過
型チャネルタンパク質として知られているが、他のシグナルタンパク質と複合体を形成し、酸
化・リン酸化へのシグナル変換・増幅を制御する足場的役割も担っている。 
当研究グループは、心不全の原因となる心筋萎縮や線維化の形成過程において、TRPC3と活性
酸素（ROS）産生酵素 NADPH oxidase（Nox2）との複合体形成を伴う過剰な ROSの産生が関
与することを明らかにした。さらに、細胞外の ATPを介した P2Y2受容体（P2Y2R）の活性化
が複合体形成に寄与することを示した。加えて、TRPC3-Nox2 複合体を評価する独自のスクリ
ーニング系を構築し、既承認薬を用いたスクリーニングにより、PDE4阻害剤であるイブジラス
トが TRPC3-Nox2複合体形成を阻害することを見出し、イブジラストが抗がん剤による筋委縮
を抑制することを明らかにした。  
一方で、筋ジストロフィーは、筋線維の破壊・ 変性（筋壊死）と再生を繰り返しながら、次第
に筋萎縮と筋力低下が進行していく遺伝性の筋疾患である。疾患の原因となるタンパク質が多
数発見されているが、筋萎縮の形成過程における病態特異的タンパク質間相互作用は明らかに
されておらず、有効な治療法も確立されていない。筋ジストロフィーでは、細胞からの ATP放
出が亢進しており、細胞外の ATP濃度が上昇していることや Nox2活性が異常亢進しているこ
とが知られており、 TRPC3-Nox2複合体形成が病態発症の起点となっている可能性が高い。そ
こで本研究ではイブジラストの筋ジストロフィーに対する有効性を検証し、TRPC3-Nox2 複合
体の筋ジストロフィーにおける役割を明らかにした。 
 
 
 
３．研究の方法 
1, 野生型 C57BL/10 およびデュシェンヌ型筋ジストロフィーモデル（X-chromosome-linked 
muscular dystrophy（mdx））マウス（4週齢）にイブジラスト（10 mg/kg/day）を含んだ浸透
圧ポンプを腹腔内に埋め込むことで持続投与した。4週間後のマウス臓器重量、筋力（Hanging 
Wire test）、血中パラメーターを測定した後、遺伝子発現量の評価、近接ライゲーションアッセ
イ（PLA）による TRPC3-Nox2複合体形成率の評価を行った。 
 
2, 難治性疾患である非アルコール性肝炎（NASH）について TRPC3および TRPC6チャネルの関
与を遺伝子欠損マウスを用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 
1-1.イブジラストは mdxマウスの筋力と CK値を改善する 
 筋力を測定する Hanging Wire testを実施した。投与 2週間目の測定ではすべての群で有意な差
が認められなかったが、4週間目での測定で、イブジラストを投与した mdxマウスで vehicleを
投与した mdx マウス、投与２週間目のイブジラストを投与した mdx マウスと比較して有意に
Hanging timeの延長がみられた（図 1-A）。また、mdxマウスでは筋損傷の指標である血中のクレ
アチンキナーゼ（Creatine Kinase: CK）値が顕著に増加した一方、イブジラスト投与群では vehicle
群に比べ CK値が有意に低下した（図 1-B）。 



 

  
 
図 1. イブジラスト投与後の mdxマウスにおける筋力と筋損傷の評価 
(A)6週齢（投与２週目）、8週齢（投与４週目）の時点で Hanging wire testを行った。(B)筋損傷
マーカーであるクレアチンキナーゼ(CK)値を測定した。誤差範囲は標準誤差で示した。検定は
Two-way ANOVAによる Tukey検定を用いた。 P**<0.01, n=5 
 
1-2.イブジラストは mdxマウスの筋萎縮マーカーMuRF1発現量を低下させるが、C57BL/10マウ
スの炎症・筋萎縮マーカーの遺伝子発現に影響を与えない 
 mdxマウスの vehicle群とイブジラスト群の遺伝子発現を比較した。炎症マーカーである、IL-
1、TNF-、CCL2の発現量は両群間で有意な差は認められなかった。筋萎縮マーカーとして知
られるMuRF1（muscle RING finger protein 1）の発現量はイブジラスト群で有意に減少していた。
一方、同じく筋萎縮マーカーとして知られる Atrogin-1は両群間で有意な差は認められなかった。
線維化の指標である-SMAと COL1A1も、両群間で有意な差は認められなかった。 
 C57BL/10マウスの vehicle群とイブジラスト群の遺伝子発現を比較した。炎症マーカー、筋萎
縮マーカーは両群間で有意な差は認められなかった。-SMA は両群間で有意な差は認められな
かったが、COL1A1の発現はイブジラスト群で減少した。 
 
1-3.イブジラストは mdxマウスのヒラメ筋における TRPC3-Nox2複合体形成を阻害する 
 近接ライゲーションアッセイ（Proximity Ligation Assay; PLA）により、TRPC3と Nox2が複合
体を形成しているか検討した。その結果、野生型コントロール群に比べ、mdxの vehicle群では
特に筋細胞の萎縮・浸潤が顕著にみられる領域において PLA ドット（顆粒状の陽性シグナル）
の数が増加した。さらに、イブジラストを投与した mdxマウス群では、vehicle 群で増加傾向に
あったシグナルの数が減少した（図 2）。 
 

  
 
図 2. TRPC3-NOX2複合体形成阻害の評価 
TRPC3 と NOX2 に対して近接ライゲーションアッセイ(PLA)を行った。検出されたドットを矢
頭で示す。WT-Vehicle群、mdx-vehicle群、mdx-ibudilast群で比較した。 



2, 血中パラメーターや肝臓組織の脂肪化、線維化を評価したが、WTおよび TRPC3 KO、TRPC6 KO
の間に、明確な差は認められなかった。したがって、TRPC3 および TRPC6 は NASH の病態形成に
関してはあまり関与しないことが明らかになった。 
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