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研究成果の概要（和文）： 本研究では，エンドセリン A 型受容体(ETAR)作動性チャネルとして

機能する TRPC チャネルの機能制御機構について検討した。その結果，(1) TRPC3 及び TRPC6 が

ETAR 作動性 Ca2+チャネルとして機能すること，(2) Gq/11タンパク質，ホスホリパーゼ C，Src，

PI3 キナーゼ，カルモジュリン(CaM)及び CaM/IP3受容体結合ドメインが TRPC3/6 を介した受容

体作動性 Ca2+流入に関与すること，(3) プロテインキナーゼ A による TRPC6 の 28 番目のセリン

残基のリン酸化によって，TRPC6 の機能が抑制されること，を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to elucidate transient receptor potential 
canonical (TRPC) channels functioning as endothelin type A receptor (ETAR)-operated Ca2+ 
channel and its regulatory mechanism.  The results obtained from molecular pharmacological 
studies indicate that (1) both TRPC3 and TRPC6 contribute to ETAR-operated Ca2+ entry, (2) Gq/11 
protein, phospholipase C, Src, phosphoinositide 3-kinase, calmodulin (CaM), and CaM/IP3 receptor 
binding domain at the C terminus of TRPC3 and TRPC6 are involved in ETAR-mediated Ca2+ entry 
via TRPC3 and TRPC6, and (3) TRPC6 is negatively regulated by protein kinase A-mediated 
phosphorylation of Ser28. 
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１．研究開始当初の背景 
エンドセリン A 型受容体(ETAR)がエンドセ

リン-1(ET-1)によって活性化されると，一過

性及び持続性の細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)上昇

反応が生じる。一般に，一過性の[Ca2+]i上昇

反応は小胞体からの Ca2+の遊離，一方，持続

性の[Ca2+]i上昇反応は，ストア作動性 Ca2+チ

ャネル(store-operated Ca2+ channel: SOCC)

や 受 容 体 作 動 性 Ca2+ チ ャ ネ ル

(receptor-operated Ca2+ channel: ROCC)を

介した細胞外からの Ca2+流入によるものと考

えられている。最近，SOCC や ROCC の実体分

子として，電位非依存性チャネルとして機能

する 7 種類の TRPC(transient receptor 

potential canonical)チャネルアイソフォー

ム(TRPC1-7)が単離・同定されたが，ETAR 作

動性 Ca2+流入に関与する TRPC の種類及びそ

の機能制御機構については，不明な点が多い。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，ETAR 作動性 Ca2+チャネル

として機能する TRPC アイソフォームを同定

し，その機能制御機構を解明することである。 

 
３．研究の方法 
ETAR と野生型 TRPCもしくは変異型 TRPCを

安定的に共発現する HEK293 細胞を作製し，

細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)測定実験，共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いた TRPC の局在の可視化，

ビオチンラベリング法を用いた細胞膜 TRPC

発現量の解析及び in vitro kinase assay を

行った。 

 

４．研究成果 

ROCCを介した受容体作動性Ca2+流入のみを

評価するため，Ca2+-ATPase 阻害薬である

thapsigargin を用いて SOCC を活性化させた

条件下，ET-1 による ETAR 刺激を行った。そ

の結果，ETAR と GFP 融合 TRPC を共発現する

HEK293 細胞において，TRPC3 及び TRPC6 が，

ET-1によって惹起される受容体作動性Ca2+流

入に関与していることが明らかになった。ま

た，これらチャネルの細胞内局在を共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いて可視化したところ，

TRPC3 は主に細胞質，一方，TRPC6 は細胞膜

に局在していることを見出した。 

次に，阻害薬や TRPC 変異体を用いて，TRPC

の活性化機構を検討したところ，ETAR 刺激に

より惹起される TRPC3 及び TRPC6 を介した受

容体作動性 Ca2+流入に，Gq/11 タンパク質，ホ

スホリパーゼ C，Src、PI3 キナーゼ，カルモ

ジュリン(CaM)が関与していることが明らか

になった。また，TRPC の C 末端に存在する

CaM/IP3 受容体結合(CIRB)ドメインを欠損さ

せると，TRPC3 及び TRPC6 を介した受容体作

動性 Ca2+流入が消失することを見出した。ビ

オチンラベリング法を用いて細胞膜に局在

する CIRB 欠損 TRPC 変異体の発現量を測定し

たところ，CIRB 欠損 TRPC 変異体は細胞膜に

発現していることが明らかになった。即ち，

CIRB 欠損 TRPC 変異体における受容体作動性

Ca2+流入の消失は，細胞膜 TRPC 発現量の減少

によるものではなく，CIRB ドメインと CaM と

の相互作用の欠失によるものであると考え

られた。 

さて，受容体作動性 TRPC6 のチャネル活性

は，プロテインキナーゼ Cやプロテインキナ

ーゼ Gといった様々なタンパク質リン酸化酵

素によるリン酸化によって制御されること

が報告されている。しかしながら，プロテイ

ンキナーゼA(PKA)によるTRPC6の機能制御に

ついては不明な点が多い。そこで，本研究で

は，PKA による TRPC6 のリン酸化が TRPC6 を

介したETAR作動性Ca2+流入に及ぼす影響を解

析すると共に，PKA によってリン酸化される

TRPC6 のアミノ酸の同定を試みた。 

ETAR刺激によって誘発される TRPC6を介し

た受容体作動性 Ca2+流入は，アデニル酸シク

ラーゼ活性化薬(forskolin)，PKA 活性化薬

(8-Br-cAMP)及び非選択的ホスホジエステラ

ーゼ阻害薬(papaverine)の前処理によって

顕 著 に 抑 制 さ れ ， 一 方 ， PKA 阻 害 薬

(Rp-8-Br-cAMP)の前処理によって増強され

た。TRPC6 の点変異体を用いた[Ca2+]i測定実



験において，forskolin 及び papaverine によ

る ETAR 作動性 Ca2+流入の抑制は，TRPC6 の細

胞内 N 末端領域に存在する 28 番目のセリン

(Ser28)をアラニンに置換することによって

抑制された。Phos-tagTM biotin を用いた in 

vitro kinase assay において，PKA による

TRPC6 のリン酸化は，TRPC6 の Ser28 及び 69

番目のトレオニン(Thr69)をアラニンに置換

することによって抑制された。これらの結果

から，TRPC6を介したETAR作動性Ca2+流入は，

PKA によって抑制性に制御されること，また，

この抑制性機能制御において重要な役割を

担っている PKA リン酸化部位は，Thr69ではな

く，Ser28であること，が明らかになった。 
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