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研究成果の概要（和文）：細胞膜上の受容体と共役する三量体Ｇ蛋白質の役割に着目し，Gq 蛋

白質シグナリングが心肥大形成に，G12 蛋白質シグナリングが線維化の誘導に関わることを見

出した．また，Gq 蛋白質の下流で活性化される Ca2+シグナリングを制御する新たな標的分子

として TRPC チャネルを，G12 蛋白質シグナリングを活性化するトリガー受容体として P2Y6

受容体を同定した．さらに，これら標的分子の阻害が心不全を抑制することをマウス心臓を用

いて初めて明らかにした． 

 
研究成果の概要（英文）：We focused on the roles of heterotrimeric G proteins coupling with 

receptors on the plasma membrane, and found that Gq protein singaling participates in the 

development of myocardial hypertrophy while G12 protein signaling participates in the 

development of cardiac fibrosis.  In addition, we identified that TRPC channels mediate 

Gq-induced activation of Ca2+ signaling, and P2Y6 receptor triggers activation of G12 protein 

signaling.  Furthermore, we found that inhibition of these targets improves heart failure 

in in vivo mouse hearts. 
 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 8,200,000 2,460,000 10,660,000 

2008 年度 6,300,000 1,890,000 8,190,000 

2009 年度 5,000,000 1,500,000 6,500,000 

年度    

  年度    

総 計 19,500,000 5,850,000 25,350,000 

 

 

研究分野：薬理学 

科研費の分科・細目：薬学一般・生物系薬学 

キーワード：薬理学・心不全・シグナル伝達・G 蛋白質 

 
１．研究開始当初の背景 

心不全は現在、交感神経系やレニン・ア

ンジオテンシン系の亢進により生じる内分

泌疾患だと理解され、治療法も確立されつ

つある。それでもなお心不全の生命予後は

極めて悪く、新たな治療薬や画期的な早期

診断法の開発が望まれている。心不全の進
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行に伴って起こる心臓の形態変化(心肥大や

線維化)は、アンジオテンシン(Ang) II による

G 蛋白質共役型受容体を介したシグナル伝

達経路の活性化により惹起される。申請者

は、G 蛋白質シグナリングと心肥大および

線維化との関連に着目し、心筋細胞の Gq 蛋

白質を介した Ca2+シグナリング経路の活性

化が心肥大に、G12/13 蛋白質を介した活性酸

素(ROS)産生が線維化に関与する可能性を

見出してきた。具体的には、心肥大を制御

する Ca2+感受性の転写因子（nuclear factor of 

activated T cells: NFAT）の上流で Ca2+シグナ

ルを制御する標的分子として、ジアシルグ

リセロール活性化カチオンチャネル

（TRPC3/TRPC6）を同定した。また、Ang II

刺激によって生じる活性酸素の生成に G12

ファミリー（G12/13）蛋白質が関与すること

を、初代培養心筋細胞を用いて明らかにし

た。しかし、細胞レベルで得られた結果が

本当に個体レベルでも起こりうるかどうか

はわかっていなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、以下の４つについて検討を行っ

た。 

（1）TRPC の阻害が心機能に影響を与えずに

心肥大を抑制するかどうか個体レベルで

検証する。 

（2）G12/13活性化と心臓リモデリングとの関

係を明らかにする。 

（3）AT1 受容体の発現調節における活性酸素

の役割を明らかにする。 

（4）心線維芽細胞における NFAT 活性化の生

理的意義を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1）TRPC3/TRPC6 および NFAT-GFP 融合タ

ンパクを発現させた細胞を用いてCa2+イ

メージング、NFAT 局在などの測定を行

い、TRPC チャネルを選択に阻害する化

合物を見つけ出す。候補となるいくつか

の化合物が、血行動態に影響を与えない

かどうか確認した後、至適濃度の化合物

を浸透圧ポンプに含めて、腹腔内より一

ヶ月間の持続投与を行う。投与 4 日後、

外科的に大動脈狭窄を行い、圧負荷をか

ける。4 週間後、心エコーイメージング・

カテーテルによる心機能測定・心重量測

定・線維化測定(コラーゲン染色)を行い、

心肥大および機能低下が抑制されてい

るかどうか調べる。抑制がみられた場合、

心肥大マーカー遺伝子の発現が抑制さ

れるかどうか real time RT-PCR により確

認する。 

（2）p115-RGS を心筋特異的に発現させたト

ランスじぇニックマウスを作出し、圧負

荷により誘発される心臓リモデリング

および心機能障害が抑制されるかどう

か調べる。また、ラット新生仔心室筋細

胞をシリコンチャンバーディッシュ上

で培養し、機械伸展負荷を与え G12/13

の活性を測定する。G12/13 の活性は直接

測定するのが困難であることから、下流

で活性化される低分子量 G 蛋白質 Rho

の活性で調べる。Rho 活性化は、活性型

Rho とのみ特異的に結合する基質

(Rhotekin)を用いた pull down assay によ

り評価する。心筋細胞に発現する受容体

のうち、G12/13と共役する受容体に焦点

を絞り、受容体拮抗薬(できればインバー

スアゴニスト)を処置することで伸展刺

激によるRho活性化が抑制されるかどう

か検討する。抑制された受容体について

は、遺伝子をクローニングし、HEK293

細胞株に発現させ、G12/13 蛋白質と共役す

るかどうか特異的基質(phosphatase5 の

TPR ドメイン)を用いた pull down assay



 

 

により評価する。 

（3）ラット心線維芽細胞の AT1R のプロモー

ター領域および 3’-UTR 領域をクローニ

ングする。AT1 受容体のプロモーター領

域にはNF-B, AP-1などROS感受性の転

写因子結合配列が存在することから、

Luciferase reporter assay 法により ROS に

より活性化される転写因子を特定する。 

（4）NFAT の恒常的活性型変異体または ATP

受容体刺激による心線維芽細胞の形態

変化や遺伝子発現変化を解析し、線維化

に対する関与を検討する。 

 
４．研究成果 
（1）TRPC3 チャネルを選択的に阻害する化合

物（pyrazole-3）を新たに同定した。
Pyrazole-3 は、Ang II 刺激や機械的伸
展刺激によって誘発される初代培養心
筋細胞の肥大応答を濃度依存的に抑制
した。また、Pyrazole-3 は、血圧や心拍
数に全く影響を及ぼさない用量でマウ
スの大動脈狭窄で誘発される心肥大お
よび心機能障害を有意に抑制すること
を明らかにした。一方、TRPC3/6 チャネ
ル活性はプロテインキナーゼ A（PKA）や
PKG によりリン酸化を受けることでも抑
制されることが分かった。ホスホジエス
テラーゼ５（PDE5）阻害剤は PKG 依存的
に TRPC6チャネルの Thr69 残基をリン酸
化し、チャネル活性を抑制することを見
出した。さらに、Thr69 を Ala に置換し
たTRPC6変異体を心筋細胞に発現させた
ところ、PDE5 阻害剤による心肥大抑制効
果が完全に抑制されることが明らかと
なった。 

（2）p115-RGS を心筋特異的に発現させたト
ランスジェニック（p115-RGS-Tg）マウ
スに大動脈狭窄を行った結果、圧負荷に
より誘発される心肥大は抑制されない
ものの、線維化だけが有意に抑制された。
また、線維化に伴って生じる心拡張機能
障害もG12/13の阻害によって抑制された。
心筋細胞の機械的伸展刺激により、
G12/13 および Rho の活性化が観察され、
これらはプリン作動性 P2Y6 受容体を阻
害することで完全に抑制された。機械的
伸展刺激による P2Y6 受容体の活性化に
は、細胞内から遊離した ATP と UDP に依
存しており、これらは pannexin-1 ヘミ
チャネルを介して細胞外に放出される
可能性が示された。さらに、P2Y6 受容体

阻害剤を投与したマウスに圧負荷を施
したところ、心臓の肥大は抑制されない
ものの線維化および拡張機能障害が有
意に改善された。以上の結果から、P2Y6
受容体が圧負荷による心臓の線維化の
トリガーとして働くことが初めて明ら
かとなった（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 圧負荷による心臓線維化のメカニズム

（文献④参照） 
 
（3）AT1 受容体の発現調節は主に転写因子

NF-B によって制御されていた。三量体
Gi ファミリー蛋白質の薬理学的阻害剤
として用いられている百日咳毒素
（Pertussis toxin: PTX）を処置したと
ころ、AT1 受容体の顕著な増加が観察さ
れた。このメカニズムには、Toll 様受容
体（TLR4）を介した低分子量G蛋白質Rac1
の活性化および NADPH oxidase を介した
活性酸素の生成によるNF-Bの活性化が
関与していた。PTX による Rac および
NF-B の活性化は 2 相性であり、遅い相
での活性化には interleukin-1（IL-1）
の生成を介した IL-1受容体－Rac シグ
ナリングの増幅機構が関与することも
明らかにした。 

（4）心線維芽細胞にエンドセリン－1刺激を
行うと、TRPC6 チャネルの発現量が増加
した。このメカニズムには、G12/13蛋白質
を介した低分子量 G 蛋白質 Rac1 の活性
化とそれに続く NADPH oxidase を介した
活性酸素の生成と c-Jun N-terminal 
kinase (JNK)の活性化が関与していた。
心線維芽細胞における細胞内 Ca2+濃度の
持続的上昇および NFAT の活性化は、エ
ンドセリンー1 刺激によって誘発される
線維化応答（筋線維芽細胞への分化・細
胞外基質タンパクの合成）を抑制した。
高濃度のエンドセリンー1刺激は、TRPC6
チャネルを活性化することにより細胞
内 Ca2+濃度上昇を誘発したが、低濃度の
刺激ではTRPC6チャネルの活性化は認め
られなかった。この結果は、エンドセリ
ンー1 刺激による TRPC6 チャネルの活性
化がエンドセリンー1 受容体を介した線

 



 

 

維化誘導シグナルに対するネガティブ
フィードバック制御機構として働く可
能性を示している（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 TRPC6 によるエンドセリン（ET-1）受

容体を介した線維化応答に対する負
の制御機構（文献①参照） 
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