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研究成果の概要（和文）：アンジオテンシン II（AngII）タイプ１(AT1)受容体は他のメカノセ

ンサー分子と会合しており、この分子会合が AT1 受容体によるメカノセンシングに関わっ

ている可能性が示唆された。一方、AT1受容体のインバースアゴニストは、複数の特異的な

薬剤-受容体間の相互作用を介して受容体を不活性型に保持し、AngII 非依存的な受容体活

性化を抑制していていることが明らかとなった。また、心筋での AT1 受容体の発現が亢進

した場合、受容体の自律的活性によって AngII 非依存的に心臓リモデリングが生じるが、

このような機序による心臓リモデリングの抑制には、インバースアゴニスト活性を有する

AT1受容体ブロッカーが有用であることが証明された。 
 
研究成果の概要（英文）：Angiotensin II (AngII) type 1 (AT1) receptor physically interacts 
with other mechanosensitive molecules, which implicates functional relevance of the 
mutual interactions in mechanosensation by AT1 receptor.  Multivalent interactions 
between an inverse agonist and the AT1 receptor cooperate to stabilize the receptor in 
an inactive conformation in response to the distinct processes of AngII-independent 
activation.  Constitutive activity of AT1 receptor contributes to cardiac remodeling 
independently of AngII even in vivo, when AT1 receptor is up-regulalted in the heart, 
and inverse agonism of AT1 receptor blockers provides therapeutic effects in the 
prevention of cardiac remodeling induced by constitutive activity of AT1 receptor. 
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１．研究開始当初の背景 

 心肥大は心不全の代償性の前段階であるだ

けでなく、虚血性心疾患や致死性不整脈、突

然死などの主要な心血管イベントの独立した

危 険 因 子 で あ る （ N Engl J Med 

322,1561,1990）。したがって、心肥大形成の

分子機構を理解することは、臨床的にも非常

に重要である。心肥大形成には、カテコラミ



ンや血管作動性ペプチド、サイトカイン、増

殖因子などの神経・液性因子も関与している

が、最も重要なトリガーはメカニカルストレ

スである。しかし、心筋細胞が物理的刺激で

あるメカニカルストレスを感知し、生化学的

な細胞内シグナル伝達系に変換するメカニズ

ムは不明であった。 

 アンジオテンシンII（Ang II）タイプ１(AT1)

受容体は７回膜貫通型のＧ蛋白質共役型受容

体（G protein-coupled receptor: GPCR）フ

ァミリーに属し、血圧や水・電解質の恒常性

の維持に中心的な役割を果たしているが、組

織レベルでは心血管系細胞の増殖や肥大、線

維化を促進するなど、心血管リモデリングの

病態に深く関与している。一方で、AT1受容体

ブロッカー(ARB)は組織レニン・アンジオテン

シン系を抑制することで心血管保護作用を有

することが動物実験や大規模臨床試験により

証明されつつあった。 

 私たちは伸展刺激というメカニカルストレ

スが、アゴニストであるAngIIを介さず直接的

にAT1受容体を活性化するという新しい活性

化機構を発見し、メカニカルストレスが生体

レベルでもAngII非依存性にAT1受容体を活性

化することで心肥大を誘導することを世界で

初めて報告した（Nat Cell Biol. 6, 499, 

2004.）。聴覚や触覚を含めてメカニカルスト

レスの受容機構については分子レベルでは不

明な点が多く残されており、GPCRであるAT1受

容体がメカノセンサーとしてアゴニスト非依

存的に活性化することの新規性は非常に高か

った。    

 さらに、伸展刺激によるAT1受容体の活性化

をある種のARBがインバースアゴニストとし

て抑制することを発見した（Nat Cell Biol. 6, 

499, 2004.）。インバースアゴニストは受容体

に作用して不活性型構造を維持することで、

アゴニストによる受容体の活性化のみならず、

受容体の自律的活性あるいはアゴニストに依

存しない受容体の活性化も抑制することが明

らかになりつつあった（EMBO Rep. 9, 179, 

2008.）。 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、メカニカルストレスによ

って誘導される AT1 受容体の構造変化や細胞

内シグナルの時間的、空間的なダイナミクス

を明らかにし、ARB の化学構造とインバース

アゴニスト活性との因果関係を解明すると

ともに、臓器保護作用におけるインバース

アゴニスト活性の重要性を明らかにする

ことである。 

 
３．研究の方法 
(1). AT1受容体のメカノセンシング機構 

①.細胞培養と遺伝子導入： HEK293 細胞に、

FuGENE6 Transfection Reagent (Roche 

Diagnostics) を用いて、 AT1 受容体や

Transient receptor potential (TRP)チャ

ネルの遺伝子導入を行った。 

②.免疫沈降：HEK293 細胞に FLAG タグで標

識した AT1 受容体と HA タグで標識した

TRPC1,3,6 を共発現させ、蛋白質を抽出し、

Protein G Sepharose (GE Healthcare)を

用いて抗FLAG抗体(Sigma-Aldrich)で免疫

沈 降 し た 後 に 抗 HA 抗 体 (Roche 

Diagnostics)でイムノブロットした。 

③ . ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ ：

NFAT(nuclear factor of activated 

T-cells)ルシフェラーゼレポータープラ

スミドと AT1 受容体や TRPC チャネルを、

FuGENE6 Transfection Reagent (Roche 

Diagnostics)を用いて遺伝子導入した。ま

た、pRL-SV40（Promega）をinternal control

として用いた。遺伝子導入後 24 時間で

AngII 刺激あるいは伸展刺激を行い、さら

に 24 時間の時点で、Dual-Luciferase 

Reporter Assay System（Promega）を用い

てルシフェラーゼ活性の測定を行った。 

(2).ARB の化学構造とインバースアゴニス

ト活性の関連について。 

①.細胞培養と遺伝子導入：１日齢の

Wister ラットから心筋細胞を単離し、コラ

ーゲンコートしたシリコンディッシュ上

で培養を行った。HEK293 細胞に、FuGENE6 

Transfection Reagent (Roche 

Diagnostics)を用いて、AT1 受容体および

様々な変異受容体の遺伝子導入を行った。 

②.ウエスタンブロット：培養細胞から蛋

白質を抽出し、SDS-PAGE を行い、以下の１

次抗体を用いてウエスタンブロットを行

った。ウサギ抗リン酸化 extracellular 

signal-regulated protein kinase 1/2 

(ERK1/2) ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Cell 

Signaling Techonlogy)、ウサギ抗 ERK1/2

ポリクローナル抗体(Invitrogen)。 

③.ノーザンブロット：培養細胞から total 



RNA を抽出し（RNeasy Mini Kit, Qiagen）、

c-fos遺伝子のcDNAプローブを用いてノーザ

ンブロットを行った。 

④ルシフェラーゼアッセイ：c-fos ルシフェ

ラーゼレポータープラスミドと AT1 受容体あ

るいは AT1-N111G 変異受容体を、FuGENE6 

Transfection Reagent (Roche Diagnostics)

を用いて遺伝子導入した。また、pRL-SV40

（Promega）を internal control として用い

た。遺伝子導入後 24 時間の時点で、

Dual-Luciferase Reporter Assay System

（Promega）を用いてルシフェラーゼ活性の

測定を行った。 

(3).心臓におけるアゴニスト非依存的な AT1

受容体の自律的活性の病因的役割について。 

①.マウスの作成と心機能評価： α-myosin 
heavy chainプロモーター下に心筋特異的に

AT1受容体を過剰発現するAT1Tgマウスと、アン

ジオテンシノーゲンノックアウト（AgtKO）マ

ウスとを交配し、AT1Tg-AgtKOマウスを作成し

た。このAT1Tg-AgtKOマウスでは、心筋特異的

にAT1受容体が過剰発現しているが、全身性に

AngIIの産生が見られない。心機能は、無麻酔

下に心エコー法（Vevo 770 Imaging System, 25 

MHzプローブ, Visual Sonics）によって評価

した。また、心臓組織は、ホルマリン固定後

にパラフィン包埋、薄切し、HE染色および

Masson trichrome染色にて組織学的な評価を

行った。 

②.AngII投与と血圧測定：AngIIは生理食塩水

に溶解し、8週齢のC57BL/6マウスに0.6 

mg/kg/dayの用量で浸透圧ポンプ（ALZET 

model 2002, Durent Corp）を用いて2週間の

持続的皮下投与を行った。血圧はtail cuff

法により非侵襲的に測定を行った（BP-98A, 

Softron）。 

③.Real time PCR：心臓組織よりtotal RNA

を抽出し（RNeasy Kit, Qiagen）、cDNAを作成

し（QuantiTect Reverse Transcription Kit, 

Qiagen）、Universal PorbeLibrary Assay法

（Roche Applied Science）によりreal-time 

PCRを行った。 

④.ウエスタンブロット：心臓組織から蛋白質

を抽出し、膜分画と細胞質分画に分離し、

SDS-PAGEを行い、以下の１次抗体を用いてウ

エスタンブロットを行った。ウサギ抗G α q/11 

ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Santa Cruz 

Biotechnology)、マウス抗α -tubulinモノク

ローナル抗体 (Sigma-Aldrich)、ウサギ抗

リン酸化ERK1/2ポリクローナル抗体(Cell 

Signaling Techonlogy)、ウサギ抗ERK1/2

ポリクローナル抗体(Invitrogen)。 
 
４．研究成果 
(1). AT1受容体のメカノセンシング機構 

①. AT1受容体と TRPC チャネルとの分子的

会合 

 FLAG タグで標識した AT1受容体と HA タ

グで標識した TRPC1,3,6 を共発現させ、抗

FLAG 抗体で免疫沈降した後に抗 HA 抗体で

イムノブロットしたところ、AT1 受容体は

TRPC1,3,6 のいずれとも複合体を形成しう

ることが明らかとなった。また、AngII 刺

激および伸展刺激の前後で複合体形成は

量的に変化しなかった。 

②. AT1受容体と TRPC チャネルとの分子的

会合と細胞内シグナルとの関連性 

 AT1受容体と TRPC チャネルは、AngII 刺

激および伸展刺激に対して相加的にカル

シウム依存的転写因子 NFAT の転写活性を

上昇させた。 

 本研究により、伸展刺激感受性の AT1受

容体と TRPC チャネルはベースラインで相

互作用しており、何らかの機序で機能的に

共役している可能性が示唆された。TRPC チ

ャネルは伸展刺激により開口することが

示唆されているが、伸展刺激による AT1受

容体の活性化は、TRP チャネルの阻害剤

GsMTx-4 によって抑制されないことを私た

ちは報告している（EMBO Rep. 9, 179, 

2008.）。メカニカルストレス受容における

AT1受容体とTRPCチャネルとの分子的会合

の機序と役割について、今後さらなる検討

が必要である。 

(2).ARB であるオルメサルタンの化学構造

とインバースアゴニスト活性の関連につ

いて。 

①. AngII 刺激に対する抑制効果 

 AT1受容体を発現するHEK293細胞におけ

る、AngII 刺激による ERK 活性化や c-fos

ルシフェラーゼ活性の上昇、c-fos 遺伝子

発現の増加に対して、オルメサルタンは

insurmountable な抑制効果を示したのに

対して、カルボキシル基を欠失した誘導体

R-239470 と水酸基を欠失した誘導体

R-90929はsurmountableな抑制効果を示し

た。 



②.活性型変異受容体の自律的活性に対する

抑制効果 

 AT1-N111G 活性型変異受容体を発現する

HEK293細胞におけるベースのc-fosルシフェ

ラーゼ活性を、オルメサルタンは抑制するの

に対して、R-239470 と R-90929 は抑制しなか

った。 

③.伸展刺激による受容体活性化に対する抑

制効果 

 ラット新生仔心筋細胞や AT1 受容体を発現

する HEK293 細胞における、伸展刺激による

ERK 活性化を、オルメサルタンは抑制するの

に対して、R-239470 と R-90929 は抑制しなか

った。 

 また、AT1-Y113F、AT1-K199Q、AT1-H256A、

AT1-Q257A変異受容体を発現するHEK293細胞

では、伸展刺激による ERK 活性化に対してオ

ルメサルタンは抑制効果を示さなかった。さ

らに、AT1受容体を発現する HEK293 細胞にお

いて、オルメサルタンのテトラゾールリング

をカルボキシル基に置換した誘導体 R-88145

は、伸展刺激による ERK 活性化を抑制しなか

った。このような構造機能解析により、伸展

刺激による AT1 受容体活性化の抑制には、

オルメサルタンの水酸基と AT1 受容体の

Tyr113、カルボキシル基と Lys199 および

His256、さらにテトラゾールリングと

Gln257 との相互作用が必要であることが

明らかとなった。 

 本研究により、AT1-N111G 活性型変異受容

体の自律的活性の抑制には、オルメサルタン

の水酸基と AT1受容体の Tyr113、カルボキシ

ル基と Lys199 および His256 との間の相互作

用が必要であるが、伸展刺激による受容体活

性化の抑制にはさらにテトラゾールリング

と Gln257との相互作用が必要であることが、

明らかとなった。伸展刺激にともなう受容体

の構造変化は部分活性型の構造と異なって

いることが既に示されており、インバースア

ゴニストは複数の特異的な薬剤-受容体間の

相互作用を介して受容体を不活性型に保持

していていることが示唆された。 

(3).心臓におけるアゴニスト非依存的な AT1

受容体の自律的活性の病因的役割について。 

①.AT1Tg-AgtKOマウスの心臓では、AT1受容体

の自律的活性が亢進している。 

 抗リン酸化ERK1/2抗体を用いてEKR1/2のリ

ン酸化レベルをウエスタンブロット法で比較

したところ、AT1Tg-AgtKOマウスではAgtKO

マウスよりも心臓でのERK1/2のリン酸化が

亢進していた。また、抗G α q/11抗体を用い

て膜分画および細胞質分画でのG α q/11の発

現レベルを比較したところ、AT1Tg-AgtKOマ

ウスではAgtKOマウスよりも心臓でのG α 

q/11の細胞質分画への再分布が亢進してい

た。以上より、AT1Tg-AgtKOマウスの心臓で

は、AT1受容体の自律的活性が亢進している

ことが示唆された 

②.AT1Tg-AgtKOマウスは心機能低下と心室

拡大、間質の線維化を示す。 

 AT1Tg-AtgKOマウスはAgtKOマウスと比べ

て血圧には差が見られなかったが、進行性

の心機能低下と心室拡大が心エコー法によ

って認められた。また、Masson trichrome

染色による組織学的検討を行ったところ、

AT1Tg-AtgKOマウスでは間質の著明な線維

化を認めた。さらに、AT1Tg-AtgKOマウスで

は、心臓における胎児性遺伝子（Nppa, Nppb, 

Acta1）や細胞外基質遺伝子（Col3a1, 

Postn）の発現が亢進していた。以上より、

AT1Tg-AgtKOマウスでは、AT1受容体の自律

的活性がAngII非依存的に心臓リモデリン

グを促進させていることが示唆された。 

③.AT1Tg-AgtKOマウスの心臓リモデリング

は、インバースアゴニスト活性の高いARB

により抑制される。 

 高いインバースアゴニスト活性を有する

カンデサルタンと、イミダゾールリングに

存在するカルボキシル基を欠失することで

インバースアゴニスト活性が低いカンデサ

ルタン誘導体（カンデサルタン7H）とで、

AT1Tg-AgtKOマウスにおける心臓リモデリ

ングに対する治療効果に違いがあるか、検

討した。まず、C57BL/6マウスにAngII (0.6 

mg/kg/day)を2週間持続投与行うと、有意な

血圧上昇が見られるが、カンデサルタン（1 

mg/kg/day）の経口投与によって血圧上昇は

抑制された。カンデサルタン7Hは同じ用量

では血圧低下作用を発揮しなかったが、20 

mg/kg/dayの投与ではカンデサルタンと同

等に血圧を低下させた。一方、カンデサル

タンはAT1Tg-AtgKOマウスにおける心臓リ

モデリングの進展を抑制したのに対して、

カンデサルタン7Hは20 mg/kg/dayの投与量

でも心臓リモデリングの進展を抑制しなか

った。これらの結果から、AT1受容体ブロッ

カーのインバースアゴニスト活性は、自律



的活性の亢進によって生じる臓器障害に対し

て有効性を発揮することが示唆された。 

 本研究により、AngIIが存在しない場合で

も、心筋でAT1受容体の発現が亢進すると、

その自律的活性によって、心臓リモデリン

グが促進することが証明された。GPCRの自

律的活性は培養細胞系ではよく知られた現

象であるが、生体内では内因性のアゴニス

トによる作用を排除することが難しく、そ

の病態生理学的意義については不明な点が

多く残されていた。様々な心疾患モデルで

心臓におけるAT1受容体の発現レベルは亢

進していることから、ヒトにおいてもAT1受

容体の自律的活性は何らかの病因的役割を

果たしていると考えられる。このようなア

ゴニストに依存しない受容体活性化は理論

的にアンタゴニストでは抑制できず、イン

バースアゴニストによってのみ抑制される。

実際に、AT1Tg-AtgKOマウスにおける心臓リ

モデリングの進行は、インバースアゴニス

トであるカンデサルタンによって抑制され

た。本研究の成果は、GPCRの自律的活性の

生 体 に お け る 役 割 に 関 す る 最 初 の

proof-of-prinicipleであり、GPCRを標的と

する創薬や薬物治療に対しても大きなイン

パクトを与えると期待される。 
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