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研究成果の概要（和文）： 
 本申請研究では病的状態の心筋において認められるイオンチャンネル遺伝子発現変化にかか
わるストレス応答経路の分子機序と、これらイオンチャンネルの心不全・突然死の発症・進展
における役割を明らかにし、新たな心不全治療標的の同定、および治療法の開発を目指した。
本研究において HCN,TCC,TRPC6 など病的心において発現亢進する複数のイオンチャネルの
発現制御機構とその意義、更には治療標的としての意義を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Genetic remodeling contributes to the progression of pathological cardiac remodeling 
and heart failure by affecting myocardial cellular function and survival.  In this study 
we evaluated the transcriptional regulation of fetal cardiac ion channels gene 
expression and the significance of these fetal ion channels as novel therapeutic targets 
for the treatment and prevention of heart failure. Our studies have revealed the 
transcriptional network regulating the expression of cardiac fetal-type ion channels, 
which are involved in the development of cardiac dysfunction and arrhythmias and 
potential therapeutic targets for the treatment and prevention of heart failure. 
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１．研究開始当初の背景 
心血管病の最終病態としての心不全は、種々
の薬物治療法の普及にもかかわらず、いまだ
予後不良の症候群として知られ、新しい治療
標的の同定が望まれる。心不全の死因の約半
数を占めるといわれる突然死はその多くが
致死的不整脈によるが、収縮不全を伴う不整

脈に対し今のところ有効な薬物療法は限ら
れたものとなっており、より深い病態への理
解とそれを基にした新たな治療法開発が必
要である。以前より心不全においてイオンチ
ャンネルの機能や発現の変化が起こること
は知られているが、まだその病態形成におけ
る意義やその分子機構についてはあまり知
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られていない。イオンチャンネル発現の病的
な変化は、致死的不整脈発症のみならず、収
縮不全の原因にもなりうることから、こうし
たイオンチャンネルの病的発現変化の分子
機構とその心不全発症における意義を解明
し、それをもとに新しい治療標的の同定、治
療法の開発を行うことは非常に重要である。 
 申請者は心肥大・心不全における遺伝子発
現変化に関わる分子機構の解明の課程にお
いて、転写抑制因子 NRSF が心筋胎児型遺伝
子発現に非常に重要な役割を果たしている
ことを見出した。さらに NRSF の機能を心筋
特異的に阻害したマウスを作製したとこと
ろ、このマウスは拡張型心筋症様の心機能低
下を示し、心室性頻拍により突然死した。こ
のマウスでは胎児型イオンチャンネルであ
る T 型カルシウムチャンネルや HCN チャン
ネルの発現が亢進しており、NRSF がこれら
イオンチャンネルの発現制御に大きく関与
していることが明らかとなった。また、やは
り心肥大における遺伝子発現変化に関与し、
胎児期の心室では活性が高いが生後その活
性 が 低 下 す る こ と が 知 ら れ る
calcineurin-NFAT 転写経路において、
TRPC6 イオンチャンネルの NFAT 依存性発
現亢進が病的心における calcineurin-NFAT
経路のさらなる活性化に寄与し、心不全発
症・進展に関与する可能性を申請者は示した。
これらの研究から、病的状態において胎児型
イオンチャンネル発現プログラムを制御す
るストレス応答性転写経路が示され、それが
心不全や突然死発症に関与する可能性が強
く示唆された。 
２．研究の目的 
 本申請研究では病的状態の心筋において
認められるイオンチャンネル遺伝子発現変
化にかかわるストレス応答経路のさらに詳
細な分子機序と、これらイオンチャンネルの
心不全・突然死の発症・進展における役割を
明らかにし、新たな心不全治療標的の同定、
および治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
１、イオンチャネル発現制御機構の解明 
①HCN2&4、CACNA1H および TRPC6 遺
伝子のプロモーター解析 
２、イオンチャネル発現亢進の病的意義とそ
の治療標的としての可能性の探索 
①胎児型イオンチャンネルトランスジェニ
ックマウスの作製・解析 
②胎児型イオンチャンネルの心肥大・心不全
治療標的としての可能性の検討 
３、NRSF の機能修飾機序の解明 
①NRSF 機能修飾蛋白の探索 
②NRSF 機能修飾低分子化合物の探索 
 
４．研究成果 

１、イオンチャネル発現制御機構の解明 
①HCN2&4、CACNA1H および TRPC6 遺
伝子のプロモーター解析 
HCN4 チャネル遺伝子において、NRSE が存
在する 1st intron に心筋での特異的な発現に
重要な領域を見出し、そこに存在する AP1 結
合サイトと MEF2 結合サイトが重要であるこ
とを見出し、HCN4 の心筋における発現調節
機構として NRSF による転写抑制に加え、
AP1、MEF2 転写因子による正の制御機構の
存 在 を 明ら か にし た。 本 研究 成 果は
Cardiovascular Research 誌に掲載された。 
 また TRPC6 の遺伝子発現調節機構につい
て、我々が既に報告した calcineurin-NFAT 経
路以外の調節機構を検討したところ、TRPC6
遺伝子の 5'’隣接領域や1st exon に SRF結合領
域である CArG box 類似のシークエンス、
NRSE 類似配列の存在を見出し、現在更に解
析中である。 
２、イオンチャネル発現亢進の病的意義とそ
の治療標的としての可能性の探索 
①胎児型イオンチャンネルトランスジェニ
ックマウスの作製・解析 
病的心における HCN 発現亢進の意義を探る
ためにHCN2の心筋特異的過剰発現マウスを
作製した。これら HCN2-Tg にイソプロテレ
ノールを持続投与したところ、心肥大は野生
型マウスと同程度であったにもかかわらず、
HCN2-Tg では野生型では少数しか認めない
心室性期外収縮や心室頻拍の発生が明らか
に増加していた。HCN2-Tg の心室筋を単離
し、イソプロテレの―ルにて刺激したところ、
野生型マウスの心室筋では認められない、頻
回の自発的な活動電位が観察され、その活動
電位はHCN阻害薬である ivabradineによって
抑制された。これらのことから心室筋におけ
るHCN2の過剰発現は心臓の機能や形態とは
独立して心室筋のカテコラミン刺激に対す
る受攻性を亢進させ、不整脈発生増加につな
がることを明らかにした。現在本結果を論文
として投稿準備中である。 
 ま た 我々 は 抗心 肥大 作 用を 有 する
ANP,BNP がその受容体 GC-A 介して、
cGMP-PKG 経路を活性化し、TRPC6 を特異的
にリン酸化し、その活性を抑制することを見
出し、ANP,BNP が TRPC6 と機能的に拮抗関
係にあることを見出した。そこで心筋特異的
TRPC6 過 剰 発 現 マ ウ ス (TRPC6-Tg) を
ANP,BNPの共通の受容体であるGC-Aを決失
した GC-A ノックアウトマウス(GC-A KO)と
交配し、TRPC6-Tg; GC-A KO マウスを作製し
た。TRPC6-Tg は比較的若年では明らかな心
臓の異常はきたさず、30 週令前後より心体重
比の増加を認めるが、TRPC6-Tg;GC-A KO で
は若年のうちから GC-A KO で認める心肥大
が更に増悪することを見出した。このことか
ら ANP,BNP-GC-A 経路が欠損すると TRPC6



 

 

を介した心肥大シグナルが亢進することが
示され、ANP,BNP と TRPC6 との機能的な拮
抗関係が示された。本研究結果は Circulation 
Research 誌に掲載された。 
②胎児型イオンチャンネルの心肥大・心不全
治療標的としての可能性の検討 
拡 張 型 心筋 症 、突 然死 モ デル で ある
dominant-negative NRSF-Tg マ ウ ス
(dnNRSF-Tg) に お い て HCN チ ャ ネ ル
(HCN2,4)の発現が亢進していること、また
HCN2-Tg がカテコラミン刺激下に不整脈を
示すことから、dnNRSF-Tg に対し HCN 阻害
薬である ivabradine を投与し、その致死性不
整脈に対する効果を検討した。その結果、
ivabradine 投与は dnNRSF-Tg の心室頻拍を減
少させ、死亡率を減少させた。心室において
発現亢進した HCN が心室筋の自動能を亢進
させ、致死性不整脈発生のトリガーとなって
いる可能性が示唆された。本結果は現在論文
として投稿準備中である。さらに現在、心筋
梗塞モデルなど他の不整脈発症モデルにお
いて ivabradine が同様の不整脈抑制作用があ
るかも検討中である。 
 dnNRSF-Tg の心室では HCN に加え、T 型
カルシウムチャネル(TCC)の発現増加も認め
られることから、次に我々は TCC 阻害薬の
dnNRSF-Tg の突然死に対する効果を検討し
た。TCC 阻害作用を持つ efonidipine を
dnNRSF-tg に投与したところ、対象とした
nitrendipine(L型カルシウムチャネルを選択的
に阻害する）と比べて有意に死亡率を低下さ
せた。以上の研究から TCC 阻害が病的心筋に
おける不整脈発症を予防し、突然死を減少さ
せる効果がある可能性が示された。本研究は
Circulation 誌に掲載された。 
 更に我々は calcineurin-NFAT を活性化する
TRPC6 がやはり病的心筋で発現亢進するこ
と、また TRPC6 と ANP,BNP が機能的に拮抗
関係にあることを見出したため、TRPC 阻害
が心肥大抑制につながるかどうか検討した。
まず GC-A KO マウスに TRPC 阻害作用を有
する BTP2 を投与したところ、GC-A KO で認
められる心肥大を有意に改善した。さらに
BTP2 はアンジオテンシンⅡの慢性投与によ
る心肥大を血圧とは無関係に抑制した。以上
より TRPC 阻害が新規心肥大、病的心筋リモ
デリング予防、治療薬となる可能性が示され
た。本研究成果は Circulation Research 誌に掲
載された。現在 BTP2 を複数の心不全モデル
に投与し、その効果を検討中である。 
３、NRSF の機能修飾機序の解明 
①NRSF 機能修飾蛋白の探索 
複数の心筋胎児型イオンチャネルの発現を
制御する転写抑制因子 NRSF の機能制御機
構を明らかにするために NRSF を bait とし
て yeast two-hybrid スクリーニングを行っ
た。その結果複数の陽性クローンを得、その

中からZfp90としてして報告されていた zinc 
finger 転写因子の機能について解析した。
Zfp90 は NRSF の DNA 結合領域に結合し
NRSF の転写抑制機能を阻害した。Zfp90 の
遺伝子発現は病的心筋において亢進してお
り、Zfp90 の発現亢進が病的心における
NRSF の機能抑制とその結果としての ANP、
BNP、胎児型イオンチャネルの発現亢進に一
部関与している可能性が示唆された。本研究
成果は Journal of Molecular and Cellular 
Cardiology 誌に掲載された。現在、他のクロ
ーンについての解析を継続している。 
 また NRSF との会合蛋白を明らかにする
目的で、我々は Cre-lox-p system を用いて 
conditional に Flag-NRSF を心室筋に過剰
発現するマウスの作製に成功した。 
②NRSF 機能修飾低分子化合物の探索 
NRSF の転写抑制機能を細胞において検知
するレポーターシステムを構築し、それを利
用して低分子化合物ライブラリーから
NRSF 機能を修飾する化合物のスクリーニ
ングを行った。今後より詳細な解析を継続す
る予定である。 
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