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研究成果の概要（和文）： 

TRPC6蛋白質は受容体・機械刺激によって活性化される Ca
2+流入チャネルである。その過剰

な活性化は、高血圧等の心血管病態形成の重要な要因である。本研究の結果から、(1)受容体・
機械刺激による活性化過程が TRPC6 チャネル N 末端のアンキリン様配列とアクチン細胞骨格
との物理的相互作用を介して生じ、その近傍のアミノ酸残基の点変異で過剰な活性化が起こる
こと、(2)蛋白キナーゼ G によるリン酸化がこの相互作用を減弱させることで TRPC6 過剰活性
化による病態を改善する可能性があることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The canonical transient receptor potential protein 6 (TRPC6) is a Ca
2+

 entry channel activated by 

synergistic operation of receptor-mediated and mechanosentive signaling pathways. Its excessive 

activity contributes to the pathogenesis of cardiovascular diseases. The results of the present study 

suggest that the synergy between receptor and mechanical stimulations on TRPC6 channel activation 

likely occurs through physical interaction and functional coupling between TRPC6 channel N-terminal 

ankyrin-like domains and actin cytoskeleton. Further, this synergy is exaggerated by pathogenic 

mutations in amino acid residues adjacent to these domains, and counteracted byprotein kinase 

G-mediated phosphorylation of TRPC6 N-terminus, by strengthening and disrupting the N-terminus 

domain - actin cytoskeleton interaction, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 

全身の血圧の制御や局所における血流の
調節は、内臓諸臓器の機能を適正に保つため

に必要不可欠である。その破綻は、高血圧、
動脈硬化、血管攣縮などの種々の血管機能異
常を招来する。近年、ショウジョウバエの
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transient receptor potential (TRP)蛋白質の哺
乳動物ホモログが多数クローニングされ、
種々の物理化学刺激で活性化される電位非
依存性Ca

2+流入チャネル群として注目を集め
ている。その中に、TRPC6、TRPC5、TRPC3、
TRPC1等、血管機能調節とその異常に密接に
関わる Ca

2+チャネルが存在することが、我々
の研究を含む世界の幾つかのグループの研
究から明らかとなってきた（総説；Inoue et al., 

Circ Res. 99: 119-131, 2006）。 

中でも TRPC6 蛋白質は心血管系全般に亘
って高い発現を示し、交感神経興奮血管作動
性ホルモンによる血圧上昇や、血圧変化に対
する自動血流制御などの短期的な調節のみ
ならず、神経体液因子、増殖因子の長期的な
作用、虚血、圧負荷等の長期的なストレスに
よって引き起こされる血管増殖性変化にも
関与していることが強く示唆されている。 

また、高血圧モデルラット、遺伝子改変マウ
ス、高血圧患者等から得られた資料を用いた
解析から、TRPC6やそのホモログの発現量の
異常が、本態性高血圧症、特発性肺高血圧症、
動脈硬化を始めとする増殖性閉塞性血管病
変の発症や進行過程においても重要な鍵を
握っていることが判明しつつある (総説；井
上ら、蛋白質・核酸・酵素 53, 844-853, 2008)。 

TRPC6 チャネルは、他の TRP サブファミ
リーと同様、刺激の種類や細胞環境の違いに
よって、様々なモードで活性化される性質
（polymodality）を有する。すなわち、(1)神
経体液因子受容体（PLC 共役型）の刺激によ
る活性化（受容体作動性 Ca

2+流入チャネル；
ROCC)、(2)細胞内 Ca

2+ストアの枯涸による活
性化（ストア作動性 Ca

2+流入チャネル；SOCC)、
(3)自発活性（spontaneously active Ca

2+
 entry 

channel；SCC）、(4)機械刺激による活性化（機
械刺激感受性 Ca

2+流入チャネル；MSCC）の
４つのモードが報告されている。これらの異
なる活性化モードは、各々異なる生理機能と
密接に結びついている証拠がある。 例えば、
ROCC・MSCC モードは、VSMC の収縮状態
の調節と、また SOCC・SCCモードは VSMC

の増殖状態の調節と密接に関連しているこ
とが、過去のアンチセンスオリゴ DNA や
siRNA を用いた TRPC6 蛋白質発現の
knockdown によって示されている。   

我々は、最近、これらの異なるモードの分子
機構を調べる過程で、 (a) 生理的強度の機
械刺激では TRPC6 チャネルの直接活性化は
起こらないが、閾値付近の弱い受容体刺激は
機械刺激感受性を新たに誘導し、惹起される
反応を著しく増強する（数十倍～数百倍；受
容体刺激・機械刺激共働による増幅）、 (b)

そこには、PLC と PLA2の同時的な活性化に
よって産生される２つの脂質メディエータ
ー、ジアシルグリセロール（DAG）と
20-HETE が密接に関わる、 (c)同様の機序

が VSMC モデル A7r5細胞における Ca
2+動員

や腸管膜動脈の筋原性収縮反応においても
重要な生理的意義を持っていることが明ら
か と な っ た （ Inoue et al., Circ Res, 

104:1399-1409, 2009）。 

更に予備実験の結果から、細胞骨格との相
互作用に重要なアンキリン様リピートを有
する TRPC6-N 端（Thr69）の PKG によるリ
ン酸化は、受容体刺激・機械刺激によるこの
チャネルの活性化を著しく抑制することや、
遷延する PKG の活性化は自発電流を誘発す
ることを見出だした。これらの事実は、
TRPC6 チャネルの異なる活性化モードは互
いに独立ではなく、それぞれのモードの作動
強度やバランスの制御（少なくとも ROCC、
SCC、MSCC）には膜脂質、アクチン細胞骨
格、TRPC6チャネルのリン酸化状態の動的相
互作用が密接に関与していることを示して
いることが示唆される。 

 

２．研究の目的 

受容体刺激・機械刺激共働による TRPC6

チャネル活性化の増幅機構と，TRPC6チャネ
ルの異なる活性化モード間の移行を引き起
こす機構について、DAG、20-HETE産生に関
わる膜脂質代謝、細胞骨格のダイナミクス、
TRPC6 チャネルのリン酸化間の動的相互作
用に焦点を当て、その分子基盤を解明するこ
とを目的として、以下の研究を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 機械刺激感受性に関わる分子群の
ノックダウンや変異体による解析、(2) 

TRPC7/TRPC6 キメラ体、TRPC6チャネル
変異体・欠失体等を用いた解析、(3)細胞骨
格－TRPC6チャネル活性相関の検討及び
細胞骨格系と相互作用のある蛋白質の解析
を行い、上記機構において決定的な役割を
もつ分子構造的基盤を検討した。 

実験手法としては、機能解析には、(a)

主に遺伝子発現系を用い、パッチクランプ
法による電流測定、デジタル蛍光イメージ
ング法による細胞内Ca

2+動態の解析を行っ
た。(b)蛋白質間相互作用の解析には、免疫
沈降法、yeast two hybrid (Y2H)法を適用し、
(c)細胞内蛋白質分布や共局在の解析には、
免疫組織化学法による解析を遂行した。 

 

４．研究成果 

(1)予備実験の結果から、機械刺激感受性が殆
どないことが判明している TRPC7（アミノ酸
レベルで TRPC6 と 80％以上の相同性あり）
と TRPC6 蛋白質のキメラを、N 端、細胞膜
貫通部、C 端の 2 領域に関して作成し、低浸
透圧、細胞膜膨隆作用のある 2,4,6 トリニト
ロフェノール(TNP)に対する感受性を調べた。
その結果、TRPC6の膜貫通領域に機械刺激感



 

 

受性部位が存在することが明らかとなった。
これに対して、TRPC3チャネルにおいてDAG

との結合親和性が報告されている TRP_2 領
域を欠失させた TRPC6チャネル変異体では、
受容体刺激に対する活性が変化したものの、
機械刺激感受性の有意な変化は見られなか
った。 

(2)アクチン細胞骨格の関与を調べるため、サ
イトカラシン Dで処理（>20 分）して、アク
チン線維を破壊すると、TRPC6 チャネルの機
械刺激感受性の低下と、自発活性の出現が観
察された。免疫沈降実験によって、TRPC6と
アクチン骨格の間には、物理的かつ機能的な
相互作用があることが確認できた。 

（３）TRPC6 の N 端にある 2 つのアンキリ
ンリピート(ANK1：アミノ酸残基 104-126 番
間; ANK2:132-153 番間)の欠失体は、特に N

端遠位側にある ANK2 の欠損によって、機械
刺激応答の減少が観察された。しかしこの欠
失による膜発現の減少は見られなかった。こ
れに対して、TRPC6 の N 端のみを、野生株
の TRPC6 と共発現すると、ドミネガ効果に
よる膜発現の抑制、チャネル活性化の著しい
抑制が生じた。このことから、ANK2 部位は
機械刺激受容伝達に必須であること、ANK2

以外の N端領域に、膜移行を促進する配列が
存在する（TRP_2領域もその一つである可能
性が高い）ことが考えられた。 

(3)アンキリンリピートの近傍に同定されて
いる、3 つの FSGS 変異（P111Q, M131T, 

N142S）が受容体・機械刺激に及ぼす影響を
検討した。すべての場合で自発活性が増強し、
機械刺激に対する応答性の著しい変化が観
察された。このうち、過剰応答性の度合いが
もっと強い M131T 変異（ANK2 隣接領域）の
場合は、サイトカラシン Dでアクチン骨格を
破壊すると、その受容体刺激・機械刺激感受
性の著しい低下が観察された。以上のことか
ら、アンキリンリピート近傍の領域とアクチ
ン細胞骨格の相互作用が、機械刺激受容伝達
に必須であるのみならず、受容体刺激の伝達
にも何らかの形で関与しており、この領域の
点アミノ酸変異のみで、この情報伝達が著し
い影響を受けることが明らかとなった。 

C6-mutant spontane

ous  

receptor  mechanical  

P111Q  ↑↑ ↑↑ ↓↓ 

M131T  ↑↑ ↑↑ or ↓↓ ↑↑or ↓↓ 

N142S  ↑↑ ↑↑ ↓↓ 

wt + cytD  ↑↑ ↓↓ ↓↓ 

M131T + cytD  ↑~→ ↓↓ ↓↓ 

(4)TRPC6－N端の PKGリン酸化部位（T69）
のリン酸化によって、受容体刺激のみならず
機械刺激による活性化も著しい減弱を示し
た。これに対して、同部位の変異体（T69A、

T69E）を作成して PKG 活性化刺激を与えて
も、受容体刺激・機械刺激に対する応答性に
は、有意な変化が見られなかった。また、免
疫沈降法で TRPC6 野生型、T69A 及び T69E

変異体とアクチン骨格との相互作用を調べ
ると、野生型では、受容体・機械刺激による
相互作用の増強効果が、PKG の T69 リン酸化
作用によって著しく減弱するのに対し、T69A

変異では、PKG活性化に関わらず、常に強固
な相互作用が見られること、同様の傾向が
T69E でも確認できることが判明した。以上
より、T69の PKGによるリン酸化は、アクチ
ン細胞骨格との相互作用を弱めることによ
って、機械刺激受容伝達（及び受容体刺激応
答性）を阻害していることが、強く示唆され
た。 

(5)PKGによる TRPC6-N 端のリン酸化が、ど
のような分子基盤によるのか検討するため、
Y2H 法を用いて、TRPC6-N 端と PKG1 型
（PKG1α, PKG1β）との相互作用を検討した。
系統的な N 端断片を用いることによって、
(a)PKG1α と TRPC6 の結合には、TRPC6N 端
のアミノ酸配列 1-90 番間(T69 を含む)が必要
で cGMP 依存的に起こること、（ｂ）これに
対して PKG1β と TRPC6 の結合は、cGMP 非
依存的で、PKG-N 端（1 - <100）のロイシン
ジッパー領域を介して、TRPC-N 端 1-90 番間
を介して恒常的に起こり得ることが判明し
た。以上のことは、細胞内 cGMP 濃度の上昇
に伴って、PKG1α が TRPC6-N 端のアンキリ
ン様領域よりN端側に結合しT69にリン酸化
を起こし得ること、また、そのスプライスバ
リアント PKG1β の発現が何らかの原因で増
加すると、TRPC6-N 端に構成的に結合し、
TRPC6のリン酸化をし続ける（すなわち過リ
ン酸化）可能性を示している。PKG1β を活性
化するのに必要な cGMP の Km値は、PKG1α

のそれより 10 倍以上高い。従って、細胞内
cGMP 濃度上昇が遷延した場合（炎症時に
iNOS が誘導され、グアニル酸シクラーゼの
活性化シグナルである NOが過剰に産生され
続ける場合など）には、TRPC6 チャネルの
T69以外のアミノ酸残基（S322 等）もリン酸
化されるようになり、TRPC6 チャネルの受容
体非依存的な活性化（自発活性）が誘導され
る可能性も考えられる。 

(6)正常および高血圧モデルラットにリポソ
ームを用いたアンチセンスオリゴ DNA の導
入（DOTAP; Roche 等）やアテロコラーゲン
による in vivo siRNA導入法（AteloGene）を
試みた。しかし、現在までのところ、安定し
た発現抑制が得られていない。今後更に適正
な条件設定の検討を続ける予定である。 
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