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研究成果の概要（和文）：心筋虚血再灌流傷害は再灌流時に発生する細胞内 Ca2+過負荷に起因

していることが知られている．本研究課題では，この細胞内 Ca2+過負荷に，心筋細胞膜の TRPC 
(Transient Receptor Potential Canonical) チャネルを通る Ca2+流入が関与していることを，

単離マウス心臓のランゲンドルフ灌流法，ならびに単離マウス心室筋細胞に対する細胞内 Ca2+

イメージング法を用いて明らかにした．臨床の場では，急性心筋梗塞に対する再疎通療法の際

に虚血再灌流傷害が発生しうることが知られているが，本研究成果は，その予防や治療に TRPC
チャネル阻害の有効性を示唆するものである． 
 
研究成果の概要（英文）：Ca2+ overload has been implicated in the pathogenesis of 
ischemia/reperfusion injury in the heart. The present investigation used Langendorff 
perfusion method of mouse hearts and fluorescence Ca2+ imaging of mouse ventricular 
myocytes and revealed that the transient receptor potential canonical (TRPC) channels 
mediate the Ca2+ entry responsible for Ca2+ overload during the reperfusion of ischemic 
myocardium. These observations indicate that TRPC channel blockade could provide 
potential new avenues to develop strategies for protecting the heart during reperfusion 
of ischemic myocardium. 
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１．研究開始当初の背景 
心筋を栄養する冠状動脈の狭窄・閉塞により
虚血に陥った心筋を救済するには血流の再
開（再灌流）が必須であるが，虚血心筋の再
灌流は必ずしもよい結果を伴うとは限らず，

逆に収縮機能の回復遅延（気絶心筋，stunned 
myocardium），不整脈（再灌流不整脈，
reperfusion arrhythmias），さらには心筋細
胞死（致死性再灌流傷害，lethal reperfusion 
injury）などの心筋傷害を伴うことが知られ
ている（虚血再灌流傷害）．すなわち，虚血
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時に発生した心筋傷害が血流の再開（再灌
流）により更に増悪することがあると考えら
れている．これらの虚血再灌流傷害のうち，
再灌流直後に発生する急激な心筋細胞死を
特徴とする致死性再灌流傷害は，虚血再灌流
傷害の中でも最も重篤なものであり，再灌流
時に急速に発生する心筋細胞の Ca2+過負荷
（Ca2+ overload）による不可逆的過拘縮
（irreversible hypercontracture）として出
現する．致死性再灌流傷害は実験動物だけで
なくヒトの心筋においても発生することが
知られており，臨床的観点からも，その発生
機転の解明や予防・治療法の開発は急務と考
えられている．しかし現在までのところ，こ
の致死性再灌流傷害を引き起こす細胞内
Ca2+ 過負荷に関与する分子・細胞基盤は十
分には明らかにされていない． 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，近年新しく同定された Ca2+ 
透過型の細胞膜陽イオン輸送チャネルファ
ミリーである TRPC (transient receptor 
potential canonical) チャネルを介する Ca2+

流入が，致死性再灌流傷害の発生に関わって
いるという我々の仮説を検討することを目
的とした． 
 
３．研究の方法 
致死性再灌流傷害の発生における TRPC チ
ャネルの関与・役割を，ランゲンドルフ灌流
下のマウス心臓ならびに酵素処理よって得
られたマウス単離心室筋細胞を用いて検討
を行った． 
i) マウス心臓を用いた実験：ランゲンドルフ
灌流下のマウス心臓に 30 分間の全虚血，続
いて 60 分間の再灌流を行い，左心房から挿
入したバルーンカテーテルを用いて左心室
機能（拡張期圧，収縮期圧）を解析した． 
ii) マウス心室筋細胞を用いた実験：Ca2+蛍
光指示薬（fluo-3）を負荷した心室筋細胞を
正常タイロード液で灌流して安定化させた
後，虚血時を模倣した MI (metabolic 
inhibition) Tyrode 液（正常 Tyrode 液から
Ca2+とグルコース除去し，さらに ATP 産生
を抑制する目的で 2,4-dinitrophenol と
2-deoxyglucose を加えた）で 10 分間灌流し
て，続いて再灌流時を想定して正常タイロー
ド液で灌流した．そのとき，共焦点レーザー
顕微鏡を用いて細胞内 Ca2+ 濃度および細胞
形態の計測を行い，致死性再灌流傷害の発生
を評価した．さらに灌流液中に TRPC チャネ
ル阻害剤や抗 TRPC 抗体を投与して，TRPC
チャネルの関与・役割を解析した．さらに，
iii) パッチクランプ法，免疫細胞化学法を用
いて TRPC チャネルタンパク質の発現・機
能・局在を解析した． 
 

４．研究成果 
i) ランゲンドルフ灌流下のマウス心臓では，
30 分間の全虚血の後の再灌流により部分的
にしか回復しない左心室機能（発生圧および
拡張末期圧）が，再灌流直後に TRPC チャネ
ル阻害剤である  2-aminoethoxydiphenyl 
borate (2-APB, 5 M) もしくは LaCl3 (10 
M)を投与しておくと有意な回復（発生圧の
上昇と拡張末期圧の低下）の改善が認められ
た． 
ii) マウス心臓から酵素処理により単離した
心室筋細胞に蛍光 Ca2+指示薬（fluo-3）を負
荷し，共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞内
Ca2+ 濃度のイメージング解析を行った実験
では，虚血時を模倣した MI (metabolic 
inhibition) Tyrode 液（正常 Tyrode 液から
Ca2+とグルコース除去し，さらに ATP 産生
を抑制する目的で 2,4-dinitrophenol と
2-deoxyglucose を加えた）から正常 Tyrode
液へ変換時に約 60%の細胞において，急激な
細胞内 Ca2+ 濃度の上昇と細胞拘縮が発生し
た（図 1）．この細胞拘縮の発生は，TRPC チ
ャネル阻害剤（2-APB，LaCl3，GdCl3，
SKF-96365）や抗 TRPC1 抗体を投与すると，
有意に減少した． 

 
図 1．細胞灌流液を MI Tyrode 液から正常 Tyrode
液に代えたときに発生したマウス心室筋細胞の拘

縮 
 
iii) パッチクランプ法を用いて，マウス心室
筋細胞に筋小胞体の Ca2+ ATPase の抑制剤
であるタプシガルギンを投与すると，直線上
の電流電圧関係を示し，2-APB でブロック
される電流が記録できた．よって，TRPC チ
ャネル電流の存在が確認された（図 2）． 

 

図 2．パッチクランプ法により記録したマウス心

室筋細胞の TRPC 電流 
 
また，免疫細胞化学法により，細胞膜に多く
発現している TRPC1，TRPC3，TRPC4 の
存在が確認された（図 3）． 



 
図 3．マウス心室筋細胞におけるTRPC1，TRPC3，
TRPC4 の発現 
 
これらの実験結果は，心筋虚血再灌流傷害の
原因となる細胞内 Ca2+ 過負荷に TRPC チャ
ネルを通る Ca2+流入が関与しているという
ことを強く示唆するものである． 
 臨床では，急性心筋梗塞に対する再疎通療
法の際に虚血再灌流傷害が発生しうること
が知られているが，本研究成果は，その予防
や治療に TRPC チャネル阻害の有効性を示
唆するものである．今後は，虚血再灌流時に
おける TRPC チャネルの細胞・分子レベルで
の活性化機転の解明を目指して検討を進め，
その成果を臨床の場における心筋虚血再灌
流傷害の予防・治療法の構築に役立てたい． 
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