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研究成果の概要（和文）： 

筋ジストロフィーにおいて骨格筋・心筋では恒常的に Ca 濃度が上昇した状態と考えられてい

る。恒常的な Ca 濃度の上昇は、細胞内シグナル伝達系を活性化させることにより、細胞内で

の変化をもたらし細胞壊死を引き起こす。しかし Ca 流入の詳しいメカニズムは明らかでない。

Trp (transient receptor potential)遺伝子産物スーパーファミリーは、陽イオンチャネルとし

て機能する一群で、４量体でチャネルを形成すると考えられている。機械刺激なので活性

化され、高い Ca2+透過性を有する。本研究では、筋ジストロフィーの病態において、TRPV2

を含めた TRP family の関与を探索する為に、筋ジストロフィー犬の骨格筋および心筋を用い

て解析した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

A number of studies have reported the elevation of the cytosolic Ca2+ concentration in skeletal and 

cardiac muscles of muscular dystrophy. Chronic elevation of the cytosolic Ca2+ concentration could 

activate Ca2+-dependent cell signaling cascade and induce cell necrosis. The cellular mechanism for 

controlling Ca2+ influx in muscular dystrophy, however, is still unknown. The TRP channels form a 

large family of cation channels that likely function as tetramers in various processes, such as sensory 

signaling, most of which are permeable for Ca2+, and some also for Mg2+. To determine the 

relationship between TRP family and muscle degeneration, we analyzed the expression of 

TRP channel in skeletal and cardiac muscle of Canine models of Duchenne muscular 

dystrophy. 
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１．研究開始当初の背景 

筋ジストロフィーにおいて骨格筋・心筋では

恒常的に Ca 濃度が上昇した状態と考えられ

ている。恒常的な Ca 濃度の上昇は、細胞内

シグナル伝達系を活性化させることにより、

細胞内での変化をもたらし細胞壊死を引き

起こす。しかし Ca 流入の詳しいメカニズム

は明らかでない。Trp (transient receptor 

potential)遺伝子産物スーパーファミリー

は、TRPC(7種)、TRPV(5種)、TRPM(8種)の 3

ファミリー等があり、いずれも形質膜を 6回

貫通するイオンチャネルであり、主として Ca

２＋を 通過させる。細胞膜に存在する多くの

イオンチャネルはそれぞれに異なったチャ

ネル特性を有する。TRPV2 は哺乳類で初めて

同 定 さ れ た stretch-activated cation 

channel である。正常組織では細胞内膜系に

存在するが、生体内に異常(ストレス負荷等)

が生じた場合、細胞膜に移行し、活性化され

る性質がある。心筋症・心不全、筋ジストロ

フィー症の病態発症に関与する可能性が高

いと考えられている。(Iwata Y.et al. JCB 

161:957-967,2003)。すなわち、ジストロフ

ィン複合体遺伝子の異常をもつ筋ジストロ

フィー又は拡張型心筋症患者および心筋症

モデル動物の心筋、骨格筋では、このチャン

ネルは常に形質膜に高発現し、活性化された

状態にあることが示唆された。このチャネル

遺伝子を心臓特異的に発現させた Tg マウス

は著明な心肥大、心筋細胞壊死、繊維化を示

す。一方、遺伝性心筋症と筋ジストロフィー

を発症する BIO14.6ハムスターの大腿骨格筋

にこのチャンネルのアンチセンス cDNA また

はドミナントネガティブ変異体を発現させ

た場合、筋細胞変性の組織病変と筋細胞の改

善が報告されている。(Iwata Y.et al. Hum 

Mol Genet. 18:824-34, 2009)  

  

２．研究の目的 

TRP 蛋白質は，種々の物理化学刺激によって

活性化される広範な Ca2+流入チャネル群

（TRP チャネル遺伝子スーパーファミリー）

である。この中で特に機械刺激チャネル

TRPV2 は、正常組織では細胞内膜系に存在す

るが、生体内に異常が生じた場合、例えばマ

ウス等の筋ジストロフィーや拡張型心筋症

などの場合の筋変性疾患に伴って、TRPV2 が

細胞膜に移行し、活性化される性質がある。

本申請では筋ジストロフィー犬における

TRPV2 を中心とした TRP 蛋白質の心筋及び

骨格筋での発現変化の分子生物学的解析と

目的とする。 

 

３．研究の方法 

Canineでは遺伝子自体が、正確にクローニン

グされていないものも多く、あくまでヒトや

マウスからホモロジーから予想される配列

の一部が報告されている。NCBIのデータベー

スから、Canine の Trp family から TRPV2 に

加え TRPC1、TRPC6、TRPC7、TRPP2、TRPM3、

TRPM4等の予測される配列を検索した。次に、

一つの遺伝子に対して複数のプライマーを

デザインした。正常犬の筋組織から mRNA を

抽出し、cDNAを作製した。複数のプライマー

を用いて、標的遺伝子に対して 1000〜1500bp

程度の partial cDNA をクローニングして塩



基配列を検索した。次にクローニング可能で

あった遺伝子に対しては primer3.0 を用い

て real-time PCRに適切な 150-400bp程度の

プライマーの組み合わせをデザインした。こ

れらを用いて正常犬／筋ジストロフィー犬

／保因犬の心筋および骨格筋から作製した

cDNAを用いて、その発現について比較検討し

た。また Canine または他種に対する TRPV2、

TRPC1、TRPC6、TRPC7、TRPP2、TRPM3、TRPM4

の抗体を用いて、Canineでの染色性や組織分

布を正常犬／筋ジストロフィー犬／保因犬

の心筋および骨格筋を用いて検討した。 

 

４．研究成果 

TRPV2 に加え TRPC1、TRPC6、TRPC7、TRPP2、

TRPM3、TRPM4 に関しては Canine の partial 

cDNA がクローニングでき、更に real-time 

PCR real-time PCR用の適切なプライマーが

デザイン可能であった。これを元に、筋ジス

犬発症前及び発症後の骨格筋および心筋で

比較したが、特に明らかな変化は見られなか

った。一方で、正常犬と筋ジス犬および保因

犬でその発現解析を行ったが、こちらも明ら

かな変化が観察されなかった。その為に、今

度は各種チャンネルの局在について検討し

た。はじめに Canine にも反応する TRPV2 の

抗体で染色したが、従来の抗体では TRPV2の

染色性が弱く、局在の同定が困難であった。

その為、研究分担者である岩田が新たに作製

した Canine TRPV2 に対する抗体では、骨格

筋で筋ジス犬においては局在の変化が見ら

れた。心筋でも同様な変化が観察された。

TRPC6 TRPC7 TRPM4 TRPP2 TRPM3 では明らか

な染色性や局在の変化は見られなかった。 

以上より筋ジス犬においては TRPV2の局在の

変化が病態に関係する可能性が示唆された。 
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