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研究成果の概要（和文）： 

生体内のアミノ酸は蛋白質の構成成分としてだけでなく、細胞内シグナル伝達経路を活
性化する細胞外の栄養リガンドとしても働いている。生体内のアミノ酸バランスの破綻と
様々な疾患との関連が示唆されているものの、両者を直接結びつけるアミノ酸の標的セン
サー分子は見つかっていなかった。我々は、プロリン、ヒドロキシプロリンなどの細胞外
基質の構成アミノ酸によって直接活性化されるカチオンチャネル（Proline-activated 
Channel: PRAC）を同定した。心筋細胞・心線維芽細胞においては、ジアシルグリセロール
活性型の TRPCカチオンチャネル（TRPC3と TRPC6）が PRACの構成サブユニットとして関わ
ることが明らかとなり、TRPC3 または TRPC6 を欠損させることでアミノ酸刺激によるカチ
オン流入とそれに付随して起こる細胞内 Ca2+濃度上昇が完全に抑制された。また、TRPC3
または TRPC6を欠損させたマウスの心臓においてオートファジーの強い誘導が観察された。
初代培養ラット新生児心筋細胞や心線維芽細胞の TRPC3/6を阻害した際にもオートファジ
ーの誘導が観察されたことから、これらのシグナルは蛋白質のリサイクリングと密接に関
わる可能性が示された。逆に、プロリン感受性を示さない細胞に TRPC3と TRPC6を共発現
させることでプロリン感受性が確認できたことから、TRPC3/6ヘテロ4量体チャネルがPRAC
の分子実体あるいは構成サブユニットとして機能する可能性が初めて示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Amino acids in vivo work not only as components of proteins, but also specific 
ligands activating intracellular nutrition signalings.  Although collapse of amino acid 
balance in vivo has been implicated in the development of several diseases, molecular 
target(s) connecting amino acid imbalance directly to diseases have not been identified.  
We identified proline-activated cation channel (PRAC), which is directly activated by 
extracellular matrix-composing amino acids, such as proline, hydroxyproline, alanine, 
and glycine.  We demonstrated that diacylglycerol-activated transient receptor 
potential canonical (TRPC) channels (TRPC3 and TRPC6) participated as major 
components of PRAC in primary-cultured cardiomyocytes and cardiac fibroblasts.  
Deletion of TRPC3 or TRPC6 abolished amino acid-induced cation influx and 
subsequent increase in intracellular Ca2+ concentration.  We also found that 
autophagy was significantly induced in TRPC3- and TRPC6-deficient mouse hearts, 
and in cardiomyocytes treated with TRPC3/6 inhibitor.  These findings strongly 
suggest that PRAC plays a critical role in protein recycling in the heart.  On the other 
hand, overexpression of TRPC3 and TRPC6 conferred susceptibility to amino acid 
–induced Ca2+ signaling in PRAC-nonexpressing cells.  These results strongly suggest 
that TRPC3/6 heteromultimer channels function as PRAC. 
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質の構成成分であるアミノ酸は、細胞
内情報伝達系を活性化する細胞外アゴニス
トとしても機能している。アミノ酸シグナル
の生理的役割については、L-グルタミン酸・
グリシン・D-セリンに代表されるように、シ
ナプス可塑性や記憶学習への関与がよく知
られている。L-ロイシンは栄養シグナルを活
性化し、タンパク合成を促進することが知ら
れている。いずれの場合も、アミノ酸は細胞
膜上の受容体・イオンチャネル・トランスポ
ーターを介してシグナル伝達経路を活性化
している。最近では、アミノ酸バランスの破
綻と疾患との関係を示唆する知見もいくつ
か報告され、アミノ酸の標的分子および標的
分子の生理機能に対する関心が高まってき
ている。 

我々は世界に先駆けて、L-プロリンで直接
活性化される Ca2+透過型チャネル（PRAC）
を同定した。PRAC は組織普遍的に発現して
いるものの、その役割については全くわかっ
ていない。一方、L-プロリンの代謝機能欠損
マウスが、組織中の L-プロリン濃度の上昇に
伴って、慢性炎症や精神分裂症を引き起こす
ことが報告されている（Nat. Genet., 1999; 

Nat. Neurosci., 2005）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、①細胞外基質タンパクを構成す
る主要アミノ酸によってのみ PRAC が活性
化される、②不全心筋やてんかん脳組織にお
いてプロリン代謝酵素遺伝子の発現が低下
する、③細胞内 Ca2+濃度上昇がコラーゲン分
解能を抑制する、という３つの予備知見をも
とに、PRAC を介する Ca2+流入（プロリンシ
グナリング）が細胞外マトリックス形成（線
維化）に対する負のフィードバック制御機構
として働くことを明らかにする。また、プロ
リン代謝異常マウスや心不全モデルマウス
を用いて、PRAC がアミノ酸バランス異常に
よる病態形成の仲介因子となることを示す。 

 

３．研究の方法 

・細胞外基質代謝における PRACの役割解析 
(1)PRAC誘発性の Ca2+シグナリングが MMPs酵
素活性に及ぼす効果を検討する． 
(2)Myocardin-related transcription 
factor (MRTF)の核移行や転写活性を指標に、

PRAC誘発性の Ca2+シグナリングが MRTF に及
ぼす効果を検討する． 
(3)PRAC阻害剤が MRTFを介してコラーゲン産
生（線維化）を促進するかどうか検討する。 
 
・PRACの電気生理学的特性解析 
(1)全アミノ酸に対する Ca2+応答性を調べる． 
(2)flagタグを付加した PRACサブユニット遺
伝子を HEK293 細胞に発現させ、局在観察と
同時に TRPチャネルと複合体を形成するかど
うか免疫沈降法を用いて確認する． 
(3)PRAC陽性細胞における L-プロリン誘発性
の電流と PRAC過剰発現 HEK293細胞株におけ
るそれを比較し、電流量の振幅あるいは持続
時間の観点から複合体形成の意義を明らか
にする。 
 
・心臓リモデリングにおける PRACおよびプ
ロリン代謝酵素の発現変化の解析 
PRACサブユニット遺伝子を欠損させたマウ
スを作成し、心臓における表現型を観察する。 
 
４．研究成果 
・PRACのチャネル特性解析 

ラット新生児の初代培養心筋細胞および
心線維芽細胞を用いて、アミノ酸に対する
Ca2+応答を調べた結果、全アミノ酸のうち、
L-proline, L-hydroxy-proline, L-alanine, 
glycine といった細胞外基質の構成アミノ酸
によってのみ細胞内 Ca2+濃度上昇が誘発され
ることがわかった。EC50はいずれも 50～100 
M と低く、段階的に細胞外アミノ酸濃度を上
げた場合でも Ca2+応答を引き起こすことから、
生理的条件下で十分活性化されうるチャネ
ルである可能性が示された。 
興味深いことに、PRAC活性は TRPC3/6 チャネ
ルを阻害することで完全に抑制された。逆に、
PRAC活性をもたない HEK293 細胞に TRPC3 お
よび TRPC6 を共発現させることで PRAC 活性
を獲得させることに成功した。以上の結果は、
TRPC3/6チャネルが PRACの重要なサブユニッ
トであることを示している。 
 
・細胞外基質代謝における PRACの役割解析 

心 線 維 芽 細 胞 に proline や
hydroxy-proline などを処置すると顕著な細
胞内 Ca2+濃度上昇が確認できるものの、アミ
ノ酸刺激自体はコラーゲン産生そのものに



影響を与えなかった。TRPC3/6 チャネルを阻
害することで PRAC 活性を抑制すると、TGF-
や Ang II 刺激で誘発されるコラーゲン産生
が有意に抑制された。TGF-b や Ang II 刺激で
誘発されるアクチン重合とそれに付随して
起こる MRTF-Aの核移行も PRAC阻害によって
抑制された。以上の結果から、PRACは生理的
条件下でのコラーゲン合成・代謝には影響を
与えないものの、Ang II や TGF-刺激で誘発
される過剰なコラーゲン合成に対して促進
的に働く可能性が示された。 
 
・心臓リモデリングにおける PRAC およびプ
ロリン代謝酵素の発現変化の解析 
 心筋症モデル（MLP 欠損）マウスおよび心
筋梗塞マウスの心臓 mRNA からプロリン合成
酵素およびプロリンラセミ化酵素の発現量
を調べたところ、心不全の心臓でプロリンラ
セミ化酵素の発現量が低下していることが
わかった。これと相関して、心不全モデルマ
ウスの尿中 D-proline量は顕著に低下してお
り、L-proline 量の増加が観察された。しか
し、PRAC の構成サブユニットである TRPC3/6
それぞれを欠損させたマウスで尿中アミノ
酸量を測定したところ、尿中 L/D-proline 量
は野生型のそれと変わらなかったことから、
正常時の proline ラセミ化に PRAC は関与し
ないことが示された。 
 一方、TRPC3 欠損および TRPC6 欠損マウス
の心臓を摘出し、アミノ酸シグナルの下流に
ある autophagy を調べたところ、野生型で抑
制されていた autophagyが TRPC3/6欠損によ
り著しく促進されることがわかった。以上の
結果から、PRACが心臓 autophagy のネガティ
ブレギュレータとして働く可能性が示され
た。 
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