
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

形質膜イオン輸送体近傍から発信する細胞内シグナル増幅機構の解明

Amplification of intracellular signaling initiated near the plasma membrane 
transporters

７０１５８５８３研究者番号：

若林　繁夫（Wakabayashi, Shigeo）

大阪医科大学・医学部・非常勤講師

研究期間：

２６４６０３１２

平成 年 月 日現在２９   ６ ２０

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：研究開始当初に多くの問題点が明らかになり、NHE1に関連する研究を大幅に軌道修正
したが、研究はおおむね順調に進行した。（1）心不全を起すNHE1のTgマウスにおいて、ベータブロッカーは病
態の改善傾向があった。（2）培養心筋細胞を用いた研究により、NHE1結合タンパク質CHP3はGSK3betaのリン酸
化を抑制することによって、心肥大を負に制御する因子であることが示唆された。（3）CHP3の遺伝子欠損マウ
スを用いた研究により、CHP3は低酸素刺激によって発現量を調節することで心肥大を制御する重要な分子となる
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Many problems have emerged at the beginning of study, and we changed the 
direction of study related to NHE1. We proceeded the study successfully for the most part. (1) A 
beta-blocker were found to have a potential for improvement of the disease in a Tg mouse of NHE1 
which causes a heart failure. (2) In vitro study using cultured cells revealed that NHE1-binding 
protein CHP3 negatively regulates cardiomyocyte hypertrophy via inhibition of GSK3beta. (3) Analysis
 of CHP3 knockout mice revealed that CHP3 negatively regulates cardiac hypertrophy caused by a 
chronic hypoxia by regulating the expression level of CHP3.

研究分野： 分子細胞生理学
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１． 研究開始当初の背景 
本研究は、申請時に「形質膜にある Na+/H+

交換輸送体（NHE1）などのイオン輸送体の
活性化によって膜近傍で起こるイオン濃度
変化が下流の酵素をどのように特異的に活
性化し、シグナル伝達を増幅させるか」に主
眼を置いた。しかし、平成 26 年度行った予
備実験の結果、cAMP やカルシニュリンなど
の NHE1 下流の細胞内酵素の活性変化を検
出することは、シグナル強度が予想以上に弱
く非常に困難であることがわかった。そこで
当初の予定を軌道修正し、以下の研究を行っ
た。 
 
２． 研究の目的 

（1） NHE1 の活性化変異体を心臓特異
的に発現し、細胞内 Ca2+濃度が持続的に高く、
著明な心肥大・心不全を発症するトランスジ
ェニックマウスを用いて、べータ受容体遮断
薬（カルベジロール）の投与群非投与群と比
較し、べータ受容体遮断薬投与により心不全
病態の改善が起こるかどうかを検討する。 
（2） NHE1 の C-末端領域は活性の調節
に重要な役割を果たしているが、これには
様々なタンパク質が関与していることが知
られている。その一つに Ca2+結合蛋白質であ
るカルシニュリン B 様蛋白質（CHP）があり、
その一つのアイソフォーム CHP3 は主に心
臓に発現しているが、機能は不明である。ラ
ット培養心筋細胞を用いて、siRNA による遺
伝子ノックダウンおよび高発現の手法を用
いて CHP3 の心筋細胞における機能を解明
する。 
（3） CHP3 遺伝子の欠損マウス（KO マ
ウス）を作製し、個体における CHP3 の機能
を明らかにする。通常飼育時におけるマウス
の所見を調べたのち、低酸素などの様々な負
荷を加えて、心機能がどのように変化するか
を検討する。 
 
３．研究の方法 
（1） べータ受容体遮断薬投与実験。20 日
齢の NHE1-Tg マウスを用いて、カルベジロ
ールを 5 週間経口投与し、その有効性を検討
する。心エコーならびに心カテーテルによる
心機能評価を行う。また常法に従って、組織
学的検討を行う。 
（2）新生仔ラット培養心筋細胞を用いた実
験。新生仔ラットの心臓から、常法に従って
心筋細胞を取り出し、培養を行う。CHP3 遺
伝子の siRNA を組み込んだアデノウイルス
心筋細胞に投与して、CHP3 遺伝子のノック
ダウンを行う。また逆に CHP3 遺伝子を組み
込んだウイルスによって CHP3 蛋白質の高
発現を行う。こうして得られた心筋細胞を用
いて、細胞サイズ、リン酸化などの変化を測
定する。 
（3）CHP3 欠損マウスを用いてエコー及び
カテーテルによるベースラインの心機能、血
行動態を測定する。次に、CHP3 欠損マウス

に慢性カテコラミン刺激よる心不全モデル、
慢性低酸素負荷による肺高血圧モデルを作
製し、心肥大程度及び組織学的な検討を行う。 
 
４．研究成果 
（1）NHE1-Tg マウスの心臓は 20 日齢から
有意な心筋細胞の肥大を示し、心筋細胞の壊
死・脱落それに伴う線維化など拡張型心筋症
様の形態を呈すことから、 20 日齢の
NHE1-Tg マウスを用いて、カルベジロール
を 5週間経口投与し、その有効性を検討した。
心エコーならびに心カテーテルによる心機
能評価によりカルベジロールを 5週間経投与
した群では心機能を改善と死亡率を改善す
る傾向が見られたが、改善効果を確認するに
はさらなる実験が必要である。NHE1-Tg マ
ウスを用いた薬理実験は数多くのマウスを
用いる必要があり、飼育施設の規模からして
NHE1-Tｇマウスを交配によって数多く準備
することが極めて難しいことが判明した。 
（2）CHP3 遺伝子の siRNA を組み込んだ作
成し、ラット心筋細胞に導入して CHP3 遺伝
子発現を抑制した。これにより、心筋細胞の
著明な肥大と肥大マーカーANP の発現が見
られた（図）。リン酸化アレイ解析によって、
遺伝子ノックダウンした心筋細胞では、
GSK3のリン酸化が著明に増加し、逆に高発
現では減少した。GSK3は脱リン酸化で活性
化されるリン酸化酵素で、心肥大を抑制する
ことが知られている。これらの解析から、
CHP3 は GSK3のリン酸化を抑制すること
によって、心肥大を負に制御する因子である
ことが示唆された。 
（3）心筋細胞での実験結果を踏まえて、

CHP3 の KO マウスの解析を行った。生後 2

週目から 28 週目までのマウスの心機能及び
心臓のサイズを解析したところ、野生型マウ
スと比べ有意差は見られなかった。そこで、
CHP3 欠損マウスに様々なストレスを与えて、
心機能と組織学的な検討を行ってみた。予備



実験の結果、低酸素負荷が最も明白なフェノ
タイプを示すことがわかった。慢性低酸素刺
激（8％酸素）4 週間後、野生型マウスでは肺
高血圧に伴う右心室肥大のみ生じるが、CHP3
欠損マウスではこの右心室肥大に加えて、さ
らに左心室肥大も生じていた。また、野生型
マウスの心臓における CHP3 の発現は低酸素
で著しく低下した。新生仔マウス心筋細胞に
おいても、１％低酸素条件下において CHP3
の発現は著明に減少した。これらの結果 に
より、CHP3 は低酸素刺激によって 発現量を
調節することで心肥大 を制御する重要な分
子となる可能性が示唆された。 
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