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局所 Ca2＋シグナルによる心臓線維化の分子制御機構の解明

創薬産学官連携講座 3PS12023E 北島直幸

［序論］

心不全はすべての心血管疾患の終末像である．心臓に高血圧や大動脈狭窄などの血行力学的負荷

が加わると，心臓は代償的に筋肉を増加（肥大）することで収縮力を増大し，心機能を維持しよう

とする．しかし，負荷が持続すると，心臓の代償機構は破綻し，心肥大から心拡張へと形態構造を

変化させる（心臓リモデリング）．心臓リモデリングにおける間質の線維化は，心臓を硬くするこ

とで慢4性的な心機能不全を引き起こす．慢性心不全の予後を改善する有効な治療法は未だ確立され

ておらず，心臓リモデリングの機構解明および新たな創薬標的分子の同定が望まれている．

心臓リモデリングの発症・進展において，細胞膜上の Ca2＋透過型チャネルを介した局所 Ca2＋流

（入シグナリングと活性酸素種（Rea伽 eOxygen Species, ROS）の産生によるタンパク質の酸化的、

機能修飾が重要な役割を担うことがわかってきている 2.3.4.その中で，我々 は， TransientReceptor 

Potential Canonical (TRPC) 3が心肥大及び拡張型心筋症の進行を促す Ca2＋透過型チャネルの分

子実体である可能性を示してきた 1.6. しかし， TRPC3が負荷をどのように感知し，どのような分

子機構で心臓リモデリングを引き起こすかについては依然としてよくわかっていない．

本研究では，血行力学的負荷によってTRPC3チャネルが活性化し，局所Ca2＋シグナルを介して

心臓リモデリングを誘導する分子機構を明らかにすることを目的として以下の検討を行った．

［実験方法］

圧負荷モデルの作成・心機能測定

C57BL/6Jマウスまたは 129SvTRPC3欠損（TRPcs＜イワマウス（6-8週齢，♂）または野生型

(TRPC3＜州）マウスの横行大動脈を狭窄（TAC）することで圧負荷モデルを作成した.TRPC3 

選択的阻害剤（Pyr3;Pyrazole-3）は浸透圧ポンプを腹腔内に埋め込み， 6週間の持続投与を行な

（った．心機能は，心エコーおよび左心室カテーテル法により評価した

盤雄主皇霊盤
心臓切片標本を collagentype I/IIIを認識する picrosiriusred染色を用いて染色し，間質におけ

るコラーゲン蓄積量を定量した．心肥大・線維化誘導に関わる遺伝子の発現変化は， qR千PCR法

を用いて評価した．

低分子量Gタンパク質RhoAおよびRhoGEFの活件i!!ll定

TAC後のマウス心臓および機械的伸展刺激をしたラット新生児心筋細胞を可溶化した.R~oA の

活性化は， GTP結合型の RhoAと特異的に結合する基質タンパク質（Rhotekinの RhoBinding 

Domain), GEF-Hlの活性化はRhoA(Gl7A)変異体を用いたpulldcwn法により評価した．

メカニカルストレッチ後のROS産生の測定

ストレッチチャンバーに播種したラット新生児心筋細胞に ROS蛍光指示薬H2DCFDAを5凶孔

30分間導入した． HESSを用いて 1回洗浄後， HESSに置換した．細胞内 H2DCFDAの蛍光変

化はvideoimage analysis systemを用いて経時的に記録した
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［結果］

TAC後の心臓における線維化に対する TRPC3凄択的阻害剤の効果

TACモデル作成1週間後より， Pyr3(100 A 

μg/kg/day）投与を開始し， TAC6週間後の心

臓の線維化について検討した.TACによる

心重量の増加に伴った線維化がPyr3投与に

より有意に抑制された（Fig.l). Pyr3投与は

TAC後の心肥大関連遺伝子の発現上昇を抑

制しなかったものの，心線維化関連遺伝子

の発現上昇を有意に抑制した．
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TAC後のJ「』4蔵における線維化に対する TRPC3欠損の効果

TRPC3トー）群では， TRPCs<+t+J群と比較して TACによる心機能低下が有意に抑制された（Fig.2A).

両群問で TAC後の心肥大に有意な差は観察されなかったものの，心重量の増加に伴った線維化が

TRPcs<-I）マウスにおいて顕著に抑制されていた（Fig.2B,2C). TRPc3<-t－＞心臓において TAC後の

心肥大関連遺伝子の発現上昇は抑制されず，線維化関連遺伝子の発現上昇は有意に抑制された．
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3. 心筋細腕における TRPC3.GEF-Hl.RhoAシグナリングの活件化を介した心臓の線維化

（ 低分子量 Gタンパク質 Rl叫の活性化ゆ心臓の線維化シグナルの中心的役割を担う．しかし，

RhoAの活性化を促す上流シグナルについてはあまり分かつていない. TACl週間後の心臓および

機械的伸展刺激を与えた心筋細胞においてTRPC3依存的なRhoAの活性化が確認された（Fig.SA).

Rho A は Rhoguanine nucleotide exchange factors (RhoGEFslにより活性化される.RhoGEFsは

69種類報告されており，このうち機械的伸展感受性の高い RhoGEFsに標的を絞り検討を行った

TACl週間後の心臓および機械的伸展刺激を与えた心筋細胞において， TRPC3依存的な GEFHl

の活性化およびGEF-Hl依存的な心臓の線維化応答が誘導された（Fig.SB）.また， GEF-Hlの活性

化は NADPHoxidase (Nox)の A

阻害剤により抑制された

(Fig.SC). 
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TRPC3/Nox2/n22Phox複合体形成による ROS産生

TRPC3の活性化が ROS産生を促すことを過

去に報告している 1. ラット新生児心筋細胞に機械

伸展刺激を与えると TRPC3依存的な ROS産生が

確認された（Fig.4A).NADPH oxidase (Nox)は心不

全時に発現量が増加し，酸化ストレスを惹起する．

Nox2は同じ膜タンパク質ある p22phoxとヘテロ二

量体を形成している．培養細胞に共発現させた免疫

沈降法の実験から， TRPC3はNox2,p22P加と複合

体を形成し，脂質ラフト上に局在することを明らか

にした．さらに， ROS産生には Nox2/p22Ph田のヘ

テロ二量体形成だけでなく，細胞質に存在する

( p47phox等の補因子の膜移行による活性化が必要で

ある.PKCpによる p47PhOXのリン酸化がp47PhOx活性化に必要であり， TRPC3はPKCpと機能的に

共役することで PKCpシグナルを正に制御する 5. 新生児心筋細胞に機械伸展刺激を与えると

TRPC3依存的なp47phoxのリン酸化が確認された（Fig.4B).
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TRPC3-u22nhox・ Nox2複合体形成によるタンパク質の安定化

Nox2とp22Phoxの結合は互いのタンパク質の安定 A 

化に必要である.TACl週間後において N四2のタ

ンパク質発現は顕著に増加レていた．この N阻 2の

発現上昇は TRPcs＜付群で顕著に抑制された

(Fig.5A). mRNAも TACl週間後に憎加したが，

TRPCs<-1 J群で抑制されなかった（Fig.5B）.また，ラ

ット新生児心筋細胞において TRPC3の発現低下に

（依存してN回 2の発現も低下した．さらに， CHO細

胞やHEK293細胞に TRPC3をp22phoxやNox2と共発現させたところ， p22Ph＂や Nox2タンパク

質の発現量はTRPC3発現量に依存して増加することがわかった．
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6.心線維芽細胞における TRPC3を介した線維化シグナル

心筋細胞で産生されたTGF-p等の線維化関連因子が A 「よλ洋電B

線維芽細胞に作用しTRPC3,GEF-Hl,RhoAシグナリン f 61 I .!.t. Iき
グを介した線維化応答が起こるか否か検討した． ~ ~41 I • I '§ ~400· 

工芝乙 I I ・・・． 〈ぜ三

ラット心線維芽細胞に TGF-p刺激をすると， a・SMA ~ 2比』圃E200 

の発現上昇（筋線維芽細胞への分化）が生じる.TGF』 p oιH守司圃R・ Q 

刺激による筋分化は T即 C3や GEF-Hlのノックダウ Sト官誌はお~~l~！l si-T~日ロロロロ
ンにより抑制された.TGF-p刺激によるGEF-HlとRhoA 

の活性化もまたTRPC3阻害により抑制された（Fig.6).
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［考察］

本研究により， TRPC3村山）マウスは

TAC後の適応応答である心肥大を抑

制せず，線維化を強く抑制すること

で， TAC後の慢性期における，む機能

低下を抑制していることが明らかと

なった． この機序として， TRPC3

チャネルの活性化が Nox2依存的な

ROSシグナルを介して線維化を誘導

することを初めて明らかにした．

TRPC3タンパク質は，

l) PKCp-p47Ph郎経路を活性化する

（ための局所 Ca哨入制御を担うチヤ

ネル

2) Nox2/p22向、複合体と物理的に

結合してタンパク質の発現の安定化

を補助する足場タンパク質
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という 2つの役割を持つ． すなわち， TRPC3 チャネル活性化は，局所 Ca2•流入を介して Nox2

を活性化すると同時に，チャネル活性非依存的に Nox2タンパク発現を安定化することで ROS産

生を増幅する positiveregulator of ROS (PRROS）であると考えられる.TRPC3の下流で産生され

たROSは， GEF-Hl/RhoA経路を活性化することで線維化を誘導する．微小管上に安定して局在

する GEF-Hlは，微小管が脱重合することで活性化する.ROSは微小管の脱重合を促進すること

により GEF-Hlを活性化するという報告がある 7. TRPC3は， ROSを介して微小管を脱重合し，

線維化を誘導しているのかもしれない．

これまで ROSシグナルの制御因子の分子実体については全く不明であった．本研究により，

(.TRPC3が PRROSの分子実体であることを初めて明らかにした 興味深いことに，メカノ作動性

RhoGEFsが普段の心筋収縮弛緩運動では活性化されず，病態時においてのみ活性化する根底には，

TRPC3を介した ROSシグナル活性化が必要であることが示された．ヒト iPS心筋細胞や心線維

芽細胞を用いた系においても， TRPC3を介した線維化応答が確認されている．本研究成果は，慢

性心不全の機序解明および新規創薬標的分子の同定に大きく貢献するものと期待される．
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