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≪研究の概要≫ 
 

TRP（transient receptor potential）チャネルは数種のサブファミリーから構成される

Ca2+透過型陽イオンチャネル群であり、受容体・機械・温度・侵害刺激などによって活性

化され、多彩な生理応答の制御に関わると考えられている。近年、TRP チャネル群の分子

実体や活性化機構に関する研究が急速に進歩し、各 TRP チャネルやサブファミリーが持

つ特徴的な性質や基本機能が明らかになってきた。しかしながら、TRP チャネル各々の生

理学的役割や分子病態学的意義、更には、多様な分子種の機能連関に関しては未だ不明な

点が多い。本研究では、細動脈、動脈管、血管内皮、心臓、ネフロン、マクロファージな

どの TRP チャネルの生理機能及び分子病態学的意義を明らかにするため、共同研究者が

各々得意な先端技術を駆使し、また相互に連携しながら、多角的な基礎研究を実施した。 
本研究により、以下の研究成果を得た。1) TRPC3 チャネル及び NCX1 輸送体に対する

遺伝子改変マウス及び薬理学的ツールを用いて、血管平滑筋細胞における TRPC3/NCX1

機能連関が交感神経系を介した血圧調節及び冠動脈スパスム誘発に重要な役割を果すこと

を示した。2) 心血管機能の短長期的制御に密接に関わる TRPC6-Ca2+流入チャネルの受容

体刺激・機械刺激による協働的活性化機構が PKG リン酸化によって選択的に減弱するこ

とを明らかにした。3) ANP や PDE5 阻害薬による TRPC3/TRPC6 の Ca2+チャネル活性の

抑制が心肥大形成を有意に抑制することを見出した。4) 新生仔心筋細胞を用い、

TRPC1-STIM1 系が心筋細胞肥大の形成過程に決定的な役割を果すことを明らかにした。

5) TRPC6 の SRF 結合部位を介した発現調節には elk1 と SRF の協調作用が重要であり、

SRF が病的心筋における TRPC6 の発現亢進に関与する可能性を示した。6) 洞房結節の遺

伝子発現解析により、HCN1、HCN4、CACNA1G などの既知のイオンチャネル以外に、

CACNA1D 及び TRPV4 が高発現していることを見出した。7) LPS 刺激によるマクロファ

ージの炎症性サイトカイン産生には TRPV2 チャネルを介した Ca2+流入が関与することを

明らかにした。8) 出生後の血清浸透圧の低下により、TRPM3 チャネルを介した Ca2+流入

が生後の動脈管閉鎖に関与することを初めて示した。 

 このように、本研究では、血圧調節、心血管機能、心肥大、動脈管閉鎖、炎症反応など

に関わる TRP チャネル分子種を同定し、それらの新たな生理機能及び分子病態機序を多

角的手法を用いて明らかにした。今後、これらの TRP チャネル分子種を標的とした心血

管病の創薬開発が期待される。 
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研究報告  

 

Ⅰ 研究目的  

 TRP（transient receptor potential）チャネルは多様な Ca2+透過型陽イオンチャネル群

であり、TRPC、TRPM、TRPV、TRPML、TRPP、TRPA の 6 つのサブファミリーから

構成される。TRP チャネルは受容体・機械・温度・侵害刺激などによって活性化され、様々

な生理応答の制御に関わる“多様なセンサー分子”と考えられるが、TRP チャネル個々の

生理学的役割や分子病態学的意義、更には、多様な分子種の発現・活性制御機構や機能連

関に関しては未だ不明な点が多い。そこで本研究では、細動脈、動脈管、血管内皮、心臓、

マクロファージなどの TRP チャネルの生理機能及び分子病態学的意義について、共同研

究者がそれぞれ得意な最先端技術を駆使し、また相互に連携・協力しながら、多角的な基

盤研究を推進する。最終的な目標として、高血圧、血管攣縮、動脈硬化、心不全、心血管

リモデリング、メタボリックシンドロームなどの発症・進展に関わる TRP チャネル分子

種を同定し、その分子病態機序を解明するとともに、それを分子標的とした新しい循環器

系治療薬の開発を目指す。TRP チャネルを分子標的とした創薬開発は全く未開拓の領域で

あり、有効な治療法のない疾患に対する画期的な治療薬が創生できる可能性を秘めている。 

 

Ⅱ 研究計画及び材料と方法  

１．TRPC3/NCX1 機能連関の分子機序の解明と心血管病治療への応用（岩本）  

遺伝子改変マウス及び薬理学的ツールを駆使して、血管平滑筋細胞における TRP チャ

ネルと 1 型 Na+/Ca2+交換体（NCX1）の機能協関の分子機構及び生理的役割を検討した。

具体的には、NCX1、TRPC3、TRPC6 の血管特異的高発現マウス及びノックダウンマウ

ス、更には、これら相互の二重遺伝子改変マウスを作製した。これらマウスに種々受容体

作動薬を投与し、心血管機能を解析した。また、作動薬誘発の冠動脈攣縮に対する NCX

阻害薬（SEA0400、YM-244769）及び TRPC 阻害薬の治療効果を調べた。また、摘出灌

流腸間膜細動脈に fluo-4/AM を負荷し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて受容体作動薬及び

阻害薬処置時の血管径と細胞内 Ca2+濃度を同時測定した（一部、井上と共同）。更に、遺
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伝子改変マウスの大動脈及び腸間膜動脈を材料とし、NCX1 抗体、各種 TRPC チャネル抗

体を用いて免疫組織学的解析及び免疫沈降実験を行い、NCX1 と TRPC の局在を調べた。 

２．TRPC6 を介した短長期的心血管機能制御機構の解明（井上）  

高血圧症の重要な増悪因子である腎動脈硬化及び心肥大進行過程における機械刺激―

RAS の機能的協関を解明しその制御薬を探索するため、以下の実験を実施した。高血圧モ

デル動物及び TRP チャネルの遺伝子改変マウス（一部、岩本と共同）を用いて、圧負荷

時に TRPC 蛋白質の発現・局在・機能と心筋細胞、腎動脈平滑筋細胞の増殖性シグナル伝

達系の間に生じる構造的・機能的改変について、分子生物・生化学的、免疫組織化学的、

電気生理・光学的諸手法を用いて解析した。更に、細胞骨格ダイナミクスやカルモジュリ

ンを介した PKG による TRPC6 の活性化モード変換機構について、変異体・欠失体・置換

体を用いた分子生物・電気生理学実験、yeast two hybrid 法による網羅的検索、共焦点レ

ーザー顕微鏡による免疫細胞化学的検討、FRET によるチャネル―細胞骨格、カルモジュ

リン相互作用の検討を実施した。 

３．TRPC1-STIM1 の機能連関と異所性自動能発現への TRP の関与（尾野）  

心自動能と TRP チャネルとの関わり及び心肥大・不全における TRPC1-STIM1 系の関

与の２点に重点を置いて研究を実施した。前者においてはラット肺静脈心筋細胞の自動能

における TRP チャネル、とりわけ TRPM4 の関与を電気生理学的に解析した。また、ラッ

トにおいて急速ペーシング法による心房細動モデルを作製し、心房筋細胞の電気的リモデ

リングにおける TRP チャネルの発現変化を解析した。また、後者においては STIM1 の遺

伝子改変マウスを用い、各種肥大刺激の効果を検討した。 

４．心肥大・心不全における TRPC の役割の解明と治療標的としての可能性の検討（桑原） 

動物心肥大･心不全モデル及びヒト不全心における TRP チャネル群（特に、TRPC）の

発現について検討し、その発現制御機構に関して詳細な解析を実施した（一部、井上・鷹

野と共同）。またそれら TRP チャネルの心肥大･心不全発症･進展における病態生理学的意

義を解明するために遺伝子改変マウスを用いて解析し、更に心臓病治療標的としての可能

性を探るために、各種心肥大･心不全モデル動物に選択的阻害薬を投与し、その治療的効果

を検討した。 

５．ペースメーカー細胞背景 Na 電流における TRPV の役割の解明（鷹野）  

HDAC4 及び NFAT と蛍光蛋白質 GFP との融合蛋白質を心臓特異的に発現するトラン

スジェニックマウスを作製し、転写因子を活性化する細胞内 Ca2+変動の局在と時間変動に

ついて解析した（予想外の結果により方向転換）。次に、洞房結節細胞の背景 Na＋電流の

伸展刺激感受性、温度感受性、薬理学的性質を検討し、すでに作製済みの TRPV4 ノック

アウトマウスの洞房結節細胞と比較検討した（一部、桑原と共同）。 

６．マクロファージ TRPV と炎症反応：メタボリックシンドロームへの関与の検討（古川） 

マクロファージで lipopolysaccharide（LPS）刺激による炎症性サイトカイン TNFα、

IL-1β、IL-6 産生を Real time PCR 法・Western blot 法を用いて RNA レベル・タンパク

レベルで測定し、これに対する薬物・siRNA による TRP チャネルや種々のシグナル分子

の抑制の影響を検討した。担当 TRP チャネルが特定されたらノックアウトマウスあるい

は薬理学的手法を用いて、TRP チャネルの抑制が炎症関連循環器系疾患、たとえば動脈硬

化などにおける役割を in vivo で検討する。 
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７．動脈管閉鎖における TRP チャネルの役割の解明（南沢）  

各発達段階での動脈管における TRP チャネル群（TRPC、TRPM、TRPV）の発現及び

機能的役割を検討した。具体的には、1) ラット動脈管平滑筋培養細胞を用いて、各 TRP

チャネル特異的な刺激薬・阻害薬や siRNA の細胞遊走能、細胞増殖能などに対する影響を

調べた。2) ラット動脈管器官培養法を用いて、各 TRP チャネル特異的な刺激薬・阻害薬

が内膜肥厚に及ぼす影響を調べた。3) 新生仔ラット生体に各 TRP チャネル特異的な刺激

薬・阻害薬を投与し、急速凍結法にて動脈管の開口度を調べた。以上より、動脈管の解剖

学的機能的閉鎖における TRP チャネル、特に TRPM3 の役割を解析した。 

 

Ⅲ 研究成果  

１．TRPC3/NCX1 機能連関の分子機序の解明と心血管病治療への応用（岩本）  

遺伝子改変マウスおよび薬理学的ツールを開発応用することにより、血管平滑筋細胞に

おいて NCX1 輸送体が TRPC3 チャネルと機能連関し（複合体形成）、Ca2+流入増幅系と

して働くことにより、α1 受容体刺激時の血管収縮（血管スパスム）やストレス性高血圧

の発症に重要な役割を果すことを明らかにした。具体的には、血管平滑筋特異的 NCX1 高

発現マウスを用いて、α1 受容体刺激による血管収縮反応（細胞内 Ca2+シグナル）に NCX1

が関与する実験的証拠を得た。この機序を解析する目的で、血管平滑筋細胞を用いた免疫

沈降実験、免疫染色実験及びショ糖密度勾配分離実験を行ったところ、NCX1 は TRPC3

と相互作用しカベオラ分画に共存することが示唆された。そこで、血管平滑筋特異的

TRPC3 高発現マウスを作製したところ、α1 受容体刺激時の血管収縮反応（細胞内 Ca2+

シグナル）及び昇圧反応が顕著に増大することを観察した。一方、NCX1 へテロ欠損マウ

ス及び抑制型 TRPC3 高発現マウス（ドミナントネガティブ変異体）では、同刺激の血管

収縮反応及び昇圧反応が有意に減弱していた。また、NCX1 及び TRPC3 の高発現マウス

に高濃度のノルエピネフリンを静脈内投与すると、冠動脈スパスムに起因する心電図 ST

上昇及び AV ブロックが誘発された。この冠動脈スパスムは NCX 阻害薬及び TRPC3 阻害

薬により抑制可能であった。これらの結果から、血管平滑筋細胞における NCX1/TRPC3

機能連関は、交感神経系を介した血圧調節（ストレス性高血圧誘発）及び冠動脈スパスム

誘発に重要な役割を果たすものと考えられた。 

２．TRPC6 を介した短長期的心血管機能制御機構の解明（井上）  

心血管機能の短長期的制御において重要な役割を果たしていると推測されている

TRPC6-Ca2+流入チャネルの活性が、神経体液因子（自律神経伝達物質、心血管作動因子）

及び機械刺激（血圧等）の協働によって効果的な増幅を受け、それには２つの膜脂質分解

酵素である phospholipase C 系（ diacylglycerol を産生）と phospholipase A2/ω

-hydroxylase 系（20-HETE を産生）のシナジーが密接に関わっていることを明らかにし

た。また、変異体・欠失体・置換体を用いた分子生物・電気生理学実験を遂行し、血管内

皮依存性弛緩因子である一酸化窒素や心房性利尿ペプチドが、Thr69 番目の PKG による

リン酸化を介して上記の受容体・機械刺激による増幅機構を選択的に減弱させ、血管の収

縮性応答（すなわち昇圧反応）を著しく抑制する可能性を見出した。また、このリン酸化

がアクチン細胞骨格との相互作用を減弱させ機械刺激伝達変換の効率を低下させているこ

と、Thr69 の近傍にある家族性巣状糸球体硬化症の遺伝子変異（P112Q、M132T、T143S）
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においても、同様の機械刺激伝達効率の劇的な変化が生じていることを見出した。また最

近、細胞内 Ca2+濃度と FRET による蛋白質相互作用の準同時的定量的測定法を確立し、

TRPC6 チャネルを始めとする種々のイオンチャネルが、細胞内 Ca2+濃度上昇によってカ

ルモジュリンによる複雑な制御を受けていることを明らかにした。現在この方法を応用し

て、TRPC6 チャネルの受容体刺激・機械刺激による活性化過程における、アクチン細胞

骨格やカルモジュリンとの動的相互作用の役割と、それに対する PKG リン酸化の抑制効

果の分子機構を検討中である。 

３．TRPC1-STIM1 の機能連関と異所性自動能発現への TRP の関与（尾野）  

心自動能と TRP チャネルとの関わり及び心肥大・不全における TRPC1-STIM1 系の関

与の２点に重点を置いて研究を実施した。1) 異所性自動能発現への TRP チャネルの関

与：心房細動の原因を探索する目的でラット肺静脈心筋細胞を単離しその電気生理学的及

び形態学的特性を解析した。その結果、肺静脈心筋細胞は心房筋と異なり横行小管系が発

達しており、細胞内 Ca2+貯蔵庫からの Ca2+放出が自動能発現に深く関与していることが

わかった。Ca2+放出は細胞膜の Na+/Ca2+交換系を介して内向き電流を発生し、自動能を惹

起することが示唆された。TRPM4 は心房筋において多く発現し、心房の進展負荷に伴い

発現が増加することが報告されているものの、肺静脈においては本チャネルが自動能を誘

発している可能性は低いと考えられた。現在、ラット大動脈縮窄モデルを作製し、心房筋

の電気的リモデリングと TRPM4 チャネルの downregulation について解析中である。2) 

TRPC1-STIM1 の機能連関：心筋細胞肥大の形成過程において、TRPC1-STIM1 系は決定

的な働きをしていることを、新生仔ラット心筋細胞を用いた実験で明らかにした。現在、

STIM1 の遺伝子改変マウスを入手し、その表現型解析を進めている。その他：TRP チャ

ネルの研究に際し、病態モデルラットや遺伝子改変マウス等小動物の心機能を in vivo 実

験で解析する目的で、ピエゾセンサーを用いた非侵襲心拍測定システムを開発した。 

４．心肥大・心不全における TRPC の役割の解明と治療標的としての可能性の検討（桑原） 

TRPC6 の心臓過剰発現マウスでは NFAT の活性化とその下流遺伝子の発現増強を示し、

加齢に伴う心不全を発症したことから、TRPC6 遺伝子の発現増加が心不全発症過程にお

ける calcineurin-NFAT経路の正の制御機構として働いていることを明らかにした。更に、

TRPC6 の 5'隣接領域（発現制御領域）に 3 ヵ所の CArG box 類似配列を見出し、SRF は

それら部位にほぼ同等に作用し、TRPC6 promoter を活性化することを確認した。SRF の

cofactor である myocardin は TRPC6 promoter に対しその転写活性増強作用を示さなか

ったが、elk1（myocardin と競合）は SRF と協調的に TRPC6 promoter の活性を亢進さ

せ、複数の elk1 結合部位が CArG box 周囲に存在することが確認された。これらの結果か

ら、TRPC6 の SRF 結合部位を介した発現調節には elk1 と SRF の協調作用が重要である

ことが示され、SRF が病的心筋や血管平滑筋における TRPC6 の発現亢進に関与する可能

性が示唆された。また GC-A ノックアウトマウスにおいて TRPC6 の発現および活性が亢

進していることを確認し、TRPC 阻害薬である BTP2 が同マウスの心肥大を有意に改善す

ることを見出した。本結果は TRPC 阻害が新規の心肥大、心不全の予防・治療薬となりう

る可能性を示唆するものであり、今後さらに複数の心不全モデルにおいて BTP2 の効果を

検討する予定である。 

５．ペースメーカー細胞背景 Na 電流における TRPV の役割の解明（鷹野）  
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心臓ペースメーカー細胞は、心房筋や心室筋細胞に比べて背景 Na コンダクタンスが高

いことが知られている。これは電位依存性に活性化される持続生内向き電流（Ist）と、電

位依存性がない背景非選択性陽イオン電流（Ibackground）が存在することが原因と推定され

る。しかし、これらの電流系の分子実体は未だに不明である。そこで、C57BL6 マウスか

ら洞房結節ならびに右心耳を切除し、マイクロアレイによる遺伝子発現プロファイルの比

較を実施した。その結果、HCN1、HCN4、CACNA1G 等の既に知られている洞房結節特

異的なイオンチャネル遺伝子の外に、CACNA1D と TRPV4 が洞房結節において有意に発

現量が高いことを見出した。現在、TRPV4-/-マウスの洞房結節からペースメーカー細胞を

単離して、TRPV4 が Ibackground の分子実体である可能性について検討中である。 

６．マクロファージ TRPV と炎症反応：メタボリックシンドロームへの関与の検討（古川） 

In vitro 実験により、炎症性細胞であるマクロファージから LPS 刺激により炎症性サイ

トカイン（TNFα、IL-1β、IL-6 など）が産生され、これには TRPV2 チャネルを介する

Ca2+流入が関与することを明らかにした。更に、Ca2+指示薬を用いて、LPS 刺激によりマ

クロファージで本当に Ca2+濃度の上昇が起こること、この Ca2+上昇が TRPV2 チャネル阻

害薬、siRNA による TRPV2 のノックダウンにより抑制されることを明らかにした。次に、

TRPV2 のマクロファージ特異的ノックアウトの作製を予定していたが、同マウスの入手

に時間がかかることが判明し、別の方法を模索することとした。既存の TRPV2 チャネル

阻害薬を構造展開し、in vivo で使用可能な薬物の探索を行った。新たに合成した化合物に

ついて、まずは in vitro で LPS 刺激による Ca2+動員、ならびに TNFα、IL-1β、IL-6 産

生に対する作用を検討した。LPS による Ca2+動員、TNFα、IL-1β、IL-6 産生に対して

抑制作用は見られたが、その程度は軽微であったことから、今後さらに高力価の化合物の

合成、解析を行う予定である。 

７．動脈管閉鎖における TRP チャネルの役割の解明（南沢）  

ラット動脈管での TRPM チャネルの発現を調べたところ、動脈管では TRPM3 の発現が

大動脈に比べて有意に高く、TRPM3 は動脈管内膜肥厚部に強く発現することがわかった。

TRPM3 は浸透圧感受性チャネルと考えられていることから、出生前後での浸透圧変化が

TRPM3 を介して、動脈管閉鎖に影響を及ぼすのと仮説をたて、その検証実験を行った。

1) 血清浸透圧をラットおよびヒト新生児（在胎 24-35 週）で測定した。ラット、ヒトとも

に生後の血清浸透圧は胎生末期に比べ有意に低下していた。2) pregnenolone sulfate 

（TRPM3 刺激薬）を経子宮壁的に胎生 21 日目（成熟段階）胎仔に皮下注射し、動脈管を

観察したところ、pregnenolone sulfate （0.1mg/体重 g）は有意に動脈管を収縮させた。

3) 低浸透圧刺激による細胞内カルシウム濃度[Ca2+]i の変化をラット平滑筋細胞で測定し

た。低浸透圧刺激によりラット動脈管平滑筋細胞では[Ca2+]i は有意に上昇したが、大動脈

平滑筋細胞では変化しなかった。siRNA を用いて TRPM3 の発現を抑制すると低浸透圧刺

激による動脈管平滑筋細胞の[Ca2+]i の上昇は抑制された。4) 浸透圧を 300mOsm/kg から

220mOsm/kg に段階的に低下させたときのラット動脈管と大動脈の血管張力の変化を

wire myograph system を使用して測定した。低浸透圧刺激は動脈管の張力を増加し、収

縮が確認された。大動脈では低浸透圧刺激により張力は上昇しなかった。これらの結果か

ら、出生後の血清浸透圧の低下により TRPM3 チャネルを介した Ca2+流入が生後の動脈管

閉鎖に関与することを初めて明らかにした。以上のことより、生後動脈管閉鎖には血清浸
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透圧管理も重要であると考えられた。 

 

Ⅳ 考察  

本研究では、細動脈、動脈管、血管内皮、心臓、ネフロン、マクロファージなどの TRP

チャネル群の生理機能及び分子病態学的意義を明らかにするため、共同研究者らが相互に

連携しながら多角的な基礎研究を実施した。主な研究成果として、交感神経系を介した血

圧調節及び冠動脈スパスム誘発における TRPC3/NCX1 機能連関の役割、心血管機能の短

長期的制御に関わる TRPC6 の活性化機構、心肥大形成における TRPC3/TRPC6 及び

TRPC1-STIM1 系の役割、TRPC6 の心筋発現調節機構、洞房結節における TRPV4 の重要

性、マクロファージ機能における TRPV2 の役割、動脈管閉鎖における TRPM3 の役割な

ど、多数の新知見を得た。特に注目すべき成果は、ストレス性高血圧、冠動脈スパスム、

心血管リモデリング、動脈管閉鎖、マクロファージ炎症反応に関わる TRP チャネル分子

種を同定し、標的 TRP チャネルに対する阻害薬（修飾薬）が治療効果を発揮することを

実験的に示した点である。今後、これらの研究を発展させることにより、新しい心血管病

治療薬の開発に繋がることが期待される。 

TRP チャネル群は、種々病態因子を初期に感受する“細胞センサー分子”としての病態

学的側面を有しており、恰好の創薬標的分子であると言える。今後、多彩な TRP チャネ

ル群の各分子種の構造と機能が詳細に解明され、更に、各分子種に対する特異的阻害薬（修

飾薬）が開発され、本領域の創薬研究が活発になることを期待している。本研究事業がそ

の布石になれば幸いである。 

 

最後に、本研究事業に貴重なご支援を賜りました、財団法人車両競技公益資金記念財団に

対して深謝申し上げます。 
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