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緒緒  言言  

 
Transient receptor potential（TRPC）タンパク質は、神経液性因子受容体刺激やジアシルグリセロール産生によっ

て開口活性化し、細胞外の物理的・化学的情報を細胞内に伝達する Ca２＋透過型チャネルタンパク質として知られてい

るが、他のシグナルタンパク質と複合体を形成し、酸化・リン酸化へのシグナル変換・増幅を制御する足場的役割も  

担っている。 
当研究グループは、心不全の原因となる心筋萎縮や線維化の形成過程において、TRPC3 と活性酸素（ROS）産生  

酵素 NADPH oxidase（Nox2）との複合体形成を伴う過剰な ROS の産生が関与することを明らかにした［1，2］。   

さらに、細胞外の ATP を介した P2Y2 受容体（P2Y2R）の活性化が複合体形成に寄与することを示した［3，4］。   

加えて、TRPC3‐Nox2複合体を評価する独自のスクリーニング系を構築し、既承認薬を用いたスクリーニングにより、

PDE4 阻害剤であるイブジラストが TRPC3‐Nox2 複合体形成を阻害することを見出し、イブジラストが抗がん剤に

よる筋委縮を抑制することを明らかにした。  
一方で、筋ジストロフィーは、筋線維の破壊・ 変性（筋壊死）と再生を繰り返しながら、次第に筋萎縮と筋力低下が

進行していく遺伝性の筋疾患である。疾患の原因となるタンパク質が多数発見されているが、筋萎縮の形成過程におけ

る病態特異的タンパク質間相互作用は明らかにされておらず、有効な治療法も確立されていない。筋ジストロフィーで

は、細胞からのATP放出が亢進しており、細胞外のATP濃度が上昇していることやNox2活性が異常亢進しているこ

とが知られており、TRPC3‐Nox2複合体形成が病態発症の起点となっている可能性が高い。そこで本研究ではイブジ

ラストの筋ジストロフィーに対する有効性を検証し、TRPC3‐Nox2複合体の筋ジストロフィーにおける役割を明らか

にした。 
 

方方  法法  

 
11．． 動動物物  

C57BL/10Snslc を遺伝的背景とするデュシェンヌ型筋ジストロフィーモデル（X-chromosome-linked muscular 
dystrophy（mdx））マウス（4 週齢）を日本クレアより購入した。コントロール群として同系統の野生型マウス

（C57BL/10Snslc）（4週齢）を日本SLCより購入した。この実験は九州大学動物実験規則に則って実施された。また、

この実験は九州大学の承認を得て行われた（承認番号：A20-150-0）。 
22．．薬薬物物投投与与  
マウスをイソフルランで麻酔をかけて、Dimethyl sulfoxide：Polyethylene Glycol 300＝1：1で溶解したイブジラス

ト（東京化成）（10 mg/kg/day）を含んだ浸透圧ポンプ（Alzet osmotic pump 1004）を腹腔内に埋めこむことで持続 

投与した。 
33．．HHaannggiinngg  wwiirree  tteesstt  
投与 2 週目、4 週目に高さ 40 cm で網につかまらせ、逆さにした。落下するまでの時間を測定した（最長 1 分）。  

落下後、1分間のインターバルののち再び同様に測定した。以上を繰り返して合計5回測定を実施した。5回の平均値

上原記念生命科学財団研究報告集, 35 (2021)

1



 

を測定値として用いた。 
44．．血血漿漿パパララメメーータターー解解析析  

4週間後のマウスの下大静脈から採取した血液を、3,000 G、10分、4℃で遠心し、上清を採取した。富士ドライケム

NX500を用いて、血漿中のパラメーターを測定した。 
55．．mmRRNNAA発発現現解解析析  

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit（Qiagen）を用いて、筋肉組織サンプルからTotal RNAを単離した。定量リアル

タイムPCR（qRT-PCR）は、KAPA SYBR® FAST qPCR kit（KAPA BIOSYSTEMS）を用いて行った。 
66．．免免疫疫組組織織学学的的手手法法にによよるる解解析析  
近接ライゲーションアッセイ（Proximity Ligation Assay：PLA、Sigma）による TRPC3－NOX2 複合体形成の   

評価を行った。イブジラストを 4 週間持続投与したマウスから採材したヒラメ筋（Soleus muscle：SM）を O.C.T. 
Compound（サクラ精機）中に凍結包埋した。その後、cryostat（クリオスター NX70、Thermo Scientific）により   

薄切切片（14μm）を作製した。SigmaのDuolink™ PLA 免疫染色シグナル増幅技術を用いて標本を染色した。 
 

結結  果果  

  
11．．イイブブジジララスストトははmmddxxママウウススのの筋筋力力ととCCKK値値をを改改善善すするる  
筋力を測定するHanging Wire testを実施した。投与2週間目の測定ではすべての群で有意な差が認められなかった

が、4 週間目での測定で、イブジラストを投与した mdx マウスで vehicle を投与した mdx マウス、投与 2 週間目の  

イブジラストを投与したmdxマウスと比較して有意にHanging timeの延長がみられた（図1A）。また、mdxマウス

では筋損傷の指標である血中のクレアチンキナーゼ（Creatine Kinase：CK）値が顕著に増加した一方、イブジラスト

投与群ではvehicle群に比べCK値が有意に低下した（図1B）。 
 

 
図1．イブジラスト投与後のmdxマウスにおける筋力と筋損傷の評価 

A） 6週齢（投与2週目）、8週齢（投与4週目）の時点でHanging wire testを行った。 
B） 筋損傷マーカーであるクレアチンキナーゼ（CK）値を測定した。誤差範囲は標準誤差で示した。検定はTwo-way 

ANOVAによるTukey検定を用いた。 P**＜0.01、n＝5。 
 

22．．イイブブジジララスストトはは mmddxx ママウウススのの筋筋萎萎縮縮ママーーカカーーMMuuRRFF11 発発現現量量をを低低下下ささせせるるがが、、CC5577BBLL//1100 ママウウススのの炎炎症症・・筋筋萎萎縮縮  

ママーーカカーーのの遺遺伝伝子子発発現現にに影影響響をを与与ええなないい  
mdxマウスのvehicle群とイブジラスト群の遺伝子発現を比較した。炎症マーカーである、IL-1β、TNF-α、CCL2

の発現量は両群間で有意な差は認められなかった。筋萎縮マーカーとして知られる MuRF1（muscle RING finger 
protein 1）の発現量はイブジラスト群で有意に減少していた。一方、同じく筋萎縮マーカーとして知られるAtrogin-1
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は両群間で有意な差は認められなかった。線維化の指標であるα-SMA と COL1A1 も、両群間で有意な差は認められ

なかった。 
C57BL/10 マウスの vehicle 群とイブジラスト群の遺伝子発現を比較した。炎症マーカー、筋萎縮マーカーは両群間

で有意な差は認められなかった。α-SMA は両群間で有意な差は認められなかったが、COL1A1 の発現はイブジラス

ト群で減少した。 
33．．イイブブジジララスストトははmmddxxママウウススののヒヒララメメ筋筋ににおおけけるるTTRRPPCC33--NNooxx22複複合合体体形形成成をを阻阻害害すするる  
近接ライゲーションアッセイ（Proximity Ligation Assay：PLA）により、TRPC3とNox2が複合体を形成してい

るか検討した。その結果、野生型コントロール群に比べ、mdxのvehicle群では特に筋細胞の萎縮・浸潤が顕著にみら

れる領域においてPLAドット（顆粒状の陽性シグナル）の数が増加した。さらに、イブジラストを投与したmdxマウ

ス群では、vehicle群で増加傾向にあったシグナルの数が減少した（図2）。 
 

 
 
図2．TRPC3 ｰNOX2複合体形成阻害の評価 

TRPC3とNOX2に対して近接ライゲーションアッセイ（PLA）を行った。検出されたドットを矢頭

で示す。WT-Vehicle群、mdx-vehicle群、mdx-ibudilast群で比較した。 
 

考考  察察  

 
本研究により、mdx マウスにイブジラストを投与することで SM の重量が減少した。また、筋萎縮マーカーである

MuRF1 の発現量が減少した。加えて筋損傷の指標である CK 値が低下することが明らかとなった。さらに、筋力の 

試験である Hanging wire test の成績がイブジラスト投与により改善したことから、イブジラストが筋損傷や筋力の 

低下を抑制していることが示唆された。一方で、病態進行に伴う炎症や線維化はイブジラスト投与によって抑制されな

かった。 
現在、TRPC3‐Nox2 複合体形成に寄与する TRPC3 チャネルの C 末端配列を基に、十分な阻害効果を持つ最小の

アミノ酸配列を探索している。今後は、このようにして設計されたペプチド阻害剤を用いて、TRPC3 チャネルの関与

が示唆されている疾患モデルに対する治療効果を検討することで、治療法の確立とともに病態メカニズムの解明に  

つながることが期待される。 
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