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研究成果の概要（和文）：遺伝性大動脈瘤形成の病理には、血管平滑筋細胞（SMC）分化・ 増殖の異常が考えら
れている。本研究結果から、SMC分化の過程で、三量体G蛋白G12ファミリーであるGα12とGα13が、それぞれ全
く違ったシグナル伝達経路を活性化してSMC分化に寄与する事が明らかになった。更に、Gα12のリン酸化が、分
化シグナルの活性化維持に影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Losing a balance between differentiation and proliferation of smooth muscle 
cells causes the hereditary aortic aneurysms. Our study indicates that a heterotrimeric G protein, 
Galpha12 activates the pathway divergent from Galpha13.Phosphorylation of Galpha12 by TGFbeta 
stimulation may sustain the activation of the pathway.

研究分野：生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
胸部大動脈瘤破裂の殆どは遺伝性疾患に起

こり、小児期突然死の大きな要因ではあるが

有効な治療法が無かった。しかし、ここ数年

で精力的に責任遺伝子が同定され、“ TGF

シグナルの異常”[マルファン症候群ー

fibrillin-1、Loeys-Dietz syndrome (LDS)

—TGF受容体 TGFR1、R２または Smad3]と、

“収縮型平滑筋に必要なユニットの欠如”

[家族性 ACTA2 (-smooth muscle actin), 

MYH11（smooth muscle myosin）]が示唆され

た(Dietz et al. 1991; Guo et al. 2007; 

Loeys et al. 2005; Zhu et al. 2006; van de 

Laar et al. 2011)。それを基に作製された

モデルマウスでは、大動脈起始部中膜構造異

常—平滑筋細胞（ SMC）の異常、その結果と

しての弾性線維非組織化—が認められた。共

通する病態として、＜１＞ “ TGFシグナ

ルの過剰”、＜２＞“ 発生学的 SMC 分化異

常”の二つが浮かび上がった(Lindsay and 

Dietz, 2011; Ailawadi et al. 2009; Mack 

2011; Loeys, 2014)。更なるブレイクスルー

は、ヒト、モデルマウスに対するangiotensin 

receptor blocker（ARB）の大動脈瘤拡大抑

制効果の報告であった（Brooke,2008; Loeys, 

2014）。既存の薬剤が生後投与で有効性を示

した事は、患者と医師に大きな希望をもたら

した。現在 USA では、Phase3 まで進んだ。

transforming growth factor  （TGF）抗

体の生後投与もモデルマウスで有効と報告

された。私達は本課題において、“ 過剰の

TGFが、クロストークする Ang II シグナル

伝達系にも異常を起こし、平滑筋細胞分化障

害を惹起させる”という仮説を立てる。 

 SMC は他の分化細胞と異なり、高度な可塑

性を持って外的環境に適応する。収縮型（ 分

化型）と、増殖能・ 移動能・ 細胞外基質合

成能を有する合成型（脱分極、未分化）を可

逆的に移行する。さらに二つの特性を併せ持

つ事もある。この可塑性の欠損が血管病変を

引き起こすと考えられる。SMC 分化は、転写

レベルでは詳細に解明されている（図）。

Serum response factor (SRF)は

Myocardin-related transcription factor

（ MRTF）が結合すると、CArG box に結合し、

分化に方向へ転写が開始する。ERK によりリ

ン酸化された ternary complex factor （TCF）

が結合すると増殖に進む。MRTF が核内に移行

して SRF と結合するには、低分子量 G蛋白質

Rho を介した活性化が必要である。TGFは

TGFR1、２を介して Smad2/3 をリン酸化し核

移行させる Canonical pathway 以外に、詳細

は不明だが ERK、Rho も活性化する。TGFか

ら Smad複合体を介した SMC 分化は、CArG/SRF

依存性であり、Rho の活性化が必要である。

Ang II は三量体 G蛋白質、G12、G13、Gq

どれとも同時に共役する G蛋白共役型受容

体（GPCR）、Angiotensin 受容体（ATR）を介

して Rho を活性化する。つまり、TGF、Ang II

細胞外シグナルは Rho に合流する。一方で、

Rho は SMC の増殖にも不可欠である。増殖と

分化は排他的なものではない。Rho の多能性

が、活性化経路の解析を難しくさせている。

私達は未だ不明なRho活性化機構の解明を目

指す。分化増殖の過程で“ いつ”、“ どの経

路が”、Rho を活性化させるのかを理解する。 

 Rho活性化の強力なドライバーは G12/13〜 

RH-RhoGEF （ guanine nucleotide exchange 

factor）[RH ドメインを有する Rho 活性化因

子、Leukemia-associated RhoGEF（LARG）、



PDZ-RhoGEF、p115RhoGEF の三種]からのシグ

ナルである。私達はこの Rho 活性化経路の研

究を続けてきた（Suzuki, 2009a b & 2003）。

Offermanns らは血管平滑筋特異的な Gq/G11

ノックアウトマウス、G12/13 ノックアウトマ

ウスの血管修復モデルで比較から、Gqは SMC

増殖に、 G12/13 は SMC 分化に寄与すること

を報告した（Althoff, 2012）。 

そこで私達は、G12/13 〜 RH-RhoGEF〜RhoA

シグナルに注目した。TGFにより SMC に分化

するマウス中胚葉由来多能性細胞 10T1/2 の

系を使って、独自に開発した G12 抗体を用

いてショットガンプロテオミクスを行い、形

成されるタンパク複合体を継時的に解析し

た。その結果、SMC へ分化すると、G12 と

LARG の蛋白発現が上昇し、LARG 活性化のシ

グナルが作動する事がわかってきた。この結

果を基に研究を進める。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は平滑筋分化・ 増殖に重要な

細胞内シグナルの活性化機構、分子を同定し

て、小児胸部大動脈瘤治療薬開発の基盤を確

立する事である。胸部大動脈瘤破裂の殆どは

遺伝性疾患の大動脈基底部に起こり、小児期

突然死の大きな要因であるが、有効な治療法

は無かった。ここ数年で遺伝性疾患の責任遺

伝子が同定され、モデルマウスの解析も進み、

疾患に共通して TGFシグナル活性と血管平

滑筋細胞分化の異常が見出された。更に、ARB

が大動脈瘤拡大を抑制するというブレイク

スルーもあった。私達は本課題で、“ 過剰の

TGFが、クロストークする angiotensin II

（Ang II）シグナル伝達系にも異常を起こし、

平滑筋細胞分化障害を惹起させる”という仮

説を立てた。低分子量 G蛋白質 Rho 活性化に

注目して疾患シグナルを解明する。 

 [1] 平滑筋分化、増殖で活性化される Rho

活性化シグナル経路・ 分子を同定する。 

分化、増殖に特異的で重要な Rho 活性化シグ

ナル経路、分子をそれぞれ同定する。 

<1-1>ATR と共役する G12、G13、Gq シグ

ナル活性の評価 

TGFによる 10T1/2 細胞の平滑筋細胞分化の

系で、G12、G13、Gq 抗体を用いてショ

ットガンプロテオミクスを行い、活性化によ

って形成された複合体を経時的に追跡し、比

較検討して、重要なシグナルを同定する。更

に、LARG、p115RhoGEF、PDZ-RhoGEF 抗体で

も解析を行う。 

<1-2> TGFによるcanonicalな経路（Smad）、

non-canonical な経路（Rho、ERK）活性の評

価 

<1-3> 分化に伴う RH-RhoGEF リン酸化修飾

の同定 

RH-RhoGEF の活性化にはリン酸化も関与す

ることを、私達も報告している（Guilluy, 

2010;Suzuki, 2003）。 

<1-4> TGF過剰投与、ARB 投与による上記シ

グナルの変化を理解する。 

大動脈瘤疾患群の病因と考えられる過剰量

の TGFを投与してシグナルの変化を見る事

は、疾患の理解に非常に有用と考えられる。

更に、ARB 投与下でどのシグナルが変化する

のかを解析する。 

[2] 標的分子の活性を調節して平滑筋分化・ 

増殖シグナルを分解する。 

1.で決定した分化・増殖の標的因子を TGF

刺激無しに強制発現、または TGFや Ang II

刺激下でノックダウンまたはノックアウト

する事で、分化・ 増殖が調節可能になるか

を検討する。 

[3] TGF刺激による G12 活性化機序を解明

する。 

予備実験において上記が確認されたが G12

の活性化の機序は、オートクラインによる

GPCR の活性化によるのか、または他のレベ

ルでの活性化なのか全く不明である。 

 
３．研究の方法 
TGFと Ang II シグナルのクロストークによ

る SMC 分化調節機構を解明する。活性化され



た蛋白複合体を捕獲するための、G12、G13、

Gq、LARG、p115RhoGEF、PDZ-RhoGEF に対す

る高感度・高特異性モノクロナル抗体は作成

済みである（Iwanari et al., 2011, Patel et 

al., 2014, Rusu et al., 2014, Chow et al., 

2013）。ショットガンプロテオミクスにより

シグナル特異的蛋白複合体を捕獲し質量分

析で網羅的に解析して、平滑筋分化に重要な、

細胞外刺激から Rho活性化に至るシグナルを

解明し、創薬のターゲットを同定する。平滑

筋分化マーカー（-SMC、SM-MHC、SM22、

CNN1）の発現、増殖マーカ（c-fos、Elk1）

の発現、Rho 活性化（Rhotekin プルダウン

アッセイ、MRTA 核内移行）、Smad 活性化（リ

ン酸化、核移行）・ ERK 活性化（リン酸化）

を生化学的、細胞生物学的解析法で評価する。

以上の手法は、時間もかかるため、ハイスル

ープットなRho活性化の評価にはSRFルシフ

ェレースアッセイを、平滑筋分化の評価に

-SMC、SM22のプロモーター・ ルシフェレ

ースアッセイを行う（Medlin et al., 2010, 

Suzuki et al., 2003）。機能解析のための

G12、G13、Gq、RH-RhoGEF 蛋白は私達が

既に確立しているSf9-baculovirus系で大量

精製する。 

1. 平滑筋分化、増殖で活性化される Rho 活

性化シグナル経路・ 分子を同定する。 

分化、増殖、に特異的な重要で Rho 活性化シ

グナル経路、分子をそれぞれ同定する。 

1-1. ATR と共役する G12、G13、Gq シ

グナル活性の評価 

既に確立されている、10T1/2 細胞を TGF 1 

ng/mlで SMCに分化させる系をモデルとする

(Xie et al., 2011)。活性化されたシグナル

複合体を経時的に追跡するため、G12、G13、

Gq 抗体を用いてショットガンプロテオミ

クスを行い、比較検討して、重要なシグナル

を抽出する。更に、LARG、p115RhoGEF、

PDZ-RhoGEF 抗体でも解析を行う。本法は、

本実験遂行の根幹となるが、前述のように予

備実験で成功しているので、確実に実験は進

められる。 

1-2. TGFによる canonical pathway（Smad）、

non-canonical pathway（Rho、ERK）活性化

の評価を行う。 

1-2. TGFによる canonical な経路（Smad）、

non-canonical な経路（Rho、ERK）活性化の

評価 

1-3. RH-RhoGEF のリン酸化修飾の同定 

RH-RhoGEF の活性化にはリン酸化も関与す

ることを、私達や他のグループも報告してい

る（Guilluy,2010;Suzuki, 2003）。分化に

伴ったリン酸化の部位を同定する。同定され

た部位の変異体（Aに置換した非リン酸化型、

または Dに置換したリン酸型）作製し細胞内

に強制発現し影響を見る。更に G12/13〜

p115RhoGEF 変異体〜RhoA を蛋白で再構成し 

[3H]-GDP の RhoA からの解離を指標に GEF 活

性を測定する（Suzuki et al., 2003, Suzuki 

et al., 2009, Tanabe et al., 2004）。 

1-4. TGF過剰投与、ARB 投与による上記シ

グナルの変化を理解する 

LDS はヘテロ接合体であり、野生型 TGF R

は、インタクトなシグナル活性を保持してい

る事が解っている。そこで、大動脈瘤疾患群

の病因と考えられる過剰量の TGFを投与し

て 1-1、1-2 と同様の実験を行い比較検討す

る。更に、ARB 投与下でどのシグナルが変化

するのかを解析する。 

インテグリンシグナルからの入力も、

10T1/2 細胞の系では考慮していない。しか

し、メカニカルストレスが SMC の分化に重要

な役目を果たすことはよく知られている。そ

こで、ファイブロネクチンコーティングによ

りインテグリンシグナルを刺激したり、抗体

を用いて遮断したりすることも考える。 

1-5.以上の結果を総括して、シグナルのクロ

ストークのチャートを作成し、標的分子を同

定する。 

2. TGF刺激による G12 活性化機序を解明 



する。 

前述のように予備実験において 10T1/2 細胞

を TGF 1 ng/ml で SMCに分化させると、G12

が活性化された。無血清培地での単培養であ

ることを考えると、G12 がオートクライン

により GPCR を介して活性化されたのか、リ

ガンドなしで GPCR がトランスアクチベーシ

ョンされたのか、または Gのレベルでの活

性化なのか全く不明である。分化時 SMC のア

ンギオテンシン変換酵素活性の上昇は報告

されている。そこで培養液中のアンギオテン

シノーゲンを ELISA 法で測定する。また、G

のリン酸化等の蛋白修飾が同定されれば、上

記と同様変異体を作製して細胞実験、再構成

実験を行う。上記実験結果を総合的に解析し、

機序を解明する。 

 
４．研究成果 

遺伝性大動脈瘤形成の病理には、血管平滑筋

細胞（SMC）分化・ 増殖の異常が考えられ
ている。低分子量G蛋白RhoはSMC分化・増
殖の調節において重要な役割を果たすと考え

られているが詳細は不明である。本研究結果

では、SMC分化の際に、Rho活性化の強力な
ドライバーである三量体G蛋白、G12〜
Leukemia-associated RhoGEF（LARG）シグ
ナル伝達機構が作動している事が明らかにな

った。SMC分化の過程では、どちらも三量体
G蛋白G12ファミリーに属して、生理機能の
違いが不明であった、Gα12とGα13が、そ
れぞれ全く違ったシグナル伝達経路を活性化

する事も明らかにした。更に、Gα12のリン
酸化が、分化促進シグナルの伝達に影響を及

ぼすことが示唆された。同定したリン酸化に

よって、G12〜LARGシグナル活性化が遷延
される可能性を見出した。 
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