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研究成果の概要（和文）：心臓はポンプ機能を維持するため他臓器に比して激しくATPを消費するが、虚血にお
けるATP産生の制御機構は明らかでない。本研究では、ATP産生制御因子G0S2がどのようにATP合成酵素を介した
ATP産生制御に関わっているかについて検討し以下を明らかにした。(1)G0S2はユビキチンプロテアソーム系によ
って分解される。(2)変異体解析から、疎水性領域のアミノ酸が分解に強く寄与する。 (3)この変異体を導入し
た心筋細胞では、野生型に比して低酸素下のミトコンドリアATP産生低下を軽減した。これらの結果はG0S2タン
パク質分解の抑制を標的としたATP産生を増強する新たな創薬への可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Heart tissue consumes more energy than other organs to maintain cardiac pump
 function. However, the mechanism by which mitochondrial ATP production is regulated under hypoxia 
is not fully understood. In this study, we revealed how G0S2 regulates mitochondrial ATP production 
via ATP synthase, mainly from the following experiments. (1) G0S2 is degraded by 
ubiquitin-proteasome system. (2) One amino acid within hydrophobic region of G0S2 is strongly 
involved in its protein degradation. (3) In cardiomyocytes, G0S2 mutants that have longer half-life 
improved the decreases in mitochondrial ATP concentration under hypoxic condition compared to 
wild-type. These results suggest that the enhancement of mitochondrial ATP production by inhibition 
of G0S2 protein degradation can lead to novel therapeutic target to ischemic heart diseases.

研究分野：分子心臓学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 虚血心におけるエネルギー代謝と心不
全: 心臓は常に自律拍動をするため多臓器に
比して莫大な ATP を消費している。心筋が
虚血状態になると、ATPの供給と需要のバラ
ンスが崩れ心不全発症の大きな要因となる。
しかし虚血時における ATP の供給制御メカ
ニズムについては未だ十分に解明されてい
ない。 
 
(2) ミトコンドリア ATP 産生の評価と ATP
産生制御因子 G0S2 の同定: エネルギー代謝
調節のメカニズムを解明する上で、細胞内
ATP 濃度を鋭敏に測定する実験系は必須で
ある。近年開発された ATP感受性 FRETプ
ローブ応用して、心筋細胞ならびにゼブラフ
ィッシュ心臓における細胞質およびミトコ
ンドリア ATP 濃度をリアルタイムで測定で
きる実験系を確立した。この測定系により、
新たに低酸素応答遺伝子G0S2が FoF1-ATP
合成酵素との相互作用を介してエネルギー
飢餓状態でのミトコンドリア ATP 濃度の維
持に大きく寄与していることを明らかにし
た。しかしながら、G0S2 がどのように
FoF1-ATP合成酵素を制御しているかについ
ては未だ明らかでない。 
 
(3) G0S2の量的制御: G0S2は短時間の低酸
素刺激に対して速やかに一過性に応答する
ことから、低酸素・虚血刺激における何らか
の量的制御メカニズムが働いていると考え
られる。プロテアソーム阻害剤により安定化
することからユビキチン・プロテアソーム系
を介したタンパク質分解制御が示唆される。 
 
２．研究の目的 
虚血における ATP 産生制御機構を解明する
ために、 ATP 産生制御因子 G0S2 の
FoF1-ATP合成酵素との相互作用様式および
量的制御機構について生化学的解析を行う。
また虚血においてそのような制御機構が心
筋細胞の ATP 産生とエネルギー代謝にどの
ように関わっているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) G0S2によるFoF1-ATP合成酵素の制御
メカニズムの解明 

G0S2が FoF1-ATP合成酵素のどのサ
ブユニットと相互作用しているかを明
らかにするために、最近開発された光反
応性を有する非天然型アミノ酸と遺伝
暗号の改変を用いた部位特異的光クロ
スリンク法を応用して、G0S2 と直接的
に結合する FoF1-ATP 合成酵素のサブ
ユニットを同定し、結合部位の特定を行
う。 
 

(2) G0S2 の低酸素応答における量的制御メ
カニズムの解明 
どのような分解システムが関与して

いるかを明らかにし、種々の変異体作成
により分解に寄与するアミノ酸を探索
し、G0S2 タンパク質の分解に関与する
相互作用因子の同定を行う。 
 

(3) 心筋細胞におけるG0S2変異体のエネル
ギー代謝への影響 

FoF1-ATP合成酵素サブユニットとの
相互作用に関わる部位、G0S2 の量的制
御に関わる部位についての変異体を作
成し、これらの変異体を導入した心筋細
胞を用いて、ミトコンドリア ATP 濃度
のリアルタイム動態や ATP 合成活性を
検討する。 
 

(4) ゼブラフィッシュを用いた虚血心にお
けるミトコンドリア ATPの動態解析 
ゼブラフィッシュ個体でミトコンド
リア ATP 濃度をリアルタイムで測定で
きるトランスジェニックゼブラフィッ
シュ（Mit-ATeam TG）を作成した。こ
のMit-ATeam TGフィッシュを用いて、
虚血時の心臓においてミトコンドリア
ATPの動態を検討する。 
 

(5) ヒトミトコンドリア病サンプルでの変
異解析 
 国立精神・神経医療研究センターとの
共同研究によりヒトミトコンドリア病
患者由来の血液サンプルを用いて G0S2
の遺伝子変異の探索を行う。 
 

４．研究成果 
(1) G0S2によるFoF1-ATP合成酵素の制御
メカニズムの解明 
部位特異的光クロスリンクを培養心
筋細胞で効率的に行うために、アデノウ
イルスでの発現系の構築を試みた。特に
非天然アミノ酸をコードする tRNA プ
ロモーターの選択が重要であり、それに
より発現量が大きく異なることが明ら
かとなった。tRNAあるいは aaRSの発
現量の最適化の後光クロスリンクを行
った結果、いくつかの部位でのクロスリ
ンクにて結合タンパクとみられるバン
ドを検出した。これらのバンドを質量分
析にて解析したところ、G0S2 の多量体
化に関わる部位を同定した。この多量体
化が FoF1-ATP 合成酵素との相互作用
にどのように影響を及ぼすか、現在検討
中である。 
また、アデノウイルス発現系では非天
然アミノ酸の導入効率が低く、多量体化
したG0S2以外のバンドを検出できてい
ないため、レンチウイルスを用いた発現
系を新たに構築中である。 

 
(2) G0S2 の低酸素応答における量的制御メ
カニズムの解明 

G0S2 の量的制御メカニズムの解明の



ため、まず培養心筋細胞において、タン
パク質合成阻害剤 cycloheximideを用い
たG0S2タンパク質の寿命の検討、G0S2
がユビキチン化修飾を受けているかに
ついて検討を行った。その結果、G0S2
タンパク質は、その半減期が 15～20 分
程度と非常に短いことがわかり、ユビキ
チン化を示すラダー状のバンドも認め
たことから、細胞内において G0S2がユ
ビキチン化修飾を受けてプロテアソー
ムにて分解されていることが明らかと
なった（図１）。 

 
さらに、G0S2タンパク質分解に寄与
するアミノ酸を同定するために、N末端
欠損変異体、C末端欠損変異体、疎水性
領域のアラニン置換変異体を作成した。
これらの変異体を細胞に導入し、プロテ
アソーム阻害によるタンパク質の蓄積
を検討したところ、疎水性領域のアラニ
ン置換変異体（HDA）において、プロテ
アソームを阻害しても蓄積の変化を認
めず、cycloheximide によるタンパク質
半減期の延長を認めた（図 2）。 

 

 
(3) 心筋細胞におけるG0S2変異体のエネル
ギー代謝への影響 

G0S2 のタンパク質分解が抑制される
HDA 変異体および野生型 G0S2 を心筋
細胞にレンチウイルスを用いて導入し
た。この細胞において低酸素下での
FRET プローブによるミトコンドリア
ATP濃度の動態を検討した。 

その結果、これまでの報告どおり
G0S2 野生型を導入した細胞はコントロ
ールに比して、低酸素下におけるミトコ
ンドリア ATP 産生の低下の軽減を認め
た。一方 HDA変異体導入細胞では、野
生型と同様コントロールに比して、低酸
素下におけるミトコンドリア ATP 産生
の低下の軽減を認めたのみならず、野生
型に比してより顕著に ATP 産生の低下
を改善することが明らかとなった（図 3）。 

 

 
(4) ゼブラフィッシュを用いた虚血心にお
けるミトコンドリア ATPの動態解析 
ゼブラフィッシュ個体でミトコンド
リア ATP 濃度をリアルタイムで測定で
きる Mit-ATeam TG フィッシュを用い
て、虚血時の心臓においてミトコンドリ
ア ATP の動態を検討する。まず、ゼブ
ラフィッシュG0S2遺伝子をクローニン
グし、G0S2 が発現すると mCherry 蛍
光を発するコンストラクトを作成した。
Mit-ATeam TG 個体から得られた受精
卵に前述のコンストラクトを顕微注入
した。2～3 日後の個体をアガロースで
固定して Dual CCD カメラを装備した
蛍光顕微鏡にて観察した。さらにこの個
体を低酸素（5%O2）に曝露した条件下
で心臓のタイムラプス観察を行ったと
ころ、G0S2 遺伝子が発現する領域
（mCherry 蛍光陽性）では、発現しな
い領域に比してミトコンドリア ATP 濃
度の低酸素による低下が減弱していた。
この結果は培養心筋細胞で行った結果
と一致するものである。現在 HDA変異
をゼブラフィッシュG0S2遺伝子に導入
し、今後 Mit-ATeam TG フィッシュに
発現させミトコンドリア ATP 濃度の変
化について検討する予定である。 
 

(5) ヒトミトコンドリア病サンプルでの変
異解析 
 当研究室は数年前から国立精神・神経
医療研究センターと共同研究を行って
おりヒトミトコンドリア病患者由来の
血液サンプルの解析を続けている。核ゲ



ノムにコードされている遺伝子変異が
ミトコンドリア病の病因であることが
報告されており、G0S2 遺伝子について
も前述の成果から遺伝子変異を伴って
いる可能性が示唆され、血液サンプルを
用いてG0S2の遺伝子変異の探索を行っ
ている。未だ変異の発見には至っていな
いが引き続き継続して探索を行う予定
である。 

 
以上の結果から、G0S2 はミトコンドリア

ATP産生能を増強させる一方、ユビキチン・
プロテアソーム系によってそのタンパク質
量が制御されていることが明らかとなった。
さらにタンパク質分解が抑制される変異体
を導入した細胞では、野生型に比してミトコ
ンドリア ATP産生の増強を認めることから、
G0S2 タンパク質分解を標的として、虚血に
おける ATP 産生を増強させる新たな創薬展
開への可能性が示唆された。 
以上の成果について現在論文作成中であ
る。 
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