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研究成果の概要（和文）：G 蛋白質シグナルネットワーク構築の観点から、心臓の機能制御に
ついて解析した。はじめに三量体 G 蛋白質のメンバーである G12/13の機能を阻害するポリペ

プチド（p115RhoGEF の RGS ドメイン：p115-RGS）を心筋細胞に発現させたトランスジェ
ニックマウスを作成した。このトランスジェニックマウス（p115-Tgマウス）に圧負荷をかけ
ると心肥大は生じるものの、線維化は抑制された。これまで、線維化は心肥大に伴って生じる

と考えられてきた。しかし、本研究で作成した p115-Tgマウスの結果から、心肥大と線維化は
独立して生じる現象であることが示された。p115-RGS は三量体 G 蛋白質の G12/13の機能を

阻害すること、またほとんどの場合三量体 G蛋白質は G蛋白質共役型受容体（GPCR）によっ
て活性化されること、さらに p115-RGSは心筋細胞選択的に発現していることを考え合わせる
と、線維化のトリガーとなる GPCRが心筋細胞で圧負荷の際に活性化されていることを示唆し
ていた。そこで、線維化のトリガーとなる GPCRの同定を試みた。in vivoでの圧負荷を模倣
する in vitro の伸展刺激系を利用し、伸展刺激依存性に G12/13を活性化（実際は G12/13の下

流に位置し、強い活性化が観察される Rho の活性化を指標とした）する GPCR を探索した。
インバースアゴニストを含むさまざまな拮抗薬の存在下に伸展刺激を行った。しかし、調べた

拮抗薬のいずれも Rhoの活性化を抑制しなかった。アンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬は伸展刺
激による Gqの活性化を抑制することが報告されている。しかし、伸展刺激による G12/13の活

性化は抑制しなかった。血管内皮細胞では、伸展刺激により細胞から ATPが遊離し、イオンチ
ャネル型のプリン受容体（P2X受容体）を活性化していることが報告されている。そこで、ATP
が伸展刺激により遊離してくるのはないかと考え、ATPを消去するアピラーゼやヘキソキナー
ゼ存在下に伸展刺激を行った。この条件下では、Rhoの活性化は抑制された。したがって、伸
展刺激により ATPおよび UDPが遊離し、P2Y6というプリン受容体に属する GPCRを活性化
し、G12/13続いて Rho の活性化を引き起こすというスキームが考えられた。実際、P2Y6受容

体に対する拮抗薬を用い、圧負荷により細胞外に遊離した ATP および UDP が G12/13を介し

て線維化を制御していることを、P2Y6に選択的な阻害剤を用いて in vitroおよび in vivoで明
らかにした。 
 心線維芽細胞を用いてアンジオテンシンⅡ受容体タイプ 1（AT1R）のシグナリングを解析す
る過程で、Gi蛋白質を修飾する百日咳毒素（Pertussis toxin: PTX）処理により AT1Rを介し
た応答が増加することを見出した。この応答の増加は PTX 処理により AT1R の発現量が増加
によっていた。PTX処理するとリン脂質代謝が亢進し、低分子量 G蛋白質 Racの活性化を介
して活性酸素の産生が増加すること、産生した活性酸素が NF-κB の活性化を介して AT1R の
発現上昇に関わっていた。マイクロアレイの結果、インターロイキン－１β（IL-1β）の発現
が上昇していることが明らかになった。この IL-1βの上昇は、二相性を示した Racの活性化の
二相目の活性化を仲介していた。すなわち、IL-1βをノックダウンすると、二相目の Rac 活性
化のみが抑制され、AT1Rによる応答増加および発現上昇は阻害された。また、PTXは Toll-like

研究種目：特定領域研究（計画研究） 

研究期間：２００５～２００９ 

課題番号：１７０７９００７ 

研究課題名（和文） G蛋白質シグナルネットワークの構築による心機能の制御機構解析 

研究課題名（英文） mechanistic analysis of cardiac functions by building G protein 

signal network 

 

研究代表者 

黒瀬 等（KUROSE HITOSHI） 

  九州大学・大学院薬学研究院・教授 

 研究者番号：１０１８３０３９ 



受容体 4（TLR4）に結合し、細胞に応答を引き起こすことが示されている。PTXによる AT1R
の発現上昇も TLR4 を介していた。しかし、PTX が Giを ADP-リボシル化するために細胞内
に移行する経路は TLR4 ではなく、未知の受容体を介していた。すなわち、PTX は TLR4 を
含む少なくとも 2つの受容体に結合し、TLR4は Racの活性化を介して AT1Rの発現上昇にか
かわり、Giを ADP-リボシル化するための細胞内移行は TLR4とは異なる受容体を介している
ことが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：The heart is hypertrophied when it is exposed to stresses such as 
hypertension.  When the stress is not removed, the heart develops heart failure that does 
not properly provide the blood to peripheral tissues.  Cardiac fibrosis is characterized by 
excessive deposition of extracellular matrix proteins, and is one of the causes of heart 
failure that contributes to the impairment of cardiac function, especially relaxation ability.  
So far, it is believed that fibrosis of various tissues including the heart is a secondary event 
following hypertrophy, and is regulated by the signaling pathway of angiotensin II (Ang II) 
and transforming growth factor-β (TGF-β).  In order to examine the roles of heterotrimeric 
G12 family G protein (Gα12/Gα13: Gα12/13) in the heart, we used RGS domain of p115RhoGEF 
(p115-RGS) to selectively block Gα12/13.  Transgenic mice (p115-Tg mice) expressing 
inhibitory p115-RGS only in cardiac myocytes shows pressure overload-induced fibrosis 
without affecting hypertrophy.  As p115-RGS is selectively expressed in cardiac myocytes, 
p115RGS is selective inhibitor of heterotrimeric Gα12/13 protein, and G protein is generally 
activated by G protein-coupled receptors (GPCRs), there should be a GPCR that triggers 
cardiac fibrosis when the heart is exposed to pressure overload.  To identify a GPCR that 
regulates fibrosis, we used stretch treatment of neonatal cardiomyocytes, as it is thought 
that stretch treatment of cells in vitro mimics in vivo pressure overload.  The activation of 
Rho downstream of Gα12/13 by stretch treatment is initiated by ATP and UDP released from 
cardiac myocytes, as enzymes involved in ATP degradation or blockers of purine receptor 
inhibit stretch-induced Rho activation.  Purine receptor-selective blockers reveal that the 
receptor is P2Y6.  Furthermore, inhibition of G-protein-coupled P2Y6 receptors in vivo 
inhibits pressure overload-induced cardiac fibrosis.  These results suggest that activation 
of Gα12/13 in cardiomyocytes by ATP and/or UDP-stimulated P2Y6 receptor triggers fibrosis 
in pressure overload-induced cardiac fibrosis.   
  Pertussis toxin (PTX) is widely used as a specific tool that ADP-ribosylates Gi and Go 
(Gi/Go) and uncouples receptors from Gi/Go.  To examine signaling pathways of angiotensin 
II receptor (AT1R) stimulation in cardiac fibroblasts, we found that PTX increases the 
expression of AT1R and enhances AT1R-mediated response.  Microarray analysis shows 
that PTX increases the expression of interleukin (IL)-1β.  Decreased expression of IL-1β 
by knockdown or antibody inhibits the PTX-treatment-stimulated enhancement of 
AT1R-mediated response.  PTX increased the expression of IL-1β and AT1R through 
activation of a small GTP-binding protein Rac that stimulates NADPH oxidase-dependent 
production of reactive oxygen species.  PTX-induced late but not an early phase of Rac 
activation is blocked by inhibition of IL-1β.  It is known that PYX binds to Toll-like 
receptor 4 (TLR4).  Knockdown of TLR4 inhibits PTX-induced Rac activation and 
enhancement of AT1R-mediated responses.  However, inhibition of TLR4 does not affect 
PTX-mediated ADP-ribosylation of Gi/Go.  Thus, PTX binds to at least two receptors: one is 
TLR4 that activates Rac and enhances AT1R responses, and another is the binding site 
that mediates entry of PTX into cells ADP-ribosylation of Gi /Go.  
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１．研究開始当初の背景 
 細胞シグナリングで中心的な役割を果た

している Gタンパク質は、4つのファミリー
（Gs、Gi、Gqおよび G12）に分類されている。

このうち G12ファミリーの Gタンパク質αサ
ブユニット（Gα12および Gα13、Gα12/13と略

す）は、細胞をトランスフォームする遺伝子

としてクローニングされた経緯を持つオン

コジーンとしての性質を持つもかかわらず、

心臓を含めてその機能解析が最も遅れてい

る G蛋白質である。我々は、すでに単離した
新生仔心室筋細胞やトランスジェニックマ

ウスの解析から、Gα12/13が Gαqや Gβγなどと
同様に心機能の調節に重要な役割を果たし

ていることを見出している。そこで、他の計

画研究のグループと積極的に情報交換ある

いは技術交換を行い、主に心臓での Gα12/13

を介したシグナリングの生理的・病理的な役

割を明らかにできる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、主に Gα12/13を介したシグナリ

ング経路の時間・空間的な解析、Gα12/13とア

ポトーシスとの関連、酵母の 2－ハイブリッ
ド法の変法を用いた Gα12/13 と相互作用する

新たな遺伝子のクローニング、Gα12/13の心室

筋細胞と線維芽細胞との相互作用における

役割、トランスジェニックマウスを用いた心

不全発症への効果などを解析し、心臓での

Gα12/13 を中心としたシグナリングネットワ

ークの構築および Gα12/13と心肥大・心不全と

の関係を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ラット新生仔より調製した心室筋細胞あ

るいは心線維芽細胞を用いた。遺伝子の導入

はリコンビナントのアデノウイルスを用い、

一部の実験ではエレクトロポレーションに

より行った。心臓の線維化は心臓切片を作製

後、ピクロシリウス染色により行った。心機

能はカテーテルにより行い、心臓の形態は心

エコーにより測定した。in vitro での心肥大

応答の指標となる蛋白質合成は[3H]Leu の取

り込みにより、BNP の発現は BNP のプロモー

ター活性により、アクチンの再構築はファロ

イジンを用いた染色により行った。ファロイ

ジンを用いた染色は共焦点顕微鏡により評

価した。in vivo での心肥大形成のマーカー

遺伝子の mRNA 発現はリアルタイム PCR にて

行い、各種蛋白質の発現はウエスタンブロッ

トにて検出した。低分子量G蛋白質RhoとRac

の活性化は、GST-RBD および GST-PAK-CRIB を

用いたプルダウン法により行った。細胞外ヌ

クレオチドの測定は HPLC による分離の後に

定量した。細胞内 Ca2+濃度の測定は、蛍光色

素 fura-2 を用いて測定した。なお、有意差

検定は、t-検定あるいは多重比較の場合は

Student-Newman-Keuls 法により行った。 

 

４．研究成果 

Gα12/13の機能：我々は、すでに三量体 G 蛋
白質のメンバーである G12/13 の機能を阻害

するポリペプチドを心筋細胞に発現させた

トランスジェニックマウスを作成している。

このトランスジェニックマウスに圧負荷を

かけると心肥大は生じるものの、心肥大とと

もに進行する線維化は抑制されていた。in 
vivoでの圧負荷を模倣する in vitroの伸展刺
激系を利用し、圧負荷による G12/13活性化の

メカニズムを解析した。新生児心室筋細胞に

伸展刺激を加え、G12/13依存性に引き起こさ

れる低分子量 G 蛋白質 Rho の活性化を指標
にメカニズムを解析した。はじめに、新生児

心室筋細胞に伸展刺激を加えると、G12/13依

存性に Rho が活性化されることを確認した。
G12/13は G蛋白質であることから、未知の G
蛋白質共役型受容体が活性化されていると

推測された。そこで、インバースアゴニスト



を含むさまざまな拮抗薬の存在下に伸展刺

激を行った。しかし、調べた拮抗薬のいずれ

も Rhoの活性化を抑制しなかった。アンジオ
テンシン受容体拮抗薬は伸展刺激による Gq

の活性化を抑制することが報告されている。

しかし、伸展刺激による G12/13の活性化は抑

制しなかった。血管内皮細胞では、伸展刺激

により細胞から ATP が遊離し、イオンチャ
ネル型のプリン受容体（P2X受容体）を活性
化していることが知られている。そこで、

ATP が伸展刺激により遊離してくるのはな
いかと考え、ATPを消去するアピラーゼやヘ
キソキナーゼ存在下に伸展刺激を行った。こ

の条件下では、Rho の活性化は抑制された。
したがって、伸展刺激により ATPが遊離し、
G12/13を介して Rho を活性化しているとい
うスキームが考えられた。さらに、細胞外に

遊離してきた ATPが G12/13を介して線維化

を制御していることを、ATP受容体に対する
拮抗薬を用い in vitroおよび in vivoで明ら
かにした。 
Gαqの機能：アンジオテンシン IIは心筋細
胞の肥大を引き起こす生理活性物質であ

る。アンジオテンシン受容体刺激による心

肥大応答には、細胞内カルシウム濃度

（[Ca2+]i）の上昇を介した転写因子 nuclear 
factor of activated T cells (NFAT)の核移行お
よび転写活性化が重要な役割を果たして

いる。本年度は、ラット新生仔心室筋細胞

を用いて、アンジオテンシン受容体刺激に

よるNFAT活性化に関わる Ca2+シグナル経

路について検討した。新生仔心室筋細胞に

Ang II刺激を行うと、一過的な [Ca2+]i上昇

とそれに続く持続的な[Ca2+]i上昇が確認さ

れた。この Ca2+応答は、ホスホリパーゼ C
阻害剤処置または Gαqに対する RGS ドメ
イン（GRK2-RGS）の発現により完全に抑
制された。一過的[Ca2+]i上昇は、IP3受容体

選択的阻害剤 Xestspongin C によってほぼ
完全に阻害された。持続的な[Ca2+]i上昇は、

L型 Ca2+ チャネル阻害剤（nitrendipine）ま
たは受容体活性化 Ca2+チャネル阻害剤

（SKF96365）処置により抑制された。一方、
アンジオテンシン受容体刺激による NFAT
の核移行および転写活性化は、Xestspongin 
C 処置により抑制されず、nitrendipine や
SKF96365 処置により抑制された。蛍光色
素を用いたイメージングあるいは電気生

理学的測定の結果、アンジオテンシン受容

体刺激により脱分極が引き起こされるこ

と、またこの脱分極応答はジアシルグリセ

ロール（DAG）リパーゼ阻害剤処置により
増強することが明らかになった。脱分極応

答は、SKF96365 処置により有意に抑制さ
れたこと、また受容体活性化 Ca2+チャネル

の分子実体として canonical transient 
receptor potential (TRPC)チャネルが知られ
ていることから、心筋細胞における各

TRPCホモログの機能を調べた。その結果、
DAG感受性 TRPCチャネル（TRPC3/C6）
が心筋での NFATの核内移行、心肥大応答
に関与していることが明らかとなった。G
蛋白質共役型受容体刺激による Ca2+シグ

ナリングは、これまで Gq-IP3を介した Ca2+

放出およびそれに続く Ca2+流入によって

説明されてきた。しかし、本研究により、

IP3 を介したシグナル経路よりもむしろ

DAG-TRPC を介したシグナル経路のほう
が、NFAT シグナル活性化および肥大応答
に重要であることが示された。 
活性酸素の役割：活性酸素はこれまでの細胞

を傷害する作用の他に細胞内のメディエー

タとして働きうると提唱されてきた。そこで、

ラット新生仔心室筋および心筋線維芽細胞

を用いて検討を行った。心室筋細胞をアンジ

オテンシンⅡで刺激すると、3 種の MAP キ
ナーゼが活性化された。このうち、JNK と
p38MAPKは活性酸素に依存して活性化され
たのに対し、ERK の活性化は活性酸素産生
を阻害しても影響を受けなかった。そこで、

JNKを例に、アンジオテンシン受容体刺激が
どのような経路で JNK 活性化を引き起こし
ているのか詳細に検討した。その結果、三量

体 G 蛋白質の G12ファミリーに属する Gα12

と Gα13 がアンジオテンシン受容体によって

直接に活性化され、続いて低分子量 Gタンパ
ク質 Rhoさらに Racが活性化され、NADPH
オキシダーゼ活性が増加し活性酸素産生が

促進することが明らかになった。活性酸素産

生の阻害はアンジオテンシン受容体を介し

た心肥大応答に関与していたことから、活性

酸素が JNKおよび p38 MAPKの活性化を制
御することで関節的に心肥大応答に関わっ

ていることが示された。一方、心筋の線維芽

細胞は、サイトカインなどの産生を引き起こ

し心臓の線維化に関わっているとされてい

る。心線維芽細胞をアンジオテンシンⅡで刺

激すると、活性酸素依存性に転写因子 NFAT
の転写活性が促進された。しかし、NFATの
核内への移行には活性酸素は関与していな

かった。詳細な解析を行い、Gα12と Gα13を

介して産生した活性酸素が JNK の活性化に
関与していること、また JNKは NFATが働
く際に必要な他の転写因子の活性化を引き

起こしていることが明らかになった。これら

の結果から、G12 ファミリーに属する三量体



G蛋白質が活性酸素の産生を制御しているこ
と、さらに活性酸素が MAP キナーゼとくに
JNK の活性化に関与していることが明らか
になった。 

アンジオテンシン受容体の発現制御：心線維

芽細胞はアンジオテンシン受容体を高発現

しているため、シグナリングや発現調節の解

析に有用である。アンジオテンシン受容体シ

グナリングにおける Gi 蛋白質の関与を検討

する目的で百日咳毒素処理を行うと、受容体

を介した Ca2+応答が増強された。この応答の

増強は受容体発現量の増加と一致していた。

マイクロアレイ解析の結果、インターロイキ

ン－１β（IL-1β）の発現が上昇していた。
IL-1βの機能を阻害すると（siRNA によるノ
ックダウンおよび抗 IL-1β抗体処理）、アンジ
オテンシン受容体の発現増加は抑制された。

百日咳毒素処理すると、低分子量 G 蛋白質
Racの活性化が二相性に引き起こされた。二
相目の Racの活性化は IL-1βの発現に依存し
ていた。したがって、百日咳毒素により発現

の上昇した IL-1βが Racを活性化しアンジオ
テンシン受容体の発現を引き起こしている

と考えられた。Racの活性化がどのようにし
てアンジオテンシン受容体の発現増加につ

ながるのか検討した。その結果、Racが活性
化されるとNADPH oxidaseを介して活性酸
素が産生され、活性酸素が何らかのメカニズ

ムで転写因子 NF-κB の活性化を引き起こし
ていること、さらに NF-κB がアンジオテン
シン受容体 mRNA の転写を亢進させ、受容
体の発現上昇を引き起こしていることが明

らかになった。次に、百日咳毒素がどの蛋白

質に結合して作用を発揮しているのか検討

した。すでに、百日咳毒素は Toll-like受容体
4（TLR4）に結合し、細胞に応答を引き起こ
すことが報告されている。そこで、TLR4 を
siRNAによりノックダウンすると、百日咳毒
素処理による Rac の活性化およびアンジオ
テンシン刺激応答の増強効果は著しく減弱

した。百日咳毒素は細胞内に入った後 Gi を

ADP-リボシル化する毒素として有名である。
細胞内に入るためには、細胞表面で何らかの

蛋白質と結合する必要がある。TLR4 をノッ
クダウンさせても、百日咳毒素による Gi の

ADP-リボシル化は影響されなかった。した
がって、百日咳毒素は少なくとも２つの受容

蛋白質に結合し作用を発揮していることが

示された。すなわち、TLR4は Racの活性化
を介して IL-1βの発現を亢進させアンジオテ
ンシン受容体の発現増加にかかわっている

こと、またもう一つの（未知の）受容蛋白質

は百日咳毒素の細胞内への侵入およびそれ

に引き続くGiのADP-リボシル化を仲介して
いることが示された。 
これらの結果より、心臓では Gq、G12ファミ

リーが心肥大と線維化という異なった応答

を仲介していること、Gqの下流で新たなシグ

ナリング分子（TRPCチャネル）が重要な役
割を果たしていること、また低分子量 G蛋白
質が受容体の発現制御に関わっていること

が明らかになった。 
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