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研究成果の概要（和文）： 

受容体のみならず、Ｇ蛋白を直接活性化する蛋白の存在が知られ、これが細胞のストレス
適応に関係する。我々は大動脈縮窄マウスの肥大心で発現するＧ蛋白活性調節因子の同定
を試みた。その結果、MITF/TFE 転写因子である TFE3 がＧα16に対するＧ蛋白活性調節因
子であることを見出した。興味深いことに、TFE3 はＧα16を細胞核内へ移行させ、心筋細
胞膜の重要な構成蛋白である claudin14 の転写を亢進させた。これは、Ｇ蛋白とそのＧ蛋
白活性調節因子による、圧負荷下でのあらたな転写調節機構の存在を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In addition to G-protein coupled receptors, there exist receptor-independent regulators 
for heterotrimeric G-proteins which provide alternative signal input that may be involved 
in the adaptation process of cells to various stresses. As a part of an effort to identify 
such entities in cardiovascular diseases, we used a functional screen to identify 
receptor-independent activators of G-protein signaling (AGS) in the hypertrophied mouse 
heart by transverse aortic constriction. We identified three MITF/TFE transcription 
factors, TFE3 as novel AGS proteins for Gα16. TFE3 induced translocation of Gα16 to 
the nucleus. Interestingly, the accumulation of TFE3/Gα16 in the nucleus induced the 
expression of claudin 14, which was a key component of membrane structure in 
cardiomyocytes.TFE3 transcription factor is a new AGS for Gα16, that appears to generate 
a TEF3–Gα16 complex in the nucleus that drives the transcription of claudin 14.  These 
findings suggest the existence of a novel mechanism of transcriptional regulation under 
pressure overload stress via the relocalization/activation of Gα subunit with specific 
AGS proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
Ｇ蛋白共役受容体を介する情報は、細胞にお
いて非常に重要な情報伝達系であり、疾病の
発症・進展に密接に関与する。三量体Ｇ蛋白
質は古典的に細胞膜受容体から効果器への
トランスデューサーとされてきたが、近年の
研究は三量体Ｇ蛋白が受容体以外の蛋白（Ｇ
蛋白活性制御因子）により活性化されること
を明らかにした（Sato M et al. Annual Review 
of Pharmacology 2006;46:151.）。Ｇ蛋白活
性制御因子の生化学的解析は多くなされて
いるが、その一方、生理学的な意義はごく一
部を除いて明らかにされていない。疾病の発
症進展に関与するＧ蛋白活性制御因子とし
て、申請者はラット狭心症モデルより、虚血
心筋に発現誘導されるＧ蛋白活性制御因子
（Activator of G-protein Signaling 8、
AGS8）を同定することに成功した（Sato M et 
al. Proc Natl Acad Sci USA. 2006;103:797、
Yuan C, Sato M 他 ２ 名 、 J.Biol.Chem. 
2007;282:19938.）。では、心疾患の重要な課
題である心肥大に関与するＧ蛋白活性制御
因子はあるのであろうか？このような新規
蛋白分子を同定することができれば、新たな
病態機序の解明、治療法につながる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
申請者はマウス肥大心モデル cDNA ライブラ
リーを用いて G蛋白活性制御因子の機能的ス
クリーンを行い、３種類の新規 G蛋白活性制
御因子の同定に成功した。興味深いことに、
これら３種類の蛋白はすべて MITF/TEE ファ
ミリーに属する転写因子であった。本研究で
は、同定したＧ蛋白活性制御因子とＧ蛋白の
相互作用、Ｇ蛋白活性制御因子・Ｇ蛋白複合
体が細胞内情報伝達系あるいは転写へ与え
る影響、さらに心肥大病態形成への関与する
可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）各完全長蛋白の活性：得られたクロー
ンはすべて MITF/TEE 転写因子の一部であっ
たが、完全長蛋白が得られたクローンと同様
のＧ蛋白活性化能力を持つか酵母を用いて
検討した。 
 
（２）Ｇ蛋白活性調節因子・Ｇ蛋白複合体の
確認： 次に、同定したＧ蛋白活性調節因子
がＧ蛋白と安定した複合体を形成し得るか
検討した。これは、精製蛋白を用いた in vitro
の実験系と発現細胞からの複合体分離とい
う２つの実験系で検討した。 
 
（３）哺乳類細胞でのＧ蛋白情報伝達系への
関与：Ｇ蛋白活性調節因子が、標的Ｇ蛋白を

介する情報伝達に影響を与えるか、強発現系
を用いてＧ蛋白活性調節因子レベルを変化
させその影響を検討した。 
 
（４）転写因子であるＧ蛋白活性調節因子と
Ｇ蛋白の相互作用がその転写活性に与える
影響：同定したＧ蛋白活性調節因子は転写因
子の一群であったが、Ｇ蛋白と転写因子の相
互作用がその転写活性に影響を与えるか、マ
イクロアレーを利用した解析で検討を行っ
た。 
 
（５）同定したＧ蛋白活性調節因子の心肥大
への関与：新たなＧ蛋白活性調節因子の転写
促進作用が心筋細胞あるいは肥大心で起き
ているか、培養心筋細胞中のＧ蛋白活性調節
因子および標的Ｇ蛋白のレベルを siRNA を用
いて変化させ検討を行った。また、肥大心組
織での発現変化を real-time PCR 法、免疫化
学染色法により検討した。 
 
 
４．研究成果 
 申請者は、心肥大モデルより 3種類の新規
Ｇ蛋白活性制御因子の同定に成功したが、そ
れらはすべて MITF/TEE 転写因子（TFE3, TFEB, 
MITF）の一部であった。 
 
（1）Ｇ蛋白サブユニットの選択性：申請者
が同定した新規Ｇ蛋白活性調節因子の機能
解析を酵母系を利用して解析した。用いた酵
母ではヒトあるいはラットＧαサブユニッ
トが発現しており、Ｇ蛋白が活性化されると
酵母が増殖するように修飾が加えられてい
る。先のスクリーンで得られたのは新規Ｇ蛋
白活性調節因子の部分であったが、各蛋白の
全長をクローニングし酵母内で発現させ、以
下の検討を行った。 
 全長Ｇ蛋白活性調節因子は他のＧαサブ
ユニットに比べ、Ｇα16 に対して強い活性を
示した。Ｇ蛋白あるいはその下流が欠如して
いる酵母株で全長Ｇ蛋白活性調節因子の生
物活性を検討したところ、Ｇ蛋白サブユニッ
トを欠如する酵母株では生物活性を示さな
かった。このことから、同定したＧ蛋白活性
調節因子はＧ蛋白に直接作用しているもの
と考えられた。 
 
（２）同定した新規Ｇ蛋白活性制御因子の一
つ TFE3 に注目し、さらに検討を進めた。TFE3
がＧ蛋白サブユニットと複合体を形成する
か、TFE3 をＧＳＴ融合蛋白として大腸菌で作
製し、Ｇ蛋白との相互作用を in vitro の pull 
down assay により検討した。 
 
①TFE3・Ｇ蛋白の相互作用はＧα16 サブユニ



ットに確認されたが、Ｇαi、Ｇαs、あるい
はＧαq サブユニットには認められなかった。
また、TFE3 とＧα16 サブユニットの相互作
用は、Ｇαの活性化状態に依存し、非活性型
変異Ｇα16 あるいは持続活性型変異Ｇα16
は TFE3 と相互作用を示さなかった。 
 
②ＣＯＳ７細胞に TFE3 とＧα16 サブユニッ
トを発現させ、TFE3・Ｇ蛋白複合体が細胞内
で形成されるか免疫沈降法により検討した。
In vitro での検討と同様に TFE3 はＧα16 サ
ブユニット選択的に複合体を形成すること
が確認された。 
 
③さらに、TFE3・Ｇ蛋白複合体の細胞内局在
を蛍光免疫染色法により検討した。Ｇα16 サ
ブユニットは単独で発現させると細胞質を
中心に分布した。ところが、Ｇα16 サブユニ
ットを TFE3 と共発現させると、両蛋白とも
細胞核に集積することが明らかとなった。一
方、持続活性変異型のＧα16 サブユニットは
細胞核以外の細胞質に分布することから、Ｇ
α16 サブユニットの核内集積にはＧαサブ
ユニットと TFE3 の複合体形成が強く関与し
ていると考えられた。 
 
（３）哺乳類細胞でのＧ蛋白情報伝達系への
関与をβ２アドレナリン受容体—Ｇα１６—
フォスフォリパーゼβ１の情報伝達系で検
討したが、TFE3 は細胞膜受容体を介する情報
伝達には影響を与えないことが明らかにな
った。 
 
（４）次に転写因子であるＧ蛋白活性調節因
子とＧ蛋白の相互作用がその転写活性に与
える影響を検討し、細胞核内へ移行したＧα
16-TFE3 は接合部蛋白である claudin14 の発
現を著しく増加させることが明らかとなっ
た。また、興味深いことに claudin14 の誘導
にはＧα16 の核内での活性化が必要であっ
た。 
 
（５）さらに心肥大モデルにおける各コンポ
ーネントの発現変化を検討したところ、Ｇα
16およびTCFE3は肥大心で発現が上昇してお
り、claudin14 も約５倍発現が上昇していた。
なお、心筋細胞のＧα16および TFE3 を siRNA
により抑制すると claudin14 の発現も低下し
た。このことは三量体Ｇ蛋白・Ｇ蛋白活性制
御因子によるまだ解明されていない遺伝子
調節機構が存在することを示唆していた 
(Sato M., et al. J.Biol.Chem 286、2011、
17766-17776)。  
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