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研究成果の概要（和文）：心血管系において、ウロテンシンIIとその受容体シグナルの異常亢進状態は、動脈硬化性疾
患の発症進展の重要な要因となるので、そのシグナルの抑制因子は動脈硬化を抑制すると考えられる。ウロテンシンII
受容体はGタンパク質共役型受容体(GPCR)であるので、本研究では細胞内GPCRシグナル調節因子であるRGS蛋白質の効果
について検討し、RGS2、RGS3およびRGS8がウロテンシンIIアンジオテンシンIIシグナルに対して強い抑制効果を持つこ
とを明らかにした。また、その抑制効果を担う分子内領域を特定した。これらのRGSの細胞内発現量を増加させる薬物
は抗動脈硬化薬として働くことが期待される。

研究成果の概要（英文）：In the cardiovascular system, it is known that activation of urotensin II / 
urotensin II receptor signaling may serve as one of pathologically important mechanisms that may lead to 
cause or deteriorate various arteriosclerotic diseases. Factors that can suppress urotensin II receptor 
signaling may have anti-arteriosclerotic effects.
Urotensin II receptor is a G protein-coupled receptor (GPCR), and RGS proteins are intracellular negative 
regulators of GPCR signaling. In the present study, some particular R4/B family RGS proteins, such as 
RGS2, RGS3 and RGS8, were shown to have potent inhibitory effects on both urotensin II and angiotensin II 
signaling. Furthermore, important regions in these RGS molecules were specified. In particular, a 
C-terminal region of RGS8 was indicated to be crucial in the potent inhibitory activity. Agents that can 
increase intracellular amount of these RGS protein species are expected to become novel therapeutics in 
many types of arteriosclerotic diseases.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 ウロテンシン II は、オーファン受容体
GPR14 のリガンド探索の過程で、非常に強力
な心血管収縮作用を持つ内在性リガンドと
して 1999 年に発見され、近年ではその強い
動脈硬化促進作用が循環器学や創薬領域で
注目されている生理活性ペプチドである。
（GPR14 は G蛋白質共役型受容体（GPCR）で、
現在ウロテンシン受容体（UT 受容体）と命名
されている。）UT 受容体シグナルの異常な亢
進状態は、種々の動脈硬化性疾患の発症進展
の重要な要因となり得ることが示されてい
る。すなわち、高血圧・動脈硬化・虚血性心
疾患・心不全・腎疾患・糖尿病等、様々な疾
患の発症進展におけるウロテンシン II／UT
受容体の深い関わりは国内外の多くの報告
があり、臨床例の解析からも、疾患モデル動
物や in vitro の実験系からも、いろいろな
観点から明らかにされてきている。従って、
ウロテンシン II の作用の調節機構を明らか
にし、そのシグナル伝達制御の治療応用の可
能性を探ることは重要と考えられる。 
 GPCR に作用する多くのホルモン・神経伝達
物質の機能調節には、リガンド側の調節と共
に GPCR 情報伝達の細胞内調節機構も同等に
重要であり、GPCR のリン酸化やインターナリ
ゼーションに加えて、RGS 蛋白質による調節
の重要性が明らかになりつつある。RGS 蛋白
質は、GPCR 情報伝達を抑制する細胞内調節因
子ファミリーで、その RGS ドメインと Gとの
相互作用により、Gサブユニットの GTP 加水
分解を促進して不活性化を促すことにより、
GPCR情報伝達を抑制する。RGS蛋白質のうち、
R4/B サブファミリーの RGS 蛋白質は、一つの
RGS ドメインのみを持ち N 末側と C 末側に短
い領域がある短い RGS 蛋白質の一群で、心血
管系には、複数の分子種が発現している。
我々は、心血管系に多く発現する RGS のなか
で、以前から RGS5 について研究を進め、RGS5
の GAP としての特性解析や、C キナーゼによ
るリン酸化と機能調節、腫瘍血管での発現亢
進、酸素センサー分子としての特性などを報
告してきた（Life Sciences 2001, 2003, 
2007; Proc Natl Acad Sci 2005）。近年、RGS5
ノックアウトマウスは低血圧になることが
報告された。一方 RGS2 のノックアウトマウ
スは強度の高血圧になること、その高血圧症
はアンジオテンシン受容体拮抗薬で抑えら
れることが報告された（Heximer et al, J 
Clin Invest 2003）。同じ血管平滑筋に存在
する、RGS2 と RGS5 の各ノックアウトマウス
の特徴が大きく異なることに着想を得て、
我々は、アンジオテンシン AT1受容体の情報
伝達に対し、RGS2 が選択的に強い抑制効果を
持つことを見出した。そして、RGS2 の強い活
性には、N末端後半部の GPCR 認識部位のサブ
ドメインが特に重要な役割を持つことを明
らかにした（Cell Signal, 23(6), 1041-1049, 
2011）。 
 一方、UT受容体シグナルの細胞内での RGS

による制御様式についての解析はほとんど
報告がない。 
 
２．研究の目的 
 ウロテンシン II も、非常に強力な心血管
収縮作用を持つ生理活性ペプチドであり、
種々の動脈硬化性疾患の発症進展の重要な
要因となり得ることが指摘されており、UT 受
容体はGPCRのひとつであるにもかかわらず、
UT受容体シグナルの細胞内でのRGSによる制
御様式についての解析はほとんど報告され
ていない。しかし、病態の鍵になる生理活性
ペプチドの情報伝達を特異的に調節する RGS
タンパク質の解明は、RGS2 とアンジオテンシ
ン受容体の関わる高血圧の知見からもわか
るように、臨床的にも重要な意味を持つ。そ
こで、ウロテンシン II／UT 受容体シグナル
を抑制的に調節するR4ファミリーRGSタンパ
ク質の分子種とその特性を明らかにするた
めに、本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)UTRの機能調節に重要な役割を担うRGS分
子種の推定とその抑制活性の強さの検討 
 R4/B ファミリーの各種 RGS 蛋白質を、UT
受容体安定発現細胞に一過性に発現させ、ウ
ロテンシン II に対する細胞内 Ca2+応答を指
標として、それぞれの RGS の UT 受容体シグ
ナル抑制効果の強さを比較した。同様の実験
を、アンジオテンシン AT1受容体およびエン
ドセリン-1 ETA受容体安定発現細胞を用いて、
アンジオテンシン II やエンドセリン-1 に対
する Ca2+応答についても同様の解析を行った。
抑制効果の違いを正確に鋭敏に検出するた
めに、種々の濃度のリガンド刺激に対する、
種々の発現量のRGS蛋白質の効果を詳細に検
討した。RGS 発現量はウェスタン解析により
半定量的にモニターし、常にそれぞれほぼ同
等の細胞内発現量の時の各RGSの抑制効果を
比較するように配慮した。 
 
(2)各RGSのN末端部サブドメイン部分とRGS
ドメイン部分の機能的役割の検討 
 RGS2、RGS3、および RGS8 が、UT 受容体シ
グナルに対しても、AT1 受容体シグナルおよ
びETA受容体シグナルに対しても強い抑制効
果を示すことが明らかになったので、それぞ
れの全長 RGSタンパク質と N末端部サブドメ
インを欠くRGSドメイン部分のみの変異体の
効果を、上記と同様の方法で検討した。 
 
(3)RGS8タンパク質の強いGPCRシグナル抑制
活性を担うRGSドメイン中の分子内領域の検
討 
 RGS2については強い抑制活性はN末端部サ
ブドメインの機能に依存していることが明
らかになった。RGS3 と RGS8 については RGS
ドメイン自体で GPCR シグナルを強く抑制す
ることが明らかになった。そこで、活性の弱
い RGS5 の RGS ドメインと活性の強い RGS8 の



RGS ドメインとを組み合わせて、様々なキメ
ラ変異体を作製し、上記と同様の手法を用い
て、RGS8 の強い抑制活性を担う分子内領域を
特定することを試みた。 
 
(4)C末端部は保存されているがRGS活性を持
たない RGS8 変異体を用いた検討。 
 RGS ドメインの立体構造の解析から、一般
に、RGS ドメインは 3 カ所で活性化状態また
は遷移状態の Gサブユニットと結合すると
されている。第 1番目の結合部位に存在する
グルタミン酸残基とアスパラギン残基は、す
べての R4/B ファミリーに保存されていて、
RGS2やRGS4のEN→AA置換体は活性を失うこ
とが知られている。 
 本研究で重要性が示されたC末端エクソン
部分が独自に、RGS 機能とは別の何らかの抑
制効果を現している可能性も考えられたの
で、この可能性を検討するために、RGS8 のこ
の第 1番目の結合部位に相当する部位、すな
わち E81と N82 を両方ともアラニンに置換し
た変異体 (以下 RGS8EN 変異体)を作製した。
（この変異体のC末端部分は正常の配列が保
存されている。）RGS2 と RGS3 の対応する部分
の EN 変異体同様にも作製してそれらの抑制
効果を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)UT 受容体、AT1受容体、および ETA受容体
を介する情報伝達に対する各種RGSタンパク
質の抑制効果 
 ヒト UT 受容体、マウス AT1a受容体、およ
びヒトETA受容体を安定発現させた293T細胞
に、RGS1、RGS2、RGS3、RGS4、RGS5、RGS8、
RGS16 を一過性に様々な発現量で発現させ、
Fura-2 を用いて、ウロテンシン II、アンジ
オテンシン II、エンドセリン-1 刺激による
細胞内 Ca2+応答を測定し、UT 受容体、AT1 受
容体、および ETA受容体を介する情報伝達に
対する各RGSタンパク質の抑制効果について
比較検討した。上記 3種類のどの受容体につ
いても、RGS2、RGS3、RGS8 が各リガンドの全
濃度において強い抑制効果を示した。RGS1、
RGS4、RGS5、および RGS16 の抑制効果はそれ
よりも弱く、特に、高濃度リガンド刺激の場
合に、その差が顕著に認められた（図１）。 
 

図１. UT 受容体、AT1 受容体、および ETA 受
容体を介する細胞内 Ca2+応答に対する各種
RGS タンパク質の抑制効果 
 

本実験においては、この RGS 分子種による抑
制効果の違いは、AT1 受容体で一番明確に認
められ、UT 受容体ではやや明確さに欠ける傾
向があった。しかしこの点については、RGS
の発現量は同等であっても、それぞれの安定
発現細胞における受容体の発現密度や、リガ
ンド刺激時の受容体とGタンパク質との共役
の質と程度の差により、見かけの抑制の強さ
が異なることも考えられるので、慎重に判断
する必要があろう。 
 
 (2)各 RGS の N 末端部サブドメイン部分と
RGS ドメイン部分の機能的役割の検討 
 UT、AT1a、ETA受容体シグナル抑制効果の強
かった RGS2、RGS3、および RGS8 について、
それぞれの全長 RGSタンパク質と N末端部サ
ブドメインを欠くRGSドメイン部分のみの変
異体の効果を、上記と同様の方法で検討した。
RGS2はN末端部サブドメインを欠くと抑制効
果が著明に減弱したので、RGS2 の N末端部サ
ブドメインには、その RGS 効果を増強させる
役割があると考えられた。これに対して、
RGS3 と RGS8 の場合は、N 末端部を欠く RGS
ドメイン部分のみでも全長とほぼ同等の強
い効果がみられた。従って、RGS3 と RGS8 の
強い抑制活性はそのドメイン部分の特性に
依存していることが知られた（図２）。 

図２. RGS2、RGS3、および RGS8 の全長 RGS
タンパク質と N 末端部サブドメインを欠く
RGS ドメイン部分のみの変異体の効果。AT1
受容体発現細胞を用いた検討。 
 
(3)RGS8タンパク質の強いGPCRシグナル抑制
活性を担うRGSドメイン中の分子内領域の検
討 
 RGS3と RGS8は RGSドメイン自体でGPCRシ
グナルを強く抑制することが明らかになっ
たので、活性の弱い RGS5 の RGS ドメインと
活性の強い RGS8 の RGS ドメインとの様々な
キメラ変異体を作製した。R4/B ファミリーの
RGS ドメインは共通して 3 個のエクソンから
なっている。そこで、エクソンは一つのモジ
ュールとして機能することがありうる（Go, 
1981, 1983）、との考えを取り入れて、一つ
の RGSドメインをエクソンごとに 3部分に分
けてその一部分ごとに置換した RGS8 ドメイ
ン/RGS5 ドメインのキメラを作製した（図３、



R588D, R858D, R885D, R558D）。 
 

図３. 作製した RGS8 と RGS5 の RGS ドメイン
のキメラ変異体 
 
 以下の実験では抑制効果の強弱がはっき
り現れる AT1受容体安定発現細胞を用いて、
それぞれのキメラの GPCR シグナル抑制活性
を検討したところ、R588D, R858D, R558D は
抑制活性を保持していたが、RGS8 の C末端部
のエクソン部分を RGS5 の対応する部分と置
換したキメラ R885D は、抑制活性が極めて弱
かった。従って、RGS8 の強い GPCR シグナル
抑制活性には、その RGS ドメインの C末端エ
クソン部分が非常に重要な役割を担ってい
ると考えられた（図４）。 
 

図４．RGS8 と RGS5 の RGS ドメインのキメラ
変異体の効果。AT1 受容体発現細胞に、それ
ぞれの RGSドメインの発現量を 3段階に変え
て発現させ、その発現量依存的な抑制活性の
強さを検討した。 
 
(4)RGS8 の EN 変異体を用いた実験：Gタンパ
ク質の Gサブユニットと RGS ドメインとの
結合の必要性に関する検討 
 RGS8のRGSドメインのC末端エクソン部分
がどのような機能的役割を担っているのか
は上記の結果からは不明である。RGS ドメイ
ンの立体構造の解析から、一般に、RGS ドメ
インは3カ所で活性化状態または遷移状態の
Gサブユニットと結合するとされている。本
研究で重要性が示されたC末端エクソン部分
は 3番目の結合部位を含んでいるので、この
部位の結合性に関わっている可能性が考え
られる。しかし、C 末端エクソン部分が独自
に、RGS 機能とは別の何らかの抑制効果を現
している可能性も否定できない。そこで、第
1 番目の結合部位とされている RGS8 の EN を
AA に置換した変異体を作製して、その抑制効

果を検討した。その結果、この EN 変異体で
はC末端エクソン部分は完全に保存されてい
るにもかかわらず抑制活性が激減した。RGS2
と RGS3 の EN変異体でも結果は同様であった。
従って、少なくとも C末端エクソン部分が独
自に新たな強い抑制活性を持つものではな
く、RGS としての機能を増強するという役割
を担っていると考えるのが妥当であろうと
思われた。 
 
 ウロテンシン II は比較的新しく発見され
た心血管作動性ペプチドで、報告によっては、
アンジオテンシンやエンドセリンを超える、
最強ともいわれる血管収縮作用を示し、さら
に、動脈硬化性病変の発症進展に重要な役割
を持っていることが明らかになってきてい
る。UT 受容体拮抗薬も開発されているが、RGS
の UT 受容体シグナル抑制効果は、受容体以
降の細胞内情報伝達抑制であり、RGS は新し
い重要な薬物標的となる可能性がある。 
 心臓や血管を含めて、一般に細胞には複数
種の RGS タンパク質が発現しているので、
個々の RGS タンパク質の生理的・病態生理的
意義を把握することには困難がつきまとう。
それに対する一つのアプローチは、目的とす
る系で特に強い活性をあらわすRGS分子種を
特定することであろう。 
 本研究の結果では、UT 受容体、AT1受容体、
ETA 受容体とも、同様に、RGS2、RGS3、RGS8
が強い抑制活性を持っていた。ウロテンシン
II、アンジオテンシン II、エンドセリン-1
は 3者とも、血管収縮のみならず、動脈硬化、
心筋のリモデリングなど病態生理学的に重
要な作用をもつものである。本研究では、こ
れらに対して RGS2、RGS3、RGS8 が強い抑制
活性を持つことが明らかになった。RGS2 はア
ンジオテンシンの関与する血圧調節機構に
重要な役割を果たしていることが示されて
いるが、高血圧のみならず、動脈硬化・虚血
性心疾患・心不全・腎疾患・糖尿病等、様々
な疾患の発症進展に、これら 3つの血管作動
性ペプチドは非常に重要であることから、
RGS2、RGS3、あるいは RGS8 の細胞内存在量
を増加させる薬物、あるいはその RGS 活性を
増強する薬物が開発されれば、これらの病態
の改善に有用と考えられる。実際、RGS2 につ
いては、その細胞内存在量を増加させる薬物
が報告されるなど、RGS をターゲットとする
治療応用が視野に入ってきている。本研究で
得られた結果を土台として、RGS2、RGS3、あ
るいは RGS8 をターゲットとする新しい治療
薬の開発のために、さらなる研究を進めるこ
とが望まれる。 
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