
愛知医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３９２０

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

G蛋白活性調節因子による血管形成制御機構の解析

Regulation of angiogenic events by regulatory protein for G-protein

４０２９２１２２研究者番号：

佐藤　元彦（Sato, Motohiko）

研究期間：

１６Ｋ０８５０８

年 月 日現在  元   ６ １２

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：血管増生を伴う虚血心筋モデルから同定されたＧ蛋白活性調節因子（Activator of 
G-protein Signaling, AGS8）は、血管内皮細胞において血管内皮増殖因子を介する細胞内シグナルを制御し、
血管新生に関与していた。AGS8は細胞内でＧ蛋白質Gβγサブユットおよび血管内皮増殖因子受容体と複合体を
形成し、受容体の細胞内分布をコントロールしていた。組織を用いた検討でも、AGS8による血管新生制御が確認
された。AGS8が生体内の血管新生制御の新たな起点として機能していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We previously identified activator of G-protein signaling 8 (AGS8) from a 
rat heart subjected to repetitive transient ischemia, which had substantial collateral developments.
 In this study, we examine a role of AGS8 on vascular formation. SiRNA-mediated AGS8 knockdown 
inhibited vascular endothelial growth factor (VEGF)-induced tube formation of human umbilical vein 
endothelial cell. AGS8-siRNA also attenuated VEGF-stimulated cell growth, migration and 
phosphorylation of VEGF receptor-2 (VEGFR-2) and downstream signaling molecules. Further analysis 
indicated that knockdown of AGS8 was associated with decrease of cell surface VEGFR-2 via regulating
 transport of VEGFR-2 to the plasma membrane. Moreover, knockdown of AGS8 suppressed angiogenesis of
 the mouse mesentery. These data suggest critical roles of AGS8 in vascular formation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管内皮増殖因子は様々な疾病に伴う異常血管新生の標的とされている。血管内皮増殖因子は再生医療からも注
目を浴びており、その細胞内シグナル制御を明らかにすることは非常に重要である。本研究によりAGS8が血管内
皮増殖因子受容体の調節に関与することが明らかとなった。血管内皮増殖因子自体を標的とした抗体治療が行わ
れているが、これらによる効果が不十分な時、または、副作用により使用できない時、AGS8が血管新生シグナル
を制御する新しい治療標的となり得ると考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 三量体Ｇ蛋白を介する情報は生体の恒常性維持に重要であり、生理調節機構のなかでも主要
な役割を果たす。従来、三量体Ｇ蛋白質は細胞外情報を受容体を介して細胞内の効果器へ伝え
るトランスデューサーと認識されてきた。しかし、受容体以外の蛋白（Ｇ蛋白活性調節因子）
が三量体Ｇ蛋白を活性化し、これが未知の生理調節機構として機能していることが明らになっ
てきた。Ｇ蛋白活性調節因子の研究が進むにつれ、Ｇ蛋白活性調節因子は従来の受容体-Ｇ蛋白
経路を介さない新たな経路で細胞機能調節を行うこと、また、病態調節を行うＧ蛋白活性調節
因子が存在することが示されてきた。 
 申請者は虚血心筋に発現するＧ蛋白活性調節因子を探索し、ラット狭心症モデルから新規蛋
白 Activator of G-protein Signaling 8 （AGS8）を同定した。AGS8 は、虚血・低酸素に反応して
発現が誘導され、Ｇ蛋白（Gβγ）と直接結合し細胞内で情報伝達を担うことを報告してきた。
AGS8 を同定したラット狭心症モデルでは側副血行路が著しく発達していた。AGS8 は内皮細胞
に発現しており、血管新生・発達に関与する可能性がある。そこで、申請者はヒト臍帯静脈内
皮細胞の AGS8 を siRNA を用いてノックダウンし、血管形成へ関与する可能性を検討した。
予備検討結果は、AGS8 が血管内皮細胞増殖因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）が促
進する血管形成に関与することを示唆した。 
 
２．研究の目的 
 Ｇ蛋白活性調節因子 AGS8 が血管形成に関与する機序を明らかにすることを目的する。具体
的には、培養血管内皮細胞の血管形成に関与する VEGF シグナルに AGS8 が関与するのか、血
管内皮細胞の AGS8 を siRNA によりノックダウンして検討する。また、AGS8 を介する血管形
成機構が生体内でも機能しているのか、組織レベルで AGS8 の機能を明らかにする。さらに、
AGS8 は Gβγ と複合体を形成して血管形成の制御を行うのか、申請者が先行研究で作成した、
AGS8-Gβγ複合体の形成阻害する機能ペプチドを用いて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 培養ヒト血管内皮細胞で AGS8 が VEGF の細胞効果、細胞内シグナル、血管形成に関与する
か検討し、その機序を解析する。 
(1) VEGF の細胞効果に対する AGS8 ノックダウンの効果：培養ヒト血管内皮細胞の AGS8 を
siRNA によりノックダウンした後、VEGF で刺激し管腔形成能、細胞増殖能および細胞遊走能
が変化するか検討する。 
(2)  AGS8 ノックダウンによる VEGFR2 受容体および下流シグナルの変化：ヒト血管内皮細胞
の AGS8 を siRNA によりノックダウンする。その後、細胞を VEGF で刺激し、VEGFR2 のリン
酸化、さらに下流の ERK、AKT、p38MAPK のリン酸化が変化するのかウェスタンブロットに
より検討する。 
(3) VEGF 受容体の細胞内局在：細胞膜表面での VEGFR2 受容体の発現を FACS を用いて検討す
る。また、細胞内分布は蛍光免疫染色を用いて検討する。 
(4) 他の増殖因子シグナルへの関与：AGS8 は VEGF 受容体を特異的に制御するのか、他の 1
回膜貫通型受容体として内皮細胞に発現が確認されている上皮成長因子（Epidermal Growth 
Factor、 EGF）受容体、線維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factors、FGF）受容体を対象に
検討する。AGS8 ノックダウンにより各受容体のリン酸化、細胞増殖効果に変化が生じるか検
討を行う。 
(5) AGS8-VEGF 受容体複合体の確認：AGS8 の Gβγ 相互作用部位をタグ付蛋白として、VEGFR2
受容体と共に COS7 細胞へ発現させ、免疫沈降により AGS8-VEGFR2 受容体複合体の検出を行
う。 
(6) AGS8-Ｇβγ 複合体形成阻害による血管形成シグナル制御：AGS8 はＧ蛋白活性調節因子とし
て同定され、Ｇ蛋白 βγ サブユニットと会合しシグナルを形成することが明らかになっている。
AGS8-Gβγ 複合体が血管新生に必要なのか、複合体形成を阻害する合成ペプチド（AGS8 ペプ
チド）を導入し検討する。 
(7) 血管新生組織モデルを用いた AGS8 血管形成制御の検討：AGS8 による新生血管制御が培養
細胞だけではなく、組織レベルでも確認できるか検討する。血管新生モデルとして VEGF によ
る培養腸間膜組織の血管発達を観察する。 
 
４．研究成果 
(1) 血管内皮細胞モデル：内皮細胞のモデルとしてヒト臍帯静脈内皮細胞(Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells、HUVEC)、ヒト臍帯動脈内皮細胞（Human Umbilical Artery Endothelial Cells、
HUAEC）および脈絡膜血管内皮細胞を用いて、Ｇ蛋白活性調節因子 AGS8 が血管内皮増殖因子
（VEGF）シグナルへ与える影響を検討した。 
(2) AGS8 は VEGFR2 受容体シグナル形成を制御する：HUVEC の AGS8 を siRNA を用いてノッ
クダウンしたのち、VEGF シグナルの変化を western blot により検討した。AGS8 ノックダウン
は VEGF による VEGFR2 受容体、ERK1/2、p38/MAPK のリン酸化を抑制した。続いて、AGS8
ノックダウンが VEGF の細胞効果に与える影響について検討を行った。HUVEC で AGS8 を
siRNA によりノックダウンしたところ、VEGF による細胞増殖、遊走、管腔形成も抑制された。



AGS8siRNA の一部効果は HUAEC、培養脈絡膜血管内皮細胞でも確認することができた。以上
から、AGS8 は血管内皮細胞で VEGF 受容体シグナルを制御していると考えられた。 
(3) AGS8 は VEGFR2 受容体分布に関与する：AGS8 ノックダウンにより VEGF シグナルが抑制
される機序を探るため、VEGFR2 受容体の細胞内分布を検討した。HUVEC を用いた VEGFR2
受容体の蛍光免疫染色により、VRGFR2 受容体が AGS8 ノックダウンにより細胞内に蓄積する
ことが明らかとなった。また、Flow Cytometry 解析により AGS8 ノックダウン後、細胞膜表面
の VRGFR2 受容体が減少することが明らかになった。一方、AGS8 ノックダウンは whole cell
レベルでの VEGFR2 受容体の発現には影響を与えなかった。AGS8 ノックダウンによる細胞膜
表面 VRGFR2 受容体減少の機序を解析するため、受容体インターナリゼーションを阻害する薬
剤を用いて検討した。インターナリゼーション阻害薬は、AGS8 ノックダウンによる細胞表面
の受容体減少を軽減することはなかった。AGS8 は受容体インターナリゼーション以外の作用
点に、例えば、受容体の細胞膜への輸送過程等に作用すると考えられた。 
(4) AGS8 と VEGFR2 受容体は複合体を形成する：AGS8 が受容体の細胞内輸送に関与するとす
れば、VEGF 受容体が複合体を形成していることは十分考えられる。AGS8 の Gβγ 相互作用部
位を VEGF 受容体、Gβγ サブユニットと共に COS7 に発現させ、AGS8 および VEGF 受容体に
対して免疫沈降を行ったところ、AGS8-VEGF 受容体複合体の形成が確認された。興味深いこ
とに、この AGS8-VEGF 受容体複合体には、Gβ サブユニットも含まれていた。AGS8 はＧ蛋白
βγ サブユニットと会合しシグナルを制御する。そこで、AGS8 単独でも VEGF 受容体と複合体
を形成するのか、AGS8-Gβγ が必要なのか検討を進めた。申請者が以前に報告した AGS8-Gβγ
の相互作用を阻害するペプチド（AGS8 ペプチド）を AGS8、VEGF 受容体、Gβγ サブユニット
を発現させた COS7 に作用させたところ、AGS8-VEGF 受容体複合体の形成が低下した。これ
から、AGS8-Gβγ の相互作用が VEGF 受容体制御に重要であることが示唆された。さらに、AGS8
ペプチドを HUVEC に導入したところ、VEGF による受容体リン酸化が抑制され、VEGF によ
る管腔形成は低下した。VEGF を介する血管新生には AGS8-Gβγ 複合体の形成が必要と考えら
れた。 
(5) 他のチロシンキナーゼ受容体への影響：AGS8 は他の受容体も制御するのか、内皮細胞に発
現が確認されている EGF 受容体、FGF 受容体シグナルへの関与を検討した。HUVEC の AGS8
を AGS8siRNA によりノックダウンしたが、EGF による受容体リン酸化、FGF による細胞増殖
に対する影響は観察されなかった。 
(6) AGS8 は組織の血管新生に関与する：AGS8 による新生血管制御が培養細胞だけではなく、
組織レベルでも確認できるか検討した。新生血管動物モデルとして、マウス腸間膜を培養し、
血管発達を観察した。AGS8 を siRNA によりノックダウンすると、血管発達が阻害され、AGS8
による血管発達の制御が組織レベルでも働いていることが確認された。 
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