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研究成果の概要（和文）：申請者が狭心症モデルから同定したＧ蛋白活性調節因子（Activator of G-protein 
signaling 8、AGS8）は血管内皮細胞増殖因子受容体と複合体を形成し血管新生を制御していた。本研究では、
AGS8が他の増殖因子シグナルを制御する可能性について検討を進めた。その結果、AGS8は血小板由来成長因子
（PDGF）シグナルを制御することが示唆された。また、発症にPDGFシグナルが関与するラット肺高血圧モデル
に、申請者が最近同定したAGS8阻害薬を投与したところ病態が改善する可能性が示された。AGS8による新しいシ
グナル調節経路と治療標的としての有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Activator of G-protein signaling 8 (AGS8, also known as fibronectin type III
 domain containing 1: FNDC1) was isolated from a rat heart subjected to repetitive transient 
ischemia in screen of signaling molecules, which influenced G-protein mediated signaling pathway. 
AGS8 regulated vascular endothelial growth factor receptor signaling and was involved in the 
development of vessels. In this study, we examined a potential of AGS8 on signal formation by other 
growth factor receptors including platelet-derived growth factor (PDGF) receptor. AGS8 knockdown by 
siRNA reduced PDGF-mediated signaling in endothelial cells and smooth muscle cells. AGS8 inhibitor 
showed possible reduction of pulmonary hypertension in which model PDGF played an important role. 
The observations suggested an involvement of AGS8 in PDGF signal and a potential of AGS8 as a 
therapeutic target of human diseases. 

研究分野：生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
いくつかの癌種でAGS8が高発現していることが報告され、また、他の病態においてもAGS8の関与が指摘されてい
る。本研究により、AGS8がPDGF受容体シグナルを制御する可能性、また、AGS8阻害薬が個体内で機能する可能性
が示された。AGS8阻害薬は、腹腔内投与および皮下投与で生体投与への一定の許容性を示し、治療効果が期待で
きる結果が得られた意義は大きいと考える。本研究の結果はAGS8を標的とした治療の可能性を示すものとして意
義があると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
三量体Ｇ蛋白は生理調節に重要な役割を果たす。従来、三量体Ｇ蛋白質は受容体により活性化さ
れる分子スイッチとされてきたが、受容体以外に三量体Ｇ蛋白を直接活性化する蛋白（Ｇ蛋白活
性調節因子）が存在することが明らかになった。しかし、これまでの研究は、Ｇ蛋白活性調節因
子は生理調節に関与するのか、また、どのような意義があるのかについて十分に明らかにしてい
ない。研究代表者は、この点に関して以下を明らかにしてきた。 
研究代表者は病態下で発現するＧ蛋白活性調節因子を見いだし、その機能解析から新たな病態
制御機構を同定、治療の可能性を検討するという研究アプローチをとってきた。一連の研究の中
で、研究代表者はラット狭心症モデルから、G蛋白βγサブユニット(Gβγ)と結合し細胞機能
を制御する新規Ｇ蛋白活性調節因子（activator of G-protein signaling 8、AGS8; fibronectin 
type III domain containing 1, FNDC1）を同定した（Sato M, et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2006;103:797）。  
AGS8を見出した狭心症モデルでは側副血行路が著しく発達していた。研究代表者らは、AGS8
が血管増生に関与する可能性を検討し、AGS8 が血管内皮細胞で血管内皮増殖因子受容体
(vascular endothelial growth factor receptor-2, VEGFR2)を制御し血管増生に関与することを
明らかにした（Hayashi H, et al. J Cell Sci 129: 1210-1222, 2016.）。さらに、AGS8はリンパ
管内皮細胞では VEGFR3 受容体を制御しリンパ管形成に関与していた（Sakima M, et al. 
Experimental Cell Research 368: 13, 2018.）。また、AGS8と Gβγの結合を阻害する合成ペ
プチド(AGS8 ペプチド)を細胞に導入すると、AGS8 ノックダウンと同様に VEGF シグナルが
抑制され、AGS8の機能に Gβγとの相互作用が重要であることが示唆された（Sato M, et al. 
PLoS One 9(3):e91980, 2014.）。 

AGS8が VEGFR2および VEGFR3を制御したことから、他のチロシンキナーゼ受容体、例
えば血小板由来成長因子（platelet-derived growth factor, PDGF）受容体も制御する可能性が
考えられた。Ｇ蛋白活性調節因子 AGS8は PDGF受容体が発現する組織で様々な生理調節に関
与している可能性が考えられた。 
一方、これら AGS8の機能を検討する方法として、細胞実験では AGS8siRNA、AGS8ペプチ
ド（AGS8と Gβγの結合を妨げる競合ペプチド）が用いられてきた。しかし、個体モデルへの
適用には siRNA、ペプチドの安定性が問題となる。AGS8 が細胞で機能を発揮するには Gβγ
との相互作用が重要であるので、AGS8-Gβγの結合阻害を有する安定な低分子化合物を得るこ
とができれば、様々な生理モデルの解析に非常に有用と考えられた。そこで、研究代表者は、
AGS8と Gβγの結合を阻害する化合物を探索し、AGS8阻害薬”X”の同定に成功した。新しい
研究ツールを用いて、個体モデルで AGS8の関与について検討できる可能性がでてきた。 

AGS8の機能に関連する研究は、他の受容体制御の可能性を、病態モデルを用いて探索・解析
できる段階に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究は AGS8が血小板由来成長因子（platelet-derived growth factor, PDGF）シグナル制
御を介して病態生理調節に関与することを、新規同定した化合物を用いて明らかにすることを
目的とした。 
① Ｇ蛋白活性調節因子 AGS8が PDGFシグナルを制御する可能性を示す：PDGFは動脈硬化
などの血管病、腫瘍増殖等、多彩かつ重要な生理調節機構に関与する。AGS8 が PDGF シ
グナルを制御すれば、Ｇ蛋白活性調節因子によるチロシンキナーゼ受容体ファミリーの制御
という新しい調節機構の報告となる。 
② 同時に AGS8阻害薬の基礎検討を行い、その有用性を明らかにする：Ｇ蛋白活性調節因子を
標的とした化合物自体、新規性が高い研究である。また、最近、AGS8 が急性中耳炎(Nat 
Commun. 2016;7:12792.)、また前立腺癌(Exp Cell Res. 2016;348:190)に関与する可能性が
報告された。AGS8阻害薬 Xの有効性を示すことにより、これらヒト病態を解析する有望な
ツールを提供できる可能性がある。 
③ PDGF が関与するラット肺高血圧症モデルに AGS8 阻害薬を投与し、AGS8 を抑制するこ
とにより肺高血圧が改善することを示す：指定難病の肺動脈性肺高血圧症に対する治療薬が
開発されてきたが、十分な効果は得られていない。新たな機序による治療薬が求められてお
り、本研究成果は新しい治療標的の可能性を示すことができる。なお、今回用いるモノクロ
タリン肺高血圧ラットの進展には PDGFによる血管平滑筋増殖の影響が強く、 VEGFによ
る血管内皮肥厚の影響は少ないとされている。 

 
３．研究の方法 
1) AGS8 阻害薬 Xの基礎検討 
① 細胞毒性：ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(Human Umbilical Vein Endothelial Cells：HUVEC)
を AGS8 阻害薬 X存在下で培養し、遊離 LDH 測定を測定した。 



② AGS8阻害薬Xの細胞内シグナル形成への効果：血管内皮細胞のVEGFR2シグナルは、AGS8siRNA
により抑制された。AGS8 阻害薬 X が AGS8siRNA と同様に①PDGF 受容体リン酸化、下流シグ
ナル分子のリン酸化を抑制するかウェスタンブロットにより検討した。 
2) AGS8 が PDGF 受容体活性化を制御する可能性を検討 
① PDGF シグナルの変化：ヒト肺動脈血管平滑筋の AGS8を siRNA によりノックダウンし①PDGFR
αおよび PDGFRβ受容体のリン酸化、②下流シグナル分子(ERK、p38MAPK、AKT)のリン酸化が
抑制されるかウェスタンブロットにより検討した。 
3) 肺高血圧モデルに対する AGS8 阻害薬 Xの効果 
ラットのモノクロタリン肺高血圧の進展には PDGF が関与し、非特異的受容体チロシンキナー
ゼ阻害薬により軽減される。AGS8 阻害薬は、受容体チロシンキナーゼ阻害薬とは作用点が異な
る肺高血圧治療薬となる可能性がある。AGS8 阻害薬 X をモノクロタリン肺高血圧ラットに投与
し、肺高血圧軽減効果を検討した。 
モノクロタリン投与群(60 mg/kg 体重、皮下注射)は、投与約 14日目から肺高血圧を発症し、
21〜35 日目に死亡する。AGS8 阻害薬 X(30 mg/kgBW)を投与（腹腔内投与および皮下投与）し、
21 日目に Millar カテーテルにより右室収縮期圧を測定し、AGS8 阻害薬 X に肺高血圧の軽減効
果があるか検討した。 
 
４．研究成果 
まず、AGS8 阻害薬 Xの毒性を、培養ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いて検討した。遊離 LDH
測定では 1〜100 ug/ml の範囲では変化が無く、毒性は高くないものと考えられた。 
研究代表者らは、血管内皮細胞の VEGFR2 シグナルは、AGS8siRNA により抑制されることを既に
報告しているが、AGS8 阻害薬 X が AGS8siRNA と同様作用を持つか、HUVEC で検討した。すなわ
ち、AGS8 阻害薬 Xが VEGF 受容体および下流シグナル分子のリン酸化を抑制するかウェスタンブ
ロットにより検討したところ、AGS8 阻害薬 Xは濃度依存性にこれらを抑制した。 
さらに、AGS8 が他の受容体、特に血小板由来成長因子(PDGF)受容体を制御する可能性について
検討を進めた。ヒト肺動脈平滑筋細胞の AGS8 の RNA 発現を siRNA により約 30%程度まで抑制し
た。細胞を PDGFBB で刺激し、①PDGFRαおよび PDGFRβ受容体のリン酸化、②下流シグナル分子
(ERK、p38MAPK、AKT)のリン酸化が抑制されるかウェスタンブロットにより検討した。PDGF 刺激
により PDGFRαおよび PDGFRβ受容体と下流シグナル分子のリン酸化が促進され、AGS8siRNA は
これらの一部分子のリン酸化を抑制した。 
AGS8 抑制が個体内で意義を持つか、AGS8 阻害薬 Xをモノクロタリン肺高血圧ラットに投与し、
肺高血圧軽減効果を検討した。AGS8 阻害薬 X（30mg/kg・BW）を約１４日間腹腔内または皮下に
連日投与した。AGS8 阻害薬 X 投与群の体重増加は、投与法に関わらず対照群と比べ差は見られ
ず、個体投与でも一定の許容性が確認できた。ラットへのモノクロタリン投与は著しい肺動脈圧
の上昇をもたらしたが、AGS8 阻害薬 X 投与（腹腔内投与、皮下投与）はともに収縮期圧の上昇
を軽度抑制する可能性が示された。一方、AGS8 阻害薬 X 単特投与（腹腔内投与、皮下投与）は
肺動脈圧に影響を与えなかった。 
AGS8 が血管平滑筋シグナルに関与する可能性、また肺高血圧進展に関与する可能性が示された。
さらに、AGS8 阻害薬 Xの効果と安全性は腹腔内投与のみならず、皮下投与でも確認でき、AGS８
を標的とした治療応用への可能性が示唆された。 
本研究により、AGS8 が PDGF 受容体を制御する可能性、また AGS8 阻害薬が個体内で機能する可
能性が示された。AGS8 阻害薬は、腹腔内投与また皮下投与で生体投与への一定の許容性を示し、
治療効果が期待できる結果を得られた意義は大きいと考えられた。 
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