
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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)

2014～2012

虚血誘導性Ｇ蛋白活性調節因子を介する病態制御機構の解明

Role of ischemia-inducible activator of G-protein signaling in cellular response to 
pathophysiological stimuli

４０２９２１２２研究者番号：

佐藤　元彦（Sato, Motohiko）

愛知医科大学・医学部・教授

研究期間：

２４５９０２８０

平成 年 月 日現在２７   ６ １２

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：申請者が先に同定した虚血誘導性Ｇ蛋白活性調節因子（Activator of G-protein Signaling
, AGS8）は、Ｇ蛋白βγサブユニットと結合しアポトーシスに決定的な役割を果たしていた。AGS8上のＧ蛋白との結合
部位を同定し、そのアミノ酸配列からAGS8-Ｇβγの相互作用を競合阻害するペプチド（AGS8ペプチド）を作成した。A
GS8ペプチドは低酸素誘導心筋細胞アポトーシスを有意に抑制した。この結果は、心筋細胞におけるAGS8-Gβγシグナ
ルが虚血心筋保護の治療標的として有望であること、またＧ蛋白活性調節因子を介する情報を制御可能であることを示
した。

研究成果の概要（英文）：We previously identified an ischemia-inducible G-protein activator, activator of 
G-protein signaling 8 (AGS8), which interacts directly with Gβγ and regulated a critical cascade 
leading apoptosis of cardiomyocyte under hypoxia. We tried to protect cardiomyocytes from hypoxic injury 
by disrupting AGS8 mediated Gβγ-singling. We developed a peptide (AGS8-peptide) that blocked the 
association of Gβγ with AGS8 based on amino acid sequences of the Gβγ binding domain of AGS8. 
AGS8-peptide successfully blocked the interaction of Gβγ with AGS8 in vitro. To evaluate effect of 
AGS8-peptide in vivo, rat neonatal cardiomyocytes were exposed to hypoxia (6 h)/reoxygenation (18 h). 
AGS8-peptide was successfully transferred to cardiomyocytes, and blocked apoptosis of cardiomyocytes. 
These data indicated an importance of AGS8 mediated Gβγ-signaling in apoptosis of cardiomyocytes, and 
its potential as novel therapeutic target.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
(1)Ｇ蛋白活性調節因子による病態生理制御：Ｇ
蛋白共役受容体を介する情報は、細胞の重要
な情報伝達系であり、病態生理に密接に関与す
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蛋白シグナルが受
容体以外の蛋白（Ｇ蛋白活性調節因子）により
活性化されることを明らかにした（Sato M、他 3
名 . Annual Review of Pharmacology 
2006;46:151.、Sato M、他 1 名. Pathophysiology 
2010;89:17.）。佐藤のこれまでの研究結果は、Ｇ
蛋白活性制御因子が病態生理に密接に関与す
ることを示唆していた（Sato M、他 2 名. J.Biol. 
Chem. 2004; 279:13375.）。 
(2)虚血心筋で機能するＧ蛋白活性調節因子の
同定と解析：申請者は虚血心筋で病態制御を
行うＧ蛋白活性制御因子を探索し、ラット狭心症
モデルから虚血病態で特異的に発現する新規
蛋白 Activator of G-protein Signaling 8 （AGS8）
を同定した（GenBank: DQ256268）。AGS8 は、
虚血および低酸素に反応して発現が増加し、Ｇ
蛋白（Ｇβγ）と直接結合し細胞内でＧ蛋白情
報伝達を担うことが分かった（Sato M、他 6 名. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 2006;103:797.）。 
(3)AGS8 シグナルが虚血心筋傷害に強く関与：
AGS8 の病態生理的意義を検討し、AGS8 が低
酸素による心筋アポトーシスに非常に重要な役
割を果たすことを示した（佐藤元彦（代表）基盤
研究(C) 18599006、Sato M、他 7 名. J Biol Chem. 
2009;284:31431.）。すなわち、AGS8 を small 
interfering RNA (siRNA)によりノックダウンすると
培養心筋細胞の低酸素誘導アポトーシスは劇
的に改善された。 
(4)AGS8 が低酸素下でコネキシン 43 透過性を
制御： AGS8 はチャネル蛋白コネキシン 43 と複
合体を形成し、低酸素下でのその透過性を制御
し て い た （ 佐 藤 元 彦 ( 代 表 ) 基 盤 研 究 (C) 
18599006、Sato M、他 7 名. J Biol Chem. 2009; 
284:31431.）。コネキシン 43 は ATP、アデノシン、
カルシウム、グルタチオン、活性酸素等の流入・
流出を担い、低酸素による細胞死に関与する。
AGS8 はコネキシン 43 を通過するこれら分子を
制御し心筋アポトーシスに関与すると考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
 申請者が同定したＧ蛋白活性調節因子、
AGS8 は虚血心筋のコネキシンを制御し、アポト
ーシスに密接に関与していた。その際、AGS8 の
コネキシン制御にはＧ蛋白（Ｇβγサブユニット）
が必須であった(Sato M、他 7 名. J Biol Chem. 
2009;284:31431.)。つまり、AGS8 はＧβγと蛋
白複合体を形成し、これによって引き起こされる
細胞内シグナルが虚血心筋の病態生理に決定
的な影響を与えると考えられた。 
 しかし、AGS8-Ｇβγの相互作用が虚血病態
に関与する機構については十分解明されてい
ない。本研究では、AGS8 上のＧβγ相互作用
部位を同定し、相互作用部位のアミノ酸配列より

AGS8-Ｇβγの結合を阻害するペプチドを作製
すること、さらに、ペプチドを心筋細胞に作用さ
せ低酸素下の病態生理に対する影響を検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)GST 融合蛋白を用いた AGS8 のＧβγ作用
部位の同定：AGS8 の各領域を GST 融合蛋白と
して大腸菌で作製し、精製Ｇβγと直接結合す
るかを pull-down assay で検討した。 
①AGS8 蛋白全長におけるＧβγサブユニット
結合領域のクリーニング：AGS8 は 200ｋｄに及ぶ
蛋白であるので、大腸菌内で生成されやすい
30-40kd の大きさに分割し、それぞれの小部分
を GST融合蛋白として作製した。これを用いてＧ
β γ サ ブ ユ ニ ッ ト が 結 合 す る 部 分 を GST 
pull-down アッセイ法を用いて検討した。 
②得られたＧβγサブユニット結合領域をさらに
細分して検討：上記①で同定した蛋白領域をさ
らに細分し、それぞれ GST 融合蛋白を作製、そ
れらを用いて GST pull-down assay を行い AGS8
上のＧβγサブユニット結合部位を限定した。 
(2)AGS8-Ｇβγ相互作用阻害ペプチド（AGS8
ペプチド）の作製：上記実験「3-（1）」の検討で
同定された、AGS8-Ｇβγ相互作用部位のアミ
ノ酸配列に基づくペプチドを複数作製し、in 
vitro pull-down assay で AGS8 とＧβγサブユニ
ットの相互作用を阻害するか検討した。 
(3)AGS8 ペプチドの心筋保護効果を検討 
①心筋細胞へのペプチドの導入：心筋細胞へ
のペプチド導入には試薬の量、種類の検討を行
い、最も効果的かつ細胞傷害性が低いものを用
いた。細胞へのペプチドの取り込みは蛍光色素
を付加した AGS8 ペプチドを用い、蛍光顕微鏡
で判定した。 
②コネキシン 43 に対する AGS8 ペプチドの効
果：心筋細胞のコネキシン 43 は低酸素暴露によ
りインターナリゼーションを起こし、AGS8-Ｇβγ
複合体がこれに関与する。AGS8 ペプチドが低
酸素によるコネキシン 43 のインターナリゼーショ
ンを抑制するかについて蛍光免疫染色法で検
討した。また、コネキシン 43 透過性に対する効
果はその透過性蛍光色素である Lanthanum を
用いて低酸素暴露による透過性変化を AGS8 ペ
プチド存在下で評価した。 
③低酸素誘導心筋アポトーシスに対する AGS8
ペプチドの効果：培養心筋細胞において AGS8
のノックダウンは低酸素誘導心筋アポトーシスを
劇的に抑制した。AGS8 ペプチドが低酸素誘導
心筋アポトーシスを抑制するかを TUNEL 法およ
び活性型カスパーゼ 3 の発現で検討した。 
 
４．研究成果 
（1）GST 融合蛋白を用いた AGS8 のＧβγ作用
部位の同定：AGS8 を分割した 6 部分の GST 融
合蛋白はどれも大腸菌内で合成可能で、可溶
化蛋白として精製することができた。これらを用
いてＧβγサブユニットが結合する部分を GST 
pull-down アッセイ法を用いて検討したところ、
AGS8 の中間部と C 端にＧβγサブユニットが結



合することが明らかになった。しかし、AGS8 中間
部のＧβγサブユニット結合部は細胞に導入し
ても、Ｇ蛋白シグナルを惹起しなかった。他方、
AGS8-C 端のＧβγサブユニット結合部は細胞
内シグナルを惹起することがすでに明らかにな
っ て い た （ Sato M, et al. J Biol Chem. 
2009;284:31431.）。 
 AGS8 の C 端部位をさらに 5 分割しそれぞれの
分割部分を GST 融合蛋白として作製した。5 つ
の GST 融合蛋白はどれも大腸菌内で合成可能
で、可溶化蛋白として精製することができた。
GST pull-down アッセイ法を用いてＧβγサブ
ユニット結合部分を検討したところ、Ｇβγサブ
ユニット結合部分は 11-17kd (100-150 アミノ酸)
程度の範囲に絞ることができた。 
（２）AGS8-Ｇβγ相互作用阻害ペプチド（AGS8
ペプチド）の作製：Ｇβγサブユニットは AGS8
の C 末端領域 (150 アミノ酸)に結合することが
明らかとなったので、同部位のアミノ酸配列を基
に 29-30 アミノ酸のペプチドを複数合成した。そ
れぞれのペプチドが AGS8-Ｇβγの相互作用
を阻害するのか、 in vitro の pull-down assay で
評価した。すなわち、AGS8 の C 端領域を GST
融合蛋白(GST-AGS8-C)として大腸菌で作製し、
そこに合成ペプチドとともに精製Ｇβγ加え、
GST-AGS8-C に 結 合 し た Ｇ β γ 量 を
immunoblot で比較検討した。その結果、２つの
ペプチドが AGS8-Ｇβγの相互作用を阻害した 
(IC50, CP1:6.73x10＾-6 M; CP9:2.77 x10＾-6 M)。
以後 CP9 を AGS8 ペプチドとして、細胞での効
果を検討した。 
(3) AGS8 ペプチドの心筋保護効果を検討 
①心筋細胞へのペプチドの導入：心筋細胞へ
のペプチド導入には試薬の量、種類の検討を行
い、効果的かつ細胞傷害性が低いもの用いた。
蛍光色素を付加した AGS8 ペプチドが化学試薬
により心筋細胞内へ導入可能であること、またそ
の条件で細胞傷害性は最小限に抑えられてい
ることを確認した。 
②コネキシン 43 に対する AGS8 ペプチドの効
果：AGS8 が心筋アポトーシスを誘導する上でコ
ネキシン 43 の透過性、局在は重要である（Sato 
M、他 7 名. J Biol Chem. 2009;284: 31431.）。コ
ネキシン 43 に対する AGS8 ペプチドの効果を検
討したところ、低酸素下で培養心筋細胞のコネ
キシン 43 のインターナリゼーションと透過性の低
下を抑制した。 
③低酸素誘導心筋アポトーシスに対する AGS8
ペプチドの効果：AGS8 ペプチドを培養心筋細
胞に投与し、低酸素誘導心筋傷害に対する抑
制効果を検討したところ、AGS8 ペプチドは効果
的に低酸素誘導心筋アポトーシスを抑制した。
すなわち、AGS8 ペプチドは低酸素暴露による
活性型カスパーゼ 3 の増加および TUNEL 陽性
細胞の増加を抑制した。 
 これら結果は、心筋細胞における AGS8-Gβ
γシグナルが虚血心筋保護の治療標的として
有望であること、また本課題で用いた方法により、
Ｇ蛋白活性調節因子を介する情報を制御可能
であること示した。この成果および関連する成果

は複数の学会において発表し、論文として公表
した。 
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