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研究成果の概要（和文）：鍼治療効果のメカニズム研究に際して発見したAcupuncture-induced 1-L (Aig1l)タンパク
質の機能と鍼治療メカニズムの解明の研究に取り組んだ。合成ペプチドを抗原として5種類のAig1lタンパク質の抗体を
作製し、特異性の高い抗体を得た。次に、ホモロジーモデリング法とフラグメントアセンブリ法を組み合わせた方法で
、Aig1lタンパク質の217番目から895番目までの679アミノ酸の立体構造を解析し、3個のCUBドメインと5個のSushiドメ
インの位置関係を明らかにした。この構造に類似の膜タンパク質は細胞接着や神経細胞の軸索誘導に関係しており、同
様の可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We previously found acupuncture-induced 1-L (Aig1l) gene and determined the 
full-length cDNA (Genbank accession no. DQ167195). Our aim is to elucidate the function of Aig1l protein 
and the mechanism of acupuncture therapy in this study. We used synthetic peptides as antigens and 
produced five anti-Aig1l antibodies. We obtained a specific antibody from those antibodies. The tertiary 
structure of Aig1l protein's 217-895 amino acids from N-terminus (679 out of 962 amino acids) was 
constructed by using homology modeling method and fragment assembly method. We then observed positional 
relation of three CUB domains and five sushi domains in structure. The result of our molecular simulation 
suggested that the Aig1l protein was possibly related to cell adhesion and/or axon guidance of neurons.

研究分野： 東洋医学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)我々の研究グループは、鍼通電刺激の 3
時間後に特異的に発現誘導される遺伝子と
し て 、 マ ウ ス Acupuncture-induced	 1-L
（Aig1l）を 1997 年に発見し、2000 年 1 月に
ゲノムデータベースに登録した(GenBank	 
accession	 no.	 DQ167195)。この Aig1l は、
ゲノムデータベースに登録されている遺伝
子の中で、鍼(Acupuncture)の名前を冠した
唯一の遺伝子である。我々は Aig1l の完全長
cDNA 配列を決定し、ノーザンブロット解析と
リアルタイム PCR 解析でこの遺伝子が主とし
て脳で発現していることを明らかにした
(Ohta	 M.	 et	 al,	 Evidence	 based	 
Complementary	 and	 Alternative	 Medicine.	 
doi:10.1093/ecam/	 nep121,2011)。加えて、
バイオインフォマティクス解析から、Aig1l
は 962 アミノ酸から成る分子量 105	 kDa のタ
ンパク質であり、ドメイン解析では3個のCUB
ドメインと 5個の sushi ドメインから成って
いる。Aig1l タンパク質の機能と鍼治療との
関連を明らかにするために、細胞内局在の解
析と立体構造解析に取り組むことが重要で
ある。細胞内局在の解析では Aig1l タンパク
質の抗体作製および組織化学解析を、立体構
造解析では X線結晶解析または分子シミュレ
ーションによる立体構造解析がその候補と
なる。但し、膜タンパク質の結晶化は困難な
ことから、Aig1l タンパク質は分子シミュレ
ーションも有用な選択肢である。	 
	 
(2)これまでに我々は、反復鍼通電刺激によ
るミオスタチン遺伝子の発現の抑制と、骨格
筋の幹細胞である筋衛星細胞（サテライト細
胞）の増殖を促すことを見出した（Takaoka	 Y	 
et	 al,	 Physiol	 Genomics,	 30,	 102-110,	 
2007）。この結果は、鍼通電刺激がミオスタ
チン遺伝子発現を抑制して骨格筋幹細胞の
増殖やタンパク質合成の促進が生じたこと
を示唆しており、筋萎縮の予防効果が期待さ
れた。実際、後肢懸垂による筋萎縮マウスを
用いた鍼通電治療実験で、鍼通電刺激で筋萎
縮が抑制された（日本温泉気候物理医学会雑
誌	 74,	 103-111,	 2011：2011 年度第 17 回優
秀論文賞受賞）。さらに、多面的なアプロー
チによる鍼治療効果のメカニズムの解明が
必要である。	 
	 	 
	 これらの研究成果を基盤として､Aig1l タ
ンパク質の機能と鍼治療効果の機序を明ら
かにする研究を着想した。	 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究の目的は、鍼治療効果のメカニズム
研究で発見した Aig1l タンパク質の機能を解
明することと、鍼治療メカニズムの解明であ
る。Aig1l タンパク質と鍼治療に関与するタ
ンパク質の機能を解析する。加えて、分子シ

ミュレーションによる Aig1l タンパク質の立
体構造解析を行ない、鍼治療における Aig1l
タンパク質の役割を解明する。	 
 
３．研究の方法 
 
(1)タンパク質の解析法	 
	 
①Aig1l タンパク質の抗体作製	 
	 抗体作製時に用いる抗原は、タンパク質そ
のもの、または抗原提示部位となりうる部位
の合成ペプチドである。Aig1l タンパク質は
膜タンパク質であるため、Aig1l タンパク質
の分離精製は困難が予想される。今回は、合
成ペプチドを抗原として抗体を作製する。そ
の際、抗原認識部位のバイオインフォマティ
クス解析には、EMBOSS ソフトウエア
（http://emboss.sourceforge.net/,	 GPL ラ
イセンスのため無料で利用可能）を用いる。
抗体作製時には、3種類の抗原提示部位の候
補ペプチドを混合してウサギに免疫する事
で、力価の強い抗体が得られるように工夫す
る。抗体作製後、特異性の高い抗体を選択す
る。	 
	 
②シグナル伝達経路のタンパク質の解析系
の確立	 
	 タンパク質の合成に関与する PI3K/AKT シ
グナル伝達経路の解析のため、ウェスタンブ
ロティング法による評価系を確立する。	 	 
	 
(2)分子シミュレーションによる解析法	 
	 
①分子シミュレーションによるタンパク質
の立体構造の解析方法の確立	 
	 近年、タンパク質の立体構造情報の蓄積に
伴い、確実に高い精度で立体構造を得ること
が可能となっている。その解析方法には、フ
ラグメントアセンブリ法(Bonneau	 R	 et	 
al,Protein,	 45,	 119-126,	 2001)、ホモロジ
ーモデリング法	 (Marti-Renom	 MA	 et	 al,	 
Annu	 Rev	 Biophys	 Biomol	 Struct,	 29,	 
291-325,	 2000)、両者を組み合わせた手法な
どが確立されつつある(Kelly	 LA	 et	 al,	 
Nature	 Protocols,	 4,	 363-371,	 2009)。本
研究では、フラグメントアセンブリ法で必要
なプログラム (Ishida	 T	 et	 al,	 Genome	 
Informatics,	 14,	 228-23,	 2003)を基に実装
する。同時に、「高い相同性で、立体構造が
解かれている領域」をバイオインフォマティ
クス解析で明らかにし、ホモロジーモデリン
グ法に用いる。	 
	 
②Aig1l タンパク質の立体構造の解析	 
	 MOE プログラム（Checmical	 Computing	 
Group 社）を用いたホモロジーモデリング法
とフラグメントアセンブリ法で、それぞれ
Aig1l タンパク質の立体構造を解析する。そ
して、両方法の長所を組み合わせたハイブリ
ット法により構造解析する。	 



４．研究成果	 
	 
(1)タンパク質の解析	 
	 合成ペプチドを抗原として 5 種類の Aig1l
タンパク質の抗体を作製した。具体的には、
EMBOSS ソフトウエアで抗原認識部位を選択
し、5 種類のペプチドを合成した。そして、
合成ペプチドを抗原として、ウサギを用いた
ポリクローナル抗体を作製した。5 種類の
Aig1l 抗体の中から特異性の高い抗体を選択
するため、ウェスタンブロッティング法で解
析した。その結果、1 種類が特異性の高い抗
体であったが、組織解析には適さない可能性
が明らかになった。作成したポリクローナル
抗体よりも特異性が高いモノクローナル抗
体の作製の可否を検討したが、最近抗体の販
売が開始されたため、市販の抗体を入手した。
この抗体を用いて Aig1l タンパク質の脳内局
在や細胞局在を解明するため、現在実験を継
続している。	 
	 次に、PI3K/AKT シグナル伝達経路が鍼治療
効果に関与する結果を得た。PI3K/AKT シグナ
ル伝達経路に関連する Akt,	 mTOR、p70S6K の
ウェスタンブロティング法の解析条件を決
定し、評価法を確立した。	 
	 
(2)分子シミュレーションによる解析	 
	 分子シミュレーションによるタンパク質
の立体構造の解析方法を確立し、Aig1l タン
パク質の立体構造解析を行った。Aig1l タン
パク質は 3 個の CUB ドメインと 5 個の sushi
ドメインを持っている。CUB ドメインは約 110
アミノ酸、sushi ドメインは約 60 アミノ酸か
ら成っている。これらのドメインはタンパク
質の機能を知る上で重要な手掛かりになる。
日本蛋白質構造データバンク(PDBj:	 Protein	 
Data	 Bank	 Japan,	 http://www.pdbj.org/)の
Sequence	 	 Navigator 機能を用いて、Aig1l
タンパク質の各ドメインに対してホモロジ
ーが高く、立体構造が解かれている他のタン
パク質の領域を検索した。その結果、利用可
能な 3個の CUB ドメインと 5個の Sushi ドメ
インの領域が得られた。MOE プログラムで
各々のドメインの立体構造を計算し、構造最

適化を行った（図 1）。その後、CUB ドメイン
と Sushi ドメインの立体構造をドッキングシ
ミュレーションで連結し、Aig1l タンパク質
の 217 番目から 895 番目の 679 アミノ酸の立
体構造を解析した（図２）。この構造に類似
の膜タンパク質は細胞接着や神経細胞の軸
索誘導に関係しており、同様の可能性がある。
この立体構造の解析により、3 個の CUB ドメ
インと 5個の Sushi ドメインの位置関係を明
らかにした。そして、MOE プログラムと NAMD
プログラム	 (イリノイ大学)を利用した新た
な解析系を確立し、解析時間の短縮が実現し
た。また、1 つの構造最適化計算を複数の計
算機で分散処理できる解析系を確立した。本
研究の成果は、招待講演（日本東洋医学会学
術総会・全日本鍼灸学会）等で発表した。	 
	 次に、鋳型が不要な立体構造解析法である
フラグメントアセンブリ法（Simons	 KT	 et	 al.	 
J	 Mol	 Biol,	 268,	 209-225,	 1997）を基にし
た解析プログラムを作成した。Aig1l タンパ
ク質の1番目から216番目の216アミノ酸と、
896 番目から 962 番目の 67 アミノ酸は、ホモ
ロジーが高く、立体構造が解かれている他の
タンパク質の領域が日本蛋白質構造データ
バンクになく、ホモロジーモデリング法の解
析が困難である。作成した解析プログラムに
より、Aig1l タンパク質に存在するホモロジ
ーモデリング法の適用が不可能な領域の立
体構造解析が可能になると期待された。作成
した解析プログラムで鋳型のない部分の立
体構造を解析した結果、解析プログラムの改
良点が明らかになった。引き続き、Aig1l タ
ンパク質の立体構造を解析するため、解析プ
ログラムの研究開発に取り組んでいる。今後
も、本研究終了後に新規採択された科学研究
費補助金の研究に本研究の成果を活用し、鍼
治療効果のメカニズム解明の研究を進める
予定である。	 
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