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    【背景および目的】
  GTP結合蛋白質(G蛋白質）は“py三量体構造からなる膜蛋白質で，細胞膜受容体
と エ フ ェ ク タ ー の 間 にあ っ て情 報 の変 換 増幅 因子 と して 存 在す る ．
  従来より各種のエフェクターがaサブユニットにより活性化されることが知られてい
るが，最近になり，pアサブユニットによるエフェクターの活性化の例として，アデニ
ルサイクレース，心臓のKチャンネル，ホスホリパーゼA2，ホスホリパーゼcp2，
受容体キナーゼなどが報告されている．
  現在までに4種類のpサブユニシトがクローニングされているが，各アイソフォーム
の機能的な違いについてはほとんど知られていない．しかし，最近の下垂体培養細胞を
用いた実験から，pサプユニットの種類が受容体とエフェクターの連関の特異性を決め
る可能性が示された．
1本研究の目的は，心臓におけるG蛋白質pサブユニット各アイソフオームの発現を
mRNAおよび蛋白質レベルで検討し，脳，網膜における各アイソフオームの発現と比較
する事により，心臓における情報伝達系の特異性を明らかにすることにある．

    【方法】
  1. cDNAおよび抗ロサブユニツ卜抗体
  pサプユニットc）NAはそれぞれ，p1はウシの網膜，p2はヒトの副腎，p3はヒ
ト の 網 膜 ， p4は マ ウ ス の 脳 よ ル ク ロ ー ニ ン グ さ れ た も の で あ る ．
  抗pサプユニットポリクローナル抗体（p－636，p‐637，p－638）は，ヒトpサブュ
ニットの戸1，p2，p3各アイソフオーム間で最も相同性が低い26～39番のアミノ酸
配列 に 相当 す る合成ペプ チドLAP‐636（ADATLSQITNNIDP） ，LAPー637
  （GDSTLTQITAGLDP），LAP－638（ADVTLAELVSGLEV）をウサギに接種し得
られたものである．
2．‐実験材料
  雄性WistarKyotoラット（WKY：10週齢、体重約265g）を使用した．ラット
をジエチルエーテルにて麻酔した後，心臓および脳を摘出し，液体窒素にて凍結し・80
℃に保存した．また雌乳牛より網膜を得，同様に凍結保存した．各組織ホモジェネート
を105，ooOXgで遠心し，得た上清を細胞質分画，ペレットを粗膜標本とした．蛋白質の
定量には，ローリー法を使用した．to脚RNAは各臓器よりAGPC（acidguamdiummiocyanate
phenolchIoroform）法にて抽出した．
3．DNAプロ―ブの作製
  p1，p3，p4のcDNAは，pCDM8プラスミドベクターをEcoRIで消化しそれぞれ
1381bp，1050bp，1135bpのフラグメントとして得た，各cDNAフラグメントは低融点ア
ガロースゲルにて泳動分離した後，フェノー´レノク口ロフォルム抽出にて精製した．ロ2
のcDNAは岡山ーBergクローニングベクターをSacII，SmaIで消化し，1169bpのcDNAフラ
グメントを得，同様に抽出精製した．それぞれのcDNAフラグメントはランダムプライ
ム法にてロ32P．dCTP存在下に標識した後，SephadexG50にて未反応のa32P―dCTPを



除去してプローブを精製した．
  4.ノザンブロッ卜解析
‘．各組織のtotal RNA 30ぷ£をホルムアルデヒドゲルにて泳動分離後，ノザンブロットに
て解析した． 50ふ酉万爾諏アrコ戸り汀プゲ戸F弼甄H弼一と’X77f:R‘ブイ・ル五に露光匸
た ． 検 出 さ れ た mRNAの サ イ ズ は 同 時 に 泳 動 し た RNAマ ー カ ー よ り 求 め た ．
  5．ウエスタンブロッ卜解析
  各組織の細胞質および粗膜標本をそれぞれ50戸gをSDS‐PAGEにて分離した後，ウエ
スタンブロット法を施行した，各アイソフオームに特異的な一次抗体を反応させた後，
1251ープロテインAを反応させ，X線フイルムに露光した．検出したバンドのサイズは，同
時に泳動した分子量，マーカーより求めた．また，細胞質分画におけるロサブユニット
の存在形態を調ぺるために，カットオフ分子量が10万のCenmconlooにて心室の細胞質
分画を遠心分離し，濃縮液と濾過液を得，それぞれの分画についてウエスタンブロット
を施行した．
6‐発現mRNA量および蛋白質の定量
  FUJIXバイオ・イメージングアナライザーBAS2000を使用し，検出したバンドの放
射線量を定量した，放射線量の単位A．U．（arbi弧づunit）は任意であり同一フイルター
上のバンドの比較にのみ用いた．各臓器間のpサブユニットの蛋白質発現量の比較は
膜と細胞質の放射線量の和を用い，蛋白1Fgあたりの放射線量（A．U．／冖g）を比較した．
また各臓器におけるpサブユニットの膜分画および細胞質分画への分布を比較した．
7．統計処理
  ．データはme觚土S．D．で表示し，各群間のデータの比較はF蛾tおよびunpaぬdt他stを用
いて行った．pくO．05をもって有意差とした・

    【結果】
  1．ノザンブロッ卜解析
  いず れの 臓器に おい てもp1，p2，p3のmRNAのサイズはそれぞれ313kb，1．6kb，
1．7kbであった．ただし，ウシの網膜のp1は2．9kbであった．pl，p2では明らかに
脳 で 発 現 が 強 か っ た が ， p3は心 室で の発 現が 強く ，対 照的 であ った ．（pl；脳
886土196A．U．，心室194土43A．U．，pく0．01．p2；脳476土38A．U．，心室241土
28A．U．，pく0．Ol・p3；脳53土28A．U．，心室143土36A．U．，pく0．Ol．n二ニ5）  また心
房，大動脈も加え比較したところ，p1，p2の発現は網膜，脳で強く，他の臓器に明
らかな差は認めなかった．p3の発現は心室で一番強く，次に心房で発現が強かった
（n二二ニ3）．p4では洗いの条件をハイストリンジェンシーにしたもかかわらず多数の
バンドが出現し，m心乢Aの同定が困難であった．
2．ウエスタンブロッ卜解析
  p‐636（p1），p－638（p3）で36kDa，p‐637（p2）で35kDaのノヾンドカミ検出さ
れ た・ p1， p2は脳 での 発現 が心 室よ りも 強か った が，p3の発現は心室の方が脳よ
りも強かった．（p1；脳22．6土2．86A．U．／Pg，心室5．O土1．08A．U．／戸g．p2；脳
33．7土O．88A．U．／メg，心室9．6士O．54A．U．／Pg．p3；脳6．1土0．59A．U．／メg，心室9．8
土1．45A．‘U．／Fg，胆3）
  脳 で は pl， p2は 膜 で の 発 現量 が多 かっ たが ，p3は細 胞質 に多 かっ た．心 室で
は p1， p2， p3のす べて が細 胞質 によ り多 く発 現し てい た． （pサ ブユ ニッ トの 膜
における発現比．脳；p177土3．6ワ。，p281士0．5％，p327土lO．8ワD．  心室；
p112土3．7ワ。，p234土1．0ワ。，p312土6．0ワ。）・
  Cenmconlooを用 いた 結果 から ，心 室の 細胞 質の p1，p3サブュニットは分子量lO
万以上の複合体を形成している可能性がある．

    【考按】

  生体内に存在するpyサブュニットは生理的条件下では分離することはなく，単離
したサブユニットはpア二量体としてのみ研究されている，4種類のpサブユニットは

それぞれ340個のアミノ酸からなり，各サブユニット問の相同性は約80%と極めて高い．
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  一方，7種類のyサプユニットは75個のアミノ酸からなるが相同性は40%と低く，さ
らにC末端のプレニル基がアイソフオームにより異なるなど，戸サブユニットと比べ多
様性が強く，pyサブユニット二量体としての機能を決定しているのはyサブユニット
であると考えられてきた．
  しかし最近になり，各pサブ丑ニットのアンチセンスオリゴヌクレオチドをラット
の下垂体培養細胞(GH3）に用い特定のpサブユニットの発現を抑制する実験から，p
サブユニットのアイソフオームが受容体とエフウクター（カルシウムチャンネル）の連
関の特異性を決めている可能性が示された：ムスカリン受容体を刺激しカルシウムチャ
ンネルを抑制するためにはp3が必要であり，ソマトスタチン受容体を刺激しカルシウ
ムチャンネルを抑制するためにはpiが必要であった．この結果は，pサブユニットア
イソフオームの発現の違いにより，各臓器・組織に特異的な膜情報伝達系のバランスが
形成されている可能性を示じている・
  ノザンブロット解析から心臓におけるp3 mRNAの発現が脳と比較し極めて強く特異
的であることが示された，ウエスタンブロットによる検討でも同様に心臓でのpi，
p2の発現量が少なく，p3の発現量は多い事が示された．  網膜の桿状体細胞にpi
が特異的に存在することがわかっているが，一般的に各pサブユニットは多くの臓器で
普尋的に存在すると考えられており，心臓に特異的なpサブユニットの発現形式が認め
られたことは興味深い．
  心臓においては，すぺてのpサブユニットが細胞質により多く存在することを明ら
かにした．アイソフオーム間でもその分布は異なりp2は膜にも同程度存在したが，
pi，p3は細胞質での発現が強かった．現在までに，細胞質における三量体G蛋白質
の占める役割に関する研究は少ない．腎細胞でGiロ3がゴルジに存在し蛋白の輸送に関わ
る可能性が報告され，Fung等は牛の網膜の円錐体細胞にp3が特異的に発現し，かっそ
のほとんどが細胞質に存在す，ることを報告したが，細胞質でのその生理的な役割につい
ては明らかになっていない．網膜の桿状体細胞に特異的なpiがpア二量体としてフオ
スデューシンというりン蛋白質と結合して細胞質に存在しているのと同様に，p3もフオ
スデューシン様蛋白質と結合した形で存在すると報告されている．心筋の細胞質に存在
するpサプユニットについては，セントリコンを用いた実験から，分子量10万以上の複
合体を形成していることが推測される． apア三量体でも分子量8－9万であり，三量
体またはpY二量体単独で存在している可能性は少なく，他の蛋白質に結合しているか，
あるいは膜構造に結合しているものと思われる．網膜と同様に，py二量体として存在
し，フォスデューシン様蛋白質と結合している可能性もあり，今後，免疫沈降法を用い
た結合蛋白質の同定が必要とされる．三量体G蛋白質は膜を介する情報伝達だけではな
く，低分子量G蛋白と同様に細胞の分化，増殖に密接に関与していると考えられており，
細胞質における局在が細胞内での生理作用を解明する糸口となるかもしれない．
    【結語】
  1．ラットの心臓におけるp31サブユニットのmRNAレベルの発現は，脳と比較して，
有意に強く，蛋白レベルにおいても同様であった‐
  2．心臓におけるpサプュニット（p1，p2，p3）の発現はすべて細胞膜分画よ
りも細胞質分画に多量に分布していた．
  3．心臓の細胞質分画におけるpサブュニットは分子量10万より大きな複合体とし
て存在することが推定された．‘
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    【背景および目的】
  ,apア三量体G蛋白質は、細胞膜受容体とエフェクターの間にあって情報の変換増幅
因子として存在する。pア二量体によルエフェクターが活性化される例が多数報告され
ているが、pサブユニットと比べYサブユニットは多様性が強く、py二量体としての
機能を決定しているのはyサブユニットであると考えられてきた。しかし最近の実験か
ら、pサブユニットの種類が受容体とエフェクターの連関の特異性を決める可能性が示
された。この結果は、pサブュニットアイソフオームの発現の違いにより、各臓器・組
織に特異的な膜情報伝達系のバランスが形成されている可能性を示している。
  本研究の目的は、心臓におけるG蛋白質pサブユニット各アイソフオームの発現を
mRNAおよび蛋白質レベルで検討し、脳、網膜における各アイソフオームの発現と比較
する事により、心臓における情報伝達系の特異性を明らかにすることにある。
    【方法】
  対象は雄性Wistar Kyotoラット10週齢の心臓およぴ脳、ウシ網膜である。各組織ホ
モジェネートを105，oooxgで遠心し、得た上清を細胞質分画、ペレットを粗膜標本とし
た。蛋白質の定量にはローリー法を使用した。total RNAは各臓器よりAGPC (acid
guanidium thiocyanate phenol chloroform)法にて抽出した。」？サブユニットcDNAはそれぞ
れ、plはウシ網膜、p2はヒト副腎、p3はヒト網膜｀t？4はマウス脳よルクローニ
ングされたものである。抗pサブユニット抗体（t？ -636、pー637、1 -638）は、ヒトメ
サブユニットのpi、p2、p3各アイソフオーム間で最も相同性が低い26～39番のア
ミノ酸配列に相当する合成ペプチドをウサギに接種し得られたものを使用した。
各pサブユニットのmRNA発現量はノザンブロット法にて、蛋白レベルの発現量はウエ
スタンブロット法にて比較した。また、カットオフ分子量が10万のCentriconl00にて心
室の細胞質分画を遠心分離し、ウエスタンブロットを施行した。また、FUJIXバイオイ
メージングアナライザーBAS2000を使用し、検出したバンドの放射線量を定量比較した。
データはmean土S.D.で表示し、各群間のデータの比較はFtestおよびunpairedt testを用い
て行った。pく0.05をもって有意差とした。
    【結果】
  1．ノザンブロッ卜解析
  pi、p2、p3のmRNAのサイズはそれぞれ3.3kb、1.6kb、1.7kbであった。ウシの
網膜のpiは2.9kbであった。pl、タ2では明らか〔こ脳で発現が強かったが、タ3は
心室での発現が強く、対照的であった。（ロ1；脳886土196A.U.,ヒ、室194土
43A.U.，pく0.01.p2；脳476土38A.U.，´［，、室241土28A.U.，pくO.Ol.p3；脳53土
28A.U.，´ふ室143士36A.U.，pく0.01. n=ニ5）  また心房、大動脈も加え比較したところ、



pl、 p2の 発 現 は 網 膜 、 脳 で 強 く 、 他 の 臓 器 に 明 ら か な 差 は 認 め な か っ た 。 メ 3の 発
現 は 心 室 で 一 番 強 く 、 次 に 心 房 で 発 現 が 強 か っ た （ n=ニ 3） 。 メ4で は 多 数の バ ン ド

が出現し、mRNAの同定が困難であった。
  2‐ウエスタンブ口ット解析

  p‐ 636（ p1）、 p－ 638（ p3） で 36kDa、 p‐ 637（ p2） で 35kDaのノ ヾ ン ドカ ミ 検 出さ
れ た 。 pl、 p2は 脳 で の 発 現 が 心 室 よ り も 強 か っ た が 、 p3の 発 現 は 心 室 の 方 が 脳 よ

りも強かった。（ロ1；脳22．6土2．86A．U．／メg，´し、室5．O土1．08A．U．／バg．fヲ2；脳
33．7土O．88A．U．／メg，´し丶室9．6土0．54A．U．／メg．戸3；脳6．1土0．59A．U．／メg，´し、室9．8
土 1． 45A． U． ／ pg， n＝ 3） 脳 で は p1、p2は 膜で の 発 現量 が 多 か った が 、 p3は 細 胞質

に 多 か っ た 。 心 室 で ， は p1、 p2、 p3の す べ て が 細 胞 質 に よ り 多 〈 発 現 し て い た 。
  （ ロ サ ブ ユ ニ ッ ト の 膜 に お け る 発 現 比 。 脳 ； p177土 3． 6％ 、 p281土 0． 5％ 、 メ 3

  27土 10． 8％ 。   心 室 ； p1  12土 3． 7％ 、 p234土 1． Oワ 。 、 声 312土 6． 0％ ） 。
  CenmCon100を 用 い た 結 果 か ら 、 心 室 の 細 胞 質 の p1、 p3サ ブ ユ ニ ッ ト は 濃 縮 液 に

存在し、分子量lO万以上の複合体を形成している可能性をしめした。
    【考案】

  ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 よ り 、 脳 と 比 較 し 心 臓 で の pl、 声 2の
発 現 量 が 少 な く 、 p3の 発 現 量 は 多 い 事 が示 さ れ た。   一般 的 に 各pサ ブ ユ ニッ ト は 多
く の臓 器 で 普 遍的 に 存 在す る と 考え ら れ てお り 、 心臓 に 特 異的 な pサブ ユニソト の発現

形式が認められたことは興味深い。
  心 臓 に お い て は 、 す べ て の pサ ブ ユ ニ ッ ト （ 特 に p1、 p3） が 細 胞 質 に よ り 多 く

存 在す る こ と を明 ら か にし た 。 細胞 質に “サブ ユニット が存在す ること は知られ ている
が、細胞質でのその生理的な役割についてはほとんど不明である。

  心筋 の細胞質 に存在 するロサ ブユニッ トにつ いては、 セント リコンを 用いた実験から、
分 子量 10万以 上の複合 体を形 成してい ることが 推測さ れる。“ f’ ヲy三 量体でも 分子量 8
－ 9万 で あ り、 三 量 体 また は 戸 y二 量 体 単独 で 存 在し て い る可 能 性 は少 な ＜ 、 他の 蛋 白

質に 結合して いるか、 ある。 ゝは膜構 造に結 合してい るもの と思われ 、今後、免疫沈降法
を 用い た 結 合 蛋白 質 の 同定 が 必 要と さ れ る。 pン サブ ユ ニ ット の 細胞質 における 局在の

検討がpyサブュニットの新たな生理作用を解明する糸口となるかもしれない。
    【結語】
  1‐ ラ ット の 心 臓 にお け る ぢ3サ ブ ユニ ッ ト のmRNAレ ベ ル の発 現 は 、 脳と 比 較 して 、

有意に強く、蛋白レベルにおいても同様であったっ
  2． 心 臓 に お け る pサ ブ ユ ニ ッ ト （ p1、 戸 2` fヨ 3） の 発 現は す べ て 細胞 膜 分 画よ り
も細胞質分画に多量に分布していた。
  3． 心 臓 の細 胞 質 分画 に お ける ロ サ ブユ ニ ッ トは 分 子 量lO万 より 大きな複 合体と して
存在することが推定された。

口頭発表の審査会において、小山教授よつpサブユニットの機能について、安田教授
より対象臓器選択の妥当性について質問されたが、これらに対し、申請者は概ね妥当な
回答を行った。その後行われた小山、安田両審査教授との試問においても、慨ね妥当な
回答がな．された。
本研究は、心臓におけるG蛋白質メサブユニットアイソフオ一厶の特異的な発現と局
在を明らかにし、臓器に特異的な細胞膜情報伝達系の可能性を示唆したものであり、有
意義な研究と考えられ、学位授与に値する。


