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短縮題名

心臓のG蛋白質βサブユニットの特異的発

現
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　GTP結合蛋白質（G蛋白質）はαβγ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．G蛋白質αサブユニット

はグアニンヌクレオチド結合性とGTP水解活

性を有する．ホルモンや神経伝達物質が受容

体に結合するとαサブユニットに結合してい

るGDPが放出されGTP結合型のαサブユニッ

ト（活性型）とβγサブユニットに解離し，

遊離したαサブユニットはエフェクターを活

αサブユニットはGDP結合型（不活性型）と

なりβγサブユニットと再び会合し三量体に

戻るト7）．

　従来よりいくつかのエフェクターがαサブ

ユニットにより活性化されることが知られて

いる3）．　一方，βγサブユニットはαサブユ

ニットを細胞膜にとどめ受容体との連関を保

つ役割を担っていると考えられてきた．しか

A，

し最近になり，βγサブユニットもエフェク

ターへの直接作用を有する可能性が多数報告

されている．酵母の接合因子情報伝達系にお

相互作用することが報告されている8）．　哺乳

類では，βγサブユニットがアデニルサイク

レース活性に直接および間接的に影響を及ぼ

すことが明らかとされている9）．　その他，

心臓のKチャンネルの活性化10），ホスホリパ

ーゼA211），ホスホリパーゼCβ212）13），

受容体キナーゼ14）15）等がβγサブユニット

により直接活性化されることが報告されてい

る．

　現在までに4種類のβサブユニットがクロ

ーニングされており16層19）（β1，β2，β3，

β4）　蛋白質’レベルではβ1，β2，β3が

同定されているが20腎23），各アイソフォーーム

の機能的な違いについてはほとんど知られて

いない．βサブユニットは各アイソフォーム

ン’



間のアミノ酸配列の相同性が非常に強いため

その機能には大きな差はないと考えられてき

たが，最近の下垂体培養細胞を用いた実験か

ら，β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24）．

　本研究の目的は，心臓におけるG蛋白質β

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ォ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】

　β1，　β3，β4のcDNAは，　pCDM8プラ

Dr．A．M．Spiegel（NIH，USA）より，β2の

cDNAは，岡山一Bergクローニングベクター

に組み込まれた形で堅田利明先生（東京大学

つ
w

A，

薬学部）より譲り受けた．β1はウシの網膜

16） Cβ2はヒトの副腎17），β3はヒトの網膜

18） Cβ4はマウスの脳19）よりクローニング

されている．

　ウエスタンプロットの解析には，Dr．Bernard

K．一K．Fung　（UCLA，　USA）より譲渡さ

れた抗βサブユニットポリクローナル抗体

（β．636，β．637，β．638）22）を使用し

た．これらの抗体はヒトβサブユニットのβ1，

β2，β3各アイソフォ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．637

（GDSTLTQITAGLDP），　LAP－638　（ADVTLAELVSGLEV）

をウサギに接種し得られたものである．

2．実験動物

週齢、体重　約265g）を使用した．

3．組織粗膜標本の調製

　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た．組織はすばやく液

♂



体窒素にて凍結し一80℃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

組織を4℃　STE緩衝液　（0．25M　Sucrose，

10mM　Tris－HCI，　lmM　EDTA，　pH7．5，

50KIU／ml　Aprotinin）に浸：し，ポリトロンで

ホモジェナイズした（speed　6，60秒間）．ホモ

ジェネートを1，000×9で10分間遠心し得ら

れた上清を105，000×9で1時間遠心し，得

た上清は細胞質分画として保存，ペレットは

Tris－HCI，　lmM　EDTA，　pH7．5，　50KIU／ml

Aprotinin）に懸濁し粗膜標本とした25）．　蛋白

質の定量にはローリー法を使用した26）．標準

蛋白質としてはBovine　Serum　Albumin　（Sigma，USA）

を用いた．

4．Total　RNAの抽出

　各臓器よりAGPC法（acid　guanidium　thiocyanate

phen・l　chl・r・f・rm　extracti・n）27）にてt・tal
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吸光光度計にて測定し，両者の比が1．9－2．0

であるものを使用した．

　β1，　β3，β4のcDNAは，　pCDM8プラ

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

ノール／クロロフォルム抽出にて精製した．

ターをSacII，　SmaIで消化し，コーディン

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28）

にて　　50μCiの　α32P－dCTP（Amersham，　E　ngland＞

（Stratagene，　USA）にて未反応のα32P－dCTPを

除去してプローブを精製した．

6．ノザンプロット解析

　各組織のtotal　RNA　30μ9を1．2％アガロー

｛itvi，



ス／ホルムアルデヒドゲルにて泳動分離した

後，Hybond－N＋ナイロンメンブン（Amersham，

England）にキャピラリートランスファーし80

℃，2時間のベイキングにて固定した．メンブ

レンはハイブリダイゼーション液　（0．75MNaCl，

20mM　Tris－HCI　pH7．5，　2．5mM　EDTA，　190　SDS，

20mg／ml　Ficoll　400，　20mg／ml　polyvinylpyrrolidone　，

20mg／ml　bovine　serum　albumin　，　5090　deionized

Formamide，　100pt　g／ml　denatured　sperm　salmon

DNA）　で42℃，24～48時間プレハイブリダイズし

た後，標識プローブおよび10％dextran　sulfate

を加えたハイブリダイゼーション液を42℃，

12～24時間ハイブリダイズした．その後，

O．3M　NaCl，　O．3M　Na，citrate’2H，O，　pH7．0，

0．1％SDSで42℃，15分（2回），15mM　NaC1

1．5mM　Na，citrate・2H，O，　pH7．0，　O．1％　SDS

で65℃，30分（2回）の洗浄の後，プラスチック

バックに密封しX線フィルム（Hyperfilm－MP，

Amersham，England）に一80℃で10日～14日露

光した．検出されたmRNAのサイズは同時に泳動

1へ、 ．t@”N．x．

したRNAマーカー（0．24－9．5kb　RNA　Ladder，

BRL，　USA）より求めた．

フイルム）を使用した．ラジオアイソトープ

でラベルされたフィルターをイメージングプ

レートに露光し，コンビュターにてデジタル

画像処理されたmRNAのバンドの濃淡から放

射線量を決定した．放射線量の単位A．U．

（arbitrary　unit）は任意であり同一フィ

ルター上のバンドの比較にのみ用いた．

8．ウエスタンプロット解析

　各組織の細胞質および粗膜標本をそれぞれ

50μgつつ11％SDSポリアクリルアミド電気

ン　（ProBlott，　ApPlied　Biosystems，　USA）

に電気的にブッロティングした（85V，8時間）．

（　20mM　Tris．HCI，　O．5M　NaCl，　pH7．5，



0．05％v／vTween20）にてブロッキングし，各

アイソフォームに特異的な一次抗体を4℃，8

時間反応させた後，1μCiの1251一プロテイ

し特異的なバンドを検出した．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

England）より求めた．また，細胞質分画に

おけるβサブユニットの存在形態を調べるた

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

プロットを施行した．

9．発現蛋白質の定量

　1251プロテインAにて検出したバンドは，前

述のバイオイメージングアナライザーを用い

解析した．各臓器間のβサブユニットの発現

浄

へ
s　．ssm

量の比較は膜と細胞質の放射線量の和を用い，

蛋白1μgあたりの放射線量（A．U．／μg）を比

較した．また各臓器におけるβ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す

るために，各個体各臓器から得られた膜蛋白

量，細胞質蛋白量（mg）を同一個体の両分画

における蛋白1μgあたりの放射線量（A．U．／

μ9）と掛け合わせることで総量を求め，それ

ぞれの分画の占める割合を検討した．

　データはmean±S．D．で表示し，各群問の

ttestを用いて行った．P＜0．05をもって有

意差とした．

　　　　　　　　【結果】

1．ノザンプロット

　いずれの臓器においてもβ1，β2，β3の

mRNAのサイズはそれぞれ3．3kb，1．6kb，

1．7kbであった．ただし，ウシの網膜のβ1



は2．9kbであった．β1，β2では明らかに

脳で発現が強かったが，β3は心室での発現

が強く，対照的であった．　（β1；脳　886

±196A．U．，心室　194±43A．U．，　p＜0．01．

β2；脳　476±38A．U．，心室　241±28A．U．，

P＜0．Ol．　β3；脳　53±28A．U．，　心室

143±36A．U．，　p〈O．Ol．　n＝＝5）　（Figl，2）

　また，ウシの網膜においてはβ1の発現が

他の臓器と比べ著しく強かった．また心房，

大動脈も加え比較したところ，β1，β2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．β3の発現は心室で一番

強く，次に心房で発現が強かった（n＝3）．

β4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，

mRNAの同定が困難であった．

2．ウエスタンプロット

が検出された．β1，β2は脳での発現が心

日　
1

へ

室よりも強かったが，β3の発現は心室の方

が脳よりも強かった．　（β1；脳　22．6±2．86

A・U・／μ9・　心室　5・0±1．08A．U．／μ9．　β2；

脳　33．7±0．88A．U．／μ9，　心室9．6±0．54

A・U・／μ9・β3；脳　6・1±0．59A．U．／μ9，

心室9・8±1．45A．U．／μ9，　n＝3）　（Fig．3，4）

　膜および細胞質におけるβサブユニットの

分布は臓器特異的でありかつ各アイソフォー

ムに特異的であった．脳ではβ1，β2は膜

での発現量が多かったが，β3は細胞質に多

かった．心室ではβ1，β2，β3のすべてが

細胞質により多く発現していた．　（βサブユ

ニットの膜における発現比．脳；β1　77±

3．6　（i70，　P　2　81　±　O．5　9（o，　B　3　27　±10．8　910．

　心室；β1　12±3．7％，β2　34±1．0％，

／1？　3　12±6．0910）　（Fig．5）

　カットオフ分子量が10万のCentricon100

（Amicon，　USA）を用いた結果から，心室

の細胞質のβ1，β3サブユニットは分子量

10万以上の複合体を形成している事が示唆さ

∴へ



れた．　（Fig．6）

　　　　　　　　【考按】

　本研究において心臓におけるG蛋白質βサ

ブユニットのアイソフォームの発現が臓器特

異的であり，細胞質に比較的大量に発現して

いることが明らかとなった．

1．βサブユニットの役割

　これまでにβサブユニットとして4種類，

γサブユニットとして7種類の蛋白がクロー

ニングされているが30’34），生体内に存在す

るβγサブユ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β

γ二量体としてのみ研究されている35－39）．

4種類のβサブユニットはそれぞれ340個の

アミノ酸からなり，各サブユニット間の相同

性は約80％と極めて高い．一方，7種類のγ

サブユニットは75個のアミノ酸からなるが相

同性は40％と低い4）7）19）40）．さらにγサブ

ユニットはC末端のシステインがプレニル化

rX，

1
1
1
1
L
一一一一一一一一一一　一”．

を受けるが，アイソフォームによりプレニル

基が異なるなど，βサブユニットと比べ多様

性が強く，βγサブユニットニ量体としての

機能を決定しているのはγサブユニットであ

ると考えられてきた40）一42）．

　しかし最近になり，各βサブユニットのア

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βサブユ

ニットの発現を抑制する実験から，βサブユ

ニットのアイソフォームが受容体とエフェク

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β3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β1が必要であった24）．

この結果は，βサブユニットァイソフォーム

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．



2．心臓に特異的なβサブユニットの発現

形式

　ノザンプロット解析から心臓におけるβ3

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．ウエスタンプロット

による検討でも同様に心臓でのβ1，β2の

発現量が少なく，β3の発現量は多い事が示

された．　網膜の桿状体細胞にβ1が特異的

に存在することがわかっているが43），一般的

に各β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7）16－19），心臓に

特異的なβサブユニットの発現形式が認めら

れたことは興味深い．

3．心臓の細胞質におけるβサブユニット

の特異的発現

　本研究において，心臓においては，すべて

のβ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．アイソフォーム問で

もその分布は異なりβ2は膜にも同程度存在

したが，β1，β3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。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44），Fung等は牛の網

膜の円錐体細胞にβ3が特異的に発現し，か

つそのほとんどが細胞質に存在することを報

告したが22），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β1がβγ二量体としてフォ

スデューシンというリン蛋白質と結合して細

胞質に存在しているのと同様に，β3もフォ

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23）．心筋の細胞質に存在

するβ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．理論上，

αβγ三量体でも分子量8～9万であり，三

量体またはβγ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，βγ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45），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46）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47），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β3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βサブユニット（β1，β2，

β3）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βサブユニッ

トは分子量10万より大きな複合体として存

へ
．r　Hw

在することが推定された．
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　　A　growing　body　of　evidence　now　supports　the　idea　that　free　Py　subunits　of

GTP　binding　proteins　（G　proteins）　can　themselves　interact　functionally　with

effector　proteins．　Recent　results　suggest　that　P　subunits　might　be　playing　a

key　role　to　specify　the　receptor－effector　coupling　in　various　transmembrane

signaling　systems．　The　purpose　of　this　study　is　to　examine　the　expression

Ievel　and　distribution　of　G　protein　P　subunits　in　rat　hearts．

Methods　：　Brain　and　ventricle　of　WKY　rats　were　used　to　examined　the

expression　of　three　different　isoforms　of　P　subunits　in　mRNA　and　protein

levei　by　means　of　Northern　blot　and　Western　blot　analysis，　respectively．

　Results　：　P3　mRNA　was　expressed　significantly　more　in　ventricles　than　in

brains．　This　result　was　supported　by　Westem　blot　analysis　showing　that　P3

was　expressed　more　in　ventricles．　For　all　three　isoforms　（Bl　，P2　and　P3），　the

majority　of　3　subunits　expressed　in　rat　hearts　were　detected　in　cytosolic

fractions．　An　ultrafiltration　and　subsequent　Western　blot　analysis　revealed

that　the　P　subunits　in　ventricular　cytosolic　fractions　had　molecular　mass

greater　than　100，000　dalton．

　Conclusions＝ln　this　study，　tissue－specific　expression　ofβsubunit

isoforms　was　revealed　in　rat　hearts．

A’N．

心臓におけるGTP結合蛋白質βサブユニ：ット

　　　各アイソフォームの特異的な発現と局在

　　　　　　村元　信之介

北海道大学医学部循環器内科



近年，様々な知見の集積より，G蛋白質のβγサブユニット自体がエフェ

クターに直接作用することが示されている．また，βサブユニットが細胞

膜を介する情報伝達系において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．よって本研究では，ラット心筋を用い，心臓にお

けるG蛋白質βサブユニットの発現と分布の特異性を調べた．

方法：Wistar　Kyotoラットの脳と心臓を用い，　mRNAおよび蛋白レベルに

おけるβサブユニット，各アイソフォームの発現を，それぞれノザンプロッ

ト法，ウエスタンプロット法にて調べた．

結果：心室におけるβ3のmRNAの発現は脳と比較して有意に強かった．

ウエスタンプロット法による蛋白レベルの解析においても，β3は心臓に

おいてより強く発現していた．心臓においてβ1，β2，β3すべてのアイ

ソフォームは，膜分画より細胞質分画に多量に存在していた．また心臓の

細胞質分画を遠心濾過（分画分子量10万）にて再分画後，ウエスタンプロッ

ト法にて解析したところ，βサブユニットは10万ダルトン以上の形態で細

胞質に存在することが示された．

結語：本研究にて心臓におけるβサブユニットアイソフォームに，臓器

特異的な発現があることを示した．
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　Fig．　1．　Northem　blot　analysis　of　Pl，　P2，　and　P3　mRNA　in　bovine

and　rat　tissues．

　Total　mRNAs　（30ptg）　from　bovine　and　rat　tissues　were　resolved　on　a　1．20／o

agarose－formaldehyde　gel　，　blotted　onto　a　nylon　membrane，　and　hybridized

with　radiolabelled　probes　complementary　to　the　mRNAs　encoding　Sl，B2，

and　P3，　respectively．　The　tissues　are　as　follows：R，　bovine　retina；B，　rat

brain；H，　rat　ventricle；A，　rat　atrium；Ao，　rat　aorta．　Blots　were　exposed　to

x－ray　films　for　10－14　days．　RNA　lengths　were　determined　relative　to　RNA

size　markers，　as　shown　to　the　right　of　the　figure．　All　the　bands　of　28S　rRNAs

on　the　gel　stained　by　ethidium　bromide　were　almost　equal　，　as　shown　at　the

bottom　line　of　the　figure．

　Fig．　2．　Expression　of　Sl，　P2，　and　P3　mRNAs　in　rat　tissues．

　Northern　blots　of　total　RNA　isolated　from　rat　brain　and　ventricle　were

probed　as　described．　Values　obtained　from　FUJIX　imaging　scan　of　the

probed　membrane，　as　described　under　”Methodi’　，　were　analysed．　P3

mRNA　is　expressed　significantly　more　in　ventricle　than　in　brain　（p〈O．Ol）．

Values　are　described　as　mean±s．d．　（n＝5）．　A．U．　：　arbitrary　unit．

Fig．　3．　Western　blot　analysis　of　membrane　and　cytosolic

proteins　resolved　on　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis

（SDS－PAGE）．

　　　Samples　were　prepared　as　described　under　”Method”　，subjected　to

SDS－PAGE，　and　transferred　to　PVDF　membrane．　50　pg　of　each　protein　was

loaded　except　for　Tm，　50ng　．　The　blots　were　incubated　with　the　indicated

primary　antisera　（diluted　1：　250）　in　ITBS　solution　as　described　under

”Method”　，　with　O．lmCi　／ml　of　’251－labeled　Protein　A　in　the　same　solution．
　　　　　　　’

Each　blot　was　exposed　to　x－ray　film　with　intensifying　screen　for　2days　at　一80

0C．　Numbers　to　the　right　of　the　figure　indicate　the　molecular　masses　（kDa）　．

The　letters　at　the　top　refer　to　sample　preparations：　Gt，　purified　bovine

transducin　provided　by　DrAM．Spiegel　（NIH，USA）　；　Rm，　bovine　retina



・A・

membrane　；Rc，　bovine　retina　cytosol；Bm，　rat　brain　membrane　；Bc，　rat

brain　cytosol　；　Hm，　rat　ventricular　membrane　；　Hc，　rat　ventricular　cytosol．

Fig．　4．　Quantitative　Western　blot　analysis　in　bovine　and　rat

tissues．

　　Total　protein　expression　of　each　P　subunit　（　membrane　and　cytosolic

fraction　were　combined）　was　compaired　in　three　tissues　by　using　Fujix

imaging　system．　Values　obtained　from　P3　is　expressed　equally　or　more　in

ventricle　than　in　brain．Values　are　described　as　mean±s．d．．　A．U．　means

arbitrary　unit．

　Fig．5．　Subcetlular　distribution　of　G　protein　P　subunits．

　This　figure　shows　the　distribution　ratios　of　G　protein　B　subunit　：　retina，

brain　and　heart．　Ratio　was　calculated　in　cytosol　and　membrane，

respectively，　and　expressed　as　percent　of　total　amount．　ln　brain　tissue，

ratios　of　Pl　and　P2　subunits　are　higher　in　membrane　than　in　cytosol，　and　P3

subunit　is　higher　in　cytosol　than　in　membrane　（distribution　ratio　in

membrane　fractions　：　Pl，　77±3．60／o　；P2，81±O．50／o　；P3，27±10．80／o）．　On　the

other　hand，　in　ventricle，　all　subunits　exist　more　in　cytosol　than　in　membrane

（distribution　ratio　in　membrane　：　Sl　，　12±3．70／o　；　P2　，　34±1　．00／o　；　P3　，　12±6．00／o）．

　Fig．　6．　Size　of　P　subunits　in　cytosolic　fractions．

　150pg　of　ventricular　cytosolic　fraction　was　filtrated　through　Centricon　100

（cut－off　m．w．　：　100，000　dalton）．　Entire　eluate　and　retained　fractions　were

subjected　to　SDS－PAGE　and　Western　blot　analysis．　Both　anti　P　l　and　anti　S3

antiserum　detected　specific　band　only　in　retained　fractions　indicating　that　P

subunit＄　in　ventricular　cytosolic　fractions　are　composing　complex　with

molecular　mass　greater　than　1　OO，OOO．
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