
〈研究の目的と進め方〉
Ｇタンパク共役系の調節因子であるＲＧＳファミリー

は、ＧαのＧＡＰとしての能力をもち、Ｇタンパク共役
反応の阻害や加速といった調節を行う。一方、最近ＲＧ
Ｓ４やＲＧＳ８が、非刺激時には細胞質や核に分布して
反応相手の細胞膜上のＧαとは離れていること、しかし
活性化型のＧαを共発現させてＧタンパク刺激を行うと、
それらは細胞膜に移動して行くことが示された。このこ
とから、Ｇタンパクの応答調節系は、入力依存的なまた
部位特異的なシステムであって、入力があるとその部位
のＧタンパクの近傍に種々のＧタンパク調節因子が移動
して機能する機構であると想定される。そこで本研究で
は、細胞膜移行を指標に、様々なＧタンパク制御因子群
を見つけ出し、Ｇタンパク制御システムを明らかにして
いくことを目的にした。

〈研究開始時の当初計画〉
本研究では、Ｇタンパク刺激後に細胞膜に集積してく

るピュータティブなＧタンパク制御因子群を見出すため、
活性化型Ｇαを発現させた細胞と対照の細胞の細胞膜画
分のプロテオームマップを比較して、特異的スポットを
検出する。

〈研究期間の成果〉
1) Ｇタンパク刺激後に細胞膜に集積してくるピュータテ
ィブなＧタンパク制御因子群を見つけ出して行くため、
まず培養細胞の細胞膜の分画法を検討し、次いで、二次
元電気泳動の泳動条件を詳しく検討した。しかし、タン
パクスポットの量の変動の再現性を得るのに困難を極
め、結局この方法による変動タンパクの同定は一時保留
した。
2) そこで、次に活性化依存的に細胞膜上のＧαに結合し
てくる分子群を見出す観点で、まず脳の抽出液から非変
性状態でＧαを含む複合体を、免疫沈降する手法を試み
た。まず脳に豊富に存在するＧαｏに注目して、抗Ｇα
ｏ抗体を用いて種々の条件検討を行った。そして、Ｇα
ｏを効率よく免疫沈降できる条件が分かり、その条件で
分子量３０～３５ＫＤａのタンパクが挙動を共にするこ
とが判明した。
3) 細胞膜移行するＧタンパク制御因子を検索するもう一
つのアプローチは、既に膜移行することが知られている
分子の膜移行の機構・性質を明らかにして、同様の機構
を使う因子を見つけ出していくことである。そこで、活
性化Ｇタンパクの共発現で核から細胞膜に移動すること
が既に明らかになっているＲＧＳ８の組み換えタンパク
を作成して、その細胞膜結合性を詳しく検討した。そし
て、まずＧＳＴ融合タンパクとして調製した可溶性のＲ
ＧＳ８タンパクが、実際に小脳の膜画分に結合すること
が超遠心法で明らかになった。その上、Ｇタンパク活性
化条件では、さらにその膜結合が増強することが明らか
になった。そこで、ＲＧＳ８タンパクが小脳膜画分中の
脂質やタンパクと結合することが考えられたが、次にＲ

－ 264－

公募研究：2002年度

刺激依存的に細胞膜に移行するＧタンパク共役系調節因子群の
プロテオーム解析
●齊藤　修1) ◆小田桐　恵1) ◆久保　義弘2)

1) 財団法人東京都医学研究機構・東京都神経科学総合研究所　　2) 東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科

ＧＳ８がどのような脂質と親和性があるのか、各種の脂
質をスポットしたメンブレンでprotein-lipid overlay
assayを行った。そして、ＲＧＳ８が、ＬＰＡとイノシ
トールリン脂質に、さらに弱く主要な細胞膜リン脂質の
ホスファチジルセリンに結合することが明らかになっ
た。また、グルタチオンビーズを利用した共沈実験によ
って、小脳膜画分のどのタンパク成分がＲＧＳ８に結合
しうるか、またそれはＧタンパク活性化で変化するかど
うか検討した。すると４０ｋＤａのタンパクが、Ｇタン
パク活性化条件で有意に結合が増加し、一方、５０ｋＤ
ａと７５ｋＤａのタンパクがＧタンパクの活性非依存的
に結合することが判明した。４０ｋＤａのタンパクは、
Ｇαと考えられた。このように活性依存的な膜移行性を
示すＲＧＳ８タンパクの、特徴的な性質の幾つかが明ら
かになってきた。今後、さらにこの膜移行タンパクの特
徴を明らかにして、その責任配列などを解明していけば、
その配列から同様な新規分子群を見つけ出していけると
考えられる。

〈国内外での成果の位置づけ〉
細胞膜移行を指標に、Ｇタンパク制御因子群を網羅的

に見つけ出していこうとする試みは、ほとんど報告がな
く、内外で随一であった。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
細胞分画による膜画分の調製は、比較的容易であった。

しかし、２次元電気泳動上の蛋白質スポットの量の変動
を再現性良く同定することは、極めて困難であった。お
そらく再現性良く高効率で膜成分を可溶化して、それを
等電点ゲルに展開するのが非常に難しいのだと思われた。

〈今後の課題〉
Ｇα複合体の解析、ＲＧＳ８結合タンパクの解析によ

って、幾つかの候補タンパクが見つかってきた。これら
の系を如何に効率化して、解析を網羅的に展開できるか
が、今後の課題である。


