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要旨 

 
α1-アンチトリプシン（AAT）は、血中に豊富に含まれるセリンプロテアーゼ阻

害剤であり、炎症時に好中球等から分泌される過剰なエラスターゼを抑制する抗

炎症タンパク質である。AATはエラスターゼやマトリックスメタロプロテアーゼ

等により切断され、その産物として数十アミノ酸からなるC末端ペプチドが産生

される。AAT-C末端ペプチドは様々な組織に存在し、複数の機能を持つ生理活性

ペプチドとして提唱されている。先行研究において、マウスAATの35アミノ酸か

らなるC末端ペプチド（mAAT-C1-35）が細胞膜を貫通し、ヘテロ三量体Gタンパク

質Gαサブユニットの一つであるGα13と会合することが報告された。しかし、

mAAT-C1-35によるGα13の制御機構は不明である。本論文では、mAAT-C1-35がN末

端領域（mAAT-C1 -17）を介してグアノシン二リン酸（GDP）結合型Gα13に直接結

合し、GTP非存在下で活性型構造を誘導することにより、Gα13・GDPとそのエフ

ェクタータンパク質との相互作用を促進することを明らかにした。また、この作

用に必要な最小配列（mAAT-C3-16）と必須アミノ酸残基（Phe11）を同定した。Gα13・

GDP-mAAT-C1-17複合体の分子動力学シミュレーションから、Gα13のスイッチ領

域に囲まれた領域にmAAT-C1-17が結合することで、スイッチ IIおよび III領域が安

定化し、活性型コンフォメーションが維持されることが分かった。さらに、mAAT-

C1-35は細胞内Gα13シグナル伝達経路の活性化を誘導すること、この誘導には

Phe11が必須であることを示した。本研究は、Gα13の制御におけるAAT-C末端ペプ

チドの構造に基づいた作用機序を明らかにし、AAT-C末端ペプチドがGタンパク

質共役型受容体非依存的にGタンパク質シグナルを活性化できる生物学的ペプチ

ドであることを示した。
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[α1-アンチトリプシン（AAT）とAAT-C末端ペプチド] 

セリンプロテアーゼインヒビターファミリーA（SERPINA）に属するα1-アンチトリプシ

ン（AAT）は、主に肝細胞で産生される急性期タンパク質であり、炎症時に血中濃度が上昇す

る(1, 2)。AATは、エラスチン、コラーゲン、プロテオグリカンなどの細胞外マトリックスタ

ンパク質を分解するヒト好中球エラスターゼ（HNE）の阻害因子としてよく知られており（3、

4）、炎症時にエラスターゼによる組織破壊が起こるのを防ぐ抗炎症タンパク質として機能す

る。AATの血中濃度が低下するアンチトリプシン欠乏症は、AATをコードするSERPINA1遺伝

子の変異または欠失を伴う遺伝性疾患であり、肺と肝臓に慢性的な組織破壊が起こり、

COPD(慢性閉塞性肺疾患）を高頻度に発症する（5、6）。 

HNEはAATに直接結合し、反応中心ループのMet382-Ser383の部位でAATを切断する。そ

の結果、複合体のコンフォメーションが変化し、HNEは不可逆的に不活性化する(7)。この阻

害反応においては36アミノ酸からなるAAT-C末端ペプチドが産生されるが、HNE以外にも、 

マトリックスメタロプロテアーゼを含む様々なプロテアーゼが、反応中心ループとは異なる

部位でAATのカルボキシル末端を切断し、長さの異なる複数のAAT-C末端ペプチドが産生さ

れることが知られている(8)。これらのペプチドはヒトの組織や体液から検出されており、炎

症性疾患のバイオマーカーとして提唱されている(9-14)。一方、最近の研究では、AAT-C末端

ペプチドが有する生理機能が報告されており、例えば、ナチュラルキラー細胞の抑制(15)、細

胞外マトリックスの保護(16)、HIVの侵入阻害(17)などがあげられる。所属研究室の先行研究

においては、マウスAAT1-2タンパク質（Serpin A1b）の35-アミノ酸からなるC末端ペプチドが、

細胞膜を貫通し、ヘテロ三量体Gタンパク質Gαサブユニットの一つであるGα13を介してタイ

トジャンクションを強化する作用を持つことが示された（18）。しかし、AAT-C末端ペプチド

がGα13を制御するメカニズムは未解明であった。（Fig. 1） 

 

 

 

 

 

 

 

 

Randall F. et.al, α1-Antitrypsin A treatment attenuates neutrophil elastase accumulation and enhances insulin sensitivity in 

adipose tissue of mice fed a high-fat diet.. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. (2021)より改変  

Fig. 1 Alpha-antitrypsin (AAT) C末端ペプチド 
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[ヘテロ三量体Gタンパク質とGタンパク質共役型受容体] 

ヘテロ三量体Gタンパク質は、Gα、Gβ、Gγからなる3つのサブユニットによって構成され、

Gタンパク質共役型受容体（GPCR）に結合して、GPCRの活性化シグナルを細胞内に伝達する

細胞内シグナル伝達因子として機能する。Gαサブユニットには、Gαs、Gαi/o、Gαq/11、Gα12/13

のサブファミリーがあり、それぞれ結合するGPCRと標的タンパク質が異なる(Table. 1)。Gα13

はGα12/13サブファミリーに属し、スフィンゴシン-1-リン酸レセプター2（S1PR2）(19)、トロ

ンビンプロテアーゼ活性化レセプター-1（PAR1）(20)、リゾホスファチジン酸レセプター4

（LPA4）(21)など、20以上のGタンパク質共役型受容体（GPCR）と共役することが報告され

ている。(Table. 2)。 

 

 

 

 

Table. 1 Gαサブユニットの機能及び作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yang et.al, Gα12/13 signaling in metabolic diseases. Exp Mol Med. (2020)から一部引用 

Table. 2 Gα12/13が共役するGPCRと生理機能 
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古典的なGPCRを介したGタンパク質シグナル伝達経路（Fig. 2）では、リガンド非存在下

において、GPCRはGDPに結合した不活性型GαとGβγとの複合体と結合しており、GβγはGPCR

とGα・GDPを細胞膜上で結合させるとともに、グアニンヌクレオチド解離阻害剤（GDI）とし

てGαからのGDPの解離を抑制している。リガンドが結合すると、GPCRはグアニンヌクレオチ

ド交換因子（GEF）として機能し、Gα・GDPからGα・GTPへの変換を促進する。GTPの結合は、

Gα上の3つのスイッチ領域のコンフォメーション変化を引き起こし、その結果、Gαβγ複合体は

Gα・GTPとGβγサブユニットに解離する。その後、Gα・GTPとGβγがそれぞれの下流のシグナ

ルを制御する(22-24)。Gα13・GTPの標的因子としてはp115-RhoGEFや白血病関連RhoGEF

（LARG）などのRhoグアニンヌクレオチド交換因子（RhoGEF）が挙げられ、その下流である

RhoA-Rock(RhoA キナーゼ)シグナルを活性化し、アクチン細胞骨格を再編成することにより

細胞移動や細胞形態を制御することが知られている(25-29) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 古典的GPCR-三量体Gタンパク質のシグナル伝達機構 

(a) リガンド非存在下では、不活性型のGα・GDPがGβγと会合し、GPCRと結合している。 

(b) リガンドと結合したGPCRはGEFとして機能し、Gα・GDPからGα・GTPへの変換を促進す

る。Gα・GTPはGβγと解離し、それぞれの下流シグナルを活性化する。 

 

 

[GTPaseサイクル] 

GαサブユニットはGTPase活性を有し、自己触媒によってGTP結合型からGDP結合型に変

換する。これにより、Gαは活性状態のGTP結合型と不活性なGDP結合型の間を循環する分子

スイッチとして働き、細胞シグナル伝達のON/OFFを可能としている。このようなGαのGTP結

合型とGDP結合型のサイクルをGTPaseサイクルと呼ぶか、この往復するプロセスは、それぞ
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れGEFとGTPase活性化因子（GAP）によって補強される。GEFはGα-GDPをGα-GTPへ変換して

シグナルをONにし、GAPはGαのGTPase活性を促進することによりGα-GTPをGα-GDPへ変換し

てシグナルをOFFにする (30-36) 。Gα13の場合は、その標的タンパク質であるp115-RhoGEFや

LARGのRGSホモロジー(RH)ドメインがGα13のGAPとして働き、Gα13とp115-RhoGEF/LARG

間の可逆的なシグナル制御を可能にしている(37-39)。（Fig. 3） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

David P. et al, The GAPs, GEFs, and GDIs of heterotrimeric G-protein alpha subunits, Int. J. Biol. Sci. (2005) 

 

Fig. 3 GTPaseサイクルの仕組み 

 

[GPCR非依存的なヘテロ三量体Gタンパク質の活性制御] 

GPCR依存的なヘテロ三量体Gタンパク質の活性機構は広く知られているが、近年、GPCRに

依存しないGタンパク質活性化機構の存在が明らかになりつつある (40)。例えば、Girdin/Gα-

interacting Vesicle-associated(GIV)は、Giに対しては非受容体型細胞質GEFとして (41)、Gsに対

してはGDIとして働く(42)ことが報告された。また、Gαに対して類似の作用を有する一連の非

受容体型グアニンヌクレオチド交換モジュレーター(GEMs)も同定されている。しかし、GPCR

非依存的なGα13の活性化については、これまで報告がなされていない。本研究では、AAT-C

末端ペプチドがGPCR非依存的にGα13シグナルを活性化することを明らかにした。 
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【ペプチド】 

 合成ペプチドはPEPTIDE INSTITUTE INCまたはSCRUM INCで製造した。各ペプチドは1％

酢酸（mAAT-C1-35、mAAT-C18-35、 mAAT-C1-17）、5％酢酸（mAAT-C1-10、mAAT-C1-11、 mAAT-

C1-12、mAAT-C1-13、mAAT-C1-14、mAAT-C1-15、mAAT-C1-16、mAAT-C1-17、mAAT-C3-16、mAAT-

C4-16、mAAT-C5-16、mAAT-C1-17M1A、mAAT-C1-17P2A、mAAT-C1-17I4A、mAAT-C1-17L5A、

mAAT-C1-17F7A、mAAT-C1-17D8A、mAAT-C1-17F11A、mAAT-C1-17L12A、mAAT-C1-17F13A、

mAAT-C1-17L14A、mAAT-C1-17I15A、mAAT-C1-17F16A、mAAT-C1-17E17A）、DMSO（mAAT-

C6-17、mAAT-C5-17、mAAT-C4-17、mAAT-C3-17、mAAT-C2-17、mAAT-C1-17、mAAT-C1-17P3A、 

mAAT-C1-17P10A）、1％アンモニア溶液（mAAT-C1-17R6A、mAAT-C1-17H9A）、または蒸留水

（miniPEG-mAAT-C1-35、miniPEG-mAAT-C1-35F11A、miniPEG-mAAT-C3-16、miniPEG-mAAT-

C3-16F11A）で溶解した。 

 

【組換えタンパク質】 

GST-Gαi/13キメラをコードするプラスミドは、ラットGαi1のN末端（アミノ酸残基1-28）コー

ド領域をGα13（アミノ酸残基47-377）コード領域にライゲーションし(43)、その産物をpGEX-

6P-1にサブクローニングすることにより調製した。GST-p115-RHまたはGST-LARG-RHの発現

コンストラクトは、ヒトp115RhoGEF（アミノ酸残基1-252）またはヒトLARG（アミノ酸残基

319-598）のコード領域をpGEX-6P-1にサブクローニングすることにより作製した。QIAGEN 

Plasmid Mini Kit (QIAGEN, 12123)を用いてプラスミドDNAを単離し、BL21[DE3]に導入した。

500mLのLB培地（1%トリプトン、0.5%酵母エキス、1%NaCl、100μg/mLアンピシリン）に、

pGEX-6P-1-Gαi/13、pGEX-6P-1-p115-RH、pGEX-6P-1-p115-RH(42-252)、またはpGEX-6P-1-

LARG-RHのコロニーを培養した。培養は37℃で3-4時間、振盪しながら行い、その後1mMのイ

ソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド（IPTG）を加え、18℃で18時間培養した。細胞ペレ

ットを20 mLのTrisバッファー（50 mM Tris, 2 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 2 mM dithiothreitol (DTT), 

0.1 M phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), pH 8.5）に懸濁し、超音波処理した後、15,000 rpm

で20分間遠心した。上清にグルタチオンセファロース4Bビーズ（Cytvia, 17075601）を加え、

4℃でO/Nインキュベートした。Trisバッファーでビーズを洗浄後、GST-Gαi/13、GST-p115-RH、

GST-LARG-RHの組換えタンパク質を、溶出バッファー（50mM Tris、10mM グルタチオン、

2mM DTT、1mM PMSF、2ug/ml アプロチニン、pH9.5）でビーズから溶出した。次いでHEPES

バッファー（20mM HEPES、10mM 2-メルカプトエタノール（βME）、1mM MgCl2、100mM 

NaCl、10μM GDP、pH8.0）で透析した。透析後、GDPを最終濃度10μMでGST-Gαi/13に添加し

た。GSTタグを切断するために、GST-Gαi/13タンパク質をグルタチオンセファロース4Bビー

ズカラムに結合させ、Trisバッファーで洗浄し、PreScission Proteaseバッファー（50 mM Tris, 



10  

100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH 8.0）中でPreScission™ Protease（Cytvia,27084301）

と共に4℃でO/Nインキュベートした。GSTタグなしGαi/13は、セルロース透析チューブメンブ

レン（Viskase Companies Inc.） 透析後、GDPを最終濃度10μMで添加した。 

 

【プロテインフットプリンティング】 

本実験は、共同研究者である小形公亮助教・石濱泰教授（京都大学大学院薬学研究科）が実

施した。リコンビナントヒトGNA13タンパク質（Tagged, 1 µg）（Abcam、ab268597）を、200 

ngのmAAT-C1-35ペプチド（200 ng）存在下または非存在下で220 μLの緩衝液（40 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 80 mM NaCl, 8 mM MgCl2, 10 mM 4-[3-(trifluoromethyl)-3H-diazirin-3-yl]benzoic acid and 

10 mM NaOH）に溶解した。この溶液50μLを液体窒素に入れ、UV-LED照射器（ULED-102CT、

祥伝社）を用いて365nmの紫外線を1秒間照射し、タンパク質を標識した。照射後、タンパク

質を10mMジチオスレイトールで還元し、50mMヨードアセトアミドでアルキル化し、トリプ

シンで消化した。消化物はStageTipsで脱塩し、真空遠心機で乾燥した。 

 

【LC/MS/MS分析】 

本実験は、共同研究者である小形公亮助教・石濱泰教授（京都大学大学院薬学研究科）が実

施した。アフィニティー精製実験から得られた乾燥ペプチドを、4%アセトニトリル、0.015% 

n-ドデシル-β-D-マルトシド(44)、および0.5%トリフルオロ酢酸を含む溶液50μLに再構成した。

その後、Ultimate 3000 RSLCnano LCポンプ（Thermo Fisher Scientific）とPAL-xt HTCオートサ

ンプラー（CTC Analytics）を組み合わせたQ Exactive質量分析計を用いて、液体クロマトグラ

フィー/タンデム質量分析（LC/MS/MS）で分析した。0.5%酢酸からなる移動相Aと、0.5%酢酸

を含む80%アセトニトリルからなる移動相Bを使用した(45)。ペプチドは、Reprosil-Pur 120 C18-

AQ 3 μm (Dr. Maisch)を充填した逆相C18カラム(100 μm × 15 cm)で、500 nL/分の流速で5 %から

99 % Bまでの40分間の直線グラジエントを用いて分離した。質量分析計はデータ依存捕捉

(DDA)モードで動作し、高エネルギー衝突解離(HCD)によるフラグメンテーションのために、

27の正規化衝突エネルギーで最も強度の高い上位10個のプリカーサーイオンを選択した。生

のMSデータは、Skyline-daily（バージョン23.1.1.459）(46)を用いて、プレカーサーイオンのピ

ーク面積に基づいてペプチド定量用に処理された。フットプリンティング実験から得られた

乾燥ペプチドを、4%アセトニトリルと0.5%トリフルオロ酢酸を含む溶液7μLに再構成した。

これらのペプチドは、Orbitrap Fusion Lumos質量分析計とUltimate 3000 RSLCnano LCポンプ、

HTC-PALオートサンプラー（CTC Analytics社製）を用いてLC/MS/MSで分析した。ペプチドは、

Reprosil-Pur 120 C18-AQ 3 μmを充填した逆相C18カラム（100 μm × 15 cm）で、500 nL/分の流

速で5 %から40 % Bまでの20分間のリニアグラジエントを用いて分離した。質量分析計はDDA

モードで動作し、サイクルタイムは1.5秒に設定した。プリカーサーイオンは、正規化コリジ
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ョンエネルギー30でHCDによりフラグメンテーションされた。ペプチドは、SwissProt Human

データベース（2019/10にアクセス）に対して、Mascot（バージョン2.7.0）を用いた自動データ

ベース検索によって同定した。システインのカルバミドメチル化は固定修飾とした。メチオニ

ン酸化は可変修飾とした。同定したペプチドとそのジアジリン修飾体（+202.024164）の前駆

体イオンピーク面積をSkyline-dailyを用いて定量した。1つのペプチドに対して1つのジアジリ

ン修飾のみが許可されました。生のMSデータと解析ファイルは、ProteomeXchange Consortium

のjPOSTパートナーリポジトリ(https://jpostdb.org) (47)に寄託した（ID : PXD054789）。 

 

【Gαi/13のGTPaseアッセイ】 

Gαi/13のGAPアッセイとGEFアッセイは、GTPase-Gloアッセイ（Promega, V7681）を用いて、

製造元の指示に従って行った。アッセイは、2μMのタグなしGαi/13、10μMのGST-p115-RH、

10μMのmAAT-C末端ペプチド、10μMのGTP、10mMのDTTを含むGAPまたはGEFバッファー

中、25℃で120分間行った。発光は、マルチモードプレートリーダー/ARVOX3（PerkinElmer）

を用いて測定した。 

 

【GSTプルダウンアッセイ】 

GSTプルダウンアッセイでは、GST-p115-RHタンパク質（33 μg）を200 μLのバッファーA（20 

mM HEPES, 5 mM βME, 1 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 10 µM GDP, 0.1% C12E10, pH 8.0）中で4℃

60分間穏やかに混合することにより、20 μLのグルタチオンセファロース4Bに結合させた。得

られたGST-p115-RHビーズをバッファーAで洗浄し、AlF4
-（30μM AlCl3, 5mM MgCl2, 5mM NaF）

またはmAAT-C末端ペプチド存在下・非存在下でタグなしGαi/13タンパク質（2μg）と4℃、60

分間インキュベートした。バッファーAで3回洗浄した後、ビーズを20μLのバッファーAに再

懸濁し、SDSサンプルバッファーで煮沸した。 

 

【ウェスタンブロット】 

等量のタンパク質サンプルをSDS-PAGEにロードし、Immobilon-Pポリフッ化ビニリデン

（PVDF）膜（ミリポア社製）に転写した。PVDF膜をBlocking-One（ナカライテスク）で60分

間ブロッキングした。一次抗体をBlocking-Oneで希釈し、PVDF膜とO/N、4℃でインキュベー

トした。TBSTで3回洗浄した後、膜をHRP標識二次抗体（1： 10,000、ヤギ抗マウス/ウサギ

NA931V、NA934V；Cytiva）と室温で60分間インキュベートし、TBSTで3回洗浄した後、化学

発光試薬（Western Lightning Plus-ECL（PerkinElmer）またはWSE-7120LCP EzWestLumiplus

（ATTO、2332521））で処理した。シグナルは、LAS 4000 mini imaging system（富士フイルム）

またはChemiDoc™ Touch MP imaging system（バイオ・ラッド）で検出した。免疫反応バンド

のデンシトメトリーは、Vehicle処理サンプルをコントロールとして、ImageJソフトウェアを用
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いて定量した。一次抗体には、抗GNA13抗体[EPR5436]（1:1,000、ab128900；Abcam）と抗RhoA

抗体[EPR18134]（1:500、ab187027；Abcam）を用いた。 

 

【細胞培養】 

HeLa細胞は、10％ウシ胎児血清（FCS）（SIGMA, 19G00F）と2mM L-グルタミン（Nacalai 

Tesque, 3953）を添加したダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）で培養した。細胞培養は、

37℃、5％CO2の条件下で行った。 

 

【RhoA活性アッセイ】 

内在性RhoA活性を検出するために、HeLa細胞をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）バッファー

で3回洗浄し、1mM DTTと0.1M PMSFを含むPierce™ IP Lysis Buffer（Invitrogen、87788）で溶

解した。細胞溶解液を15,000rpm、4℃で15分間遠心し、上清をグルタチオン-セファロース4B

およびGST-Rhotekin-RBDタンパク質（2μg）（Cytoskeleton Inc.）と共に4℃で120分間インキュ

ベートした。Pierce™ IP Lysis Bufferで3回洗浄後、ビーズを20μL Pierce™ IP Lysis Bufferに再懸

濁し、SDSサンプルバッファーで煮沸した。サンプルをSDS-PAGEにかけ、RhoA抗体を用いて

免疫ブロッティングを行った。全細胞溶解液をローディングコントロールとして使用した。 

 

【p115-RhoGEFの細胞膜移行アッセイ】 

HeLa細胞（2,000細胞/ウェル）を96ウェルガラス底培養プレート（IWAKI 1860-096）に蒔き、

24時間後、PEI-MAXを用いて、mTurquoise2Δ9タグGα13（Addgene社、#112930）とSYFP1-p115-

RhoGEF（Addgene社、#112931）(48)を共導入した（Invitrogen社）。24時間培養後、培地を無

血清培地に交換し、細胞をmAAT-C末端ペプチドで処理した。細胞をPBS緩衝液中4％パラホ

ルムアルデヒドで固定し、Tris buffer(50 mM Tris、2 mM EGTA、2 mM MgCl2、2 mM ジチオス

レイトール（DTT）、0.1 M フェニルメチルスルホニルフルオリド（PMSF）、pH 8.5)+0.5％

Triton X-100で室温15分間透過処理し、PBS緩衝液で洗浄した。その後、細胞をBlocking-Oneで

室温60分間ブロッキングし、4',6-diamidino-2-phenylindole（1:1,000、D1306；Thermo Fisher 

Scientific）で核染色した。すべての画像は、Olympus FV3000共焦点顕微鏡とx40油浸対物レン

ズを用いて取得した。ランダム画像を撮影し、Olympus cellSense Count and Measureソフトウェ

アを用いて細胞膜と細胞質の輝度を分析した。すべての実験は少なくとも4回繰り返した。 

 

【mAAT-C1-17とGαi/13のドッキングシミュレーション】 

本実験は、共同研究者である松本篤幸准教授・奥野恭史教授（京都大学大学院医学研究科）、 

Biao Ma研究員 、金田亮研究員 、井阪悠太研究員 (理化学研究所（RIKEN）計算科学研究セ

ンター)が実施した。Gαi/13・GDP-mAAT-C1-17 複合体の MD シミュレーションの初期構造は、
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HADDOCK2.4(49) を用いたドッキングシミュレーションにより作成した。Gαi/13・GDPの入

力構造はp115RhoGEF RGSドメインとの複合体結晶構造（PDB entry: 3AB3）から得た。mAAT-

C1-17 のコンフォーメーション空間は、拡張構造から T-REMD シミュレー ションによって探

索し、最も安定な 2つの構造を入力構造として採用した。T-REMDシミュレーションでは、

298Kから500Kの温度範囲で102個のレプリカを使用し、2psごとにレプリカ交換を試みた。交

換確率0.2を得るための温度セットは、REMDシミュレーション用温度ジェネレーターを用い

て生成した(50)。各レプリカについて 30 ns のシミュレーションを行い、総シミュレーション

時間は 3.06 μs（30 ns×102 レプリカ）とした。ドッキングシミュレーションでは、結合界面に

関与すると推定される活性残基を、ジアジリンベースのタンパク質フットプリントデータに

基づいて選択した。mAAT-C1-17のすべての残基は完全に柔軟なセグメントとして設定した。得

られたモデルはHADDOCKスコアに基づいてランク付けされ、最良のモデルをその後のMDシ

ミュレーションの初期構造として採用した。 

 

【MDシミュレーション】 

本実験は、共同研究者である松本篤幸博士（京都大学大学院医学研究科）、 Biao Ma研究員 、

金田亮研究員 、井阪悠太研究員 (理化学研究所（RIKEN）計算科学研究センター)、奥野恭史

博士（京都大学大学院医学研究科）が実施した。すべてのMDシミュレーションは、NVIDIA 

GeForce GTX 1080 GPU上で、GROMACS 2019.1（51）により周期境界条件（PBC）を用いて実

施した。水素原子はドッキングモデルに追加し、トポロジーファイルはGROMACS 2019.1の

pdb2gmxモジュールを用いて生成した。GDPの静電ポテンシャルは、General Atomic and 

Molecular Electronic Structure System（GAMESS）プログラム（52）を用いてRHF/6-31G∗レベル

で計算し、その後、拘束静電ポテンシャル（RESP）アプローチ（53）により原子部分電荷を

割り当てた。GDPのその他のパラメータは、AMBER Toolsのantechamberモジュールを用いて、

一般的なAmber力場（GAFF）によって決定した(54,55)。タンパク質とイオンにはAmber ff99SB-

ILDN力場を用い(56)、水分子にはTIP3Pポテンシャルを用いた(57)。静電相互作用は、10 Åの

カットオフ半径を持つ粒子メッシュEwald（PME）法（58）を用いて計算し、ファンデルワー

ルス相互作用には10 Åの非結合カットオフを適用した。P-LINCSアルゴリズムは、すべての結

合長を平衡値に拘束するために使用された(59)。完全に溶媒和したモデルのエネルギー最小化

を行った後、得られた系を分子数・体積・温度一定（NVT）条件下で100ps平衡化し、続いて

分子の重原子を固定した状態で分子数・圧力・温度一定（NPT）条件下で100ps実行した。温度

は確率項(60)を用いた速度再スケーリングによって298Kに維持され、圧力はParrinello-Rahman

圧力カップリング(61)を用いて1barに維持され、温度と圧力の時定数はそれぞれ0.1psと2psに設

定された。その後、NPT条件下で3つの異なる初期速度で500nsの生成を行った。 
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AAT-C末端ペプチドはGTP非依存的にGα13と標的タンパク質との結合を安定化させる 

先行研究により、35アミノ酸からなるマウスSerpin A1b由来のAAT-C末端ペプチド（mAAT-

C1-35）が細胞膜を貫通し、細胞内でGα13と会合することが示された(18)。本研究では、Serpin  

A1タンパク質の中で最もよく研究されているマウスSerpin A1a由来のmAAT-C1-35を用いた

（Fig. 4(a)）。mAAT-C1-35によるGα13の制御機構を解析するために、小形公亮助教・石濱泰教

授（京都大学大学院薬学研究科）との共同研究により、アフィニティー精製質量分析法（AP-

MS）を用いて、in vitroでmAAT-C1-35がGα13に直接結合するか調べた（Fig. 4(b)）。Gα13リコ

ンビナントタンパク質は不溶画分に集積することが知られているため、マウスGα13のN末端に

存在するαNヘリックスをラットGαiのαNヘリックスに置換して水溶性を高め、さらにグルタ

チオンS-トランスフェラーゼ（GST）を融合させたキメラタンパク質GST-Gαi/13タンパク質を

精製した(43)。GST-Gαi/13タンパク質をベイトとして、GDPとmAAT-C1-35存在下でAP-MSを実

施した結果、コントロールタンパク質であるGST-PAK1-PBDに比べ、GST-Gαi/13・GDPでは

mAAT-C1-35のピーク面積が有意に高かった。この結果から、mAAT-C1-35とGαi/13・GDPが直接

結合していることが示された（Fig. 4(b)）。さらに、mAAT-C1-17はGST-Gαi/13・GDPに結合す

るが、mAAT-C18-35（それぞれmAAT-C1-35のN末端とC末端の半分）は結合しないことが観察さ

れた。これらの結果から、mAAT-C1-35がそのN末端半分を介してGαi/13・GDPに直接結合する

ことが明らかとなった。 
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Fig. 4 Gα13とmAAT-C末端ペプチドの直接結合 

(a) mAAT-C末端ペプチドのアミノ酸配列。 

(b) AP-MSによるmAAT-C末端ペプチドとGST-Gαi/13タンパク質の結合解析。本実験は、共

同研究者である小形公亮助教・石濱泰教授（京都大学大学院薬学研究科）が実施した。 
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mAAT-C1-17はGαi/13のGTPaseサイクルに影響を与える可能性は低い。 

次に、mAAT-C1-17がGαi/13のGTPaseサイクルに影響を及ぼす可能性を調べた。この目的のた

めに、Gタンパク質のGTPase活性、GAP活性、GEF活性を測定するための市販のアッセイキッ

トであるGTPase Glo assay (Promega) を用いた(62, 63)。GTPase Glo assayは、Gα13のGTPaseサ

イクルの各ステップを特定するのには適していないと思われるが、GTPaseサイクル全体にお

ける目的分子の関与を評価するのには有用である。Gαi/13のGTPアーゼ活性は、Gα13のGAPと

して働くp115-RhoGEFのRHドメイン（アミノ酸残基：1-246）（p115-RhoGEF-RH）(37)の存在

下で有意に増加したことから、このアッセイ系の有効性が確認された（Fig. 5(a)）。一方、

GTPase/GAP反応バッファー（低Mg2+＋EDTA）またはGEF反応バッファー（高Mg2+）のいず

れを用いても、GST-Gαi/13のGTPaseサイクルに対するmAAT-C1-17の影響は検出されなかった

（Fig. 5(b,c)）。これらの結果から、mAAT-C1-17はGαi/13のGTPaseサイクルに影響を与える可能

性は低いことが示唆された。 
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Fig. 5 mAAT-C1-17はGαi/13のGTPaseサイクルには影響しない 

(a) Gα13のGTPase活性に対するp115-RHのGAP活性。タグなしGαi/13タンパク質（2µM）を、

p115-RHタンパク質（1µMまたは10µM）とプレインキュベートした。混合物を、10μM GTP

と2mM DTTを含むGAP緩衝液中でインキュベートした（n=3独立サンプル）。 

(b) GAP緩衝液中でのGα13 GTPaseサイクルに対するmAAT-C1-17の効果。タグなしGαi/13タン

パク質（2 µM）をmAAT-C1-17（2 µM）とプレインキュベートした。 混合物を10μMのGTP

と2mMのDTTを含むGAPバッファー中でmAAT-C1-17（1μMまたは10μM）とインキュベー

トした（n=3独立したサンプル）。 

(c) GEF緩衝液中でのGα13 GTPaseサイクルに対するmAAT-C1-17の効果。タグなしGαi/13タン

パク質(2 µM)を 10μMのGTPと2mMのDTTを含むGEPバッファー中で、mAAT-C1-17存在下・

非存在下でインキュベートした（n=3独立したサンプル）。 

(a-c)はDunnettの多重比較検定を用いて比較した。**p < 0.01, ****p < 0.0001。データは平

均±S.Dで示した。 
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mAAT-C末端ペプチドはGTP非存在下でGα13と標的タンパク質の結合を誘導する 

 Gα13の標的タンパク質であるp115RhoGEFは、Gα13・GTPには結合するが、Gα13・GDPには

結合しないことが知られている。しかし、mAAT-C1-17はGα13・GDPに結合することから、mAAT-

C1-17の結合がGα13・GDPの構造変化を引き起こし、GTP非存在下でp115RhoGEFとの会合を誘

導する可能性を調べた。このため、Gαi/13・GDPとp115-RhoGEF-RHとの相互作用を、mAAT-

C末端ペプチド存在下・非存在下においてGST-p115-RhoGEF-RHを用いたGSTプルダウンアッ

セイによって評価した（Fig. 6(a)）。以前の研究(43, 64, 65)と同様に、Gαの活性型構造を非特

異的に誘導するフッ化アルミニウム(AlF4
-)(66)存在下において、Gαi/13・GDP はp115-RhoGEF-

RHと複合体を形成したことから、この評価系の有効性が確認された（Fig. 6(b), AlF4
-）。そこ

で次に、AlF4
-の代わりにmAAT-C末端ペプチドを反応混合物に加えた。その結果、mAAT-C1-

35またはmAAT-C1-17存在下においてGαi/13とp115-RhoGEF-RHの複合体形成が誘導されたが、

mAAT-C18-35では誘導されなかった（Fig. 6(b)）。 

次に、mAAT-C1-17の一連の欠失変異体を作成し、GSTプルダウンアッセイを実施した結果、

mAAT-C3-16がGαi/13・GDP とp115-RhoGEF-RHの複合体形成に必要な最小機能領域であること

が分かった（Fig. 6(c),(d), (e)）。これらの結果から、mAAT-C1-35はそのN末端を介してGα13・

GDPと相互作用し、GTP非依存的にGα13・GDPとそのエフェクタータンパク質の会合を誘導す

ることが示された。 
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Fig. 6 AAT-C末端ペプチドはGTP非存在下でGα13・GDPとそのエフェクターとの結合を誘導す

る。 

(a) GST-p115-RHとGα13・GDPの結合を解析するためのGSTプルダウンアッセイの模式図。 

(b) AlF4
-またはmAAT-C末端ペプチド存在下におけるGST-p115-RHとG13・GDPのGSTプルダ

ウンアッセイ。沈殿をGα13抗体で免疫ブロットした。Gαi/13バンドの相対的な濃淡を定量

化した（n=3独立サンプル）。 

(c-e) 一連の欠失型mAAT-C末端ペプチド存在下におけるGST-p115-RH とGα13・GDPのGSTプ

ルダウンアッセイ。Gαi/13バンドの相対的な濃淡を定量化した（n=3独立サンプル）。 

 (b-e)はDunnettの多重比較検定を用いて比較した。*p < 0.05, **p < 0.01。データは平均±

S.Dで示した。 
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mAAT-C末端ペプチドのPhe11残基はGα13・GDPとp115-RhoGEF-RHの会合誘導に必須であ

る 

Gαi/13・GDP とp115-RhoGEF-RH の会合誘導に必須なmAAT-C1-17のアミノ酸残基を同定す

るために、mAAT-C1-17の各アミノ酸をAlaに置換したアラニンスキャンペプチドを合成し、GST

プルダウンアッセイにかけた。17アミノ酸残基のうち、Pro3、Phe11、Phe13、Ile14、Ile15また

はPhe16をAlaで置換すると、Gαi/13・GDP とp115-RhoGEF-RHの会合誘導活性が低下した（Fig. 

7(a)）。これらのうち、Pro3、Phe11、およびPhe13は、5つのマウスSerpin A1ファミリー（Serpin 

A1a-e）とヒトAATで保存されており、Phe11をAlaに置換すると、Pro3やPhe13をAlaに置換す

るよりも会合活性が一貫して低下したことから（Fig. 7(a)）、Phe11に焦点を絞って解析するこ

ととした。Phe11をAlaに置換したmAAT-C1-35とmAAT-C3-16変異体を設計し、さらにN末端にミ

ニポリエチレングリコール（miniPEG）［H2N(CH2CH2O)2CH2CO-］を付加して水溶性を高め

た（Fig. 7(b)）。GSTプルダウンアッセイの結果、miniPEG-mAAT-C1-35F11AおよびminiPEG-

mAAT-C3-16F11Aは、コントロールであるminiPEG-mAAT-C1-35およびminiPEG-mAAT-C3-16に比

べ、Gαi/13・GDP とp115-RhoGEF-RHの会合誘導活性が低下していることが示された（Fig. 7(c), 

(d)）。これらの結果から、mAAT-C末端ペプチドのPhe11がGα13・GDPとp115-RhoGEF-RHの

会合を誘導する上で必須のアミノ酸残基であることが分かった。 
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Fig. 7 mAAT-C末端ペプチドのPhe11残基はGα13・GDPとp115-RhoGEF-RHの結合誘導に必須で

ある。 

(a) mAAT-C1-17のアラニンスキャンペプチドを用いたGα13・GDPおよびGST-p115-RHのGSTプ

ルダウンアッセイ。Gαi/13バンドの相対的な濃淡を定量化した（n=3独立サンプル）。 

(b) miniPEG-mAAT-C末端ペプチドのアミノ酸配列。 

(c-d) miniPEG-mAAT-C末端ペプチドを用いたGα13・GDPおよびGST-p115-RHのGSTプルダウン

アッセイ。Gαi/13バンドの相対的な濃淡を定量化した（n=3独立サンプル）。 

データは平均±S.Dで示した。 

(a), (c), (d)はDunnettの多重比較検定を用いて比較した。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

miniPEG = H2N(CH2CH2O)2CH2CO. 
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Gαi/13・GDPへのmAAT-C1-17の結合は、Gαi/13の活性型構造を安定化させる 

Gαi/13・GDPとp115-RhoGEF-RHがmAAT-C1-17によって会合する分子機構を解明するため、

Gαi/13・GDPとmAAT-C1-17の複合体構造について分子動力学（MD）シミュレーションを行っ

た。まず、共同研究者の小形公亮助教・石濱泰教授（京都大学大学院薬学研究科）は、GST-ヒ

トGα13とSerpin A1b由来のmAAT-C1-35を用いて、mAAT-C1-35の結合によって変化するGα13上

のアクセス可能なタンパク質表面を同定するため、ジアジリンベースのタンパク質フットプ

リントを実施した（67）（Fig. 8(a)）。GST-ヒトGα13をmAAT-C1-35存在下・非存在下において

ジアジリン反応液で処理し、その後トリプシン処理して、得られた各トリプシン消化ペプチド

のジアジリンラベル率を質量分析で定量化した。その結果、Gα13から同定された28個のジア

ジリンラベルされたトリプシン消化ペプチドのうち、26個について、mAAT-C1-35ペプチド存在

下でジアジリンラベル率が低下する傾向が認められた（Fig. 8(a)）。このうち、有意な減少

(p<0.05)が認められた6ペプチドは、それぞれヒトGα13のアミノ酸残基50-60、121-127、165-

174、175-182、219-226、299-305に相当する領域であった。そこで、この6領域を以降のMD

シミュレーションの相互作用候補領域として組み入れることとした。 

次に、共同研究者の松本篤幸准教授・奥野恭史教授（京都大学大学院医学研究科）、Biao Ma

研究員 、金田亮研究員 、井阪悠太研究員 (理化学研究所（RIKEN）計算科学研究センター)

は、HADDOCK2.4(68)を用いてGαi/13・GDP-mAAT-C1-17 複合体の MD シミュレーションを実

施した。その結果、Gαi/13・GDP-mAAT-C1-17 複合体ドッキングモデルでは、mAAT-C1-17が中

央のPhe11を中心に曲がったコンフォメーションをとり、Gαi/13の活性型構造にかかわる 3つ

のスイッチ領域（スイッチI, Leu198-His207; スイッチII, Val223-Ser239; スイッチIII, Gln254-

ASn263）に囲まれた領域に結合することが分かった(Fig. 8(b)）。mAAT-C1-17の曲がったコンフ

ォメーションは、Ile4とIle14、Ile4とIle15の間の分子内水素結合によって安定化されていた。ま

た、Gαi/13への結合は、mAAT-C1-17のPhe11とGαi/13のスイッチIのPro202およびαA2らせんの

Lys94との疎水的相互作用、mAAT-C1-17のIle14とGαi/13のThr127との水素結合、mAAT-C1-17の

Glu17とGαi/13のArg128とのイオン結合からなる分子間相互作用によって安定化されていた。

このドッキングモデルを既報のGαi/13とp115-RhoGEF RH複合体の結晶構造（PDB entry: 3AB3）

に重ね合わせると、mAAT-C1-17のGαi/13上の結合部位は、p115-RhoGEF RHのN末端領域が結合

する部位とオーバーラップしていた（Fig. 8(c)）。p115-RhoGEF RHのN末端領域は、Gαi/13と

p115-RhoGEF RH との複合体形成には必須でないが、両者の結合を促進する効果が報告され

ている（39)。このことから、mAAT-C1-17は同領域に結合することで、Gαi/13とp115-RhoGEF RH 

の結合を促進することが示唆された。さらに、p115-RhoGEF RHのN末端領域を欠失したp115-

RhoGEF RH -deltaNとGαi/13の会合もmAAT-C1-17によって誘導されたことからも、この仮説が

支持された（Fig. 8(d)）。 
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Fig. 8 mAAT-C1-17とGα13・GDPの複合体構造のMDシミュレーション  

(a) ヒトGα13とSerpin A1b-mAAT-C1-35のジアジリンベースタンパク質フットプリンティン

グ。ジアジリンを用いたフットプリンティングの反応収率は、ジアジリン修飾ペプチド

と対応する非修飾ペプチドの定量ピーク面積によって計算した。本実験は、共同研究者

である小形公亮助教・石濱泰教授（京都大学大学院薬学研究科）が実施した。 

(b) mAAT-C1-17とGα13・GDPのドッキングモデル。左の図はドッキングモデルの全体図、右の

図は全体図の破線の四角で示した領域のクローズアップ図である。クローズアップ図では、

水素結合相互作用を形成する残基と疎水性相互作用を形成する残基を棒と球のモデルで

示した。水素結合相互作用は黄色の破線で示されている。本実験は、松本篤幸博士（京都

大学大学院医学研究科）、Biao Ma研究員 、金田亮研究員 、井阪悠太研究員 (理化学研究

所（RIKEN）計算科学研究センター)、奥野恭史博士（京都大学大学院医学研究科）が実施

した。 

(c) Gα13-mAAT-C1-17複合体モデルとGαi/13・GDP・AlF4
-p115-RhoGEF-RH複合体（PDBエント

リー3AB3）の結晶構造の重ね合わせ。Gα13、mAAT-C1-17、p115-RHはそれぞれ灰色、緑色、

オレンジ色で示されている。本実験は、松本篤幸博士（京都大学大学院医学研究科）、Biao 

Ma研究員 、金田亮研究員 、井阪悠太研究員 (理化学研究所（RIKEN）計算科学研究セン

ター)、奥野恭史博士（京都大学大学院医学研究科）が実施した。 

(d) p115-RHとp115-RH(42-252)の模式図（上）。AlF4
-またはmAAT-C末端ペプチドを用いたGST-

p115-RH(42-252)へのGα13・GDPのGSTプルダウンアッセイ（下）。沈殿をGα13抗体で免疫

ブロットした。Gαi/13バンドの相対的な濃淡を定量化した（n=3独立サンプル）。 

データは平均±S.Dで示した。 

(d)はDunnettの多重比較検定を用いて比較した。***p < 0.001 
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mAAT-C1-17の結合は、Gαi/13のスイッチ領域の活性コンフォメーションとp115-RhoGEF-RH

との界面を安定化させる。 

次に、共同研究者の松本篤幸准教授・奥野恭史教授（京都大学大学院医学研究科）、Biao Ma

研究員 、金田亮研究員 、井阪悠太研究員 (理化学研究所（RIKEN）計算科学研究センター)

は、ドッキングモデルを初期構造として、5つの異なる初期速度で500ナノ秒のMDシミュレー

ションを行った。mAAT-C1-17の二乗平均平方根偏差（RMSD）解析から、結合したペプチドは

シミュレーションの全期間中、Gαi/13・GDPと結合したままであることが示され、ドッキング

構造が安定であることが示された（Fig. 9(a)）。Gαi/13・GDPに対するmAAT-C1-17結合の影響

を調べるため、mAAT-C1-17非存在下でGαi/13・GDPの500ナノ秒MDシミュレーションを行い、

複合体の動的挙動と比較した。二乗平均平方根ゆらぎ（RMSF）解析の結果、mAAT-C1-17の結

合によって、活性化構造の保持に不可欠なスイッチIIおよびIII領域の構造不安定性が低下し、

活性型構造が安定化されていることが示された（Fig. 9(b)）。スイッチ領域に加えて、p115-RH

ドメインの結合界面に位置する残基であるArg279-Val280とArg335-Val340の不安定性も

mAAT-C1-17の存在下で安定化された。Gαi/13内で形成された水素結合相互作用の平均数を見る

と、p115-RHドメインを認識する領域に位置するArg279とAsp336の間の相互作用が、シミュレ

ーション中にmAAT-C1-17の存在下で頻繁に形成されていた（Fig. 9(c)）。Arg279とAsp336間の

水素結合相互作用は、RMSF解析で観察されたRHドメインの結合界面における安定化に寄与

すると考えられる。また、これらの観察から、Gαi/13では、スイッチ領域が下流のエフェクタ

ーを認識する空間的に離れた領域と動的につながっているという重要な構造的性質が明らか

になった。これまでの研究で、スイッチ領域、特にスイッチIIはGα13・GDPでは可変的なコン

フォメーションをとり、活性型Gα13（Gα13・GDP・AlF4
-）では安定化されることが示されて

いる(43, 68)。MDシミュレーションで観察された挙動から、mAAT-C1-17の結合は、Gα13の活性

型コンフォメーションに必須なスイッチ領域の安定化と、連動するRHドメイン結合領域を安

定化することにより、Gαi/13・GDPと下流の標的タンパク質との会合を促進することが示され

た。 
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Fig. 9 mAAT-C1-17はGα13の活性型構造を安定化させる。 

本実験は全て、松本篤幸博士（京都大学大学院医学研究科）、Biao Ma研究員 、金田亮研究員 、

井阪悠太研究員 (理化学研究所（RIKEN）計算科学研究センター)、奥野恭史博士（京都大学大

学院医学研究科）(a-c) が実施した。 

(a) Gα13と複合体化したmAAT-C1-17のRMSD値。RMSD値は、500 nsの長さの5つの独立した

シミュレーションからmAAT-C1-17のCa原子について計算された。5つのシミュレーション

は異なる初期速度で行われ、それぞれ異なる色で示されている。5nsウィンドウの平均値

を太線で示した。 

(b) Gα13の3次構造（PDBエントリー3AB3）へのRMSF値のマッピング。RMSF値は灰色

（1.5Å）から赤色（3.0Å）へのカラースケールで表示した。 

(c) Gα13内の水素結合相互作用。水素結合相互作用の数は、Gα13内で形成された全ての残基

ペアについて計算した。mAAT-C1-17の非存在下（左パネル）と存在下（中央パネル）のす

べてのMD軌道の平均を、青（低い）から赤（高い）へのカラースケールで表示した。横軸

と縦軸はアミノ酸残基数を表す。挿入図は、全体のヒートマップで破線の長方形で示した

領域の拡大図である。右のパネルは、Gα13とp115-RHの界面のクローズアップ図である。

Gα13とp115-RHはそれぞれ灰色と橙色で表示した。mAAT-C1-17存在下で誘導される、安定

な水素結合を形成するGα13のArg279とAsp336は、棒モデルで示した。 
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mAAT-C1-35は細胞内でGα13-RhoAシグナル伝達経路を活性化する 

細胞内でGα13が活性化すると、p115-RhoGEF-RHが細胞膜に移行する(69)。細胞内における

mAAT-C1-35 の Gα13 活性化能を評価するために、 YFP タグ付き p115-RhoGEF-RH と

mTurquoise2Δ9タグ付きGα13をコードするプラスミドをHela細胞にトランスフェクションし

(48)、mAAT-C1-35で処理した後にYFP-p115-RhoGEF-RHの細胞膜移行を計測した。mAAT-C1-35

またはminiPEG-mAAT-C1-35で細胞を処理したところ、処理後5分以内にYFP-p115-RhoGEF-RH

の細胞膜への移行が観察された（Fig. 10(a-d))。次に、内在性のRhoAの活性を測定するため、

Rho-Aの標的タンパク質であるRhotekinのRho結合ドメイン（RBD）にGSTを融合させたGST-

RBDタンパク質を用いたGSTプルダウンアッセイを実施した。その結果、mAAT-C1-35および

miniPEG-mAAT-C1-35で処理した細胞では、内在性のRhoAが活性化することが分かった（Fig. 

10(e）, (f))）。これに対し、miniPEG-mAAT-C1-35F11Aは、p115-RhoGEF-RHの細胞膜への移行

（Fig. 10(c）, (d)）、ならびにRhoAの活性化（Fig. 10(f)）は誘導しなかった。これらの結果は、

mAAT-C1-35が細胞内でGα13-RhoAシグナルを活性化すること、この機能にはmAAT-C1-35の

Phe11残基が重要であることを示している。なお、in vitroにおけるGαi/13活性化に必要な最小

機能配列であるmAAT-C3-16は、p115-RhoGEF-RHの細胞膜への移行（Fig. 10(c）, (d)）やRhoA

の活性化（Fig. 10(f)）は誘導できなかった。この結果から、in vivoにおけるGα13シグナルの活

性化には、mAAT-C3-16以外の領域も必要であることが示唆された。 
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Fig. 10 mAAT-C1-35は細胞内でGα13-RhoAシグナル伝達経路を活性化する 

(a) p115-RhoGEFの細胞膜移行アッセイ。Gα13-mTurquoise2およびSYFP1-p115-RhoGEFをト

ランスフェクトしたHeLa細胞を、mAAT-C1-35（50μM）で処理した。 

(b) p115-RhoGEFの細胞膜移行(a)の定量化。SYFP1-p115-RhoGEFの細胞質強度に対する細胞

表層強度を示す。各ポイントは11-14細胞/サンプルの平均を表す。(n=3または4つの独立

した実験）。 

(c) miniPEG-mAAT-C末端ペプチド（50μM）で処理した細胞におけるp115-RhoGEFの細胞膜

移行アッセイ。 

(d) p115-RhoGEFの細胞膜移行(c)の定量化。SYFP1-p115-RhoGEFの細胞質強度に対する細胞

表層強度を示す。各ポイントは14-21細胞/サンプルの平均を表す。(n>4独立実験）. 

(e-f) GST-Rhotekin-RBDプルダウンアッセイによる内在性RhoAの活性測定。mAAT-C1-35

（50μM）（e）またはminiPEG-mAAT-C末端ペプチド（50μM）（f）で処理したHeLa細胞

を溶解し、細胞溶解物をGST-Rhotekin-RBDプルダウンアッセイにかけた（活性型

RhoA）。全細胞溶解液はローディングコントロールとして用いた（総RhoA）。活性型

RhoAバンドの相対的な濃淡を定量化した（n=3または4独立サンプル）。 

データは平均±S.Dで示した。スケールバーは20μm。 

(b), (d), (e), (f)はDunnettの多重比較検定を用いて比較した。*p < 0.05, **p < 0.01 
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本研究では、AAT-C末端ペプチドがGα13シグナルを調節するメカニズムを解明した。一連

の変異型AAT-C末端ペプチドの活性評価とMDシミュレーションを組み合わせた構造活性相

関解析により、AAT-C末端ペプチドによるGPCR非依存的なGα13の構造制御という、これまで

知られていなかったメカニズムが明らかになった。mAAT-C末端ペプチドはGα13・GDPと結合

し、それによってGTP非存在下でスイッチ領域とエフェクター結合領域の活性型コンフォメー

ションを安定化する。このシナリオは、GPCRとは独立してGαi・GDPと結合し活性化する

GIV/GirdinのGEMモチーフペプチドで観察されたものと類似している(40,41)。しかしその作用

機序は異なっており、GIV-GEMモチーフペプチドがGαiのスイッチII領域と3-ヘリックスと相

互作用する(70,71)。一方、mAAT-C1-17はスイッチI領域とA2-ヘリックスの間の疎水性ポケッ

トに挿入され、Gα13のBとB1-ヘリックスの間のらせん挿入領域に接触する。また、mAAT-

C1-17の結合はGα13のスイッチII領域の活性型コンフォメーションを安定化させるが、Gα13の

GTPaseサイクルに関しては効果が観察されなかった。すなわち、GIV-GEMモチーフペプチド

とは異なり、mAAT-C1-17によるGα13のヌクレオチド交換やGTP加水分解への影響は限定的で

あり、その作用点はGα13・GDPと下流のエフェクターとの直接的な結合促進であると推定さ

れる。 

mAAT-C末端ペプチドはGα13・GDPと結合し、GTP非存在下で下流のエフェクターとの直接

的な結合を促進させたが、Gα13・GTPに対する効果は不明である。GTPの結合は、Gα上の3つ

のスイッチ領域のコンフォメーション変化を引き起こし、活性型構造が安定化される。既に安

定化されているGα13・GTPへmAAT-C末端ペプチドがどのような作用をするか、mAAT-C末端

がGα13・GTPと下流のエフェクターのタンパク質が相互作用する領域とオーバーラップする

ことで阻害する可能性も含め検証する必要がある。また、mAAT-C末端ペプチドの作用がGα13

特異的であるかも検証を要する。本研究では、mAAT-C末端ペプチドによるGα13・GDPとエフ

ェクタータンパク質との会合誘導を明らかにしたが、他のGαサブユニットであるGαs、Gαi/o、

Gαq/11サブファミリーに対しても各エフェクタータンパク質との会合を促進するかは不明で

ある。各Gαサブファミリーとエフェクタータンパク質を用いたin vitro会合実験や細胞膜移行

アッセイ等によって特異性を検証することが今後の課題である。 

 mAAT-C末端ペプチドとGα/Gβ1/Gγ2三量体形成との関連の解明も課題としてあげられる。

ドッキングモデルにおけるmAAT-C1-17の結合部位は、Gβ1/Gγ2サブユニットの結合部位とは重

ならないが、Gαi/13とGβ1の界面であるスイッチII領域は、mAAT-C1-17の存在下では、非存在下

と比較して異なるコンフォメーションをとっていた。この観察から、Gβ1/Gγ2サブユニットは、

Gαi/13・GDP-mAAT-C1-17複合体には結合できないと予測される。この仮説を評価するために

は、生化学的および細胞生物学的な検証が必要である。また、mAAT-C1-17がGα13/Gβ/Gγヘテロ

3量体に結合してGα13とGβ/Gγの解離を誘導するか、あるいはmAAT-C1-17がGβ/Gγにアクセス
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できるようにするにはGα13を事前にGβ/Gγから解離させる必要があるかを検証することも重

要と考えられる。 

 Gαi/13・GDP-mAAT-C1-17 複合体ドッキングモデルを裏付るデータを追加するのも今後の重

要な課題の一つである。ドッキングモデルの結果(Fig. 8(b)）、Gαi/13への結合には、mAAT-C1-

17 のPhe11、Ile14、Glu17が必要であることが明らかとなった。しかし、この結果はアラニンス

キャンペプチドを用いたプルダウンアッセイ（Fig. 7(a)）と完全には一致していない。例えば、

ドッキングモデルにおいてGαi/13結合に重要なmAAT-C1-17のGlu17は、アラニンに置換しても

会合活性を維持していた。恐らく、mAAT-C1-17のGlu17とGαi/13のArg128とのイオン結合が無

くとも、他の化学結合によってmAAT-C1-17とGαi/13・GDPの結合が維持されると予想されるが、

定量的に明確にする必要がある。さらに、mAAT-C1-17 に結合するGαi/13側の必須アミノ酸残

基をもとに、変異型Gαi/13を作成し、mAAT-C1-17との分子間相互作用も観察する必要もある。

これらの変異型Gαi/13と変異型mAAT-C1-17を用いた分子間相互作用をKD値（解離定数）とし

て定量化すると共に、最終的には結晶構造解析による証明が必要である。 

最小機能領域（mAAT-C3-16）は、Gαi/13をin vitroで活性化したにもかかわらず、細胞培養液

に添加した場合は細胞内のGα13を活性化することができなかった。この結果は、in vivoにおけ

るGα13の活性化には、mAAT-C3-16以外の領域も必要であることを示している。先行研究にお

いて、mAAT-C1-35は細胞膜を透過することが観察されている(21)。恐らく、この細胞膜透過に

必要な領域が、mAAT-C3-16以外の領域に存在すると予想される。これを検証するためには、

mAAT-C末端ペプチドを可視化して細胞局在を検証し、mAAT-C3-16が細胞膜に透過できないこ

とを示す必要がある。タグや蛍光色素で標識したmAAT-C3-16とmAAT-C1-35で細胞を処理し、細

胞局在を可視化する等の方法が考えられる。生体内には長さの異なる複数のAAT-C末端ペプ

チドが存在し、それぞれ機能が異なることが報告されている。これらの機能の相違は、膜透過

性の有無によって説明できるかもしれない。 

本研究で用いた、Gα13とmAAT-C末端ペプチドはマウス由来であり、ヒトのアミノ酸配列と

は完全には一致していない。このため、今回得られた複合体ドッキングモデルはヒト配列では

適用しない可能性も考えられる。医療の応用を見据え、ヒト配列を用いた検証が今後の重要な

課題である。SERPINA1突然変異によるAAT欠損症の患者は、肺気腫や慢性閉塞性肺疾患とい

った慢性肺疾患を呈する。AATDの病因におけるmAAT-C末端ペプチド-Gα13軸の関与の可能

性を検証することが、今後の取り組むべき課題である。 
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