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研究成果の概要（和文）：「トランスポーター病」はトランスポーターやチャネルの異常が原因

となる疾患の総称である。我々は、犬赤血球に見られるグルタミン酸トランスポーター欠損症

をそのモデルとして用い、GLAST 型グルタミン酸トランスポーターの細胞内輸送異常の原因を

解明するために、細胞内輸送に関与する蛋白質相互作用を網羅的に解析した。GLAST には PDZ

ドメイン蛋白質である NHERF1および NHERF2が結合し、これらが細胞膜へ至る過程において小

胞体およびゴルジ体以降の細胞内小器官特異的に結合をすることが明らかとなった。これらの

相互作用は GLAST の細胞表面発現レベルを変動させることから、PDZ ドメインを介するこれら

との相互作用が GLASTの細胞内輸送異常に関与することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Transporter diseases are caused by disorders of various membrane 
transporter and channel proteins. We analyzed the comprehensive protein-protein 
interactions that alter intracellular traffic of transporters by utilizing the hereditary 
defects of glutamate transporter GLAST in Japanese dog red cells as a model of the 
transporter disease. The PDZ domain proteins NHERF1 and NHERF2 interacted with the GLAST 
proteins in the endoplasmic reticulum and the post-Golgi compartments during the traffic 
to the plasma membrane, respectively. Since coexpression of these proteins altered the 
cell surface expression level of GLAST, it is suggested that the interaction of PDZ domain 
proteins with GLAST is associated with the disorder of intracellular trafficking of GLAST. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの嚢胞性線維症の原因が、Cl-チャネ
ル (CFTR) の遺伝的変異であることが発見
されて以来、多くのトランスポーター病が見
出され、さらに、ヒトの高齢化疾患関連遺伝

子のうち約 10%がトランスポーターに関連す
ることが報告された。このことは、トランス
ポーターの異常が遺伝性疾患のみならず、生
活習慣病などの common disease の原因とな
ることを示唆しており、トランスポーター異
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常の分子メカニズムの解明が多くの疾患を
制圧するうえで非常に重要であることを示
している。トランスポーター病では、変異
CFTR のような異常蛋白質による疾患の分子
メカニズムの解明は進んでいるものの、遺伝
的変異や転写レベルの異常を伴わずに最終
的な細胞表面発現が低下し発症するトラン
スロケーション（膜移行）異常の分子メカニ
ズムについてはほとんど明らかになってい
ない。近年、多くのトランスポーターが他の
蛋白質と相互作用し、表面発現が変化するこ
とが明らかにされているが、具体的にどの蛋
白質とどの蛋白質が実際に相互作用してい
るのかについては不明な点が多く、これを検
出することが大きな課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、現状の蛋白質間相互作用の網
羅的解析法では検出困難な相互作用を見出
すために、新たな方法論に基づく、哺乳動物
細胞内における相互作用をより良く再現で
きる新規蛋白質間相互作用検出システムの
確立と検証、およびそれを応用したトランス
ポーター病の分子基盤の解明を試みた。 
 具体的な課題は以下の４点である。 
（１）細胞・組織特異的 shRNAレンチウイル
スライブラリーの作製 
（２）蛋白質間相互作用検出システムの確立
と検証 
（３）新規蛋白質間相互作用の検出とトラン
スポーター病関連候補遺伝子の決定 
（４）トランスポーター病関連候補遺伝子の
機能と中枢神経疾患の分子病態の解明 
 本研究の目的は、新たな蛋白質間相互作用
を見出し、原因不明のトランスポーター病の
病態解明に資することである。 
 
３．研究の方法 
 本研究では新たな蛋白質相互作用を発見
するために、レンチウイルスノックダウン系
による網羅的蛋白質相互作用検出システム
を確立し、つづいて次年度以降に相互作用す
る候補分子を決定する一方、トランスポータ
ー病の原因遺伝子の決定と分子病態解明に
関する検討を細胞レベルおよび生体レベル
で実施した。 
 
４．研究成果 
（１）GLAST発現細胞株の確立 
 モデル蛋白質として GLAST型グルタミン酸
トランスポーターを用い、安定発現細胞株を
樹立した。これらの分子は、赤芽球系細胞
K562 あるいは人腎由来 HEK293 細胞において
主に細胞膜に局在する一方、細胞内エンドソ
ームにも分布し、表面ビオチン化法による解
析から細胞内〜細胞膜表面をリサイクリン
グしていることが明らかとなった。このリサ

イクリングの過程は small GTPase の一種で
ある ARF6 の機能を阻害することにより、抑
制されることから、これらの分子間相互作用
が GLASTの細胞内小胞輸送に重要な役割を果
たしていることが示唆された。 

 
図１．GLAST発現赤芽球細胞株における GLAST
蛋白質の細胞内分布．GFP 融合 GLAST をレン
チウイルスベクターを用いて赤芽球系細胞
株 K562細胞に導入した。GLASTは細胞膜のみ
ならずリサイクリングエンドソームマーカ
ーである RAB11と局在を共にしたものの、リ
ソソーム（LAMP2）、小胞体 (Calnexin; CNX)、
あるいはゴルジ体 (GM130) と局在が一致し
なかった。 
 
（２）GLASTと相互作用する蛋白質の同定 
 shRNA ライブラリーについては、上記膜蛋
白質分子特異的な shRNAは抑制効果を示した
ものの、HEK293 細胞 cDNA 由来制限酵素消化
断片を用いた shRNAレンチウイルスライブラ
リーを上記恒常的発現細胞株に適用した場
合、明らかな抑制は見られなかった。 
 そこで、すでに犬赤血球における酸化抵抗
性異常に関与する多型として報告した犬
GLAST 型グルタミン酸トランスポーターをト
ランスポーター病の標的分子として、野生型
および変異型 GLAST分子と相互作用する結合
蛋白質の探索を試みた。GLAST 発現細胞株と
して赤芽球系細胞 K562 あるいは人腎由来
HEK293 細胞を用い、免疫沈降法を応用し
GLAST 結合タンパク質の探索を実施したとこ
ろ、２種の PDZ ドメイン蛋白質 NHERF1 およ
び NHERF2 が GLAST 分子の C 末端に結合する
ことが明らかとなった。この相互作用は結合
する GLAST分子の糖鎖成熟度に差異が見られ
ることから、それぞれ異なる細胞内小器官に
おいて相互作用し、GLAST の細胞表面発現を
調節しているものと考えられた。また、この
ほかにも新規結合蛋白質と考えられる分子
を検出した。 
 
図２．GLAST 蛋白質と PDZ ドメイン蛋白質
NHERF1 および NHERF2 都の相互作用．GFP 融
合 GLAST 蛋白質および N 末端 V5 タグ配列付
加 NHERF1あるいは NHERF2を HEK293T細胞に
一過性に導入し、抗 V5 抗体にて免疫沈降を



 

 

行い、抗GFP抗体により免疫沈降物中のGLAST
蛋白質を検出した。NHERF1と共沈した GLAST
は未成熟型の N結合型糖鎖を付加してる一方、
NHERF2 は成熟型糖鎖を付加した分子とも相
互作用している。 
 
（３）PDZ ドメイン蛋白質の GLAST の細胞内
輸送に及ぼす影響 
 ２種の PDZ ドメイン蛋白質 NHERF1 および
２が GLAST分子の C末端に結合することを明
らかにしたことから、この蛋白質間相互作用
のグルタミン酸トランスポーターの表面発
現調節機構に及ぼす影響を、生化学的および
形態学的手法により解析した。 
 従来これらの PDZドメイン蛋白質は主に細
胞膜における足場蛋白質として機能し、トラ
ンスポーター分子の細胞膜への局在に関与
すると考えられてきた。しかしながら、本研
究において、これらの分子の結合が細胞内小
器官特異性特異的に起こり、それぞれの小器
官間の細胞内輸送に影響することが示唆さ
れた。NHERF1 は主に小胞体で、NHERF2 は細
胞膜でグルタミン酸トランスポーターと相
互作用するものと考えられた。また、小胞体
の NHERF1を含むトランスポーター複合体は、
250 kDa の新規アダプター蛋白質と相互作用
することを見出し、新たな細胞表面発現調節
機構の分子基盤の解明に寄与するものと考
えられた。また、NHERF2／グルタミン酸トラ
ンスポーター複合体は初期エンドソームに
も分布し、small GTPase の一種である Rab5
と共局在したことから、NHERF2は細胞膜から
初期エンドソームへのエンドサイトーシス
の過程を促進するものと考えられた。以上の
結果より、PDZ ドメイン蛋白質を含む新たな
トランスポーター複合体と Rab ファミリー
small GTPaseの相互作用によるトランスポー
ターの細胞内小胞輸送の調節の分子機構の
一部が解明され、この複合体の形成機構がト
ランスポーター病に関与することが示唆さ
れた。 
図３．GLAST蛋白質と NHERF1あるいは NHERF2
の細胞内局在．GLAST 蛋白質は主に細胞膜に
分布するが、NHERF2と細胞内の小胞様構造と
共局在する様子が観察された。この部位は初
期エンドソームマーカーである Rab5 のシグ
ナルとほぼ一致し、NHERF2が GLASTのエンド
サイトーシスに NHERF2 が関与していること
が示された。 
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