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研究成果の概要（和文）：RNA結合タンパク質Xは機能がこれまで未知であった既知タンパク質と同定した。この
タンパク質の機能の一つが解明された。したがって、酸化ストレスのマスタースイッチとして働くmiR96は2つの
経路によってEAAC1の発現を制御することが明らかになった。一つはEAAC1を直接抑制する経路、他の一つはRNA
結合タンパク質Xを抑制する経路である。RNA結合タンパク質XはGTRAPを抑制し、その結果EAAC1が抑制されるこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Our preliminary studies indicated GTRAP and EAAC1 are inversely regulated by
 miR96, but there is no miR96-binding site on GTRAP messenger RNA. We speculated the inhibition by 
miR96 is not achieved by a direct binding to GTRAP but is mediated through another unidentified 
protein. This protein has been identified by this project.

研究分野：神経薬理学
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１． 研究開始当初の背景 
GTRAP3-18（以下 GTRAP）は EAAC1
の調節因子として同定された膜タンパ
ク質である。EAAC1 は中枢神経系では
神経細胞に特異的に発現しており、細胞
質から PI3 キナーゼの作用によって形
質膜へ移行し、形質膜においてグルタミ
ン酸やシステインの細胞内への輸送を
行う。しかし、神経細胞内グルタミン酸
の供給源としては、グルタミンからグル
タミン酸を合成する機構が主たる役割
をしていることが知られており、神経細
胞におけるEAAC1の役割はむしろシス
テイン輸送機構として重要であると認
識されるようになった。実際に EAAC1
のノックアウトマウスの神経細胞内グ
ルタミン酸量は全く変化しなかったの
に対して、システイン含有量は著明に減
少した。それと同時に神経細胞内グルタ
チオン量も著明に減少した。一方、グリ
ア細胞内のシステイン及びグルタチオ
ン量は変化しなかった。これらの事実よ
り、EAAC1 は神経細胞内グルタチオン
量の維持にとって必須であることが示
された。グルタチオン(GSH)はグルタミ
ン酸、システイン、グリシンからなるト
リペプチドであり、末梢組織に比べて
superoxide dispumatseが比較的少ない
中枢神経系においては主要な抗酸化物
質である。神経変性疾患では神経細胞グ
ルタチオンの減少がみられる。膜タンパ
クのEAAC1は中枢神経系では神経細胞
特異的に発現しており、形質膜において
グルタミン酸やシステインの細胞内へ
の輸送を行う。さらに、EAAC1 ノック
アウトマウスは酸化ストレスに対して
脆弱になっていることも判明した。その
後、EAAC1 の機能調節を研究する過程
で、文献調査により、米国のグループが
Yeast two hybrid method を用いて
EAAC1 と物理的に結合するタンパク質
としてGTRAPを数年前に報告している
ことを知った。そこで、申請者らは
GTRAPが EAAC1のシステイン輸送能
力を変化させ、さらに神経細胞内グルタ
チオン量を変化させるのではないかと
推測し、細胞レベル及びマウス個体レベ
ルで GTRAP発現量を増加させるか、も
しくは oligonucleotideや siRNAにより
GTRAP を減少させることにより
EAAC1の機能を調べたところ、GTRAP
はEAAC1機能の抑制因子であることを
見出した。この事実は GTRAP-/-マウス
によって確定した。 
 
＜microRNAによる EAAC1調節＞ 
申請者は神経 microRNA-96-5p (以下
miR96)の概日リズムによって中脳
EAAC1 発現量が調節されており、その
結果として神経保護作用に概日リズム

があることを報告した（Kinoshita.C et 
al.,2014）。microRNA は、20 数塩基の
ノンコーディングRNAで、複合体RISC
を形成し機能する小分子である。哺乳類
におけるmicroRNAの主要な機能は、主
に遺伝子の非翻訳領域に結合して遺伝
子発現に対し転写後抑制を行うことで
ある。実際に miR96 は EAAC1 の
messenger RNAと結合することにより
EAAC1 の翻訳を抑制することが明らか
になった。さらに興味深いことに
GTRAP も miR96 によって制御される
こと、および EAAC1とは逆に正の制御
を受けていることが予備的結果より判
明していた。miR96により GTRAPの発
現が増加することが判明した。しかし
GTRAPのmRNAにはmiR96の結合部
位が存在しないことが予備的な実験結
果から明らかになった。すなわち、
miR96 による GTRAP の蛋白合成阻害
はGTRAPのmessenger RNAに結合す
ることによるのではなく、間接的に、お
そらくは別のタンパク質(図では X と表
示)の発現の抑制を介して行われている
可能性が濃厚である。 
 

 
２． 研究の目的 
本研究は、未知タンパク質 Xを同定する
ことが目的である。 

 
３． 研究の方法 
グルタチオン量決定に関与する EAAC1
及び GTRAP における miR96 による異
なる制御は、GTRAPの RNA結合タン
パク質の介在による可能性が示唆され
た。本研究計画では、この RNA結合タ
ンパク質を同定し、さらに miR96 結合
阻害剤のスクリーニングをする。具体的
にはmiR96に制御されるGTRAPの3’
非翻訳領域に結合する RNA結合タンパ
ク質 Xを同定し、機能解析を行う。さら
にRNA結合タンパク質に対するmiR96
結合阻害剤のスクリーニングを行い、in 
vivo において阻害剤がグルタチオン量
及び神経保護作用にたいしていかなる
効果があるかを調べる。 
 

(1) GTRAP3-18のRNA結合タンパク質
Xの同定 
RNA 結合タンパク質 X の介在が最
も有力な仮説と考えられたため、そ
の同定を以下の手順で行う。 
①GTRAPの 3’非翻訳領域 RNA配
列を固定化した分離精製磁気ビーズ
を用いて、マウス中脳抽出液より
RNA 結合タンパク質 X を分離精製
し質量およびアミノ酸一次構造分析
を行った。 
②データベース解析により候補タン



パク質から miR96 直接標的分子の
絞り込みを行い、RNA結合タンパク
質Xが既知タンパク質であればアミ
ノ酸一次構造及び塩基配列をデータ
ベースにより確認し、未知タンパク
質であればアミノ酸一次構造を決定
する。結果的には前者であった。 

(2) miR96によるRNA結合タンパク質Xの
直接的制御 
RNA結合タンパク質XがmiR96により
直接的制御を受けるか調べるため、以下
の実験を行った。 
① リポータージーンアッセイによる 3’
非翻訳領域解析後、RNA結合タンパ
ク質 Xの発現調節を調べた。 

(3) RNA結合タンパク質 Xの発言を抑制す
る効果を検証した。  
① RNA 結合タンパク質 X の発現を

siRNA によって阻害することによ
り、GTRAP 量が増加するか否かを
検証した。 
 

(4) 研究成果 
RNA結合タンパク質 Xは機能がこれま
で未知であった既知タンパク質と同定
した。このタンパク質の機能の一つが解
明された。したがって、酸化ストレスの
マスタースイッチとして働く miR96 は
2つの経路によって EAAC1の発現を制
御することが明らかになった。一つは
EAAC1 を直接抑制する経路、他の一つ
はRNA結合タンパク質Xを抑制する経
路である。RNA 結合タンパク質 X は
GTRAPを抑制し、その結果 EAAC1が
抑制されることが明らかとなった。 
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