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研究成果の概要： 
 日本犬の一部に見られる遺伝性赤血球GLAST欠損症の分子メカニズムの解明を目的に、
不安定 GLAST分子をコードする G492S GLASTの分解機序および GLAST遺伝子転写活性
低下機序の両者について検討した。K562赤芽球細胞株発現系を用いた検討からは、野生型
および G492S GLASTの分解過程に大きな差異は見られず、分解は K562では観察できない
赤芽球分化後期の成熟過程すなわち正染性赤芽球~網状赤血球に起こると考えられた。ま
た、GLAST遺伝子プロモーターの活性は、上流 2-3 kbの領域を MEDEP細胞株において比
較した場合に犬形質による差異が見られ、何らかの赤芽球特異的転写因子の関与が示唆さ
れた。 
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１．研究開始当初の背景 
 グルタミン酸は哺乳動物の中枢神経系の
主要な興奮性神経伝達物質である。しかしな
がら、グルタミン酸は、神経細胞外に過剰に
存在した場合、過度の興奮による神経毒性を
示し、最終的に神経細胞を死に至らしめる。
神経細胞外のグルタミン酸は周囲のグリア
細胞に発現するグルタミン酸輸送体により
活発に細胞内に取り込まれ、非常に低レベル
に維持されている。これはグルタミン酸輸送

体が神経伝達の終結のみならず、興奮性神経
毒性から神経細胞を保護する役割を果たし
ていることを示している。さらに、筋萎縮性
側索硬化症やアルツハイマー病やてんかん
などの難治性神経疾患では、グルタミン酸輸
送体の活性の低下が関与していることが報
告されている。しかしながら、グルタミン酸
輸送体の発現調節機構については未だに不
明な点が多く、病態との関連についても未だ
に議論されている。 
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 一方、哺乳動物の赤血球には、犬などの肉
食動物においてのみグルタミン酸輸送体が
発現していることが知られている。私たちは
犬のグルタミン酸輸送体の機能的解析から
脳に発現するグルタミン酸輸送体と類似し
た分子が犬赤血球に発現していることを明
らかにし、さらにタンパク質および遺伝子レ
ベルでの解析から、犬赤血球に発現するグル
タミン酸輸送体が GLAST サブタイプである
ことを明らかにした。さらに、日本犬の一部
に、正常な犬の赤血球（Normal Glutamate 
Transport; NGluT）に比較して、GLASTの発
現が欠損~低下している犬（Low Glutamate 
Transport; LGluT）の家系が存在することを明
らかにした。 
 この家系犬における GLAST 遺伝子の解析
から、これらの犬赤血球 GLAST 欠損には
GLAST タンパク質におけるアミノ酸置換
Gly492Ser（G492S）が関与することが示唆さ
れた。さらに、GLAST 遺伝子の発現レベル
の低下が見られる個体の解析から、GLAST
プロモーターの異常もまた一つの原因とな
ることが明らかとなっていた。 
 しかしながら、G492S による GLAST タン
パク質の発現低下機序は未だに明らかにな
っておらず、プロモーター領域の異常につい
ても明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 グルタミン酸輸送体の機能的あるいは量
的異常は神経変性疾患などの発症に関与す
ることが示唆されている。しかし、その調節
メカニズムについては十分に明らかになっ
ておらず、人為的に発現量を制御するなどの
治療法の開発につながる知見は培養細胞レ
ベルでは存在するものの生体レベルでは知
られていない。そこで本研究では犬赤血球に
おける GLAST 発現低下の分子機序を明らか
にし、実際に生体で観察されている GLAST
発現の低下に至る分子機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、犬赤血球 GLAST欠損に至る
分子機構を解明するために、以下の方法によ
り検討を行った。 
 
（１）G492S GLASTの発現赤芽球細胞株の
確立 
 野生型あるいは G492S GLASTを安定発現
する赤芽球細胞株を確立するために、レンチ
ウイルスベクター用プラスミドコンストラ
クトを作成した。293T細胞を用い、GLAST
ウイルスベクターを産生し、K562,MELある
いは MEDEP E14細胞に感染させた。これら
の細胞を限界希釈法によりクローニングし、
GLAST発現細胞株を確立した。さらに、そ
の分化過程における GLAST細胞表面発現の

変動を細胞表面ビオチン化法、蛍光免疫染色
法あるいは免疫ブロット法により解析した。 
 
（２）GST-GLAST C末端融合タンパク質の
作製と結合アダプタータンパク質の探索 
 GSTの C末端に GLAST C末端（アミノ酸
番号 486-542）を融合し、BL21大腸菌細胞に
遺伝子導入し、発現させた。GSHビーズを用
い融合蛋白を精製した後、可溶化赤血球膜タ
ンパク質あるいは赤芽球細胞ライセートと
反応させ、結合タンパク質を分離した。 
 
（３）GLAST遺伝子プロモーター領域の単
離とプロモータ活性の解析 
  NGluTあるいはLGluTの各形質の犬ゲノ
ム DNAを鋳型に PCR法により増幅した犬
GLAST 遺伝子プロモーター領域をルシフェ
ラーゼレポーターベクターに導入し、
K562,MELあるいは MEDEP E14各赤芽球細
胞株に導入した。細胞ライセートについてル
シフェラーゼ活性を測定し、各プロモーター
活性を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）GLAST 発現赤芽球細胞株における
GLAST分子の分布 
 レンチウイルス系により GFP-GLAST 遺伝
子を導入した K562 細胞株を確立した。
GLAST タンパク質は主に細胞膜に分布し、
さらにエンドソームへの分布も観察された
（図 1）。これは、細胞膜へ発現した GLAST
がリサイクリングすることを示唆している。
このように、本細胞株は GLAST の赤芽球で
の発現動態を解析するのに有用なモデル系
であるといえる。本細胞株において、酪酸ナ
トリウムによる分化誘導を試みたところ、野
生型および G492S 両者の分布の変化は観察
されず、少なくとも K562 細胞株の分化成熟
の段階では両者の差異は無いものと考えら
れた。ビオチン化細胞表面発現解析において
も大きな差異は見られず、G492Sによる分解
促進は再現できなかった。今後、網状赤血球
にまで分化する MEDEP 細胞を用いた
GLAST発現細胞株の確立が望まれる。 
 

 
図 1． K562 細胞における GFP-GLAST の細
胞内分布． GFP-GLAST遺伝子をレンチウイ



ルスにより K562 細胞に導入し、安定発現細
胞株を確立した。この細胞をエンドゾームマ
ーカーである EEA1（赤色）を染色し、
GFP-GLAST（緑色）との局在を比較した。 
 
（２）GLAST C末端結合タンパク質の解析    
 GLAST C末端 (Ct; C-terminal) 細胞内ドメ
インについてGST融合蛋白を作製した（図 2）。
融合タンパク質は予想される約 30 kDa のタ
ンパク質として合成された（図 2A）。これを
GSHアガロースにより精製した後、犬赤血球
膜 Triton X-100可溶性分画と反応させ、結合
タンパク質を GSH ビーズにより沈降した。
これらの沈降物を SDS-PAGE により解析し
たところ、G492Sで 55 kDaのバンドがより強
く観察された（図 2B）。これは、GLAST-Ct
と赤血球膜タンパク質の結合が G492S 変異
により変化することを示唆している。分子量
から、PDZドメインタンパク質の一つである
p55 がその候補である。GLAST の C 末端は
PDZ結合配列となっており、この結合が赤血
球膜発現の低下に関与している可能性があ
るものと考えられた。 

図 2．GSTプルダウンアッセイによる GLAST 
C末端結合タンパク質の単離 
A)  BL21大腸菌を pGEX-GLAST-Ctにより
を形質転換し、IPTG で発現誘導した。BL21
の可溶化画分を 10%SDS-PAGEで分離後、ク
マシー染色を行った。矢印は GST 融合
GLAST C末端を示し、矢頭はGSTを示す。 B) 
赤血球膜タンパク質を１％Triton X-100 で溶
解した上清（RBC lysate; Input）を、GST、GST-
野 生 型 GLAST-Ct (GST-WT) あ る い は
GST-G492S GLAST-Ct (GST-G492S)結合 GSH
ビーズと反応させ、結合蛋白質を沈降した。
沈降物を 8%SDS-PAGE により分離した後、
銀染色を行い観察した。矢印は G492Sで増加
の見られる沈降物を示す。 
 
（３）各形質犬由来 GLAST プロモーターの
単離と活性の比較 
 NGluTおよびLGLuT犬よりGLASTプロモ
ーターを単離し、それらの活性を比較検討し

た。単離した領域は GLAST遺伝子上流約 3.5 
kbで、赤芽球細胞株 MELおよび MEDEP E14
で比較的強い活性を示した。しかしながら、
MEL 細胞では形質間の差異は見られなかっ
た。一方で、MEDEP 細胞では LGluT 犬由来
プロモーターの活性が NGluT に比較して約
50%に低下していた（図 3）。MELに比較して、
MEDEP 細胞はより成熟した赤芽球ステージ
の細胞であることから、より後期の赤芽球細
胞に特異的な転写因子あるいはプロモータ
ー領域結合タンパク質がプロモーター活性
の差異に関与している可能性が示された。 
 
 以上の結果から、GLAST の発現低下は主
に赤芽 球成 熟後 期に見 られ る G492S 
GLAST タンパク質と他の膜タンパク質との
相互作用の変化によってもたらされること
が示唆された。また、GLAST プロモーター
の活性の低下も赤芽球成熟後期の現象であ
り、G492Sアレルに関連していることが示唆
された。しかしながら、これらに関与する分
子本体は特定されておらず、LGluT形質の発
現メカニズムは完全には明らかにされてい
ない。このことから、赤芽球系の終末分化を
再現できるモデル系の確立が望まれ、このよ
うな細胞から実際に発現低下に関与する分
子を決定できるものと期待される。 

図 3．GLAST遺伝子プロモーターの赤芽球系
細胞株における活性の比較 
 各形質の犬ゲノムDNAよりGLAST遺伝子
上流約3.5 kbの領域を PCR法により増幅単離
し、ルシフェラーゼレポーターベクターに挿
入した。これらを MEL あるいは MEDEP 細
胞に遺伝子導入し、各プロモーターの活性を
ルシフェラーゼアッセイにより解析した。 
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一、伊東大介、大塚弥生．牛赤血球型

AE1 の膜トラフィックを規定する細

胞質内ドメイン配列．（第 144 回日本

獣医学会 2007.9.2. 酪農学園大学、
江別市） 

19. 小松智彦、大塚弥生、佐藤耕太、稲葉

睦．小胞放出経路による犬網状赤血球

からの stomatinとNa,K-ATPaseの消失．

（第 144 回日本獣医学会 2007.9.2. 

酪農学園大学、江別市） 

20. 佐藤耕太、安達啓一、新敷信人、小松

智彦、大塚弥生、稲葉睦．犬赤血球膜

主要グライコフォリン遺伝子の同定．

（第 144 回日本獣医学会 2007.9.2. 

酪農学園大学、江別市） 

21. 片山宜郎、伊東大介、大塚弥生、佐藤

耕太、稲葉睦．Band 3 bov.Yamagata

の分子病態：R664X 変異 AE1 の膜骨

格タンパク質発現に対するドミナン

トネガティブ作用（日本膜学会第 29

年会 2007.5.11. 東京理科大学森戸

記念会館、東京都） 

22. 黒岡貴生、佐藤耕太、安達啓一、伊東

大介、大塚弥生、稲葉睦 牛赤血球型

AE1 の膜トラフィックを規定する細



胞質ドメイン内配列.（日本膜学会第

29 年会 2007.5.11. 東京理科大学森

戸記念会館、東京都） 

23. 片山宜郎、伊東大介、佐藤耕太、新敷

信人、安達啓一、大塚弥生、稲葉睦 牛

赤血球 band 3 (AE1)欠損症における変

異 AE1 のドミナントネガティブ効

果：R664X変異 AE1̶アンキリン複合

体の小胞体滞留と分解．（第 143 回日

本獣医学会 2007.4.5. つくば国際会

議場、つくば市） 

24. 新敷信人、伊東大介、大塚弥生、梁美

羅、佐藤耕太、稲葉睦．赤血球膜に対

する酸化ストレス：赤血球膜骨格蛋白

質β̶スペクトリンの４－ヒドロキシ

ノネナールによる分子修飾（第 143回

日本獣医学会 2007.4.5. つくば国際

会議場、つくば市） 
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