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研究成果の概要（和文）：初代培養アストロサイトおよび Xenopus oocyte 強制発現系を用い

て、一酸化窒素がグリア型グルタミン酸トランスポーター GLAST および  GLT-1 を 

S-nitrosyl 化することにより機能阻害することを見いだした。新たな調節機構として多価不飽

和脂肪酸の一つであるドコサヘキサエン酸がグルタミン酸トランスポーター機能を更新するこ

とを見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）：We clarified that Nitric oxide inhibits glial L-glutamate transporter 

function, GLAST and GLT1, through S-nitrosylation using cultured astrocytes and 

Xenopus oocyte overexpressing these transporters.  We further found that docosahexaic 

acid enhanced L-glutamate transporter function.   
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１．研究開始当初の背景 

グリア型グルタミン酸（L-glutamate: 

L-Glu）トランスポーターは中枢神経系にお
いてシナプス前部から放出された L-Glu を
取り込みシナプス伝達を終結させるととも
に、細胞外 L-Glu 濃度を低値に保ち神経細
胞を L-glu 興奮毒性から保護する。非常に
多くの中枢神経疾患においてこのグリア型 

L-glu トランスポーターが変調をきたして
いる（Beart et al., 2007）。本研究では，グ
リア型 L-Glu トランスポーターの機能調節

機構を詳細に解析し、中枢神経疾患の新たな
予防治療薬開発の可能性を探ることを目的
とする。 

 

２．研究の目的 

これまでに、初代培養アストロサイト（グ
リア型 L-Glu トランスポーターのサブタイ
プの一つである GLAST を発現）を用いて
の新規調節物質を見いだした。その一つとし
て、一酸化窒素（nitric oxide: NO）が GLAST 

のトランスポート能を可逆的に阻害するこ
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とを発見した。さらに，この反応が NO に
よる GLAST 分子の S-NO 化を介してい
ることが示唆されている。そこで、本知見に
ついてさらに検討をすすめ、L-Glu トランス
ポーターが S-NO 化により可逆的に機能調
節されていることの証拠を得る。さらに、
Xenopus oocyte 強制発現系を用いて、
GLAST のみでなく成熟脳において占有的
に機能しているグルタミン酸トランスポー
ター GLT-1 の機能制御機構についても詳細
に検討する。また、グリア型 L-Glu トラン
スポーターを S-NO 化する化合物の探索も
行う。これらの実験で立ち上げたアストロサ
イト初代培養系、Xenopus oocyte 強制発現
系におけるグルタミン酸トランスポーター
電流測定実験を用いて、その他のグルタミン
酸トランスポーター機能調節機能を翻訳後
修飾に着目して検討する。 

 

３．研究の方法 

 
グルタミン酸トランスポーターの S-NO 化
による機能調節機構の検討 
1. 培養アストロサイトを用いた検討 

生後 3 日令ラット脳大脳皮質を 0.25% 

トリプシン及び 0.01% DNase 処理し、得ら

れた細胞を 10% FBS 含有改変 DMEM 培

地でコンフルエントになるまで 10-15 日間

培養した。フラスコを振とうし、培養細胞か

らアストロサイト以外の細胞を除去し、再度

コンフルエントになるまで 7 日間培養した。

0.1% トリプシン 1 mM EDTA を用いてア

ストロサイトを実験使用プレートもしくは

ディッシュに再播種しさらに 7 日間培養し

た。NO による分子制御を検討するため，

S-nitoroso-L-acetyl penicillamine （SNAP, 

100 M）により GLAST が S-nitrosyl 化

されているかどうか、ビオチンスイッチ法に

より検討した。 

2. Xenopus oocyte を用いた検討 

成熟動物の前脳アストロサイトに発現し
ている GLAST, GLT-1 両サブタイプに対す
る作用について検討する目的で、Xenopus 

oocyte に L-Glu トランスポーター（EAAT1 

[human GLAST]、EAAT2 [human GLT-1]）
を強制発現しトランスポーター電流を記録
した。トランスポーター cDNA を大腸菌で
増幅し NotI で直鎖化した。直鎖化した 

DNA を鋳型として RNA（cRNA）を合成し
た。コラゲナーゼ処理により濾胞細胞を除去
したアフリカツメガエル卵母細胞に cRNA 

を注入しトランスポーターを発現させた。こ
の卵母細胞に双ガラス電極膜電位固定法を
適用し膜電流測定を行なった。トランスポー
ターを介するイオン電流は卵母細胞を -50 

mV に保持し、-120 mV へ周期的なステッ

プパルスを加えた状態で、 L-Glu を用いて
誘発した。NO 関連試薬（SNAP, NNO1, 

aliphatic N-nitrosamines 等）はバスアプリ
ケーションでは反応のばらつきが大きかっ
たため、ナノインジェクターを用いて電流測
定中に直接 oocytes にインジェクションし
て検討した。 

 
グルタミン酸トランスポーターのその他の
翻訳後修飾による機能調節について 

Xenopus oocyte に EAAT1 もしくは 

EAAT2 を強制発現し、トランスポーター電
流測定実験によって、機能調節物質の探索お
よびその機能調節機構の検討を行った。この
際、本実験系の検出性、応用性をあげるため
実験系の調整を行ったので、これについては
研究成果として報告する。 

 
４．研究成果 
 
グルタミン酸トランスポーターの S-NO 化
による機能調節機構の検討 

培養アストロサイトを用いた検討 

SNAP 処理した培養アストロサイトはビオ
チンスイッチ法で弱いながら S-nitrosyl 化
が検出された。以上のことより、GLAST が
確かに NO により直接 S-nitrosyle 化を受
けていることが確認された。NO による 

GLAST の阻害について、Xenopus oocyte 

に強制発現させた GLAST（EAAT1）のトラ
ンスポーター電流測定実験によって、直接的
に確認した。NO generator である SNAP、
NO 放 出 を 介 さ ず 標 的 分 子 を 直 接 

S-nitrosyl 化する化合物 NNO1（東京大学
薬学部薬化学教室 大和田智彦教授より供
与）により EAAT1 電流が有意に阻害された。
成熟ラット前脳に占有的に発現している 

L-Glu トランスポーター GLT-1（EAAT2）
についても同様の検討を行ったところ、やは
り NO による調節を受けることを確認した
（投稿中）。さらに、東京大学薬学部薬化学
教室 大和田智宏教授より供与された 

aliphatic N-nitrosamines（Yanagimoto et 

al., 2007）について NO を介した L-Glu ト
ランスポーター阻害作用をもつものがある
かどうか探索を行ったが、残念ながら阻害作
用を持つものは見つけられなかった。 

 
Xenopus oocytes における EAAT1 もしく
は EAAT2 電流測定実験の検出性、応用性の
向上 

これまで Xenopus oocytes における強制
発現では  pcDNA3.1 を使用していたが、
Xenopus oocytes への高発現が知られてい
る pGHMHE に EAAT1, EAAT2 をのせか
えたところ、注入 cRNA 量を 1/5 に減少さ
せることができた。また、Xenopus oocytes 



に EAAT2 を強制発現させた場合、卵黄タン
パク質との相互作用のため、ウェスタンブロ
ッティングが非常に困難であった。そこでウ
ェスタンブロッティング実験で検出が容易
で、尚かつ、Xenopus oocyte への強制発現
が可能なエピトープ標識 EAAT2 コンスト
ラクト、「V5 (GKPIPNPLLGLDST) エピト
ープ標識を細胞外ドメインに挿入した 

EAAT2-V5 コンストラクト (EAAT2-V5)」
を開発し、ウェスタンブロッティングでの 

EAAT2 の検出を可能にした。 

 
グルタミン酸トランスポーターのその他の
翻訳後修飾による機能調節について 

EAAT1/EAAT2 電流を測定し，調節物質の
探索を行ったところ、NSAIDs である ジク
ロフェナクとナイフルミック酸に調節作用
があることを見いだした。このとき、付加的
なプロトン電流が惹起されていることを発
見した。これは，グリア型トランスポーター
に新たな機能調節機構が存在することを示
唆している。 

ツニカマイシンの適用によりグリコシル
化による機能調節の可能性についても検討
したがツニカマイシンはグルタミン酸トラ
ンスポーター電流に何ら影響を及ぼさなか
った。また、2-Bromhexadecanoic acid の適
用によりパルミトイル化による機能調節の
可 能 性 に つ い て も 検 討 し た が 

2-Bromhexadecanoic acid はグルタミン酸
トランスポーター電流に何ら影響を及ぼさ
なかった。 

SNARE 蛋白質である syntaxin（STX1A）
との相互作用による調節の可能性について、
中枢神経系において中心的な役割を果たし
ている  EAAT2 強制発現 Xenopus oocyte 

を用いた電流測定実験を用いて検討した。
EAAT2-V5 強制発現 Xenopus oocyte にお
いて、L-Glu 誘発  EAAT2 電流振幅値の 

L-Glu 濃度依存性、膜分画、total 分画の 

EAAT2-V5 蛋白質の発現を確認した。 また、
STX1A と  EAAT2 を 共 発現する と、 

EAAT2 電流の有意な減少が引き起こされた。
EAAT2-V5 と  STX1A との共発現により 

EAAT2 total 蛋白質量の低下が確認された
が、同様の傾向が mock との共発現において
も観察されてしまった。したがって、我々の
観察した STXA1 による EAAT2 制御は過
剰なタンパク質発現か RNA injection によ
る影響であることが示唆された。しかし、本
研究の過程でウエスタンブロッティング  

実験にて検出が容易で、尚かつ、Xenopus 

oocyte への強制発現が可能なエピトープ標
識  EAAT2 コ ン ス ト ラ ク ト 、「 V5 

(GKPIPNPLLGLDST) エピトープ標識を細
胞外ドメインに挿入した EAAT2-V5 コンス
トラクト (EAAT2-V5)」 が開発された点は、

今後、EAAT2 機能制御機構の検討において
非常に強力な実験ツールとなると思われる。 

次に、新たな EAAT2 機能調節機構として
多価不飽和脂肪酸（PUFA）に着目した。ド
コサヘキサエン酸（ docosahexaic acid: 

DHA）が急性的に EAAT2 電流を増強する
ことを見いだした。これは DHA の濃度依存
的な反応であることも確認した。細胞内不透
過 DHA である DHA-CoA も同様の作用を
呈したこと、DHA の oocyte 内へのインジ
ェクションではこのような作用が観察され
なかったことから、DHA の作用点が細胞膜
の外側であることが示唆された。以上の結果
は  DHA に よ る急性的か つ可逆的 な 

EAAT2 の新しい機能調節機構があることを
示している。 
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