
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

若手研究(B)

2014～2013

グルタミン酸誘導的な細胞死を調節するタンパク質複合体の解析

Characterization of protein complex regulating glutamate-induced cell death

１０６１６３２９研究者番号：

王　旻（Wang, Min）

東京大学・教養学部・特任助教

研究期間：

２５８３００４７

平成 年 月 日現在２７   ９ ２４

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：すぐに虚血後に発生するグルタミン酸の蓄積は、神経毒性につながるグルタミン酸受容体の
過剰な刺激をもたらします。然し、今の治療は正常な脳の機能に必要とされるシナプス後グルタミン酸反応を抑制する
ので、脳卒中治療におけるグルタミン酸受容体拮抗薬の臨床応用が失敗しました。したがって、虚血性脳卒中の治療の
ために、代替のターゲット/経路を求められている必要があります。
本研究では、GAPDHはGluR2NTとの直接的な相互作用を介してタンパク質複合体を形成し、AMPARの活性化はGluR2とGAPD
Hの共内化とそれに続く核移行を促進し、核のGAPDH / p53の複合体形成を促進することを発見しました。

研究成果の概要（英文）：The accumulation of glutamate, which occurs immediately after ischemia, results 
in excessive stimulation of glutamate receptors leading to neurotoxicity. However, clinical application 
of glutamate receptor antagonists in stroke treatment has failed since these treatments suppress 
postsynaptic glutamate response that is needed for normal brain function. Therefore, alternative 
targets/pathways for therapeutic treatment of ischemic stroke must be sought.
We have been able to demonstrate for the first time that the GluR2 AMPAR-mediated neurotoxicity is 
mediated by a novel mechanism that involve several steps: (1) GAPDH forms a protein complex with AMPAR 
through its direct interaction with the GluR2NT, (2) AMPAR activation promotes co-internalization and 
subsequent nuclear translocation of GluR2 and GAPDH, and (3) the formation of the nuclear GAPDH/p53 
complex and the activation of nuclear p53-mediated cell death pathways.

研究分野：総合生物

キーワード： Neurotransmitter　Receptors　Glutamate　Cell Death
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  グルタミン酸は、脳内の主要な興奮性神

経伝達物質であり、多くの生理学的機能に関

与しています [1]。また、そのような発作お

よび脳卒中の治療に臨床上有益であっても

よいグルタミン酸受容体機能に拮抗する化

合物の希望につながった神経毒性に関連し

ているてんかんなどの神経病理学的疾患に

関与しています[2]。しかし、グルタミン酸

アンタゴニスト療法は、重篤な副作用に起因

する臨床試験で失敗しました。これは、正常

な脳機能の維持におけるグルタミン酸受容

体媒介神経伝達の必須の要件で指定された

驚くべきことではありません。したがって、

具体的にはグルタミン酸受容体媒介性神経

毒性を標的と代替方法は、脳卒中の治療の可

能性であってもよいです。 

  興奮性シナプスで速いシナプス伝達を

仲 介 す る

AMPA(a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol

e-4-propionic acid) 型グルタミン酸受容体

(AMPAR)は、しっかりと両方のグローバルお

よび焦点虚血性脳卒中後の神経喪失の選択

パターンに関連付けられています[3]。かな

りの証拠は、虚血は、特定の脳領域における

AMPAR サブユニットの発現パターンの変化を

引き起こす可能性があることを示しており

[4-5]、AMPAR アンタゴニストは、虚血誘発性

神経細胞死に対する保護効果を発揮します

[6]。しかし、基礎となるメカニズムはよく

わかっていないままです。近年、GRIP 

(glutamate-receptor-interacting-protein) 

[7] 、 NSF (Nethylmaleimide-sensitive 

factor) [8]、PICK (protein interacting 

with C kinase) [9]などの細胞内タンパク質

の様々な、AMPAR の GluR2 サブユニットに結

合することが報告されています。これらのタ

ンパク質は、受容体の標的化またはクラスタ

リングではなく、受容体活性およびシグナル

伝達経路の活性化の調節だけでなく、重要な

役割を果たしています。また、私たちを、Na 

+ -K + ATP アーゼは、AMPAR の GluR2 サブユ

ニットに結合し、AMPAR の代謝回転を調節発

見しました[10]。このように、AMPAR とこれ

らのタンパク質間の相互作用を調節するこ

とは、脳の特定の領域で AMPAR を標的とする

ことができる場合があります。 

  AMPAR は興奮毒性に寄与し、 AMPAR アン

タゴニストは神経損傷に対する保護を示し

ました。 AMPAR に拮抗するだけでなく、この

ような非損傷ニューロンにおけるグルタミ

ン酸の興奮性神経伝達としての生理的機能

をブロックするため、しかし、完全に AMPAR

を遮断することは、動物およびヒトに致命的

である可能性があります。したがって、多分

実り選択に影響を受けないグルタミン酸の

生理作用を残して、 AMPAR 相互作用タンパク

質を調節することにより、脆弱ニューロンに

おけるAMPARの病理学的効果をブロックしま

す。 

 
２．研究の目的 
  虚血性脳梗塞は深刻な健康問題で、ヒト

の死の主要な要因である。脳内のグルタミン

酸レべルは脳こうそくの後で上昇している

ことが多く、神経細胞死に重要な役割を果た

すと考えられている。従って、グルタミン酸

受容体依存的な細胞毒性の制御を理解する

ことは、虚血性脳梗塞の治療法の開発にとっ

て重要である。本研究では、グルタミン酸受

容体の機能を制御するタンパク複合体とそ

の細胞死におけいる役割を理解することを

目的とする。  

 
３．研究の方法 
  以前に我々のグループで説明したよう

に GST 融合タンパク質、ミニ遺伝子、タンパ

ク質アフィニティー精製、インビトロ結合、

同時免疫沈降およびウェスタンブロット、細

胞にELISAアッセイを実施しました[11-13]。 

 



(1) AMPAR 媒介性の興奮毒性の定量  

  GluR1 / 2 サブユニットでトランスフェ

クトした HEK- 293T 細胞を、 24 時間、37℃

で 300 μMのグルタミン酸/ 25 μMのシクロ

チアジドで処理しました。細胞を 37 ℃で 24

時間回復させました。細胞死を定量するため

に、培地を、ヨウ化プロピジウム（ PI ） 50

μg/ ml を含む細胞外液と交換しました。 

37 ℃で 30 分間のインキュベーション後、各

ウェルの蛍光強度をプレートリーダーで測

定しました。死細胞の割合は、グルタミン酸

処理した細胞で発生した細胞毒性のために

標準化しました。 

(2) 核の精製 

  細胞を穏やかに、氷冷 PBSで 2回すすぎ、

溶液 1 (10 mM Hepes, pH 8.0, 10 mM KCl, 1.5 

mM MgCl2, 1 mM DTT, proteinase inhibitor 

and PMSF)  1ml に掻き取りました。細胞が膨

潤する 15 分間氷上で放置しました。次に、 

1％ NP-40 を添加し、細胞を 8,000 ×g で短

時間遠心分離しました。ペレットを溶液2 (20 

mM Hepes, pH 8.0, 1.5 mM MgCl2, 25% glycerol 

(V/V), 420 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 

proteinase inhibitor and PMSF)の 175 μL

に再懸濁し、 25 ゲージ針を介して均質化し

ました。核の懸濁液を 4℃で 30 分間攪拌し、

次いで、 4 ℃で 5分間、 16,000 ×gで遠心

分離しました。上清を核抽出物です。 

 
４．研究成果 

(1) GluR2 サブユニットは、直接 GAPDH と相

互作用します 

  GAPDH と相互作用することができるの

GluR2 サブユニット上の領域を同定するため

に、我々だけでは、可溶化ラット海馬組織か

ら精製する「プルダウン」 GAPDH をアフィニ

ティー GST- GluR2NT (V22-E545) 、  GST- 

GluR2CT (I833-I883) と GST を用いたアフィニ

ティー精製実験を適用しました。その後のウ

ェスタンブロット分析は GluR2NT 及び GAPDH

はなく、 GST- GluR2CT との関連を確認しま

した（図１）。このように、 GAPDHのみ GluR2NT

と 特 異 的 に 相 互 作 用 し ま し た 。  

 
  GAPDH との相互作用に関与 GluR2NT の領

域にこれらの結果を確認し、描写するために

三 GluR2NT GST 融合タンパク質（図２G）を

構築し(GluR2NT1: V22-S271, GluR2NT2: K272-I421, 

GluR2NT3: L422-E545) 、アフィニティー精製実

験に使用しました。図２Ａに示すように、唯

一の GST- GluR2NT1 は GluR2 のサブユニット

は、その NT 領域を介して GAPDH と相互作用

することを示す GAPDH を沈殿させました。 

GluR2NT1 領域の切断一連の後、 GAPDH と相

互作用する部位をマッピングするために作

成されました。図２Ｂ−Ｃに示すように、唯

一の GST- GluR2NT1-3(H122-K172) 及び GST- 

GluR2NT1-3-22 (Y142-K172) は、ラット海馬組織

由来の GAPDH を沈殿させることができまし

た。 

  GAPDH との GluR2 サブユニットは互いに

直接相互作用するという証拠を提供するた

めに、我々は、in vitro 結合アッセイを行い

ました。図２Ｄに示すように、 in vitro で

翻訳[35S] GAPDH と GluR2NT1 との間の直接的

なタンパク質 - タンパク質相互作用の特異

性を示す、 GST- GluR2NT1 ではなく GST- 

GluR2NT2 、 GST- GluR2NT3 または GST のみ

とハイブリダイズ-GAPDH プローブ。私たちの

アフィニティ精製実験と一致して、 in vitro

で翻訳された[35S] -GAPDH プローブのみ

GST- GluR2NT1-3 および GST- GluR2NT1-3-2

とハイブリダイズ（図２Ｅ−Ｆ）。一緒に、こ

れらのデータは、 GAPDH は GluR2NT の Y142 - 

K172領域を介したGluR2サブユニットと直接



タンパク質間相互作用を形成していること

が 示 唆 さ れ ま し た 。  

 

(2) AMPAR の活性化は、 GAPDH と GluR2 の間

の複合体形成を促進しました 

 

我々は、 AMPAR / GAPDH 複合体の形成に

AMPAR 活性化の効果を調べました。GluR1 / 2

サブユニットを発現する HEK - 293T 細胞に

おける AMPAR の活性化（ 100μM グルタミン

酸）は 75 ± 18％ (mean ± SEM, n=3), の

GluR2 と GAPDH の共免疫沈降を増加させまし

た（図３）。アゴニスト刺激が大幅に直接免

疫沈降のGluR2サブユニットのレベルを変化

させませんでした（図３）。また、 スクラン

ブル GluR2NT1-3-2 ミニ遺伝子(GluR2NT1-Scram)

ではなく、GluR2NT1-3-2 ミニ遺伝子の共導入

は、かなりトランスフェクトされたHEK- 293T

細胞における AMPAR / GAPDH 複合体形成にお

けるアゴニスト誘導性の増加を抑制しまし

た（図３、mean±SE, n=3）。 

(3) GAPDH - GluR2 の相互作用の破壊は AMPAR

により引き起こされる細胞死を抑制しまし

た 

 

  AMPAR と GAPDH の両方が独立して細胞毒

性に関与することが示されています

[14-18]。 AMPAR の活性化が AMPAR / GAPDH

複合体の形成を促進した観察は、 GAPDH - 

GluR2 のタンパク質 - タンパク質相互作用

がAMPAR媒介性の興奮毒性を媒介する役割を

果たしている可能性が示唆されました。以前

の研究と一致して、GluR1 / 2を発現するHEK- 

293T 細胞をグルタミン酸の処置は、著しい細

胞死を引き起こしました（図４Ａ）。  

  AMPAR媒介細胞死におけるGAPDH / GluR2

の相互作用の関与を調べるために、GluR1 / 2

発 現 す る HEK - 293T 細 胞 で あ った

GluR2NT1-3-2 ミニ遺伝子で同時トランスフ

ェクト。図４Ｂに示すように、 GluR2NT1-3-2

ミニ遺伝子が実証、 56 ± 2％ AMPAR 媒介性

の細胞死を減衰し、その AMPAR 媒介性の細胞

死から GAPDH - GluR2 の結合救出細胞の破壊

（図４Ｃ）。一緒に、これらのデータはさら

に、 GAPDH - GluR2 のタンパク質 - タンパ



ク質相互作用は、 GluR2 の AMPAR 媒介性細胞

死に寄与し得ることを支持しています。 

(4) GAPDH との GluR2 が GAPDH - GluR2 の相

互作用を介して核に移行します 

  以前の研究は、 GAPDH は、 SIAH1 は結

合後に核移行することにより、アポトーシス

細胞死を開始したことを明らかにしました

[15, 19]。グルタミン酸刺激は GAPDH に核移

行を促進しました。したがって、我々は内在

化 GAPDH が AMPAR アゴニスト刺激による核に

移行したかどうかを検討しました。 GluR1 / 

2 サブユニットを発現する HEK - 293T 細胞に

おける AMPAR の活性化後、GAPDH だけでなく、 

GluR2 も核局在化の著しい増加を示しました

（図５Ａ−Ｃ）。また、 GAPDH との GluR2 の

核移行は GluR2NT1-3-2 ミニ遺伝子との共導

入によって遮断されました（図５Ａ−Ｃ）。 

LaminB1 核マーカーとして使用し、 αチュー

ブリンは、細胞質のマーカーとして使用しま

した。  

 

(5) AMPAR の活性化は、核 GAPDH - p53 の結

合を促進します 

  p53 は、アポトーシスを開始することが

でき、腫瘍抑制および転写因子は、以前にグ

ルタミン酸が媒介する興奮毒性に関与しま

した[20-22]。さらに興味深いことに、以前

の研究では、 GAPDH およびニューロンのアポ

トーシスに関与するp53の間の相互作用を示

しました[23].。そこで、 GluR2NT および

GAPDH は実験を「プルダウン」の親和性を使

用してp53と相互作用するかどうかを試験し

ました。 GST- GAPDH はラット海馬神経細胞

の核抽出物（図６Ａ）からの p53 を沈殿させ

ました。図６Ｂに示されるようにまた、 

GAPDH 用の GluR1 / 2 のサブユニットを発現

する HEK- 293T 細胞の単離された核からの

p53 と共免疫沈降。これは、 AMPAR の活性化

は GAPDH および p53の複合体の形成を促進す

るように見えることを示しています。 

GluR2NT1-3-2 ミニ遺伝子との同時トランス

フェクションが GAPDH / p53 の相互作用を阻

害しているため、 p53 は、 GAPDH - GluR2

の結合に対する阻害剤、競争力として作用し

ました。 

 

(6) GAPDH - p53 は GluR2 の媒介性細胞死に

重要な役割を果たしています 

  GAPDH および p53 の両方は、独立して細

胞毒性に関与することが示されています[14, 

21]。我々は GluR2 の、 GAPDH および p53 お

よび核移行イベント間のシーケンシャルタ

ンパク質 - タンパク質相互作用が AMPAR 媒

介性の興奮毒性を媒介するのに重要な役割

を果たしている可能性があることが疑われ

ます。 GluR2 の媒介細胞死における p53 の役

割を調べるために、我々は前グルタミン酸処

理への p53 阻害剤の PFT -α(pifithrin-a,  

10 mM, 1 hour) での GluR1 / 2 サブユニッ

トを発現する HEK - 293T 細胞を前処理し。 

PFT - αは、予め DNA 損傷剤、アミロイドβ

ペプチド、グルタミン酸および虚血によって

誘導されるアポトーシスに対してニューロ



ンを保護するために使用されたp53の阻害剤

です(16, 17)。図７Ａ−Ｂに示すように、 HEK- 

293T 細胞における PFT - α処理顕著に抑制

グルタミン酸誘発細胞死はの GluR1 / 2 サブ

ユニットを発現するが、GluR1 / 3 サブユニ

ットを発現する HEK- 293T 細胞におけるグル

タミン酸誘導性の細胞死を抑制しませんで

した。これは GluR2 の AMPAR 媒介性細胞死は

p53 依存性であることを示唆しています。 
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