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論文内容の要旨

【目的】

グルタミン酸トランスポーターは中枢神経系においてシナプスで放出されたグルタミン酸を特異的に細胞内に取り

込むことによって細胞外のグルタミン酸濃度を低レベルに保ち，グルタミン酸の興奮性神経毒性から細胞を防御して

いると考えられている。また，アルツハイマー病，筋萎縮性側索硬化症，庫撃などの神経変性疾患，脳虚血後の遅延

性細胞死などの現象と深く関わっていることで注目されている。

しかしグルタミン酸トランスポーターの基質認識部位やオリゴマリゼーションなど分子の構造と輸送メカニズムの

関係はよく分かっていなし、。これらの機能解析を行うため，まずウシ網膜の cDNA ライブラリーよりグルタミン酸

トランスポーター (GLAST) をクローニングし，アフリカツメカーエル卵母細胞発現系を用いて種々の解析を行った。

【方法ならびに成績】

グルタミン酸トランスポーターの遺伝子ファミリーに属するクローンを単離するため， グルタミン酸トランスポー

ターの遺伝子に共通なアミノ酸よりオリゴヌクレオチドプロープを作成し，ウシ網膜の cDNA ライブラリーをスク

リーニングした。その結果得たクローンの約90%はラットやヒトで報告されている既知のグルタミン酸トランスポー

ターの GLAST と非常に相向性の高いものであった。このことからまずウシ網膜で主要なグルタミン酸トランスポー

ターと考えられるこのクローンを cDNA ライブラリーより単離し，その全長の塩基配列を決定した。その結果，ラッ

ト GLAST/GluT-1 と 96% ， ヒト GLAST と 97%のアミノ酸配列の相同性を持ち， GLAST のウシホモローグと考え

られた。さらにアフリカツメ力、、エル卵母細胞発現系を用いて生理学的，薬理学的特性を解析した。ウシ GLAST の L­

グルタミン酸の取り込みに対する Km 値は約38.1μM であった。またウシ GLAST を介した [14CJ グルタミン酸の

取り込みは， DL-threo-β-hydroxyaspartate， L-CCG-III などの阻害剤によって特異的にブロックされた。

次に， グルタミン酸トランスポーターでバクテリアからヒトまで生物種間で高く保存されたアミノ酸残基に着目し，

膜貫通部位あるいはその付近に位置すると考えられる親水性の 4 つのアミノ酸残基に部位特異的点変異を導入するこ

とによりアミノ酸を置換した。

アフリカツメガエル卵母細胞発現系において，これら 4 種類の点変異タンパク (H328A， D400A, Q415A, D472A) 

のグルタミン酸取り込み能に対する影響を検討したところ， H328A, D400A, D472A を発現した卵母細胞への[14 CJ
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グルタミン酸の取り込みは完全にコントロールレベルにまで低下していた。 唯一 Q415A は野生形に対して約10% の

取り込みを残していた。 L-アスパラギン酸に関しでも同様の結果を得た。

次に電気生理学的に影響を検討した。アフリカツメガエル卵母細胞発現系において，膜電位を-60mV に固定しグ

ルタミン酸の取り込み時にこれらの分子を通って流れるイオン電流を測定した。その結果， グルタミン酸取り込み時

にうち向きのイオン電流が計測される野生型に対して変異型では完全にイオン電流も欠失していることが観察された。

またこれらの変異によりグルタミン酸取り込み能のみでなく， C 1 -チャネルとしての活性も欠失していることがわ
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またアフリカツメガエル卵母細胞発現系でこの完全に機能を欠失する変異型である D472A と野生型 GLAST タン

パクを同時に発現させることによるグルタミン酸取り込み能に対する影響を検討した。その結果，一定量の野生型

cRNA とともにインジェクションした D472A の cRNA の容量依存的にグルタミン酸の取り込みが低下することが

認められた。このことからこのタンパクの野生型と変異型がオリゴマーを形成し取り込み機能の低下をきたすと考え

られた。

【総括】

全ての生物種のグルタミン酸トランスポーターで保存されている 3 つのアミノ酸に部位特異的点変異を導入するこ

とによりグルタミン酸取り込み能は完全にブロックされた。

これらのアミノ酸は基質の認識や， クツレタミン酸トランスポーターで基質の輸送に不可欠な Na+， K+ イオンの認

識など， この分子で重要な機能を担っている可能性が示唆された。

また野生型と変異型を同一細胞に発現させるとグルタミン酸の取り込みが dose-dependent に阻害された。このこ

とから GLAST は少なくとも 2 量体以上で機能していることが示唆された。またこれらのオリコーマーはそれぞれのサ

7" ユニットが単独で機能しているわけではなく，オリゴ、マーの集合体となって初めて機能すると考えられた。

論文審査の結果の要旨

中枢神経系において，興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸は，その細胞外濃度が持続的に上昇するとグルタミ

ン酸レセプターの過剰刺激を介して，神経細胞に細胞死を起こさせることが知られている。一方グルタミン酸トラン

スポーターはグルタミン酸を特異的に細胞内へ輸送することにより， このグル・タミン酸の興奮性神経毒性より細胞を

防御している。

本研究では， ウシ網膜において細胞外のグルタミン酸濃度を調節する最も主要な分子であると考えられる GLAST

の cDNA を単離しその一次構造を決定するとともに，アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて， その生理学

的，薬理学的な特性を明らかにした。

さらに部位特異的点変異を導入することにより， グルタミン酸トランスポーターの基質認識なと‘の重要な機能に関

与する可能性の強いアミノ酸残基を同定した。また， これらの変異型を野生型の GLAST とアフリカツメガエル卵母

細胞に共発現させることによりクールタミン酸の取り込み能が低下することから， この分子がオリゴ、マーを形成して機

能することを明らかにした。

これらの知見はグルタミン酸トランスポーターの分子メカニズムの解明に貢献するだけでなく，筋萎縮性側索硬化

症などの神経変性疾患やその病態の解明にも寄与するものであり，学位授与に値する o
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