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研究成果の概要（和文）：シナプス小胞中のポリアミンは、開口放出され、NMDA受容体の結合部位に結合しグル
タミン化学伝達を制御している。VPATはポリアミンの小胞濃縮を司るトランスポーターでありアミントランスポ
ーターSLC18ファミリーの一つである。本研究において、精製VPAT封入リポソームを用い、ポリアミン輸送に必
須のアミノ酸残基を同定した。VPATのモノアミンに対する輸送能が想定より低くポリアミンへの特異性が高いこ
と、蛍光性炎症マーカーを輸送することを実証した。ショウジョウバエ・ホモログもVPATと似た基質認識能を持
っていた。これらの成果を統合し、化学伝達物質としてのポリアミンの生物学的意義を考察した。

研究成果の概要（英文）：Spermine and spermidine are stored in synaptic vesicles, released through 
exocytosis, bind to the specific binding sites of NMDA receptors, and regulate glutamatergic 
chemical transmission. Vesicular polyamine transporter (VPAT), a member of the amine transporter 
family SLC18, is responsible for vesicular storage of polyamines. Using purified VPAT-containing 
liposomes, I identified amino acid residues essential for polyamine transport. I also showed that 
VPAT preferred polyamines as substrates than expected and transports a fluorescent inflammatory 
biomarker. Drosophila homolog also had a substrate recognition ability similar to that of mammalian 
VPAT. Based on these observations, I discussed biological significance of polyamines as chemical 
mediators.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はVMAT, VAchT研究とポリアミン生物学化学の研究の歴史の上に立つものであり、両研究を本質的に発展
させるものである。すなわち、生体アミンによる化学伝達は従来言われていたようにモノアミン類とアセチルコ
リンだけなくポリアミンも含まれる広い範囲のものであること、またポリアミンはこれまで知られていたように
遺伝子タンパク質発現時の制御調整因子としての機能だけでなく化学伝達物質としても機能することを示す証拠
を得ることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
スペルミンやスペルミジンは細菌からヒトに至るま

で生物に普遍的に存在するポリアミンであり、遺伝

子複製や増殖・分化等に必須である(Pegg, 2016)。

ポリアミンは、ほ乳類においては、遺伝子発現制御

や代謝制御だけでなく、細胞間情報伝達物質として

機能しており化学伝達を制御していることがわかっ

てきた。すなわち、神経においてポリアミンは高濃度(0.１M程度)シナプス小胞に濃縮され、シ

ナプス間隙に開口放出される(Harman and Shaw, 1981; Masuko et al., 2003)(図１)。放出さ

れたポリアミンはNMDA受容体やAMPA受容体の特異的結合部位に結合しグルタミン酸化学伝達を

調整している(Williams 1997; Pegg, 2016)。低濃度では興奮性化学伝達が強く亢進される。こ

のシグナリングの制御異常と統合失調症等の神経疾患の発症との間に密接な関係があることが

わかってきた。神経系におけるポリアミンの作用は、ポリアミン作動性化学伝達によるものと考

えることができるが、その全貌は不明であった。申請者はポリアミンをシナプス小胞に濃縮する

新規小胞型トランスポーターを同定し、小胞型ポリアミントランスポーター(vesicular 

polyamine transporter, VPAT)と命名した(Hiasa et al., 2014, Moriyama et al., 2017)。

VPATは、神経系におけるポリアミンの蓄積・放出に対する強力な分子マーカーであり、VPATに焦

点を合わせることでポリアミン作動性化学伝達の基本特性（いつ、どこで、どのように駆動され

るのか、興奮性化学伝達の調整以外にどのような生理機能を司るのか）が解明できることになっ

た。 

 VPAT はアミン・トランスポーターファミリー

(SLC18)の４番目のメンバーSLCB1 であり vesicular 

monoamine transporter 1 (SLC18A1, VMAT1), 

vesicular monoamine transporter 2 (SLC18A2, 

VMAT2),vesicular acetylcholine transporter 

(SLC18A3, VAchT)に続くものである(Moriyama et 

al., 2017)（図２）。VMAT及び VAchT はそれぞれモノ

アミン及びアセチルコリンのシナプス小胞充填を司

っており、モノアミン及びコリン作動性化学伝達に必

須である。VPAT の発見により、生体が伝達物質として利用するアミン

類はモノアミン類だけでなく、ポリアミンも含むアミン全体に及ぶことも明らかとなった。 

２．研究の目的 

本研究により、VPAT の構造機能を解析する。VPAT は小胞型アミントランスポーターファミ

リーの一つ SLC18B1 によりコードされており動物に広く存在する。昆虫・ホモログの機能を

解明する。これらの成果を統合し、化学伝達物質としてのポリアミンの生物学的意義を解明

する。 

 

3. 研究の方法 
  Nelson の方法(Leviatan S et al., (2010) JBC 20525689)により大腸菌内で発現させ

た wild/mutant ヒト及びショウジョウバエ VPAT を界面活性剤 phoscholine で可溶化し

図 2 SLC18ファミリー 

図 1 小胞型ポリアミントランスポーター機構 



 

 

affinity 精製し大豆リン脂質リポソームに組み込んだ。(NH4)2SO4希釈法(Adam Y et al., 

(2008) AmJPhys18287335)により人工的に pH 勾配を形成したリポソームへの基質の取り込

みは centrifuge column 法により行った。抗 VPAT 抗体を用いた免疫組織化学は常法により

行った。 

 

４.研究成果  

 

ヒト及びマウス VPAT の大腸菌を用いた大量発現系を新たに構築し SDS ゲル電気泳動により

VPAT を単一バンドになるまで精製した。VPAT をリポソームに組み込み各種アミンの輸送を

測定した。その結果、以前の報告(Hiasa et al., 2014 Sci Rep 4, 6836)の結果を修正す

る必要があることを見出した。すなわち、serotonin は VMAT だけでなく VPAT の良い基質で

あり、VAchT にも基質として認識されることを報告した。しかしこの結果は serotonin の膜

透過性を考慮しないものであり、トランスポーターによる輸送は高々３０％程度であった。

すなわち、SLC18メンバーの基質特異性は高い。アクリジン系蛍光色素 CDg16 は活性化マク

ロファージの酸性顆粒内に蓄積し蛍光を発することから炎症の biomarker として用いるこ

とができる。この蓄積に SLC18B1が関わっていることが示唆されていた(Park SJ et al., 

2018 Nature Commun. 30846702)。この結論を実証した。VPAT は CDg16 を pH依存的に能動

輸送した。VPAT は１２回膜貫通型トランスポーターである。TMD4 の Arg 残基及び TMD7 の

Asp残基は既知の全ての SLC18B1メンバーに保存されている。これらの Ala変異体を精製し

アミン輸送活性を測定した所、野生型の活性に比べ 80%低下していた。現在、変異体の基質

特異性の変動について詳細に検討している。VPAT の特異抗体を調製し、これを用いて VPAT

の発現部位を免疫組織化学的に調べた。神経やアストロサイト以外に広範な組織・細胞で

VPAT が発現していることを明らかにした。なお、これまで、単離したオルガネラにおける

ポリアミン輸送活性測定は輸送実験に使用するニトロセルロース膜へのポリアミンの非特

異的吸着が高いために Masuko ら(2003, J Neurochem 12558981)以外では成功していない。

今回、輸送測定系を改良し単離したオルガネラにおけるポリアミン輸送活性測定が定量的

にできるようになった。ショウジョウバエの VPAT homologue の cDNA を都神経研斉藤博士

宮下博士より分与いただき発現系を構築した。精製 VPAT homologue のアミン輸送活性を測

定した結果、昆虫型 VPAT であることを実証した。 
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