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研究成果の概要：小胞型 GABA トランスポーター (vesicular inhibitory amino acid 

transporter, VIAAT) はシナプス小胞に存在する GABA の能動輸送タンパクであり、GABA シグ

ナルの出力に本質的に重要である。しかしながら、VIAAT 分子自体の構造や GABA の輸送機構に

関する研究はほとんど進んでいない。私は，昆虫細胞を用いた高発現系から得られる精製 VIAAT

と F-ATPase をリポソームに再構成することでできる VIAAT の輸送活性測定系を応用し，GABA

輸送に必須のアミノ酸残基を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
γーアミノ酪酸 (GABA) は精神活動の

中でも抑制性のシグナル伝達を司る神経
伝達物質である。GABA作動系は神経がGABA
を伝達物質として利用するためのシステ
ムであり，GABA をシナプス小胞内へ濃縮し，
細胞外へ放出する「出力系」，GABA シグナ
ルを受け取る「入力系」，そして GABA シグ
ナルを停止させる「終止系」で構成されて
いる。入力系と終止系はそれぞれ GABA 受
容体と細胞膜型 GABA トランスポーターが
中心的な役割を果たしている。これらの系

は分子レベルの解析が進んでいる。一方，
小胞型GABAトランスポーター (vesicular 
inhibitory amino acid transporter, 
VIAAT) はシナプス小胞に存在するGABAの
能動輸送タンパクであり，GABA シグナルの
出力に本質的に重要である。VIAAT は分子
量 56 kDa の 10 回膜貫通領域を持つ膜タン
パクであり，その cDNA は 1997 年にクロー
ニングされている (Mclntire et al., 
Nature 389 (6653): 870-876, 1997)。し
かしながら，これ以降，VIAAT 分子自体の
構造や GABA の輸送機構に関する研究はほ
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とんど進んでいない。 
 私はこれまで末梢，特に膵臓ランゲルハ
ンス氏島（ラ氏島）におけるグルタミン酸
シグナリングの生理機能についての研究
を行ってきた (Muroyama et al., Diabetes 
53: 1743-1753, 2004, Uehara et al., 
Diabetes 53: 998- 1006, 2004, Hayashi et 
al., J. Biol. Chem. 278 (3): 1966-1974, 
2003)。そして，ラ氏島で発現している新
規グルタミン酸受容体を発見し，さらに，
この受容体が血糖調節制御に関わってい
ることを見いだした。一連の研究の中で，
私は VIAAT に興味を抱いた。というのはラ
氏島には GABA のシグナリングも起こって
おり，VIAAT 様のタンパクが発現している
証拠を得ることができたからである。つま
り，ラ氏島β細胞から GABA が分泌される
にもかかわらず，ラ氏島β細胞のライン化
細胞である MIN6 cells のシナプス小胞様
オルガネラには VIAAT が発現していなか
った。さらに，α・βライン化細胞を用い 
VIAAT の基質である GABA の輸送活性を
測定したところ，両者では GABA に対する
親和性に差が見られた。つまり，β細胞の 
VIAAT は神経において同定された VIAAT 
とは異なる新規のものであると考えられ
る  ( Hayashi et al., Diabetes 52 : 
2006-2074, 2003 )。また，私はβ細胞の 
VIAAT は既知の VIAAT と一部共通する塩
基配列を有することを明らかにした。した
がって，ラ氏島β細胞で見いだした VIAAT
様タンパクは神経のVIAATとは免疫学的に
も遺伝子配列においても少し異なるイソ
型であると考えられた (Hayashi et al., 
Diabetes 52: 2006-2074, 2003)。このVIAAT
様タンパクの構造と機能を明らかにする
ためには，神経の VIAAT の構造と機能を明
らかにすることが，まず重要であると考え
た。 
 私が以前所属していた研究室において，
小胞型グルタミン酸トランスポーター，
VGLUT のインビトロ機能測定系が開発され
た。これは，昆虫細胞を用いた精製 VGLUT
と精製した大腸菌由来のプロトンポンプ
を使用する。この系を用いることにより
VGLUT の機能残基を同定することができた。
私はこのインビトロ測定系をVIAATの活性
測定に応用することにより，VIAAT の構造
と機能解析ができると考えた。実際，精製
したVIAATと大腸菌由来のプロトンポンプ
を利用したインビトロVIAAT機能測定系の
構築に成功した。この系は感度がよく，変
異VIAATの活性測定から輸送に関与するア
ミノ酸残基を特定することができると考
えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では，GABA による化学伝達におい
て最も重要な膜タンパクの一つである
VIAAT の構造と機能を分子レベルで明らか
にする。そして，ラ氏島における VIAAT 様
タンパクを同定し，神経の VIAAT と新規
VIAAT を比較する。そして，GABA シグナリ
ング系の全貌を解明する。 
 具体的には以下の実験を行う。細胞が
GABA を分泌するためには GABA が小胞に能
動輸送されることが必要である。そこで，
インビトロVIAAT機能測定系を駆使しGABA
輸送に関与するアミノ酸残基を同定する。
VIAATはGABAだけでなくグリシンも基質と
する。GABA とグリシンの輸送機構の違いを
速度論的に解析する。ラ氏島β細胞に発現
する新規 VIAAT をクローニングし，既知の
VIAAT の輸送活性と比較する。 
 研究項目は (1)再構成系を用いた VIAAT
の構造と機能解析 (2)膵臓ランゲルハン
ス氏島β細胞における新規VIAATの構造と
機能解析 の 2つに大別する。 
 
３．研究の方法 
(1) 昆虫細胞とバキュロウイルス発現系
によりラットVIAATのワイルドタイプ及び
変異体タンパクを発現させ，細胞を回収し，
膜画分を調製した。膜画分を2%オクチルグ
ルコシドで可溶化し，遠心分離にて得られ
た上清をレジンと反応させた。レジンより
60 mM イミダゾールにてタンパクを溶出し
た。一方，大腸菌 F-ATPase はグリセロー
ル密度勾配遠心法により精製した。精製
VIAATと大腸菌F-ATPaseは凍結融解法にて
リポソームに再構成した。VIAAT の輸送活
性測定はセファデックス G-25 をつめたカ
ラムを用いた遠心法により行い，RIラベル
された GABA 及びグリシンのリポソームへ
の取り込みを調べた。 
(2) ラ氏島から mRNA を抽出し，キットを
用いて cDNA ライブラリーを作製した。以
前ラ氏島において見つけた既知のVIAATと
一部共通する塩基配列を用い，スクリーニ
ングをした。 
 
４．研究成果 
(1) VIAATにおける GABA の輸送は ATP に依
存し (図 1)，Km 値は 0.8 mM，Vmax 値は 41 
nmol/min/mg であった。VIAAT の輸送活性
は F-ATPase 阻害剤である azide により阻
害されたが，V-ATPase 阻害剤である
bafilomycin A1には阻害されなかった。ATP
に 依 存 的 な GABA の 取 り 込 み は
carbonylcyanide 3-chlorophenylhydrazone
(CCCP) に感受性が大きいことから電気化
学的ポテンシャル差を駆動力としている
と考えられた。また，Valinomycin により
コントロールと比べ 24％まで減少し，K+存



在下においてnigericinにより57％まで減
少した。そして，Valinomycin と nigericin
共存下では活性はほとんど検出されなか
った。さらに，プロトン勾配を消失する硫
酸アンモニウムでは GABA の取り込みはわ
ずかに低下した。これらの結果から，この
アッセイ系においてVIAATは主に膜電位差
を輸送活性の駆動力とし，プロトン勾配も
一部関与していることが明らかとなった。 

VIAAT 膜貫通領域 (TMD) において種の
間で保存された電荷を持つアミノ酸に注
目し，TMD2 の 213 番目のグルタミン酸及び
TMD6の351番目のリジンを部位特異的変異
導入法によりアラニンに置換した(図 2)。
変異体Glu213Ala及び Lys351Alaにおける
GABA の輸送活性を測定した。変異体
Glu213AlaにおいてATPに依存したGABAの
輸送はほぼ完全に阻害された。一方，変異
体 Lys351Ala における GABA の輸送活性は
ワイルドタイプに比べ約 80%であった。
Glu213AlaのVmax値は検出できなかったが，
Lys351Ala では Km値は 1.0 mM及び Vmax 値
は 50 nmol/min/mg であった。したがって，
VIAATにおけるGABAの輸送にはTMD2の213
番目のグルタミン酸が必須であることが
示唆された。 

これまで，VIAAT はグリシンも輸送する
と考えられていたが，直接的な証拠はなか
った。そこで，精製した VIAAT と F-ATPase
をリポソームに再構成し，ATP に依存した
グリシンの取り込みを検討した。グリシン
の輸送において Km値は 2.8 mM，Vmax 値は
5.3 nmol/min/mg であり，GABA の輸送と比
べ大きく異なった。さらに，イオノフォア
やアンモニウムイオンの効果においても， 
GABA の輸送と比べ感受性が低かった。
Glu213Ala においてグリシンの取り込みは
ほとんど検出できず，GABA と同様であった。

Lys351Ala では Km値は 3.4 mM， Vmax 値は
6.6 nmol/min/mg であった。したがって，
VIAAT においてグリシンも輸送の基質にな
ることが明らかとなった。さらに，VIAAT 
の TM2 にある 213 番目のグルタミン酸は
GABA だけでなくグリシンの輸送にも必須
であることが明らかになった。 
(2) ラ氏島 mRNA 10 μgから遺伝子ライブ
ラリーを作製した。そして，約 1×108 
pfu/mL のウイルス溶液を得た。これを用い
一次スクリーニングをしたところ約 40 万
個の遺伝子が得られた。最終的に 8個の遺
伝子が得られ，シークエンスを読んだとこ
ろそのうち 5個は既知の VIAAT であり，残
り3個は全て全長を含まない遺伝子であっ
た。そこで，全長配列を含む遺伝子を得る
ため同じ遺伝子ライブラリーにおいて，N
末に近いプローブを用い，スクリーニング
をした。その結果41個の遺伝子が得られ，
現在全ての遺伝子シークエンスを読んで
いるところである。 
 
(1) 今回，VIAAT における GABA 及びグリシ
ンの輸送活性において Glu213 が必須のア
ミノ酸残基であることが明らかとなった。
さらに、この高感度なインビトロ活性測定
系を応用することにより，VIAAT 輸送活性
に必須の他のアミノ酸残基やVIAATの分泌
小胞へのターゲティングに関わる分子基
盤が明らかとなり，GABA シグナリングの全
貌解明につながるだろう。 
(2) 今後，ラ氏島β細胞に発現する新規
VIAAT をクローニングし，昆虫細胞とバキ
ュロウイルス発現系により，タンパクを発
現させ，インビトロ活性測定系を用いて輸
送活性を測定する。そして，既知の VIAAT
と比較したいと考えている。 
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