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研究成果の概要（和文）：トランスポーターは物質輸送を通じて、栄養素の取り込み、老廃物や

薬物の排出、情報の伝達等様々な生命活動に関わっている。これらのトランスポーターの輸送

活性の測定はトランスポーター機能の解明や新しい薬の開発に必須な項目となっている。本研

究ではリポソームを用いたトランスポーターの輸送活性測定法の改善を目指した。 
 
研究成果の概要（英文）：Transporters contribute to various biological activity including 
uptake of nutrients, exclusion of waste products and  drugs. It also contribute to signal 
transmission through their transport activity across the membrane.  Measurement of 
transport activity is an essential part of functional study of transporters and development 
of novel drugs.  In this study, we investigated the transport assay with reconstituted 
liposomes. 
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１．研究開始当初の背景 
 トランスポーターは物質輸送を通じて、栄
養素の取り込み、老廃物や薬物の排出、情報
の伝達など様々な生命活動に関わっている。

トランスポーターが正常に機能している事
は健康の維持に不可欠であるために、多くの
研究者の注目を集めている。また、トランス
ポーターは薬物の体内濃度を決定する重要
な因子であるため、新しい薬の開発にあたっ
てはトランスポーターによる薬剤輸送活性
の測定が必須となってきている。 
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 トランスポーターは生体膜を介したベク
トル的な物質の移動を司るタンパク質であ
り、物質変換を司る通常の酵素とは異なる難
しさがある。これまでトランスポーターの機
能解析は細胞や細胞から調整した膜小胞を
用いて来たが、これらのサンプルには多くの
トランスポーターが含まれており、目的とす
る輸送活性を正確に測定する事が難しかっ
た。また、輸送の駆動力を自由に設定できな

い、輸送が排出方向の場合にはうまく測定で
きない等の問題があった。 
 これに対して、精製したトランスポーター
をリポソームに埋め込んで測定する方法は
従来の方法が抱えていた様々な問題点を解
決するものとして注目を浴びている。 
 このためにはトランスポーターを大量発
現し、膜から界面活性剤で可溶化、精製、そ
してリポソームへ再構成する事が必要とな
る。しかし、この方法は輸送活性のあるリポ
ソーム再構成の難しさ、トランスポーターの
リポソームへの埋め込まれ方の不具合など
から、広範には使われてこなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究ではリポソームの再構成系を用い
た輸送活性測定技術を改善し、より簡易に、
より正確に測定ができるように目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 小胞型グルタミン酸トランスポーター
（VGLUT2）、MATE 型薬物排出トランスポータ
ーをバキュロウィルスを用いた昆虫細胞系
もしくはバクテリアを用いた発現系で大量

整後、界面活性剤（オクチルグルコシド、フ
ォスコリン）でトランスポーターを可溶化し、
Ni-NTA カラムクロマトグラフィーで精製し
た。精製したトランスポーターは凍結・融
解・希釈法でリポソーム中に再構成し、輸送
活性を測定した。 
 
 

に作らせた。これらの細胞から、膜小胞を調

．研究成果 
、N末端およびC末端領域に大

。

これを用いて再構成実験を行い、配向性、

比率、界面活性剤等を検討し

４
 再構成のため
腸菌由来のαヘリカルタンパク質とYFP蛍光
タンパク質を融合させたものをバクテリアで
大量発現させるためのプラスミドを構築した
このヘリカル領域を融合する事により、VGLUT
は大腸菌でも発現するようになった。融合型
VGLUTの分子量はオリジナルの物のほぼ倍に
なっており、N末端とC末端の細胞質側領域に
大きな親水性ドメインが存在する事になる。
これは精製した融合VGLUTのSDS-PAGEおよび、
ウェスタンブロットにより確認した。 
 
 
リポソームへの埋め込み効率、輸送活性など
を測定した。 
 再構成の脂質
た結果、リポソームへの埋め込み効率は約
50%となった。K+イオノフォアを用いて人工的
な膜電位を形成させて、グルタミン酸輸送活
性を測定したところ、約 9 nmol/mg/min であ
った。この比活性は通常の VGLUT のものとほ
ぼ同じである。しかし、融合型 VGLUT では親
水性ドメインの付加により、分子量が約 2倍



に増加している事いるので、この値は通常の
VGLUT が持つ活性の２倍に相当する。 
 

 

 
プロテアーゼ法で検討した配向性につい

、MATE 型薬物排出トランスポーターお
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ては有意な違いは見られなかったが、輸送活
性が上昇した事から、より活性測定に適した
リポソームが形成されているものと推定し
た。 
 また
よび小胞型ヌクレオチドトランスポーター
(VNUT)をビオチンタグを付加したH+ポンプと
ともにリポソームに再構成した。ビオチンタ
グはバクテリアH+ポンプのαサブユニットに
付加したものを精製して用いた。このリポソ
ームをストレプトアビジンビーズと混ぜる
事により、MATE あるいは VNUT 含有リポソー
ムをビーズに結合させる系を開発した。この
系を用いる事で、簡易に輸送活性、リガンド
結合活性が測定できるようになる。現在、脂
質量、タンパク／脂質量比などを変えて、再
構成の最適条件を検索している。また、これ
を用いて、リポソーム上のタンパク質の配向
性、輸送活性を検討している。 
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