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研究成果の概要（和文）：小胞容量変化を測定する中で、小胞型神経伝達物質トランスポーターが脂質により制
御されることを明らかにした。
小胞型神経伝達物質トランスポーターはオリゴマーとして機能し、オリゴマーは脂質により制御されているこ
と。さらに特定脂質により、小胞型神経伝達物質トランスポーターの輸送活性や、オリゴマーの形質が変化して
いることを明らかにした。この成果は神経科学伝達上必須の事柄であり、脂質代謝異常による神経病や精神疾患
が指摘されている昨今、この結合部位を介した創薬につながる。

研究成果の概要（英文）：Since we are establishing the new  quantal size measurement system, we found
 new interaction between lipid and vesicular neurotransmitter transporters.
we show that vesicular neurotransmitter transporters are functionally oligomerized, and their 
transport activities are regulated by an abundance of specific phospholipid. Our findings indicate a
 new relationship between vesicular neurotransmitter transporters localization and phospholipid 
dynamics in the biological membrane.

研究分野：神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築した系はこれまで解析のできなかった小胞容量の変化の継時変化を測定できうる系として非常に有
用である。また、測定方法の違いに伴い、これまでの既存の方法に比べて粒子サイズが若干多く検出されるとい
う点があるが、非破壊的にサンプルを測定できる点も魅力的である。今後この系を用いることで、これまで不明
だった、様々な条件での小胞容量変化の測定にも用いることができ、その汎用性は高い。

※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 

シナプス小胞は開口放出刺激により神経伝

達物質を細胞外に放出するまでの間、小胞

内に濃縮、蓄積している細胞内小器官であ

る。 

 応募者は、小胞型グルタミン酸トランス

ポーター(VGLUT)を始めて構築し、生化学

的解析を世界に先駆け実施した(JBC 281 

39499 (2015))。この系を様々な小胞型トラ

ンスポーターに応用し、応募者自身が主筆

として、①マラリア原虫の小胞型輸送体の

分子輸送メカニズムの解明 (PNAS 112 

3356 (2015)) ②VGLUT 制御機構の解明

(Neuron 68 99 (2010)) を成し遂げた。そ

して、③本申請の着想に至った、小胞容量

変化に起因する分子輸送メカニズムを解明

した(J. Biol. Chem.284 35073 (2009)、

J.Neurochem. 127 482 (2013))。 

 本申請では、この系で培った研究成果を

活かして、シナプス小胞が伝達物質の充填

とともに容量が変化するのか。という神経

科学上の問題を解決したい。つまり、小胞

型トランスポーターが基質である伝達物質

を能動輸送する際、小胞膜内外に浸透圧差

が生じる。浸透圧差はシナプス小胞の容量

変化につながると考えられているが

(Edwards Neuron 55 835 (2007))、未だに

実証されてない。本研究ではこの問題にナ

ノ粒子アナライザーを用いてアプローチす

る。 
 
２．研究の目的 

 これまでのシナプス小胞の容量変化は電

気生理学的手法を用いて神経刺激による開

口放出を行う方法で測定されてきた。しか

し、小胞型神経伝達物質トランスポーター

をノックアウトしたシナプス小胞を用いて

いた事から、経時的な容量変化を定量でき

なかった。 

本研究で用いる方法では、容量変化と、粒

子数を同時に計測することができる。濃縮

する基質濃度やイオン濃度は RI 標識化合

物を用いて解析できる事から、これまで明

らかにされていなかった、神経伝達物質濃

縮量と、容量変化量を定量的に明らかにで

きる。 

 シナプス小胞に存在するトランスポータ

ーやイオンチャネルは V-ATPase が ATP

を加水分解する事で作り出す、H+の電気化

学的ポテンシャルを駆動力として、神経伝

達物質の濃縮や、イオン循環を行っている。

しかし、これまでの研究では、容量変化に

ついては考慮されていない。応募者の研究

は新たな物理定数を定義する上での先駆

けとなる。 

 実際、本研究を遂行することで、これま

で考えられていなかった小胞型神経伝達

物質トランスポーターの脂質による制御

機構を明らかにすることができた。これは、

小胞型神経伝達物質トランスポーターが

神経化学伝達の過程で、様々な脂質組成の

中を移動することになる。その過程でシナ

プス小胞上ではグルタミン酸を濃縮し、細

胞膜上では、機能をストップする必要があ

るが、この現象と密接に関与していること

がわかった。 
３．研究の方法 

1. シナプス小胞容量測定系の構築と、神経

伝達物質濃縮に伴う容量変化を定量的に解

析する。 

興奮性のシグナル伝達は脳全体の 80%を

占めると言われている事から、グルタミン

酸の取り込みによるシナプス小胞の容量変

化から系の構築ができると考えている。実

際に初期データではあるが、シナプス小胞

の粗分画を用いて初期データとして ATP

および神経伝達物質添加に伴う粒子の変化

を詳細に解析した。電子顕微鏡の負染色で

は全く解析できなかった、事項について左

図に示す通り、駆動力を作り出す ATP及び

神経伝達物質の添加による粒子径変化とそ



の粒子数の分布に観察する事に成功してい

る。これを元に容量変化の最適条件を検討

する。同じサンプルを用いた RI 標識神経

伝達物質の取り込み量、VGLUT ノックア

ウトマウスを用いた解析から、トランスポ

ーター発現量と蓄積量、それに伴う容量変

化の相関性を検討した。シナプス小胞は

V-ATPaseがATPを加水分解する事で作り

出す H+の濃度勾配を駆動力として、神経伝

達物質の蓄積や、イオン循環が起こってい

る。それにより生じた容量変化を計測する

事で、浸透圧変化に伴う ATP加水分解エネ

ルギーの利用を算出し、新たなエネルギー

伝播経路を詳細に明らかにした。 
 

2. 神経伝達物質濃縮に関わる制御機構を

解明する。 

 

小胞容量変化を同定する中で、容量変化を規

定する脂質と小胞型神経伝達物質トランス

ポーターの相互作用を明らかにした。 

 今回は小胞型神経伝達物質トランスポータ

ーで相互作用を発見した。SEC プロファイル

から、脂質の添加により溶出時間が変化する

ことを確認するとともに、Native-PAGE や

SDS-PAGE のデータで補完する。また、金沢大

学との研究協力により、原子間力顕微鏡を用

いた解析により、相互作用を明らかにした。 

 

４．研究成果 

 まず、脂質による制御に関しては、SEC

プロファイル等から、VGLUT は精製後オ

リゴマーを形成しており、脂質の解離に

伴い、モノマー型に変化すること、そこ

に脂質を添加すると、再度オリゴマー化

するという、VGLUT のモノマー、オリゴ

マーのフォームを自由に作成することに

成功した。さらに、数日おかなくとも、

モノマー化する化合物も発見することが

できた。さらにその様子は高速原子間力

顕微鏡（HS-AFM）を用いることで観察す

ることもできた。ただ、こちらについて

は、オリゴマー時のタンパクの移動が早

く、かつ、VGLUT には長い N末、C末領域

があり、これらが、VGLUT のオリゴマー

化に影響している可能性がある。 

 VGLUT は神経において、シナプス小胞

上に存在して、グルタミン酸を輸送する

ことが知られているが、神経化学伝達過

程においてエキソサイトーシス、エンド

サイトーシスをする上で様々な脂質組成

の膜上を移動する。異なる脂質膜の移動

に伴い、オリゴマーの構造や、輸送が変

化するのではないか？と考え、まず、そ

れぞれの脂質組成を調べてみると、もち

ろん他の脂質組成も変化しているが、特

定脂質の量が異なっていることがわかっ

た。そこで、様々な脂質組成の膜を作成

し、特に、Non-特定脂質１、Non 特定脂

質 2、Synaptic Vesicle タイプ、Plasma 

membrane タイプの脂質を用いて、VGLUT

と再構成した上で、マイカ基板上に展開

し、その様子を HS-AFM を用いて観察した。 

 すると、それぞれのパーティクルはオ

リゴマー化している形で観察され、その

サイズは大きな変化はなかったが、高さ

に変化のあることが明らかとなった。こ

のことから、それぞれのオリゴマーのフ

ォームを脂質が変化させていることとな

る。 

さらに Plasma membrane 型、Synaptic 

vesicle 型の輸送解析を行ってみると、

Synaptic vesicle 型にのみ、グルタミン

酸輸送活性が存在することが明らかとな

った。この輸送活性については、グルタ

ミン酸濃度や、VGLUT の特徴である、Cl-

依存性についても測定してみたが、

Plasma membrane 型でグルタミン酸輸送

活性が存在することはなかった。一方、

VGLUT のもう一つの輸送型である、ナト



リウム依存性リン酸輸送については、

Synaptic vesicle 型、 

Plasma membrane 型ともに存在すること

がわかった。 

 以上のことから、VGLUT はグルタミン

酸輸送において、Plasma membrane 型の

輸送はなかった。このことは、神経の環

境と照らし合わせると、グルタミン酸の

細胞外への放出を防いでいるということ

がわかる。今回の研究結果は、VGLUT の

オリゴマー化を示すのみならず、脂質と

いう制御因子が明らかになるとで、神経

のダイナミクスとの関連を明らかにする

ことができた。 

 本研究で確立した測定系は上記で非常に

重要なリポソームサイズの測定にも用いた

ほか、今後脂質変化に伴う影響の測定にも用

いることが可能である。 
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