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研究成果の概要（和文）：　神経化学伝達は神経伝達物質が小胞に濃縮され、開口放出されることで開始する。
 
  二次性能動輸送体で駆動力が必要な小胞型神経伝達物質トランスポーターは、駆動力を利用して神経伝達物質
を輸送する。タンパク質-脂質間相互作用の研究は近年盛んに行われているが、脂質環境が不明または個々の細
胞で脂質組成が異なるため、その相互作用様式も各タンパク質により異なることから、一貫した手法が確立され
ていない。研究代表者はこれまで小胞型神経伝達物質トランスポーターの研究を行う中で、その一つである小胞
型グルタミン酸トランスポーター：VGLUTが脂質の制御をうけていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Neurotransmitter is an essential for synaptic transmission in the mammalian 
central nervous system, and is involved in all brain functions and in various neurological 
diagnoses. Vesicular neurotransmitter transporters (VNTs) are one of major protein families. They 
have three isoforms, and transport neurotransmitter into synaptic vesicles for excitatory signal 
transmission in the central nervous system. VNTs are located not only on synaptic vesicles, but also
 on the plasma membrane during the transduction of neurons. VNTs are also involved in various 
biochemical regulation processes. A few VNTs are regarding the functional diversity and differences 
in the localization of VNTs, more work is needed in order for us to identify all functions and 
mechanisms of VNTs.
We got new data about the lipid-vesicular neurotransmitter transporter interaction. 

研究分野： 生物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質ータンパク質相互作用解析は最近の一つのトピックスとして非常に進んできている分野ではあるが、本研究
により、新たに、神経のシグナル伝達に関わるトランスポーターについても同様に脂質制御を受けているという
ことを明らかにした。そしてこれが、生理機能として重要であったことは、今後、神経シグナル伝達解析におい
て、重要な手がかりとなるばかりか、脂質による制御があったことは、今後の神経化学研究においても重要な知
見と考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

小胞型グルタミン酸トランスポーター(VGLUT)はグルタミン酸のシナプス小胞充填を司るトラ

ンスポーターである。VGLUT の欠損は、グルタミン酸のシナプス前細胞からの放出量が減少も

しくはゼロとなり、記憶障害や行動障害をもたらす事から、グルタミン酸化学伝達の必須因子で

ある。これまで主に生体試料であるシナプス小胞を用いた解析により、グルタミン酸は V-ATPase

が作り出す電気化学的ポテンシャルのうち、膜電位を駆動力とした二次性能動輸送体である事や、

基質特異性が高く、この輸送は Cl-に対する濃度依存性があることが明らかにされている。Cl-生

理学的解析からグルタミン酸化学伝達は中枢神経のみならず、末梢にも存在しており、血糖調節

や、骨のリモデリング、神経因性疼痛にも関与している(Biochemistry 50 5558-65)。しかし、その

分子輸送メカニズムは適切な輸送解析システムがなかったため未だに不明な点が多い。 

私は制御システムの解明の一端として、脂質による制御機構を明らかにすることとした。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者はこれまでVGLUTの精製タンパク質を用いた１分子解析システムを構築し研究成

果を挙げている。この系はVGLUT を昆虫細胞に大量発現し、その膜画分を可溶化して、アフィ

ニティーカラムで精製し、精製したタンパク質を人工膜に再構成するものである。これを用いて

VGLUT のグルタミン酸輸送における必須残基を明らかにするとともに(2006 年 JBC)、Cl-とケト

ン体のような生体代謝産物による VGLUT の制御機構『アニオンスイッチ』を明らかにした(2010

年 Neuron)。さらに、制御機構を構造生物学的に明らかにするために、構造生物学を学んだ。 

これにより、VGLUT 大腸菌ホモログタンパク質の結晶構造解析を行った。さらに、JST さきが

けの「ライフサイエンスの革新を目指した構造生命科学と先端的基盤技術」研究領域に採択され、

ほ乳類 VGLUT の構造解析を行っている。 

 以上の先行研究成果によりVGLUTはオリゴマー化して機能している知見は得ていたが、なぜ、

オリゴマー化しているのかはまったく不明なままだった。最近、研究代表者は VGLUT のオリゴ

マー化制御機構について、ブレイクスルーした。つまり、VGLUT はリン脂質によりオリゴマー

化が制御されていたのである。実際、脂肪酸、リン脂質添加時で VGLUT の会合度が大きく変化



した。これらの制御機構はVGLUT 大腸菌ホモログタンパク質にはない制御機構で、オリゴマー

化制御機構の解明は、神経シグナル伝達の全貌解明において非常に重要な機構であると考え、そ

の解明をすることを本研究の目的としている。 

 

３．研究の方法 

研究の方法として、下記、３つの方法により、研究を行なった。 

（１）生化学的手法を用いた解析 

生化学的解析としてタンパク質の生成にも利用する分子排除ク

ロマトグラフィー(SEC)や精製後でのタンパク質を解析で用い

ることが可能で、構造をとったままで電気泳動可能なBN-PAGE

を用いた解析を主に行う。変化が起こる場合は、さらに、分析

超遠心機などを用いた解析等も行い、変化の有無を確認する。 

 

（２） 分子間力顕微鏡を用いた解析 

分子間力顕微鏡（AFM）はタンパク質の構造を解析する上で非

常に有効なツールである。マイカステージ上にのせたプロテオリポソームや、Ni 処理をしたマイカに

精製タンパク質をステージとして、カンチレバーで走査して実験を行う。VGLUT を含めた小胞型神経

伝達物質トランスポーターは一般的に細胞膜外ドメインが大きいことから、プロテオリポソームを展

開したものでも十分に実験が可能である。実験を行なった上で、得られたデータをもとに、その高さ

を解析ソフトにより計測する。 

 

（３） 構造生物学的解析 

研究代表者はこれまでほ乳類 VGLUT の結晶構造解析のため、結晶条件のスクリーニングを

行っている。これまでの結果により、VGLUT は脂質の種類により単量体、多量体が変化す

ることが明らかとなっている。すでに、それぞれの状態の高純度タンパク質の発現系と精製

系については確立済みで、これらの熱安定性も非常に高いことを確認している。結晶が出来

次第、Spring-8 や高エネルギー研究所のビームラインを用いた解析を行い、結晶の条件をよ



り詳細に検討していく。ビームラインの確保等については、創薬等技術支援基盤プラットフ

ォーム：BINDS 等を利用した支援も受ける予定である。さらに、最近の結晶構造解析の主

流である、クライオ電子顕微鏡についても創薬等基盤プラットフォーム（BINDS）の支援を

受け、構造変化を捉える実験をおこなった。 

 

４．研究成果 

（１）大腸菌ホモログタンパク質の結晶構造解析 

長年構造の取れて来なかった大腸菌ホモログタンパク質の結晶構造解析について、ついにその構

造を解き、論文化をすることができた。このトランスポーターは哺乳類トランスポーターと 30%

程度のアイデンティティーを持ち、プロトンと糖の輸送体として機能していることが明らかにし

た。哺乳類の小胞型神経伝達物質トランスポーターは膜電位を駆動力とすることから、駆動のメ

カニズムは異なるものの、小胞型神経伝達物質トランスポーターは多機能性トランスポーターと

してプロトンを駆動力とした糖の輸送体としても機能する。このことから、輸送基質等は異なっ

ていてもそのメカニズムを知る上で、今回の構造が解析されたことは重要な知見である。 

発現系として大腸菌に発現し、様々な界面活性剤を試して、可溶化率、凝集性の低いものを選択

後、得られたタンパク質を脂質と再構成して、その輸送活性を確認した。Ratio metric なプロトン

指示薬を用いて基質の輸送を確認したり、RI 標識した糖を用いて基質輸送を速度論的に解析し

た。その結果、pH 勾配依存的に、輸送が増すことや、部位特異的変異導入法により、輸送に必

須なアミノ酸残基を同定することもできた。これらのアミノ酸残基は哺乳類のトランスポーター

とも相同性が高い残基であり、その重要性が示唆された。 

First Crystal を結晶化のスクリーニングキットを用いて解いたところ、異方性があり、一方向性の

み解像度が高い結晶を得ることができた。その後、モノオレインの脂肪酸の中で結晶を作成する

Lipidic cubic phase 法など様々な結晶化条件をためすことで、異方性の低い高解像度の結晶を

native および基質結合状態で得ることに成功した。これらを解析することで、3.8 オングストロー

ムの解像度で論文を発表するに至った。これは構造的にモノマーで構造を解析できた。 

 

（２）哺乳類小胞型神経伝達物質トランスポーターの脂質制御機構の解明 



これまでの小胞型神経伝達物質トランスポーターの解析から、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ている可能性はあったが、その詳細なメカニズムは不明なままだ

った。また、それが何により制御されているのかという点も不明なままだった。 

今回、脂質に着目し、脂質添加に伴う構造変化をはじめに解析した。脂質は大きく分類してグリ

セロリン脂質とスフィンゴ脂質の２種類に大別される。その両方共が脂質トランスポーターの制

御器関わっていることを明らかにした。実際、サイズ排除カラムにより、分子量のことなるピー

クを検出し、BN-PAGE でもことなる分子量のバンドを検出した。これらのことから、小胞型神

経伝達物質トランスポーターはオリゴマー化していることや、さらに特定脂質を認識し、構造を

変化していることも明らかとなった。このことをさらに解析するため分析超遠心機を用いてその

分子量変化や、構造変化を確認すると、モノマー、オリゴマーの分子量変化を起こしていること

や、構造の指標となる摩擦比も異なっていた。以上のことは、構造変化を起こしていたことを示

唆している。 

さらに、特定濃度を変化した、プロテオリポソームを作成し、活性変化や、AFM を用いて解析

した。すると AFM では上記と同様の構造変化を示し、活性変化についても特定脂質の濃度依存

的に活性変化を示すことが明らかとなった。これらのことは小胞型神経伝達物質トランスポータ

ーが脂質により大きな構造変化、輸送変化に影響を及ぼしていることを明らかとした。 

 

（３）今後の展開 

これまでの研究により、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を受けているこ

とを明らかとすることができた。そこで今後の展開として、すべての小胞型神経伝達物質トラン

スポーターで脂質制御機構があるのか。また、それらが構造変化するのか。といったことを明ら

かにしていきたいと考えている。また、なぜ、そのような脂質制御機構も必要なのか。という点

についてもより詳細に検討していきたい。  
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