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研究成果の概要（和文）：これまでトランスポーターの普遍的なハイスループットスクリーニング技術がなかっ
たため、トランスポーターの過半数の機能は不明なままである。本研究では、幅広い輸送基質候補の中から任意
のトランスポーターの輸送機能を同定し、さらにはその創薬候補化合物をハイスループットで探索できる夢のよ
うな基盤技術の開発に挑戦した。その結果、オルガネラレベルのプロテオーム解析によって候補トランスポータ
ーを選抜し、そのトランスポーターの大量発現・精製系を確立した。次に、輸送基質の候補を結合実験のスクリ
ーニングによって選抜し、このトランスポーターの輸送機能を同定した。さらに、このトランスポーター阻害剤
を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Because there was no optimal method to evaluate the transport activity, the 
function of majority of transporters remained unknown. In this study, we aimed to establish 
universal evaluation system of eukaryotic transporters to be suitable for identifying unknown 
functions and drug screening. We selected candidate proteins by organellar proteomics, and 
established over-expression and purification system of the transporters. Furthermore, we selected 
the candidates of transport substrate by biding screening, and identified transport function of 
transporters and the inhibitors by reconstituted proteoliposomes containing purified transporter. 
Thus, we have constructed a platform for function analysis and drug discovery of eukaryotic 
transporters using the over-expression and purification system.

研究分野：膜輸送分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トランスポーター標的型の医薬品は全体の約7％しかこれまでに上市されていないため、トランスポーター創薬
は未開拓な研究領域の一つである。本研究技術によって、トランスポーターの機能同定から創薬研究までの方法
を確立することができた。本研究技術は全てのタイプのトランスポーターを高感度に定量評価できるため、トラ
ンスポーター創薬研究のパラダイムシフトが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
神経は分泌小胞に充填した伝達物質を開

口放出し、後シナプス側に情報を伝達する。
これが高次神経機能を支える神経伝達の素
反応である。このうち小胞型神経伝達物質
トランスポーターは伝達物質の小胞内充填
と放出を司り、神経伝達に必須の構成因子
である（図１）。これまでに独自のトランス
ポーターの輸送活性評価技術により、小胞
型神経伝達物質トランスポーターファミリ
ーの機能未知遺伝子の中から、ATP やアス
パラギン酸、ポリアミンの小胞型神経伝達
物質トランスポーターを同定し、特異的阻
害剤は既存治療薬よりも副作用なく、様々
な疾患を有効に治療できることを見出し
た。しかしながら、これらトランスポーター
のハイスループットスクリーニング技術が
なかったため、小胞型神経伝達物質トラン
スポーターの多くは未だ不明なままであっ
た。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、幅広い輸送基質候補の中からトランスポーター候補の輸送機能を同定し、さらに

はその創薬候補化合物をハイスループットで探索できる夢のような基盤技術の開発に挑戦した。
また、この技術を利用して、神経伝達の種類と開始点を決定する小胞型神経伝達物質トランスポ
ーターの全貌を明らかにし、脳・創薬研究分野で革新的な分子プローブを提供することを目指し
た。 
 
 
３．研究の方法 
(1) シナプス小胞のプロテオーム解析 

マウス脳からシナプス小胞画分を調製し、密度勾配遠心法によってシナプス小胞を単離し
た。これを質量分析装置で LC-MSMS し、シナプス小胞に局在する膜タンパク質を網羅的に
探索した。 

(2) 候補トランスポーターの大量発現と精製 
His タグを連結した候補遺伝子を含むプラスミドあるいはバキュロウイルスを作製した。

これを大腸菌あるいは昆虫細胞に導入・感染させることで、タンパク質を大量発現させた。
この膜画分を界面活性剤で可溶化し、アフィニティー精製した。 

(3) サーマルシフトアッセイによる輸送基質スクリーニング 
熱安定性はタンパク質を特徴付ける情報の一つであり、段階的熱変性試験で評価できる。

タンパク質が基質と結合すると、コンホメーション変化を介して熱安定性が変化し、親和性
の強さと相関する。タンパク質変性を検知する蛍光プローブを用いて、トランスポータータ
ンパク質と基質の結合、その親和性を評価した。 

(4) トランスポーターの輸送活性評価 
 精製タンパク質を人工膜小胞（リポソーム）に凍結融解希釈法にて再構成した。再構成リ
ポソームの内外のイオン組成を任意に設定し、RI標識された神経伝達物質を加えて、輸送反
応を開始した。その後、Sephadex G50 fineカラムにサンプルをアプライし、700 x g、2 分、
4℃で遠心した。液体シンチレーションカウンターで再構成リポソーム内に取り込まれた RI
標識の神経伝達物質（溶出液）を定量した。	

 
 
４．研究成果 

マウス脳から調製したシナプス小胞画分を密度勾配遠心して、分画したサンプルを電子顕微
鏡法とウエスタンブロット法で確認した。その結果、高純度なシナプス小胞画分を得ることがで
きており、細胞膜やミトコンドリア等の混入もほとんどないことを確認した。これを質量分析し
て、シナプス小胞に含まれる様々なタンパク質のリストを得た。リストの上位には既知のシナプ
ス小胞タンパク質が多数含まれており、この中には既知の小胞型神経伝達物質トランスポータ



ーも含まれていた。このリストから新しい小胞型神経伝達物質トランスポーターの候補遺伝子
を選抜した。 

候補タンパク質を大量発現・可溶化・精
製して、ウエスタンブロット法とクマシー
ブリリアントブルー染色法にて候補トラ
ンスポーターを精製できていることを確
認した。ハイスループット化のために 96穴
プレートを用いた。96穴プレートでのサー
マルシフトアッセイにより、候補トランス
ポーターと結合する候補化合物を選抜し
た。次に、リポソームに再構成して輸送活
性評価した。その結果、サーマルシフトア
ッセイでは偽陽性の化合物も含まれてい
たが、選抜した候補化合物の中から、輸送
基質を特定し、その輸送特性を明らかにす
ることができた。また、阻害剤スクリーニ
ングすることで、低濃度で候補トランスポ
ーターを阻害する化合物を同定すること
ができた。トランスポートアッセイは全て
の候補トランスポーターの機能を評価す
ることができたが、サーマルシフトアッセイではトランスポーターの種類によっては評価しに
くいものが含まれていたため、サーマルシフトアッセイの汎用化は今後の課題の一つである。 

以上より、候補トランスポーターの選抜からその輸送機能を同定し、阻害剤を探索する基盤技
術を確立することができた（図２）。また、サーマルシフトアッセイとトランスポートアッセイ
を組み合わせることで、これまでよりもハイスループットに評価できるようになった。これまで
小胞型神経伝達物質トランスポーターの多くは不明なまま残されていたが、この方法を利用す
ることで、新しい小胞型神経伝達物質トランスポーターの輸送機能を同定し、その阻害剤を見出
すことができた。これによって、神経伝達の新しい作動機構が明らかとなり、トランスポーター
遺伝子やその阻害剤は脳・創薬研究分野で革新的な研究ツールになると期待される。トランスポ
ーター標的型の医薬品は全体の約 7％しかこれまでに上市されておらず、トランスポーター創薬
は未開拓な研究領域の一つであるため、引き続き本基盤技術の高度化や一般化に取り組み、トラ
ンスポーター創薬を推進していきたい。 
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