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研究成果の概要（和文）：Vps10p受容体:分泌性リガンド類：複数回膜貫通型蛋白質（GLUT4）からなるTripartite Com
plex形成が，GLUT4量およびその輸送制御に重要な役割を果たすことを明らかにした．この過渡的分子複合体は、エン
ドソーム上で一時的に形成されるため既存方法論では解析が困難であったが、本研究では単一分子視覚化技術により，
その高次複合体の形成過程を観察することに成功した．さらに，それらの輸送動態はTbc1dファミリーRabGAP(AS160お
よびTbc1d1)により調節されることも明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Physiological relevance of the Tripartite Complex Assembly composed of 
Vps10p/soluble ligands/GLUT4 was revealed by several experimental approaches including the 
single-molecule imaging analysis. Live-imaging analysis allowed us to visualize the transient formation 
of tripartite complex in a living cell and this approach successfully demonstrated that intracellular 
dynamics of the tripartite complex containing GLUT4 is tightly regulated by Tbc1d-family RabGAPs (AS160 
and Tbc1d1).

研究分野： 分子糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
	 一般に遅発性に発症する生活習慣病（2 型
糖尿病，高コレステロール血症）や進行性認
知症などの共通の病理基盤として Vps10p 受
容体ファミリーの機能不全が関与する可能
性が報告されている．  同ファミリーの
Sortilinをはじめとして，その Vps10p領域（小
胞内腔側）には多様なリガンド分子と機能膜
蛋白が複数種同時に直接結合する．リガンド
の結合研究や構造生物学的研究による分子
間相互作用に関する理解が深まったが、
Vps10p 受容体がさまざまな会合分子群を適
材適所にバランスを保ち運搬する仕組みや，
その生活習慣病における破綻機序について
は不明な点が多い． 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，生活習慣という長期的な過栄
養摂取やバランスの乱れがいかにして
Vps10p受容体の機能障害を惹起し、広範な生
活習慣病発症の原因となっていくのか、その
統合的な病態ナノシステム基盤を探索する
ことを目的とした．特に，Vps10p受容体がそ
の結合分子種として分泌性因子や酵素類
(soluble リガンド)だけでなく、糖輸送担体
(GLUT4)やイオンチャネルなどの機能膜蛋白
群にも小胞内腔で直接会合するという特殊
性に着目した研究を推進する．本目的を達成
するために生細胞内のエンドソーム上で一
過性に凝集/離散する Vps10p 受容体/GLUT4
を含む蛋白複合体の分子動態を可視化解析
できる新たな手法を確立する． 
 
３．研究の方法 
	 本研究では独自に確立した単一分子視覚
化定量解析手法を駆使するが，Tripartite 
complex に含まれる複数分子種の凝集・分散
状態を生細胞内で同時に可視化できる顕微
鏡観察系（2系統）を構築した（図１）。 
	

	 また，液性リガンド量および細胞内 GLUT4
含量は一般的生化学的手法により解析した． 
Sortilinおよび GLUT4のソーティングモチー
フの重要性については，各種の変異体発現ベ

クターを作製して生化学的および分子動態
生理学的に解析した． 
	
４．研究成果	
（１）GLUT4 と Vps10 受容体ファミリーの
一つである Sortilinを発現した細胞に対して，
外来性に Vps10p リガンド類であるグラニュ
リン前駆体や脳由来神経栄養因子(BDNF)前
駆体を添加することによって，直接的な会合
能力を持たない GLUT4 タンパク質の細胞内
G含量が有意に変動することを生化学的解析
により確認し，「Vps10p 受容体(Sortilin):分泌
性リガンド類：複数回膜貫通型蛋白質
（GLUT4）」からなる Tripartite Complex形成
がこれらの細胞内含量と機能の制御におい
て生理的に重要であることを明らかにした． 
 
（２）Sortilin の細胞質側に突出している C
末端のソーティングモチーフの変異体発現
ベ ク タ ー (Sort/787FLV, Sort/829LL, 
Sort/792YL, Sort/C783S)を作製し，機能膜蛋白
である GLUT4（ソーティングと運搬動態）と
Vps10p の各種液性リガンド（ProBDNF や
ProGranulinの分泌量）に対する作用を定量的
に解析したところ，retromer complexの会合に
関わる Sort/787FLVおよび Sort/C783S変異体
において，有意な障害（分泌量および細胞内
含量の両者）が認められた．Sortilinの C末端
領域配列を含み，さらに脂肪酸修飾を施した
合成ペプチドを用いた別のアプローチによ
っても確かめることができた．Sortilin の C
末端領域配列を含み，さらに脂肪酸修飾を施
した合成ペプチドを用いた別のアプローチ
によっても確かめることができた． 
（３）生細胞内のエンドソーム上で一時的に
形成される「Tripartite Complexを核とした過
渡的分子複合体」は、既存の方法論では解析
が非常に困難であったが，本研究では図 1，2
に示すように単一分子視覚化ナノ計測技術
を駆使した解析系を構築することにより，そ



 

 

の高次複合体からなる生体ナノシステムの
制御過程について，生細胞内観察することに
成功した（図 3）． 

	  
インスリン非刺激状態では，GLUT4は極めて
遅い分子動態を示すが，TfRと Sortilinは比較
的はやい動態であった．一方，インスリン刺
激は GLUT4 動態を有意に賦活化するが，こ
の時 Vps10p 受容体の液性リガンド類
（Granulin前駆体, BDNF前駆体, Tx14ペプチ
ド）を外来性に添加することにより，GLUT4
輸送動態に有意な変化（稼動状態の持続）が
認められた．この時，Tripartite complexの構
成要素とならない TfRの輸送動態には全く影
響がないことを確認した． 

 
	 （４）図 4 に示すように Vps10p 受容体で
ある SortilinとGLUT4を外来性に発現させた
モデル細胞系を用いた検討から，Sortilinとそ
の液性リガンドとの協調作業を介してソー
ティングされ適切にトランスゴルジ網
（TGN）へと帰還した GLUT4 小胞は非刺激
時には極めて遅い分子動態（繫留状態）を示

すものの，インスリンや疑似運動（AICAR）
刺激を与えても GLUT4 の解放現象は誘導で
きなかった．しかし，このモデル細胞系に
AS160 あるいは Tbc1d1 を発現させることに
より，刺激依存性の GLUT4 分子動態の賦活
化（＝GLUT4トランスロケーションの誘導開
始）を再現できることを見出した．刺激依存
性のGLUT4動態の賦活化プロセスに対して，
液性リガンドの有無は影響しないことから，
Tripartite complex形成は再循環エンドソーム
内の GLUT4 分子が TGN へとソーティング
（選別輸送）される際に役割を果たすことが
示唆された． 
 
	 これらの研究成果は，細胞内分子動態の恒
常性維持と病態におけるその破綻という生
活習慣病の病態機序に新解釈を与えただけ
でなく（図 5），生命分子動態解析学の基盤原
理の構築にも資するものである． 
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