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研究成果の概要（和文）：クラスリン依存性エンドサイトーシス・シグナル配列検索系を新規に構築した。この系を用
いて小胞GABAトランスポーターVGATのエンドサイトーシス・シグナル配列の探索を行い、N末端領域内のPhe-44を中心
とする新しいタイプのシグナル配列を見出した。VGATはこのシグナル配列を介してAP2と結合し、クラスリン依存性エ
ンドサイトーシスによってシナプス小胞に局在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A novel assay was devised to search a signal sequence of the clathrin-mediated 
endocytosis. We found a novel endocytic signal sequence within the N-terminal region of the vesicular 
GABA transporter VGAT. VGAT is targeted to synaptic vesicles via the clathrin-mediated endocytosis 
pathway in which this signal sequence is involved.

研究分野：神経生化学
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１．研究開始当初の背景 

 エンドサイトーシスは、栄養成分・シグナ

ル分子の取り込みだけでなく、膜タンパク質

の細胞内移行や受容体を介するシグナル伝

達など多彩な細胞機能に関与する。多種のエ

ンドサイトーシス経路の中で、クラスリン依

存性の経路はエンドサイトーシスの中で最

も研究が進展している。G タンパク質共役型

受容体や増殖因子受容体などではリガンド

結合によりクラスリン依存性エンドサイト

ーシスが促進される場合が多く、その制御機

構は細胞内シグナル伝達に多大な影響を及

ぼす。神経系では、シナプス伝達機能素子の

細胞内局在はクラスリン依存性エンドサイ

トーシスで制御されるものが多く、特に神経

伝達物質トランスポーターなどのシナプス

小胞の機能素子ではクラスリン依存性エン

ドサイトーシスがその局在に重要な影響を

及ぼす。 

 クラスリン依存性エンドサイトーシスに

おいては、これまでに受容体などのカーゴの

細胞内領域に存在するチロシンモチーフや

ジロイシンモチーフなど幾つかのエンドサ

イトーシス・シグナル配列が同定されてきた。

これらのコンセンサス配列は非常に短く、多

様なアミノ酸配列が許容される。カーゴとア

ダプタータンパク質の相互作用は比較的弱

く、一過性の複合体を形成することによりア

ダプタータンパク質が次のラウンドのエン

ドサイトーシスに効率よくリサイクルされ

るものと考えられる。しかし、未だにカーゴ

とクラスリン系アダプタータンパクとの相

互作用ならびにその制御の分子機構は不明

な点が多く、特にシナプス小胞の神経伝達物

質トランスポーターでは細胞内局在制御機

構が不明なものが多い。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、培養細胞発現系における再構

成的アプローチによるクラスリン依存性エ

ンドサイトーシス・シグナル配列検索系を新

しく構築して、幾つかのシナプス小胞に局在

する神経伝達物質トランスポーターをモデ

ル分子としてエンドサイトーシス・シグナル

配列の探索を行う。更にシグナル配列に結合

するタンパク質を同定することにより、それ

らの相互作用の分子機構とその時空間的な

制御機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) エンドサイトーシス・シグナル配列のス

クリーニング 

 ムスカリン M2 受容体の第 3 細胞内領域に

VGAT の各細胞質側領域を挿入したキメラ受

容体を HEK293 細胞に発現させ、親水性リガ

ンド N-[3H]methylscopolamine を用いたリガ

ンド結合実験を行い、クラスリン依存的な定

常的細胞内移行を評価した。 

 

(2) シグナル配列変異体の細胞内局在の解

析 

 VGAT の各種変異体を HEK293 細胞や PC12D

細胞に発現させ、親水性ビオチン化試薬を用

いた細胞表面発現量の定量化や、抗体染色に

より、細胞内局在を解析した。また、各種変

異体をラット海馬初代培養神経細胞に発現

させ、抗体染色によりシナプス局在などを解

析した。 

 

(3) in vitro 結合実験 

 VGAT の細胞質側領域を His タグあるいは

GST 融合タンパク質として大腸菌で大量発現

させ、精製した。これらの組換えタンパク質

を用いて、ラット脳可溶画分、あるいはバキ

ュロウィルス-昆虫細胞発現系で作製した

AP2 各サブユニット組換えタンパク質との相

互作用をプルダウンアッセイにより解析し

た。 

 

４．研究成果 

 G タンパク質共役型受容体の一つであるム

スカリン性アセチルコリン受容体 M2 サブタ

イプをレポーター分子として利用し、目的タ

ンパク質の細胞質側領域を各々ムスカリン

M2受容体の第3細胞内ループ欠損部位に挿入

したキメラ受容体を作製した。これらを GTP

水解活性欠損のダイナミン・ドミナントネガ

ティブ変異体共発現下あるいはクラスリ

ン・ドミナントネガティブ変異体共発現下で

培養細胞に発現させ、細胞表面のムスカリン



受容体のみに結合する親水性リガンド

[3H]NMS を用いたリガンド結合実験によりダ

イナミン依存的あるいはクラスリン依存的

な定常的エンドサイトーシスの解析を行っ

た。予備実験として小胞アセチルコリントラ

ンスポーターVAChT の細胞質側領域を検討し

たところ、C 末端領域に既知のエンドサイト

ーシス・シグナル配列を確認することができ

た。次に、シグナル配列がよく知られていな

い小胞 GABA トランスポーターVGAT シグナル

配列の探索を行った。各細胞質側領域を検討

したところ、N末端領域において Phe-44 を中

心とする新しいタイプのエンドサイトーシ

ス・シグナル配列を同定した。VGAT の各種変

異体を HEK293 細胞や PC12D 細胞に発現させ

て細胞内局在を解析した結果、Phe-44 を中心

とするシグナル配列が VGAT のエンドサイト

ーシスに重要であった。VGAT のシグナル配列

をAlaに置換させた変異体をラット海馬初代

培養神経細胞に発現させてシナプスでの局

在を解析したところ、シナプス小胞より形質

膜に多く局在しており、このシグナル配列は

VGAT のシナプスにおけるエンドサイトーシ

スに重要であることが分かった。 

 次に、VGAT の N末端領域を His タグあるい

はGST融合タンパク質として大腸菌で大量発

現・精製した。これらを用いてラット脳可溶

画分のプルダウンアッセイを行った結果、ク

ラスリン系アダプタータンパク質AP2と相互

作用することを見出した。この結合は、

Phe-44 を中心とするシグナル配列に依存的

であった。AP2 は alpha, beta2, mu2, sigma2

からなるヘテロ四量体であるが、バキュロウ

ィルス-昆虫細胞発現系による AP2 各サブユ

ニットの組換えタンパク質との相互作用を

解析した結果、VGAT は alpha/sigma2 複合体

と特異的に結合することを見出し、その結合

様式はジロイシンモチーフと類似している

ことが分かった。 

 VGAT は Phe-44 を中心とするシグナル配列

を介して AP2 と結合し、クラスリン依存性エ

ンドサイトーシスを介してシナプス小胞に

局在すると考えられる。 
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