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略語 

 

ADP Adenosine 5’-diphosphate 

AMP Adenosine 5’-monophosphate  

ASCT Neutral amino acid transporters 

ATP Adenosine 5’-triphosphate 

Bp  Base pair 

BSA Bovine serum albumin 

BNPI Brain specific Na
+
/Pi transporter  

CBB           Coomassie brilliant blue 

cDNA           complementary DNA 

DAT Dopamine transporter 

DDW           Distilled and deionized water 

DIDS 4,4'-Diisothiocyano-2,2'- stilbenedisulfonic acid 

DNA Deoxyribonucleic acid 

DNPI Differential-associated Na
+
/Pi cotransporter 

DDTM          n-Dodecyl-1-thio--D-maltoside 

EAAT Excitatory amino acid transporter 

ECL Enhanced chemiluminescence  

EDTA Ethylenediamine-N’,N’,N’,N’-tetraacetic acid 

GABA -Aminobutyric acid 

GAT -Aminobutyric acid transporter 

GLYT Glycine transporter 

GTP Guanosine 5’-triphosphate 

IPTG           Isopropyl--D-thiogalactopyranoside 

ITP Inosine 5’-triphosphate 

kDa kilo-Dalton 

Kd            Dissociation constant 

MFS Major facilitator superfamily 

MOPS   3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid 

mRNA messenger RNA 
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NET Norepinephrine transporter 

NMDA N-Methyl-D-aspartic acid 

NPT           Na
+
-Dependent inorganic phosphate transporter 

OG Octyl β-D-glucopyranoside 

PAH p-Amino hippuric acid 

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PAGE   Polyacrylamide gel electrophoresis 

PCR   Polymerase chain reaction 

SERT Serotonin transporter 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SLC         Solute carrier 

TB Terrific broth 

TNP-ATP       2’,3’-O-(2,4,6-Trinitrophenyl) adenosine 5’-triphosphate 

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol 

UTP Uridine 5’-triphosphate 

V-ATPase       Vacuolar H
+
-ATPase 

VAChT Vesicular acetylcholine transporter 

VEAT  Vesicular excitatory amino acid transporter  

VGLUT  Vesicular glutamate transporter 

VIAAT  Vesicular inhibitory amino acid transporter 

VNUT Vesicular nucleotide transporter 

VMAT Vesicular monoamine transporter 

VPAT Vesicular polyamine transporter 
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DNA塩基の一文字表記 

 

A   Adenine     G   Guanine 

C   Cytosine     T   Thymine 

     

  

     

アミノ酸の一文字表記 

A  ( Ala )  Alanine 

C  ( Cys )  Cysteine 

D  ( Asp )  Aspartic acid  

E  ( Glu )  Glutamic acid 

F  ( Phe )  Phenylalanine  

G  ( Gly )  Glycine 

H  ( His )  Histidine  

I  ( Ile )  Isoleucine 

K  ( Lys )  Lysine  

L  ( Leu )  Leucine 

M ( Met )  Methionine  

N  ( Asn )  Asparagine 

P  ( Pro )  Proline 

Q  ( Gln )  Glutamine 

R  ( Arg )  Arginine 

S  ( Ser )  Serine 

T  ( Thr )  Threonine 

V  ( Val )  Valine 

W ( Trp )  Tryptophan 

Y  ( Tyr )  Tyrosine 
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 化学伝達では、シナプス小胞などの分泌小胞に蓄積された神経伝達物質が開口放出され

ることで、情報が伝えられる(Chaudhry et al. 2008a、Chaudhry et al. 2008b、Omote et al. 2011、

Hnasko et al. 2012)。細胞外に放出された神経伝達物質は、ターゲットになる細胞の細胞膜上

に存在する受容体に結合し、刺激を伝達する。その後、過剰な神経伝達物質は、細胞膜上の

トランスポーターによって、細胞内に再取り込みされることで情報の伝達が収束する(図 1-1)。

このような化学伝達のシステムは、神経のみならず、細胞間の普遍的な情報伝達システムとし

て生体内で広く用いられている。 

 

 

  

図 1-1.  化学伝達 

 化学伝達では、シナプス小胞に蓄えられた神経伝達物質が開口放出され、受容体に結

合することで情報を伝える。化学伝達では、以下の 4つのステップが関与している。(1)小胞

型神経伝達物質トランスポーター(SLC17、18、32)が小胞へ神経伝達物質を蓄積する。(2)

刺激によって分泌小胞の内容物は、開口放出される。(3)細胞外に放出された神経伝達物

質は受容体に結合し、情報を伝える。(4)細胞膜型神経伝達物質トランスポーター(SLC1、

6)が細胞内へ神経伝達物質を再取り込みする。 
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 化学伝達システムには、様々なトランスポーターが深く関与している。シナプス小胞などの分

泌小胞には、液胞型 H
+
-ATPase (V-ATPase)が存在し、ATPの加水分解によって得られたエネ

ルギーを利用し、H
+を小胞内に輸送する。これにより小胞の内外に形成された H

+の電気化学

的勾配を利用して、小胞型の神経伝達物質トランスポーターが神経伝達物質を小胞内に輸

送する。細胞外に開口放出された神経伝達物質は、細胞膜型の神経伝達物質トランスポータ

ーによって細胞内に取り込まれる。このトランスポーターは、Na
+
/K

+
-ATPase が作り出す、細胞

膜を介したNa
+やK

+の電気化学的勾配を駆動力として神経伝達物質を輸送する。このように、

トランスポーターは、化学伝達において不可欠な役割を果たしている。化学伝達に関わるトラ

ンスポーターの欠損及び機能不全は、化学伝達の異常を引き起こし、生体内の恒常性に大き

な影響を与える(Rees et al. 2000、Verheijen et al. 1999)。したがって、ここにあげたトランスポー

ター、特に神経伝達物質トランスポーターの機能を理解することが化学伝達の全体像を理解

する上で必須となっている。 

 

 神経伝達物質トランスポーターは、分泌小胞に存在する小胞型神経伝達物質トランスポータ

ーと細胞膜にある細胞膜型トランスポーターの２つに大別できる(表 1-1)。このうち、小胞型神

経伝達物質トランスポーターは、SLC17、SLC18、SLC32 の 3 つのファミリーから構成され、そ

れぞれアニオン性、カチオン性および電気的に中性な神経伝達物質を輸送する。一方、細胞

膜型の神経伝達物質トランスポーターは、グルタミン酸を輸送する SLC1 と、セロトニンなどの

アミン類や GABAなどを輸送する SLC6ファミリーから構成されている。 
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 ファミリー（ザブタイプ） トランスポーター 基質 関連文献 

 
 
 
 
 
 
 
 
小 
胞 
型 

SLC17 A6-A8 

A9 

A5 

VGLUTs 

VNUT 

VEAT 

グルタミン酸 

ATP 

アスパラギン酸 

Reimer et al.  

2004, 2013 

Omote et al.  

2011, 2013, 2016 

SLC18 A1, 2 

 

 

A3 

B1 

VMATs 

 

 

VAChT 

VPAT 

セロトニン、 

ノルアドレナリン、 

ドーパミン 

アセチルコリン 

ポリアミン 

Eiden et al. 2004 

Knoth et al. 1981 

Erickson et al. 

1992,1994 

Hiasa et al. 2014c 

SLC32 A1 VGAT GABA,  

グリシン 

Gasnier et al. 2004 

Juge et al. 2009, 2013 

 
 
 
 
 
 
 
細 
胞 
膜 
型 

SLC1 

 

A1-A7 

 

A5 

EAATs 

 

ASCTs 

グルタミン酸、 

アスパラギン酸 

アラニン、 

セリン、 

システイン 

Kanai et al. 2004 

茂里ら 2006 

Herman et al. 2007 

SLC6 A4 

A2 

A3 

A1, 11, 13 

A9 

SERT 

NET 

DAT 

GATs 

GLYTs 

セロトニン 

ノルアドレナリン 

ドーパミン 

GABA 

グリシン 

Chen et al. 2004 

Rees et al. 2006 

 

 

 

表 1-1 神経伝達物質トランスポーター 
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1-1細胞膜型神経伝達物質トランスポーター 

 SLC1(興奮性アミノ酸トランスポーター、EAAT)ファミリーは、グルタミン酸、アスパラギン酸ト

ランスポーターであるEAAT1-EAAT5と中性アミノ酸を輸送するASCT1、ASCT2から構成され

ている(図 1-2)。EAAT は、高親和性のグルタミン酸トランスポーターで、Na
+、K

+、H
+の電気化

学的勾配を利用して細胞内へグルタミン酸を輸送する (図 1-2)(Kanai et al. 2004、茂里ら 

2006、Herman et al. 2007)。 

 一方、カチオン性の神経伝達物質や GABA などは、SLC6 ファミリーに属するトランスポータ

ーによって細胞内に再取り込みされる (図 1-2)。SLC6 ファミリーには、ノルアドレナリンを輸送

するNET、ドーパミンを輸送するDAT、セロトニンを輸送する SERT、GABAを輸送するGAT、

グリシンを輸送する GLYT などがある(Chen et al. 2004)。このファミリーのトランスポーターの

DAT、NET、SERTは、コカインなどの向精神薬のターゲットとしても知られている。また、GLYT

の変異は、過度の驚愕反応を引き起こす過剰驚愕症(びっくり病)の原因因子としても知られて

いる(Rees et al. 2006)。 

図 1-2.  細胞膜型神経伝達物質トランスポーター 

 SLC１ファミリーには、グルタミン酸を回収する EAATが属している。SLC6ファミリーには、

中性アミノ酸やアミンなどの輸送体が属しており、GABAやノルアドレナリンなどを細胞内に

再取り込みする。このファミリーには、ベタイン、タウリンやクレアチンの輸送体も存在する。 

 



 10 

1-2小胞型神経伝達物質トランスポーター 

 小胞型神経伝達物質トランスポーターは、SLC17、SLC18、SLC32 の 3 つのファミリーからな

り、このうちSLC32ファミリーは、GABAやグリシンといった電気的に中性で抑制性の神経伝達

物質を小胞内に輸送する。(図 1-3)。SLC32 ファミリーのメンバーは、小胞型 GABA トランスポ

ーター(VGAT：Vesicular GABA Transporter)のみであり、GABAの他にグリシンも輸送すること

から、小胞型抑制性アミノ酸トランスポーター  (VIAAT：Vesicular Inhibitory Amino Acid 

Transporter)とも呼ばれる(Gasnier et al. 2004)。精製 VGATを用いた実験から、VGATが小胞

の内側が正の膜電位を駆動力として、2 個の塩化物イオンと 1 個の神経伝達物質を輸送して

いることが明らかになっている(Juge et al. 2009)。また、このトランスポーターは、GABA、グリシ

ンの他に-アラニンを輸送している(Juge et al. 2013)。 

  

 

図 1-3.  SLC32: 小胞型 GABA トランスポーター(VGAT) 

 VGATは、SLC32ファミリーの唯一の構成員であり、2個の塩化物イオンとGABAまたは、

グリシンを共輸送する。いずれも抑制性の神経伝達に関わる。GABA は、GAD（グルタミン

酸デカルボキシラーゼ）によってグルタミン酸から合成される。 
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SLC18ファミリーは、12回膜貫通型のMFS(Major Facilitator Superfamily)に属するトランスポ

ーターで、カチオン性の神経伝達物質を小胞内に輸送蓄積している(図 1-4)(Eiden et al. 

2004)。このファミリーには、小胞型モノアミントランスポーター (VMAT1、 2:Vesicular 

Monoamine Transporter) 、小胞型アセチルコリン トランスポーター (VAChT:Vesicular 

Acetylcholine Transporter)、および小胞型ポリアミントランスポーター (VPAT:Vesicular 

Polyamine Transporter)が存在する。いずれもカチオン性のアミンを内側が正の膜電位に逆ら

って輸送するために、H
+との対向輸送を行なっている(Knoth et al. 1981)。VMATは、セロトニ

ン、ドーパミン、ノルアドレナリン、アドレナリン、ヒスタミンなどのアミン類を幅広く認識輸送し、

レゼルピンやテトラベナジンによって阻害される(Eiden et al. 2004, Erickson et al. 1992)。一方、

VAChTは、アセチルコリンを特異的に輸送し、ベサミコ―ルによって阻害されることが知られて

いる(Erickson et al. 1994, Eiden et al. 2004)。最近になって SLC18の新しいメンバーとして

VPAT が同定された(Hiasa et al. 2014c)。このトランスポーターは、H
+の電気化学的勾配を駆

動力としてスペルミン、スペルミジンなどのポリアミンを小胞内に輸送する。興味深いことに

VPATは、ポリアミンだけでなく、セロトニンも輸送することができる。 

 

  

図 1-4.  SLC18 ファミリー 

 SLC18ファミリーは、各種のアミンを H＋との対向輸送で小胞内に輸送する。 
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1-3 SLC17アニオントランスポーターファミリー 

 SLC17 ファミリーは、アニオン性の基質を輸送するトランスポーターファミリーで、SLC18 と同

じく 12回膜貫通型のMFSに属している(図 1-5)(Reimer et al. 2004、2013、Omote et al. 2011、

2013、2016)。SLC17 ファミリーは、アニオン性の薬物を輸送する NPT1-4(SLC17A1-A4)、アス

パラギン酸を輸送する小胞型興奮性アミノ酸トランスポーター (Sialin/VEAT:Vesicular 

Excitatory Amino Acid Transporter)、グルタミン酸を輸送する小胞型グルタミン酸トランスポー

ター(VGLUT:Vesicular Glutamate Transporter)、そして、ATPを輸送する小胞型ヌクレオチドト

ランスポーター(VNUT:Vesicular Nucleotide Transporter) から構成される(図 1-5)。いずれも膜

電位を駆動力としてアニオン性の基質を輸送するトランスポーターで、植物から動物まで真核

生物に幅広く存在している。 

 

  

図 1-5.  SLC17 ファミリー 

 SLC17 ファミリーは、9 つのメンバーからなり、いずれも膜電位を駆動力として有機アニオ

ンを輸送する。 
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1-4 Type I リン酸トランスポーター(NPT) 

 SLC17 ファミリーのうち、NPT 1-4 は、腎臓尿細管細胞、肝細胞や小腸上皮細胞のアピカル

膜に存在し、様々なアニオン性の薬物を体外へ排出する薬物排出トランスポーターとして機能

している(図 1-6)(Omote et al. 2015、Miyaji et al. 2013、Reimer et al. 2013)。NPTは、Type I リ

ン酸トランスポーターとしてウサギ腎臓のmRNAからクローニングされたが、リン酸に対するKM

が 50 mM程度と親和性が低く、腎臓でのリン酸再吸収への関与は低い(Werner et al. 1991)。

その後の発現系を用いた解析から、このトランスポーターが膜電位を利用して、塩化物イオン

依存的に薬物を排泄するトランスポーターであることが明らかになった (Bush et al. 1996、

Jutabha et al. 2003、Iharada et al. 2010)。NPT1 と NPT4は、腎臓の尿細管細胞のアピカル膜

に、NPT ホモログは、小腸上皮細胞のアピカル膜や肝細胞に存在し、p-ヒドロキシ馬尿酸

(PAH)、アスピリン、尿酸、エストロン硫酸、ベンジルペニシリン、ファロペネムなどを輸送するこ

とが明らかになっている (Bush et al. 1996、Uchino et al. 2000、Jutabha et al. 2003、Iharada et 

al.2010、Togawa et al.2012)。また、NPT1 と NPT4の多型は、痛風との関連性が指摘されてお

り、尿酸排泄での役割が注目されている (Dehghan et al. 2008、Iharada et al. 2010、Reimer et 

al. 2013)。 

図 1-6.  NPT（Type I リン酸トランスポーター/有機アニオントランスポーター） 

 NPT サブファミリーは、腎臓尿細管細胞などのアピカル膜でアニオン性の薬物を排泄す

る薬物排泄トランスポーターとして働いている。その活性は、塩化物イオン依存的である。

また、Type I リン酸トランスポーターとして Na
+
/リン酸共輸送活性を持っている。 
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1-5シアリン/ 小胞型興奮性アミノ酸トランスポーター(VEAT) 

 シアリン/ VEATは、シナプス小胞において、膜電位駆動型、塩化物イオン依存性のアスパラ

ギン酸、グルタミン酸トランスポーターとして働いている(図 1-7)(Miyaji et al. 2008)。このトラン

スポーターは、もともとサラ病などのシアル酸蓄積症の原因遺伝子として単離された 

(Verheijen et al. 1999)。シアリンは、リソソーム膜にあって、糖脂質や糖タンパク質の分解によ

って生じたシアル酸を細胞質へ輸送するトランスポーターで、H
+とシアル酸、乳酸などを共輸

送する。この遺伝子の変異はリソソームへのシアル酸の異常蓄積と、リソソームの機能異常を

引き起こす(Aula et al. 2000、Miyaji et al. 2011a)。一方、VEATは、神経のシナプス小胞にも

存在し、小胞の内側が正の膜電位を駆動力としてアスパラギン酸とグルタミン酸を輸送する

(Miyaji et al. 2008)。したがって、シアリン/VEATは、リソソームに存在するときとシナプス小胞

に存在するときで輸送する基質、駆動力、輸送方向が異なるトランスポーターと言える。アスパ

ラギン酸はNMDA受容体のリガンドとして機能することから、VEATは、アスパラギン酸化学伝

達に深く関わっているものと推定されている。 

 

図 1-7.  シアリン/VEAT 

 シアリン/VEAT は、リソソームでシアル酸/H
+共輸送体として、シナプス小胞では、膜電

位を駆動力とするアスパラギン酸、グルタミン酸トランスポーターとして働く。存在場所によ

って機能が異なるトランスポーターである。VEAT のアスパラギン酸グルタミン酸輸送活性

は、塩化物イオンによって活性化される。 
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1-6小胞型グルタミン酸トランスポーター(VGLUT) 

 グルタミン酸は、主要な興奮性神経伝達物質として中枢神経系や抹消組織で広く使われて

いる(Fonnum et al. 1984)。VGLUTは、神経末端のシナプス小胞にあり、グルタミン酸を小胞

内に輸送・蓄積するグルタミン酸化学伝達において重要な役割を果たしている(図 1-8)。

VGLUT は、VGLUT1、VGLUT2、VGLUT3 の 3 つのアイソフォームがあり、VGLUT1 は、大

脳皮質、海馬、小胞皮質、VGLUT2 は、視床、脳幹、深部小脳核に存在している(Bellocchio 

et al. 1998, Fremeau et al. 2001)。一方、VGLTU3は、線条体、海馬、大脳皮質のなどの限ら

れた細胞にのみ存在している(Gras et al. 2002)。3つのアイソフォームが異なる分布をしている

ことは、これらの VGLUTに機能の違いがあることを示唆しているがその詳細は不明である。                                                                    

 

 VGLUT1は、NPT1のホモログとして単離され、腎臓には存在せず脳に特異的に存在してい

ることから BNPI (Brain specific Na/Pi transporter) と名付けられた。Takamori らは、ヒト膵臓腫

瘍細胞株を用いた発現系とラット BNPIの特異的抗体を用いた解析により、BNPIが、シナプス

図 1-8.  VGLUT 

 VGLUT は、シナプス小胞にグルタミン酸を輸送する小胞型グルタミン酸トランスポーター

である。VGLUT は、膜電位を駆動力として負電荷を持つグルタミン酸を小胞内に輸送す

る。この活性は、塩化物イオンを必要とする。基質特異性は厳密で、アスパラギン酸やグル

タミンを認識しない。基質に対する親和性は低く 1-5 mM 程度である。また、VGLUT は、

NPT と同様に Na
+
/リン酸共輸送活性を持っていることが知られている。 
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小胞のグルタミン酸トランスポーターであることを明らかにした (Takamori et al. 2000)。

VGLUT2 は、膵臓由来の AR42J 細胞の分化に関連した因子として単離され、DNPI 

(Differential-associated Na
+
/Pi cotransporter)と名付けられた(Aihara et al. 2000)。その後、

BNPI と同様に DNPI も小胞型のグルタミン酸トランスポーターであることが明らかになり、

VGLUT2 と再定義された(Herzog et al. 2001、Hayashi et al. 2001)。VGLUTは、中枢神経系

以外にも網膜や脊髄後根神経節など様々な神経系に存在している。また、神経以外にも、膵

臓ランゲルハンス氏島、松果体、小腸 L 細胞、破骨細胞、精巣、胃粘膜組織などで VGLUT

が存在していることが明らかになっている(Moriyama et al. 2004)。VGLUT2遺伝子を破壊した

遺伝子欠損マウスは、胎生致死もしくは、生まれてすぐに死に至る(Moechars et al. 2006)。一

方、VGLUT1 遺伝子を破壊すると、グルタミン酸による神経化学伝達の低下を引き起こすとと

もに、生後数週間で死亡するケースが多く見られる。また、協調運動障害、失明、驚愕反応促

進などの障害を引き起こす(Fremeau et al. 2004)。これらのことは、VGLUT1、2が中枢神経系

の機能に不可欠であることを意味している。一方、VGLUT3遺伝子破壊実験から VGLUT3が

炎症性および神経障害性疼痛に関わっていることが報告されている(Seal et al. 2008)。また、

VGLUT3 遺伝子欠損マウスは、マウスモデルにおいて聴覚障害をも引き起こすことが知られて

いる(Seal et al. 2009)。 

 VGLUTのKMは、1-5 mM程度とグルタミン酸に対する親和性は低い(図 1-9)。これは、細胞

質に 5-10 mM と比較的高濃度のグルタミン酸が存在することに対応している。VGLUT の D-

グルタミン酸に対する特異性は高く、アスパラギン酸やグルタミン、グルタミン酸アナログを認

識しない  (Naito et al. 1985)。また、VGLUTの阻害剤として、色素であるエバンズブルー、ト

リパンブルー、ローズベンガルなどで強く阻害される (Roseth et al. 1995)。これらの阻害剤は、

グルタミン酸に対して拮抗的で Kiは 40-200 nM 程度である。また、VGLUT だけでなく他の

SLC17ファミリーのトランスポーターも阻害する (Togawa et al. 2012、Kato et al. 2017、Miyaji 

et al. 2008)。  

 VGLUTのグルタミン酸輸送機構は、精製タンパク質の再構成系を用いて詳細に解析された

(Juge et al. 2006)。部位特異的変異導入により、必須残基として、His128、Arg184、Asp191の

3つの残基が同定されている(図 1-9)。これらの残基のうち His128 と Asp191は、VGLUT間で
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のみ保存され、4 番目の膜貫通領域にある Arg184はすべての SLC17 メンバーに保存されて

いる(Omote et al. 2011)。Arg184は、SLC17ファミリー全体に完全保存されているので、このフ

ァミリー全体に共通する機能を持っているものと考えられている。また、VGLUT は、膜電位依

図 1-9.  VGLUTの生化学的特性 

(A) VGLUTは、D-グルタミン酸存在下では、グルタミン酸輸送を阻害する。すなわち、D-グ

ルタミン酸に対する特異性は高いが、多くのグルタミン酸アナログでは、認識しない。 

(B) VGLUTの KMは、3.1 mMであり、基質親和性は低い。 

(C) VGLUTの第 4膜貫通領域には、全ての SLC17 メンバーに保存された Arg残基があ

り、この残基を Alaに置換すると活性を失う。 
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存型のグルタミン酸輸送活性に加えて、Na
+勾配を駆動力とするNa

+
/リン酸共輸送活性を持つ。

この活性は、グルタミン酸輸送と異なり、エバンズブルーやグルタミン酸によって阻害されず、

また、塩化物イオンを必要としない。同様に、グルタミン酸輸送活性もリン酸によって阻害され

ない。Na
+
/リン酸共輸送活性は、グルタミン酸輸送に必須な 3つの残基の変異によって影響を

受けない。したがって、VGLUT は、膜電位駆動型のグルタミン酸輸送と Na
+勾配を駆動型の

Na
+
/リン酸共輸送という異なる 2つの活性を持つトランスポーターとなっている。 

 

1-7小胞型ヌクレオチドトランスポーター(VNUT) 

 VNUT は、ATP などのヌクレオチドを分泌小胞に輸送するトランスポーターであり、プリン作

動性化学伝達に不可欠な因子として働いている(図 1-10)(Sawada et al. 2008、Hiasa et al. 

2014a、Moriyama et al. 2017)。開口放出によって細胞外へ放出されたヌクレオチドは、ターゲ

ットとなる細胞のプリン受容体に結合することでシグナルを伝達する(Burnstock et al. 2007)。プ

リン作動性化学伝達は､体内の様々なところで使用されており、痛覚の伝達、神経-グリア相互

作用、血液凝固、味覚、血圧制御、免疫応答などに深く関わっている(Burnstock et al. 2007、 

Hiasa et al. 2014a、Hiasa et al. 2014b)。プリン作動性化学伝達で使用されるヌクレオチドは、

副腎髄質クロマフィン細胞のクロマフィン顆粒や、膵臓ランゲルハンス氏島細胞のインスリン

顆粒など様々な分泌小胞に高濃度に蓄積されている。これらの小胞には、ヌクレオチドを取り

込む活性があることが知られていたが、どのトランスポーターがそれを担っているかは長らく不

明なままであった(Aberer et al. 1978)。VNUTは、SLC17ファミリーの9番目のメンバーとしてゲ

ノム配列からその存在が明らかになり、クローニングされた(Sawada et al. 2008)。このトランスポ

ーターは、ヌクレオチドを蓄積するクロマフィン顆粒に存在しており、精製 VNUT をリポソーム

に再構成したところ ATP を輸送した。このことから、この新しいトランスポーターが小胞型ヌクレ

オチドトランスポーターであることが明らかになった(Sawada et al. 2008)。VNUT は、他の

SLC17 メンバーと同様に膜電位依存的、塩素イオン依存的にアニオンであるヌクレオチドを輸

送し、エバンズブルーやDIDSによって阻害される。VNUTのATPに対するKMは、0.2 - 3 mM

と、VGLUT のグルタミン酸輸送に比べるとやや高い基質親和性を持つ(Aberer et al. 1978、

Bankston et al. 1996、Gualix 1996、Sawda et al. 2008、Miyaji et al. 2011b)。基質特異性は、
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VGLUT ほど強くはなく、ATP のほか ADP や GTP、ITP など多くのヌクレオチドを認識し輸送

する。また、ATP は､生体内では Mg
2+イオンと複合体を形成しており、これに対応して VNUT

は、ATP-Mg複合体も輸送することができる(Miyaji et al. 2011b)。VNUT も VGLUT と同様に

第 4膜貫通ヘリックスに必須Arg残基(Arg119)を持つ。この残基をAlaに置換すると活性を失

うこと、塩化物イオンとケト酸による制御を受けることから、基質は、異なるがVGLUTと同様なメ

カニズムでヌクレオチドを輸送していると考えられている(Miyaji et al. 2011b、Kato et al. 

2017)。 

図 1-10.  VNUT 

 VNUT は、ATP をはじめとするヌクレオチドを分泌小胞に輸送するトランスポーターであ

り、プリン作動性の化学伝達に必須な因子である。VNUT は血糖コントロールや痛みの伝

達、炎症、免疫応答など多様な生理現象に関わっている。 
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VNUTの生理機能の解明は、遺伝子破壊実験などを通して進展している(Masuda et al. 2016、 

Sakamoto et al. 2014)。VNUT 遺伝子を破壊したマウスにおいて、体重、行動などは、ほぼ正

常なものであったが、副腎からのノルアドレナリン、アドレナリン分泌が抑制されていた。一方、

膵臓ランゲルハンス氏島からのインスリン分泌は、促進されていた(Sakamoto et al. 2014)。興

味深いことに VNUT 遺伝子欠損マウスでは、血糖値が低下しており、インスリン負荷試験から

インスリン感受性が向上していることが明らかになった。そのほかにも VNUT は、神経因性疼

痛、炎症性疼痛、血小板凝集、好中球の遊走などに関わっており、生物の生存に必須ではな

いが、多彩な生理機能を持つことが明らかになっている(Shinozaki et al. 2014、Hiasa et al. 

2014a、Kato et al. 2017、Harada et al. 2018、Masuda et al. 2016)。 

 

1-8 塩化物イオンによる制御 

 VGLUT をはじめとする SLC17 ファミリーのトランスポーターは、いずれも強い塩化物イオン

依存性を示す(Omote et al. 2011、El Mestikawy et al. 2011)。塩化物イオン非存在下では、活

性を全く示さないが、2-5 mMの塩化物イオンによって強く活性化される(図 1-11)。単離したシ

ナプス小胞では、2 相性の塩化物イオン依存性を示し、2-5 mM の塩化物イオンによって強く

活性化され、高濃度の塩化物イオンによって活性は、低下することが報告されている(Naito et 

al. 1985)。シナプス小胞の場合、V-ATPaseがATPを加水分解しH
+を小胞内に輸送する。これ

によって小胞内が正の膜電位と小胞内が酸性の pH勾配が形成される。この膜電位と pH勾配

の形成は、塩化物イオン濃度に依存し、低濃度の塩化物イオン存在下では、膜電位、高濃度

の塩化物イオン存在下では、pH勾配が優勢となる (Johnson et al. 1987)。したがって、シナプ

ス小胞のような分泌小胞でのグルタミン酸輸送は、高濃度の塩化物イオン存在下で活性が低

下する(Naito et al. 1985、Juge et al. 2006、El Mestikawy et al. 2011)。一方、精製した VGLUT

のみを含むリポソームでは、H
+ポンプの影響を受けないので、1相性の活性化のみが見られる

(Juge et al. 2010)。 

VGLUT は、イソロイシンとロイシンの代謝中間産物である-ケト酸によって阻害される

(Tavares et al. 2000, Reis et al. 2000)。このメカニズムは、Jugeらによって、精製VGLUTを用い

て詳細に解析された(Juge et al. 2010)。塩化物イオンによる活性化は、Hill係数 3-4の強い正
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の協働性を示し、アセト酢酸やピルビン酸など多様なケト酸によって競合的に阻害されること

が明らかになった。すなわち、ケト酸は、塩化物イオンに対する親和性を低下させることで

VGLUTの活性を低下させる(Juge et al. 2010)。ケトン体として知られるアセト酢酸は、脂質代

謝の亢進によって産生されるケト酸であり、飢餓状態、高脂肪食、激しい運動時や糖尿病性ケ

トアシドーシスによって、血中濃度は、数mMまで上昇する。これによって、VGLUTを介してグ

ルタミン酸化学伝達が抑制される。ケトン体は、神経の過剰興奮によるてんかん発作を抑制す

ることが知られており、生体内の代謝が神経活動をコントロールしていることになる(Vining et al. 

1999)。このような機能を持つケト酸は、アセト酢酸の他に、ピルビン酸、フェニルピルビン酸、

-ケトイソバレリン酸、-ケトイソカプロイン酸、α-ケトメチルバレリン酸などが報告されており、

糖代謝、脂質代謝、アミノ酸代謝とグルタミン酸化学伝達が密接な関係になることを示唆して

図 1-11.  塩化物イオンとケト酸による活性の調節 

VGLUTは、塩化物イオン非存在下では活性を示さず数mMの塩化物イオンによって強

く活性化される。この活性化は、ケト酸によって阻害される。ケト酸は、塩化物イオンに対す

る親和性を低下させることで VGLUT の活性を抑制する。このような調節システムは、

SLC17ファミリーに共通である。 
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いる(図 1-12)(Tavares et al. 2000、Reis et al. 2000、Juge et al. 2010)。 

VNUTも同様にケト酸によって塩化物イオンと拮抗的に阻害される。最近になってKatoらに

よって、ビスホスフォネート製剤として用いられるクロドロン酸がケト酸と同様な効果を持つこと

が報告された(Kato et al. 2017)。クロドロン酸のVNUTに対する IC50は 16 nMと非常に小さく、

また特異的にVNUTを阻害する。クロドロン酸は、塩化物イオンと拮抗的にVNUTに作用し、

塩化物イオンによる活性化を抑制する。このことは、塩化物イオン結合部位に対して作用する

薬を創生することが可能であることを意味している。実際、クロドロン酸は VNUT が関わる神経

障害性疼痛や炎症性疼痛を抑制する。 

図 1-12.  塩化物イオンとケト酸による活性のシグナル伝達の調節 

塩化物イオンとケト酸は、VGLUTや VNUTの活性調節を通して、化学伝達をコントロー

ルしている。 
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1-9課題と本研究の目的 

このように、塩化物イオンによる活性制御は、SLC17 ファミリーに共通する特徴であり、グル

タミン酸やプリン作動性化学伝達を調節することで、生体内の様々な生理現象をコントロール

している。この制御メカニズムの解明は、VNUT や VGLUT が関与すると考えられているてん

かんや疼痛、炎症、糖尿病、骨粗鬆症など様々な疾患に対する新規治療薬開発につながると

考えている。 

これまでの流れを整理すると、VGLUT では、Arg184 残基が基質輸送に必須の残基である

ことが明らかになっている。また、これらの残基は、SLC17 ファミリーに属する VNUT でも同様

であり必須 Arg 119残基が存在する(Omote et al. 2011)。また、一定濃度の塩化物イオン濃度

領域で強い活性化を示すことが明らかになっており、これらの因子が基質輸送に重要な役割

を果たしていることは明らかである(Miyaji et al. 2011b、Kato et al. 2017)。しかし、その詳細な

活性制御メカニズムは、不明なままにされてきた。その理由の一つは、塩化物イオン非存在下

では活性がないため、解析が困難であったためである。同様に、必須 Arg 残基の機能も不明

なままである。これらの因子の機能を解析するためには基質結合など、輸送の部分反応を解

析する必要がある。しかし、最も研究の進んでいる VGLUT は基質に対する親和性が低く、ま

た、基質特異性が極めて高く、アナログを認識しない。 

そこで、本研究では、より広範囲な基質を認識する VNUTをターゲットとして、ATPアナログ

を用いて塩化物イオン・ケト酸・必須 Arg残基のヌクレオチド結合に対する役割を解析した。基

質結合を測定するために蛍光性の ATP アナログである TNP-ATPに着目した。TNP-ATPは、

これまでも、ミオシンATPaseの基質結合部位の研究やミトコドリアATPase、Na
+
/K

+
ATPaseなど

様々な生体エネルギー転換機構の研究に用いられてきた(Kormer et al. 1982、Watanabe et al. 

1982、Moczydlowski et al. 1981a, b)。TNP-ATPは、水溶液中では、蛍光量子収率が極めて

低い化合物であり、タンパク質に結合していない状態での蛍光は、極めて小さい。一方、蛋白

質に結合することで蛍光強度が大きく増大する。この蛍光強度の増大は、結合する蛋白質に

よって大きく異なり、ミトコンドリア ATPaseで約 7倍、Na
+
/K

+
ATPaseで約 15倍もの増大が報告

されている(Grubmeyer et al. 1981、Moczydlowski et al. 1981a, b)。このような性質を利用して、

TNP-ATP を VNUT の基質結合の解析に応用することができれば、塩化物イオンや必須 Arg

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watanabe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6214553
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残基が基質結合へ及ぼす影響解析することが可能ではないかと考え、本研究を行なった。 
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2-1大腸菌を用いたヒト VNUTの発現系と R119A変異型プラスミドの構築 

ヒト VNUT(NM_001302643)発現プラスミド、pET-hVNUT は Leviatan らが作成したものを

用いた(Leviatan et al. 2010) (図 2-1)。このプラスミドは大腸菌内で活性型の真核生物の膜タン

パク質を大量発現するものである。Arg119残基をAlaに置換した変異型VNUTを発現するプ

ラスミドは PCRを用いて作成した。 

変異型プライマーhVNUTR119Afw (5’-GACCTTCTCAGCCATCCTCAT-3’)と hVNUTrv2

プライマー(5’-CGTGGTCTCCATCAAGTAGCCGCC-3’)を用い、pET-hVNUT プラスミドを

鋳型として、Pfx50 (ThermoFisher/Invitrogen、Waltham、MA、USA) を用いて PCR増幅した。

変異を含む 829 bpの増幅断片と T7fwプライマー(5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’)を

プライマーとして、再度 PCR増幅した。得られた 1695 bpの断片を EcoRI と PstIで切断し、同

じ酵素で切断した pET-BBhVNUT プラスミドに TaKaRa Mighty Ligation Kit(Takara 

Biomedicals、Osaka、Japan)でライゲーションした。得られたプラスミド中でヒト VNUT をコード

する全領域の塩基配列を決定し、R119A 変異(CGC→GCC)が入っていることを確認した。こ

のプラスミドを pET-hVNUT -R119A とした。  

図 2-1.  pET-VNUTプラスミド 

 VNUT の N 末端と C 末端の細胞質領域に大腸菌由来のへリカルタンパク質（Ybel ）

を融合し、大腸菌内で VNUT を活性保持したまま大量に発現できる。 
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2-2大腸菌 C43株の形質転換 

pET-hVNUTプラスミド 0.1 μgを大腸菌 C43(F
–
 ompT hsdSB (rB

-
 mB

-
) gal dcm (DE3))株

50 μL に加え、氷上で 30 分静置した。42°C の水浴で 45 秒インキュベーションした後、SOC

培地を 300 μLを加え、37°Cで 1時間インキュベーションした。これを 30 μg/mLのカナマイシ

ンを含む LB寒天培地に播種し、37℃で 16時間培養して形質転換した C43株を得た。 

 

 

2-3 VNUTの発現と精製 

 VNUTの精製は、Leviatan らの方法に従った(Leviatan et al. 2010)。形質転換した C43株を

30 μg/mLのカナマイシンを含む 5 mLの TB培地で、37℃にて 1晩培養後、1L の TB培地に

移し OD600が 0.6〜0.8になるまで培養した。18℃に冷やした後、終濃度が 1 mMになるように

IPTGを添加し、さらに 16時間培養した。 

 以下、すべてのステップを 4℃で行った。培養液を 2,800 × g、4℃、15分間遠心して菌体を

回収し、30 mLの Sonication Buffer (20 mM MOPS/Tris pH7.0、300 mM スクロース、2 mM 

PMSF) で懸濁した。懸濁液を 5,856 × gで 15分間遠心した。沈殿を Sonication buffer 20 mL 

(1 mM ATP、10 μg/mL ロイペプチン、10 μg/mL ペプスタチン A) で懸濁し、超音波処理 

(VCX500：Sonics & Materials Inc.、Newtown、CT、USA、出力25%、30秒 × 10回) で細胞を

破砕した。これを 6,000 × gにて 10分間、4℃で遠心しデブリを取り除いた。上澄を 160,000 × g、

1時間、4℃で超遠心して膜画分を得た。これを Solubilization Buffer (40 mM Tris/HCl pH 8.0、

100 mM NaCl、10 mM KCl、20%(v/v) グリセロール、2 mM PMSF、10 μg /mL ロイペプチン、

10 μg /mL ペプスタチン A)で懸濁後、タンパク質濃度が 10 mg/mLになるように希釈した。終

濃度が 1.5%(w/v)になるように、Fos-Choline-14 (Anatrace Inc.、Cleveland、OH、USA) を加え

て膜タンパク質を可溶化した。10分間氷上でインキュベートした後、160,000 × g、1時間、4℃

にて超遠心し、上清を可溶性画分とした。 

 Ni-NTA Super flow レジン  (Qiagen、Hilden、Germany)を  Econo-Column (Bio-Rad 

Laboratories、Richmond、CA、USA、1.0 cm × 5 cm) に充填し、Buffer A (40 mM MOPS/Tris 

pH 8.0、100 mM NaCl、10 mM KCl、20%(v/v) グリセロール、20 mM イミダゾール) で平衡
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化した。ここに、0.1%(w/v)の DDTM を含む Buffer Aで 2倍希釈した可溶性画分を 3回通し

てタンパク質を吸着させた。その後、10 mLのWash Buffer1 (40 mM MOPS/Tris pH8.0、100 

mM NaCl、10 mM KCl、20%(v/v) グリセロール、20 mM イミダゾール、0.1%(w/v) DDTM、2 

mM PMSF、10 μg/mL ロイペプチン、10 μg/mL ペプスタチン A)と 10 mLのWash Buffer 2 

(40 mM MOPS/Tris pH8.0, 20%(v/v) グリセロール、50 mM イミダゾール、 0.1%(w/v) DDTM、

2 mM PMSF、10 μg/mL ロイペプチン、10 μg/mL ペプスタチン A)で洗浄した。精製 VNUT

は、Elution Buffer (50 mM MOPS/Tris pH7.5、20%(v/v) グリセロール、300 mM イミダゾール、

0.1%(w/v) DDTM、2 mM PMSF) でカラムから溶出し、分注後-80℃で保存した。 

 

 

2-4大腸菌 ATP合成酵素(FoF１-ATPase)の精製 

大腸菌 FoF1-ATPase の精製は、Moriyama らの方法で行なった(Moriyama et al. 1991)。

FoF1-ATPase の大量発現プラスミド pBWU13(Ap
R

 pMB1 origin atpI′BEFHAGDC)を大腸菌

DK8(HfrPO1 bglR thi1 relA1 ilv::Tn10 (Tet
R
) ΔatpBEFHAGDC)株に導入し、50 μg/mLイソロイ

シン、50 μg/mL バリン、2 μg/mL チアミンおよび 0.5%(v/v) グリセロールを含む Tanaka 培地

(Tanaka et al. 1967)中で 37℃で培養した。菌体を 4℃で回収後、Disruption Buffer (50 mM 

Tris-HCl pH 8.0、2 mM MgCl2、0.5 mM EDTA、1 mM PMSF、1 μg/mL ロイペプチン、1 

μg/mLペプスタチン、10%(v/v) グリセロール、1 mM DTT)で懸濁した。菌体は、フレンチプレ

ス(1,000 kg/cm
2
)を用いて破砕し、17,000 × g、10分間、4℃で遠心し上清を回収した。これを

210,000 × g、80 分間、4℃で超遠心し、膜画分を沈澱として回収した。得られた膜画分を

MOPS緩衝液(20 mM MOPS/Tris pH 7.0、1 mM MgSO4、1 mM DTT、1%(w/v) OG)に懸濁し、

終濃度 2%(w/v)のOGを添加した。これを 260,000 × gで 30分間、4℃で遠心してFoF1-ATPase

を可溶化した。同じ緩衝液を含む 10%-30%(v/v)のグリセロール密度勾配(4 mL)の上に可溶

化した FoF1-ATPaseを上層した。これを 330,000 × g、4℃で 5時間遠心分離した。FoF1-ATPase

は、チューブの底から 1.5 mL回収した。精製 FoF1-ATPaseは分注後-80℃で保存した。 
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2-5 タンパク質の定量 

タンパク質定量には Schaffner-Weissmann法を用いた(Schaffner et al. 1973)。 

 総量 300 μLになるようにタンパク質を蒸留水で希釈し、SDS Buffer (1 M Tris/HCl pH8.0, 

1%(w/v) SDS)を 30 μL加え、懸濁後、50%(v/v) TCA を 100 μLを加えてよく混合し、20分間

室温で静置した。吸引濾過器を用いて、サンプルをニトロセルロースメンブレンフィルター 

(pore size 0.45 μm、ADVANTEC Inc、Tokyo、Japan)で濾過し、5%(v/v) TCAでフィルターを洗

浄した。フィルターを Staining solution (0.25%(w/v) Amido scwartz 10 B, Methanol：Acetic 

acid：H2O＝9: 2 : 9体積比) で 5分間染色した。Destaining solution (Methanol：H2O：Acetic 

acid＝90: 8: 2、体積比 ) でバックグラウンドが白くなるまで脱色し、3 mL の Elution 

solution(50%(v/v) Ethanol、25 mM NaOH、50 μM EDTA)で溶出した。溶出液の 630 nmの吸

光度を測定した。標準物質には、ウシ血清アルブミン(BSA)を用いた。 

 

 

2-6 SDS-ポリアクリルアミド電気泳動 

 SDS-ポリアクリアルアミド電気泳動(SDS-PAGE)はLaemmliの方法で行なった(Laemmli et al. 

1970)。サンプルに 5×SDS sample buffer (10%(w/v) SDS、5%(v/v) β-メルカプトエタノール、

30%(v/v) グリセロール、250 mM Tris/HClpH 6.8、0.02%(w/v) ブロモフェノールブルー)を 1/5 

volume加え、室温で 30分間変性させた。10%(w/v)アクリルアミドゲルを用いて泳動 buffer (12 

mM Tris、0.72%(v/v) グリシン、0.013%(w/v) EDTA、0.025%(w/v) SDS) 中で電気泳動した。

泳動後のゲルを CBB染色液 (5%(v/v) Acetic acid、50%(v/v) Methanol、0.25%(w/v) CBB) 

で 30分間振とうし、固定液 (10%(v/v) Acetic acid、 20%(v/v) Methanol) で 30分間振とうした。

その後、脱色液 (7%(v/v) Acetic acid、 5%(v/v) Methanol) で脱色した。 
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2-7 TNP-ATPの蛍光測定 

ATP アナログである TNP-ATP (Sigma-Aldrich、 St. Louis、MO、USA)の蛍光は Hitachi 

F-2500分光蛍光光度計を用いて測定した。 

 MOPS Buffer (20 mM MOPS/NaOH pH 7.5、20%(v/v) グリセロール、0.02%(w/v) DDTM、

100 mM K Acetate または、100 mM KCl) に 1 μM の TNP-ATP と 0.5 μM の VNUT を加え

15℃で測定した。VNUTのモル濃度は分子量を 79,179として計算した。励起波長を 410 nm、

蛍光波長を534 nm、励起側のスリットを5 nm、蛍光側のスリットを10 nmに設定した。各条件で

3 回ずつ測定を実施した。コントロールとして Elution Buffer (50 mM MOPS/Tris pH7.5、

20%(v/v) グリセロール、300 mM イミダゾール、0.1%(w/v) DDTM、2 mM PMSF) を VNUT

の代わりに加え、同様の実験を行なった。 

 

 

2-8野生型及び R119A変異型 VNUTの TNP-ATP タイトレーション 

野生型及びR119A変異型VNUTをMOPS Buffer (20 mM MOPS/NaOH pH 7.5、20%(v/v) 

グリセロール、0.02%(w/v) DDTM、100 mM K Acetate または、100 mM KCl) に溶かし、

TNP-ATPを段階的に添加して濃度を 0.01 μMから 1000倍の 10 μM まで (Mg
2+イオン添加

条件では 0.03 μMから 30 μM まで) 変化させ、励起波長 410 nmの光を照射したときの、534 

nmの蛍光を測定した。各条件でコントロールとしてElution Buffer (50 mM MOPS/Tris pH7.5、

20%(v/v) グリセロール、300 mM イミダゾール、0.1%(w/v) DDTM、2 mM PMSF)を VNUTの

代わりに加え、同様の実験を行った。各条件で 3回ずつ測定を実施した。また、体積増加によ

る希釈を補正した。ATPのタイトレーションも同様に行なった。 
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2-9 TNP-ATP タイトレーションのデータ解析 

 各測定条件における VNUTを加えた場合と Elution Bufferを加えた場合の蛍光強度の差を

求め、3回の実験結果の平均値を、以下の式にフィッティングさせた。 

解析には KaleidaGraph (Synergy Software、Reading、CA、USA) を用いた。  

F = Fmax × [TNP-ATP] / (Kd + [TNP-ATP]) + C        （式 1） 

F： 蛍光強度   

Fmax： TNP-ATPが VNUTに最も多く結合したときの蛍光強度 

[TNP-ATP]： TNP-ATP濃度 (μM)   

Kd： 解離定数 (μM)   

C： 定数 

 

 

 

ATP タイトレーションの実験では、競合阻害モデルに基づき以下の式にフィッティングさせた。 

F = Fmax × [TNP-ATP] / (Kd {1 + [ATP] / KdATP} + [TNP-ATP])   （式 2） 

         [ATP]： ATP濃度 

   KdATP： ATPの解離定数 (μM)  

 

50%阻害濃度(IC50)は、Henderson’s plot より算出した(Henderson 1972)。 

横軸に(F0 / F)を縦軸に[ATP] / (1 – F / F0)をとり、データをプロットした。直線の傾きから IC50を

算出した。 

[ATP] / (1 – F / F0) = IC50 (F0 / F) + C                  （式 3） 

       F0：ATP非存在下の時の蛍光強度 
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2-10ビオチン-11-ATPによる光化学修飾 

ビオチン-11-ATP (PerkinElmer, Inc.、Waltham、MA、USA)による VNUTの光化学修飾は、

Kato らの報告を改変して行った(Kato 2017)。精製 VNUT 1.5 μg を 25 μL の 20 mM 

MOPS/NaOH pH 7.5、100 mM KCl および 0.02%(w/v) DDTMを含む緩衝液に加え、その

後、終濃度 10 μMのビオチン-11-ATPを添加した。反応液を氷上に静置し、UV トランスイルミ

ネーター(302 nm、GelDock-2000、Bio-Rad、Hercules、CA、USA)にて 4分間UVを照射した。

その後、5 μLの SDS-PAGE用 5×SDS sample bufferを加えて、室温で暗所 30分間処理した。

サンプルは 9%(w/v)の ポリアクリルアミドゲルによる SDS-PAGE で分離し、ニトロセルロース/

セルロース混合膜に 300 mA，2 時間で転写した。転写したニトロセルロース膜は 0.5%(w/v) 

BSAを含む TEN緩衝液 (25 mM Tris-HCl pH 7.4、1 mM EDTA、140 mM NaCl)で 1時間、

室温にてブロッキングした後、 0.1 μg/mL の  HRP-ストレプトアビジン (Horseradish 

peroxidase-conjugated streptavidin、Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA) を含む TEN緩衝

液で 1時間、室温でインキュベートした。その後、0.1%(v/v)のTween-20を含むTEN緩衝液で

ニトロセルロース膜を4回洗浄した。ニトロセルロース膜上のビオチン化タンパク質はECL キッ

ト(Enhanced chemiluminescence kit、PerkinElmer Inc.、Boston、MA、USA)を用いて可視化し，

ImageQuant LAS-4000 イメージアナライザー (GE Healthcare、Chicago、IL、USA) のリニアモ

ードで撮影した。ビオチン化タンパク質は ImageJ version1.52a を用いて定量した(Rasband et 

al. 1997)。 

 

 

2-11データ処理 

  各データは、平均値と標準誤差を示した。有意差は、Dunnett’sテストで検定した。 
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第３章 

 

 

結果 
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第１節 TNP-ATPの VNUT依存的蛍光の増強と特異性 

 

本研究では、大腸菌による真核生物膜タンパク質発現系を用いてヒト VNUT を精製し、解

析に用いた。VNUT cDNAを導入した発現ベクターpET-hVNUTを大腸菌 C43株に導入し、

TB培地で O.D. 600が 0.6になるまで培養後、IPTGで発現を誘導し、18℃で 16時間培養し

た。ここから、大腸菌を回収し細胞を破砕後、膜画分を得た。これを界面活性剤

Fos-choline-14で可溶化し、Ni-NTAカラムクロマトグラフィーで VNUT を精製した(図 3-1)。 

 

  

図 3-1. ヒト VNUTの精製 

 ヒト VNUT 発現プラスミドを大腸菌 C43 株へ形質転換した。取得した形質変換体を用い

て、大量発現し、Fos-choline-14で可溶化後、Ni-NTAカラムクロマトグラフィーで精製した。 

レーン 1、膜画分（20 μg）； レーン 2、可溶性画分（10 μg）； レーン 3、不溶性画分（10 

μg）； レーン 4、非吸着画分（10 μg）； レーン 5、Wash1（10 μg）； レーン 6、Wash2（2.8 

μg）； レーン 7、溶出画分 1（1.4 μg）； レーン 8、溶出画分 2（10μg）。本研究においては、

レーン 8のサンプルを用いて解析を行った。 
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TNP-ATP は、ATPase などのヌクレオチド結合タンパク質に結合すると蛍光が増強される。

0.02% DDTM存在下で TNP-ATPの蛍光スペクトルを測定したところ、534 nmをピークとする

蛍光が観察された。この蛍光は、VNUTを加えることにより、約 2.6倍増強された(図 3-2)。この

蛍光の増強がVNUTのATP結合部位への結合によるものかを確かめるために10 mMのATP

を加えたところ、蛍光強度が低下した。このことは、TNP-ATPのVNUTへの結合がATPと競合

していることを示唆している。 

  

図 3-2.  TNP-ATPの蛍光スペクトル 

0.02%のDDTMを含む反応液中に 1 μM の TNP-ATPを添加し、410 nmの励起光を照

射し、蛍光スペクトルを測定した。実験は 15℃で行なった。黒破線、0.5 μM VNUT； 緑、1 

μM TNP-ATP； 青点線 1 μM TNP-ATP + 0.5 μM VNUT + 10 mM ATP； 赤、1 μM 

TNP-ATP + 0.5 μM VNUT 
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VNUTヘの TNP-ATPの結合の親和性を求めるために異なる濃度の TNP-ATP存在下での

蛍光強度を測定した(図 3-3)。TNP-ATP 濃度を増加させると用量依存的に蛍光が増大するカ

ーブを示した。一方、VNUT非存在下では蛍光強度とTNP-ATP濃度は直線関係を示し、これ

を差し引くと飽和曲線を描き、式1でフィッティングしたところ、解離定数Kd = 4.8 μMを得た(図

3-3B)。これを 2重逆数プロットすると、直線性を示し、測定した範囲内で解離定数は 1つのみ

であった(図 3-4)。TNP-ATPの蛍光の増幅がVNUTに特異的に結合したものであるか検討す

るために、VGLUT2 を用いて同様な解析を行なったところ、VNUT で見られるような強い蛍光

の増大は観察されなかった(図 3-5)。 

図 3-3.  TNP-ATP蛍光の VNUT依存的用量応答曲線 

 (A) 図 3-2 と同様に 534 nm の TNP-ATP の蛍光強度を測定した。 コントロールでは

VNUTの代わりに同じ体積の Elution Bufferを加えた。◯、0.5 μM VNUT； △、コ

ントロール   

 (B) VNUT 存在下の蛍光強度から非存在下のものを差し引いたものをプロットした。これ

に式 1を用いてフィッテイングした。(n = 3） 
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図 3-4.  VNUT依存的な TNP-ATP蛍光の 2重逆数プロット 

図 3-3Bの結果を 2重逆数プロットした。 

図 3-5.  VGLUT2依存的な TNP-ATPの蛍光 

 図 3-3 と同様に VGLUT2存在下での TNP-ATP蛍光の濃度依存性を測定した。 

 ◯、0.5 μM VNUT； ●、0.5 μM VGLUT2 (n = 3)。 
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TNP-ATPが VNUTの ATP結合部位に結合しているかを知るために、TNP-ATPの蛍光に対

する ATPの効果を検討した(図 3-6)。ATP非存在下では、TNP-ATPに対する解離定数は 5.0 

μM であったが、ATP存在下では 10.5 μM と約 2倍に上昇した。Eadie-Hofsteeプロットから、

ATPは TNP-ATPの VNUTへの結合を競合的に阻害していることが示された。 

ATPの結合定数を求めるために、TNP-ATPの蛍光を各種ATP濃度下で測定した(図 3-7)。

その結果、Hendersonプロットは直線を示し、単一の結合定数を持つことが示唆された。このプ

ロットから、 ATPに対する見かけの親和性は7.7 mMであった。一方、競合阻害モデルに基づ

いて算出すると、ATPに対する解離定数は 5.8 mMであった。この値は報告されている精製再

構成系を用いた KM値(0.6-0.8 mM)に比べると約 10 倍程度大きな値であった(Sawada et al. 

図 3-6.  TNP-ATPの VNUTへの結合に対する ATPの効果 

図 3-3 と同様に TNP-ATP蛍光の濃度依存性を 5 mMの ATP存在下および、非存在下

で測定した。◯、5 mM ATP存在下； ●、5 mM ATP非存在下(n = 3)。 

(A) TNP-ATP蛍光の濃度依存性。曲線は式 1でフィッティングしたものを示した。これによ

り、算出した解離定数を示した。 

(B) Eadie-Hofstee プロット。回帰直線の傾きから解離定数を算出した。 
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2008, Miyaji et al. 2011)。 

さらに TNP-ATP結合の特異性を確かめるために、エバンズブルーの効果を検討した。エバ

ンズブルーはアゾ色素の一つで、VNUT を含む SLC17 ファミリーに共通する阻害剤である

(Kato et al. 2013)。シナプス小胞を用いたグルタミン酸輸送の解析から、エバンズブルーなど

のアゾ色素は、VGLUT の基質であるグルタミン酸に対して競合的に阻害することが報告され

ている(Roseth et al. 1995)。したがって、TNP-ATPが VNUTの ATP結合部位に結合するなら

ば、エバンズブルーによってその親和性は低下するものと期待した。その結を図 3-8に示す。2 

μMのエバンズブルー存在下では TNP-ATPの親和性は低下したが、2相性を示した。式 1を

図 3-7.  TNP-ATPの VNUTへの結合に対する ATPの親和性 

図 3-3 と同様に、TNP-ATPの蛍光を異なる ATP濃度下で測定した(n = 3)。 

(A) 蛍光の TNP-ATP濃度依存性。曲線は式 2でフィッティングしたものを示した。これに

より、算出した解離定数を示した。 

(B) Hendersonプロット。回帰直線の傾きから IC50値を求めた。 
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図 3-8.  エバンズブルーによる TNP-ATP結合の阻害 

図 3-3 と同様に、TNP-ATP の蛍光をエバンズブルー存在下および非存在下で測定し

た。◯、2 M エバンズブルー非存在下； ●、2 M エバンズブルー存在下(n = 3)。 

(A) TNP-ATP の蛍光の濃度依存性。曲線は式 1 でフィッティングしたものを示した。これ

により、算出した解離定数を示した。 

(B) 二重逆数プロット。  

(C) Eadie-Hofsteeプロット。図中の解離定数は直線の傾きから算出した。 
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用いて得られた解離定数は 2相性を示し、直線の傾きから算出した解離定数は 2.3 μMと 13.3 

μM であった(図 3-8C)。低親和性の結合部位はエバンズブルーに対して競合的であった。２

相性を示した理由は不明である。 

TNP-ATPがVNUTの基質結合部位に結合しているかを検討するために、TNP-ATP結合の

ヌクレオチド特異性を検討した(図 3-9)。10 mMの各種ヌクレオチドおよびピロリン酸はいずれ

もTNP-ATPの結合を阻害した。阻害の強さは、ATP > ADP > AMPの順番であり、ピロリン酸も

結合を阻害したことから、ヌクレオチドのピロリン酸基が結合に重要であることが示された。一

方、UTP や GTP による阻害は ATP による阻害より弱く、アデニンリングも認識に関わっている

ことを示唆している。この結果は再構成系実験から得られた VNUTの基質特異性とよく似てい

る(Sawada et al. 2008)。これらの結果は、TNP-ATPが VNUTの基質結合部位に結合している

ことを示唆している。 

図 3-9.  TNP-ATP結合に対する各種ヌクレオチド、ピロリン酸の効果 

図 3-3 と同様に、TNP-ATPの蛍光を 10 mMの各種リガンド存在下で測定し、リガンド非

存在下のものに対する相対値で示した(n = 3)。（＊, p<0.001） 
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第２節 TNP-ATPの VNUTへの結合に対する塩化物イオンとケト酸の効果 

 

制御因子である塩化物イオンがどのように VNUT を活性化しているか、そのメカニズムは不

明なまである。本節では、ATP 輸送の部分反応である ATP 結合過程に対する塩化物イオンと

ケト酸の効果を解析した。塩化物イオン存在下と非存在下で TNP-ATP の結合を測定したとこ

ろ、塩化物イオンが非存在下でもTNP-ATPを結合した(図 3-10)。解離定数はいずれも4.8 μM

であった。このことは、ATPの結合に塩化物イオンが必要ではないことを示している。さらに、ケ

ト酸であるアセト酢酸、ピルビン酸の TNP-ATPの結合に対する効果を検討した(図 3-11)。ピル

ビン酸は、塩化物イオンの有無にかかわらず、TNP-ATP の結合に大きな影響を与えなかっ

た。 

図 3-10.  TNP-ATP結合に対する塩化物イオンの効果 

図 3-3と同様に、TNP-ATPの蛍光の濃度依存性をKCl存在下もしくは酢酸カリウム存在

下で測定した。式 1を用いてフィッティングし、解離定数を算出した。 

◯、100 mM KCl存在下； ●、100 mM 酢酸カリウム存在下(n = 3)。 
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また、ケトン体でもあるアセト酢酸は、やや親和性を低下させたものの、活性の低下を説明

できるような大きな変化は見られなかった。同様に VNUT 特異的阻害剤であるクロドロン酸の

効果も検討した(図 3-12)。序論で述べたように、クロドロン酸は、塩化物イオンと競合して

VNUT を阻害する。クロドロン酸も TNP-ATP の結合に対して影響を与えず、解離定数は塩化

物イオン存在下で 5.6 μM、非存在下で 5.8 μMであった。 

 

図 3-11.  TNP-ATP結合に対するアセト酢酸とピルビン酸の効果 

図 3-3 と同様に、TNP-ATPの蛍光の濃度依存性を KCl存在下もしくは、酢酸カリウム存

在下で測定した。式 1を用いてフィッティングし、解離定数を算出した。 

◯、100 mM KCl存在下； ●、100 mM 酢酸カリウム存在下(n = 3)。 

(A) 1 mM ピルビン酸存在下、（B）1 mM アセト酢酸存在下 
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図 3-12  TNP-ATP結合に対するクロドロン酸の効果 

図 3-3 と同様に、TNP-ATP の蛍光の濃度依存性を 1 μM クロドロン酸存在下で測定し

た。式 1を用いてフィッティングし、解離定数を算出した。 

◯、100 mM KCl存在下； ●、100 mM 酢酸カリウム存在下(n = 3)。 

 

 

図 3-13  TNP-ATP結合に対するMg
2+イオンとリン酸の効果 

図 3-3 と同様に、TNP-ATP の蛍光の濃度依存性を測定した。式 1 を用いてフィッティン

グし、解離定数を算出した。 

(A) 5 mM MgSO4、100 mM KCl存在下、(B) 5 mM K2HPO4、100 mM NaCl存在下。 
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生体内では、ATPは、Mg
2+イオンと結合して複合体を形成している。そこで、TNP-ATPの結合

に対する Mg
2+イオンの効果を検討した(図 3-13A)。その結果、Mg

2+イオン存在下では、

TNP-ATP の解離定数は、16.9 μM と約 3 倍上昇し、親和性が低下した。また、基質特異性を

見た実験(図 3-9)から、ピロリン酸がTNP-ATPの結合に影響を与えることが明らかになった。そ

こで、リン酸の効果について検討した(図 3-13B)。リン酸存在下での解離定数は 5.6 μMと非存

在下と変化せず、TNP-ATPの結合に影響を与えなかった。 

以上の結果は表 3-1にまとめた。 

 

  

VNUT Condition Kd (μM) 

Wild-type 100 mM KCl 4.8 ± 0.1 

Wild-type 100 mM K acetate 4.8 ± 0.1 

Wild-type 5 mM MgSO4, 100 mM KCl 16.9 ± 3.0 

Wild-type 5 mM K2HPO4, 100 mM NaCl 5.6 ± 0.6 

Wild-type 1 mM acetoacetate, 100 mM KCl 9.4 ± 0.6 

Wild-type 1 mM acetoacetate, 100 mM K acetate 7.5± 0.2 

Wild-type 1 μM clodronate, 100 mM KCl 5.6 ± 0.4 

Wild-type 1 μM clodronate, 100 mM K acetate 5.8 ±0.8 

Wild-type 1 mM pyruvate, 100 mM KCl 5.1 ± 0.2 

Wild-type 1 mM pyruvate, 100 mM K acetate 3.8 ±0.1 

Wild-type 2 μM Evans Blue, 100 mM KCl 12.3 ±2.3 

表 3-1.  TNP-ATPの結合に対する各種リガンドの効果 
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ビオチン-11-ATPによる光化学修飾 

TNP-ATP を用いた実験から、塩化物イオン非存在下でもヌクレオチドを結合できることが示

された。これをさらに確かめるために、ビオチン化 ATP を用いた化学修飾実験で解析した。ビ

オチン-11-ATP は、ATP のアデニンにリンカーを介してビオチンが結合している ATP アナログ

である(図 3-14)。KatoらによりVNUTのヌクレオチド結合に対するクロドロン酸の影響を評価す

るために用いられている(Kato et al. 2017)。0.02%(w/v)のDDTM存在下でビオチン-11-ATPと

VNUTを混和し UV照射すると、VNUTのビオチン化が見られた(図 3-14)。このビオチン化は、

UV 照射を行なわない条件下では見られなかった。ビオチン-11-ATPがATP結合部位に結合

しているとすると、ATP によってビオチン化は阻害されるはずである。実際、このビオチン化は、

5 mM の ATP もしくは、10 μM の TNP-ATP で、それぞれ 68%，66%に低下した。VNUT の

ATPに対する Kdが 5.8 mM、TNP-ATPに対する Kdが 4.8 μMであること、非可逆的な化学修

飾であり標識が強く出ることを考えると、この標識阻害値は、妥当な値だと考えられる。KCl の

代わりに酢酸カリウムを加えた塩化物イオン非存在下の条件でも、VNUT はビオチン化され、

塩化物イオンがビオチン-11-ATPの結合に必要ではないことを示している。興味深いことに、こ

のビオチン化は、20 mMのピルビン酸存在下では、コントロールの 1.7倍と強く促進された(図

3-14)。このような促進は、FoF1-ATPase を用いた標識実験では見られなかったことから、VNUT

特異的な現象であると推定される(図 3-15)。また、FoF1-ATPaseでは、ATP結合サブユニットで

あるサブユニットのみが標識され、ATP非結合部位であるサブユニット(分子量 55 kDa)は、

標識されなかった。このことは、ビオチン-11-ATP による非特異的なタンパク質標識がないこと

を示している。 
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図 3-14  ビオチン-11-ATPによる VNUTの標識 

(A) 0.02%のDDTM存在下でVNUTと 10 μMのビオチン-11-ATPを混和し、トランスイル

ミネーターでUV照射した。UV照射後、SDS電気泳動によってサンプルを分離し、ニト

ロセルロース膜に転写した。ストレプトアビジン-HRP 処理後、ビオチン化タンパク質を

ECL kitで検出した。ImageQuant LAS-4000カメラでイメージを撮影した。  

(B) 取り込んだ画像を定量化し、コントロールに対する相対値で示した(n = 3)。 

(*, p<0.001) 
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図 3-15  ビオチン-11-ATPによる FoF1-ATPaseの標識 

 1%(w/v)の OG存在下で精製 FoF1-ATPase と 10 μMのビオチン-11-ATPを混和し、トラ

ンスイルミネーターで UV照射した。その後、図 3-14 と同様に解析した(n = 3)。 
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第３節 必須 Arg残基のヌクレオチド結合における役割 

 

第 4膜貫通領域のArg119残基は SLC17ファミリー全体に保存されている必須残基であり、

変異導入によって輸送活性を失うが、その詳細な機能は不明である。そこで、この残基がヌク

レオチド結合に対して与える役割を明らかにするために R119A 変異型 VNUT を用いて、

TNP-ATPの結合を解析した(図 3-16)。その結果、変異型 VNUT は、野生型 VNUT に比べ、

TNP-ATPを結合することができたが、その解離定数は 5.7 – 8.1 μMとやや高い値を示した。し

かし、輸送活性の喪失を説明するものでは無かった。さらに、変異型VNUTへの TNP-ATPの

図 3-16  Arg119→Ala変異型 VNUTへの TNP-ATPの結合 

(A) R119A VNUTの精製。精製した R119A VNUT を SDS-PAGEで分離し、CBB染色し

た。 

(B) 図 3-3 と同様に R119A VNUTを用いて TNP-ATP蛍光の濃度依存性を測定した。 

◯、100 mM KCl存在下； ●、100 mM 酢酸カリウム存在下(n = 3)。 
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結合が VNUT の ATP 結合部位であるか確かめるために、ATP との競合実験を行なった(図

3-17)。その結果、10 mMの ATPによって TNP-ATPの解離定数は 7.6 μMから 15.1 μMへと

約 2倍上昇した。2重逆数プロットおよびEadie-Hofsteeプロットから、TNP-ATPの結合は、ATP

に対して競合的であった。R119A VNUTに対する ATPの解離定数を求めるために ATP濃度

を変化させて TNP-ATP の蛍光強度の変化を測定した(図 3-18)。ATP に対する解離定数を競

合阻害モデルに基づいて計算すると、12.3 mMとなり、野生型の 5.8 mMに対して約 2倍高い

値となった。Hendersonプロットは直線性を示し、測定した範囲内で異なるKd値を持つATP結

合部位は見られなかった。 
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図 3-17  R119A VNUTへの TNP-ATPの結合に対する ATPの効果 

(A) 図3-3と同様にR119A VNUTを用いてTNP-ATP蛍光の濃度依存性を10 mMのATP

存在下および非存在下で測定した。100 mM KClを含む反応液を用いた。図中の曲

線および解離定数は式 1に基づいてフィッティングによって得られたものを示した。 

(B) ２重逆数プロット。図中の解離定数は直線の傾きから算出した。 

(C) Eadie-Hofstee プロット。図中の解離定数は直線の傾きから算出した。 

◯、10 mM ATP非存在下； ●、10 mM ATP存在下(n = 3)。 
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図 3-19  R119A VNUTへのビオチン-11-ATPの結合 

 図 3-14と同様に R119A VNUTを用いてビオチン-11-ATPの R119A VNUTへの結合を解析

した。その後、図 3-14 と同様に解析した(n = 3)。 

 

図 3-18  R119A VNUTへの TNP-ATPの結合に対する ATPの親和性 

(A) 図 3-7 と同様に R119A VNUT を用いて TNP-ATP蛍光の ATP濃度依存性を KCl存在

下で測定した。黒丸は、図 3-7野生型のものである。図中の曲線および解離定数は式 2

に基づいてフィッティングによって得られたものを示した。 

(B) Henderson プロット。図中の定数は直線の傾きから算出した。 

◯、R119A変異型 VNUT； ●、野生型 VNUT(n = 3)。 
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さらに、R119A変異型 VNUTが ATPを結合できるか確認するために、ビオチン-11-ATPを

用いて標識実験を行なった(図 3-19)。予期した通り、R119A VNUTは野生型と同様にビオチ

ン-11-ATPで標識された。このことは R119A変異型 VNUTが ATPを結合できることを示して

いる。R119A変異は ATP輸送活性を失うが、それは ATP結合能を失うためではないことを示

唆している。 
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 VGLUTや VNUTを含む SLC17ファミリーは、化学伝達や薬物排出など、生体機能を維持

するために必須な役割を果たしている。塩化物イオンとケト酸は、これらのトランスポーターの

活性制御を通して、グルタミン酸やヌクレオチドを用いた化学伝達をコントロールしている。し

たがって、このしくみを明らかにすることは、これらのトランスポーターの分子メカニズムを知る

だけでなく、化学伝達の制御機構の解明につながる重要な課題である。しかし、塩化物イオン

非存在下では活性がないため、輸送に果たす役割の解析は困難であった。本研究では、活

性制御の仕組みを理解するためには輸送の素過程に対する塩化物イオンの効果を明らかに

していくことが重要と考え、素過程の一つである基質結合過程に着目した。VGLUT は、基質

特異性が高く基質アナログを認識しないため、幅広い基質を認識する VNUT をターゲットとし

て ATPアナログを用いて解析した。その結果、塩化物イオンも必須 Arg残基も ATP結合に必

要でないことが明らかになった。 

 TNP-ATPは、高親和性ATPプローブとして、様々なATP結合タンパク質の解析に用いられ

てきた(Bishop et al. 1987、Weber et al. 1996、 Liu et al. 1997、 Stewart et al. 1998)。 

TNP-ATP は、ATP より 100 倍～1,000倍親和性が高く、ATPase によってゆっくりと加水分解さ

れる(Weber 1996)。また、タンパク質と結合することで蛍光が増大される分子である。本研究で

TNP-ATPを用いて解析したところ、VNUTの添加によって TNP-ATPの蛍光は、約 2.6倍増大

した。これらのTNP-ATPによる蛍光の増大が、VNUTのようなATP結合タンパク質を用いた解

析で報告があるものの、タンパク質の種類によって大きく異なっていた。そのため、VNUTに特

異的に反応しているか、また ATP や阻害剤であるエバンスブルーを用いて解析する必要があ

った。VNUT への特異性を確かめるために、同じファミリーに属する VGLUT でも同様に解析

したが、このような蛍光の大きな変化は見られなかったことから、TNP-ATP の結合は、VNUT

に特異的である。また、VNUTの基質結合部位へTNP-ATPが結合しているかを解析するため

に ATP存在下及び非存在下での蛍光変化を解析した。このような VNUTに対する TNP-ATP

の蛍光の増大は、濃度依存的で、二重逆数プロットをとったところ直線性を示し、単一の解離

定数が得られた。また、この結合は、ATP によって阻害され、その様式は競合阻害であった。

このことは、TNP-ATPが単一の解離定数をもって、ATP結合サイトへ結合していることを示唆し

ている。TNP-ATPの結合は、ATPの他にADPやGTP、UTPなど各種のヌクレオチドで阻害さ

れ、その阻害のパターンは報告されているVNUTの基質特異性とよく似ていた (Sawada et al. 

2008)。また、SLC17 ファミリーの共通の阻害剤であるエバンズブルーでも見かけの親和性が

低下した。エバンズブルーは、基質と拮抗して阻害作用を示す化合物として知られている

(Roseth et al. 1995)。したがって、エバンズブルーは、VNUTの基質結合部位へ結合、もしくは、

別の場所に結合し、基質結合部位へ影響を与えているものと考えられる。今回、エバンズブル

ーは、二相性の阻害様式を示したことについては、探究していないが、基質と競合阻害する化
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合物としてこれまでも用いられてきており、それらに加え基質の近傍にも作用している可能性も

考えられる。いずれの場合でも、TNP-ATP の結合がエバンズブルーで阻害されたことは、

TNP-ATPがVNUTのATP結合部位に結合していることを示唆している。競合阻害は、必ずし

も同一の結合部位を意味しないが、基質特異性が同様であったこととエバンズブルーで阻害

されたことは、TNP-ATPがVNUTの基質結合部位に結合していることを示唆している。ATPの

競合阻害実験から得られた界面活性剤存在下での ATP の解離定数は、6 mM であった。

Hendersonプロットが直線を示したことから VNUTは、単一の ATP結合部位を持つものと推定

される。一方、TNP-ATPの解離定数は、約 5 μMであり、ATPに対して約 1,000倍高い親和性

を示した。このことは、TNP-ATP が VNUT の高親和性 ATP アナログであることを示している。

これに対し、再構成リポソームを用いた輸送活性測定から得られた ATPに対する KMは、0.6 - 

0.8 mM と本研究より約 10 倍小さい値が報告されている(Sawada et al. 2008、Miyaji et al. 

2011)。この違いは、精製再構成系では膜電位により小胞にアニオン性のATPが引きつけられ

るのに対し、今回の実験系では膜電位が存在しないからと考えている。その他の可能性として

界面活性剤存在の影響も考えられる。 

 

 ATP 輸送を制御している塩化物イオンやケト酸を反応系に添加し、TNP-ATP の結合に影響

しているかを調べたところ、大きな差は得られなかった。この結果は、塩化物イオンやケト酸は、

ATP の結合段階には関与していないことを示唆している。同様の結果が、ビオチン-11-ATP を

用いた光化学修飾実験でも再現された。ビオチン-11-ATPによる VNUTの光化学修飾も ATP

や TNP-ATPで阻害されたことは、この分子がVNUTのATP結合部位に結合していることを示

唆している。TNP-ATPがリボースの 2’, 3’OH基に蛍光団が結合しているのに対して、ビオチン

-11-ATPは、ATPのアデニンリングにリンカーを介してビオチンが結合しているATPアナログで

ある。異なる 2つのプローブで同様の結果が得られたことは、塩化物イオンがATPの結合に必

要でないこと、ケト酸は ATP 結合過程を阻害しないことを強く示唆している。したがって、塩化

物イオンは、ATP結合のステップ以外の過程で重要な役割をしていると考えられる。また、ビオ

チン-11-ATP を用いた実験では、ピルビン酸存在下でビオチン-11-ATP の光化学修飾が促進

された。このような促進は、FoF1-ATPaseでは見られず、VNUTに特異的な現象と思われる。促

進の理由は確かではないが、ピルビン酸によってATPの親和性が上がったかもしくは、ATP結

合部位の構造が変化し、化学修飾の反応性が上がった可能性がある。 
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 VNUT の基質輸送反応は、次の 4 つのステップからなる(図 4-1)。まず①小胞の外側である

細胞質側を向いた状態で基質を結合する。次に、②基質を結合した状態の VNUT が小胞の

内側を向く。③内向き構造へと変換した後、VNUTは基質を小胞内へと放出する。最後に、④

空になった VNUT が外向き構造へと変換され、また元の状態に戻る。このような一連の動きを

繰り返して、VNUT はヌクレオチドを小胞内へと輸送している。本研究の成果により、これらの

ステップのうち、塩化物イオンは基質の結合ステップに関わっていないことが示唆された。した

がって、塩化物イオンは基質結合・解離ステップ以外の過程に関わっているものと推定できる。

塩化物イオンによる活性化は SLC17ファミリーに共通する性質であり、ファミリー内で同じ役割

を担っているものと考えられている。VGLUT では膜電位駆動型のグルタミン酸輸送活性があ

り、これには塩化物イオンと必須 Arg残基が必要である(Juge et al. 2006)。また、VGLUTはグ

ルタミン酸輸送活性に加え、Na
+とリン酸の共輸送活性を有する(図 1-8、4-1)。興味深いことに

この活性は、塩化物イオンと必須 Arg 残基を必要としない(Juge et al. 2006)。この活性では、

Na
+とリン酸を輸送したのち、空のトランスポーターが内向きから外向きへ構造変換する。この

反応ステップはグルタミン酸輸送と共通であることから、塩化物イオンは、この過程には必要で

ないものと考えられる(図 4-1)。もし、VGLUTとVNUTが同じ輸送機構であるならば、塩化物イ

オンは、空のトランスポーターの内向き外向き構造変換には関わっていないことになる。塩化

物イオンは、ATPの結合ステップに関わっていないので、残るのはATPを結合した後の外向き

から内向きへの構造変換ステップとなる。この過程に塩化物イオンが関わっていると考えてい

る。また、ケトン体やケト酸は、塩化物イオンによる活性化を阻害することから、この過程を制御

することで生体内でのグルタミン酸や ATP を用いた情報伝達を制御しているものと考えられる。

SLC17 ファミリーにおいての構造的な研究は、いまだ報告されていないが、SLC6A3 である

DATでは、三環系抗うつ薬を阻害剤として用いて、基質結合について生化学的研究が報告さ

れている(Boja et al. 1992）。これらの阻害様式は、低親和性と高親和性の 2相性の結合様式

を示し、このうち低親和性の結合は、アロステリックな阻害様式を示すことが生化学的手法を用

いて解析されている。これらの結果を基に、LeuT(Leucine transporter)を用いた薬物のスクリ

ーニングとその作用機序ならびに結合状態での結晶構造解析が行われた (Neubauer et 

al.2006、singh et al. 2007)。これらの経緯から、トランスポーター研究における本研究のような
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生化学的な研究では、塩化物イオンや必須 Arg残基が基質結合後の構造変換に寄与してい

るのではないかと考察したが、今後この仮説を立証するためにも複数の生化学的な知見や、

構造解析的な報告が期待される。 

 序論で述べたように、塩化物イオンによる VGLUT の制御はシナプス小胞を用いた解析から、

活性化フェーズと阻害フェーズの 2相性を示すことが知られていた(図 1-11)(Naito et al. 1985)。

阻害フェーズについては CLC3 Cl
-チャネルによって塩化物イオンが小胞内に流入し、その結

果、膜電位が消失する可能性が考えられたが、CLC3 ノックアウトマウスから単離されたシナプ

ス小胞や精製 VGLUTの再構成系でも同様の結果が得られたことから否定されている(Juge et 

al. 2006、Schenck et al. 2009、 Juge et al. 2010)。また、Wolosker らはシナプス小胞を用いた

生化学的な解析から、塩化物イオンによる阻害メカニズムとしてグルタミン酸結合部位に塩化

物イオンが結合することをあげている(Wolosker et al. 1996)。しかし、これも精製 VGLUTのみ

を含むリポソーム再構成系の実験では高濃度の塩化物イオンによる阻害が見られず、同様に、

本研究から塩化物イオンによる基質結合の阻害が起きなかった(Juge et al. 2010)。したがって、

図 4-1 VNUT への ATP 結合に対する塩化物イオンとケト酸及び Arg119 残基の

役割 
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高濃度の塩化物イオンによる阻害では、V-ATPase が形成する膜電位の低下によるものと考え

るのが妥当である(図1-11)。これに対し、Schenckらは、VGLUTがグルタミン酸・Cl
- 
/ H

+対抗輸

送活性を持っており、低濃度塩化物イオン存在下の活性化フェーズでは、グルタミン酸・Cl
-共

輸送により活性化されるとした(Schenck et al. 2009)。同様なモデルが Preobraschenskiらによっ

て提唱されている(Preobraschenski et al. 2014)。しかし、Juge らは、精製 VGLUTのみを含むリ

ポソーム再構成系の実験から、塩化物イオンは、膜電位に影響を与えないこと、塩化物イオン

が輸送されないことを示し、塩化物イオンは、VGLUT のアロステリックな活性化因子であること

を明らかにした(Juge et al. 2010)。本研究から、塩化物イオンは、基質結合後の内向き外向き

構造変換をアロステリックに制御している可能性が示唆された。 

 

 本研究では、必須Arg残基がATP結合に果たす役割についても検討した。Arg119残基は、

第 4膜貫通領域に存在し、全てのSLC17ファミリーのメンバーに保存されている(図 1-9)。一般

的に、膜貫通領域の保存性荷電残基は基質結合や輸送に重要な役割を果たしていることが

多い。実際、Arg119 を Alaに置換すると活性が消失することから、輸送に必須な残基として働

いている。VGLUT の変異導入解析でも同様の結果が報告されており、SLC17 ファミリーに共

通する重要な役割を担っているものと思われる。しかし、変異体は、ほとんど活性が無いため

に Arg119がどのような機能を持っているかは不明なままであった。本研究から、 R119A変異

型 VNUTが TNP-ATPを結合したことから、この Arg残基は基質の結合には、重要でないこと

が示唆された。同様な結果がビオチン-11-ATP を用いた化学標識実験でも得られており、塩

化物イオンや Arg119 残基は、基質の結合過程には重要でないことを示唆している。また、

VGLUT では、Arg119 に対応する残基である Arg184 を Ala に置換した変異体では、塩化物

イオン要求性のグルタミン酸輸送活性を失うのに対し、Na
+
/リン酸輸送活性は消失しない。こ

のことは、両活性に共通な空のトランスポーターの内向き外向き構造変換にこの残基が必要

でないことを示唆している。したがって塩化物イオンと同様に、VNUTの必須Arg119残基も基

質を結合した後の外向き構造から内向き構造へ構造変化する際に関与している可能性がある

(図 4-1)。 
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 塩化物イオンとケト酸による活性制御は生体内においても重要である。ケトン体としても知ら

れるアセト酢酸は、脂質代謝の亢進によって生じ、VGLUT の阻害を通じてんかん発作を抑制

する(Bough et al. 2007、Juge et al. 2010)。同様にVGLUTを阻害するケト酸としてピルビン酸、

フェニルピルビン酸、ケトイソバレリン酸、-ケトイソカプロイン酸、ケトメチルバレリン酸

があり、これらは、それぞれアラニン、フェニルアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシンのケト酸

である。また、ピルビン酸は、糖代謝の中間産物であり、ケトン体は、脂質代謝の中間産物で

ある。したがって、生体内の代謝とグルタミン酸化学伝達、プリン作動性化学伝達が密接につ

ながっていることを示している。先に述べたように、VNUT は、プリン作動性化学伝達の重要な

役割を担っており、疼痛、炎症、血液凝固、免疫応答などその生理機能は多岐にわたる(図 

1-10)。これらの生理現象は、プリン作動性化学伝達の制御を通してコントロールすることが可

能となる。 

 近年、クロドロン酸が VNUT 特異的な阻害剤であることが報告された(Kato et al. 2017、 

Moriyama et al. 2018)。クロドロン酸は、ビスホスホネート薬に分類されている薬剤であり骨粗し

ょう症の治療薬である(Bell et al. 1997)。クロドロン酸は、VNUT を数 nMで阻害し、VGLUTな

ど他の SLC17 トランスポーターの活性を阻害しない。興味深いことに、クロドロン酸は、ケト酸と

同様に塩化物イオンと拮抗する形で VNUT を阻害し、神経障害性疼痛や炎症性疼痛を抑制

することができる(Kato et al. 2017)。このことは、塩化物イオンとケト酸による制御メカニズムが

VNUTが関わる疾患の創薬ターゲットとなりうることを示している。今後、VNUTをターゲットとし

た創薬を推し進めるためには、VNUT の構造や塩化物イオンとケト酸による制御メカニズムの

詳細を明らかにしていく必要がある。 
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第 5章 

 

 

総括及び展望 
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本研究の総括 

1) TNP-ATPは、VNUT特異的に結合する高親和性の蛍光性ATPアナログであり、ATPやエ

バンズブルーで競合的阻害を示したことから、VNUT のヌクレオチド結合部位へ結合して

いることが示唆された。 

2) VNUT に対する TNP-ATP の蛍光強度の増大は、精製再構成系を用いた解析から得られ

る結果を支持する結果であり、ビオチン-11-ATPでも同様の親和性パターンを示した。 

3) 基質アナログを用いた解析により、塩化物イオンやケト酸は、基質結合に影響しないことが

しめされた。 

4) 基質輸送に必須の残基である Arg119 残基は、基質結合に関与していないことがしめされ

た。 

 

展望 

 これまで神経化学伝達において重要な役割として、SLC17 ファミリーは、塩化物イオンやケト

酸による活性制御メカニズムや基質輸送に必須の残基である必須Arg残基の存在が明らかに

なっていたが詳細は不明であった。本研究において、基質結合ステップには関与していない

という結果だが、素過程の一つの過程を否定することが出来た。今後の展望として、考察で述

べたように、実際にトランスポーターが基質を結合した後に、内向きから外向き構造へ構造変

化する際に、影響を与えているのかを実証しなくてはならない。更なる、変異導入による生化

学的方法での解析や、結晶構造解析、SLC17 ファミリー以外での構造解析の結果を参考に

分子メカニズムを解明していく必要があると考えている。また、前述したように、SLC17 ファミリ

ーの塩化物イオンによる活性化は、強い正の協同性がありその時のHill係数が 3-4であること

から 3量体以上の複合体を形成していることが示唆されている(Juge et al. 2010)。これらを踏ま

えると塩化物イオンやケト酸、また必須 Arg残基は、複合体形成に関与している可能性も否定

できない。これらのことから塩化物イオンやケト酸、必須Arg残基と複合体形成の解析を行う必

要性がある。将来的に塩化物イオンやケト酸の制御をコントロールできることが可能になれば、

疼痛コントロールや、てんかん発作を抑制したり、臨床分野でも新薬開発のターゲットとして、

治療という観点からも大きく社会貢献できる研究であると考えている。 
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