
ある報告がなされた．すなわち，細胞質の IP３ではなく核

内の IP３産生および核内 Ca２＋濃度の上昇が心肥大応答に重

要であるという報告である１１）．核内で上昇した Ca２＋がカル

モジュリン依存性キナーゼ（CaMK）を活性化し，ヒスト

ン脱アセチル化酵素（HDAC）をリン酸化し，脱抑制をか

けることで転写を促進し，心肥大応答へと至る経路が想定

されている．細胞内 Ca２＋濃度上昇に続く NFATの活性化

のみならず，核内 Ca２＋濃度の上昇も重要な役割を果たし

ていることは興味深い．しかしながら，どのような経路で

核内 IP３産生が増加するのか，これまでに報告された細胞

膜や細胞質で起きる反応との関連はあるのか，また TRPC

チャネルと核内 IP３産生との関係などは今後の課題であ

る．さらに，我々の報告を含めいずれも TRPCを介して流

入する Ca２＋の重要性を指摘しているものの，L型 Ca２＋

チャネルとの関係あるいは生理的心肥大と病的心肥大との

違いをどのように説明するのかなどについても今後詳細に

検討していかなければならない．

１０． お わ り に

我々は NFAT活性化を引き起こす細胞内 Ca２＋濃度上昇

経路について次のようなスキームを提唱した（図１）．受

容体刺激により Gαqを介して PLCが活性化され，DAGが

産生される．DAGは TRPC３／TRPC６を活性化し膜電位を

脱分極方向にシフトさせる．また，TRPC３／TRPC６を介し

たイオン流入は脱分極しやすい状態を作り L型 Ca２＋チャ

ネルの活性化を引き起こす．L型 Ca２＋チャネルを介した

Ca２＋濃度の上昇が，NFATの核移行さらには心肥大応答を

引き起こす．TRPCを心筋に過剰発現させたトランスジェ

ニックマウスは，細胞内への陽イオン流入が増加するため

最終的に脱分極を引き起こし，L型 Ca２＋チャネルを介した

Ca２＋流入が亢進するため心肥大を引きこすことは想像でき

るし，実際のトランスジェニックマウスでも心肥大が形成

された３，４）．これに対しノックアウトマウスでは，特定の

TRPCをノックアウトすると他の TRPCの発現が亢進し機

能を相補するため，それぞれの TRPCの機能を in vivo で

解析するのは困難な状況である．TRPCのドミナントネガ

ティブ体の発現あるいは選択的な阻害剤を用いた解析が必

要なのかもしれない．いずれにしても，TRPCを介したシ

グナリングの重要性を個体レベルで示す必要があり，今後

の進展が待たれる．
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小胞型グルタミン酸トランスポーターの分
子機構

１． は じ め に

トランスポーターは物質輸送を通じて多様な生理現象に

本質的に関わっており，トランスポーターの機能を知るこ

とは生理現象の理解に必要不可欠である．しかし，哺乳類

のトランスポーターの構造と機能には未知の部分が多く残

されている．本稿では，最近の研究から明らかになってき

た小胞型グルタミン酸トランスポーターのユニークな特性

について紹介したい．
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２． 小胞型グルタミン酸トランスポーター

グルタミン酸は主要な興奮性神経伝達物質としてグルタ

ミン酸作動性神経等で広く使われている．小胞型グルタミ

ン酸トランスポーター（vesicular glutamate transporter，

VGLUT）はシナプス小胞へのグルタミン酸の濃縮を司る

トランスポーターである１，２）（図１）．VGLUTにより小胞内

に蓄積されたグルタミン酸は，開口放出により細胞間隙へ

放出されてシグナルを伝達する．また，グルタミン酸は中

枢神経系だけでなく様々な末梢の組織においても情報伝達

物質として使われており，VGLUTはシグナリングに必須

な因子として機能している３）．したがって，VGLUTの発

現はグルタミン酸シグナリングのよい指標となっている．

３． VGLUTの発見

VGLUTには三つのアイソフォームがあり，VGLUT１は

脳に特異的な Na＋／リン酸トランスポーター（BNPI）とし

て，VGLUT２は膵臓 AR４２J細胞の分化に応じて発現する

因子（DNPI）として単離された４，５）．いずれも細胞膜に存

在する I型 Na＋／リン酸トランスポーター（NPT）ファミ

リーと相同性を有し，シアリン（シアル酸トランスポー

ター）とともに SLC１７ファミリーを形成している．シナ

プス小胞等にグルタミン酸を濃縮するトランスポーターの

存在は生化学的に知られていたが，その実体は長らく不明

であった．しかし，VGLUT１と２がグルタミン酸作動性

神経のシナプス小胞に特異的に発現していることや，NPT

が生理的には有機アニオントランスポーターとして機能し

ていることから，VGLUTは小胞型グルタミン酸トランス

ポーターであると推定された．実際に，線虫の VGLUTオ

ルソログである EAT-４の変異ではグルタミン酸シグナリ

ングが異常をきたしていた６）．VGLUT cDNAを導入した

細胞から単離した分泌小胞は膜電位に依存してグルタミン

酸を輸送し，その生化学的性質がシナプス小胞のグルタミ

ン酸トランスポーターのものと一致したことから，

VGLUTが小胞型グルタミン酸トランスポーターであるこ

とが同定された７）．

VGLUT１と２は中枢神経系では相補的に分布しており，

オーバーラップしていない．すなわち，VGLUT１は主に

大脳皮質や海馬に，VGLUT２は視床等に発現している．

一方，VGLUT３はグルタミン酸作動性神経には発現して

おらず，その生理的機能は未だ不明である．また，グルタ

ミン酸シグナリングは中枢神経系だけでなく末梢の非神経

組織にも見られ，VGLUT１と２は松果体，ランゲルハン

ス島，破骨細胞，精巣などでも小胞へのグルタミン酸の蓄

積にあずかっている．

４． 生化学的諸性質

ヒト VGLUT１，２，３はそれぞれ５６０，５８２，５８９残基か

らなり，VGLUT１と VGLUT２および３との相同性はそれ

ぞれ７８％，８１％である．VGLUTを含む SLC１７ファミ

リーはMFS（major facilitator superfamily）の特徴を持ち，

１２回の膜貫通ヘリックスを有すると推定されている８）．ア

ミノ末端とカルボキシル末端は細胞質側に露出しており，

小胞へのターゲッティングにカルボキシル末端領域が関

わっていることが明らかになっている．

VGLUTの生化学的特徴はシナプス小胞等を用いて解析

されてきた９，１０）．V-ATPaseは ATPの加水分解によって H＋

を小胞内に輸送し，膜電位を形成する．VGLUTは形成さ

れた膜電位を駆動力としてアニオン型のグルタミン酸を小

胞内へ輸送する（図１）．これにより，グルタミン酸を小

胞内へ１０倍程度濃縮することができる１１）．この点で同じ

小胞型の情報伝達物質トランスポーターである VMAT（ve-

sicular monoamine transporter）と大きく異なる．VMATは

H＋との交換輸送によりモノアミン類を輸送するため，pH

勾配に依存し，約１０，０００倍の濃度勾配を形成する１２）．

VMATの基質に対する親和性は高いが特異性は低い．一

方，VGLUTのグルタミン酸に対する Kmは約１mMであり

親和性は低いが，基質特異性は非常に高く，グルタミンや

アスパラギン酸は輸送されない．また，L-グルタミン酸を

図１ シナプス小胞へのグルタミン酸の濃縮
VGLUTは V-ATPaseが作り出した膜電位を駆動力としてグル
タミン酸を小胞内へ濃縮する．濃縮されたグルタミン酸は開口
放出によって細胞外へ分泌される．
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D-グルタミン酸よりも好む．VGLUTによるグルタミン酸

輸送は低濃度の Cl－で活性化され，１０mM以上の高濃度で

阻害されるユニークな二相性の Cl－依存性を示す．また，

グルタミン酸輸送はエバンズブルー，シカゴスカイブ

ルー，ローズベンガル等のアニオン系色素で阻害される．

これらの色素はグルタミン酸に対して競合阻害を示すこと

から，基質結合部位近傍に結合するものと思われている１３）．

VGLUTはもともと NPT１のホモログとして単離されて

おり，ツメガエル卵に VGLUT cDNAを注入すると Na＋駆

動型のリン酸輸送活性が見られることから，NPTと同様

なリン酸輸送活性を持つと推定されている４）．しかし，こ

の活性が本当に VGLUTによって担われているかどうかは

図２ VGLUTの大量発現と精製再構成

図３ 精製 VGLUTによるグルタミン酸輸送
A. グルタミン酸輸送のタイムコース B. グルタミン酸輸送の Cl－依存性．
ATP存在下でのグルタミン酸の能動輸送は Cl－によって制御を受けるのに
対して， ATP非存在下のグルタミン酸の受動輸送は Cl－の影響を受けない．
C. VLGUTの構造モデルと必須残基
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明らかではない．

５． 精製再構成系を用いた解析

これまでの VGLUTの機能解析は，培養細胞を用いた強

制発現系やシナプス小胞膜等を用いて行われてきた．しか

し，このような方法では，VGLUTのものとされている

特徴，すなわち Cl－依存性やリン酸輸送活性が本当に

VGLUTによるものなのかは明確でない．また，発現量や

細胞内局在の問題もあり，変異導入による機能解析は全く

なされていなかった．

筆者らはこの問題を解決するために，昆虫細胞を用いた

VGLUTの大量発現系と精製再構成系を開発した（図

２）１４，１５）．この系では F-ATPaseを精製 VGLUTとともにリポ

ソームに組込むことで，ATP依存的に H＋の電気化学的勾

配を形成させている．

VGLUT cDNAを持つ組換えバキュロウィルスを感染さ

せた昆虫細胞（High Five）から調製した膜小胞をオクチ

ルグルコシドで可溶化した後，Ni-NTAカラムクロマトグ

ラフィーで VGLUTを精製した．この精製 VGLUTと精製

した大腸菌の F-ATPaseをリポソームに再構成した．この

再構成プロテオリポソームに ATPとグルタミン酸を加え

ると，ATP依存的なグルタミン酸の取り込みが見られた

（図３）．この系を用いたグルタミン酸輸送の解析から，精

製 VGLUTが（１）H＋の電気化学的勾配のうち膜電位を駆動

力とすること，（２）グルタミン酸に対する高い特異性を持

つこと，（３）二相性の Cl－効果，すなわち４mMの Cl－で活

性化され，それ以上の高濃度で阻害されること，（４）膜電

位に依存した能動輸送に Cl－は必須な因子であるのに対し

て，グルタミン酸の濃度勾配に従った受動輸送では Cl－は

不必要であることが明らかになった．VGLUT活性の強い

Cl－依存性は，Cl－がグルタミン酸シグナリングの新たな調

節因子として働いている可能性を示唆している．

さらに，リン酸輸送活性に関して面白い知見が得られ

た．すなわち，（１）精製 VGLUTが Na＋／リン酸共輸送活性

を持つこと，（２）グルタミン酸やグルタミン酸輸送の阻害

剤であるエバンズブルーで阻害されないこと，（３）Na＋／リ

ン酸共輸送活性は Cl－を必要としないことが明らかになっ

た．これらのことは VGLUT自身がグルタミン酸輸送とリ

ン酸輸送の二つの異なる活性を持っていることを示してい

る．さらに，グルタミン酸結合部位とリン酸結合部位が異

なること，二つの輸送のメカニズムが異なることがわかる．

６． 変異導入解析

トランスポーターの基質認識部位には膜貫通領域中の荷

電アミノ酸残基が関わることが多い．そこで，膜貫通領域

に存在し，保存性の高い残基に注目して変異を導入した．

変異型 VGLUTも野生型と同様に精製して，輸送活性を測

定したところ，His１２８，Arg１８４，Glu１９１の三つの残基が

グルタミン酸輸送に必須であることがわかった．これらの

残基は VGLUTの予測構造モデルでは膜貫通領域内で近傍

に位置して基質結合部位を形成しているものと推定された

（図３）．興味深いことに，これらの変異型 VGLUTはグル

タミン酸輸送活性を失っていたにもかかわらず，Na＋／リ

ン酸共輸送活性を保持していた．

したがって，グルタミン酸輸送活性と Na＋／リン酸共輸

送活性は，駆動力，基質，基質結合部位，Cl－依存性，必

須残基が全く異なることになる．VGLUTはメカニズムの

全く異なる二つの活性を合わせ持つという点で非常に面白

いトランスポーターであると言えよう．二つの異なるシス

テムを単一ポリペプチド鎖の中にどのようにして織り込ん

でいるのか興味深い．

７． お わ り に

ヒト・ゲノムプロジェクトにより，５００を超えるトラン

スポーターの存在が明らかになった．これらのトランス

ポーターは様々な生理機能を持っており，生体の機能・恒

常性を維持している．しかし，哺乳類トランスポーターの

構造機能相関の解明は未だ充分に手をつけられていない領

域として残されたままである．これはトランスポーターが

ベクトル的な物質の移動を担う点で，一般の酵素に無い難

しさがあるためである．多くの哺乳類トランスポーターの

機能解析は培養細胞系を用いて行われてきたが，夾雑物の

影響等のシステムが持つ限界がある．したがって，精製ト

ランスポーターを用いた機能測定系の確立はトランスポー

ターの諸性質を疑義無く明らかにするためには必須な技術

である．我々が VGLUTで開発した方法は VGAT，MATE

等でも成功しており，他のトランスポーターにも応用でき

る汎用的なものと考えている．我々の研究で用いた手法が

哺乳類トランスポーターの機能解析のブレークスルーとな

ることを期待している．
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核内受容体 PPARγの機能と内在性リガン
ドによる活性調節

は じ め に

ペルオキシソーム増殖剤活性化レセプターガンマ（per-

oxisome proliferator-activating receptor gamma；PPARγ）は，
核内受容体スーパーファミリーに属する転写因子である．

PPARγは肥満や２型糖尿病との関連で注目されており，
機能解析や創薬に関する研究が数多く存在する．一方で，

PPARγを活性化する内在性のリガンドは多岐にわたって
おり，内在性リガンドと PPARγの機能との関連が十分明
らかになっているとは言い難い．本稿では PPARγの機能
について概説した後，構造生物学的視点に立った内在性リ

ガンドによる活性化機構を述べる．最後に，PPARγに残
されている課題について考察したい．

１． PPARγの 機 能

脂肪細胞の分化誘導において中心的な役割を担っている

のが PPARγである．in vitro の研究において，PPARγ遺伝
子の強制発現により繊維芽細胞から脂肪滴を含む脂肪細胞

が分化すること，PPARγアゴニストの投与により分化が
増強されることが確認されている１）．ノックアウトマウス

を用いた in vivo の研究では，ホモで致死になってしまう

ため，キメラマウスを用いて脂肪細胞の分化が検討され

図１ PPARγの機能
A. PPARγが関与する血糖値の維持機構．B. マクロファージにおける
PPARγの役割．
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