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緒 言 

 
てんかんは脳細胞のネットワークに起きる異常な神経活動のために意識障害や痙攣などのてんかん発作を繰り返す

神経疾患で、発症率は全人口の1％を占めるといわれる。抗てんかん薬として近年脚光を浴びているレベチラセタム（別

名イーケプラ）は、脳の一部から興奮が始まる「部分発作」と、脳全体で始まる「全般発作」の両方に有効な薬であり、

欧米では2000年頃、本邦では10年遅れて2010年頃に実際に臨床現場でてんかん発作の患者に適用されている。一方

で、レベチラセタムがシナプス小胞に存在するSV2Aタンパク質に特異的に結合することが明らかにされたのは、欧米

で臨床応用が開始された後の2004年のことであり［1］、10年以上たった現在に至ってもレベチラセタムの作用機序の

詳細は全くわかっていない。また、臨床薬全般に言えることであるが、レベチラセタムも例外ではなく、皮膚や各臓器

の炎症や消化系の副作用のみならず、頭痛・めまい・傾眠・抑鬱・自殺念慮などの精神症状など、重篤な副作用を惹起

することが知られている。レベチラセタムのSV2Aへの作用機序が解明されれば、より安全かつ有効な抗てんかん薬創

成への新しい戦略を開拓できるだろう。 
レベチラセタムの SV2A への作用機序がいまだに解明されていない理由は、一重に SV2A の分子機能とその脳機能

における役割自体がそもそも明らかになっていないからである。SV2Aは、1980年代後半に「Synaptic Vesicle Protein 
2」としてシビレエイの電気器官のシナプス小胞膜に局在するタンパク質として同定され、哺乳類では SV2A、SV2B、
SV2Cの3種類が同定されている［2］。アミノ酸配列からのタンパク質構造予測によると、SV2ファミリーは12回膜

貫通型の膜タンパク質であり、何らかの生体分子を輸送するトランスポーターであると推測されている。興味深いこと

に、SV2A、SV2B、SV2Cの遺伝子欠損マウスのフェノタイプ解析から、SV2の分子機能として小胞膜上のCa２＋輸送

体であることが提唱された［3，4］。さらに、SV2B、SV2C欠損マウスは寿命や繁殖能力において野生型マウスとなん

ら変りないが、SV2A 欠損マウスは生後まもなく重度のてんかん発作を発症し、2〜3 週齢で死に至ることが判明した

ことからもSV2A のてんかんとの関わりが強く示唆された。一方、2014 年になって、酵母を用いた実験結果から、ヒ

トSV2Aが単糖であるガラクトースを輸送する可能性が提唱された［5］。しかしながら、SV2Aのガラクトース輸送活

性の神経細胞における役割や、その脳機能における生理学的な意義については、全く解明されていないのが現状である。 
研究代表者は、これまで神経シグナル伝達に中心的な役割を果たすシナプス小胞の機能タンパク質の解析を精力的に

行い、特に神経伝達物質輸送体やプロトンポンプ、イオンチャネルの同定と性状解析において顕著な成果を上げてきた 
［6～8］。この 30 年余りの研究成果により、シナプス小胞を構成する多くの膜タンパク質の機能が明らかになってき

たが、主要なシナプス小胞タンパク質である SV2 の分子機能は依然として不明である。一方で、上述のように SV2A
が脳内シナプス伝達に重要な役割を果たしていることは疑いの余地がない。本研究では、機能未同定の抗てんかん薬標

的分子 SV2 の分子機能を解明し、てんかん発症との関係や抗てんかん薬レベチラセタムの作用機序の解明に向けた研

究を遂行し、より安全かつ効能の優れた抗てんかん薬創成の新たな戦略を提供することを目的とした。 
本研究では、これまでにSV2がシナプス小胞のCa２＋輸送体である可能性を精査した結果、シナプス小胞膜上Ca２＋

輸送活性の大部分はSV2ではなく、形質膜型Ca２＋-ATPase（PMCA）が司っていることを明らかにした。また、PMCA
の一つである PMCA1 が、シナプス終末においては、形質膜よりもむしろシナプス小胞に局在することも明らかにし

た。これらの研究成果は原著論文としてまとめScientific Reports誌に発表した［9］。 
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方法および結果 

 
1． シナプス小胞膜上の高親和性Ca２＋／H＋交換輸送体は中性条件で駆動する 
従来の羊脳から得られたシナプス小胞膜画分を用いた生化学的実験から、シナプス小胞膜上には低親和性（Km > 200

μM）のCa２＋／H＋交換輸送体の存在が示唆されており、pH 8.5のアルカリ条件で駆動するとされていた。同様のCa
２＋／H＋交換輸送体が中性条件でも駆動するか否かを検証するために、Ca２＋キレート剤としてBAPTAを用いて、ラッ

ト脳から得られたシナプス小胞膜画分を用いて酸性化アッセイにおける Ca２＋の効果を精査した。その結果、中性条件

においても確かにCa２＋/H＋交換輸送体活性が確認され、しかもCa２＋に対する親和性がKm～400 nMと非常に高いこ

とが明らかになった（図1）。 
 

 
図1．高親和性Ca２＋／H＋交換輸送活性によりシナプス小胞のアルカリ化が起こる 

a） ラット脳から精製したシナプス小胞膜画分に100 mM Cl－存在化でATPを加えてプロトンポンプを活

性化させると、小胞内腔の酸性化に伴うアクリジンオレンジの蛍光減弱が見られる。そこに 600μM
のCaCl２を添加すると脱酸性化（アルカリ化）が見られる。この結果は、シナプス小胞膜上のCa２＋／

H＋交換輸送体の存在を示唆している。Bafはプロトンポンプの阻害剤であるBafilomycin A１で、添加

により小胞の酸性化を消失させる。 
b） シナプス小胞膜Ca２＋／H＋交換輸送体のCa２＋感受性を調べたところ、Km値は約400 nMであった。 

 
2． SV2はシナプス小胞上のCa２＋／H＋交換輸送活性を持たない 
 緒言で記したように、SV2 遺伝子欠損マウスのフェノタイプ解析の結果から、SV2 がシナプス小胞膜上の高親和性

Ca２＋輸送体であるとする仮説が長らく受け入れられてきたが、確固たる実証はなされていない。そこで、CRISPR/Cas9
法を用いて高効率に2遺伝子欠損マウスを作製する方法を利用して、SV2A／2Bダブル欠損マウスとSV2B／2Cダブ

ル欠損マウスを作製し、それぞれからシナプス小胞膜画分を得た。SV2 イソ型特異的抗体と全てのSV2 イソ型を認識

する抗体を用いたウェスタンブロッティングを行なった結果、脳内の主要なSV2はSV2Aであり、特にSV2Cは微量

にしか発現していないことがわかった（図2a）。そこで第一にSV2A／SV2Bダブル欠損マウス由来のシナプス小胞膜

画分でCa２＋／H＋交換輸送活性を調べた所、野生型で見られる活性と同程度の活性が見られた（図 2b）。また、SV2B
／SV2Cダブル欠損マウス由来のシナプス小胞膜画分（SV2Aのみ発現している小胞）におけるCa２＋／H＋交換輸送活

性がSV2Aの阻害剤であるレベチラセタムで減弱するか否かを調べた所、全く効果がないことが判明した（図2c）。こ

れらの結果から、SV2 はシナプス小胞膜画分で見られる Ca２＋／H＋交換輸送活性に殆ど寄与していないことが示唆さ

れた。 
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図2．SV2欠損マウス由来のシナプス小胞膜におけるCa２＋／H＋交換輸送活性 
a） SV2A／SV2B ダブル欠損マウス（DKO）とSV2B／2C–DKO マウスのウェスタンブロット結

果。全てのSV2イソ型を認識する抗体（pan-SV2）バンドを野生型（WT）と比較すると、SV2A
が脳内の主要なSV2であり、SV2Cの発現はごく僅かであることがわかる。 

b） SV2A／SV2B–DKOマウス由来のシナプス小胞には野生型と同等のCa２＋／H＋交換輸送活性が

認められた。 
c） レベチラセタムの標的分子である SV2A が残存する SV2B／SV2C–DKO マウス由来のシナプ

ス小胞画分で見られるCa２＋／H＋交換輸送活性は、レベチラセタムで阻害されない。 
 
3． 形質膜型Ca２＋-ATPaseがシナプス小胞上のCa２＋／H＋交換輸送活性を司る 
 過去のシナプス小胞膜上のATPaseの性状解析では、プロトンポンプであるV-type ATPase以外に、P-type ATPase
の存在が明らかになっていた。そこで、P-type ATPaseの阻害剤を用いて、シナプス小胞膜のCa２＋／H＋交換輸送活性

に与える影響を調べたところ、筋小胞体Ca２＋-ATPase（SERCA）の阻害剤である cyclopiazonic acid（CPA）では阻

害されないが、形質膜型 Ca２＋-ATPase（PMCA）の阻害剤である vanadate では強力に阻害されることがわかった。

また、放射性同位体 45Ca２＋の輸送活性においても、PMCA の阻害剤である vanadate と eosin が強力な阻害効果を有

することが判明した。一方、SV2-DKOマウス由来のシナプス小胞における 45Ca２＋輸送活性は野生型と有意な差が見ら

れなかった。したがって、我々が性状解析したシナプス小胞における高親和性の Ca２＋／H＋交換輸送体活性は PMCA
によって行われていることが強く示唆された。 
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図3．シナプス小胞膜におけるCa２＋／H＋交換輸送活性はPMCA阻害薬で減弱する 

a)  Ca２＋添加による小胞脱酸性化は500μM vanadate（Van）によって阻害される。 
b)  シナプス小胞への４５Ca２＋の取込活性は、500μM vanadate（Van）、10μM eosinによって強力

に阻害される。エラーバーは標準誤差。* p < 0.0025、unpaired Student’s t-test。 
c)  シナプス小胞への４５Ca２＋の取込活性は、V-type ATPase阻害薬であるBafilomycin A1（Baf、500 nM）

によって阻害されない。エラーバーは標準誤差。n.s.はp > 0.1、unpaired Student’s t-test。 
 
 
4． PMCA1はシナプス終末でシナプス小胞膜に多く存在する 
 PMCA はその名の通り形質膜に存在するCa２＋-ATPase である。PMCA がシナプス終末でシナプス小胞膜上に存在

するか否かを検証するために、PMCA のサブタイプの一つであるPMCA1 の細胞外部分に pH 感受性緑色蛍光タンパ

ク質（pHluorin）の遺伝子を組み込んだベクター（PMCA1-SEP）を作製し、マウス海馬由来の神経初代培養に遺伝子

導入した。対照として、シナプス小胞膜タンパク質の代表格であるSynaptophysinの小胞内腔部分にpHluorinを融合

したもの（SypHy）とシナプス終末形質膜上に存在する Syntaxin 1A の細胞外部分に pHluorin を融合したもの

（Syntaxin1a-SEP）を用いた（図 4a）。培養 12～14 日目にそれぞれの蛍光強度を元に細胞膜表面と細胞内酸性オル

ガネラにどの程度分配されているかを調べた所、興味深いことにPMCA1-SEP はSypHy と同様に 80%近くが細胞内

酸性オルガネラに存在することがわかった（図4b）。また、電気刺激を与えてシナプス小胞のエキソサイトーシスを惹

起すると、PMCA1-SEPはSypHyと同様に刺激依存的なエキソサイトーシスと同調する形でリサイクリングすること

が明らかになった（図4c）。PMCA1-SEPの刺激に対する反応は、エキソサイトーシスの阻害剤であるテタヌス毒素処

理で消失することから、PMCA1-SEPは機能的なシナプス小胞膜上に存在することがわかった。 
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図4．PMCA1-pHluorinはシナプス小胞と共にリサイクリングする 

a） 用いたpHluorin融合タンパク質の模式図。pHluorin（SEP）は酸性化で暗く中性条件下で強い蛍光

を発する。SypHy はシナプス小胞に存在するタンパク質、Syntaxin1a-SEPは形質膜に存在するタ

ンパク質として対照実験に用いた。 
b） PMCA1-pHluorin（PMCA1-SEP）は70%以上が酸性の内膜に存在する。 
c） PMCA1-SEPの活動依存的な振る舞い。刺激依存的なPMCA1-SEPのリサイクリングが見える。 

 
考 察 

 
本研究では、シナプス小胞膜上に存在する高親和性の Ca２＋／H＋交換輸送体の生化学的な性状解析からスタートし、

その交換体活性がSV2の機能である可能性を精査した。遺伝子欠損マウスのフェノタイプ解析から、長きに亘ってSV2
の輸送基質がCa２＋である可能性が示唆されてきたが、今回の我々の実験結果はその可能性を支持しないだけでなく、

形質膜上に存在するとされてきたPMCAこそがその分子実体であることを示している。それでは、SV2は如何なる分

子機能を有しているのであろうか？最近になって、細胞表面に存在する SV2A は単糖であるガラクトースとプロトン

を共役輸送している可能性が報告された［5］。我々は、SV2Aがガラクトース輸送能を持っている結果として、脳内の

糖含有分子群の発現が制御される可能性を考えて研究を継続している。現在の所、SV2A／SV2B ダブルノックアウト

マウス脳において、ガラクトシルセラミド（GalCer）の発現量が有意に低下するという実験結果を得ている。今後は、

SV2 のガラクトース輸送活性の生化学的な検証を行うと共に、その結果神経細胞あるいは周囲のグリア細胞に如何な

る変化を及ぼし、てんかん発症と関連するのかを明らかにするのが課題となるだろう。 
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