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研究成果の概要（和文）：小胞型伝達物質トランスポーターは伝達物質の小胞内充填を司る膜タンパク質であ
る。しかし、アストロサイトの分泌性の小胞の特徴や種類についてはほとんど解明されていない。本研究では、
アストロサイトにおける分泌性の小胞の機能や特徴の解明を目的とし、アストロサイトで報告されている伝達物
質のそれぞれ小胞型輸送体について局在と機能を解析した。ポリアミン輸送体であるVPAT、D-セリン輸送体の
VDseT、ATP輸送体のVNUTについて解析し、それぞれ分泌性の小胞に局在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Vesicular transmitter transporters are active transporters of transmitters 
and are responsible for their vesicular storage and subsequent exocytosis. However, the features and
 functions of secretory vesicles in astrocytes are unknown. In this study, we investigated 
localization of vesicular nucleotide transporter, vesicular polyamine transporter, and vesicular 
D-serine transporter and found that these transporters localized in secretory vesicles. 

研究分野： 生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アストロサイトの分泌性の小胞には、有芯小胞やsynaptic like micro vesicle (SLMV)、リソソームなど数種類
の小胞が報告されているが、それらの形態は多様であり、SLMVにしてもシナプス小胞とは異なり不均一な集団で
ある。また、どの小胞にどの伝達物質が蓄積されているか不明であり、アストロサイトの分泌小胞の分類やマー
カー分子等の開発はこれからの課題である。本研究では小胞マーカーとして小胞型伝達物質トランスポーターを
用いることを提唱し、その一端を明らかにした。アストロサイトの分泌小胞解析のための分子マーカー類は脳機
能研究において汎用性が高く、重要であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 中枢神経系において、神経細胞は情報伝達で中心的役割を担う細胞として、その分布や反応
性、細胞内構造など、多彩な研究が進んでいる。その一方で、グリア細胞のひとつであるアス
トロサイトは脳にて最大の population を占めているが、単なる支持細胞として認識されてきた
経緯もあり、情報伝達関連の研究は遅れていた。しかしながら、近年、アストロサイトも分泌
性の小胞を持ち、グルタミン酸や ATP、D-セリン等グリオトランスミッターと呼ばれる伝達物
質を分泌し、グリア-グリア間、グリア-神経間の情報伝達(gliotransmission)において中心的役
割を果たしていることが明らかとなり、大きな注目を集めている。先行研究によると、アスト
ロサイトの分泌小胞には、有芯小胞や synaptic like micro vesicle (SLMV)、リソソームなど数
種類の小胞が報告されているが、それらの形態は多様であり、SLMV にしてもシナプス小胞と
は異なり不均一な集団である。さらに、どのような小胞にどのグリオトランスミッターが蓄積
されているか不明であり、アストロサイトの分泌小胞の分類やマーカー分子等の開発はこれか
らの課題である。 
 小胞型伝達物質トランスポーターは分泌小胞に局在し、伝達物質の小胞内充填を司る膜タン
パク質である。これまでに上記グリオトランスミッターを含む各種伝達物質の小胞型伝達物質
トランスポーターが同定されている。発現する小胞型伝達物質トランスポーターの種類と局在
および発現量により神経の化学伝達特性が決定される。アストロサイトにおいても発現する小
胞型トランスポーターの種類・局在・量により、その分泌小胞の定性定量が決定できると考え
られる。 
 
２．研究の目的 
 
 小胞型伝達物質トランスポーターは、細胞が分泌する伝達物質の種類と部位を示す分子マー
カーである。そこで本研究ではアストロサイトがどのような小胞にどのような伝達物質を充填
し、放出するのかを、小胞型伝達物質トランスポーターの局在と機能という観点から解析し、
アストロサイトの分泌小胞を機能的な分類を試み、理解を深める。 
 
３．研究の方法 
 
 初代培養アストロサイトより小胞型伝達物質トランスポーターがどの小胞に局在するか組織
化学的、生化学的に解析する。各種小胞型伝達物質トランスポーターの抗体および、マーカー
としてはこれまでに報告されている小胞マーカー（グラニンタンパク、v-SNARE、オルガネラ等）
の抗体を用いた。また、様々な小胞を含むアストロサイト膜画分をスクロース密度勾配遠心法
により分画し、各分画にトランスポータータンパクが存在するか検定した。VNUT については
VNUT ノックアウトマウスを用いて神経およびアストロサイトを初代培養し、ATP 分泌量を測定
した。新たに見いだした阻害剤添加時の ATP 分泌量を測定した。VNUT ノックアウトマウス、WT
マウスを用いて疼痛モデルマウスを作製し、in vivo での疼痛試験を行い、VNUT ノックアウト
と VNUT 阻害剤の効果を検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究では小胞型ヌクレオチドトランスポーター（VNUT）、小胞型ポリアミントランスポータ
ー（VPAT）、小胞型 D-セリントランスポーター（VDseT）、小胞型グルタミン酸トランスポータ
ー（VGLUT）についてアストロサイトでの発現と局在について解析した。VNUT はクロモグラニ
ンと共局在し、dense granule に局在することを明らかにした。一方で VPAT はクロモグラニン
と共局在せず、VAMP2 陽性の synaptic like micro vesicle (SLMV)に局在していた。VDseT は
クロモグラニンと共局在せず、VAMP2 と一部共局在することから、少なくとも VAMP2 陽性の分
泌性小胞に局在すると考えられる。VGLUT についてはアストロサイトではタンパクを検出する
ことができなかった。 
 以上より、アストロサイトは複数の小胞型伝達物質トランスポーターをもち、その局在小胞、
すなわちそれぞれの伝達物質蓄積小胞が異なることが示唆された。 
 VNUT については KOマウスを用いてさらに検討を進めた。VNUT KO マウスにカラゲニンや CFA
を投与して炎症性疼痛モデルマウスを作製した。このモデルマウスは野生型マウスから作製し
た炎症性疼痛モデルマウスに比べて炎症や疼痛が減弱していた。野生型マウスから作製した炎
症性疼痛モデルマウスに、新たに見いだした VNUT 阻害剤であるクロドロン酸を処理すると、強
い鎮痛効果を示した。クロドロン酸による VNUT を介した ATP 放出の遮断効果を神経細胞、アス
トロサイト、マイクログリアを用いて検討した。その結果、神経細胞とマイクログリアでは細
胞内にクロドロン酸が取り込まれ、ATP 放出遮断効果が見られた。一方で興味深いことに、ア
ストロサイトではクロドロン酸の効果が見られなかった。この理由として、アストロサイトが
クロドロン酸を取り込むための細胞膜型のトランスポーターを持たないことが考えられる。ア
ストロサイトにおける VNUT を介した ATP 放出のメカニズムを検討するためには、クロドロン酸
に変わる阻害剤を使用する必要があると考えられる。 
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