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研究成果の概要（和文）：小胞型ヌクレオチドトランスポーター(VNUT)はATPをホルモン分泌小胞内に充填し、
引き続くプリン作動性化学伝達に必須の分子装置である。本研究では糖代謝においてVNUTを介したプリン作動性
化学伝達が果たす役割とその分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。申請者らは肝臓においてVNUTが
インスリン感受性を制御するメカニズムには肝細胞への直接的な作用と炎症細胞を介した間接的な作用があるこ
とを明らかにした。さらに、VNUT阻害薬が膵臓と肝臓に作用し、インスリン分泌および抵抗性を共に改善させ
る、新たな糖尿病治療薬となり得ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Vesicular Nucleotide Transporter(VNUT) is essential for vesicular storage of
 ATP and subsequent purinergic chemical transmission. The purpose of this research was to clarify 
the role and the molecular mechanism of purinergic chemical transmission in glucose metabolism. We 
revealed that VNUT regulates insulin sensitivity in the liver through the direct action on 
hepatocytes and indirect action on inflammatory cells. Furthermore, we found that the inhibitor of 
VNUT affects the pancreas and the liver and these effects lead to the improvement of insulin 
secretion and insulin sensitivity respectively. These results suggest that the inhibitor of VNUT 
could be a new therapeutic drug for diabetes mellitus.

研究分野： 内分泌・代謝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においてVNUTを介したプリン作動性化学伝達が糖代謝において果たす役割とその分子メカニズムを解明す
ることが出来た。プリン作動性化学伝達による糖代謝制御メカニズムの解明は待ち望まれている新たな糖尿病治
療の開発へとつながることが期待され、VNUT阻害作用をもつクロドロン酸が細胞および個体レベルで糖代謝を改
善することを本研究で明らかに出来たことは、今後の糖尿病治療の発展に貢献できると考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ATP は細胞内で細胞共通のエネルギー源
として働く一方で、細胞外に放出された
ATP は細胞外でプリン作動性化学伝達を
惹起する。神経内分泌細胞はその分泌小胞
内に ATP を貯蔵し、分泌刺激によりホル
モ ン と ATP を 共 に 開 口 放 出 す る
（Clintoria RW et al. Purinergic signal. 
2008）が、代謝調節における細胞外 ATP
の役割は不明であった。そこで申請者らは
分泌小胞内に ATP を運ぶ輸送体である
Vesicular Nucleotide Transporter 
(VNUT)を欠損させたマウスを作製し解析
を行った（Sakamoto S et al. Sci Rep. 
2014、図 1）。VNUT 欠損マウスから単離
した膵ラ氏島ではグルコース応答性 ATP 分泌が消失し、インスリン分泌は上昇を認めた。
VNUT 欠損マウスでは、空腹時血糖値は有意に低値を示し、糖負荷試験における耐糖能の改善
およびインスリン負荷試験でのインスリン感受性亢進を認めた。更に VNUT 欠損マウス肝臓
で pAkt の発現亢進を認め、絶食時の肝臓のグリコーゲン分解は抑制されていたことから、肝
臓でインスリン受容体シグナルが亢進していることが明らかとなったが、それらの詳細な機序
は不明であった。 
 
２．研究の目的 
現在までに申請者らはマウス個体において VNUT の抑制がインスリン分泌とインスリン
感受性の両面に働くことを明らかにした。しかしながらその分子機構には未だ不明な点も
あり、本研究においてその詳細なメカニズムを解明することが、待ち望まれている新たな
糖尿病治療の開発へとつながると期待された。そこで、本研究では VNUT 欠損マウスを用
いてインスリン分泌を行う膵 β 細胞、グルカゴン分泌を行う膵 α 細胞、およびインスリン標的
臓器である肝臓、白色脂肪組織におけるプリン作動性化学伝達の役割を解明することを目的と
した。さらに、申請者らが新たに同定した VNUT 阻害薬であるクロドロン酸の糖尿病治療薬
としての蓋然性の高さを明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）膵 β 細胞、膵 α 細胞 
（ⅰ）インスリン分泌実験：マウス膵β細胞には 8 種類のプリン受容体の存在が報告されてい
る。インスリン分泌に関連するプリン受容体を同定するため、単離膵ラ氏島に種々のプリン受
容体作動薬（ATP、ADPγS）および阻害薬（P2X 受容体阻害薬；Suramin, P2Y 受容体阻害薬；
PPADS、P2Y13 受容体阻害薬；MRS2211 など）を添加し、インスリン分泌を評価した。また
膵 β細胞内の Ca 動態を明らかにするため、Fluo4 を用いて、Ca イメージングを施行した。 
（ⅱ）グルカゴン分泌実験：VNUT 欠損マウスでみられた低血糖反応性グルカゴン分泌の低下
のメカニズムを明らかにするため、単離膵ラ氏島実験に対して低濃度（1mM）グルコース負荷
を行い、ATP 分泌量およびグルカゴン分泌量を測定した。生体内の正常血糖値である 5mM グ
ルコースをコントロールとした。 
（2）肝細胞 
（ⅰ）初代培養肝細胞実験：マウス肝細胞には 4 種類のプリン受容体の存在が報告され、肝細
胞のプリン作動性化学伝達が直接インスリン受容体シグナルを制御している可能性が示唆され
た（Burnstock G et al. Purinergic Signal. 2014）。そこで、インスリン受容体シグナルに影響
する受容体を明らかにするため、各マウスから調整した初代培養肝細胞を用い、各種受容体阻
害薬を用いてインスリン受容体シグナル（mTOR、Akt）をウエスタンブロット法で解析した。 
（ⅱ）肝臓のインスリン受容体シグナル解析：VNUT 欠損マウスの糖代謝改善メカニズムを明
らかにするため、各マウスの肝臓のインスリン受容体シグナルをウエスタンブロット法および
リアルタイム PCR 法で解析した。また、マイクロアレイ、メタボローム解析にて遺伝子発現、
細胞内代謝変化を網羅的に解析した。 
（ⅲ）炎症関連実験：細胞外 ATP は P2X7R を介して NLRP3 インフラマソームを活性化し、
IL-1β を発現し炎症を惹起する（Szabo G et al. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 2015）。誘
導された IL-1β は肝臓の Akt リン酸化を抑制し、インスリンシグナルを阻害する(Wen H et al. 
Nat Immunol. 2011)。すなわち VNUT 欠損マウスのインスリン感受性亢進は炎症抑制による
間接的な働きも影響している可能性が示唆された。そこで、炎症の評価のため肝臓からマクロ
ファージを分離し、マクロファージの活性化状態をフローサイトメトリーにて評価した。さら
に高脂肪食負荷を行い、HE 染色、F4/80 免疫染色、Picrosirius red 染色により肝臓を病理組
織学的に評価した。 
（3）脂肪細胞 
マウス脂肪細胞には 4 種類のプリン受容体の存在が報告されている（Laplante MA et al. 



Endocrinology. 2010, Børglum JD et al. Mol. Cell Endocrinol. 1996）。高脂肪食負荷を行った
VNUT 欠損および野生型マウスを用いて、脂肪細胞の組織学的検討(HE 染色、F4/80 染色)や
脂質代謝および炎症関連遺伝子の発現をリアルタイム PCR 法で評価した。さらに脂肪細胞の
褐色化を組織学的に解析した。 
（4）VNUT 阻害薬（クロドロン酸）  
クロドロン酸の糖代謝における有効性について膵ラ氏島、マウス個体レベルで検証を行った。
具体的には単離膵ラ氏島へクロドロン酸添加（100µM）後にインスリン分泌変化を解析した。
さらに個体レベルではクロドロン酸（50mg クロドロン酸/kg 体重）の経静脈注射後に経口糖負
荷試験（2g グルコース/kg 体重）およびインスリン負荷試験（0.75U ノボリン R/kg 体重）を
行い、糖代謝改善効果を評価した。また、有害事象の検討も同時に行った。 
 
４．研究成果 
（1）膵 β 細胞、膵 α 細胞 
（ⅰ）インスリン分泌実験：野生型マウス由来の膵ラ氏島におけるインスリン分泌は ATP や
ADPγS などのプリン受容体作動薬の投与により有意に抑制された。また、阻害薬添加実験の
結果から膵ラ氏島におけるインスリン分泌調節には主に P2Y13 受容体が担っていると考えら
れた。膵ラ氏島の Ca イメージングでは VNUT 欠損マウスと野生型マウスで有意な差は認めな
かった。 
（ⅱ）グルカゴン分泌実験：野生型マウスの膵ラ氏島に対する低濃度グルコース負荷によりみ
られた ATP 分泌は VNUT 欠損マウスの膵ラ氏島では消失していた。同時に測定したグルカゴ
ンは VNUT 欠損マウス由来の膵ラ氏島において野生型と比較して低下傾向を認めたものの、
有意な差は認めなかった。 
以上の結果から単離膵ラ氏島を用いた実験のみでは VNUT 欠損マウスの表現型を全て明ら

かにするには至らず、VNUT を介したプリン作動性化学伝達によるインスリンおよびグルカゴ
ン分泌制御機構を明らかにするためにはマウス β細胞株である MIN6 細胞やマウス α 細胞株で
ある αTC 細胞を用いた in vitro 実験が必要であると考えられた。 
（2）肝細胞 
（ⅰ）初代培養肝細胞実験：野生型マウス由来の初代培養肝細胞では ATP がグルコース依存性
に分泌されたが、VNUT欠損肝細胞ではグルコース刺激によるATP分泌が認められなかった。
さらに、VNUT欠損肝細胞ではインスリン受容体シグナルの下流に存在するmTORおよびAkt
のリン酸化が増加しており、インスリン受容体シグナルの亢進が示唆された。また、各種プリ
ン受容体阻害薬の投与実験において、野生型肝細胞では P2Y13 受容体阻害薬投与下でインス
リン受容体シグナル亢進がみられたが、VNUT 欠損マウス由来の初代培養肝細胞では有意な変
化を認めなかった。以上の結果から、VNUT は肝細胞レベルでグルコース応答性に P2Y13 受
容体を介してインスリン受容体シグナルを抑制していることが示唆された。 
（ⅱ）肝臓のインスリン受容体シグナル解析：VNUT 欠損マウスにおいて、Akt のリン酸化亢
進によるグルコキナーゼの発現増加がみられた。さらに mTOR のリン酸化亢進によると考え
られる酸化ストレスの亢進およびオートファジーの抑制、FGF21 のタンパク質発現亢進および
血中 FGFG21 濃度の増加がみられた。また、肝臓のメタボローム解析では解糖系分子には有意
な差は認めなかったが、VNUT 欠損マウスで cAMP の有意な上昇が認められ、Gi 共役受容体
である P2Y13 受容体シグナル低下の影響と考えられた。 
（ⅲ）炎症関連実験：通常食摂餌下のマウス肝臓のフローサイトメトリーにおいて、VNUT 欠
損マウスでは Ly6c high の炎症性マクロファージの減少が認められた。HFD 負荷 1 年後の野
生型マウスの肝臓では組織学的検討において、炎症・線維化亢進による非アルコール性脂肪肝
炎（NASH）様変化がみられたが、VNUT 欠損マウスの肝臓では炎症細胞浸潤や線維化は有意
に抑制され、IL-1β などの炎症性サイトカイン発現が低下していた。さらにマイクロアレイに
おける GO 解析では MHC クラスⅡ関連分子群の発現が有意に低下していた。以上の結果から
VNUT を介したプリン作動性化学伝達はマクロファージを介した炎症を促進し、NASH 発症
を誘導することが明らかとなった。 
（3）脂肪細胞 
肝臓の解析から FGF21 の肝組織および血中濃度の増加が明らかとなったため、HFD 負荷 1 年
後の白色脂肪組織における既知の FGF/βKlotho 受容体の下流に存在する分子の遺伝子発現を
ウエスタンブロット法で評価したが、有意な差は認めなかった。また、脂質代謝関連遺伝子と
して pparγ や UCP1 には有意な差を認めなかったが、VNUT 欠損マウスではアディポネクチ
ンの発現の有意な増加を認め、VNUT 欠損マウスにおけるインスリン感受性亢進にはアディポ
ネクチンの関与も考えられた。次に炎症の評価のため、western diet 負荷 12 週間後に白色脂
肪組織の解析を行った。体重、精巣上体脂肪の組織重量、平均脂肪細胞面積に有意な差は認め
なかったが、VNUT 欠損マウスでは野生型と比較して鼠径部皮下脂肪重量および平均脂肪細胞
面積の有意な増加を認めた。一方で、F4/80 染色ではいずれの脂肪組織においても F4/80 陽性
細胞が少なく組織学的な定量は困難であったが、鼠径部皮下脂肪における F4/80 および炎症性
サイトカインである TNFα の遺伝子発現は抑制傾向であった。UCP1 染色では UCP1 陽性細胞
に有意な差を認めなかったが、白色脂肪組織の褐色化の評価には β agonist や寒冷刺激試験な
どの追加が必要と考えられた。以上の結果から、VNUT 欠損マウスにおけるインスリン感受性



の亢進は肝臓における局所でのプリン作動性化学伝達だけではなく、脂肪細胞における炎症抑
制に伴うアディポネクチンの増加も影響している可能性が示唆された。 
（4）VNUT 阻害薬(クロドロン酸) 
クロドロン酸添加により膵ラ氏島からのグルコース
応答性 ATP 分泌は有意に抑制されたが、インスリン
分泌に関しては上昇傾向となったものの有意な差を
認めなかったため、今後は投与条件の検討が必要と
考えられた。次に生理食塩水投与をコントロールと
し、クロドロン酸の耐糖能に与える影響をクロスオ
ーバー法にて解析した。生理食塩水もしくはクロド
ロン酸静注 1 時間後の経口糖負荷試験において、野
生型マウスではクロドロン酸投与時に有意な血糖値
低下とインスリン値上昇を認めた（図 2）が、VNUT
欠損マウスではクロドロン酸投与による血糖変化は
みられなかった。インスリン負荷試験では、野生型、
VNUT 欠損マウスいずれもクロドロン酸投与によ
る血糖値の変化は認めなかった。VNUT 欠損マウス
におけるインスリン感受性改善が長期阻害の結果で
ある可能性を考え、生理食塩水もしくはクロドロン
酸を連日皮下注射し、2 週間後に耐糖能を評価した。
経口糖負荷試験は単回投与時と同様の結果であった
が、インスリン負荷試験ではクロドロン酸投与により血糖値は有意に低下した。予想されたよ
うにインスリン感受性の改善には一定期間の VNUT の阻害が必要であると考えられた。 
 
 以上の結果からプリン作動性化学伝
達による膵ラ氏島におけるインスリン
分泌制御機構については引き続き検討
が必要であると考えられたが、肝臓にお
ける VNUT を介したプリン作動性化学
伝達は肝細胞レベルでは主に P2Y13 受
容体シグナルを介して直接インスリン
受容体シグナルを調節するだけではな
く、組織レベルでは炎症を介して間接的
にもインスリン受容体シグナルを制御
していることが明らかとなった（図 3）。
また、クロドロン酸が膵ラ氏島において
ATP 分泌抑制を介してインスリン分泌
を上昇することか個体レベルでの血糖
値低下につながっている可能性が示唆された。さらに VNUT の一定期間の阻害がインスリン
感受性を改善したことから、クロドロン酸は膵 β 細胞と肝細胞に直接・間接的に作用し、イン
スリン分泌、インスリン抵抗性を共に改善させる、新たな糖尿病治療薬となり得ると考えられ
た。 
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