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研究成果の概要（和文）：ドーパミンからノルアドレナリンを合成するドーパミンβヒドロキシラーゼは副腎髄
質のクロマフィン顆粒内に存在しており、アスコルビン酸（ビタミンC）を補酵素として必要とする。また、ア
スコルビン酸がこの顆粒内に蓄積していることは古くから知られていた。しかし、小胞内にアスコルビン酸を輸
送蓄積するトランスポーターは不明のままであった。本研究では小胞内へアルコルビン酸を輸送するトランスポ
ーターを同定し、そのメカニズムを明らかにすることを目的とした。クロマフィン顆粒に酸化型であるデヒドロ
アスコルビン酸を輸送するトランスポーターが存在することを顆粒を用いた実験などから見出した。

研究成果の概要（英文）：Dopamine-beta-hydroxylase catalyzes conversion of dopamine to noradrenaline 
in the lumen of chromaffin granule of adrenal cortex. This enzyme requires ascorbic acid (vitamin C)
 as a cofactor. Previous studies indicated that ascorbic acid is accumulated in this granule. 
However, molecular mechanism of ascorbic acid transport to this granule was not understood yet. In 
this study, we tried to identify the transporter responsible to vesicular ascorbic acid accumulation
 and reveal molecular mechanism of ascorbic acid transport to the vesicle.
We successfully identified the vesicular transport the is located in the chromaffin granule of 
adrenal cortex by PCR, immunohistochemistry and western blot analyses.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アスコルビン酸はノルアドレナリンの合成、コラーゲンや胆汁酸の合成、ラジカルの除去など、生命の生存に必
須な役割を果たしている。アスコルビン酸の欠乏は壊血病等の疾患を引き起こす事からその生理機能や作用機序
の解明の重要性が広く認識されている。
本研究はこれまで未知のまま残されていた小胞でのアスコルビン酸作用を明らかにするものであり、歴史的、栄
養学的にも重要な意義を持っている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 アスコルビン酸は必須ビタミンの一つとして、コラーゲンや胆汁酸の合成、鉄の吸収促進、シ
トクローム P450の活性化、ラジカルの除去など、生命の生存に必須な役割を果たしている。ア
スコルビン酸の欠乏は壊血病等の疾患を引き起こす事からその生理機能や作用機序の解明の重
要性が広く認識されている。 
 神経化学の分野においては、アスコルビン酸はド
ーパミンからのノルアドレナリン・アドレナリンの
生合成という極めて重要な反応に関わっている。ド
ーパミンは小胞型モノアミントランスポーター
(VMAT)によって分泌小胞内に運び込まれ、その後
小胞内のドーパミンβヒドロキシラーゼ(DβH)に
より、ノルアドレナリンに変換される。DβHはこ
の際にアスコルビン酸を必要とする。アスコルビン
酸はペプチド系のホルモンの生合成にも重要な役
割を果たしている。バゾプレッシン、オキシトシン
等のペプチド性ホルモンはペプチドαアミド化モ
ノオキシゲナーゼ(PAM)によって C 末端がαアミ
ド化されている。この酵素はシナプス小胞内に存在
し、アスコルビン酸を補酵素として必要としてい
る。また、小胞体でのコラーゲンの水酸化にアスコ
ルビン酸が必要な事はよく知られている。 
 これらの酵素はいずれも小胞内に存在しており、
アスコルビン酸は細胞質から小胞内に運び込まれ
なければならない。しかし、どのようにしてアスコ
ルビン酸が小胞内に運ばれるかは明らかにされて
いない。 
 実際、ノルアドレナリンを合成する副腎髄質のク
ロマフィン顆粒にアスコルビン酸が蓄積している
事は 80年代から知られており、未知の輸送体の存在が推定されていた。しかし、小胞内にアス
コルビン酸を輸送するトランスポーターは多くの研究者が探索してきたが、実態は不明なまま
となっている。 
 
 これまでアルコルビン酸トランスポーターが同定されてこなかった理由として、我々は小胞
内にアスコルビン酸そのものを運ぶトランスポーターは存在しないものと考えた。その代わり
に酸化型のアスコルビン酸であるデヒドロアスコルビン酸を運ぶトランスポーターが存在し、
シトクローム b561 が小胞内でこれを還元する事によってアスコルビン酸にするものと想起し
た。 
 
 
２．研究の目的 
  本研究では副腎クロマフィン細胞に存在するクロマフィン顆粒にデヒドロアスコルビン酸
を輸送するトランスポーターを同定することを目的としている。このトランスポーターはアス
コルビン酸を必要とする他の組織においても存在しているか明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
  PCR 法によりマウスおよびラットの副腎に存在するトランスポーターを解析し、存在が認めら
れたものについて、免疫組織化学的手法により副腎クロマフィン細胞に存在するか解析した。ま
た、ラット副腎からクロマフィン顆粒を単離し、ウェスタンブロット法によりこの顆粒に存在す
るトランスポーターを解析した。 
  GLUT8 のバクテリアを用いた発現系を構築した。この系では目的タンパク質の N末端と C末端
に大腸菌由来のαヘリックスタンパク質を融合する事で真核生物の膜タンパク質を活性のある
形で大量発現させることができる。この系を用いて、GLUT8 を大量発現し、Fos-choline-14 を用
いて可溶化後 Ni-NTA カラムクロマトグラフィーで精製した。 
 
 
４．研究成果 
(1)アスコルビン酸トランスポーターとして Na+イオンとの共輸送によって細胞内にアスコルビ
ン酸を輸送する細胞膜型のトランスポーター（SVCT）が同定されている。しかし、このトラ
ンスポーターは細胞内小胞には存在していないことから、他の候補を検索した。興味深いこ
とにグルコーストランスポーター（GLUT）は酸化型アスコルビン酸であるデヒドロアスコル



ビン酸を受動輸送で運ぶことが報告され
ている。副腎クロマフィン顆粒にはシトク
ロム b561 が存在することから、グルコー
ストランスポーターが運んだデヒドロア
スコルビン酸を b561 が還元することによ
ってアスコルビン酸が顆粒内に蓄積する
ものと考えた。グルコーストランスポータ
ーは細胞膜にあってグルコースを運搬す
る促進拡散輸送体であるが、３つのサブフ
ァミリーのうちクラス IIIサブファミリー
は細胞内オルガネラに存在していること
が近年明らかになってきた。 
 
(2)そこで、ラットおよびマウスの副腎の mRNA
を単離し、RT-PCR 法によりクラス III サブ
ファミリーグルコーストランスポーター
の発現を検討した。その結果、GLUT8 の発
現が認められた。 
 
(3) GLUT8 に特異的な抗体を用いて免疫組織
化学的手法でマウス副腎を解析したとこ
ろ、副腎髄質に強い発現が見られた。この
シグナルは細胞膜ではなく細胞に見られ
た。一方、副腎皮質に有意なシグナルは見
られなかった。 
 
(4)マウス副腎からクロマフィン顆粒を単離
しウェスタンブロット法で解析したとこ
ろ、クロマフィン顆粒画分にクロマフィ
ン顆粒に局在する小胞型ヌクレオチドト
ランスポーター(VNUT)とともに、GLUT8 の
存在が認められた。これらのトランスポーターはミクローム画分や細胞膜画分には認められ
なかった。また、クロマフィン顆粒画分のグルコース輸送活性を測定したところ、フロレチ
ン感受性のグルコース輸送活性がみとめられた。フロレチンはグルコーストランスポーター
の阻害剤であることから、GLUT 型グルコーストランスポーターが存在することが示唆された。 
 
(5)また、バクテリアに大量発現させ精製した GLUT8 をリポソームに再構成し、グルコース輸送
活性を測定した。再構成リポソームは時間依存的なグルコス輸送活性を示し、その活性はフ
ロレチンで阻害された。GLUT8 によるグルコース輸送活性はアスコルビン酸では阻害されな
かったが、酸化型アスコルビン酸であるデヒドロアスコルビン酸によって阻害された。 
 
 
 以上の結果から、GLUT8 がクロマフィン顆粒などの分泌小胞に存在しデヒドロアスコルビン酸
を輸送しているものと考えている。デヒドロアスコルビン酸として小胞内に輸送されたのち、還
元されてアスコルビン酸になるものと推定している。本研究の成果はノルアドレナリン生合成
の機構を明らかにすると同時に、ビタミン Cの細胞内動態を理解する上で重要なものである。 
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