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研究成果の概要（和文）：本研究では、内膜系に局在するグルコーストランスポーター(GLUT)の発現と局在、機
能、生理作用について解析し、GLUT10, 8, 12が血管平滑筋細胞に発現すること、小胞体に特にGLUT10,12が局在
することを明らかにした。また、GLUT12の精製タンパクを用いた解析にて、GLUT12はGLUT1と同様の輸送特性を
持つこと、デヒドロアスコルビン酸を基質とする可能性を見出した。これまで機能未知であった内膜型GLUTsが
小胞体でデヒドロアスコルビン酸輸送体として機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the expression, localization, function, and 
physiological effects of vesicular-type glucose transporters localized in organelles and found that 
GLUT10, 8, and 12 are expressed in vascular smooth muscle cells and that GLUT10 and 12 are localized
 in the endoplasmic reticulum. In addition, analysis of purified GLUT12 protein revealed that GLUT12
 has similar transport properties to GLUT1 and may recognize dehydroascorbic acid as a substrate. 
This suggests that vesicular-type GLUTs, whose function has been unknown, function as 
dehydroascorbate transporters in the endoplasmic reticulum.

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
主なグルコーストランスポーター（GLUT）は細胞膜に局在して細胞内にグルコースなどの糖類を取り込んでエネ
ルギー供給などの生体恒常性の維持に関与しているが、そのファミリーの中には機能未知のGLUTがあることが知
られている。本研究はGLUT10,12が小胞体局在型のデヒドロアスコルビン酸輸送体であることを示唆している。
小胞体内に輸送されたデヒドロアスコルビン酸はアスコルビン酸に還元され、補酵素として機能すると考えられ
る。特にGLUT10は関与する遺伝子疾患も知られており、その病態生理の解明が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

グルコーストランスポーター（GLUT）は 12 回膜貫通型の輸送体であり、グルコーストランス
ポーターファミリー（SLC2A ファミリー）に属している（図 1）。13 種のサブタイプが存在し、
クラスⅠ〜Ⅲに分類される。クラスⅠに属する GLUT1-4 は細胞膜に局在し、細胞内にグルコー
スを取り込んで血糖値の調節や細胞へのエネルギー供給などの生体恒常性の維持に関与してい
る。クラスⅡには細胞膜に局在し、グルコースに加えてフルクトースを輸送する GLUT5,7,11 や
腎臓で尿酸再吸収に関わる GLUT9 が属している。最後のクラスⅢには GLUT6,8,10,12,13 が
属しているが他のクラスの GLUTs とは異なり細胞内膜に局在し、グルコースの他に myo-

inositol やデヒドロアスコルビン酸（DHA）を基質とするものがあることがわかってきている。
クラスⅠ、Ⅱに属する GLUTs についてはその生理的意義について多くの研究がなされている
が、クラスⅢに属する GLUTs について
は細胞内局在や基質、生理作用など不明
な点が多い。クラスⅢに属するGLUTsに
ついては、その多くが細胞内膜に局在し、
デヒドロアスコルビン酸（DHA）を基質
として認識することが知られている。ま
た、GLUTs の中でも GLUT10 は、大動
脈や中径の動脈の蛇行、拡張、延長、狭
窄、動脈瘤などを特徴とする心血管系疾
患である Arterial tortuosity syndrome

（ATS、動脈蛇行症候群）の原因遺伝子
であることが判明している（Coucke et 

al. 2006）。しかし、GLUT10 の機能欠損
が ATS の症状発現にどのように関与し
ているのか、よくわかっていない 

 

２．研究の目的 

 本研究では、クラスⅢに属する GLUTs が細胞内膜局在型のトランスポーター（輸送体タンパ
ク質）であり、基質として酸化型ビタミン C である DHA を認識することに注目した。生体内で
はアスコルビン酸、いわゆるビタミン C は還元作用をもつ補酵素として機能し、コラーゲン合
成や骨形成といった生理作用を示す。ビタミン C が不足すると血管壁の損傷や出血を伴う壊血
病を発症する。アスコルビン酸の酸化により生じた DHA は種々の酵素を触媒として再びアスコ
ルビン酸へと還元され、利用されている。クラスⅢに属する GLUTs が線維芽細胞の小胞体に局
在し、DHA を小胞体内へ輸送・蓄積する働きを担っているのではないかと考えた。GLUTs が
機能欠損すると、小胞体内へ DHA が輸送されず、結果としてアスコルビン酸を補酵素とする水
酸化酵素等によるコラーゲン合成がうまくいかなくなると考えられる。GLUT10,8,12 に注目し、
これらが小胞型 DHA トランスポーターとして機能することを証明し、その生理作用と病態生理
を明らかにしようと考えた。その証明のため、GLUT10,8,12 の DHA 輸送メカニズム、組織発
現や細胞内での局在オルガネラ、DHA とコラーゲン合成の関係を明らかにすることを目的とし
た。 

 

３．研究の方法 

①GLUTsの発現、局在オルガネラの解析 
GLUT10 は特に心筋に多く発現すると報告されているが、血管内皮細胞や血管壁周辺の線維芽細
胞での発現量比といった研究はなされていない。リアルタイム PCR や特異的抗体を用いた
Western blotting 法、免疫組織化学法により GLUT10,8,12の心筋、血管壁、線維芽細胞での詳
細な発現・局在を解析した。また、特異的抗体を作製し、免疫組織学的手法を用いて、GLUTs特
異的抗体と各種オルガネラマーカーとの二重染色を行い、GLUTsがどのオルガネラに局在するの
か解析した。 
 
②GLUTsの精製タンパクを用いた輸送解析 
大腸菌を用いたトランスポータータンパク質の大量発現・精製、輸送活性測定系を用いて GLUTs
を単一のタンパク質として精製し、人工膜小胞に埋め込み、細胞夾雑物などの影響がない状態で、
GLUTsの輸送活性を測定した。輸送特性（速度定数、駆動力、基質特異性、各種阻害剤の効果な
ど）を調べた。 
 
 

図 1：GLUTファミリーの系統樹 



 

 

４．研究成果 
 
①マウス大動脈を用いて GLUT10,8,12 の発現を解析した。RT-PCR による解析から、マウス大動
脈において GLUT10,8,12 は遺伝子レベルで発現していることが分かった。大動脈組織にて間接
蛍光抗体法を行った結果、中膜と一部外膜にて GLUT10,8,12の発現が見られた。さらに大動脈中
膜に存在する血管平滑筋細胞（VSMC）のマーカーであるα-アクチンの抗体、抗α-SMA抗体と二
重染色を行った結果、共局在が見られた（図２左）。GLUT10,8,12 は大動脈の中膜に多く局在し
ていることが示された。 
 大動脈の中膜には、VSMCが多く存在している。マウス大動脈の中膜から VSMCを単離し、実験
に用いた。VSMCのマーカーである抗α-SMA抗体を用いた免疫染色を行い、α-SMA陽性であるこ
とを確認した。単離 VSMCについて RT-PCR法を用いて解析した結果、GLUT10,8,12の発現が見ら
れた（図２右）。次に、VSMCにおいて GLUT10,8,12の免疫染色を行った結果、GLUT10,8,12はそ
れぞれ VSMCに発現していた。これら GLUTsの発現を確認するため、それぞれの特異的抗体と小
胞体、ゴルジ体、ミトコンドリアのマーカーである PDI、GM130、CoxⅣを用いて二重染色を行っ
い、得られた画像から、ピアソンの相関係数を算出した。その結果、GLUT10は、PDIと多く共局
在していた。また、COXⅣともわずかに共局在していたが、GM130 とはほとんど共局在していな
かった。GLUT8は、PDI、GM130、CoxⅣのいずれにおいてもほとんど共局在していなかった。GLUT12
は、PDIと多く共局在していた。CoxⅣも部分的に共局在が観察されたが、GM130とはほとんど共
局在していなかった。 
 以上の結果から、VSMC には GLUT10,8,12 がそれぞれ発現しているが、小胞体に特に多く発現
しているのは GLUT10,12 であることが示された。VSMC は主にエラスチンを産生することから、
エラスチン合成の際の水酸化機構に GLUTsが輸送する DHAが必須であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②GLUT12について、GLUT12タンパクを大腸菌に大量発現させ、精製し、人工膜小胞に再構成し

て輸送活性を測定した。その結果、クラスⅠと同様の輸送特性を示した。その輸送活性はフロレ

チンにより阻害され、DHAによっても阻害が見られた。GLUT12は DHA基質とする可能性がある。

GLUT12 の各組織における発現を解析したところ、これまで報告されていた腎臓や小腸に加え脳

下垂体前葉や甲状腺といった内分泌細胞への局在を見出した。GLUT12 が DHA 酸を基質とする可

能性があることから、GLUT12 が分泌小胞内へ輸送する DHA が、アスコルビン酸へと還元され、

ペプチドホルモン類の C末端アミド化へ関与することが示唆される。 

 

図 2. マウス大動脈における GLUT8,-10,-12

の局在（左）と VSMCにおける発現（右） 

（左）間接蛍光抗体法を用いて、マウス大動脈

切片を GLUT8.-10,-12 特異的抗体と抗α-

SMA抗体で二重染色した。Bar=10µm 

（右）VSMC から Total RNA を抽出し、RT-

PCR 法を行った。 
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