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研究成果の概要（和文）：ノルアドレナリンは副腎クロマフィン顆粒内でドーパミンから合成される。しかし、
この反応に必要なアスコルビン酸がどのようにして顆粒内に輸送されているのかは不明である。本研究では、
GLUT8がこの顆粒にアスコルビン酸を蓄積するトランスポーターであると考え解析を進めた。
免疫組織化学的手法および、ウェスタンブロットで解析したところ、GLUT8はクロマフィン顆粒に局在してい
た。また、GLUT8遺伝子をノックダウンしたところ、ノルアドレナリンおよびアスコルビン酸の分泌量が低下し
た。以上の結果はGLUT8がクロマフィン顆粒へのアスコルビン酸蓄積を介してノルアドレナリン生合成に関わっ
ていることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Noradrenaline is synthesized from dopamine within adrenal chromaffin 
granules. Ascorbic acid is accumulated in this granule and is well known as an essential cofactor 
for this reaction. However, molecular mechanism of ascorbic acid accumulation to this granule is 
unknown. In this study, we analyzed contribution of GLUT8 for noradrenaline synthesis through 
ascorbic acid accumulation to these granules.
Immunohistochemical and Western blot analysis revealed that exclusive localization of GLUT8 in 
chromaffin granules. Furthermore, GLUT8 gene knock down decreased noradrenaline and ascorbic acid 
secretion from isolated chromaffin cells. These results suggest that GLUT8 is involved in 
noradrenaline synthesis through ascorbic acid accumulation to chromaffin granules.

研究分野：生体膜生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究ではGLUT8が分泌小胞に存在し、アスコルビン酸の蓄積を介してノルアドレナリン生合成に関わってい
る事を明らかにしている。コラーゲンのヒドロキシ化やペプチドホルモンのαアミド化も小胞内で行われてお
り、GLUT8もしくは他のGLUTが同様に関わっている可能性が高い。
　アスコルビン酸は最もよく知られたビタミンであり、その欠乏により壊血病などを引き起こす。本研究の成果
はこれまで不明であった細胞内のアスコルビン酸動態を理解する上で重要なものであるとともに、オキシトシン
やバソプレシンといったαアミド化されるホルモンの生合成機構や関連する疾患の理解にも重要である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  アスコルビン酸（ビタミン C）は最もよく知られたビタミンであり、コラーゲンの水酸化の
ほかに、ノルアドレナリンの生合成、ペプチドホルモンのαアミド化、DNA やヒストンの脱メチ
ル化、ラジカルの除去など多岐にわたる生理作用を持っている。アスコルビン酸の欠乏は壊血病
等の重篤な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は広く認識されて
いる。これらの機能のうち、ノルアドレナリンの合成、ペプチドホルモンのアミド化とコラーゲ
ンの水酸化は分泌小胞や小胞体などの内腔で起きる（図 1）。このことは、アスコルビン酸が小
胞内へ運び込まれる事が必須であることを示している。1998 年に細胞膜型のアスコルビン酸ト
ランスポーターが発見され、生体内でのアスコルビン酸輸送の問題は解決したかに見えたが、小
胞内への輸送については未解決な問題として残されている。 
  副腎髄質のクロマフィン細胞はノルアドレナリ
ンとアドレナリンの合成に関わっている事が知られ
ている。この細胞ではチロシンヒドロキシラーゼによ
ってチロシンから生成されたドーパがドーパデカル
ボキシラーゼによりドーパミンに変換される。ドーパ
ミンは小胞型モノアミントランスポーター(VMAT)に
よってクロマフィン顆粒に運び込まれ、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。この際に DβH はアスコ
ルビン酸を必要とする。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の実態は不明なまま
となっていた。 
  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変換するものと考えた。興味
深いことに、グルコーストランスポーター
（GLUT）には酸化型アスコルビン酸を輸送でき
るものがある。GLUT は 3 つのサブファミリー
からなり、そのうちクラス III  GLUT は細胞内
膜系に存在するが、その生理機能は明らかにされ
ていない（図 2）。 
  以上の観点から、細胞内膜系に発現するクラ
ス III GLUT の中に小胞に局在し、酸化型アスコ
ルビン酸を運ぶトランスポーターが存在するも
のと考えた。 
 
２．研究の目的 
  小胞内へアスコルビン酸を運ぶトランスポ
ーターを同定し、その生理機能を明らかにする。
これまでの我々の解析からクラス III GLUT の
一つである GLUT8 を候補トランスポーターとして同定した。本研究では GLUT8 のクロマフ
ィン細胞での局在、ノルアドレナリン合成およびクロマフィン顆粒へのアスコルビン酸蓄積へ
の関与を検討した。 
 
３．研究の方法 
  ラットの副腎からクロマフィン顆粒を分画し、ウエスタンブロット法にて GLUT8 の局在を
解析した。また、クロマフィン細胞をラットの副腎からパパインを用いて単離し、免疫組織化学
法により細胞内局在を解析した。ノルアドレナリン合成はウシの副腎髄質から単離したクロマ
フィン顆粒を用いて反応を行い、ドーパミンから生成されたノルアドレナリンを HPLC 法で分析
した。GLUT8 遺伝子ノックダウン実験は単離したラットクロマフィン細胞を用いて常法にしたが
って行い、KCl 刺激により放出されたノルアドレナリンおよびアスコルビン酸量を HPLC 法で測
定した。 
 
 



４．研究成果 
(1)GLUT8 の局在 
    GLUT8 がクロマフィン顆粒に存在しているか、

ウエスタンブロット法および、免疫組織化学的手
法で解析した。ラット副腎から調整したミクロソ
ームおよびクロマフィン顆粒分画を得て解析した
ところ、GLUT8 はクロマフィン顆粒分画にのみ存在
した。一方、Na+/K+-ATPase はミクロソーム分画に
存在した。また、単離クロマフィン細胞を免疫組織
化学的に解析したところ、GLUT8 は細胞内の顆粒に
存在し、クロマフィン顆粒のマーカーであるクロ
モグラニンと共局在を示した（図３）。一方、ゴル
ジ体、小胞体のマーカーとは一致しなかった。これ
らの結果は GLUT8 が細胞膜ではなくクロマフィン
顆粒膜に存在していることを示している。 

 
(2)クロマフィン顆粒でのノルアドレナリン生合成

とグルコーストランスポーター 
   クロマフィン顆粒でのノルアドレナリン合成

に GLUT が関わっているか、GLUT 阻害剤の効果を
検討した。その結果、単離したウシクロマフィン
顆粒によるノルアドレナリン合成は GLUT 阻害
剤、シトクロム b561 阻害剤、V-ATPase 阻害剤お
よび VMAT 阻害剤によって阻害された。以上の結
果はノルアドレナリンの合成が顆粒内で起きて
おり、それに GLUT が関わっている事を示唆して
いる。 

 
(3)クロマフィン細胞からのノルアドレナリンおよ

びアスコルビン酸分泌に対する GLUT8 ノックダウンの効果 
   ノルアドレナリンはクロマフィン顆粒内で合成され、開口放出によって細胞外に分泌さ

れる。したがって、細胞外に分泌されたノルアドレナリン量は顆粒内に蓄積されている量を
反映している。ラットからクロマフィン細胞を単離し、KCl で刺激をかけるとノルアドレナ
リンの分泌が認められた。一方、GLUT8siRNA で処理した細胞ではノルアドレナリンの分泌は
有意に低下した（図４）。この結果はクロマフィン顆粒内のノルアドレナリン量が低下したこ
とを示す。同様にアスコルビン酸の分泌量を測定したところ、こちらも RNAi 処理によって分
泌量の低下が認められた。以上の結果は、GLUT8 がクロマフィン顆粒でのノルアドレナリン
の合成に必須であり、また、顆粒内へのアスコルビン酸の蓄積に関わっていることを示唆し
ている。 

  
 
  以上の結果は GLUT8 が副腎クロマフィン細胞のクロマフィン顆粒に存在し、アスコルビン
酸蓄積を介してノルアドレナリン生合成に関わっている事を示唆している。GLUT8 は酸化型のア
スコルビン酸を輸送できることから、顆粒内に輸送された酸化型アスコルビン酸がシトクロー
ム b561 によって還元されてアスコルビン酸となり、DβHの補酵素としてノルアドレナリン合成
に寄与しているものと思われる。クロマフィン顆粒を用いた実験においてシトクローム b561 阻
害剤がノルアドレナリン生合成を阻害した事はこの結論を支持している。 
  アスコルビン酸を必要とするコラーゲンのプロリン残基のヒドロキシ化やペプチドホルモ
ンのαアミド化も小胞内で行われている。GLUT8 もしくは他の細胞内膜系 GLUT が酸化型アスコ
ルビン酸の輸送を通してこれらの反応に関わっている可能性が高い。本研究の成果はクロマフ
ィン顆粒へのアスコルビン酸の蓄積とノルアドレナリン合成への GLUT8 の関与を明らかにする
とともに、これまで不明であった、細胞内のアスコルビン酸動態を理解する上で重要なものであ
る。 
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