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研究成果の概要（和文）：グリア細胞は、電気的には非興奮性の細胞だが、ATP 等のグリア伝達

物質放出能を有し、これにより脳機能を制御する。これまで、グリア伝達物質放出メカニズム

が不明であったが、ニューロン等と同じ開口放出という高度な方式を用いていること、このメ

カニズムに小胞型ヌクレオチドトランスポーター（VNUT）が必須であることを明らかとした。

特に種々脳疾患時には、グリア細胞は VNUT 依存的な ATP 開口放出系を亢進することにより、き

わめて積極的に脳機能を制御していることが明らかとなった。 

 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Although glia are non-excitable cells, they release 
gliotransmitter such as ATP, and could regulate various brain functions.  However, 
mechanisms underlying glial ATP release had remained unknown.  Here we found that glia 
release ATP by exocytosis, for which vesicular nucleotide transporter (VNUT) has an 
essential role.  The VNUT-dependent exocytosis was especially important in cases of 
various brain diseases.  Taken together, glial cells control various brain functions by 
the VNUT-dependent ATP exocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 

グリア細胞、特にアストロサイトは、殆どの

シナプスを取り囲み、ニューロンの活動に即

応して『グリア伝達物質』を放出することに

より、ニューロンの活動を積極的かつダイナ

ミックに制御する。グリア細胞が放出する

『グリア伝達物質』として中心的な役割を果

たす分子が『ATP』である（Koizumi et al., 

PNAS, 2003; Newman, J. Neurosci., 2003）。

ATP 放出現象そのものは、グリア細胞はもち

ろん、他の多くの細胞でも認められ、ほぼ認

知されているものの、ATP 放出のメカニズム

は不明のままである。これまでグリア細胞は、

各種塩素イオンチャネル、ギャップ結合分子
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コネキシンが形成するヘミチャネル、マキシ

アニオンチャネル、及び P2X7 受容体チャネ

ル等を介し、自由拡散により ATP を細胞外に

放出すると考えられていた。しかし、グリア

細胞が活動依存的にニューロンとコミュニ

ケーションを取るためには、自由拡散でなく、

より積極性及び調節性の高い『開口放出』に

よる ATP 放出機構を備えている必要がある。

開口放出は、細胞内の小胞に濃縮されていた

化学物質が、小胞と形質膜との融合により細

胞外に放出される現象で、細胞内非常に巧妙

に制御されたイベントである。これまでに各

種SNARE蛋白質のグリア細胞における存在は

確認されたものの、ATP の開口放出のために

必須の役者、ATP 含有小胞及び小胞型 ATP ト

ランスポーターの分子実態は不明のままで

あった。しかし、分担研究者の森山らは、液

胞型 ATP トランスポーターの分子実態が

『VNUT』であることを見出した（Sawada et 

al., PNAS, 2008）。本研究は、この VNUT を

切り口として、グリア細胞の情報発信メカニ

ズムおよび脳機能調節メカニズムを解明す

るものである。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は VNUT の視点からグリア細

胞のATP開口放出様式・制御機構を解明しに、

脳の生理機能、病態生理機能との関連性を明

らかにすることである。研究期間内の到達目

標は以下である。 

（1）グリア細胞に VNUT が存在し、機能して

いることを明らかとする。 

（2）VNUT 依存的小胞からの ATP 開口放出の

様式・調節機構、発現調節機序を明らかとす

る。 

（3）VNUT 依存的小胞からの ATP 開口放出の

調節が、シナプス伝達効率等、ニューロンの

機能に与える影響を明らかとする。 

（4）疾患モデル動物のグリア細胞の VNUT 発

現及び機能変化を解析し、グリア細胞の情報

発信機能変調と疾患との関連性を解明する。 

 

３．研究の方法  

培養アストロサイト及びミクログリアを用

いた、luciferin-luciferase ATP 測定法、Ca2+

イメージング法、RNA 干渉法、蛍光 ATP 法、

VNUT-RFP 法等の細胞生物学的手法を中心に

据え、VNUT の機能と ATP の開口放出との関連

性を明らかとする。また VNUT 欠損動物、グ

リア特異的 VNUT 欠損動物を作成し、丸ごと

の動物を用いた解析も視野に入れる。さらに

これら遺伝子欠損動物を用いた病態モデル

（特に脳虚血モデル）作成により、脳疾患の

分子病態における ATP開口放出の役割を明ら

かとする。 

 

４．研究成果 

（1）グリア細胞に VNUT が存在していた。 

 Western blotting 法及び免疫組織学法によ

り、培養アストロサイト及びミクログリアに

VNUT が存在していることを明らかとした。免

疫組織学的手法では、比較的大型（200nm 以

上）の小胞が VNUT 陽性小胞であった。また、

secretogranin及びchromograninと共存して

いることも明らかとなった。 

 

（2）グリア細胞からの ATP 放出が VNUT 依存

的な開口放出であった。 

Ionomycin 及び glutamate 刺激により惹起

される ATP 放出は、Ca2+依存性かつ SNARE 蛋

白依存的であった。従って、開口放出である

ことが示唆された。また bafilomycinA1 によ

り小胞型 H+-ATPase を阻害、VNUT siRNA 

(siVNUT)により VNUT をノックダウンすると

ATP の放出は有意に低下した。 

以上アストロサイト及びミクログリアは

VNUT 依存的な開口放出のメカニズムにより

ATP を化学情報として発信していることが明

らかとなった。 

 さらに、VNUT-RFP を作成し、蛍光 ATP 



MANT-ATP及びquinacrineによりVNUT陽性小

胞内の ATP を可視化した。Bafilomycin A１

及び siVNUT により ATP 小胞数は有意に減少

した。さらに、quinacrine をと全反射蛍光顕

微鏡を用いたタイムラプスイメージングに

より、ATP の開口放出をイメージングするこ

とにも成功した。以上、アストロサイト及び

ミクログリアは、VNUT により ATP を小胞に蓄

積・濃縮し、適切な刺激により調整性の海溝

分泌メカニズムによりこれらを放出してい

ることが明らかとなった。 

 

（3） アストロサイトからの VNUT-依存的 ATP

開口放出がシナプス伝達の興奮性を制御し

ていた。 

 アストロサイトは、VNUT 依存的に ATP を開

口放出することにより、周辺興奮性神経のシ

ナプス伝達を抑制性に制御していた。siVNUT

による VNUT ノックダウン、さらにアストロ

サイト特異的な VNUT-KO 動物では、アストロ

サイトによるシナプス伝達抑制が認められ

なかった。さらに、アストロサイトに VNUT

を過剰発現させると、シナプス伝達の ATP 依

存的抑制作用は、顕著に強くなった。以上の

結果は、VNUT 依存的な ATP 開口放出は、アス

トロサイトによるシナプス伝達制御におい

て、必要かつ十分な条件であることが明らか

となった 

 

（4） ミクログリアからの VNUT-依存的 ATP

開口放出が、病態時の ATP 放出亢進、炎症の

亢進に関与していた。 

 脳虚血や LPS 等による外傷・炎症時には、

ミクログリアの VNUT 発現が顕著に亢進する

ことが明らかとなった。LPS 処理ミクログリ

アでは、ATP 放出能が亢進するが、これは完

全に VNUT 依存的であった。また、VNUT を欠

損したミクログリアでは、炎症時の ATP 放出

亢進が認められなかった、以上の結果は、炎

症時・脳障害時には、グリア細胞、特にミク

ログリアが VNUT の発現を亢進させることに

より、ATP 放出能を亢進させ、引き続きおこ

る炎症性の応答のトリガーとなっているこ

とが明らかとなった。 

 

 以上、本研究により以下のことを明らかと

した。 

（１）グリア細胞（アストロサイト及びミク

ログリア）は、機能的な VNUT を発現してお

り、この VNUT 依存的に ATP を細胞内小胞に

蓄積・濃縮する。刺激により、グリア細胞は

開口放出により、この ATP を化学情報として

発信していた。 

（２）アストロサイトは、VNUT 依存的な ATP

開口放出により、シナプス伝達を抑制性に制

御していた。 

（３）ミクログリアは、脳疾患（脳虚血、炎

症）時に、VNUT 発現を亢進させ、この VNUT

依存的な ATP 開口放出亢進が、炎症応答のト

リガーとなっていることが明らかとなった。 

 

 この様に、グリア細胞は、神経細胞や内分

泌細胞同様に、積極性・調節性に富んだ開口

放出のメカニズムを有し、ATP の化学情報を

発信することで、脳の生理機能及び病態生理

機能ともに制御していることが明らかとな

った。 
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