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研究成果の概要（和文）： 
プリン作動性化学伝達とは ATP を伝達物質として用いる細胞間情報伝達系である。中枢だけ

ではなく全身に分布しており、痛みや味覚触覚などの感覚受容や、神経再生・血液凝固や糖

代謝、血圧、炎症など多彩な生理機能を制御している。 
小胞型ヌクレオチドトランスポーター(Vesicular nucleotide transporter, VNUT)はプリン作動性

化学伝達の出力系を構成する基盤膜分子である。VNUT は、ATP を分泌するといわれている

細胞にもれなく発現しており、その発現を抑制すると、その程度に応じて ATP 分泌が抑制さ

れた。この結果は、VNUT 機能を制御することで、プリン作動性化学伝達の出力を制御する

ことができることを示唆している。本研究により、VNUT の構造と機能を追求し、その特性

を明らかにした。特筆すべきは VNUT を制御するための二つのツールを開発したことである。

すなわち、（１）in vivo でも有効な VNUT 活性制御剤を開発した。（２）VNUT のノックアウ

トマウスを作製した。このマウスでは VNUT により駆動されるプリン作動性化学伝達が消失

ないし大幅に低下している。すなわち、VNUT を自在に制御することでプリン作動性化学伝

達の全体像を解明する事ができる。 

 
研究成果の概要（英文）： 
ATP is a major chemical transmitter in purinergic signal transmission, which distributes 
throughout the body and plays an essential role in varuous physiological and pathological 
processes such as the reception of chemical senses and pains, neuroregeneration, platelet 
aggregation, inflammation.  Before secretion, ATP is stored in the secretory vesicles.  
Vesicular nucleotide transporter (VNUT) is responsible for vesicular storage of nucleotide 
and thus plays an essential role in the purinergic chemial transmission.  This study 
revealed sturucturral and functional relationship, and physiological significance of VNUT.   
In particular we established (1) potent and reversible modifiers of VNUT and (2) knockout 
mice.  Using these two tools, we can control purinergic chemical transmisson in vitro and 
in vivo.   
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１．研究開始当初の背景 
 神経をはじめとする多くの細胞はモノア
ミン等の伝達物質を分泌し、他の細胞にシグ
ナルを伝達している。これが化学伝達である。
分泌過程は伝達物質の分泌小胞への濃縮と
開口放出により構成されている。小胞型神経
伝達物質トランスポーターはシナプス小胞
などの分泌小胞に伝達物質を濃縮するため
の分子装置であり、化学伝達に必須である。
これまでに知られる５つの伝達物質のうち、
４種に対応する小胞型神経伝達物質トラン
スポーターは既に同定されている。 
  ATP はプリン性化学伝達を司る伝達物
質であり、プリン受容体を介して、痛みや味
覚などの感覚受容や、神経再生、炎症、血液
凝固や骨代謝、血管収縮、免疫など多彩な生
理機能を制御している（Burnstock G. Physiol. 
Rev. 87, 659, 2007）。ATP は神経やグリア細
胞の分泌小胞に蓄積し開口放出されること
から小胞型 ATP トランスポーターの存在が
仮定されていた。しかしながら、４半世紀に
わたる追求にも関わらずその正体は不明で
あった。そのため、いつ・どこから・どのよ
うにして ATP が分泌されるのかというプリ
ン性化学伝達の根幹の問題が未解決のまま
取り残されていた。 
  代表者は、真核細胞のトランスポーター
を生化学的に取り扱う一般的な方法を開発
し、それを用いて小胞型グルタミン酸トラン
スポーター（VGLUT）の構造と機能を世界
に先駆け解析した(JBC.2006)。この成果が基
盤となり SLC17 アニオン輸送体ファミリー
の９番目のメンバーSLC17A9が小胞型ATP
トランスポーターに他ならない事を実証し
た (PNAS. 2008)。SLC17A9 は ATP 以外に
GTP, ADP 等のヌクレオチドを能動的に輸
送することから小胞型ヌクレオチドトラン
スポーター(vesicular nucleotide 
transporter, VNUT)と命名した。VNUT は
プリン性化学伝達の起点を解析するための
唯一かつ強力な膜分子プローブである。
VNUT の発見によりプリン性化学伝達のミ
ッシングリンクが埋まり、プリン性化学伝達
の全体像を解明することが可能となった。 
 

２．研究の目的 
  VNUT はプリン性化学伝達の出力機構を
解明する強力で唯一の膜分子である。本研究
により、VNUT の構造・輸送と制御の分子機
構・生理的意義を統合的に解明し、プリン性
化学伝達の全体像を明らかにすることを目

的とした。次のサブテーマで実施した。 

１． 結晶構造を解析する。 
２． 輸送と制御の分子機構を生化学的に解

明する。 
３． ATP 分泌細胞と蓄積顆粒を同定、その分

泌機構を解明する。 
４． 活性調節剤を開発する。 
５． ノックアウトマウスを作製し、ATP 分泌の

生理的意義を解明する。 
 
３．４. 研究の方法及び結果  
サブテーマごとに記載した。 
VNUT の結晶を調製した。 
   PNAS に報告した方法は昆虫細胞内でヒト

VNUT(hVNUT)とマウス VNUT(mVNUT)を
発現させ可溶化後、アフィニティーカラムで精

製するものであった。この方法の収率を１００倍

向上させた大腸菌による大量発現・精製系を構

築した。一回の精製により数十 mg のほぼ純粋

な機能を維持した VNUT が調製できる

（JBC.2010）。この標品を用いて結晶作成を試

み、微結晶を得ている。しかし構造解析に進む

には至っていない。構造解析に適した結晶の

最適条件を決定中である。イスラエルとの共同

研究として実施している。 
VNUT の輸送と制御の分子機構を一部解明し
た。 
   我々は精製 VNUT だけをタンパク成分と

するリポソームによるATP輸送測定系を確立し

ている。この方法を用い、これまでに VNUT は

塩素イオン(5mM 以上)で活性化され膜電位

により駆動されることを証明した

(Neuron.2010)。この塩素イオンによる活性化

は結合部位への結合の結果であり、DIDS の

ような化学修飾剤と競合阻害することを明らか

にした。部位特異的変異導入と化学修飾法を

組み合わせて、ATP 輸送に必要なアミノ酸残

基と塩素イオンの結合部位を決定した（JBC.２
０１１）。同時に、放射性 ATP を用いた光親和

性標識(PNAS.2008a)によりラベルされるアミ

ノ酸残基を生化学的に同定する。塩素イオンと

DIDS とが競合することも利用する。予備的に

は VNUT のアプラー配列近傍にこの部位が

存在するという証拠を得た。塩素イオンの結合

によりこの近傍に蛍光団を導入し energy 
transferg 起こる事を実証した。現在、この

現象をもとに VNUT の機能単位（３量体な

いし４量体）を決定中である。 



 
VNUT をプローブにして ATP 分泌細胞と蓄積
顆粒を同定し、その分泌機構を一部解明した。 
   VNUT が中枢の神経・アストロサイト・複数

の内分泌細胞・末梢の神経末端・味蕾の味細

胞・血小板・だ腺分泌細胞など広範に発現・分

布していることがわかった。これらの細胞は

ATP あるいはそれ以外のヌクレオチドを蓄積・

分泌していることがわかっている（Burnstock G 
2007, Physiol. Rev.87, 659）神経とアストロサ

イトのATP分泌にVNUTがどのように関わって

いることを実証した。すなわち、単離した脳、初

代培養細胞（海馬神経とアストロサイト）での

VNUT 含有小胞を組織化学・免疫電子顕微鏡

法・細胞分画により同定した。海馬神経の

VNUT 小胞はシナプス小胞の一種であり、アス

トロサイトのそれはペプチド含有分泌顆粒であ

った。培養細胞での ATP 分泌の性質を調、開

口放出のクライテリアを満足する事、脱分極刺

激で開口放出されること、VNUT の発現を

RNAi で抑えると分泌が阻害程度に応じて抑制

されることを見いだした（Cerebral Cortex 
2011）。 
  さらに、内分泌細胞（ランゲルハンス氏
島の β細胞と α細胞）と小腸の L 細胞なら
びに血小板における ATP（ADP）分泌機構
を調べた。後述する VNUT ノックアウトマ
ウスを用いて整合性のある結果が得られた。
現在、論文公表を急いでいる。 
 
 
VNUT の活性調節剤を開発した。 
   VNUT を in vitro および in vivo で特異的
に阻害する物質があれば VNUT の機能研究
に大いに役立つに違いない。しかも、それが毒
性の少ないものであればさらによい。そのような
低分子の生体内成分（ケトン体）を発見した（特
願 2008-70207）。ケトン体（特にアセト酢酸）は
塩素イオン結合部位において塩素イオンの親
和性を低下させ、結果として可逆的に VNUT
を阻害する。アセト酢酸は培地に添加するだけ
で培養した神経からの ATP 分泌を阻害する。
すなわち、アセト酢酸はプリン性化学伝達を、
可逆的に元から断つことができる
(Neuron.2010)。さらに、この実験系を改良し
て、アセト酢酸よりも１０倍程度 in vivo において
も有効な調節剤を開発した。これを用いる事に
より、少なくともある種のプリン作動性化学伝達
を自在に制御することが可能である。 
 
VNUT ノックアウトマウスを作製した。ATP 分泌
の生理的意義を一部解明した。 
   VNUTマウスを作成した。予想通り、このマ
ウスは VNUT が関与するプリン作動性化学伝
達を消失している。これにより複数の表現系が

現れている。現在、論文発表を急いでいる。 
 
VNUT はプリン作動性化学伝達の出力機

構を解明する鍵分子である。本研究により

VNUTを用いてATP分泌を自在に制御し、

生理・病理レベルの変動を定量的に解明し、

次世代のプリン作動性化学伝達研究の基

盤を構築できた。特に、VNUT を制御する

ための二つのツールを開発した。すなわち、

（１）in vivo でも有効な VNUT 活性制御

剤を開発した。活性を維持した VNUT の

大量精製システムと構造生物学的成果に

より、活性を制御する分子スイッチを見い

だした。この分子スイッチは塩素イオンと

結合することにより恒常的に活性化（オ

ン）状態にあるが、ケトン体等の代謝中間

体により可逆的にオフされ、in vivo で化学

伝達が制御できる。（２）VNUT のノック

アウトマウスを作製した。このマウスでは

VNUT により駆動されるプリン作動性化

学伝達が消失ないし大幅に低下している。

プリン作動性性化学伝達の出力系に焦点

をあてたオンリーワン（独創）・ナンバー

ワン（独走）研究が展開できた。世界のプ

リン作動性化学伝達の基礎・臨床研究を強

力に牽引し、プリン作動性化学伝達の出力

研究における圧倒的優位性を確保するこ

とができたと考えている。 
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