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研究成果の概要（和文）：小胞型ヌクレオチドトランスポーター（VNUT）は分泌小胞内へのATPの充填装置であ
り、プリン作動性化学伝達の必須因子である。本研究課題は、神経・内分泌系におけるATP分泌機構とその生理
的意義を明らかにすることを目的とした。我々は、VNUTノックアウトマウスでは、高血糖・インスリン抵抗性、
炎症性・神経因性疼痛、炎症が改善していることを明らかにした。さらに、VNUT特異的阻害剤を医薬品の中から
新たに同定し、VNUTノックアウトマウスと同じ治療効果があることを実証した。以上より、VNUT阻害剤は生活習
慣病等の良い治療薬になることを明らかにし、新しい創薬基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：Vesicular nucleotide transporter (VNUT) is responsible for vesicular storage
 and release of ATP, and is essential for purinergic chemical transmission. The aim of this research
 project was to reveal the molecular mechanism of vesicular ATP release and its physiological 
significance in nervous and endocrine systems. We showed that VNUT knockout mice improve 
hyperglycemia, insulin resistance, inflammatory and neuropathic pain, and the accompanying 
inflammation. In addition, we found VNUT specific inhibitor among the existing drugs, and 
demonstrated that VNUT inhibitor have the therapeutic effects as well as VNUT knockout mice. In 
summary, VNUT plays an important roles in onset of neurological and endocrine diseases, and the VNUT
 inhibitor is a suitable target of drug discovery.

研究分野：生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 ATPは分泌小胞に充填された後、開口放
出され（出力）、プリン受容体を介して多
彩な生理機能を発揮する（入力）（プリン
作動性化学伝達）。神経・内分泌系におい
ては、プリン作動性化学伝達は、学習、記
憶などの高次精神活動、痛覚などの感覚受
容、血圧や血糖などの代謝調節等を制御し
ているため、大きな関心を集めている
（Physiol. Rev. 87, 659, 2007）。しかし、こ
れまでに得られた結果は、全て受容体とそ
れ以後のシグナル伝達カスケードの研究
成果に基づくものであり（Curr. Top. Med. 
Chem. 11, 973-1011, 2011）、ATP分泌機構に
関わる研究はその現象論にとどまってい
た（Eur. J . Physiol. 452, 589-597, 2006）。 

 こうした状況下、我々は、真核生物のト
ランスポーターを機能解析できる普遍的
な方法を開発し、ATPを分泌小胞に充填す
る小胞型ヌクレオチドトランスポーター
(Vesicular nucleotide transporter, VNUT)を同
定した（PNAS 105, 5683-5686, 2008、JBC 
286, 42881-42887, 2011、図１）。VNUTの発
見により ATP 出力機構を解析するための
強力かつ有効な膜分子が誕生した。VNUT
は、ATPを分泌するといわれていた神経や
内分泌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
達の出力を制御可能であることを示唆し
ている。 
 そこで、我々は VNUTを制御するために、
二つのツール、VNUTノックアウトマウス
と VNUT阻害剤を開発した。VNUTは塩素
イオンにより活性化（オン）され、ケトン
体（特にアセト酢酸）により可逆的にオフ
される分子スイッチを持っている（Neuron 
68 99-112, 2010）。アセト酢酸は小胞型グル
タミン酸トランスポーター（VGLUT）にも
同様に有効であった。我々は、この点を改
良し、VNUTに特異性が高く強力なグリオ
キシル酸を見いだした。以上、二つの研究
ツールを用いることで、プリン作動性化学
伝達における VNUTの役割を直接的・定量
的に解明し、ATP出力機構の根幹問題を解
決することが可能になった。 

 
２．研究の目的 

 本研究課題は、神経・内分泌系におけるATP
の分泌機構とその生理的意義を明らかにす
ることを目的とした。代表的な ATP放出細胞
である神経細胞、副腎クロマフィン細胞、膵
臓細胞を中心に解析し、血糖制御と疼痛に
おける VNUTの役割を明らかにする。さらに、
臨床的に応用可能な VNUT 特異的阻害剤を
開発し、新しい創薬基盤の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 

VNUTの精製・再構成 
 ヒト VNUTの N末端と C末端領域にアフ
ィニティー精製するためのヒスタグと、ヘ
リックス構造を持つ可溶性タンパク質であ
る YbeL（）を付加したプラスミドを大腸菌
に導入し、VNUTを大量発現させた。膜画分
を 1.5% Fos-choline 14（界面活性剤）にて可
溶化し、可溶性画分を Ni-NTA アフィニティ
ーカラムにて精製した。精製 VNUTを人工膜
小胞に凍結融解希釈法にて再構成した。 

再構成人工膜小胞の ATP輸送活性測定 
 再構成人工膜小胞内を 150 mM Na+、外を
150 mM K+にし、2 M バリノマイシン（K+

イオノファ）を加え、内側が正の膜電位差を
形成させた。これに 100 M [3H]-ATPを加え、
2分後にSephadex G50 fine カラムにアプライ
し、700 x g、2分、4℃で遠心した。液体シン
チレーションカウンターにて小胞内に取り
込まれた[3H]-ATP（溶出液）を定量した。 

神経細胞からのATP放出の定量 
 各細胞を Krebs-Ringerにてプレインキュベ
ーションし、高カリウムによる脱分極刺激を
した。5-20分後に上清を回収し、ルシフェラ
ーゼ法にて ATPを定量した。 

糖負荷試験 
 18 時間絶食したマウスに、2g/kg グルコー
スを経口投与し、経時的な血糖値と血中イン
スリン量を測定した。阻害剤は試験の 1 時間
前に静脈注射した。血糖値とインスリン量は
それぞれグルテストセンサーと ELISA kit に
より定量した。 

鎮痛効果の評価 
 炎症性疼痛は、雄の C57BL/6マウス（試験
時に 22-30 g）の後肢の裏に完全フロイントア
ジュバンド（CFA：1 mg/mLを 20 L）を投
与し、3日後と 14日後の熱痛覚過敏を plantar
試験により、機械痛覚過敏を von Frey試験に
より評価した。また、カラゲニン投与（1%を
20 L）の場合は、投与後４時間後に評価した。 
 神経因性疼痛は、雄の C57BL/6マウス（試
験時に 22-30 g）の坐骨神経を部分結紮
（Seltzer 法）し、10 日後の機械痛覚過敏を
von Frey試験により評価した。生理食塩水あ
るいは VNUT阻害剤は、試験開始 1時間前に
静脈注射した。 

 

抗炎症効果の評価 



 炎症性疼痛モデルマウスの足の浮腫を疼
痛反応の試験前にデジタルノギスで計測し
た。カラゲニン浮腫の場合は、カラゲニン投
与1時間前に生理食塩水あるいはVNUT阻害
剤を静脈投与した。CFA浮腫の場合は、毎日、
生理食塩水あるいは VNUT 阻害剤を腹腔内
投与した。サイトカインは、カラゲニン投与
2 時間後に採血し、血清からビーズベースア
ッセイ法により定量した。 
 
４．研究成果 

（１）VNUTノックアウトマウスは VNUTを
欠損しており、シナプス小胞においては、そ
の他の小胞型神経伝達物質トランスポータ
ー等の発現に影響はなかった。VNUTノック
アウトマウスから海馬神経細胞を単離し、
ATP放出を評価したところ、脱分極刺激によ
る ATP放出は消失していた。また、興奮性ア
ミノ酸であるグルタミン酸やアスパラギン
酸放出も低下していた。 
 VNUTノックアウトマウスの副腎クロマフ
ィン顆粒を単離し、ATP輸送活性が消失して
いることを明らかにした。カテコールアミン
輸送に影響はなかった。VNUTノックアウト
マウスから髄質クロマフィン細胞を単離し、
ATP放出を評価したところ、ATP放出は消失
していた。また、カテコールアミンの合成、
分泌も低下していた。以上より、VNUTノッ
クアウトマウスでは、代表的な ATP放出細胞
でのプリン作動性化学伝達の出力が消失し、
その結果、その他の化学伝達が影響を受けて
いることを明らかにした。 

（２）免疫電子顕微鏡法により、VNUTが膵
臓細胞のインスリン含有顆粒に局在するこ
とを明らかにした。また、高血糖刺激により、
ATPはインスリンと共に放出され、この ATP
放出は VNUT ノックアウトマウスでは消失
していた。一方で、VNUTノックアウトマウ
スからのインスリン分泌が増加していた。し
たがって、ATPはインスリン分泌のネガティ
ブレギュレーターとして機能していた。 
 血糖制御における VNUT の生理的役割を
明らかにするために糖負荷試験した。VNUT
ノックアウトマウスは野生型に比べ、高血糖
になりにくいことを明らかにした。一方で、
血中インスリン値は VNUT ノックアウトマ
ウスの方が低かったため、インスリン負荷試
験した。その結果、VNUTノックアウトマウ
スはインスリン感受性が改善していること
を明らかにした。興味深いことに、VNUTノ
ックアウトマウスの外見はいたって健康で
あり、野生型と全く変わらなかった。以上よ
り、VNUTは副作用の少ない糖尿病の良い創
薬標的になると期待される。 

（３）精製・再構成による輸送活性測定法に
より、VNUT 阻害剤を探索した。その結果、
骨粗鬆症治療薬・ビスホスホネート製剤のク
ロドロン酸が IC50=15.6 nMという極めて低濃
度で VNUTを阻害することを見出した。他の

小胞型神経伝達物質トランスポーターの阻
害効果を調べたが、いずれも強い阻害効果は
示さなかった。また、クロドロン酸は、塩素
イオンによるアロステリック活性化機構を
競合的、かつ、可逆的に阻害した（図２）。
さらに、クロドロン酸は、グリオキシル酸よ
りも 100倍以上強力で特異性も高かったため
大幅な改良に成功したといえる。 
 クロドロン酸は神経細胞に取り込まれ、選
択的、かつ、可逆的に、100 nMという低濃度
で ATP放出を完全に阻害した。その他、アス
トロサイト、ミクログリア、免疫細胞からも
ATPが放出されることが知られており、クロ
ドロン酸はミクログリアと免疫細胞からの
ATP放出も低濃度で阻害した。このことから
クロドロン酸は抗炎症効果があることが示
唆された。一方で、アストロサイトにクロド
ロン酸は取り込まれなかった。 

（４）VNUT阻害剤であるクロドロン酸の効
果を in vivoで評価した。アジュバンド、カラ
ゲニンによる炎症性疼痛モデルマウスを作
製した。これらのマウスにクロドロン酸を投
与すると、鎮痛効果を発揮した。また、非炎
症部位ではクロドロン酸は無効であった。
VNUTノックアウトマウスは痛みを感じにく
くなっており、クロドロン酸も無効であった。
既存薬と比較すると、クロドロン酸は、非ス
テロイド性抗炎症薬（NSAIDs）であるアセト
アミノフェン、ジクロフェナクよりも強力で
あり、非麻薬性オピオイドであるトラマドー
ルと同等の鎮痛効果を発揮した。 
 VNUTノックアウトマウスでは予想通りア
ジュバンド、カラゲニン浮腫が小さくなって
いた。アジュバンドまたはカラゲニン浮腫を
生じた野生型マウスにクロドロン酸を投与
すると、やはり浮腫が小さくなり、抗炎症効
果があることを明らかにした。血中の炎症性
サイトカインを測定したところ、クロドロン
酸を投与することで、炎症性サイトカインで
ある TNF-や IL-6 が正常時まで抑制されて
いることを明らかにした。既存薬と比較する
と、クロドロン酸は、非ステロイド性抗炎症
薬（NSAIDs）であるジクロフェナクよりも強
力であり、ステロイドであるヒドロコルチゾ
ンやプレドニゾロンと同等の抗炎症効果を
発揮した。 
 神経因性疼痛モデルマウスにクロドロン
酸を投与すると、強力な鎮痛効果を発揮した
（図３）。VNUT ノックアウトマウスは痛み



を感じにくくなっており、クロドロン酸も無
効であった。既存薬と比較すると、クロドロ
ン酸はプレガバリンやガバペンチンよりも
強力であり、眠気などの副作用を生じなかっ
た。クロドロン酸の in vivo での分子標的も
VNUTであるといえる。 

 以上より、VNUTは神経因性疼痛、炎症性
疼痛とその炎症の発症、血糖制御に重要であ
ることを明らかにした。VNUT阻害剤の治療
効果からも、VNUTはこれらの疾患の良い創
薬標的であることを実証した。糖負荷マウス
に VNUT阻害剤を投与すると、やはり VNUT
ノックアウトマウスと同様に、高血糖が低減
していた。プリン作動性化学伝達は様々な疾
患の発症に関与しているため、VNUT阻害剤
の適用範囲はかなり広いと期待できる。特に、
神経因性疼痛を合併した糖尿病（糖尿病性神
経因性疼痛）に対して VNUT阻害剤は、鎮痛
作用、血糖低下作用、インスリン分泌促進作
用、インスリン抵抗性改善作用、抗炎症作用
等が期待できる。これほど多くの治療効果を
発揮する医薬品は他に例がない。 
 また、本研究は、ケミカルバイオロジーに
よる小胞型神経伝達物質トランスポーター
の制御により、化学伝達を in vivo で選択的
にコントロールした最初の報告である。医薬
品開発に至れば、疼痛や炎症性疾患において、
最初のトランスポーター創薬になる。 
 さらに、クロドロン酸はすでに欧米で骨粗
鬆症治療薬として承認されているため、ヒト
に対する安全性が実証され、薬物動態もわか
っている。既存医薬品の中から、新しい薬効
を見いだす手法はドラッグリポジショニン
グと呼ばれ、新薬の開発期間の短縮、研究開
発コストの低減等が期待される。VNUTの阻
害効果は、既知の薬効よりも 1000 倍以上強
力であったため、ドラッグリポジショニング
による新しい治療戦略を提供することがで
きる。 
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