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要 旨 

近年、ＡＴＰはシグナル伝達物質として、広く細胞外へ放出されることが知られている。 

そこで、放出されるＡＴＰの細胞内起源を探る目的で、小胞体（ＥＲ）に着目し、先ず、ATP transporter(VNUT)

が小胞体内に存在するか否かについて、cell line を用いて検討を行った。その結果、マウス由来の NIH3T3 細

胞の小胞体において VNUT による蛍光が発現し、これが小胞体であることは ER 蛋白である PDI の蛍光と全く一

致した。しかし、ゴルジ体の蛋白の GM130 の蛍光とは、重ならなかった。次いで、ATP の蛍光アナログである

Mant ATP について MDCK 細胞への取り込み実験を行った。0.5 mM ATP により膜透過性を亢進させて Mant ATP を

load したところ、MDCK 細胞内が蛍光染色された。この蛍光部位が小胞体であることは、ER-Tracker Red による

染色との merge により確認された。 

以上の結果、放出される ATP の細胞内起源が小胞体である可能性が、示唆された。 
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緒 言： 

ATP はエネルギー供給系としての細胞内での役割に加え、近年、オートクリン/パラクリン物質として細胞外

へ放出され、細胞膜上の種々の ATP 受容体を介して、痛み、炎症、さらに免疫などの広汎な細胞機能の調節物

質である事が、明らかにされてきた(1)。しかしながら、現在、ATP の細胞外輸送のメカニズム、そこに至る細

胞内シグナル機構、さらにその細胞内放出部位についてはほとんど不明のままである。 

報告者のグループは、ATP 放出機構について長年研究を重ね、caffeine (2)や adenosine (3)、に加え、

bradykinin(4)、 angiotensin II(5）などのペプチド類が有効な ATP 放出物質であることを見出し、その放出

に至る細胞内シグナル経路について検討し、Ins(1,4,5)P3 経路の重要性を明らかにしてきた(4,5)。Caged 

Ins(1,4,5)P3を load した培養細胞からフォトフラッシュにより ATP が放出されること、また、過塩素酸処理培

養細胞からの ATP 放出が小胞体に由来する可能性を示す結果が得られた(4)。 

そこで、本研究では、最近、同定された ATP transporter(VNUT)抗体を入手したので、これによる小胞体への

特異的な発現が見られるか否か、また、ATP の蛍光アナログの Mant ATP が小胞体に取り込まれるかについて検

討し、ATP 放出の細胞内起源が小胞体である可能性を明らかにする。 

 
方 法： 

 

細胞培養 

MDCK 細胞を始め NIH3T3 細胞などの cell line は Dullbecco’s modified Eagle medium (D-MEM)にペニシリ

ン-G、ストレプトマイシン、10％FCS を加えた培養液中で、37℃の CO2インキュベーターにて 1-2 日間培養した。 

 

ATP transporter (VNUT)の同定 
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Cover glass 上で NIH3T3 細胞などの培養を行い、これを 16％パラホルムアルデヒド、0.1% Saponin で処理し

た後に VNUT などの第 1 抗体を 1 時間浸漬し、さらに洗浄後 Alexa Fluor 4884 などの第 2 抗体を加え、現れる

蛍光を蛍光顕微鏡（カールツワイス製）にて観察した。また、蛍光部位を特定するために、ゴルジマーカーは

GM130 を、小胞体マーカーは PDI の各蛋白をそれぞれ第 1 抗体として用いた。なお、VNUT 抗体は、岡山大学、

守山教授より譲り受けた(6)。 

 

MantATP の取り込み実験 

MDCK 細胞を glass bottom dish に培養し、膜透過性を亢進させるために以下の実験を行った。培養液を A 液

(NaCl、136.9；KCl、5.9；ATP、0.5；glucose、5.6；HEPES、4.2 (mM) )に替え、10 分間浸漬し、１mＭMgCl2

を加えた後、洗浄し、B 液(NaCl、136.9；KCl、5.9；CaCl2、1.5； MgCl2、1.2; glucose、 5.6; HEPES、 4.2(mM) )

に替え、2－2.5 時間浸漬した。この細胞への 360nm および 446nm の励起および蛍光波長で現れる MantATP の蛍

光は、蛍光顕微鏡(ニコン製)にて観察した。デ－タ処理は Metahmorph にて行われた。なお、これが小胞体由来

である事の同定は、ER Tracker Red(励起、568nm; 蛍光、590nm)によって確認した。 

 
結果と考察： 

 

ATP transporter(VNUT)の小胞体における発現 

入手した VNUT 抗体は、マウス由来のポリクロナール抗体であるため、マウス由来の NIH3T3 細胞における本

抗体の蛍光の発現について検討した。その結果、NIH3T3 細胞で VNUT 抗体の明瞭な発現が見られ、これが小胞体

であるか否かの確認のため、小胞体の特異蛋白である PDI 抗体での蛍光染色の結果、VNUT 抗体は確かに小胞体

を特異的に染色したことが明らかになった。一方、ゴルジ体の特異抗体である GM130 の発現部位は VNUT のそれ

とは全く異なっていた（Fig.1）。この結果から、小胞体には ATP を取り込む蛋白が存在することが明らかとな

り、それにより、ATP が小胞体内へ蓄積する可能性が示唆される。 

 

MantATP の小胞体への取り込み。 

ATP の蛍光アナログである MantATP を ATP を含む膜透過液で処理した後、MDCK 細胞に取り込ませた。その結

果、細胞内に MantATP の蛍光が現れ、これが小胞体であることは小胞体のマーカーである ER Tracker Red によ

る merge により確認された（Fig.2）。 

現在、小胞体に ATP が存在すかどうかは、明らかにされていないが、これらの結果は、ATP が小胞体内に存在

する可能性を強く支持するもので、計画中の単離小胞体を用いた ATP 放出実験の結果が大いに期待される。 
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