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研究成果の概要（和文）：頚動脈小体における神経伝達物質ATPの開口放出に関わる小胞型ヌクレオチド輸送体
（VNUT）の発現と局在を検索した。RT-PCRによって頚動脈小体においてVNUTのmRNA発現が認められた。免疫組織
化学では、約23%の化学受容細胞にVNUT陽性反応が認められた。VNUT陽性反応は、P2X3型ATP受容体を発現する感
覚神経終末に取り囲まれる化学受容細胞集団に限局していた。以上の結果から、VNUTは感覚神経終末が選択的に
分布する化学受容細胞集団に限局することが明らかとなった。VNUTを有する化学受容細胞が特異的にATPを小胞
分泌し、頚動脈小体から感覚神経終末へ低酸素の情報を伝達している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Adenosine 5'-triphosphate (ATP) is the neurotransmitter from chemoreceptor 
cells to sensory nerve endings in the carotid body. The present study investigated mRNA expression 
and immunohistochemical localization of VNUT, the vesicle loading protein for exocytosis of ATP, in 
the rat carotid body. RT-PCR analysis detected the expression of mRNA for VNUT, in extracts of the 
carotid body. Immunohistochemistry detected the immunoreactivity for VNUT in 23.1% of chemoreceptor 
cells. Furthermore, VNUT immunoreactivity was selectively localized in chemoreceptor cells 
surrounded by sensory nerve endings immunoreactive for P2X3 purinoceptors. These findings revealed 
the selective localization of VNUT in the subpopulation of chemoreceptor cells receiving sensory 
innervation and suggested that suggest these cells release ATP by exocytosis for chemosensory 
transmission in the carotid body.

研究分野： 組織学

キーワード： 頚動脈小体　免疫組織化学　小胞型ヌクレオチド輸送体　ATP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
頚動脈小体の化学受容細胞は神経伝達物質ATPを分泌する機能的に同一な細胞集団とみなされており、その分泌
機構を追究した研究はなかった。本研究は、VNUTを発現する化学受容細胞のみが低酸素の情報を伝達していると
いう新たな機能局在性の可能性を示した。今後、VNUTが化学受容細胞においてATPの小胞内蓄積と分泌を制御し
ている事実を捉えることができれば、低酸素に対する呼吸反射経路の起動に関わる重要な知見を示すことができ
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。
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１．研究開始当初の背景 
 頚動脈小体は動脈血酸素分圧の変動をモニターする器官であり、環境変化や呼吸器疾患によ
り生体が低酸素状態に陥ると、化学受容細胞が酸素分圧の低下を感知する。細胞は神経伝達物質
であるアデノシン三リン酸（ATP）を分泌し、P2X 受容体を介して舌咽神経の分枝である感覚神
経（頚動脈洞枝）を興奮させることにより延髄へ低酸素の情報を伝える。その結果、呼吸反射が
引き起こされ、呼吸数が増加することによって体内への酸素供給は正常に保たれている。 
小体において化学受容細胞は細胞集団を形成し、各細胞には抑制性物質ドパミンやノルアド

レナリン等が存在するが、ATP を介した神経伝達機能は共通していると考えられていた。とこ
ろが、申請者は P2X2 および P2X3 受容体の発現を指標として感覚神経終末の分布を検索した
結果、神経終末はドパミン合成酵素（チロシン水酸化酵素；TH）を有する化学受容細胞に分布
しているのに対して、ノルアドレナリン合成酵素（ドパミンβ水酸化酵素；DBH）を有する細
胞集団には分布しないことが分かった。この研究成果から、化学受容細胞の中に ATP の分泌を
専業とする細胞集団が存在する可能性を見出した。予備実験として、ATP の小胞内蓄積と分泌
を担う小胞型ヌクレオチド輸送体（VNUT）の組織局在を検索すると、TH を有する化学受容細
胞に VNUT が限局していた。したがって、VNUT を発現する化学受容細胞からのみ ATP が小
胞分泌され、頚動脈小体から感覚神経へ低酸素の情報が伝達されていることが示唆された。しか
しながら、化学受容細胞における VNUT の局在・機能の全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、頚動脈小体における VNUT の局在を特定することを目的とした。また、蛍光標

識 ATP のイメージング解析を用いて VNUT による ATP の小胞内蓄積・分泌機能を立証すると
共に、ATP の小胞分泌に起因する呼吸反射制御の詳細を明らかにし、低酸素時の呼吸反射に対
する頚動脈小体化学受容細胞における VNUT による神経伝達制御機構を解明する予定であった。
しかしながら、イメージング解析と呼吸反射に関する実験が難航し、結果を得ることができなか
った。一方で、研究途上で低酸素曝露動物の頚動脈小体における VNUT の発現変化および細胞
外 ATP 分解酵素 ecto-ATPase（ENTPD2）の重要性が明らかになってきた。以上の背景を踏ま
え、本研究は 3 つの実験から構成した。以下に、各項目における目的を示す。 

 
（１）頚動脈小体における VNUT の局在解析 
 VNUT の mRNA 発現および局在を特定する。各種免疫組織化学マーカーを用いて VNUT 陽
性反応と化学受容細胞、支持細胞および感覚神経終末との形態学的関係性を明らかにする。 
 
（２）短時間低酸素曝露による VNUT 陽性反応の発現変化解析 
ラットに低酸素曝露を行い続けると、曝露後 24 時間の時点でも呼吸数が増加するという報告

から、低酸素曝露によって VNUT の発現も増強することが推測された。そこで、24 時間までの
低酸素曝露を行い、時間経過による頸動脈小体における VNUT の発現変化を解析した。 

 
（３）頚動脈小体における ecto-ATPase の局在解析 
 ATP による化学受容細胞－感覚神経終末間の神経伝達終息機構を明らかにする目的で、細胞
外の ATP を ADP に加水分解する酵素 ecto-ATPase（ENTPD2）の免疫組織化学的局在を解析
する。また、ADPに高い親和性を示す Gi 蛋白共役型P2Y12 受容体の局在を検索し、ecto-ATPase
による ATP の分解産物 ADP の動態を考察する。 
 
３．研究の方法 
（１）頚動脈小体における VNUT の局在解析 
材料として、Wistar ラット（8 週齢、雄）を用いた。ラットから頚動脈小体を採取後、RT-PCR
法によって VNUT の mRNA 発現を検索した。また、ラットを 4%パラホルムアルデヒド加リン
酸緩衝液で灌流固定後、頚動脈小体の凍結切片を作製し、以下の抗体を用いた多重蛍光抗体法に
より染色した。標本は、共焦点レーザー顕微鏡で観察し、VNUT の局在を解析した。 
 
（２）短時間低酸素曝露による VNUT 陽性反応の発現変化 
低酸素曝露チャンバー内でラットを 0、2、4、6、12、24 時間の低酸素（10% O2 in N2）に曝露
した。曝露後に頚動脈小体の凍結切片を作製し、VNUT 抗体および SYN 抗体により二重蛍光染
色を施した。画像解析により SYN 陽性化学受容細胞における VNUT 蛍光強度の変化を解析し
た。VNUT 蛍光強度は、0-4,095 階調のグレースケールで数値化した。 
 
（３）頚動脈小体における ecto-ATPase の局在解析 
ラットを灌流固定後、頚動脈小体の凍結切片を作製し、以下の抗体を用いて蛍光抗体法により染
色した。作製した標本は、共焦点レーザー顕微鏡で観察し、ecto-APTase の局在および周囲細胞・



神経終末との形態学的関係を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）頚動脈小体における VNUT の局在解析 

RT-PCR 法では、頚動脈小体の抽出産物において VNUT の mRNA 発現が認められた。多重
蛍光抗体法では、SYN 陽性反応を示す化学受容細胞のうち、23.1%の核周囲細胞質に VNUT 陽
性反応が認められた。一方で、S100B 陽性反応を示す支持細胞に VNUT 陽性反応は認められな
かった。また、VNUT 陽性反応は P2X3 陽性神経終末と接触している TH 陽性化学受容細胞集
団に局在し（図 1A-C）、DBH 陽性化学受容細胞には認められなかった（図 1D-F）。VNUT 陽性
化学受容細胞の P2X3 陽性神経終末との接触面には、シナプス前部足場蛋白 Bassoon 陽性反応
が集積しており、小胞分泌された ATP はシナプス伝達により感覚神経終末を興奮させることが
示唆された。以上の結果から、VNUT は感覚神経終末が選択的に分布する化学受容細胞集団に
限局することが示唆された。VNUT を有する化学受容細胞が特異的に ATP を小胞分泌し、頚動
脈小体から感覚神経終末へ低酸素の情報を伝達している可能性がある。 

 
図 1．P2X3 陽性神経終末と接触する TH 陽性化学受容細胞集団における VNUT の局在 

 
 
（２）短時間低酸素曝露による VNUT 陽性反応の発現変化 
0 時間曝露群（対照群）において VNUT 強陽性反応を示す化学受容細胞は散在性に認められ、
6、12、24 時間曝露群ではほぼ全ての細胞が強陽性反応を示した（図 2）。VNUT 陽性化学受容
細胞の平均蛍光強度は、6、12、24 時間曝露群では対照群に比べ有意に増加し（p<0.05）、この
うち、12 時間曝露群は 6、24 時間暴露群と比べ有意に増加した（p<0.05, 図 3）。以上の結果か
ら、早期低酸素環境下では化学受容細胞における VNUT の発現が亢進されることで、頚動脈小
体から感覚神経終末への神経伝達が増強されていることが示唆された。 
 

図 2．低酸素曝露による VNUT 蛍光強度の増強 

 
 

図 3．化学受容細胞における VNUT 蛍光強度の散布図（A）および平均蛍光強度（B） 

 
 
（３）頚動脈小体における ecto-ATPase の局在解析 
S100B 陽性反応を示す支持細胞において ecto-ATPase 陽性反応は認められ、強陽性反応は特に



細胞質突起の膜領域に局在していた。ecto-ATPase 陽性支持細胞は細長い細胞質突起を伸ばし、
VNUT 陽性化学受容細胞間および細胞集団を緊密に取り囲む一方で、VNUT 陽性化学受容細胞
と P2X3 陽性神経終末の接触面に ecto-ATPase 陽性反応は認められなかった（図 4）。以上の結
果から、ecto-ATPase は支持細胞に発現し、VNUT を有する化学受容細胞－感覚神経終末間の
神経伝達において過剰な ATP を除去することにより神経伝達の終息に関与していることが示唆
された。また、ADP に高い親和性を示す Gi 蛋白共役型 P2Y12 受容体が、VNUT 陽性化学受容
細胞に局在していた。ATP の分解産物 ADP は、P2Y12 受容体を介して化学受容細胞の興奮を
負のフィードバック調節している可能性が見出された。 

 
図 4．VNUT 陽性化学受容細胞(Ⅰ), ecto-ATPase 陽性支持細胞(Ⅱ), P2X3 陽性神経終末の関係 
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