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研究成果の概要（和文）：ヌクレオシドトランスポーターENT1 を介したアデノシン取込みが

神経幹細胞の機能においてどのような役割を果たしているのかを明らかにし、その作用機構を

解明した。ENT1 は未分化な神経幹細胞に高発現し、細胞内に取り込まれたアデノシンは AMP

および ADP に代謝され、ピリミジン生合成経路を阻害してその増殖を抑制した。この ENT1

を介したアデノシン取り込みによる増殖抑制は睡眠剥奪による海馬歯状回のニューロン新生低

下に関与している可能性が明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated that ENT1-mediated uptake of adenosine suppressed 
the proliferation of neural stem cells by inhibiting de novo synthesis of pyrimidine. 
Furthermore, we revealed that ENT1-mediated uptake of adenosine is involed in 
sleep-deprivation induced suppression of neurogenesis in the hippocampus.  
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１．研究開始当初の背景 

神経幹細胞は増殖能と多分化能を有する
未分化細胞であり、個体発生時における神経
系の構築だけでなく、成体脳、特に海馬歯状
回や嗅球におけるニューロン新生を担って
いる。神経幹細胞の増殖活性やニューロンへ
の分化は様々な生理的及び病態生理的要因
により制御されていることが報告されてい
るが、その分子基盤の全容は完全には明らか
になっていない。 

一方、アデノシンはプリンヌクレオシドの

一種であり、細胞膜上の受容体へ結合して
様々な生体反応を調節する。中枢神経系にお
いてもアデノシンはニューロンやグリア細
胞に作用し、神経伝達物質の遊離調節やニュ
ーロン保護作用（Todorov et al., Nature, 
1997）など重要な役割を果たしている。しか
しながら現在のところ、ニューロン新生を担
う神経幹細胞の機能に対するアデノシンの
作用は十分には理解されていない。 

これまで我々は、神経幹細胞の増殖能や分
化能に対する生理活性物質の調節作用を解
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析し、メラトニンや J2型プロスタグランジン
が神経幹細胞の機能を調節していることを
報告してきた。また、マウス海馬由来の培養
神経幹細胞を用いた検討により、アデノシン
が神経幹細胞の細胞死を惹起することなく、
濃度依存的にその増殖活性を抑制すること
を見出した。一般的に、アデノシンの生理作
用は 4種類のGタンパク質共役型受容体（A1、
A2A、A2B、A3）を介して惹起されるが、神経幹
細胞に対するアデノシンの作用はこれらの
膜受容体を介さない経路によってもたらさ
れていることが観察された。最近、アデノシ
ンは細胞膜上のアデノシントランスポータ
ーによって細胞内に取込まれることが報告
されている（Choi et al., Nature Neurosci., 
2004）。我々は神経幹細胞におけるアデノシ
ントランスポーターの発現と増殖抑制作用
における関与を検討したところ、アデノシン
トランスポーターの 1つである受動拡散型ヌ
ク レ オ シ ド ト ラ ン ス ポ ー タ ー -1
（Equilibrative nucleoside transporter 1; 
ENT1）が神経幹細胞に強く発現し、ENT1阻害
薬がアデノシンの細胞内取込みとアデノシ
ンによる増殖抑制を阻害することを見出し、
アデノシンによる神経幹細胞の増殖抑制に
は ENT1 を介したアデノシンの細胞内取込み
が関与していることを明らかにした。しかし
ながら、ENT1を介して細胞内に取り込まれた
アデノシンがどのような分子メカニズムに
より神経幹細胞の増殖を抑制するのかにつ
いては明らかになっていない。一方、脳虚血
や神経炎症などの脳病態時にはアデノシン
の細胞外濃度が上昇するともに（Martin et 
al., Glia, 2007）、成体脳内のニューロン新
生が変化することが報告されているが。しか
しながら、このような中枢疾患に伴うニュー
ロン新生の変化に、ENT1を介したアデノシン
の神経幹細胞内への取込みが関与している
かどうかは不明である。以上のような背景か
ら、神経幹細胞の増殖能に対するアデノシン
の作用機構を分子レベルで解析し、さらに
ENT1とアデノシン細胞内取込みが、生体のニ
ューロン新生においてどのような役割を果
たしているのかを詳細に検討する必要があ
ると考えた。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、ENT1 を介したアデノシ
ン取込みによる神経幹細胞の増殖抑制の分
子基盤を明らかにするとともに、ENT1を介し
たアデノシンの細胞内取込みと増殖抑制が、
生体内のニューロン新生においてどのよう
な寄与をしているのかを ENT1 遺伝子欠損マ
ウスを用いて探ることである。この目的を達
成するために次の 3つの項目について検討を
行う。 
(1) 神経幹細胞における ENT1 の発現解析お

よび活性調節機構の解析 
胎生および成体マウスの線条体、海馬、側

脳室下帯から神経幹細胞を分離培養し、
RT-PCRを用いて ENT1 mRNAの発現を検討する。
また、ウェスタンブロットおよび免疫組織染
色を用い、胎生および成体マウス脳内の神経
幹細胞における ENT1 タンパク質の発現を解
析する。 
(2) ENT1を介したアデノシン取込みによる神
経幹細胞増殖抑制の分子機構の解明 

まず、アデノシンの増殖抑制における
ENT1の関与を確かめるために、野生型および
ENT1 遺伝子欠損マウス（Dr. D-S Choi より
譲渡済み）由来の培養神経幹細胞を用いて検
討する。一方、細胞内に取り込まれたアデノ
シンは、①アデノシンキナーゼによってアデ
ノシン-1-リン酸（AMP）に代謝された後、AMP
依存性キナーゼ（AMPK）を活性化する経路と、
②ピリミジン de novo 合成経路（ADP リボー
スピロホスファターゼ、PRPP合成経路）を抑
制して DNA合成に必要なウリジン等のピリミ
ジンを減少させる経路の２つが知られてい
る。神経幹細胞におけるアデノシンの増殖抑
制がどちらの経路によってもたらされてい
るのかを、マウス海馬歯状回由来の培養神経
幹細胞を対象にし、特異的阻害薬、細胞増殖
アッセイ、核酸定量法等を用いて明らかにす
る。 
(3) 生体内のニューロン新生における ENT1
を介した増殖抑制の役割の解明 

中枢におけるアデノシンの細胞外濃度は
脳虚血や神経炎症などの神経変性疾患時や
睡眠が剥奪された場合に増加することや、こ
れらの病態はニューロン新生の変化を伴う
ことが報告されている。そこでフラワーポッ
ト法による睡眠剥奪モデルを作成し、野生型
マウスと ENT1 遺伝子欠損マウスの間で海馬
歯状回における神経幹細胞の増殖活性およ
びニューロン・グリア新生における差異を検
討する。これにより ENT1 を介したアデノシ
ン取込みの脳内ニューロン新生における生
理的・病態生理的役割を明らかにする。また、
ENT1 はアデノシンだけでなく臨床で使用さ
れている抗ウィルス薬や抗がん剤（ヌクレオ
シド誘導体）も基質にすることを踏まえ、こ
れらの薬物の副作用としてのニューロン新
生障害における ENT1の寄与を ENT1欠損マウ
スを用いて検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 神経幹細胞の培養：神経幹細胞は胎生
15.5 日目のマウス海馬よりニューロスフェ
ア法によって分離培養し、5 日間培養した一
次スフェアを実験に用いた。増殖因子として
EGF 20 ng/mLおよびFGF2 20 ng/mLを用いた。 
(2) ENT1 mRNA の発現解析：培養神経幹細胞
を播種し、1% FCS によって分化誘導を行い、



 

 

0、2、4、6日後に回収し、RT-qPCR法によっ
て ENT1 および ENT2-3 の mRNA の定量を行っ
た。 
(3) アデノシンの細胞内取り込み解析：3H-
アデノシンを培養液中に添加し、任意時間の
インキュベーションを行い、メディウムを除
去したのちに細胞を可溶化し、液体シンチレ
ーションカウンターによって細胞内に取り
込まれた 3H-アデノシンを定量した。 
(4) 培養神経幹細胞の増殖アッセイ：培養神
経幹細胞の増殖はWST-8アッセイおよびBrdU
免疫染色法によって評価した。 
(5) マウス海馬歯状回の神経幹細胞の増殖
評価：マウス海馬歯状回の神経幹細胞の増殖
は BrdU 免疫染色法およびリン酸化ヒストン
H3抗体による免疫染色法によって行った。マ
ウスに BrdU を腹腔内投与（50 mg/kg）し、
その 2 時間後に 4% PFA 溶液を還流固定し、
脳を摘出した。海馬を含む厚さ 40 micromの
脳スライスを作成し、抗 BrdU 抗体もしくは
抗 pH3 抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。
蛍光顕微鏡によって海馬歯状回・顆粒細胞下
層の陽性細胞数を計測した。 
 

４．研究成果 
(1) マウス海馬由来の神経幹細胞における
ENT1の発現解析および活性調節機構の解析 
 マウス海馬から神経幹細胞を調整し、増殖
条件および分化条件下における ENT1 ならび
に ENT2、ENT3、ENT4の mRNA発現を解析した
ところ、ENT2-4は未分化状態ではほとんど発
現せず、分化に伴い、その発現が上昇するの
に対し、ENT1は未分化状態で多く発現し、分
化に伴い、その発現は低下した。さらに、ENT1
欠損マウス由来の神経幹細胞において、アデ
ノシンの増殖阻害曲線は右方シフトしてお
り、アデノシン耐性であることがわかった。
さらに、3Ｈ-アデノシン取込みを指標にして
トランスポーター活性を調べたところ、未分
化な神経幹細胞における ENT1 特異的なアデ
ノシン取込みが明らかになった。 
(2) ENT1を介したアデノシン取込みによる神
経幹細胞増殖抑制の分子機構の解明 
 薬理学的・生化学的解析により細胞内に取
り込まれたアデノシンがどのようなメカニ
ズムで増殖を阻害しているのかについて解
析を行った。まずアデノシンによる増殖阻害
が膜受容体に依存しないことを確認するた
めにアデノシン受容体の広域アンタゴニス
トの CGS15943の効果を検討したが、CGS15943
はアデノシンによる増殖抑制に全く影響を
与えなかった。さらに、A1 および A3 アゴニ
ストの NECA、A1 アゴニストの N6CHA、A2A、
A3 アゴニストの CGS21680 のいずれの処理も
神経幹細胞の増殖に影響を与えなかった。次
に細胞内アデノシンを AMPに代謝するアデノ
シンキナーゼの阻害薬、ITU の効果を検討し

たところ、ITU はアデノシン取り込みに影響
を与えることなく、アデノシンによる増殖阻
害作用を濃度依存的に抑制した。AMP および
ADP はピリミジンの新規合成経路を阻害する
ことが知られているので、ピリミジン核酸の
ウリジンを前処理したところ、ウリジン処理
はアデノシン取り込みに影響を与えること
なく、アデノシンによる増殖阻害作用を濃度
依存的に抑制した。一方、AMP は AMP 依存性
キナーゼを活性化し、細胞分裂を抑制するこ
とが広く知られているので、ウェスタンブロ
ットによってアデノシン処理が AMP依存性キ
ナーゼを活性化するのかどうか検討したと
ころ、神経幹細胞においてアデノシン刺激は
AMP 依存性キナーゼを活性化していることが
確認できた。ところが AMP依存性キナーゼ阻
害薬の AraA はアデノシンによる増殖阻害作
用に対して全く影響しなかった。したがって、
AMP 依存性キナーゼはアデノシンによる神経
幹細胞の増殖抑制には関与していないこと
が示唆された。以上より、ENT1を介して取り
込まれたアデノシンは、アデノシンキナーゼ
によってアデノシン-1-リン酸（AMP）に代謝
された後、ピリミジン de novo合成経路を抑
制して増殖を阻害していることが明らかと
なった。一方、高い細胞内 AMP/ATP比で活性
化される AMP依存性キナーゼはアデノシン処
理で活性化されるもののアデノシンによる
増殖抑制には関与していないことが明らか
になった。 
(3) 生体内のニューロン新生における ENT1
を介した増殖抑制の役割の解明 
 脳内でアデノシンレベルの上昇する睡眠
剥奪はマウスの海馬神経幹細胞の増殖を阻
害する可能性を検討した。ます、ラットでニ
ューロン新生の低下をきたすことが報告さ
れている REM睡眠剥奪がマウスの海馬歯状回
の神経幹細胞の増殖を阻害するかどうか検
討した。REM 睡眠剥奪は水のはったケージ内
に直径 2 cm のプラットフォーム上でマウス
を飼育することによって行った。その結果、
72時間のREM睡眠剥奪は野生型マウスにおい
て BrdU 陽性細胞数を減少させることが明ら
かになった。今後、ENT1欠損マウスにおいて
REM 睡眠剥奪がどのような影響を与えるのか
を検討することによって、睡眠障害に伴うニ
ューロン新生障害における ENT1 の役割を明
らかにする必要がある。  
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