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研究成果の概要（和文）：神経保護作用を示すことが知られているアデノシンや硫化水素のアストロサイトにお
ける産生・放出機構と作用を培養脊髄アストロサイトを用いて検討した。低Ca2+刺激ではアストロサイトから
ATPが放出され、これが細胞外で代謝されることでアデノシン濃度が増加することが示された。また硫化水素産
生酵素CBSのアストロサイトでの発現は、ニューロンによって調節・維持されていることが示唆される。アデノ
シンや硫化水素は受容体やイオンチャネルを介して細胞機能に影響を与えることが示された。虚血病態で起こる
低Ca2+やニューロン死によるアデノシンや硫化水素の動態変化が、病態の形成・進展に関わっている可能性が示
唆される。

研究成果の概要（英文）：Production and release mechanisms of adenosine and hydrogen sulfide (H2S), 
which are known to be neuroprotective agents, were examined in the cultured spinal astrocytes. Under
 the low Ca2+ conditions, ATP released by astrocytes was extracellularly degraded to adenosine, 
resulting in the increase in extracellular adenosine level. The astrocytic CBS (H2S synthase) 
expression was suggested to be controlled/maintained by the neurons. Adenosine and H2S affect 
cellular functions via the activation of receptors and ion channels. Under the ischemic conditions, 
it is suggested that the change in adenosine and H2S production and releases by the low Ca2+ and/or 
neuronal death is involved in disease onset and progression.

研究分野： 獣医薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 脊髄は感覚や運動機能を統合・調節する中
枢神経組織である。最近、アストロサイトが
ATP やアデノシンなどのプリン化合物やグ
ルタミン酸などの伝達物質を放出し、シナプ
ス伝達や脳循環などの生理的機能を調節し
ていることが報告されている。また、アスト
ロサイトが放出するグリア伝達物質には細
胞保護作用を持つものがあり、組織損傷の治
癒や保護の役割を果たしている可能性があ
る。アデノシンや硫化水素は神経保護作用を
示すことが報告されているが、中枢神経組織
でのその主要な産生・放出源はアストロサイ
トである。そのため、これらのグリア伝達物
質が病態下の細胞保護機構に重要な役割を
果たしていると考えられるが、脊髄を含めた
中枢神経組織におけるアデノシンや硫化水
素の産生・放出機序は今だ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題は、神経保護効果を持つグリア
伝達物質の脊髄アストロサイトにおける放
出機構を明らかにすることを目的とする。グ
リア伝達物質の中にはアデノシンのように
細胞保護作用を示すものがあるが、その産
生・放出機序や脊髄傷害の保護・治癒過程に
おける役割は不明である。アストロサイトは
組織環境の変化や刺激で形態が変化し、反応
性アストロサイトとなることで様々な分子
の発現パターンが変化する。そのため、アス
トロサイトの機能と反応性への変化を詳細
に検討し、病態下でのグリア伝達物質放出機
構を明らかにし、グリア伝達物質を介した細
胞保護機構の解明と脊髄機能障害の新規治
療法開発の基盤となる知見を得る。 
 
３．研究の方法 
 
（１）酵素処理により新生ラット脊髄細胞を
分離した。培養フラスコの振盪によりアスト
ロサイトを選別した後、DMEM/Ham’s F12 
mediumで培養したものを脊髄アストロサイ
ト培養系として使用した。また胎児ラット脊
髄から脊髄細胞を分離後、 Neurobasal 
medium で培養した。アストロサイトの増殖
を抑制するために、cytosine arabinoside を
培養 2 日または 7 日後に添加し、それぞれを
脊髄ニューロン培養系または脊髄細胞混合
培養系として使用した。また脊髄ニューロン
/アストロサイト共培養系は、脊髄アストロサ
イト培養系に胎児ラット脊髄より分離した
脊髄細胞を播種することで作製した。 
 
（２）脊髄アストロサイトからのプリン化合
物放出量は、アデノシン、ADP 及び AMP は
エテノ化した後に HPLC 法で、ATP はルシ
フェリン/ルシフェラーゼ法で測定した。また、
脊髄アストロサイトの硫化水素産生量はメ

チレンブルー法で測定した。硫化水素産生酵
素 CBS (cystathionin β-synthase)の発現は
ウエスタンブロット法と免疫組織染色法で
測定した。 
 
（３）脊髄アストロサイトの ecto-NTPDase、
Cx43 及び Panx 発現と、RIN-14B 細胞の
TRPA1及びKATPチャネル発現はRT-PCR法
で検出した。 
 
（４）ラット摘出脊髄標本を作製し、人工脳
脊髄液で灌流した。腰髄後根を電気刺激し、
対応する前根から反射電位として単シナプ
ス反射電位（MSR）と遅発性前根電位（sVRP）
を記録した。 
 
（５）RIN-14B 細胞の細胞内 Ca2+濃度を、
Ca2+蛍光指示薬 fura-2 を用いてイメージン
グ法で測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）低 Ca2+による脊髄アストロサイトから
のプリン化合物放出 
 
①脊髄アストロサイトを低 Ca2+溶液（0-0.1 
mM）に曝露すると細胞外プリン化合物量が
増加したが、低酸素に曝露しても、細胞外ア
デノシンや他のプリン化合物量は変化しな
かった。 
 
②Ecto-NTPDase1, 2 及び 3 を阻害する
POM-1 は低 Ca2+によるアデノシン増加を抑
止し、 ATP 増加を増強した。一方、
ecto-NTPDase1 及 び 3 を 阻 害 す る
ARL67156 は低 Ca2+によるプリン化合物増
加に影響を与えなかった。脊髄アストロサイ
トには ENTDase1 及び 2 が発現していた。 
 
③低 Ca2+による各プリン化合物放出の時間
経過を検討したところ、ATP は低 Ca2+処置
直後に一過性に増加し、処置 1 時間後にはほ
ぼコントロール近くのレベルまで減少して
いた。ADP 及び AMP は ATP より遅れて増
加し、低 Ca2+処置 2 時間後にかけて徐々に減
少した。一方、アデノシンは低 Ca2+処置 1 時
間後に増加がピークに達し、処置 2 時間後ま
で増加が維持された（図 1）。 

 
 



④低 Ca2+によるプリン化合物放出反応は、コ
ネキシンヘミチャネル阻害薬 Gap27 及びパ
ネキシンヘミチャネル阻害薬 Panx1 で抑制
された。また、脊髄アストロサイトで Cx43
と Panx1 の発現が検出された。 
 
⑤低 Ca2+刺激によって脊髄アストロサイト
からギャップジャンクションヘミチャネル
を介して ATP が放出され、この ATP が細胞
外で ecto-NTPDaseによって代謝されること
でアデノシン量が増加することが示された。
ATP 放出経路となるギャップジャンクショ
ンヘミチャネルとして Cx43 と Panx1 が、ま
たATPの代謝には ecto-NTPDase2が関与し
ていることが示唆された。低 Ca2+は虚血病態
で引き起こされるため、低 Ca2+によって増加
したアストロサイト由来のアデノシンが神
経保護に関与している可能性がある。 
 
（２）脊髄アストロサイトの硫化水素産生と
ニューロンの影響 
 
①新生ラットの脊髄組織では、硫化水素産生
酵素 CBS はアストロサイトに局在して発現
していた。一方、脊髄組織から分離培養した
アストロサイトでは CBS 発現量が顕著に減
少し、硫化水素産生量もごくわずかだった。 
 
②アストロサイト培養系の作製過程で、アス
トロサイトマーカーの GFAP 発現量は培養
日数に従って増加した。一方、ニューロンマ
ーカーの PGP9.5 と CBS の発現量は、培養
日数に従い減少した（図 2）。 

 
③脊髄細胞混合系では、高い CBS 発現を硫
化水素産生が認められた。培養アストロサイ
トに脊髄細胞を播種したアストロサイト/ニ
ューロン共培養系では、PGP9.5 の発現上昇
に伴い CBS 発現が増加した。この時、CBS
はニューロンではなくアストロサイトに発
現していた（図 3）。 

 
④脊髄組織では、硫化水素酸性酵素 CBS は
アストロサイトに発現していることが示さ
れた。アストロサイトの CBS 発現は、ニュ
ーロンによって維持されていると考えられ
る。脊髄での硫化水素産生は、ニューロンと
アストロサイトの相互作用によって調節さ
れていることが示唆される。 
 
（３）脊髄神経活動に対するアデノシンの効
果 
 
①摘出脊髄標本の反射電位はアデノシン A1

受容体作動薬 CHA 及びアデノシンキナーゼ
阻害薬 ABT-702 で抑制された。両抑制効果
は、アデノシン A1 受容体拮抗薬 8CPT で回
復した。 
 
②ABT-702 による反射電位抑制効果は、アデ
ノシンデアミナーゼ阻害薬 EHNA で増強さ
れ、平衡ヌクレオシドトランスポーター阻害
薬 NBTI/dipyridamole で抑制された。 
 
③ABT-702 は摘出脊髄標本からアデノシン
を放出した。この放出反応は、EHNA で増強
され、NBTI/dipyridamole で抑制された。 
 
④アデノシンキナーゼの阻害によって増加
した細胞内アデノシンが、平衡ヌクレオシド
トランスポーターを介して細胞外に放出さ
れること、放出されたアデノシンが A1 受容
体を介して脊髄神経活動を抑制することが
示された。アデノシンキナーゼとデアミナー
ゼが同時に阻害されると、アデノシン増加が
増強され、結果的にアデノシン放出量が増加
すると考えられる。虚血などの病態下では、
アデノシンキナーゼ活性が抑制されること
が報告されており、アデノシンキナーゼ活性
の低下によって放出されたアデノシンが病
態形成に関与している可能性がある。 



（４）RIN-14B 細胞に対する硫化水素の効果 
 
①RIN-14B 細胞に硫化水素を適用すると、自
発的 Ca2+オシレーションの抑制と細胞内
Ca2+濃度の増加の、抑制性と興奮性の反応が
観察された。硫化水素の濃度に依存して、興
奮性効果を占める細胞の割合が増加した。 
 
②KATPチャネル阻害薬存在下では、硫化水素
による抑制性作用は消失した。RIN-14B 細胞
は KATP チャネルサブユニット Kir6.2 と
SUR1 を発現していた。 
 
③硫化水素による興奮性作用の Ca2+増加は、
TRPA1 阻害薬で抑制された。RIN-14B 細胞
は TRPA1 を発現していた。 
 
④硫化水素は、KATPチャネルと TRPA1 を介
して、細胞内 Ca2+動員に対して抑制と興奮の
両方向性の効果を示すことが明らかになっ
た。TRPA1 や KATPチャネルはニューロンや
アストロサイトにも発現しており、アストロ
サイトで産生された硫化水素が、これらの細
胞の機能調節を行っている可能性が示唆さ
れた。 
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Soichiro Yamaguchi, Shigeo Ito “Effects 
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ホームページ等 
北海道大学大学院獣医学研究院薬理学教室
ホームページ  
http://www.vetmed.hokudai.ac.jp/organizat
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