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研究成果の概要（和文）：中枢神経系疾患の発生するメカニズムを解明し、その治療を行うこと

は、高齢化社会が進む中で重要な課題の一つである。本研究では、多くの中枢神経系疾患に

おいて関与が指摘されているものの、作用が多様であり未だ多くのことが分かっていない活

性酸素種が、DNA 障害に及ぼす影響を調べた。その修復に DNA 材料となるヌクレオシドを取

り込む輸送体の機能が、DNA 修復酵素の機能と関連し重要な役割を果たしていることを明ら

かにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The investigation of the mechanisms occurring the diseases on the 

central nervous system and the treatment are one of the important subjects, when an 
aging society would have continued. In this research we studied the influence with DNA 
injury that reactive oxygen species, which are related with a lot of the diseases on the 
central nervous system and have many affecting mechanisms that have not understood. 
We made clear that the mechanisms of nucleoside transporters, which transport 
substrates of DNA repair material, are related with the function of DNA repair enzymes 
and made important roles. 
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１．研究開始当初の背景 

これまでに活性酸素種の処置を施した
ところ 1mM DBcAMP を 4 日間処置して形態
分化し増殖が抑制されたラット培養アス
トロサイトは未分化のアストロサイトや
神経細胞とは異なった細胞死の過程を示
すことを明らかにした。また、形態分化し
たアストロサイトにおいて活性酸素種は
ヌクレオシド輸送体の活性化を引き起こ

しチミジンの取り込みを促進するが、リボ
ヌクレオシドレダクターゼ阻害薬である
Hydroxyurea による影響を全く受けないこ
とから細胞増殖以外の目的で活性化され
ていることを明らかにしていた。ヌクレオ
シド輸送体には細胞外液の Na+に依存する
Concentrative Nucleoside Transporter 
(CNT) と 平 衡 型 の Equilibrative 
Nucleoside Transporter (ENT)がありそれ
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ぞれにサブタイプが知られており、クロー
ニングが試みられていた。 

 
２．研究の目的 

活性酸素種による DNA障害の修復におけ
るヌクレオシド輸送体と DNA修復酵素の意
義を明らかにする目的で、培養アストロサ
イトを用いてそれらの活性化機構と遅発
性細胞死との関連性を検討した。 

 
３．研究の方法 

アストロサイトは一次培養を 8～14日間、
蒔き直し後の二次培養を 6～9 日間行い、
さらに 1mM DBcAMP を 4 日間処置した。チ
ミジン取り込みは Hank’s 溶液中で[3H]-
チミジンを用いたトレーサー実験により
測定し、蛋白量は Lowry 法で定量した。遅
発性細胞死は 30 分間の各処置の解消後、
Earle’s 溶液でさらに 24 時間培養し、ヨ
ウ化プロピジウムを取り込ませ、蛍光観察
により評価した。遺伝子発現は RT-PCR に
より確認した。 
 

４．研究成果 
RT-PCR により培養アストロサイトには

CNT1 は存在せず、CNT2、CNT3、ENT1、ENT2
が発現していることを明らかにした。 
活性酸素種によるヌクレオシド輸送体

の関与を過酸化水素(H2O2)によるチミジン
の取り込みで評価したところ、膜輸送能は
減少するものの酸不溶性画分への取り込
みは培養アストロサイトを 1mM DBcAMPを 4
日間処置して形態分化させることにより
促進された。また、細胞外液 Na+の除去、
及 び 、 ENT 阻 害 薬 で あ る NBMPR 、
Dipyridamole、Dilazep により濃度依存的
に抑制され、さらに、細胞外液 Na+の除去
時において、ENT1 を阻害する 100nM NBMPR
で は な く 、 ENT2 を 阻 害 す る 1mM 
Dipyridamole による阻害効果が確認され
た。チミジンは CNT2 からの取り込み感受
性が低いことが知られており、H2O2 による
チミジン取り込みは主に ENT2と CNT3を介
することが明らかできた。H2O2 による遅発
性細胞死に対する CNT、ENT の関与を細胞
生存性を検討したところ、それら輸送体活
性を抑制することにより遅発性細胞死は
促進された。 
DNA 修復酵素としてはポリメラーゼβ

(polβ)が知られているが、RT-PCR により
存在することを確認した。そして、polβ
阻害薬である d2TTP により H2O2によるチミ
ジン取り込みは濃度依存的に抑制され、遅
発性細胞死は促進された。なお、増殖可能
な未分化なアストロサイトにおけるチミ
ジン取り込みは増殖に関与するリボヌク
レオシドレダクターゼ阻害薬である

Hydroxyurea により抑制されたが、1mM 
DBcAMPを4日間処置して形態分化し増殖が
抑制された培養アストロサイトでは
Hydroxyurea の効果が見られなかったこと
を明らかにしているおり、これらの結果か
ら、増殖ではなく修復のための取り込み促
進と考えられる。 
以上より、培養アストロサイトが活性酸

素種で処置された時にヌクレオシド輸送
体を介するチミジン取り込みが促進され
るのは、障害された DNA を DNA 修復酵素に
よって修復するためであり、また、その取
り込みの低下は遅発性細胞死を促進する
ことを明らかにした。 
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