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研究成果の概要（和文）：M1～M5のムスカリン受容体サブタイプのうち，M2およびM3受容体は蠕動の最終反応を
担う平滑筋細胞ばかりでなく，腸神経細胞にも局在している。本研究では，大腸における蠕動の誘発・調節メカ
ニズムの全容を解明する一環として，各サブタイプの欠損マウスを用いて腸神経におけるM2およびM3受容体の役
割・機能を明らかにすることを目的に研究を行った。その結果， M2およびM3受容体の両方がATP放出神経を促進
性に制御しているという結果を得た。加えて，M2受容体を介する収縮はM3受容体を介する収縮よりも大きいとい
う結果だけでなく、両受容体を介する収縮経路には新たな情報伝達分子が関わっている可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Among M1 to M5 muscarinic receptor subtypes, M2 and M3 receptors are located
 to not only a smooth muscle cell but also various enteric nerve cells. In this study, to make clear
 the mechanisms of peristalsis of the large intestine, we have investigated the role of M2 and M3 
receptors on the enteric nerves, using muscarinic receptor subtypes knockout mice. In consequence of
 the study, both M2 and M3 receptor subtypes enhanced the ATP-mediated neuromuscular transmissions 
in the smooth muscle cells in the large intestine. In addition, M2 receptor-mediated contraction was
 larger than M3-mediated one. Furthermore, it is also expected that novel signaling molecules may be
 involved in the both M2 and M3 receptor-mediated contractions in the large intestine.

研究分野： 獣医薬理学

キーワード： 神経　ムスカリン受容体　内臓平滑筋

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

腸蠕動については，誘発機序や生理•病態機
構が国の内外や人医・獣医領域を問わず活発
に研究されている。蠕動運動は腸壁内の神経
反射に起因しており，腸壁－感覚神経間，感
覚神経－運動神経間，運動神経－平滑筋間で
の情報伝達が順次活性化され，最終的に平滑
筋に収縮波を誘起する。最近の研究では，運
動神経－平滑筋間の過程にカハール間質細
胞（ICC）が介在しており，運動神経から放
出された伝達物質が同細胞に作用した後，細
胞間の電気的なカップリングを介して平滑
筋へ伝わる様式も明らかにされている。これ
らの情報伝達過程において，ムスカリン受容
体は，末梢において蠕動の最終反応を担う平
滑筋細胞ばかりでなく，各種運動神経の細胞
体および神経終末部にも存在して一酸化窒
素（NO），ATP，サブスタンス P（SP）など
の放出を促進性，あるいは抑制性に制御して
いる。しかし，各種神経伝達物質の放出制御
を担うサブタイプの役割については，一部を
除いて明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

申請者は，腸蠕動の発現・調節メカニズムの
解明を主柱として研究を展開している。その
研究の一環として，運動神経から平滑筋への
情報伝達には ACh，ATP，一酸化窒素（NO），
SP が関与しており，これらの伝達物質は平
滑筋に作用する一方，他の神経細胞に作用し
てその伝達物質の放出を制御する様式を明
らかにしてきた（引用文献①、③、④、⑤、
⑥参照）。このうち，ACh および NO の放出
については，５つのムスカリン受容体サブタ
イプがどのように制御しているのかについ
て、他のグループから報告が出されている。
しかし，各グループの研究で得られた結論に
は矛盾も報告されており，各ムスカリン受容
体サブタイプの詳細な役割は解明されてい
ない。また，SP 放出神経および ATP 放出神
経からの伝達物質放出が５つのサブタイプ
によりどのように調節されているのかにつ
いて研究された報告は今のところない。 

 これまでの研究の問題点として，各サブタ
イプに対して比較的選択性の高い薬物を使
用することによりサブタイプを同定する手
法が取られていた点が挙げられる。すなわち，
現在利用できる作動薬および拮抗薬は完全
に各サブタイプを弁別することができない
ため，正確なサブタイプの同定が困難となっ
ている。この問題を解決するために，申請者
の研究グループはムスカリン受容体サブタ
イプを欠損した（KO）マウスを用いて，腸
蠕動や平滑筋細胞における役割を明らかに
する研究を続けている。KO マウスを用いて
得られた結果は，従来の薬物を用いる方法で
得られた結果と比較して格段に信憑性が高
い。そこで，本研究では，これまでの研究成
果を発展させるべく，運動神経－平滑筋間の
情報伝達過程に着目し，そこでのムスカリン

受容体サブタイプの役割・機能を究明するこ
とを企画立案した。 

 また，運動神経から平滑筋への情報伝達に
ついて申請者は，小腸ではコリン作動性神経
が非常に強く平滑筋細胞を興奮性に制御し
ていることと、５つのムスカリン受容体サブ
タイプのうち、M2 と M3 が重要であること
を明らかにしている。また、小腸の蠕動運動
の発現にも M2 と M3 の両サブタイプが重要
であり、とりわけ M2 サブタイプが規則的な
蠕動運動の発現に主要な役割を果たしてい
ることも明らかにしている（引用文献②）。
これに対し，大腸では ATP および NO 放出
神経が強く抑制性に平滑筋を制御している
のが特徴であり、これら神経に対するムスカ
リン受容体サブタイプの役割は明らかにな
っていない。さらに，消化管疾患の多くが大
腸に好発することから，これまで我々が行っ
てきた小腸における研究成果を発展させ、こ
れまで対象にしていた小腸よりも大腸を用
いてムスカリン受容体を介した腸管運動の
制御機構を明らかにすることが、消化管の病
態機構の解明に最適であると判断した。 

  

３．研究の方法 

腸管において、ATP 放出神経から平滑筋への
情報伝達に対する各種ムスカリン受容体サ
ブタイプ（M2 および M3）の役割・機能を解
明するために，以下の①～③を検討する。①
および②の実験には各サブタイプの KO マウ
スを用い，野生型の場合と比較する。③では
野生型マウスから摘出した大腸を用いて実
験を行う。 
＜検討項目＞ 
①ATP 神経が惹起する接合部電位反応に対す

る，各種ムスカリン受容体サブタイプによ
る制御の有無。 

②大腸の興奮性神経―筋伝達における M2 お
よび M3 ムスカリン受容体サブタイプの役
割 

③興奮性神経―筋伝達における陽イオンチ
ャネルの役割。 

 
＜実験手法＞ 
①：ガラス微小電極法を用いて野生型マウス

から摘出した結腸の輪走筋から膜電位を
記録し、各種ムスカリン受容体サブタイプ
欠損マウスから記録したものと比較した。 

②：M2 および M3 欠損型マウスから摘出した
大腸の輪走筋の収縮および興奮性接合部
電位（EJP）を記録し、野生型のものと比
較した。 

③：ガラス微小電極法を用いて野生型マウス
から摘出した結腸の輪走筋から膜電位を
記録し、各種陽イオンチャネル阻害薬の影
響を調べた。 

 
４．研究成果 
ムスカリン受容体の役割 
（１）野生型マウスの大腸輪走筋において



ATP および NO 放出神経が興奮した結果誘
発される抑制性接合部電位（IJP）を記録し
た（図１）。IJP は ATP 成分と NO 成分の２
つから構成されていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１野生型マウスの大腸輪走筋から記録さ
れた IJP 

（破線は静止膜電位） 

 

（２）ATP および NO 放出神経における M2

受容体および M3 受容体サブタイプの役割を
明らかにするために、同サブタイプ欠損マウ
スの IJP と野生型のものと比較した。その結
果、M2 受容体、M3 受容体、両受容体欠損
マウスの IJP の ATP 成分の振幅は野生型の
ものと比較して有意に小さかった（図２）。
この結果は M2 および M3 受容体が ATP 成
分を促進性に制御していることを示唆して
る。 
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図２各種ムスカリン受容体サブタイプ欠損

マウスの大腸輪走筋における IJP 
Ａ：M2KO の大腸輪走筋から記録された IJP。

破線は静止膜電位 
Ｂ：各種ムスカリン受容体サブタイプ欠損マ

ウスの大腸輪走筋から記録された IJPの
振幅の大きさをまとめた結果（M2KO：M2
欠損、M3KO：M3 欠損、M2/3KO：M2 およ
び M3 両欠損マウス、は野生型と比較
して有意差があることを示す。） 

 
（３）図２の結果は、各種ムスカリン受容体
を欠損したことによって興奮性接合部電位
（EJP）が大きくなったことで、IJP が抑制

された可能性がある。そこで、各種ムスカリ
ン受容体 KO マウスから EJP を記録し、野生
型のものと比較した（図３）。抑制性神経の
影響を抑えるため、guanethidine、L－NAME
および MRS2500 存在下で実験を行った。その
結果、野生型の標本では、EJP が記録された。
M2KOの標本でも EJPが記録されたが、その振
幅は野生型と比較して有意に小さかった。
M3KOおよび M2/M3 double KO では、EJPは記
録されなかった（図３）。従って、図２にお
いて、M2 あるいは M3 受容体がないと IJP が
抑制されたのは、ムスカリン受容体サブタイ
プを欠損させたことで EJPが増強された結果
ではないことが明らかとなった。加えて、マ
ウス大腸輪走筋におけるコリン作動性 EJPの
発生には、M2 と M3 の両受容体が関与してい
るものの、M3 受容体を介した成分が優位であ
ることを示唆している（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３各種ムスカリン受容体欠損マウスから

記録されたコリン作動性 EJP 
Ａ～Ｄ：ACh 放出神経を刺激した結果、大腸

の輪走筋から記録された脱分極（コリン
作動性 EJP）の１例。破線は静止膜電位 

Ｅ：コリン作動性 EJPの振幅の大きさをまと
めた結果 

 
（４）平滑筋細胞では EJPによる膜の脱分極
によって電位依存性 Ca2+チャネルが活性化
する。その結果、細胞外から細胞内に Ca2+
が流入することで平滑筋は収縮する。図３の
結果において大腸輪走筋の EJPの発生には M3
受容体を介した成分が優位であったことか
ら、収縮も同成分の役割は大きいことが予想
される。しかし、大腸輪走筋の収縮における
M2 および M3 受容体の役割は不明である。そ
こで、各種ムスカリン受容体欠損マウスを用
いて大腸輪走筋の収縮を比較した。その結果、
M2 欠損マウスから記録される収縮、すなわち
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M3 受容体を介する収縮よりも，M3 欠損マウ
スで記録される収縮すなわち M2 受容体を介
する収縮の方が大きいものが記録された（図
４）。従って、EJP の結果とは異なり、収縮に
占める割合は M2 受容体の方が大きいことが
分かった。大腸輪走筋の収縮は M2 を介する
成分が優位であったのに対して、EJPは M2受
容体だけでは発生しなかった。このことは、
大腸輪走筋の収縮のうち、M2 受容体を介する
経路に EJPの発生は関わっていないことを示
唆している。大腸輪走筋の収縮において、M2
受容体を介する経路の詳細は今のところ不
明である。M2 受容体を介する収縮機構を調べ
ることで、新たな情報伝達経路の発見につな
がることが期待される。一方、大腸輪走筋の
収縮の M3 受容体を介する経路には EJP の発
生が含まれていることが考えられた。 
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図４各種ムスカリン受容体サブタイプ欠損

マウスの大腸輪走筋の収縮をまとめた
結果 

Ａ：神経刺激によって誘発した収縮の典型例 

Ｂ：神経刺激誘発収縮をまとめた結果 
Ｃ：ムスカリン受容体刺激薬（カルバコール）

によって誘発した収縮の大きさをまと
めた結果 

 
（５）大腸輪走筋におけるコリン作動性 EJP
の発生機構が解明されれば、ムスカリン受容
体を介する収縮の詳細の解明につながるこ
とになる。しかし、コリン作動性 EJPに関与
している陽イオンチャネルは不明である。こ
れまでに、陽イオンチャネルは SKF96365 や
LOE908 といった阻害薬で抑制されるという
報告（引用文献⑦および⑧）や、EJPには NFA
で抑制される Cl-チャネルが関与していると
いう報告がある（引用文献⑨）。そこで
SKF96365、LOE908、NFA の EJP に対する影響
を調べた。SKF96365 は小腸から単離した平滑
筋細胞において、ムスカリン受容体を活性化
することで開く陽イオンチャネル（ムスカリ
ン受容体作動性陽イオンチャネル）電流を抑
制することと、小腸の縦走筋における EJP の
発生を強く抑制することが分かっている。し
かし、SKF96365（30 M）は EJP を抑制しな
かった（図５）。 
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図５EJPに対する SKF96365の影響 
Ａ：SKF96365（30 M）投与前の EJP の１例

破線は静止膜電位 
Ｂ：SKF96365（30 M）投与後の EJPの１例 
SKF96365 は EJP に影響を与えなかった。 
 
LOE908 も陽イオンチャネルを抑制すること
が報告されている（引用文献⑦）。そこで
LOE908（10 M）の EJP に対する効果も検討
した。その結果、EJP は有意に抑制された（図
４）。 
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図４EJPに対する LOE908 の影響 
Ａ：LOE908（10 M）投与前の EJP の１例 
  破線は静止膜電位 
Ｂ：LOE908（10 M）投与後の EJP の１例 
Ｃ：振幅の大きさをまとめた結果 
LOE908（10 M）は EJP を有意に抑制した。 
 
NFAも EJPを抑制することが予想されている。
しかし、これらは EJPに影響を与えなかった
（図５）。 
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図５EJPに対する NFAの影響 
Ａ：NFA（100 M）投与前の EJPの１例 
  破線は静止膜電位 
Ｂ：NFA（100 M）投与後の EJPの１例 
Ｃ：振幅の大きさをまとめた結果 
NFA（100 M）は EJP に影響を与えなかった。 
 
これらの結果は、大腸輪走筋の EJP の発生に
関わる陽イオンチャネルは、これまでに小腸
で発見されたものとは異なることと、LOE908
に感受性のものであることを示唆している。
もし、陽イオンチャネルの分子実態が明らか

となれば、ムスカリン受容体を介する収縮機
構の解明がさらに進むことになる。 
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