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研究成果の概要（和文）：救急医療においてアトロピンは、麻酔からの覚醒、心筋梗塞における洞性徐脈からの
回復などの目的で広く使用されている。しかしながら、ヒトにおいてはアトロピンを代謝する機構がないため、
副作用を防ぐには効果的にリバースする製剤の開発が望まれる。そこでアトロピンエステラーゼを有している傍
証のあるウサギより、アトロピンエステラーゼの単離を試みた。ACh誘導カリウムチャネルの徐脈性不整脈にお
ける変異型がアトロピン感受性を示すことがわかったのは１つの成果だか、結果的には遺伝子の単離には至らな
かった。

研究成果の概要（英文）：In emergency medicine, atropine is widely used for the purpose of awakening 
from anesthesia and recovery from sinus bradycardia in myocardial infarction. However, since there 
is no mechanism for metabolizing atropine in humans, it is desired to develop a drug that 
effectively reverses it in order to prevent side effects. Therefore, we attempted to isolate 
atropine esterase from rabbits with evidence of atropine esterase. It was one of the results that 
the mutant form of ACh-induced potassium channel in bradycardic arrhythmia was found to be 
atropine-sensitive, and as a result, the gene was not isolated.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： アセチルコリン受容体拮抗薬　アトロピン　 迷走神経緊張 　麻酔覚醒 　洞性徐脈

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに未解明であったアトロピンエステラーゼの実態を明らかにできることが、本研究にまず期待されるこ
とであった。しかしながら、本申請ではアトロピンエステラーゼの単離は成功しなかった。アトロピンエステラ
ーゼの実態が明らかになれば、救急医療におけるアトロピン拮抗剤の開発に将来的につながる可能性があるの
で、今後もその方向での研究が期待される

※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 
ムスカリン性アセチルコリン受容体遮断薬アトロピンは、救急医療をはじめとする様々な臨床
の現場で使用されている。①麻酔覚醒時にアトロピンとネオスチグミン（コリンエステラーゼ阻
害薬）は、手術中に残存する非脱分極性筋弛緩薬の作用を減弱し、患者の自発呼吸を速やかに回
復させ、かつ副作用を抑えるために混合して使用される。②急性心筋梗塞などの場面で過度に迷
走神経が緊張することにより引き起こされた洞性徐脈に対して、迷走神経を遮断する目的でア
トロピンが使用される。③眼科領域では、アトロピンを点眼することにより、瞳孔散大（瞳孔拡
張）を引き起こし、診断に応用されている。しかしながら、アトロピンは外因性の天然アルカロ
イドであり、生体内に代謝酵素は存在しない。それゆえアトロピンが上記の目的で使用された際
に過剰に作用した場合、その作用をリバースするのは困難である。 

アトロピンは前述したようにアセチルコリン受容体拮抗薬であり、アセチルコリンによる受
容体刺激作用を競合的に妨げる作用メカニズムを有する。このような応答はヒトをはじめ、マウ
ス、ラット、イヌなどの哺乳類全般で保存されている。一方げっ歯類のウサギにおいては、アト
ロピンによる薬理効果の認められないもしくは減弱している個体が多数存在することが、古く
から知られており、ウサギの血清中には、アトロピンを薬理作用のないトロパン酸とトロピンに
加水分解する酵素（atropine + H2O ⇌ tropine + tropate）、すなわちアトロピンエステラーゼ(EC 
3.1.1.10)が存在することが示唆されている。現在までにエステラーゼ遺伝子座は、ウサギでは複
数知られており、その中でも Est-2F の遺伝子座がアトロピンエステラーゼをコードすると考え
られている。しかしながら、その分子実態は明らかになっていない。 

それゆえ、ヒトには存在しないアトロピンエステラーゼの分子実態を明らかにし、その分子を
用いた酵素補充療法によりアトロピンの過剰作用をリバースすることは、救急医療の分野では
非常に重要となる。申請者らは、これまでに遺伝性洞性徐脈の責任遺伝子の同定・機能解析、お
よび自律神経における生理学的研究を行ってきており、その過程で迷走神経を介した調節系の
重要性を明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 
前記した背景および後述する申請者らのこれまでの研究成果をもとに、本研究ではウサギのア
トロピンエステラーゼ遺伝子の分子実態を明らかにし、麻酔からの覚醒、頻脈の調節などの救急
医療への応用の基盤研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 電気生理学的なアプローチによる KACh チャネルのアトロピン感受性についての検討 
 
アフリカツメガエルの未受精卵を調整し、電気生理学学的な解析の材料とした。実際には、ヒト
の Kir3.1（野生型および変異体）、Kir3.4 などから cRNA を合成し、アセチルコリン受容体（m2R）
の cRNA とともに、受精卵に導入した。チャネル電流の測定は、二電極膜電位固定法によって行
い、得られら電流値の解析は、Clampfit によって行った。アトロピン、アセチルコリン（ACh）
および Ba2+は還流液に流す形で添加し、ACh はチャネルの活性化（total 電流の測定）および



Ba2+は、発現しているカリウム電流を完全に抑制するために使用した。 
 
（２）ウサギ DNA サンプルを用いた多型性の検討 
ウサギのゲノム配列を検索することに Est-2Fllocu 周辺のアノニマス領域に primer を作製した。
ウサギ個体の血液よりゲノミック DNA を抽出し、PCR のテンプレートとした。PCR 反応後、
PCR 産物をさらに制限酵素処理することにより、この領域に多型性があるのかどうかを検討し
た。 
 
（３）ウサギ血清を用いた活性画分の検討について 
 

NW ウサギの血清中に硫酸アトロピンを混和し、37℃で酵素反応を行った。続いて、溶液中で
産生された副産物の色素の吸収波長を測定することにより、アトロピンエステラーゼ活性を測
定した。続いて、この活性を指標に血清中の抽出タンパク質を HPLC により分離・精製した後、
10%SDS、200V,40 min で電気泳動を行い、ゲルを直接 CBB（クーマシーブリリアントブルー）
染色することにより、タンパクを可視化した。 
 

４．研究成果 
 
（1） アトロピン感受性電流成分の検出 

 
これまでに家族性洞性徐脈家系からポジショナ
ルクローニング法により、責任遺伝子 KCNJ3
（Kir3.1）に変異を同定し、病態と遺伝子変異の
因果関係を明らかにすることができた。このチャ
ネルをさらに解析するために、、野生型、変異型そ
れぞれをアフリカツメガエルの未受精卵に発現
させ、電流を測定した。まず、basal の状態では、
野生型の電流値は低く抑えられているのに対し
て、すでにチェネルが開口し、大きい電流が流れ
ていた。続いて、アセチルコリンを注入すること
によりチャネルを活性化すると、野生型ではチャ
ネルが活性化するのに対して、変異型では、電流
の増加は、２倍程度であった。そして、アセチルコ
リンの反応を拮抗させるためにアトロピンを作用
させたが、野生型では、basal の状態に近い電流値
を示した。ところが、変異型では、アセチルコリン
により誘導された電流以上の電流下降が観察され
るけっかとなった（図１）。この現象を定量化する
ために、n=12 の電流値を測定し plot すると、グラフで示されるように、再現性よく変異型で
は、アトロピンを作用させたことによる電流値の減少、すなわちアトロピン感受性成分の存在が
予想された（図２）。 

 
（２） Est-2F の遺伝子座周辺のマーカーの予備的検討 



 
Est-2F の遺伝子座の連鎖解析を行う目的で、これまでの知見から
予想される遺伝子座周辺に pirmer を作製し、多型性の検出を試み
た。その結果図に示すように、多型性を示すマーカであった（図
3）。現時点では、ウサギの個体数確保がうまくいかなかったので、
組換えポイントの検出は今後の課題であるが、予備的には検討で
きたといえる。 
 
 
（3）ウサギ血清分画からの初期的な検討 
 
最初の段階では、ウサギの血清からアトロピンエステラーゼの活性
を検出した後に、どのように精製していけるかも予想がつかなかっ
たので、ウサギの血清から活性が検出される分画を HPLC でゲル
ろ過、疎水カラムなどを通して、分画を試みた（図４）。その結果、
flow throw には不純物のタンパクがかなり出現し、多少 wash 分画
にも溶出されてきたが、elution には、活性がまだ残存するタンパ
ク分画は存在した。 
 
 
 ウサギよりアトロピンエステラーゼ遺伝子を単離するために、生化学、遺伝・ゲノム科学など
の様々な知識が必要とされる。遺伝・ゲノム解析をする上でもっとも問題になりそうなのはウサ
ギのようなゲノムﾃﾞｰﾀベースが充実していない生物で変異を探索する点にあり、この点につい
ては、NW ウサギなどのホールゲノムの解析も今後必要になってくるかもしれない。また、アト
ロピンエステラーゼの活性検出については、やはり今回入手が困難であった野生型（アトロピン
エステラーゼの活性が弱いと予想される）の血清の入手も視野に入れること、何らかの形でタン
パクをさらに分画したら、ショットガン MS などで、とりあえず候補となる酵素タンパクのペプ
チド断片のアミノ酸配列を取得するなどのアプローチも有効であったかもしれないと、考える。 
  
 アトロピンエステラーズの分子の単離そのものについては、今後の課題であるが、少なくとも、
徐脈不整脈に関連するようなカリウムチャネルにおいては、アトロピンにはアセチルコリンに
対する拮抗作用以外の副次効果が存在し、過剰なアトロピンは生体内で予期せぬ副作用を引き
起こす可能性が示唆された。それゆえ、ヒトの生体内においてアトロピンの効果を調節すること
は、救急医療においてやはり重要となるので、継続的な探索が望まれる。 
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