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研究成果の概要（和文）： 
 
副交感神経活動がもたらす心不全病態改善作用のメカニズムを分子レベルで理解することを

目的として、心筋梗塞モデル動物に対するコリンエステラーゼ（アセチルコリン分解酵素）阻

害剤の影響を検討した。その結果、コリンエステラーゼ阻害剤は、心筋梗塞急性期において、

梗塞部位に浸潤してきた炎症系細胞からの細胞外基質分解酵素の産生を抑制し、心拍数および

血圧非依存的に左心室自由壁破裂による死亡率を低下させることが明らかになった。また、コ

リンエステラーゼ阻害剤の浸潤細胞に対する抗炎症作用は、非コリン作動系のシグナル伝達を

介している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 

In the present study, we investigated the acute effect of donepezil, an 
acetylcholinesterase inhibitor, on cardiac dysfunction and remodeling during an acute 
phase of myocardial infarction (MI) in mice. As results, donepezil inhibited matrix 
metalloproteinase-9 (MMP-9)-related acute inflammatory tissue injury in the infarcted 
myocardium, thereby reduced the risk of left ventricular free wall rupture during the 
acute phase of MI. 
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１．研究開始当初の背景 
 
現代の高齢化社会において、死因第二位と

される虚血性心疾患の治療法開発および予
防対策は、循環器領域の基礎・臨床研究にお
ける重要課題のひとつである。申請者が所属
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する研究グループでは、これまでに、迷走神
経刺激が虚血性慢性心不全モデル動物の生
命予後を劇的に改善することを明らかにし、
副交感神経系の未知の作用、すなわち迷走神
経活動の心不全病態改善効果を新たに見出
した（Circulation 2004）。さらなる研究に
より、迷走神経刺激がギャップ結合タンパク
質であるコネキシン 43 を保護し致死性不整
脈の発生率を低減させること（Circulation 
2005）、アセチルコリンが非低酸素条件下に
おいて PI3K/Akt/HIF-1α経路を介して心筋
細胞に虚血耐性をもたらすこと（ FEBS 
letters 2005）を明らかにした。これらの研
究結果より、迷走神経刺激によって神経末端
より放出されるアセチルコリンは心筋細胞
および心臓に対して短期的な、あるいは不全
心を持つ個体に対して長期的な保護作用を
持つことが示唆された。したがって、アセチ
ルコリン誘導性のストレス防御機構に関わ
る因子の定量解析、およびアセチルコリンが
有する心臓リモデリング予防効果と心機能
温存効果の定性解析を行い、迷走神経刺激の
虚血性心不全に対する保護作用の分子メカ
ニズムを解明することが強く望まれる。 
 
 
２．研究の目的 
 

虚血性心疾患治療においては、心臓リモ
デリングを制御し、心収縮機能の減弱を抑え
ることによって、心不全発症に至るまでの一
連の経過を如何に遅延できるかが重要であ
り、その治療成績は心機能の向上（または低
下抑制）と生存率の改善をもって評価される。 
本研究では、臨床現場での内科的薬物治療に
よる虚血性心疾患への早期介入を想定して、
心筋梗塞急性期におけるアセチルコリンの
構造的・機能的リモデリングに対する短期的
効果を検証し、副交感神経活動がもたらす心
不全病態改善作用のメカニズムを分子レベ
ルで理解することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 コリンエステラーゼ阻害剤は生体内での
アセチルコリン分解を抑制し、内在性アセチ
ルコリンレベルの上昇を引き起こす。本研究
では、内在性アセチルコリンが持つ心筋保護
作用を検討するために、心筋梗塞モデル動物
に対するコリンエステラーゼ阻害剤の影響
を検討した。さらには、その作用機序を明ら
かにする目的で、単離マクロファージに対す

るコリンエステラーゼ阻害剤の影響を検討
した。 
 
（１）In vivo実験：マウス心筋梗塞モデル
に対するコリンエステラーゼ阻害剤の影響 
 
①マウスの左冠動脈を結紮して心筋梗塞モ
デルを作成し、コリンエステラーゼ阻害剤投
与群と非投与群に分ける。 
②術後 3日目に tail-cuff法によって心拍数
および血圧を測定し実験群間で比較する。 
③非投与群の自然歴における心破裂（左心室
自由壁破裂）による死亡率を求め、投与群の
それと比較する。 
④心臓を単離して以下の点において実験群
間で比較する。 
a) 左心室リモデリング：組織形態学的手法
により、左心室内腔の直径や左心室壁の厚さ、
および梗塞サイズを測定し比較する。 
b) 梗塞部位の繊維化：免疫組織化学的手法
により、心筋壊死領域または壊死領域と正常
領域との境界において、炎症系細胞数や細胞
外基質量の比較を行う。 
c) 組織リモデリング：梗塞部位の繊維化に
関わる細胞外基質分解酵素について、遺伝子
およびタンパク質の発現量を測定する。また
酵素電気泳動法により酵素活性を測定する。 
 
 
（２）In vitro実験：単離マクロファージに
対するコリンエステラーゼ阻害剤の影響 
 
①マウス腹腔内よりマクロファージを単離
し、初代培養系を得る。 
②ACh またはコリンエステラーゼ阻害剤処理
後、内毒素（LPS）による炎症刺激を行い、
培養上清と細胞のサンプリングを行う。 
③培養上清または細胞における細胞外基質
分解酵素の定量解析を行う。また酵素電気泳
動法により酵素活性を測定する。 
④ニコチン性またはムスカリン性 ACh受容体
拮抗薬存在下で、AChおよびコリンエステラ
ーゼ阻害剤の抗炎症作用を評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）心筋梗塞モデル動物における実験 
 
①心筋梗塞モデルマウスは、急性期に梗塞領
域と非梗塞領域との境界部に穿孔が生じ、高
頻度で心破裂により死亡した。 



 

 

 
 
②コリンエステラーゼ阻害剤は心拍数およ
び血圧非依存的に急性期心破裂の危険率を
有意に低減した。 
 

 
sham 

infarcted 
 untreated DPZ 
HR 
(bpm) 

493 ± 70 548 ± 53 528 ± 43 

BP 
(mmHg) 

98.9 ± 5.0 81.6 ± 7.4 # 78.3 ± 7.9 # 

rupture 
rate (%) 

0 30.6 8.7 # 

 
 
③コリンエステラーゼ阻害剤は軽度の心筋
リモデリング抑制効果を示し、また、梗塞領
域へ浸潤する炎症系細胞の数を有意に減少
させた。 
 
 untreated DPZ 
HW/BW (mg/g) 5.85 ± 0.66 5.60 ± 0.39 
Wall thickness   
left ventricle (µm) 68.7 ± 10.7 89.8 ± 21.5 
septum (µm) 134.6 ± 13.1 132.0 ± 6.2 
left ventricle / septum 0.51 ± 0.07 0.69 ± 0.20 # 
right ventricle (µm) 56.1 ± 8.91 43.9 ± 7.31 # 

Infarct size (%) 68.3 ± 3.12 62.6 ± 9.61 
Nuclear density 
(×103/mm2) 

4.42 ± 0.36 3.50 ± 0.29 # 

 
 
④コリンエステラーゼ阻害剤は梗塞領域に
おける細胞外基質分解酵素（MMP-9）の発現
量および酵素活性を有意に抑制した。 

a) mRNA. b) protein. c) enzymatic activity 
(pro and active form). d) relative 
enzymatic activity (active / total). 

 
 
 
（２）単離マクロファージにおける実験 
 
①コリンエステラーゼ阻害剤処理したマク
ロファージでは、培養上清中および細胞内の
MMP-9 量が有意に低かった。 
 
 

 
②コリンエステラーゼ阻害剤処理したマク
ロファージでは、培養上清中に分泌された
MMP-9 の酵素活性が有意に低かった。 
 

 

 
 

 



 

 

 

 

 

 
③コリンエステラーゼ阻害剤は非コリン作
動系を介してマクロファージ MMP-9を抑制し
た。 
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