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研究成果の概要（和文）：コリン作動性神経は中枢神経系において認知機能などに重要である。

コリン作動性神経末端において、アセチルコリン合成の前駆体であるコリンは高親和性コリント

ランスポーター（CHT1）によって細胞外から輸送される。この輸送はアセチルコリン合成の律速

段階となる。我々は、輸送基質であるコリンがCHT1の細胞内移行を誘導することによりその細胞

表面発現量を制御することを新たに見出した。また、テトラヒドロピリミジン系薬がCHT1の競合

的阻害剤であることを新たに見出した。	
 

 
研究成果の概要（英文）：Cholinergic neurons are involved in cognitive function in the central nervous 
system. At the cholinergic presynaptic terminals, acetylcholine synthesis relies on the high-affinity 
choline transporter (CHT1) for efficient choline supply from extracellular fluid. The choline uptake is 
the rate-limiting step in acetylcholine synthesis. We find that extracellular substrate regulates the cell 
surface CHT1 by enhancing its internalization rate. We also find that tetrahydropyrimidines are 
competitive inhibitors of CHT1. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 超高齢化社会到来に伴い、アルツハイマー
病やレビー小体病などの認知症に向けた治
療薬開発は急務である。認知症患者脳では前
脳基底部から大脳皮質の広範な領域に投射
するコリン作動性神経の脱落が顕著であり、
認知機能障害の原因であると考えられてい

る。本邦で認可されているアルツハイマー病
治療薬はコリン作動性神経賦活作用をもつ
コリンエステラーゼ阻害剤ドネペジルのみ
で、しかも有効な患者の割合と効果持続時間
は限定的である。ドネペジルとは作用点の異
なる新たなコリン作動性神経賦活薬に対す
る医学的・社会的要請は強い。	
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 コリン作動性神経は中枢・末梢神経系にお
いて認知機能に限らず多くの重要な生理機
能を司り、その破綻は多くの病態に関与する
ことはよく知られている。数十年前から、コ
リン作動性神経末端には特異的な高親和性
コリン取り込み系が存在し、アセチルコリン
合成の前駆体供給の役割を果たすと考えら
れてきた。カテコールアミンなど他の神経伝
達物質合成の場合と異なり、アセチルコリン
合成の律速段階は合成酵素であるコリンア
セチルトランスフェラーゼの活性ではなく
前駆体供給のコリン取り込み活性であった
ことから、その機能的重要性が強く指摘され
た。1980 年代にコリン取り込み活性を指標と
したタンパク精製が国内外で多く試みられ
たが、分子的同定は困難を極め、コリン取り
込み系はコリン作動性神経研究におけるブ
ラックボックスとなった。1990 年代に入って
コリン取り込み系の分子実体として高親和
性コリントランスポーターの存在が予想さ
れた。しかし、国内外の多くのグループが同
定を試みるも成功には至らなかった。我々は
試行錯誤の末に世界に先駆けて高親和性コ
リントランスポーターを発現クローニング
す る こ と に 成 功 し 、 CHT1	
 ( choline	
 
transporter	
 1)	
 と名付けた（Okuda	
 et	
 al.,	
 
Nature	
 Neurosci.,	
 2000）。さらに、免疫組
織化学的解析を行い、コリン作動性神経に特
異的に局在することを明らかにした。CHT1 は
Na+依存的にコリンを輸送し、ヘミコリニウム
-3（HC-3）によって特異的に阻害された。CHT1
の生理的重要性は遺伝子欠損マウスがアセ
チルコリン合成能を欠き呼吸不全で致死で
あることから明らかとなった。コリン取り込
みがアセチルコリン合成の律速段階である
ことから、高親和性コリントランスポーター
CHT1 はコリン作動性神経において極めて重
要な機能分子であると共に、アルツハイマー
病などの認知症やその他のコリン作動性神
経変性疾患に対する効果的な創薬に向けて
の新しい標的となりうる。CHT1 を標的とした
コリン取り込み促進という全く新しい作用
機序をもつコリン作動性神経賦活薬は、効果
的な抗認知症薬開発の有力候補として期待
されると考えられた。本研究開始当初の頃に
は、コリン取りこみ制御機構はコリン作動性
神経機能に重要な機構として国内外でも注
目を集め、CHT1 は重要な研究対象になりつつ
あった（Sarter	
 and	
 Parikh,	
 Nature	
 Rev.	
 
Neurosci.,	
 2005）。特に CHT1 トラフィッキ
ングによるアセチルコリン合成制御は、コリ
ン作動性神経機能において極めて重要な機
構として分子機序の解析が始まっていたが、
その生理的な制御機構はよく知られていな
かった。また、国内外において CHT1 を標的
とするコリン作動性神経賦活薬開発に関す
る報告は為されておらず、そのような試みも

知られていなかった。	
 
 
２．研究の目的 
	
 CHT1 のトラフィッキングや機能調節の分
子機構を明らかにすると共に、そこで得られ
た情報を利用してコリン取り込み促進薬の
スクリーニング系の構築と探索を行いリー
ド化合物を見出すことを最終目的とした。
CHT1 の機能調節においては細胞内トラフィ
ッキングが最も重要な役割を果たすため、
CHT1 トラフィッキングはアセチルコリン合
成制御に重要な機構であるだけでなく、コリ
ン取り込み促進薬のスクリーニングにおい
て重要な基礎情報を提供する。まず、リガン
ド依存性 CHT1	
 細胞内移行の分子機構を明ら
かにすることにした。これらの成果を踏まえ
た上で、コリン取り込み促進薬の評価系の構
築を行い、ハイスループットスクリーニング
によりリード化合物を見出すことを目的と
した。	
 
 
３．研究の方法 
（1）CHT1 細胞内移行がリガンド依存的であ
るという予備的結果を得ていたので、この詳
細な機構の解析を行った。培養細胞発現系、
前脳基底部初代培養神経細胞、脳シナプトソ
－ム分画の系において、基質であるコリンや
阻害剤であるヘミコリニウムの前処理によ
る細胞表面 CHT1 発現量の変動を調べた。[3H]
ヘミコリニウムを用いたリガンド結合実験、
および細胞表面選択的なタンパクビオチン
化・脱ビオチン化を用いたウエスタンブロッ
トにより CHT1 細胞内移行の詳細な反応速度
論的解析を行った。	
 
（2）HEK293 細胞の CHT1 恒常的高発現株を用
いてコリン取り込み促進化合物のスクリー
ニング系の構築を行った。[3H]コリンを用い
たコリン取り込み実験によるスクリーニン
グが理想であったが、培養細胞のコリン取り
込みバックグラウンドは高い上に操作的に
も多量処理には適していなかった。ヘミコリ
ニウム-3 は親水性の CHT1 リガンドであり、
細胞表面の CHT1 量を定量化するのに適して
いるため、[3H]ヘミコリニウム-3 を用いたリ
ガンド結合実験により細胞表面の CHT1 発現
量を増大させる化合物のスクリーニングを
行うことにした。結合実験の条件検討を行い、
アッセイの最適化を行った。構築したスクリ
ーニング系を用いて、市販の化合物ライブラ
リー（Microsource 社）から細胞表面 CHT1 量
の増大作用をもつ化合物のハイスループッ
トスクリーニングを行った。	
 
（3）未知の CHT1 トラフィッキング制御機構
を明らかにするには、CHT１結合タンパク及
び複合体成分の同定が不可欠である。CHT１
細胞内領域に結合するタンパク質がトラフ
ィッキング制御に関与することが示唆され



るので、CHT1 内の 7つの細胞内領域それぞれ
の GST 融合タンパク質を大量発現・精製して
カラムに結合させ、ブタ脳組織から CHT1 結
合タンパク質の精製・同定を試みた。また、
脊髄 cDNA ライブラリーを作製し、酵母
two-hybrid 法による CHT1 細胞内領域の結合
タンパク質の探索を行った。	
 
（4）CHT1 のオリゴマー化の可能性が考えら
れたため、CHT1 が属する SLC5 ファミリーの
トランスポーター（SGLT1,	
 SMVT）なども対
象にして、培養細胞発現系において架橋処理
や免疫沈降などによりホモオリゴマー形成
に関する検討を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）脳シナプトソーム、前脳基底部初代培
養神経細胞、培養細胞発現系において、輸送
基質であるコリンが CHT1 の細胞内移行を誘
導することによりその細胞表面発現量を制
御することを新たに見出した。これは既知の
クラスリン依存性経路とは異なる経路で選
択的にトラッフィキングが制御されると考
えられた。阻害剤であるヘミコリニウム-3 は
CHT1 の細胞内移行を阻害することも分かっ
た。また、CHT1 の細胞内移行は細胞外 pH に
依存し、低 pH で促進・高 pH で抑制されるこ
とも新たに見出した。基質誘導による細胞内
移行は、トラフィッキングにより CHT1 の細
胞表面発現量を制御する新たなフィードバ
ック機構であり、アセチルコリン合成速度に
影響を与える重要な現象であると考えられ
る。 
（2）トラフィッキング制御を利用した CHT1
リガンド評価系を構築して、化合物ライブラ
リーからリガンドスクリーニングを行い、古
くから駆虫薬として知られるニコチン性ア
セチルコリン受容体アゴニストのテトラヒ
ドロピリミジン系薬（morantel,	
 pyrantel,	
 
oxantel）が CHT1 の競合的阻害剤であること
を新たに見出した。Morantel	
 >	
 pyrantel	
 >	
 
oxantel の順に、脳シナプトソームや培養細
胞発現系における CHT1 に対してµM レベルの
阻害定数を示した。既知のリガンドはヘミコ
リニウム-3 など全てコリンアナログである
ので、これは異なる骨格をもつリガンドの最
初の例である。	
 
（3）CHT1 のオリゴマー化についての検討を
行い、CHT1 が属する SLC5 ファミリーのトラ
ンスポーター（SGLT1,	
 SMVT）が培養細胞発
現系においてホモオリゴマーを形成するこ
とを明らかにした。架橋処理や免疫沈降など
の結果から、これらは培養細胞発現系では少
なくともダイマーを形成して機能すると推
測された。	
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