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研究成果の概要（和文）：心筋細胞みずからがもつACh産生システムであるNNCCS (non-neuronal cardiac cholinergic
 system)のin vivoにおける生理学的機能を、心室筋心筋細胞特異的にcholine acetyltransferase（ChAT)を発現させ
るChAT tgm（ChATトランスジェニックマウス）を作製し解析した。その結果、このシステムは心筋細胞の虚血耐性を亢
進させ、心室筋における血管新生を促進し、エネルギー基質を糖利用にシフトさせる機能を持つことが明らかとなり、
NNCCSは今後治療ターゲットとなることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vivo biological functions of a non-neuronal cardiac cholinergic system (NNCCS) 
was investigated using the heart-specific ChAT tg mice (ChAT tgm), in which choline acetyltransferase 
(ChAT) gene was overexpressed under the control of an alpha MHC promoter. ChAT tgm showed comparable 
hemodynamic parameters and cardiac functions, compared with WT mice. ChAT tgm was resistant against 
myocardial infarction with a remarkably improved survival rate, more intact myocardium in the infarcted 
area as well as enhanced angiogenesis, and more glucose uptake in cardiomyocytes, compared with WT mice. 
Isolated ChAT tgm hearts showed a longer beating period even in the global ischemia and faster recovery 
of beating after ischemia canceled. These results suggest that NNCCS can be a therapeutic target against 
cardiovascular diseases.

研究分野：循環器内科学
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心筋細胞 ACh 産生系制御による代謝リモデ
リング介入効果についての基盤的研究 
 
１．研究開始当初の背景 
 
心筋細胞 ACh 産生系という概念は、研究代
表 者 が 2009 年 に FEBS J 
2009;276:51115125 において提言し発表し
たものである。すなわち、心室筋細胞自らが
ACh を産生しそれを細胞内に蓄え輸送する
システムを持つということ、このシステムは
その後、a non-neuronal cardiac cholinergic 
system (NNCCS)または、最近では心筋にお
ける non-neuronal ACh (NNA)と呼ばれてい
るものである。この NNCCSは、その後他の
研究者によっても独立して 2009～2012年の
間に報告され、このシステムの存在について
は、ほぼコンセンサスが得られたものと考え
られている（Auton Neurosci 2010, J Mol 
Cell Cardiol 2012, FASEB J 2013）。 
 
問題は、このNNCCSがどのような生理的機
能をもっているかという点であり、それにつ
いては研究代表者がこれまでに、主に in 
vitro 培養細胞等を用いた実験にて下記のこ
とを明らかにしている。 
 
1）NNCCS は心筋細胞におけるギャップ結
合機能をつかさどるコネキシン蛋白の膜安
定化および局在化に必須であり、NNCCSに
よりギャップ結合が正に制御を受けている
（PLoS One 2012） 
 
2) NNCCSによる AChはミトコンドリア機
能を負に制御し、細胞酸素消費量を調節して
いる（FEBS J 2009）。 
 
3）NNCCSは細胞内 ATP消費を抑制し、細
胞内代謝におけるグルコース依存度を高め
る(PLoS One 2012)。 
 
4）NNCCS はノルエピネフリンによる心筋
細胞の細胞死を、その酸素消費量を抑制する
ことで、抑止する（PLoS One 2012）。 
 
5）抗アルツハイマー薬ドネぺジルは、心臓
において NNCCSを活性化させ、心臓心室筋
内 ACh含量を増加させる (FEBS J 2009)。 
 
6）ドネぺジルは心臓心室筋のみならず、血
管内皮細胞においても NNAを機能亢進させ、
HIF-1制御下の遺伝子群転写亢進を介して
血管新生を促進させる（J Mol Cell Cardiol 
2010）。 
 
２．研究の目的 
 
しかし、研究背景においてあげられた

NNCCSの新規生理学的機能は、すべて培養
細胞を用いた in vitroにおける知見に基づく
ものであり、in vivoにおいてこれらを証明し
た研究はこれまでに存在しない。また、我々
が発見した NNCCS または心筋における
NNAの機能を端的に示す in vivoモデル動物
というものもこれまでに存在しない。 
 そこで本研究の目的は、この NNCCS究極
のモデル動物である心臓心室筋特異的 ChAT 
(ACh合成酵素 choline transferase)トランス
ジェニックマウス（ChAT tgm）を作製し、
そのフェノタイプを解析することで、
NNCCSの生理学的機能について検討した。 
 
３．研究の方法 
mChAT tgmの心筋梗塞モデルを作製し、そ
の生存率・血行動態・心機能評価を野生型Ｗ
Ｔマウスと比較した。心臓における各種蛋白
発現・免疫組織学的評価を行った。各マウス
からの心筋細胞を培養し、24時間低酸素暴露
を行いその細胞代謝・ＡＴＰ含量をＷＴと比
較した。また心臓を単離しランゲンドルフ灌
流心を用いて、global ischemiaに対する影響
を評価した。 
 
４．研究の成果 
[結果①] ChAT トランスジーンは心臓心室
筋にのみ発現し、脳を含めた臓器においては
発現を認めなかった 
 

MHC をプロモーター、mChAT をトランスジー
ンとして、また IRES システム下に GFP 遺伝
子を発現させ遺伝子導入細胞のみGFP陽性と
なるよう設計し、心室筋特異的 ChAT tgm を
作製した。このマウスは解剖学的異常を認め
ず、妊孕性に問題なくメンデルの法則に従い、
また寿命もほぼ野生型（WT）と比較して差は
なかった。 
 
[結果②] ChAT tgm は WT と同様の血行動態
を示し、特に心拍数 HR においては両者に差
を認めなかった 
収縮期・拡張期血圧、心拍数いずれも WT と
同等であった。 
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さらに ChAT tgm の心機能も心臓超音波検査
で評価する限り WT と同等であった。 
 
 
[結果③] ChAT tgm の心臓は WT と比べて質
的にグルコース利用を促進する反応を示す 
ChAT tgm の心臓においては、HIF-1蛋白発現、
Akt リン酸化、Glut 1&4 蛋白発現がいずれも
増加していた。また、この tgm 由来の初代培
養心筋細胞と WT の心筋細胞とを比べると、
ミトコンドリア機能の指標であるMTT活性が
低下しており、ミトコンドリア機能は WT と
比べて抑制されていた。 

心筋細胞における Glut4 免疫活性は ChAT 
tgm において上昇しており、細胞膜および細
胞質に認められた。 
 
[結果④] ChAT 一過性強制発現 HEK293 細胞
においては HIF-1蛋白発現が亢進し、一方
ChAT siRNA ノックダウン細胞においては, 
HIF-1蛋白は低下し ACh による HIF-1蛋白
安定化が惹起された 
ChAT 強制発現系ではミトコンドリア機能が
一部抑制され、かつ細胞内 ATP 含量は保存さ
れた 
 
この結果③④により in vitro 同様の結果が
in vivo でも認められた。このことは、心室
筋という心臓臓器内でのACh産生機能亢進に
より、その心筋細胞は HIF-1制御下に遺伝子
発現が惹起されることが示唆された。 
 また、細胞内 ACh 産生を亢進させると、ミ
トコンドリア機能の一部抑制（P<0.01）と、
細胞内 ATP 含量の増加（P<0.01）を認めた。 
 
[結果⑤] ChAT tgm は WT と比べて心筋梗塞 
後の生存は著しく改善された 
 
人工呼吸管理下での左冠動脈結紮による心
筋梗塞では、梗塞後 2 週間での WT 生存率は

41.7％であるのに対して、ChAT tgm では
92.3％であり、2 倍以上の改善を認めた
（P<0.01）。 
 

さらに、この時の心臓/体重比をみると
ChAT tgm では 8.600.58 であり、WTの 11.78 
0.94 mg/g と比べて有意に低下していた
（P<0.05）。また、梗塞心筋における残存心
筋量の程度は、ChAT tgm においてより多かっ
た（30.992.42% vs. 14.480.74%, P<0.05）。 
 
[結果⑥] 心筋梗塞後の心臓内血管新生は
WT と比べて ChAT tgm において著明に亢進し
た 
 
vWF を用いて梗塞後の心臓壁における血管新
生の程度を評価したところ ChAT tgm では WT
と比べて著明に亢進していた（P<0.05）。梗
塞前の vWF 陽性領域についても、WT と比べ
ChAT tgm において有意に増加していた。 
この所見は、ChAT tgm において梗塞サイズが
より小さいこと（P<0.01）の原因因子と考え
らえた。つまり、梗塞領域に特に血管新生促
進効果が強く ChAT tgm に認められたことが
残存心筋量の多さにつながると考えられた。 
 
[結果⑦] 単離心臓を用いたランゲンドル
フ心では ChAT tgm の心臓でより虚血耐性が
亢進していた 

 
それぞれから心臓を単離しランゲンドルフ
還流装置に接続し還流し、その後還流を止め
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EF 53.0  1.5 49.7  1.6 NS

FS 26.8  0.9 25.1  1.0 NS
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ることで global ischemia に曝した場合、
ChAT tgm では WT よりも約 3 倍長く拍動を続
けていた。その後還流を再開すると、やはり
ChAT tgm では WT よりも約 3.5 倍早く拍動を
開始した。このことは ChAT tgm の心臓はよ
り虚血耐性を獲得し、そのことが心機能保護
にも関わっていることを示唆した。 
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