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研究成果の概要（和文）：酵素コリンアセチルトランスフェラーゼのスプライスバリアント

(pChAT)が後根神経節（DRG）に存在することが知られている。DRG 内でｐChAT により合成され

るアセチルコリノ（Ach）がどのような機能を有しているかについて、DRG を持つモデルラット

を使い、コリン作動性物質を用いて研究した。その結果、侵害受容に対するコリン作動性調節

機能は、DRG で働いていることが示唆された。また、ヒト DRG についても調べたが、ヒトにお

いてもコリン作動性機能マ－か－あるｐCｈAT が鎮痛作用に関して重要な働きをしていること

が分かった。 

 

研究成果の概要（英文）：The presence of a splice variant of the enzyme choline acetyltransferase 

(pChAT) has been demonstrated in the dorsal root ganglion neurons. The role of acetylcholine 

synthesized by pChAT in DRG has been investigated in rat model of neuropathic pain with the use of 

agonist of cholinergic system. Ours experimental results suggest that a cholinergic regulation of 

nociception take place at the level of primary sensory neurons. Moreover cholinergic marker was 

investigated in human DRG. Our results suggest that pChAT might be a relevant target for analgesia in 

human. 
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１．研究開始当初の背景 
 
1) アセチルコリン(acetylcholine; Ach)

は酵素コリンアセチルトランスフェラーゼ

(Choline acetyltransferase；ChAT）によ

ってコリンとアセチル CoA から作られる。

Ach は神経伝達物質であり、中枢神経系に

おいて認識や記憶に関与する。 また Ach

は運動神経の末端から放出される。末梢神

経系において Ach は自律神経機能や副交感

神経に関与する。 

 

 (2) 最近 Ach の合成酵素(ChAT)に選択的

スプライシングによるアイソフォ-ムの存

在が末梢神経系のニューロンに見出された。

この新アイソフォ-ムを pChAT（末梢性

ChAT; peripheral type of ChAT)と呼び、

従来型を cChAT(従来 ChAT; conventional 

type of ChAT)と呼ぶ。 

 

(3) 後根神節(DRG)の研究には、組織学、ト

ランスクリプトーム学および生化学的解析

の手法を用いた。DRG に従来型ｃChAT の遺

伝子が転写されて mRNA ができることはな

い。しかし DRG に pChAT の遺伝子が転写さ

れて mRNA ができることがある。DRG 内でｐ

ChAT により合成されるアセチルコリン

（Ach）がある。 

 

(4)テトラヒドロビオプテリン(BH4)は次の

酵素の補因子である。 

• L-トリプトファンを 5-ヒドロキシトリプ

トファンに変換するトリプトファン水酸

化酵素。セロトニンの前駆体は 5-ヒドロ

キシトリプトファンである。 

• L-チロシン を (DOPA)に変換するチロシ

ン水酸化酵素 (TH)。ドーパミンの前駆体

は L-ドーパである。 

• 窒素を一酸化窒素（NO)に変換する一酸化

窒素合成酵素。 

セロトニン、ドーパミンと一酸化窒素（NO) 
は、神経因性痛、痛覚過敏と神経性炎症を

調節する。 
 
 
２．研究の目的 
 
仮定：DRGニューロンによってAch統合が

GCH1の酵素活性を強くする。これは侵害重

要性の変調によって起きる可能性がある。 
 

(1)神経傷害痛のラットモデルにおける痛

覚受容に対するAchの影響を検討する。 

(2)DRGでGCH1発現に対するAchの効果を評

価する。 

(3)ヒトのDRGにも同様なシステムが存在す

るかどうかを調べる。 
 
 
３．研究の方法 
 

(1)神経障害痛モデルと侵害受容感覚の解

析。 

神経障害痛のモデルラットの作成。坐骨神

経結紮モデルを使用（機械的アロディニア

および温度過敏性疼痛）。神経障害疼痛モデ

ルラットおよび正常ラットの侵害受容感覚

の分析（広範な感覚をカバーするよう計画）。 

a) 機械的アロディニア評価のためのVon 

Freyテスト。 

b) 寒冷アロディニア評価のためのアセト

ンテスト。 

c)温熱痛覚過敏評価のための Hargreaves

テスト。 

 

(2)侵害受容感覚のコリン作動性制御。 

 コリン作動性神経の拮抗薬を正常あるい

は神経障害モデルラット DRG に注入し、痛

覚レベルを測定。使用薬剤は以下のとおり。

Ach合成阻害剤(NVP)およびニコチン受容体

アゴニスト(nicotine, epibatidine）。 

 

(3)DRGのコリン作動性システムを分析する。

(酵素、代謝物と受容体） 

a) リアルタイムRT-PCR法により、コリンア

セチル基転移酵素(ChAT)とニコチン性アセ

チルコリンレセプター(nAchR)のmRNA発現

を定量化する。 

b) ウエスタンブロットと免疫組織化学に

よって、ChATとnAchRのタンパク質の発現を

解析。 

c）放射測定アッセイ法によって,ChATの酵

素活性を分析する。化学発光法によるアセ

チルコリン(Ach) の定量。 

 



 

(4)DRGのテトラヒドロプテリン合成代謝を

分析する。 

a)リアルタイムRT-PCR法により, グアニル

酸シクロヒドロラーゼ(GCH1)のmRNA発現を

定量化する 

b)ウエスタンブロットと免疫組織化学によ

って、ChATとnAchRのタンパク質の発現解析

。 

c) 高速液体クロマトグラフィー(HPLC) に

よって、GCH1の酵素活性とテトラヒドロプ

テリンを分析する。 

 

(5) ヒトpChATの特異的な抗体を産生させ

る。 

抗原性のペプチドのスクリーニングとセレ

クションを行う。マウスとウサギの免疫化

をする。抗体の免疫組織化学的と生化学的

な評価をする。  

 
 
４．研究成果 
 

(1) 神経障害痛モデルと侵害受容感覚の解

析： 

神経障害痛のモデルラッ作り。侵害受容感

覚の定性および定量的評価方法を確立した

。 

 

(2) 侵害受容感覚のコリン作動性制御： 

色々なコリン作動性神経の拮抗薬を正常あ

るいは神経障害モデルラットDRGに注入す

る。DRGに拮抗薬を直接注入したが再現性は

非常に疑問だった。次ぎに、エマルジョン

で薬物送達システムを試すとともに痛覚レ

ベルを測定した。 

Achの拮抗薬のみ、もしくはDAHPのみをラッ

トに注入した場合には効果は見出せなかっ

た。しかし、Achの拮抗薬とGCH1の拮抗薬

(DAHP)を一緒にてラットに注入した場合に

はと痛覚の消失が観測された(図1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1：痛覚消失によるAchの拮抗薬とGCH1の

拮抗薬(DAHP)の効果。 

 

(3) DRGのコリン作動性システムとテトラ

ヒドロビオプテリンの合成解析： 

Achの拮抗薬をラットに送達GCH1mRNA発現

を定量化した。GCH1mRNA発現によるAchの拮

抗薬の効果はなかった(図２）。しかし、GC

H1の酵素活性によりAchの拮抗薬の効果が

現された。Achの拮抗薬はGCH1の酵素活性を

増加させる(図３）。その結果は、GCH1の酵

素活性がAchによって制御されるこを示唆

する。 

図2：GCH1mRNA発現によるAchの拮抗薬の効

果。 
 

図3：GCH1の酵素活性によるAchの拮抗薬の

効果。 
 
 



(4)ヒトのDRGのコリン作動性マーカー： 

マウスを用いて抗原性ペプチドのスクリー

ニングを行い、最も抗原性のペプチドを決

めた。この抗原性ペプチドをマウスとウサ

ギに住入して抗体を産生させた。得られた

抗体を用いてヒトのDRGの免疫組織染色を

行った(図4)。 

(図４)：人間DRGにヒトpChAT抗体の免疫組

織染色。  
 
ウエスタンブロット, 免疫沈降およびペプ

チド吸収テストを用いて特異抗体検査を行

った。この結果、ヒトのDRGにおいても同様

なコリン作動性システムが機能しているこ

とが示唆せされた 、これは臨床的な意味

において、極めて重要な知見てある。 
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