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研究成果の概要（和文）：本研究では、眼表面の知覚や恒常性維持に重要な役割を担う角膜感覚神経が内因性ア
セチルコリンによる制御を受けているかを明らかにし、さらに眼表面疾患ドライアイにおけるこの制御機構の変
調が病態に関与しているかを解明する実験を実施した。モルモットの角膜において感覚神経は、特に冷感受性を
示す神経線維でα4ニコチン性アセチルコリン受容体を介した興奮性制御を強く受けていた。また、アセチルコ
リンの合成と遊離は、主に角膜上皮細胞層基底部の上皮細胞で行われることが判明した。さらに、ドライアイモ
デルモルモットでは、正常な動物と比べてニコチン受容体刺激に対する角膜神経の興奮や瞬目反応に違いがある
ことも示すことができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the regulatory system of corneal sensory nerves by endogenous
 acetylcholine and its relevance to dry eye were examined using guinea pigs. We found that the 
excitation of corneal sensory nerves, especially cold-sensitive ones, is controlled by nicotinic 
acetylcholine receptors containing alpha 4 subunits. Endogenous acetylcholine in the cornea is 
mainly synthesized and released by epithelial cells located in the basal portion of epithelium. The 
excitation of corneal nerves and blinking induced by stimulation of nicotinic receptor are changed 
in dry eye model guinea pigs. 

研究分野：眼薬理学

キーワード： 角膜神経　アセチルコリン　ニコチン受容体　ドライアイ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、角膜におけるアセチルコリンを介した感覚神経の制御機構の一端を明らかにすることができた。
また、角膜神経を調節するα4ニコチン性アセチルコリン受容体が、ドライアイの自覚症状を改善する治療薬の
標的のひとつになり得ることを示すことができた。

※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 
ドライアイは、涙液層の不安定化に加え、目の乾燥感・不快感、疲れ、視覚障害など様々な

自覚症状を引き起こす慢性疾患であり、その自覚症状は生活の質（QOL）を著しく低下させ

ることが知られている。したがって、治療において自覚症状を抑えることが非常に重要であ

るが、現在までに自覚症状を直接抑える治療薬の開発には至っておらず、その発生メカニズ

ムの解明と治療薬の開発は喫緊の課題である。 

涙液の基礎分泌や眼の乾燥感・不快感は、涙液蒸発に伴う眼表面の温度低下や浸透圧上昇

を検出する角膜の冷感受性感覚神経の興奮と関連している。しかし、本神経の興奮がどのよ

うな内因性物質により制御されているかについてはまだ十分に理解が進んでいない。近年、

副交感神経からのアセチルコリンシグナルは近傍にある侵害受容性感覚神経を直接興奮させ

て片頭痛の発生に関与していることが指摘されている(Shelukhina et al., Front Neurol, 2017)。一

方で、角膜表面にはアセチルコリン含有量が高い上皮細胞（Chernyavsky, Invest Ophthalmol Vis 

Sci, 2014）や副交感神経終末(Xue et al., Mucosal Immunology, 2018 )が密に分布していることか

ら、角膜冷感受性感覚神経の活動を制御する機構のひとつとして内因性アセチルコリンが関

与しており、涙液分泌や乾燥感・不快感誘発の制御に関わる重要な仲介物質ではないかとの

仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、角膜感覚神経の制御において内因性アセチルコリンに焦点を当て、（1）アセチ

ルコリンがどこから遊離されて、（2）冷感受性神経の興奮性にいかなる影響を与えているか

明らかにする。また、（3）涙液分泌の減少や眼乾燥感を伴う疾患であるドライアイにおいて本

制御機構がどのように変化しているかを明らかにする。本研究を通して、生理的条件下にお

けるアセチルコリンを基軸にした涙液基礎分泌の調節機構ならびに眼表面の感覚制御機構を

解明すると同時に、ドライアイの自覚症状との関連性を明らかにすることを目指す。 
 
３． 研究の方法 
角膜感覚神経に対するアセチルコリンの作用は、角膜組織標本を用いたシングルユニット記録な

らびに角膜神経初代培養細胞を用いたカルシウムイメージングならびにパッチクランプ実験で計測し

た。シングルユニット記録は、4週齢の Hartley雄性モルモットからケタミン・キシラジン麻酔下で摘出し

た角膜組織標本を用いた。34℃の生理食塩液を潅流するチャンバー内に摘出標本を固定して、ガラ

ス電極を角膜表面に押し当てることで感覚神経終末の発火活動を記録した。標本に冷刺激を与え発

火活動の増加がみられることを確認したのち、アセチルコリン受容体リガンドを潅流して薬物の発火活

動に対する効果を測定した。角膜神経初代培養細胞は、麻酔下で 4 週齢モルモットの角膜表面に逆

行性トレーサー（FM1-43）を浸潤させて角膜に内在する神経の細胞体を蛍光標識した。4 日後、モル

モットをイソフルラン深麻酔下で断頭致死させて、細胞体が存在する三叉神経節を摘出し初代培養細

胞を作製した。その後、培養細胞にアセチルコリン受容体リガンドを潅流して、細胞内カルシウム濃度

変化を蛍光カルシウムインジケーターFura-2 を用いて、膜電流をパッチクランプ法で計測した。 

アセチルコリン合成酵素の発現については、ウエスタンブロッティングと免疫組織染色により分布を

明らかにした。ウエスタンブロッティングには、イソフルラン吸入麻酔下で断頭致死させた 4-6週齢のモ

ルモットから摘出した組織を使用した。免疫組織学的検討では、イソフルラン吸入麻酔下のモルモット

をパラホルムアルデヒドで心灌流固定し、摘出した組織をパラフィンに包埋した。スライス標本を作製



後、DAB染色法で免疫組織染色を行った。 

角膜におけるアセチルコリンの合成や遊離は、 [3H]choline を用いて計測した。モルモット角膜を

縁部から中心にむかって均等に 6～12 分割にした組織切片を作製した。 切片を[3H]choline とインキ

ュベーションして、[3H]choline の取り込みと、その際に合成される[3H]acetylcholine 量を測定した。ま

た、[3H]acetylcholine の遊離は、超微量灌流装置を用いて電気刺激を行い、流出した[3H]量をシンチ

レーションカウンターにより計測した。 

ドライアイモデルは、ケタミン・キシラジン麻酔下で 4週齢のHartley雄性モルモットから両側の眼窩

内涙腺を摘出して、コンベンショナル環境下で 4週間以上飼育することで作製した。 
 
４．研究成果 

アセチルコリン受容体リガンドを用いて、冷感受性神経の様々な刺激に対する感受性の変

化を、角膜摘出標本を用いたシングルユニット記録により明らかにした。その結果、ムスカ

リン受容体作動薬ピロカルピンでは自発発火活動に変化は見られなかったが、ニコチン受容

体作動薬ニコチンの刺激は、自発発火活動の頻度を顕著に増大させた。また、受容体拮抗薬

を用いた実験により、この発火活動の増加にはα4サブユニットを持つニコチン受容体の刺激

が関与していることも判明した。次に、三叉神経節の初代培養細胞を用いてニコチンに対す

る応答性を調べた。角膜に内在する三叉神経細胞は、ほかの組織に神経線維を伸ばすものと

比べて、ニコチンに対して応答を示すものの割合が高かった。その中でも、冷受容器TRPM8

を発現する角膜神経は、特にニコチンに応答する割合が高かった。以上のことから、角膜神

経の発火活動はニコチン受容体による調節を受けることを示すことができた。 

次に、角膜における内因性アセチルコリンの分泌源を探るため、免疫組織染色によりアセ

チルコリン合成酵素（コリンアセチルトランスフェラーゼ：ChAT）を発現する細胞と神経線

維の位置を明らかにした。ChATは、角膜において上皮細胞層の基底部に局在していた。神経

線維は、上皮細胞層下で神経叢を形成しており、線維終末は上皮細胞層間隙を走行してい

た。一方で、ChAT陽性の神経線維はほとんど見られなかった。さらに、角膜切片を

[3H]cholineを含む生理食塩液に浸したところ、時間依存的に[3H]cholineは組織内に取り込まれ

た。また、HPLCによる計測で、取り込まれた[3H]cholineの一部は[3H]acetylcholineに変換され

ていることが確認できた。また電気刺激を与えると，組織から[3H]が流出した。以上の結果か

ら、アセチルコリンは角膜上皮細胞で合成・遊離されて、角膜神経に影響を与えている可能

性を示すことができた。 

最後に、ドライアイモデルモルモットの角膜を摘出してChAT発現量を調べたが、正常な

動物の角膜と比較して発現量に変化はなかった。ニコチンを正常な動物とモデル動物に点眼

して瞬目応答を測定したところ、モデル動物でニコチンによる瞬目回数が有意に増加するこ

とを見出した。角膜組織を用いた電気生理実験で、ニコチンに対する冷感受性神経の応答は

モデル動物で顕著に低下していたが，一部の神経線維で正常なものよりも低濃度で顕著に大

きい応答を示すものも存在した。以上より、ドライアイモデル動物では、角膜感覚神経のニ

コチン受容体を介した興奮制御が変化していることが示唆された。 
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