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研究成果の概要（和文）：代表的”膜”受容体と考えられてきたM1ムスカリン受容体が、大脳皮質や海馬では、細胞膜
だけでなく神経細胞内にも存在することを明らかにした。そしてコリン作動性神経から遊離したアセチルコリンは、細
胞膜だけでなく、細胞内に取り込まれ細胞内に局在するM1ムスカリン受容体にも作用するという、cholinergic dual t
ransmission説を新たに提唱した。海馬の記憶は、細胞膜と細胞内のM1ムスカリン受容体を介して二重に増強され、ス
トレスは細胞内M1ムスカリン受容体の発現を抑制した。

研究成果の概要（英文）：M1-muscarinic acetylcholine receptors (mAChRs) exist not only on cell surface but 
also at intracellular sites in the cerebral cortex and hippocampus. ACh acts on surface and intracellular 
mAChRs and activates distinct signaling pathways, involving in cholinergic facilitation of long-term 
potentiation in hippocampus. Stress selectively inhibits the expression of intracellular M1-mAChRs in 
cerebral cortez and hippocampus, probably leading the redunction of higher brain functions. The present 
results suggest cholinergic dual transmission in central nervous system and may give a significant clue 
to explore higher brain functions.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
記憶や学習、心の形成に、脳の器質的および
機能的変化が関連することが、近年の神経科
学的研究で示唆されている。また、成育初期
のストレス（母親からの隔離など）は、その
後の精神的発達を障害すると考えられてい
る。しかし、高次脳機能に関する分子メカニ
ズムは未だ不明であり、ブラックボックスと
なっていた。 
 
２．研究の目的 
記憶、学習、メンタル形成といった高次脳機
能には、中枢コリン作動性神経が重要な役割
を果たしている。しかし、コリン作動性神経
が、どのような機序で記憶形成などを増強す
るのか、その分子メカニズムはいまだ十分に
解明されていない。我々は、中枢アセチルコ
リン受容体のうち M1-ムスカリン受容体サ
ブタイプが細胞膜だけでなく神経細胞内に
も存在し、生理的に機能しているという興味
ある結果を得た。本研究の目的は、中枢神経
細胞の膜表面だけでなく細胞内に分布する
M1-ムスカリン受容体を高次脳機能と関連付
けて解析することにある。そして、その結果
をもとにストレスの影響を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ムスカリン受容体同定実験： 
実験には、ウイスター系雄性ラット（300-350 
g）から摘出した大脳皮質および海馬の組織
切片を用いた。ムスカリン受容体は、親水性
リガンド[3H]N-メチルスコポラミン(NMS)
と疎水性リガンド[3H]キヌクリギルベンジレ
イト(QNB)の結合を指標に検討した。また、
大脳皮質および海馬の初代神経培養細胞に
M1-ムスカリン受容体抗体を適用し、M1-ム
スカリン受容体の細胞内分布を組織学的に
観察した。 
 
（２）ムスカリン受容体の機能実験： 
大脳皮質および海馬の培養神経細胞を用い
て、ムスカリン受容体を介して惹起されるシ
グナリング(IP3産生、ERKリン酸化)を生化
学的に調べた。また、ラット海馬スライス標
本を用いて、高頻度刺激により惹起される長
期増強(LTP)に対するムスカリン受容体の影
響を電気生理学的に検討した。 
 
（３）M1-ムスカリン受容体の発現解析： 
myc-tagged ムスカリン受容体を N1E 115 
神経芽細胞に発現させ、myc抗体を用いて細
胞内局在を調べた。また、各ムスカリン受容
体の C 末を入れ換えたキメラ受容体を作成
し、どのサブタイプの C末が細胞内局在に重
要か検討した。 
 
（４）アセチルコリン（ACh）取り込み実験： 
細胞内ムスカリン受容体が機能するために
は、内在性アゴニスト ACh は細胞内に取り
込まれなければならない。大脳皮質および海

馬の小切片を、エステラーゼ阻害薬存在下に
[3H]ACh または[3H]choline とインキュベー
ションし、AChが中枢神経細胞内に取り込ま
れるか調べた。 
 
（５）ストレス負荷実験： 
5 週令のラットに一日２時間拘束ストレスを
負荷し、２週後にムスカリン受容体の細胞内
分布を組織片結合実験において調べた。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内M1-ムスカリン受容体の同定： 
ラット大脳皮質および海馬切片において、疎
水性リガンド[3H]QNBの結合量は、親水性リ
ガンド[3H]NMS の結合に比べ有意に高値を
示した。この差は、疎水性リガンド[3H]QNB
が細胞内ムスカリン受容体に結合した結果
を反映していた。M1 選択的なアンタゴニス
トを用いた競合実験およびM1抗体を用いた
組織化学実験で、細胞内ムスカリン受容体は
M1-サブタイプであることが明らかになった。
すなわち、M1-サブタイプは細胞膜と細胞内
に分布していた。一方、他のムスカリン受容
体サブタイプは、細胞膜のみに局在した。 
 
（２）細胞膜および細胞内M1-ムスカリン受
容体の機能： 
生化学実験において、細胞膜 M1-受容体は
Gq タンパク質を介して IP3 を産生し細胞内
Caを上昇することが示された。これに対し、
細胞内 M1-受容体は ERKリン酸化系に特異
的に共役していた。この結果から、M1-受容
体を介するシグナリングは、細胞膜と細胞内
で使い分けられていることが示唆された。電
気生理実験において、海馬スライスの高頻度
刺激で惹起される LTPは、ムスカリン受容体
アゴニストにより増強された。細胞膜M1-受
容体は、この LTP初期相の増強に特異的に関
与していた。これに対し、LTP後期相は細胞
内 M1-受容体を介する ERK系により増強さ
れた。細胞内M1-ムスカリン受容体が機能す
るためには、コリン作動性神経終末から遊離
した ACh は細胞内に取り込まれなければな
らない。そこで[3H]AChを用いて大脳皮質お
よび海馬の組織片への取り込みを検討した。
その結果、[3H]AChは特異的に神経組織片に
取り込まれ、[3H]choline取り込みとは異なる
薬理学的特性を示すことが明らかになった。
これらの結果から、コリン作動性神経から遊
離した ACh は、中枢神経ではシナプス後膜
のM1受容体に作用するだけでなく、細胞内
にも取り込まれ、細胞内のM1-受容体にも作
用するという、全く新しい神経伝達機序の存
在を明らかにした。 
 
（３）ストレスの影響： 
ストレスが、高次脳機能の発達を障害するこ
とはよく知られている。本研究で、拘束スト
レスをラットに負荷したところ、細胞膜M1-
受容体に変化は認められなかったが、細胞内



M1-受容体が特異的に減少するという興味あ
る結果を得た。 
 
以上の結果から、中枢神経では ACh は細胞
膜と細胞内の両受容体に作用しているとい
う cholinergic dual transmission説を世界に
先駆けて提唱した（下図）。ストレスは中枢
のコリン作動性神経系を抑制し、精神的発達
障害に関連することが示唆された。 
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