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研究成果の概要（和文）：海馬や大脳皮質の神経細胞においてムスカリン性アセチルコリン受容体M1（M1-mAChRs）は
細胞小器官内に機能的に発現しており、その活性化は海馬CA1シナプスのシナプス伝達長期増強（LTP）を促進すること
を明らかにしてきた。本研究では、細胞内M1-mAChRsが内因性アゴニストであるアセチルコリンにより活性化して、海
馬におけるLTPの促進に関与しているか明らかにする研究を行った。

研究成果の概要（英文）：We have reported that muscarinic acetylcholine receptors M1 (M1-mAChRs) are 
functionally expressed in the intracellular membranes of cortical and hippocampal neurons, and facilitate 
long-term potentiation (LTP) in hippocampal CA1 synapses. In this study, we clarified whether endogenous 
agonist acetylcholine activates the intracellular M1-mAChRs and regulates hippocampal synaptic 
plasticity.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 
中枢神経系においてアセチルコリンはシ

ナプス伝達やその調節を行う重要な神経伝

達物質であり、学習・記憶などの高次機能の

制御に必要不可欠である。アセチルコリン受

容体には様々な種類が存在するが、Gq タン
パク質共役型のムスカリン性アセチルコリ

ン受容体 M1は、記憶・学習に重要な大脳皮
質や海馬など特定の脳領域で強く発現して

いる。神経細胞において M1受容体は、C末
端にトリプトファン含有モチーフを有する

ことにより構成的インターナリゼーション

を起こすことから、その他のムスカリン受容

体サブタイプとは異なり細胞膜上だけでは

なく常にゴルジ体や小胞体などの細胞内小

器官にも発現していることが明らかになっ

てきた（Uwada et al, J Cell Sci, 127:3131-3140, 
2014）。さらに、細胞内に発現している M1
受容体は、アゴニストと結合することにより

セカンドメッセンジャーである細胞外シグ

ナル調節キナーゼ（ERK）を活性化する機能
的受容体として存在している。これまでに

我々は、学習・記憶の神経基盤と考えられて

いるシナプス伝達長期増強が細胞内 M1受容
体により調節されているか海馬スライス標

本を用いて検討してきた。その結果、細胞内

M1受容体は遅発相の LTPの増強に関与して
いることが明らかにすることができた

（ Anisuzzaman et al, J Neurochem 
126(3):361-371, 2013）。しかしながら、内因性
リガンドであるアセチルコリンにより細胞

内 M1受容体が活性化し、シナプス可塑性調
節に関与しているかについては明らかでな

い。 
 
２．研究の目的 

 
脳内のアセチルコリンは、コリン作動性神

経系より遊離されて受容体に結合すること

により作用を発揮する。一方で、遊離された

アセチルコリンは、細胞外に分布するコリン

エステラーゼにより速やかに分解され不活

化される。細胞内 M1受容体が活性化するた
めには、細胞外のアセチルコリン濃度が上昇

することにより細胞内へのアセチルコリン

が取込まれることが必要であると考えられ

る。そこで、我々は細胞外にアセチルコリン

を加えるもしくはアセチルコリン分解を抑

制するコリンエステラーゼ阻害薬を加える

ことにより細胞外アセチルコリン濃度を上

昇させて、細胞内 M1受容体の活性化にとも
なうLTP促進が引き起こされるか否か明らか
にする研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
イソフルラン麻酔下で 6-8週齢のWistarラ
ットから海馬を摘出して急性スライス標本

を作製した。GABAA 受容体遮断薬ピクロト

キシン存在下、双極タングステン電極でシャ

ー フ ァ ー 側 枝 を 刺 激 し て 、 striatum 
radiatum からシャーファー側枝－CA1 錐体
細胞シナプスの興奮性シナプス後電位

（fEPSP）をフィールド記録法により測定し
た。LTPはシャーファー側枝を 100 Hz, 1sで
高頻度刺激して誘導した。 
 

４．研究成果 

 

はじめに海馬スライス標本においてムス

カリン受容体作動薬のカルバコール（50 nM）
を加えることにより細胞内に発現するM1受
容体を活性化すると、シナプス伝達長期増強

（LTP)の遅発相が促進されることを確認し
た。 
次に、スライスを 10-7-10-5 Mアセチルコリ
ンを含んだ人工脳脊髄液（ACSF）で 20分間
インキュベーションしたスライスで LTP を
測定した。その結果、LTPの促進は観察され
たが、安定した促進効果を得ることはできな

かった。 
そこで、アセチルコリンの分解を触媒する

コリンエステラーゼを不可逆的に阻害した

条件下でアセチルコリンによる LTP の促進
効果が得られるか検討した。本実験では非可

逆的コリンエステラーゼ阻害薬として

diisopropyl fluorophosphates（DFP）を用い
た。DFP は、10-4 M 以上でほぼ完全にコリ
ンエステラーゼ活性を抑制し、細胞内へのア

セチルコリン取り込みを引き起こした。10-4 
M のDFPを前処置したスライス標本でLTP
を測定すると、無処置群と比較して LTPが有
意に増強した。DFPによる LTP増強は、選
択的M1受容体拮抗薬ピレンゼピンで遮断さ
れたことから、M1 受容体刺激によるもので



あることが明らかになった。また、細胞膜を

通過しないペプチド性M1受容体拮抗薬であ
るMT7は、DFPによる初期のシナプス伝達
増強の亢進は抑制したが、遅発相の増強には

影響がなかった。逆に、アセチルコリンの取

り 込 み を 抑 え る 低 濃 度 の

tetraethylammonium によって DFP による
遅発相の増強が抑制された。 
以上の結果より、コリンエステラーゼ阻害

下では内因性アセチルコリンが神経細胞内

に取り込まれることにより細胞内M1受容体
が活性化して、シナプス伝達長期増強が促進

的に調節されていることが示唆された。 
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