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研究成果の概要（和文）：コリン作動性ニューロンはコリンからアセチルコリンを合成しており、従来コリント
ランスポーターが唯一のコリン取り込み経路であると考えられてきた。しかし、P2X受容体がコリンに対する透
過性を有するならば、チャネルを介した新たなコリン取り込み経路が存在することになる。そのため本研究は、
P2X受容体がコリン透過性を有するかどうかを明らかにすることを目的とし実施した。HEK293細胞にP2X2受容体
を発現させた標本、ならびにP2X2受容体を発現するコリン作動性ニューロンにてコリンの透過性が認められた。
これらの結果、コリン作動性ニューロンは、コリンの取り込みにP2X2受容体も利用している可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Choline uptake into the presynaptic terminal of cholinergic neurons is 
mediated by the high affinity choline transporter and is essential for acetylcholine synthesis. 
Under specific conditions, P2X2 purinoceptors acquire permeability to large cations, and therefore 
potentially could act as a non-canonical pathway for choline entry into neurons. We tested this 
hypothesis in cholinergic neurons which express P2X2 purinoceptors. ATP-induced choline currents 
were observed in the cholinergic neurons. Pharmacological analysis confirmed that the cation 
channels mediating ATP-activated choline currents were P2X2 purinoceptors. Accordingly, 
P2X2-purinoceptors expressed in HEK293 cells were permeable to choline and similarly functioned as a
 choline uptake pathway. These findings support the hypothesis that P2X2 purinoceptors function as a
 novel choline transport pathway and may provide a new regulatory mechanism for cholinergic 
signaling transmission at synapses of cholinergic neurons.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
ATP は、生命において代謝や合成などのエ

ネルギー源として広く用いられている。従来
からよく知られているこれらの役割に加え、
ATP による細胞外シグナル伝達が近年注目さ
れている。ATP の受容体の一つである P2X 受
容体は非選択的陽イオンチャネルであり、ナ
トリウムを始め、コリンよりも分子量が大き
な N-メチル-D-グルカミン等、様々な大きさ
の陽イオンへの透過性を有している。このこ
とは、P2X 受容体が巨大陽イオンであるコリ
ンに対しても透過性を示すことを示唆する
ものである。 
しかしながら、これまでに in vitro の発

現系で P2X受容体を介した様々な巨大陽イオ
ンの透過性が調べられてきたにもかかわら
ず、生体内で広く利用されているコリンの透
過性は明らかにされてこなかった。また、in 
vitroの実験系で観察された P2X2受容体の巨
大陽イオンに対する透過性が生体組織にお
いても機能している機構なのかどうかにつ
いても報告がなかった。 
コリン作動性ニューロンは、コリンをコリ

ントランスポーターを介して取り込み、アセ
チルコリンを合成している。しかし、もし網
膜のコリン作動性ニューロンに発現してい
る P2X受容体が、細胞内へのコリン流入経路
となっているならば、チャネルを介して流入
したコリンもアセチルコリンの合成に使わ
れている可能性がある。網膜には 2 種類のコ
リン作動性ニューロンが知られており、外界
が明るくなった時に情報を伝達する ON型と、
外界が暗くなった時に情報を伝達する OFF型
が存在する。申請者らは、予備的研究として
網膜内のコリン作動性ニューロンにおける
コリントランスポーターの分布を免疫組織
化学的染色により確認したところ、OFF 型よ
りも ON 型コリン作動性アマクリン細胞で強
い免疫反応がみられた。一方、P2X2受容体の
分布はコリントランスポーターの分布と対
称的であり、ON型よりも OFF 型で強い免疫反
応が認められた。このことから、OFF 型コリ
ン作動性ニューロンの P2X2 受容体がイオン
チャネルを介してコリンを取り込むことで、
トランスポーターを介した取り込みの不足
分を補っている可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 
 
(1) P2X 受容体がコリンを透過するかどうか

を検討する。 
 
(2) 細胞内コリン取り込み経路として、コリ

ントランスポーターと P2X型プリン受容
体を比較検討する。 

 
３．研究の方法 
予備的検討より得られた免疫組織化学的

染色の結果及び、以降の薬理学的検討の結果、
網膜におけるコリン作動性ニューロンで主

に発現している P2X受容体サブタイプは、７
種類（P2X1～P2X7）のうち、P2X2受容体であ
ったことから、以降、P2X2 受容体をターゲッ
トとして検討した。 
 
(1) P2X2受容体のコリン透過性 
① 網膜におけるコリン作動性ニューロン

が有する P2X受容体のサブタイプを薬理
学的に検討した。 

② HEL293 細胞に P2X2 受容体を発現させ、
ATP の暴露時にコリンに対する透過性を
示すかどうかをパッチクランプ法なら
びに高速液体クロマトグラフィーにて
検討した。 

③ P2X2 受容体を有するコリン作動性ニュ
ーロンが ATPの暴露時にコリンに対する
透過性を示すかどうかを検討するため、
網膜単離神経細胞標本を作製し、パッチ
クランプ法にて検討した。 

 
(2) コリントランスポーターと P2X2 受容体

の比較 
① 予備的検討でみられた P2X2 受容体とコ

リントランスポーターの分布の違いを
確認した。 

② P2X2 受容体の発現量が多い OFF 型コリ
ン作動性ニューロンと、P2X2 受容体の発
現量が少ない ON 型コリン作動性ニュー
ロンの間で、P2X2受容体を介して細胞内
に流入するコリン電流の量に差がみら
れるかどうかについて検討するため、形
態学的な位置情報が保持されている網
膜薄切切片標本を作製し、パッチクラン
プ法にて検討した。 
 

４．研究成果 
 
(1) HEK293 細胞に P2X2 受容体を発現させた

標本、ならびに P2X2 受容体を有するコ
リン作動性ニューロンにて、ATP の暴露
時にコリンの透過性が認められた。 
 

(2) ATP の暴露時におけるコリン電流の量は
OFF型コリン作動性ニューロンの方が ON
型コリン作動性ニューロンよりも多く、
免疫組織化学的検討の結果と一致した。 
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