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研究成果の概要： 
 
アセチルコリン（ACh）には、血管内皮細胞に対してムスカリン受容体およびニコチン受容

体の両者を通して、血管新生に関わるシグナル伝達系、たとえば PI3K/Akt 系の活性化、その
後の非低酸素下での HIF-1Dの蛋白レベルの上昇、VEGFの発現誘導、結果として in vitroでの
血管新生促進作用が存在することを証明した。この効果を acetylcholinesterase inhibitor である
donepezilを用いて、マウス下肢虚血モデルを用いて検討した。donepezilの投与量を低容量（ヒ
トの場合と同程度）と高容量で比較しても、両者において血管新生促進作用が認められた。い

ずれも、虚血による下肢筋肉萎縮を抑制し、下肢血液還流を保持し、結果として皮膚温の低下

も抑制した。病理学的には、donepezilにより毛細血管の密度が増加し、VEGF陽性の血管内皮
細胞の数も顕著に増加した。donepezilの詳細な作用機序については、acetylcholinesterase inhibitor
としての作用と、inhibitor以外のものとが考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
心不全は、日本の死亡統計における死因の上
位を占めており、その患者数も高齢化に伴い
増加の一途を辿っている。ß 受容体遮断薬、
ACEI（アンギオテンシン変換酵素阻害剤）、
ARB（アンギオテンシンII受容体拮抗薬）の

心不全に対する目覚しい薬物療法の進歩は
あるものの、しかし、それでもなお心不全の
進行および心室細動・心室頻拍などの致死性
不整脈による突然死の克服はいまだ完全で
はない。心不全の予後決定因子として、交感
神経系亢進状態の心不全病態への寄与は多
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く報告されてきた。しかし、一方副交感神経
系（迷走神経）の心不全への進行に対する研
究については、心筋細胞レベルのも含めこれ
までまったく明らかではなかった。我々の研
究によって副交感神経系への直接介入が、こ
れまでの治療法にない画期的な効果を及ぼ
すことを明らかにしてきた。 
以下に示す。 

（１）ACh は gap junction 蛋白コネキシン
43 のリン酸化を調節した(J Pharmacol Sci 
2006）。 
（２）AChは蛋白分解系を抑制し、低酸素に
よる Cx43の蛋白量減少を抑制し、機能を保
持させた。 
（３）ACh は低酸素下の gap junction 機能
低下を改善し細胞間物質移動を促進させた。
ラット心筋梗塞後致死性不整脈の発生率も
抑制した（Circulation 2005）。 
（４）AChは PI3K/Aktを活性化し、非低酸
素下でも虚血耐性に重要な HIF-1Dを誘導さ
せ低酸素による細胞死を抑制した。AChはそ
の過程でミトコンドリア膜電位を保持しミ
トコンドリア経路アポトーシス活性化を抑
制した（FEBS letters 2005）。 
（５） （４）の効果は、ACh情報伝達物質
である NO によっても同様に認められ、NO
が autocrine / paracrine 的に心筋細胞での
VEGF を産生させ、この VEGF は心筋細胞
外で血管新生を促進させた（J Physiol Sci 
2006）。 
そこでこれまでの我々の研究結果に基づい
て、既知の副交感神経系作用とは別のメカニ
ズムを想定し、循環器疾患の病態における新
たな副交感神経系の役割、意義を再構築する
ため、特に将来的な臨床医学への応用という
部分にテーマをしぼり下記に示す。 
 
2. 研究の目的 

（１）AChの血管新生促進作用の有無、その
分子メカニズムを解明し、臨床応用の可能性
をさぐる。 
 
ACh は心筋 muscarinic receptor・NO を介
して通常酸素濃度下で、hypoxia-inducible 
factor (HIF)-1Dの蛋白発現を誘導（正確には
分解抑制）することが明らかとなった。つま
り我々の基礎研究結果によって、まさに ACh
には新しい血管新生促進作用が存在する可
能性が示唆された。したがって、AChによる
血管新生作用が実際に存在するか否かを、培
養系または動物実験系で証明し臨床応用の
可能性を探ることが本研究の第一の目的で
ある。 
 
（２）心臓における ACh の由来は迷走神経
終末のみか、心筋細胞による局所産生系の可
能性をさぐる。 

 
迷走神経の心臓の支配領域について、免疫組
織学的研究によりその分布密度は心房レベ
ルの刺激伝導系で高く、一方心室レベルでは
交感神経終末と比較して著しくその密度が
低いことがわかったため(左心室心筋へ作用
する迷走神経終末は非常に疎)、迷走神経刺激
の心筋梗塞後リモデリング抑制効果
（Circulation 2004）は、速やかに分解され
る ACh の由来が神経のみでは説明が困難で
ある。したがってこの効果の想定されるメカ
ニズムとしては、迷走神経由来の ACh に加
え神経以外（たとえば心筋細胞や血管内皮細
胞など）から産生され（非中枢神経系）その
産生部位近傍ではたらく（局所性）AChの存
在の可能性を我々は考えた。以上から、迷走
神経以外の末梢組織（非中枢神経系）におい
て（局所性）ACh産生系が心筋細胞にも存在
する可能性について我々は考え、そこで心筋
細胞内コリン作動系を証明し、その制御機構
を解明することが第二の本研究目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）AChの血管新生促進作用についての検
討 
 
①個体におけるコリン作動系の血管新生促
進作用効果の検討 
 
②ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞(HUVEC)
における ACh 情報伝達経路および血管新生
促進因子産生亢進の検討 
 
③AChによる tube formation形成能の検討
評価 
 
（２）細胞内ACh合成系の検討（末梢組織と
しての骨格筋、心筋でのACh合成系の存在有
無の検討） 
 
①ACh産生系の各種構成蛋白の存在を確認す
る。 
 
②ACh 産生系が実際に機能しているか否か
を確認するため、細胞内 ACh 濃度を測定し
その変化を検討する。 
 
③ACh産生系の調節機構について検討する。 
 
４．研究成果 
 
（１）AChはニコチン同様、血管内皮細胞
(HUVECs）に作用し、VEGFの発現を上昇させ
る。 
  
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
（２）加えて、in vitro angiogenesisの指
標であるtube formationを、AChは促進させ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）acetylcholinesterase inhibitor 
donepezilは、AChとは時間経過が異なるが
tube formationを促進させる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（４）donepezilのマウス下肢虚血モデルに
対する作用（虚血性萎縮抑制作用） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
（４）サーモグラフィーによる下肢虚血後の 
回復経過に対するdonepezilの作用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（５）心筋細胞内AChのHPLCによる測定（ラ
ット初代培養系10ｘ107細胞中の濃度） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（６）心筋細胞内におけるVAChTの免疫電顕
像 vvesicle様構造に一致して粒子が認め
られる。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（７）ACh産生系の調節機構（ChATプロモー
ター領域を用いた解析 
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