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はしがき
アセチルコリンは神経伝達物質として最も古典的な生理活性因子であり、生体内に広く分

布し様々な重要な機能を果たしている。中でも高次機能において中心的な役割を果たしていること

は周知の事実であり、その機能障害はアルツハイマー病の中心症状を作り出している。さらに、末

梢神経においては自律神経系の神経伝達物質であり、筋肉終板の情報伝達を担っている。また非神

経系では、胎盤、精子などに含まれている。アセチルコリンの合成を担う酵素は従来、 1種類

(cChAT) のみと見なされてきていたが、本申請者らの研究グループによって第2の合成酵素

(pChAT)が発見された。この新規酵素はcChATのスプライスバリアントで、末梢組織に優勢な分

布がある他、酵素学的な特性や細胞内局在においても既知酵素との相違が明確になりつつある。本

研究では、 pChATの特異的な機能を、 pChATとcChATの細胞内動態を比較検討することを通じて

解明することを目指し， 以下のような成果をあげた。
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研究成果概要

本研究代表者らは、「バイオイメージングによるアセチルコリン合成酵素の細胞内機能解

析」のために、平成 15年度より文部科学省科学研究補助金基盤研究(C)(2)を2年間にわたりうけ、

以下のような成果をあげた。

1) pChAT-GFP， cChAT・GFP安定発現細胞株の確立
培養細胞系で GFP融合 pChATおよびcChATを設計、発現させることに成功した。 CHO、

COS-Klおよび HEK-293で発現状況を検討した結果、凝塊を生じなし叶ffiK-293細胞がもっとも観

察に適していた。一時的発現に続いて、pChAT-GFP、cChAT-GFPの安定発現株の確立にも成功した。

アセチルコリン合成酵素活性については、 cChAT-GFPで十分な活性を有していることを確認し、設

計したコンストラクトがアセチルコリン合成能を保有しうることが証明された。酵素活性が低いと

予想された pChATでは、 pChAT-GFPの酵素活性も低値であるが、コファクターによって賦活され

る可能性があり、いくつかの候補について検証中である。標識する蛍光物質の種類および位置つい

ても検討を加え、 GFPを反対側に融合した GFP-pChAT，GFP-cChATの発現にも成功した。多重観

察に備えて、長波長蛍光を発する HcRed融合タンパクによる一時発現にも成功した。

2)細胞内移行の観察

1 )で確立した細胞系を、共焦点レーザー走査顕微鏡下で観察した結果、生細胞において、

pChATは、細胞質優位に発現していること、また cChATは、細胞質および核内に分布しているこ

とを見出した。さらに、核外移行阻害剤処理により、 pChATが核内に移行しうる事実も見出した。

リン酸化阻害剤 (PKC阻害剤)により、 pChATが核内に移行することも発見し、リン酸化が pChAT

の細胞内動態に影響していることを初めて指摘した。 pChATとcChATの細胞内分布は、定常状態

のみならず、リン酸化阻害剤処理でも差異があり、 pChATが cChATとは異なる機能を果たしてい

る可能性が示唆された。

以上、 1) 2)の結果は、論文1および口頭発表1として公開済みである。

3) P C 1 2細胞内における発現

非神経系細胞 HEK293において得られた知見が、神経系細胞である PC12でも同様である

かを検討した。その結果、 pChAT-GFPは、 PC12細胞内で発現させても、細胞質優位であり、また

cChAT-GFPは、細胞質および核内で観察された。したがって、 pChAT，cChATの細胞内分布は、細

胞種の影響を受けないものと考えられた。 PC12においても cChAT-GFP安定発現株を分離済みであ

り、今後 pChAT-GFP安定株も確立して、比較検討を進める予定である。

4)今後の展望

本研究の結果、 pChATの刺激に応じた核内移行が明らかになり、また、 cChATも定常状態

で核内に存在していることが明らかになり、 pChATおよび cChATの核内での機能を今後検索する

必要があるものと思われた。また、 PC12細胞系を用いて、細胞分化における pChATの役割も検討

していく予定である。
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