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⚑．は じ め に

哺乳類の胃腸管運動は，平滑筋，カハール介在細
胞，神経および消化管ホルモン（セロトニン，モチ
リン，グレリンなど）の相互作用によって調節を受
けている。なかでも中枢（脳）が起始部となる自律
神経による調節は重要であり，交感神経系は胃腸管
運動を抑制し，副交感神経系は運動を亢進する。胃
腸管壁には内在性神経が集まる筋間神経叢（myen-
teric plexus）と粘膜下神経叢（submucosal plexus）
が存在し，運動調節系神経が多く存在する筋間神経
叢に対し，外来性の交感神経節後線維（アドレナリ
ン作動性）と副交感神経節前神経（コリン作動性）
がシナプスを形成し，最終的にはコリン作動性の副
交感神経節後線維から放出されるアセチルコリンが
消化管運動調節に重要な役割を果たしている。ま
た，粘膜下神経叢には知覚系の神経細胞が多く分布
し消化管内腔の物理的，化学的刺激を受容し筋間神
経叢に伝え運動を調節している（伸展反射など）。
筋間神経叢にコリン作動性，アドレナリン作動性以
外の内在性神経が存在する可能性については，
atropine（ムスカリン受容体遮断薬）と guanethi-
dine（アドレナリン作動性神経遮断薬）処置下で数
多くの研究がなされており，胃腸管壁内に非アドレ
ナリン，非コリン作動性神経（nonadrenergic, non-
cholinergic, NANC）が存在することが明らかになっ
ている（Burnstock, 1986）。興奮性NANC神経の伝
達物質候補としてはセロトニン，substance P，
neurokinin，抑制性 NANC 神経の伝達物質候補と
しては血管作動性ペプチド（vasoactive intestinal
polypeptide），アデノシン三リン酸（ATP），一酸化
窒素（NO）などが報告されている（Burnstock, 1986;

Barthó and Lefebvre, 1995; Currò and Preziosi,
1998）。
しかしながら，胃腸管を支配する外来性神経や内
在性神経刺激で誘起される収縮反応はその大部分が
atropine によりほぼ完全に消失すること（モルモッ
ト回腸，ウサギ胃，マウス胃，Radomirov et al., 1988;
Depoortere et al., 2003, Kitazawa et al., 2005），筋間
神経叢に存在する運動系神経の 65％はコリン作動
性であることから（Schemann and Schaaf, 1995），
収縮調節に関与する神経は主にコリン作動性神経系
と考えられている。また，グレリンやモチリンなど
の消化管ホルモンも最終的にはコリン作動性神経か
らアセチルコリンを放出させ収縮を誘起する
（Kitazawa and Kaiya, 2019）。放出されたアセチル
コリンは平滑筋上のムスカリン受容体に作用して収
縮を誘起するが，ムスカリン受容体は分子クローニ
ング研究により⚗つの膜貫通領域を持つ G タンパ
ク質共役受容体であり，哺乳動物にはアミノ酸構造
が異なる⚕種のムスカリン受容体サブタイプ（M1－
M5）が存在することが報告されている（Caulfield
and Birdsall, 1998）。それぞれのムスカリン受容体
の細胞内情報伝達系も明らかになっており，奇数番
号のM1，M3，およびM5受容体は Gq/11タンパク質
と共役し，ホスホリパーゼ C（PLC）を活性化して
イノシトール三リン酸（IP3）およびジアシルグリセ
ロール（DAG）を産生し，小胞体から Ca2＋を遊離
して細胞内 Ca2＋濃度を増加させる。一方，偶数の
M2と M4受容体はアデニル酸シクラーゼを抑制し
て細胞内 cyclic AMP 濃度を減少させる（Caulfield
and Birdsall, 1998）（表⚑）。
下痢や腹痛などは胃腸管の急激な収縮により誘起
されるが，これらを鎮める目的の薬物として鎮痙薬
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（臭化ブチルスコポラミンなどの抗ムスカリン薬）
がある。しかしながら，スコポラミンや atropine は
すべてのムスカリン受容体サブタイプをほぼ同じ親
和性で遮断するため口喝や排尿困難，頭痛などの副
作用が起きる。それゆえ，胃腸管に存在するムスカ
リン受容体サブタイプの解明とそれら受容体に対す
る選択的な遮断薬の開発が待たれている。⚕種のム
スカリン受容体サブタイプはアミノ酸構造が似てい
る上に，ひとつの器官には複数の受容体が存在する。
また，その細胞内情報伝達系も偶数番号の受容体，
奇数番号の受容体の中では類似しているので，⚑種
類の遮断薬を用いての解析や細胞内情報伝達物質の
解析だけではそれぞれの器官に存在する受容体種を
特定すること難しい（表⚑）。消化管平滑筋では，
M2と M3の両方の受容体種が主に発現しているこ
とが，放射性リガンド結合（Giraldo et al., 1987），
mRNAハイブリダイゼーション（Maeda et al., 1988）
および免疫沈降研究（Wall et al., 1992）などにより
明らかされているが，それぞれの受容体がアセチル
コリンによる胃腸管収縮にどのような関与をしてい
るか，およびその細胞内情報伝達系については不明
な点が少なくない。

本総説では，胃腸管平滑筋に収縮を誘起するムス
カリン受容体種に着目し，その機能を解析した従来
の薬理学的研究に加え特定のムスカリン受容体の発
現を抑制したムスカリン受容体ノックアウト（KO）
マウスを用いた収縮実験および電気生理学的実験の
成果について述べ，胃腸管収縮におけるムスカリン
受容体の機能的役割を紹介する。また，平滑筋以外
の部位に存在するムスカリン受容体の機能について
も知見を紹介する。なお，本総説に述べられている
機能的実験の結果（胃，回腸および結腸）はすでに
その多くが公表されている（Unno et al., 2005; 2006;
Kitazawa et al., 2007; Sakamoto et al., 2007; Suguro
et al., 2010; Kondo et al., 2011; Matsuyama et al.,
2013; Tanahashi et al., 2009; 2013; 2021）。

⚒．消化管に存在するムスカリン受容体種

これまで各生体組織に存在するムスカリン受容体
種は，選択的な遮断薬を用いた機能的検討（受容体
結合実験や胃腸管収縮実験），受容体に特異的な抗
体を用いた免疫組織化学的検討，受容体コード遺伝
子の発現を解析する in situ ハイブリダイゼーショ
ンおよび real time PCR 法を用い明らかにされてき
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表 1 ムスカリン受容体サブタイプの情報伝達系，機能および遮断薬親和性の比較

M1 M2 M3 M4 M5
Signal transduction
G-protein Gq/11 Gi/o Gq/11 Gi/o Gq/11
PI hydrolysis ＋＋＋ ＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋＋
ADC inhibition ＋ ＋＋＋ － ＋＋＋ －
PLC stimulation with PI hydrolysis ＋＋＋ ＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋＋
PLA2 stimulation with AA release ＋＋＋ ± ＋＋＋ ± ＋＋＋
Increase in Ca2＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋＋ ＋ 不明
Physiological function
Smooth muscle contraction 不明 収縮（弱） 収縮（強) 不明 不明
Cardiac contraction 増加 減少 増加 不明 不明
Slowing of heart rate － ＋＋＋ ＋ ± 不明
Antagonist affinity（pKb）
Atropine 9 8.7 9.2 8.9 8.9
Pirenzepine 8 6.3 6.8 7.1 6.9
AF-DX116 6.9 7.2 6.6 7 6.6
4-DAMP 9.2 8.1 9.2 8.5 8.9
p-F-HHSiD 7.3 6.6 7.7 7.2 6.7
Himbacin 6.7 8 6.9 7.8 6.1
＋＋＋：強作用；＋：弱作用；－：作用なし；±：過剰発現で弱作用，生理的レベルでは作用なし．
AA, arachidonic acid; ADC, adenylyl cyclase; PI, phosphoinositide; PLA2, phospholipase A2; PLC, phospholipase C; 4-DAMP,
4-diphenylacetoxy-N-methylpiperidinemethiodide; p-F-HHSiD, hexahydro-sila-difenidol hydrochloride, p-fluoro analog
表はWang et al（2004）を参考に作成した。



た。これらの解析により，①ムスカリン受容体は幅
広い臓器に存在すること，②ひとつの臓器に複数の
受容体サブタイプが存在すること，③優勢に存在す
る受容体種には臓器特異性があることが明らかに
なっている。即ち，M1受容体は主に脳に分布し，
M2受容体は脳，心臓および平滑筋組織に，M3受容
体は脳，平滑筋組織，外分泌腺と眼に，M4受容体は
脳と肺に分布し，M5受容体は神経細胞と非神経細
胞の両方に存在している（Maeda et al., 1988;
Caulfield and Birdsall, 1998; Dörje et al., 1994; Eglen
et al., 1996; Ehlert et al., 1997）。
胃腸管ではアセチルコリンによる収縮が atropine
で抑制されること，ムスカリン受容体標識化合物
（(3H)-quinuclidinyl benzilate [(3H)-QNB]）の特異
的な結合部位があることから（Morisset et al.,
1981），ムスカリン受容体が存在することは古くか
ら知られていた。Zhang et al.（1991）や Gómez et
al.（1992）は，ラットやヒトの結腸から作成した細
胞膜標本で 3H で標識したメチルスコポラミンの結
合解離実験を行い，(S) -11-(2-(2-((diethylamino)
methyl) piperidin-1-yl) acetyl)-5H-benzo [e] pyrido
[3,2-b][1,4]diazepin-6(11H)-one（AF-DX116, Mic-
heletti et al., 1987）の解離曲線が⚑結合部位モデル
よりも⚒結合部位モデルに適合することから，解離
曲線が⚒つの曲線の和であり⚒種類のムスカリン受
容体種が存在する可能性を示した。その後，各種ム
スカリン受容体の抗体が作成され免疫組織化学的検
討が行われた（Levey, 1993; Dörje et al., 1994）。ま
た，それぞれのムスカリン受容体の遺伝子発現を検
討する分子生物学的な解析（Maeda et al., 1988; Lin
et al., 1997）も行われ，消化管には複数のムスカリ
ン受容体種が存在し，その 70％以上がM2タイプ，
約 20％がM3タイプであることが報告された（残り
の 10％がM1，M4とM5）。このような事実は，我々
の検討においても確認されており，M1からM5の受
容体に特異的な primer を作成して real time PCR
を行うと脳では，M1（45.1％），M4（35.3％）の発現
が多く次いでM2（8.5％）とM3（10.6％）であるこ
と，心房筋ではラットでの成績（Myslivecek et al.,
2006）に一致して殆どがM2タイプ（99.8％）であり
他のサブタイプの発現は極めて少ないこと，胃では
M2（68.6％），M3（25.9％）がともに優勢に存在し，
その比率はおよそ 3：1であることを確認している。
同じ内臓平滑筋である子宮においてもM2（49.4％）
が多く，次いでM3（12.8％），M1（9.9％），M4（9.9％）
となり，M2とM3が主に発現しているサブタイプで
あることがわかっている（北澤，未発表成績）。

アセチルコリンの収縮作用に関連するムスカリン
受容体は平滑筋細胞上に主に存在すると考えられて
いたが，Harrington et al.（2007，2008，2010）は，
分子生物学的手法と免疫組織化学的方法用い，M1
受容体が筋間神経叢や粘膜下神経叢の腸神経（コリ
ン作動性神経，NO神経）にも存在していることを
明らかにした。この神経性M1受容体については機
能的な研究からも存在が示唆されている（Hamrouni
et al., 2006）。加えてHarrington et al.（2008）は，M2
受容体の抗体と神経因子，神経伝達物質の抗体を用
いて⚒重染色を行い，神経叢のコリン作動性神経，
substance P 神経，NO神経などに放出調節性のM2
神経が存在していることを明らかにしている。即
ち，M2受容体はコリン作動性神経および他の腸管
内在性神経においてシナプス前受容体として機能
し，神経伝達物質放出を調節していると考えられて
いる。加えて，Epperson et al.（2000）および Iino
and Nojyo（2006）は，M2とM3受容体が平滑筋や神
経細胞だけでなくカハール介在細胞にも発現してい
ることを示した。これらの事実は，アセチルコリン
が平滑筋や腸神経だけでなく，介在細胞の機能にも
影響を与え，腸神経を介し自発性収縮リズムの調節
にも関与している可能性を示している。

⚓．胃腸管収縮に関与するムスカリン受容体の解析

3.1．遮断薬を用いての解析
アセチルコリンによる胃腸管収縮に関与するムス
カリン受容体種の解析は，初期にはそれぞれのムス
カリン受容体に対して異なる親和性を有する遮断薬
を用いた収縮抑制実験や結合阻害実験により行わ
れ，正常組織ではM3受容体がムスカリン作動薬の
収縮に関与していると言われていた（Thomas and
Ehlert, 1996; Ehlert et al., 1997）。例えばムスカリン
受容体遮断薬，atropine（サブタイプ選択性なし），
AF-DX116（M2選 択 的），N-(2-chloroethyl)-4- pi-
peridinyl diphenylacetate（4-DAMP，M3選択的），
himbacine（M2，M4選択的），pirenzepine（M1選択
的）（表⚑）のラット回腸アセチルコリン収縮に対す
る抑制の程度（濃度反応曲線の右方移動の程度）か
らムスカリン受容体に対する遮断薬の親和性（pA2）
を計算するとそれぞれ，8.9，5.9，9.1，7.14，6.76
となる。この値を横軸に，縦軸には各遮断薬の⚕種
類のムスカリン受容体に対する親和性の文献値
（Wang et al., 2004）をプロットしその相関性を調べ
ると相関係数（係数の確率，回帰直線の傾き）は，
M1では 0.87（p＝0.06，0.98），M2では 0.76（p＝
0.14，1.08），M3では 0.98（p＝0.004，0.97），M4
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では 0.97（p＝0.007，1.52），M5では 0.91（p＝0.03，
0.9）となり，M3の相関係数がもっと高くなった。
同様な遮断薬を用いた解析はラット胃（Lin et al.
1997），モルモット回腸（Honda et al., 1993）やイヌ
回腸（Shi and Sarna, 1997）でも行われており，胃腸
管のアセチルコリン収縮にはM3受容体が関与して
いると考えられていた。細胞内ではM3受容体の興
奮により IP3産生が増加するが，この増加作用を抑
制する遮断薬の力価順は，4-DAMP＝atropine＞
pirenzepine＞AF-DX116 であり，M3に選択的な 4-
DAMPの抑制作用が pirenzepine（M1），AF-DX116
（M2）に比較し強いことから IP3の産生には M3受
容体が関与していると推察されている（Honda et al.,
1993）。即ち，正常状態で遮断薬を用いた機能的な
解析からは，M2受容体の存在やその収縮への関与
は明らかにすることはできなかった。その後の検討
でM2受容体の機能を明らかにするためには選択的
にM3受容体の機能を減弱させることが必要である
ことが知られるようになった。
Eglen and Harris（モルモット回腸，1993），
Thomas and Ehlert（ラット胃，1996），Sawyer and
Ehlert（モルモット結腸，1998）は，M2受容体の機
能を観察するために興味深い方法を報告した。この
方法のポイントは 4-DAMPmustard の使用である。
4-DAMP mustard は，oziridinium イオンを介しす
べてのムスカリン受容体サブタイプと不可逆的な共

有結合を形成するが，その親和性はM1，M3，M4，
M5が 7nMであるのに比較してM2に対しては⚖倍
低いことがわかっている。それゆえ，予めM2受容
体を保護しておき最適な 4-DAMP mustard 濃度を
使用すれば，M2以外の受容体の機能を選択的に消
失させることができる（Ehlert, 1996; Ehlert and
Griffin, 1998）。実験方法の概略を図⚑に示した。選
択的な M2受容体遮断薬である AF-DX116 の存在
下で 4-DAMP mustard 処置を行うと，4-DAMP
mustard は AF-DX116 が結合している M2受容体
以外のムスカリン受容体に不可逆的に結合しそれら
受容体を不活性化する。その後，4-DAMP mustard
と AF-DX116 を洗浄すると，AF-DX116 はM2受容
体から解離するが 4-DAM mustard は解離できない
ためにM2受容体のみが機能できる平滑筋標本を作
り出すことができる。この標本をヒスタミンで収縮
させた後にフォルスコリンを適用するとアデニル酸
シクラーゼが活性化し cyclic AMP が増加して弛緩
が誘起される。この状態でムスカリン受容体作動薬
（oxotremorine-M）を適用すると M2受容体/Gi/o系
が活性化されアデニル酸シクラーゼが抑制されるこ
とにより cyclic AMP が減少し収縮が誘起される
（ヒスタミン収縮の再出現）。この収縮を p-F-HHSiD
（p-Fluoro-hexahydrosila-difenidol，M3選択的）は抑
制しなかったが，AF-DX116（M2選択的）は濃度反
応曲線を右方に移動させ，その pA2値がM2受容体
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図 1．M2受容体を介する収縮反応の解析方法
胃腸管標本をまず M2選択的遮断薬の AF-DX116（3μM）で前処理しその後 4-DAMP-
mustard（10 nM）で一時間処理する。この処置で 4-DAMPはAF-DX116 が予め結合して
いるM2以外の受容体に不可逆的に結合する。両遮断薬を洗浄するとAF-DX116 は M2か
ら解離するが，4-DAMPmustard はM2以外のムスカリン受容体から解離できないので，
標本はM2受容体のみが正常な状態となる。M2受容体を介する反応として cyclic AMPの
低下に注目し，収縮薬（ヒスタミンまたはセロトニン）の反応を cyclic AMPを増大させる
forskolin で抑制（弛緩）し，次いでM2受容体を作動薬で刺激すると cyclic AMPが減少し
抑制されていた収縮薬による反応（M2受容体関与）が発現する。



に対する親和性と一致していた。このことから，収
縮にはM2受容体の興奮が関与することが確認でき
た。また，M2受容体とカップルする Gi/oは百日咳
毒素により阻害されるが，Sawyer and Ehlert（1999）
は，4-DAMPmustard 処置下でのムスカリン作動性
収縮が百日咳毒素処置で抑制されることを確認して
いる。このようにM2，M3受容体は胃腸管には不均
一（M2＞M3）に分布しているが，通常の標本ではム
スカリン受容体作動薬の収縮はM3受容体の興奮の
性質を示し，優勢に存在するM2受容体の機能はM3
受容体を抑制した特殊な条件下のみで観察される。

3.2．ムスカリン受容体ノックアウト（KO）マウ
スでの解析

⚕種類のムスカリン受容体は構造的に類似してお
り，作動薬や遮断薬を用い薬理学的に正確に区別す
るのは難しい。作動薬には選択性があるものは殆ど
なく，McN-A-343（Mitchelson, 2012）がM1選択性
のある作動薬として知られているのみである。一
方，遮断薬ではM1受容体に選択性が高い pirenze-
pine のM1からM5受容体に対する親和性（pKd）は，
それぞれ 8.0，6.3，6.8，7.1 および 6.9，M2受容体
に選択性が高いAF-DX116 ではそれぞれ 6.9，7.2，
6.6，7.0 および 6.6，M3受容体に選択性の高い 4-
DAMPでは，9.2，8.1，9.2，8.5 および 8.8 であり
（Wang et al., 2004，表⚑），これらの遮断薬が使用す
る濃度によりすべての受容体サブタイプに結合する
可能性は否定できない。また，すでに述べたように
胃腸管では⚓種類のムスカリン受容体サブタイプ
（M1，M2およびM3）が平滑筋に加えて神経，カハー
ル介在細胞や粘膜にも存在している。加えて，細胞
内情報伝達系は奇数番号の受容体（膜リン脂質加水
分解，細胞内 IP3，Ca2＋増加），偶数番号の受容体で
は（アデニル酸シクラーゼ抑制，cyclic AMP減少）
類似しているので（Wang et al., 2004），胃腸管にお
いて遮断薬や情報伝達系の解析によりM1，M2およ
びM3受容体の機能を個別に調べることは難しいと
考えられた。
この問題を克服するため 2000 年代になり作出さ
れたのがムスカリン受容体のノックアウト（KO）
マウスであり，従来の遮断薬を用いた薬理学的解析
と組合せることにより各器官におけるムスカリン受
容体の役割が明らかになってきている（Ehlert,
2003; Matsui et al., 2004; Wess et al., 2003; Wess,
2004）。例えば，Stengel et al.（2000）は，M2または
M4受容体 KO マウスの心房筋と胃条片を用い，作
動薬カルバコール（carbachol, CCh）による心拍数

低下作用はM2KO マウスでは消失するがM4KO で
は変化しないこと，一方，胃条片ではM2KOでも収
縮は発現するが感受性が低下することを示し，ムス
カリン作動薬による心拍数の低下には主にM2受容
体が関与すること，胃収縮にも部分的にM2受容体
が関与することを示した。同様にM3KO マウスを
用いて Stengel et al.（2002）は，心臓ではM3の機能
は確認できないが，胃，膀胱および気管支平滑筋の
ムスカリン作動薬による収縮にはM3受容体が関与
しその関与の程度には臓器差があることを示した。
即ち，M3KOで膀胱ではムスカリン作動薬による収
縮は完全に消失したが，胃や気管支では収縮は部分
的に抑制されたのみであった。このことは，胃や気
管支ではM2の興奮でも収縮が起きることを示して
いる。その後，⚑種類だけでなく⚒種類のムスカリ
ン受容体を欠損したダブルKOマウスも作製され，
ムスカリン受容体研究に大きなパラダイムシフトが
起きた。
以下に，M2受容体 KO（M2KO），M3受容体 KO

（M3KO）および M2/M3受容体ダブル KO（M2/
M3KO）マウスの胃，回腸および結腸で行った機能
的実験（収縮実験）の成績を紹介する。

3.2.1 胃
すでに述べたように胃の CCh 誘発性収縮は
M2KO，M3KOマウスの胃条片（fundus，胃底部）で
はともに減弱することが知られていた（Stengel et
al., 2000; 2002）。我々はこの⚒種類の KO マウスに
M2/M3KO マウスを加え，胃底部輪走筋に加えて幽
門部輪走筋でも解析を行い，CCh 誘発性収縮への
M2，M3受容体の関与を明らかにした（Kitazawa et
al., 2007）。
胃底部：CCh の単適用は濃度依存的に野生型，
M2KO および M3KO マウスの胃底部条片を収縮さ
せた（図⚒）。しかしながらM2/M3KO マウスでは
収縮は誘起されず，高濃度では逆に弛緩が起きた。
この弛緩は atropine，テトロドトキシンまたは L-
nitroarginine methylester（L-NAME，NO合成酵素
阻害薬）によって抑制された。このことは，収縮を
誘起する受容体は，M2と M3サブタイプであるこ
と，収縮が抑制された状態ではM2とM3以外のム
スカリン受容体を介した神経性弛緩作用が顕在化す
ることを示している。
収縮が誘起された野生型とM2KO，M3KOで収縮
反応の時間経過を比較すると野生型とM2KO では
CCh 適用後，収縮は素早く立ち上がり（phasic 相）
その後は維持された（tonic 相）。一方，M3KOマウ
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スでは CCh 収縮は素早く立ち上がるものの維持は
されず一過性の収縮となった（図⚒，M3KOマウス
の収縮）。このことは収縮の持続相の形成には M3
受容体が関与していることを示している。CCh 収
縮の持続相は M3受容体の興奮により産生された
IP3により細胞内 Ca2＋ store が空になりそれを補う
ために細胞内に Ca2＋を動員する store-operated
Ca2＋チャネルと同じく M3受容体興奮により産生
されるDAGにリンクした非選択的陽イオンチャネ
ルが関与していると報告されているので（Ohta et
al., 1995; Lee et al., 2003），M2受容体のみが興奮す
るM3KOでは tonic 相が形成されなかったものと考
えられた。
M2KO，M3KO マウスでの CCh 収縮にはそれぞ
れ，M3，M2受容体が関与していると推察されるの
で，AF-DX116（M2選択的，pKdはM2で 7.2，M3
で 6.6）および 4-DAMP（M3選択的，pKdはM2で
8.1，M3で 9.2）（Wang et al., 2004）の CCh 濃度反
応曲線に与える影響を検討した。M2KO マウスで
の CCh 誘 発 性 収 縮 は，AF-DX116（1μM），4-
DAMP（10nM）のいずれによっても競合的に拮抗

され濃度反応曲線は右方に移動した。半分効果濃度
（EC50）はそれぞれ 2.3 倍（AF-DX116）および 10.8
倍（4-DAMP）に増加し，pKd値はそれぞれ 5.95 お
よび 9.03 と計算された。同様な検討をM3KO マウ
スで行うと AF-DX116 および 4-DAMP の pKd値
は，7.37，8.4 となった。M3KOでのAF-DX116 と
4-DAMP の親和性は M2受容体に対する値と，M2
KO での値はM3受容体に対する値と類似していた
ので，M2KOにおけるCCh 誘発性収縮にはM3受容
体が，M3KO における収縮にはM2受容体が関与す
ることが確認できた（Kitazawa et al., 2007）。
野生型，M2KO およびM3KO での CCh 誘発性収
縮の濃度反応曲線の変化の概要を図⚓に示した。野
生型の濃度反応関係と比べるとM2KO マウスでは
最大収縮高には差がないものの親和性（pEC50）は，
野生型に比べて低下し濃度反応曲線は右方平行移動
した。一方，M3KOマウスでは親和性には野生型と
差がなかったが，最大収縮高は著明に低下した。こ
の結果，M3KO では CCh の親和性は変わらず濃度
反応曲線は下方にシフトした（Kitazawa et al.,
2007）。
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図 2．各種ノックアウトマウスの胃および遠位結腸条片におけるカルバコール誘発性収縮の典型例
野生型（WT），M2KO，M3KOおよびM2/M3 KOマウスの胃底部（gastric fundus）と遠位結腸（distal colon）標本にカ
ルバコール（CCh）を適用した時の典型的な収縮反応を示している。収縮曲線の下の数字は濃度 log（mol/L）を示す。
野生型とM2KOの収縮は素早い立ち上がり（phasic 収縮）のあと維持されたが（tonic 収縮），M3KOでの収縮は一過性
であり（phasic 収縮），結腸標本では高濃度で弛緩のみを呈した。Kitazawa et al.（2007）およびKondo et al.（2011）か
ら作成した。



同様な収縮実験を幽門部から作成した輪走筋標本
でも行ったが，得られた成績は同じであった。即ち，
①M2KO，M3KOでは CCh 誘発性収縮が誘起される
が M2/M3KO では弛緩が誘起される。②野生型，
M2KO の収縮は phasic と tonic 相から成るが，
M3KO では phasic 相のみの一過性収縮である。
③M2KO では最大収縮は変わらないが親和性が低
下する。M3KO では親和性は変わらないが最大収
縮が低下する。総括するとM2，M3がともに発現す
る野生型では作動薬は高親和性で強い収縮を誘起す
るが，M2KOでは収縮高は変わらないが親和性が低
下，M3KOでは親和性は変わらないが収縮力が低下
した。これらの結果は，M2受容体はM3受容体媒介
性収縮の親和性を増加させ，M3受容体はM2受容体
媒介性収縮の大きさに影響を与えることを示唆して
いる。即ち，M2受容体興奮は低濃度から収縮を発
生させ，M3受容体との協調により強い収縮が発生
するという生体に有益な現象が起きていると推察さ
れた（Kitazawa et al., 2007）。

3.2.2．回 腸
M2KO，M3KO およびM2/M3KO マウスの回腸標
本を用いても CCh の収縮作用が検討されている
（Unno et al., 2005）。得られた成績は前述の胃標本
での成績と同じであり，①M2KO および M3KO マ

ウスでは CCh 誘発性収縮が誘起されたが M2/
M3KO マウスでは収縮でなく弛緩が起きる。
②M2KO では濃度反応曲線は右方平行移動，M3KO
では濃度反応曲線は下方に移動した。加えて
M2KO（M3関与），M3KO（M2関与）マウスでの
CCh 収縮に対する Ca2＋ free 液，脱分極，百日咳毒
素，Ca2＋チャネル遮断薬の影響を比較すると，M2
受容体を介する収縮は百日咳毒素，Ca2＋ free 液，脱
分極筋および電位依存性 Ca2＋チャネル遮断薬によ
りほぼ完全に消失した。このことは，M2受容体の
興奮により脱分極が起き電位依存性 Ca2＋チャネル
から細胞外 Ca2＋が流入し収縮が起きることを示唆
している。一方，M3受容体を介する収縮は，百日咳
毒素処置では全く影響を受けず，Ca2＋ free 液，脱分
極筋および Ca2＋チャネル遮断薬では部分的に抑制
されたに過ぎなかった。このことは，M3受容体興
奮による収縮には，細胞外 Ca2＋および細胞内 Ca2＋

のいずれもが動員されること，細胞外からの Ca2＋

流入には電位依存性 Ca2＋チャネルと非電位依存性
Ca2＋チャネルが関与していることを示唆している。
即ち，M2およびM3受容体がカップルする G タン
パク質の差により両受容体の収縮作用のメカニズム
が異なっていた。百日咳毒素処理をした野生型マウ
ス回腸の CCh の濃度反応曲線は右方に移動し，各
濃度での抑制を比較すると低濃度の CCh の収縮が
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図 3．ノックアウトマウス胃腸管標本でのカルバコール濃度反応曲線の比較
胃（Kitazawa et al., 2007）と回腸（Unno et al., 2005）での成績を基にカルバコールの濃度
反応曲線がムスカリン受容体 KO マウスでどのように変化するのかを示した。野生型
（WT）で得られた濃度反応曲線と比較し，M2KO（M3が収縮に関与）では右方に平行移動
した（親和性の低下，最大収縮不変）。一方，M3KO（M2が収縮に関与）では曲線は右方に
は移動せずに下方に移動した（親和性不変，最大収縮低下）。M2/M3KOでは収縮が起きず
に弛緩が誘起された。



大きく抑制されていた。このことは，低濃度のムス
カリン受容体作動薬の収縮にはM2受容体の関与が
大きいことを示唆する（Unno et al., 2005）。

3.2.3 内在性神経刺激により誘起される反応
内因性アセチルコリンによる収縮反応における
M2およびM3受容体の関与を調べるために，胃およ
び小腸の平滑筋標本に electrical field stimulation
（EFS）を加え胃腸管壁の内在性神経細胞を刺激し
誘起される反応を比較した（Unno et al., 2006;
Kitazawa et al., 2007）。
胃底部：野生型のマウスの胃底部標本にEFS（0.5
Hz から 32 Hz，⚕分間隔で 10 秒間刺激）を加える
と低頻度では刺激中に弛緩が誘起されたが，8 Hz
からは弛緩後にゆっくりしたリバウンド収縮が発現
した。Physostigmine 処置では弛緩反応は消失し頻
度に依存した収縮に反転した。この状態に NO 合
成酵素阻害薬の L-NAME を加えると収縮反応はさ
らに増大した。Atropine は，Physostigmine と L-

NAME処置標本の EFS 誘発性収縮を著明に抑制し
たが，高頻度で誘起される収縮は一部残存した。こ
のことから電気刺激により少なくともコリン作動性
神経，NO作動性抑制神経，非コリン作動性興奮神
経の⚓種類が興奮すると考えられた。Physostigmine
と L-NAME 処置胃標本で観察される atropine 感受
性収縮をコリン作動性収縮成分と考え，この収縮の
大きさを 80 mM K＋刺激誘発性収縮に対する相対
値に換算しM3KO，M2KO，M2/M3KO マウスで比
較した（表⚒）。M3KO，M2KOのいずれにおいても
コリン作動性収縮成分は野生型に比較し減少してい
た。またM2/M3KOでは，コリン作動性収縮成分は
認められなかった（表⚒）。
Atropine 下で残存する収縮成分は，高頻度刺激

（16 Hz および 32 Hz）で著明に出現しM3野生型と
M3KO の比較で収縮高は，それぞれ 18.8±7.4％と
45.6±6.6％（16 Hz）（n＝⚕）， 32.6±11.5％ と
63.7±6.9％（32 Hz）（n＝⚕）とM3KOで有意に増
大していた。同様にM2/M3野生型とM2/M3KO の

262 北 澤 多喜雄 263消化管に発現するムスカリン受容体種とその機能：ムスカリン受容体ノックアウトマウスを用いての検討

図 4．野生型，M2KOおよびM3KOマウス胃腸管におけるカルバコール誘発性収縮の比較
M2受容体が関与する収縮は高親和性だが低収縮活性であり，phasic 相のみからなっていた。この収縮は百
日咳毒素処置，脱分極筋，電位依存性 Ca2＋チャネルの遮断薬で抑制された。M2受容体興奮では Gi/oを介し
細胞膜の脱分極が起き，電位依存性Ca2＋チャネルが活性化して収縮が起きた。一方，M3受容体興奮では収
縮発現に要する濃度は野生型よりも高かったが，同じ最大収縮が起きた。この収縮は，百日咳毒素処置では
影響を受けず脱分極筋，電位依存性Ca2＋チャネル遮断薬で部分的に抑制された。このことは，M3受容体興
奮ではM2と同様に脱分極が誘因となり電位依存性 Ca2＋チャネルを通り細胞外から Ca2＋が動員されるが，
それに加え電位依存性 Ca2＋チャネル以外の細胞外からの Ca2＋流入経路，細胞内 Ca2＋の動員経路，および
Ca2＋感受性増大経路などが収縮に関与している。野生型では，両受容体のシグナルが細胞内で協力するか，
細胞膜上でM2/M3複合体が形成され，高親和性で高収縮性の反応が誘起される可能性が考えられる。非選
択陽イオンチャネルや脱分極の研究から，M2とM3のシグナルが細胞内で統合されるというよりは，細胞膜
上で両受容体が二量体を形成し細胞膜に発現する陽イオンチャネルを制御し収縮反応が誘起されると考えた
方が実験成績を説明しやすい。なお，本図はUnno et al.,（2005），Kitazawa et al.（2007），Sakamoto et al.,
（2007），Tanahashi et al.（2009），およびTanahashi et al.（2021）の論文を参考に作成した。



比較では 1.8±0.5％と 20.2±15.3％（16 Hz）（n＝
⚕），2.9±0.7％と 30±17.6％（32 Hz）（n＝⚕）で
あり 32 Hz の収縮反応が著明に増加していた（図
⚕）。このことは，コリン作動性収縮成分が減弱す
るM3KO，M2/M3KO では神経性胃収縮を補填する
ために非コリン性収縮が増加すると考えられた。一
方，コリン作動性収縮が減弱するM2KO では atro-
pine 耐性収縮の増加は認められなかった。この理

由は不明であるが，EFS 誘発性コリン作動性収縮に
はM2よりもM3受容体がより強く関与することを
示しているのかもしれない。
以上の電気刺激による検討の結果は神経から放出
される内在性アセチルコリンによる収縮にもM2，
M3受容体が関与していることを示している。どち
らかというと低頻度の刺激による収縮にはM2が，
高頻度の刺激による収縮にはM3が関与している可

262 北 澤 多喜雄 263消化管に発現するムスカリン受容体種とその機能：ムスカリン受容体ノックアウトマウスを用いての検討

表 2 M2KO，M3KOおよびM2/M3KOマウス胃における電気刺激誘発性コリン作動性収縮成分の比較

Mice Choline 作動性収縮成分（80 mM K＋収縮に対する相対値）
0.5 1 2 4 8 16 32 Hz

M2WT 19±5 41±12 67±15 94±14 112±10 115±9 112±11
M2KO 11±4 24±8 38±11a 56±14a 70±13a 75±13a 80±14
減少率（％） 42 41 43 40 38 35 29
M3WT 26±10 52±17 75±19 94±18 105±13 105±11 95±12
M3KO 21±5 44±9 65±9 80±9 86±13 73±5a 67±48a
減少率（％） 19 15 13 15 20 30 30
M2/M3WT 4±1 9±2 19±4 29±3 47±17 55±4 68±10
M2/M3KO 0±0a 0±0a 1±1a －1±2a －4±4a －1±1a 2±2a
減少率（％） 100 100 95 100 100 100 97
それぞれの数値は 5例の実験の平均±標準誤差である。コリン作動性の収縮成分は，physostigmine（300 nM）と L-NAME（100μM）処置した胃
底部標本に電気刺激を加え収縮を確認した後，atropine（1μM）で処置し消失した収縮の高さを 80 mMK＋収縮に対する相対値で示した。a；野生
型と比較して有意差があることを示している（p＜0.05）。減少率はコリン作動性収縮がノックアウトマウスで野生型に比べてどの程度減少したか
を示した。尚，M2/M3KOのマイナスの値は 0とし計算したので減少率は 100％となっている。表はKitazawa et al.（2007）を改変した。

図 5．M2/M3KOマウスにおける atropine 耐性収縮の増加
野生型マウスとM2/M3 KOマウスで atropine 耐性収縮を比較した。いずれのマウスの胃底部標本でも physostigmine
と L-NAME の処置下では刺激頻度に依存した収縮が誘起された。Atropine はこの収縮を野生型では著明に抑制した
が，M2/M3KO マウスでは atropine 処置でも収縮は殆ど変わらなかった。Atropine 下の収縮反応の比較よりM2/M3
KOでは atropine 耐性収縮（非コリン作動性）が増大していることがわかる。



能性があった（表⚒）。また，コリン作動性収縮が大
きく消失した M3KO や M2/M3KO マウスでは収縮
の減少を補うために非コリン作動性の興奮成分が増
加していた。胃排出能を検討した実験において，
M2/M3KOでも胃排出能は野生型と比較して差が認
められなかった（Kitazawa et al., 2007）。それゆえ，
非コリン作動性収縮の増加が胃排出能の恒常性に関
与している可能性がある。
回腸：同様に野生型，M2KO，M3KO およびM2/
M3KO マウスから作製した回腸標本でも電気刺激
を加え，収縮高とその波形を比較した（Unno et al.,
2006）。EFS を 2，5，10，20，50 Hz の頻度で⚕秒間
加えると，刺激中に素早い立ち上がりの収縮が起き，
刺激終了後にはゆっくりとした経過の持続性収縮が
観察された。Atropine は刺激期間中に誘起される
素早い立ち上がりの初期収縮を消失させたが，持続
性収縮には影響を与えなかった。このことは，初期
の素早い収縮にはコリン作動性神経，その後に出現
するゆっくりした収縮には非コリン作動性神経が関
与していることを示している（Unno et al., 2006）。
同様な収縮パターンはM2KO またはM3KO マウス
の回腸でも認められたが，M2/M3KO マウスの標本
ではコリン作動性（刺激中）収縮は全く認められず，
ゆっくりした非コリン作動性収縮のみが発現した。
M2KO，M3KOマウスのコリン作動性収縮成分はい
ずれでも野生型の 80％程度に減弱していた。百日
咳毒素処置はM3KO のコリン作動性収縮を消失さ
せたが，M2KO の収縮には影響を与えなかった。
Atropine 下で認められ非コリン作動性収縮の大き
さを野生型，M2KO，M3KO およびM2/M3KO で比
較してみると，M2/M3KO でのみ非コリン作動性収
縮が有意に増大しているのが観察された。これら回
腸での成績は胃底部標本での成績と類似しており，
M2および M3受容体がコリン作動性収縮の発現に
関与すること（その中でもM3受容体の関与がより
大きい），M2およびM3受容体が欠如した小腸では
非コリン作動性興奮性神経支配の up regulation が
起きていることが示された（Unno et al., 2006）。

3.2.4 腸神経に存在するムスカリン受容体の機能
①M1受容体：これまで述べてきたように，M2/
M3KOの胃，回腸条片では，高濃度CCh により弛緩
作用が認められた。この弛緩作用は atropine，テト
ロドトキシン，L-NAME で抑制されることから，
M2/M3受容体以外のムスカリン受容体の興奮が抑
制性 NO 神経を興奮させた結果と推察されている
（Unno et al., 2005; Kitazawa et al., 2007）。

Harrington et al.（2007）は，免疫組織学的手法を用
い，ヒトやモルモット消化管でM1受容体がコリン
作動性神経や NO 神経に存在することを報告して
いる。さらに彼らはヒト結腸で詳細な検討を行い
M1受容体が筋間神経叢や粘膜下神経叢に多く，一
部粘膜上皮にも発現すること，M2やM3受容体は平
滑筋細胞上だけではなく腸神経要素にも発現してい
ることを報告している（Harrington et al. 2010）。こ
のような形態学的な結果も踏まえ，M1受容体が
M2/M3KOで認められる胃腸管の弛緩に関与すると
考えられている（Unno et al., 2005; Kitazawa et al.,
2007）
KO マウス結腸標本の CCh 誘発性収縮において
も胃条片，回腸条片と同じような結果が得られてい
るが（Kondo et al., 2011），異なる点としてM3KOで
低濃度 CCh では収縮が起きるものの，高濃度 CCh
では弛緩作用のみが誘起され（図⚒），濃度反応曲線
はベル型を呈した。即ち，結腸では他の消化管部位
に比べてM3が欠損し収縮力が減弱した場合に弛緩
反応が強く発現すると考えられる。結腸収縮におけ
る M1受容体の機能的な意義を明らかにするため
に，M1選択性の高い作動薬McN-A-343 と M1選択
性が高い遮断薬 pirenzepine を用い解析を行った。
McN-A-343 は野生型マウスの結腸に一過性の小さ
な収縮を誘起したが，この反応は pirenzepine，テト
ロドトキシン，L-NAME のいずれの処置によって
増大し持続性収縮反応に変化した。この持続性
McN-A-343 収縮は atropine で消失した。このこと
から，この収縮増大の機序は以下のように考えられ
た。まず，M1作動薬であるMcN-A-343 は弛緩を誘
起する M1受容体の他に平滑筋の M2/M3受容体に
も作用し，後者の反応が優位であることから一過性
の小さな収縮（M2/M3関与）が起きた。Pirenzepine
は M1受容体を遮断することにより，テトロドトキ
シンは抑制性神経を麻痺させることにより，L-
NAME は抑制性 NO 神経の機能を減弱させること
により，M1受容体を介する弛緩作用が消失しMcN-
A-343 の M2/M3受容体興奮による収縮が増大した
と考えられる。McN-A-343 は，M2/M3KOマウス結
腸では弛緩反応のみを誘起し，この弛緩作用も pir-
enzepine，テトロドトキシン，L-NAME処置で抑制
された。結腸は糞便を滞留させるため，NO神経な
どの抑制性神経支配が強いと推察され，これが要因
となりM3KO において回腸，胃とは異なるベル型
の濃度反応関係になったものと考えられる（Kondo
et al., 2011）。
②M2とM4受容体：神経終末にはシナプス前受容
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体があり，神経伝達物質の放出を抑制性に調節して
いることは古くから知られていた。その例としてア
ドレナリン作動性神経終末のα2アドレナリン受容
体がある（Starke et al., 1989）。このような nega-
tive feedback に関わる放出制御系はコリン作動性
神経でも存在が推察されていたが（Somogyi and de
Groat, 1999），詳細な検討は行われていなかった。
すでに述べたように免疫組織化学的解析ではM2や
M3受容体が腸神経（コリン作動性神経，NO神経，
substance P 神経）にも発現していることが報告さ
れているので（Harrington et al. 2008, 2010），消化
管でもムスカリン受容体がコリン作動性神経からの
アセチルコリン放出を調整している可能性がある。
Takeuchi et al.（2005）は，⚗種類のムスカリン受容
体 KO マウス（M1 KO，M2KO，M3KO，M4KO，
M5KO，M2/M3KO，M2/M4KO）の回腸標本で電気
刺激により放出されるアセチルコリン量を測定し以
下の結果を得ている。野生型マウス回腸で電気刺激

を行うとアセチルコリン放出が誘起されるが，この
放出は atropine 処置で増加した。この現象は，シナ
プス前ムスカリン受容体が atropine で遮断され，放
出抑制機構が消失したため起きると推察された。こ
の atropine による放出増大作用は，M1から M5ま
でのシングル KO マウスでも野生型と同程度に認
められたので，放出抑制に関与する受容体は⚑種類
ではない可能性が示唆された。そこで⚒種類のダブ
ル KOマウスで検討を行ったところ，M2/M3KO で
は atropine による放出増大作用は認められたが，
M2/M4KO では放出増大作用は消失していた。ま
た，M2/M4KO で観察されるアセチルコリン放出量
は atropine 処置野生型マウスでの値と一致してい
た。免疫組織化学的検討によりM2は平滑筋とコリ
ン作動性神経に存在すること，M4はコリン作動性
神経でM2と共存していることが確認された。これ
らの成績から，腸のコリン作動性神経終末にはシナ
プス前M2/M4受容体が存在し，放出の抑制性制御
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図 6．消化管運動におけるムスカリン受容体サブタイプの役割
副交感神経節前神経から放出されるアセチルコリン（ACh）は筋間神経叢のニコチン受容体
（NicR）に作用し副交感節後線維（コリン作動性神経）を興奮させ，放出されたAChは平滑筋の
M2とM3およびM2/M3複合受容体に作用して収縮を誘起する。また，カハール介在細胞上の
M2，M3にも作用しこの細胞の機能を調節する。一方，コリン作動性神経終末にはM2とM4受
容体が存在し，ACh の放出を抑制性に調節している。免疫組織化学的検討では M2受容体は
NO神経や非アドレナリン，非コリン作動性（NANC）神経にも存在すると言われている。胃腸
管収縮を抑制性に調節するNO神経上にはM1受容体が存在し，興奮によりNOを放出し消化管
運動を抑制性に制御する。アセチルコリンの平滑筋収縮／弛緩作用とカハール介在細胞への作
用により蠕動運動のような協調性のある収縮／弛緩運動が誘起される。



に関わっていることが明らかになった（Takeuchi
et al., 2005）。

3.3．平滑筋のCa2＋感受性増大作用
一般に平滑筋は，細胞外や細胞内から供給される
Ca2＋がカルモジュリンと複合体を作りこの複合体
がミオシン軽鎖キナーゼを活性化し，生成されたリ
ン酸化ミオシンとアクチンとの相互作用により収縮
すると考えられている。即ち，Ca2＋濃度─リン酸
化ミオシン量─収縮力の⚓者は相関する（ミオシン
リン酸化説）。しかし，リン酸化ミオシン量はミオ
シン軽鎖ホスファターゼ（脱リン酸化酵素）によっ
ても調節されているので，この酵素が抑制されると
Ca2＋濃度に関係なくリン酸化ミオシン量が増加し，
収縮が増大する可能性がある（Somlyo and Somlyo,
2003）。アセチルコリンは，通常 Gタンパク質共役
受容体であるM2およびM3受容体を活性化させ細
胞内への Ca2＋動員を促進し収縮を誘起するが，
Rho キナーゼとプロテインキナーゼC（PKC）が関
連する経路は脱リン酸化酵素を抑制し細胞内 Ca2＋

濃度の上昇を伴わずに収縮を増強する。この現象で
は，平滑筋の Ca2＋濃度－収縮曲線が作動薬の存在
下では，左方にシフトするので Ca2＋感作と呼ばれ
ている（Karaki, 1989; Kitazawa et al., 1989; Somlyo
and Somlyo, 2003）。これまで胃腸管平滑筋でもア
セチルコリンや CCh のようなムスカリン作動薬で
Ca2＋感作が起きることが知られているが（Itagaki
et al., 1995; Unno et al., 2003），この現象にM2，M3
受容体のどちらが関与しているかは不明のままで
あった。
Suguro et al.（2010）は，野生型，M2KO，M3KO
およびM2/M3KO マウスの小腸標本をα-toxin で処
置してスキンド標本を作製し，Ca2＋濃度と収縮と
の関係がムスカリン受容体作動薬でどのように変化
するか検討した。α-Toxin 処置は，平滑筋細胞膜に
微小な穴をあけるので各種イオンは膜の内外を自由
に透過することができ，人為的に細胞内 Ca2＋濃度
を変えることが可能である。加えてイオンが透過す
る穴が微小なため細胞膜の受容体機能は維持される
ので，受容体の興奮による Ca2＋濃度－収縮曲線の
変化を観察することができる。野生型マウス回腸で
の Ca2＋濃度－収縮曲線から得られた半分効果 Ca2＋

濃度（pCa2＋）は 6.0 であり，この値はCCh（100μM）
存在下では 6.2 と有意に増加した。同様に CCh 処
置前と処置後の pCa2＋値は，M2KOでは 5.9 と 6.2
（有意な増加），M3KOでは 6.0 と 5.9（有意差なし），
M2/M3KOでは 6.0 と 6.0（有意差なし）となった。

また，この Ca2＋感受性の増加作用は，Gq/11の阻害
薬である YM-254890 によって抑制された（Suguro
et al., 2010）。Ca2＋感受性の増加には Rho キナーゼ
と PKC を介した経路が関与しているとされている
が（Karaki, 1989; Kitazawa et al., 1989; Somlyo and
Somlyo, 2003），Gq/11の興奮は PLC を活性化して
IP3と DAG を産生する。このうち IP3は Ca2+スト
アからの Ca2+放出を誘起するが，DAG は PKC を
活性化しミオシン軽鎖を脱リン酸化する CPI-17 を
リン酸化して抑制するので Ca2＋感受性を増大する
と考えられている（Kitazawa et al., 1989）。一方，
Rho を介する系は G12/13タイプの Gタンパク質で活
性化されるが，Booden et al.（2002）や Vogt et al.
（2003）は，Gq/11タイプであっても PLC非依存性に
Rho/Rho キナーゼ系が活性化されると報告してい
る。Rho キナーゼは，myosin phosphatase target-
ing protein（MYPT）を介しミオシン軽鎖脱リン酸
化酵素を抑制する。以上のことから Ca2＋感受性の
増加にはM3受容体とそれにカップルした Gq/11，そ
の下流にある PKCおよび Rho キナーゼによるミオ
シン軽鎖脱リン酸化酵素の抑制が関与すると考えら
れる。

⚔．ムスカリン受容体による消化管平滑筋イオン
チャネルの制御

消化管をはじめとする平滑筋組織でムスカリン受
容体刺激は，①非選択的陽イオンチャネル，②K＋

チャネル，③Cl－チャネル，および④電位依存性
Ca2＋チャネルの活性化または抑制を起こすことが
報告されている（Carl et al., 1996; Bolton et al.,
1999）。これらのイオンチャネルの制御がどの種の
受容体サブタイプの興奮によるのかについてもKO
マウスを用いて研究が進んでいる（Sakamoto et al.,
2007; Tanahashi et al., 2009; 2021）。

4.1．非選択的陽イオンチャネル
非選択的陽イオンチャネルの活性化は，平滑筋細
胞の脱分極とそれに続く電位依存性 Ca2＋チャネル
の活性化と収縮を誘起するが，KOマウスを用いた
検討からこのチャネルの活性化にはM2とM3受容
体の両方（M2/M3複合体）が必要であることが明ら
かになった。Sakamoto et al.（2007）は，野生型，
M2KO，M3KO および M2/M3KO の回腸平滑筋で
パッチクランプ法で陽イオンチャネルの電流を測定
し，CCh によってM2KO およびM3KO では野生型
で観察されるイオン電流のそれぞれ 11％および⚖
％の電流変化しか起きないこと，M2/M3KO では電
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流反応が起きないことを示した。即ち，野生型平滑
筋の非選択的陽イオンチャネルを流れる電流は単純
にM2電流とM3電流の総和ではなく（単純合計で
17％），両受容体が存在することで複合体が形成さ
れ協同的な電流が流れると考えられた。単イオン
チャネル解析の結果，M2受容体の興奮では電導度
が 70 pS のチャネルが活性化され，このチャネルに
は⚓種類の開口時間があった（0.25，1.1，13.2 ms，
開口確率 0.042）。一方，M3受容体の興奮では 70
pS と 120 pS，⚒種類のチャネルが活性化されるが，
開口時間は⚑種類でそれぞれ，0.55 ms（開口確率
0.08）と 0.23 ms（開口確率 0.02）であった。野生
型では主に 70 pS の電流が観察され開口時間には，
0.62，2.7，16.9 および 121.1 ms の⚔つの状態が
あった（開口確率 0.14）。M2またはM3の興奮によ
り⚒種類の陽イオンチャネルが（70 ps と 120 ps）活
性化されるが，開口時間と開口確率が低いために多
くの電流は流れない。しかし，M2とM3が共発現す
る場合は M2/M3複合体が制御する 70 ps チャネル
が高確率で長時間開口することで多くの電流が流れ
ると推察された。なお，その後の研究で 70 pS チャ
ネ ル は transient receptor potential canonical 4
（TRPC4）チャネル，120 pS チャネルはTRPC6 チャ
ネルであることが明らかになった（Tsvilovskyy et
al., 2009）。M2KO ではM3/Gq/11が TRPC4，TRPC6
を制御するがいずれのチャネルも開口時間は極めて
短い。M3KO では M2/Gi/oが TPRC4 を制御してい
るが，開口時間はM3の興奮時に比べて長くなるも
のの野生型ほどではない。M2と M3が共発現する
野生型では，TRPC4 を M3/Gq/11と M2/Gi/oの両方
（M2/M3複合体）が制御し，加えてM3系により産生
された IP3により筋小胞体から放出される Ca2＋が
TPRC4 をさらに活性化し強い電流が流れると考え
られている（Sakamoto et al., 2007; Tanahashi et al.,
2021）。

4.2．K＋チャネル
K＋チャネルの活性化は過分極，抑制は脱分極を
起こすことから，このチャネルは平滑筋細胞機能の
調節に重要な役割を果たしている。ムスカリン受容
体の興奮がK＋チャネル機能に影響を与えることは
良く知られていた（Beech, 1997; Zholos, 1999）。
Sakamoto et al.（2007）は，CCh により活性化され
る large conductance Ca2＋-activated K＋（BK）チャ
ネルの性質をKOマウスで検討し，このチャネルを
通る電流は筋小胞体から放出される Ca2＋依存性に
活性化され，野生型や M2KO では認められるが，

M3KO，M2/M3KO では消失することを報告した。
このことは，M3受容体が活性化し産生される IP3
により筋小胞体から放出される Ca2＋が BK チャネ
ルの制御に関与することを示している。
一方，ATP-sensitive K＋（KATP）チャネルはATP
やグリベンクラミドよって抑制され脱分極を起こし
種々の平滑筋を興奮（収縮）させる。このチャネル
の興奮薬，クロマカリムは過分極を起こし平滑筋を
弛緩させる。ムスカリン受容体刺激が KATPチャネ
ルを抑制することは，膀胱（Bonev and Nelson, 1993）
や気管支平滑筋（Nuttle and Farley, 1997）で既に明
らかにされていた。Wang et al.（2018）は，野生型
やM2KO マウスの回腸平滑筋ではクロマカリムに
よって活性化された KATP電流は CCh で抑制され
るが，M3KO，M2/M3KO の標本では抑制されない
ことを示した。加えて CCh による KATPチャネル
抑制作用は Gq/11の阻害薬 YM-254890 や PLC の阻
害薬のU73122 によっても減弱するので，KATPチャ
ネルの活性はM3/Gq/11/PLC 系により調節されてい
ると考えられている。

4.3．Cl－チャネル
Cl－チャネルは種々の平滑筋細胞に存在し，その
平衡電位が静止膜電位よりも高いために，活性化は
脱分極を起こし平滑筋機能に影響する可能性がある
（Zholos, 1999）。BK チャネルと同様に Cl－チャネ
ルは，細胞内からの Ca2＋放出により活性化される
（Ca2＋感受性 Cl－チャネル）。気管支平滑筋では，
ムスカリン作動薬により誘起される Cl－チャネル
電流が M3に選択性が高い遮断薬や Gq/11抗体によ
り抑制されることがわかっており，M3/Gq/11系がこ
のチャネルの調節に関与していると考えられている
（Wang and Kotlikoff, 1997; Wang et al., 1997）。

4.4．電位依存性Ca2＋チャネル
ムスカリン受容体の興奮により非選択的陽イオン
チャネルから細胞内に流入した陽イオン（主として
Na＋）によって脱分極が起き，これにより平滑筋に
Ca2＋が流入して収縮が誘起される。即ち，電位依
存性Ca2＋チャネル（Voltage dependent Ca2＋ chan-
nel, VDCC）の興奮は平滑筋収縮に必要な細胞外か
らの Ca2＋動員に最も重要な役割を果たしている
（Bolton et al., 1999）。しかしながら Beech（1997）
は，ムスカリン受容体興奮により VDCC が抑制さ
れることを見出した。この抑制機構は細胞への
Ca2＋ overload を防ぐ生理的な意義があると考えら
れている。モルモット回腸においてムスカリン受容
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体刺激によるVDCCの抑制は持続が 10 秒程度の一
過性抑制相とそれに続く持続性抑制相に分けられた
（Unno et al., 1995）。一過性抑制には，M3/Gq/11
/PLC/IP3経路が関与していると考えられているが
（Komori and Bolton, 1991; Unno et al., 1995），持続
性抑制相には，M2/Gi/oが関与するという報告
（Pucovsky et al., 1998）とM3/Gq/11が関与するとい
う相反する報告がなされていた（Unno et al., 1995）。
Tanahashi et al.（2009）は，ムスカリン受容体
KO マウスの回腸分離平滑筋細胞を用い VDCC を
抑制する受容体種の解析を行った。野生型マウスで
は既報（Unno et al., 1995）に一致して CCh により
⚒相性のVDCC電流の抑制が認められたが，M2KO
マウスでは初期相に変化はなかったが，持続相は著
明に減弱した。一方，M3KOマウスで初期相は消失
し，持続相も著明に減弱していた。M2/M3KO では
CCh による VDCC の抑制は認められなかった。こ
のことから，初期抑制相にはM3，持続抑制相には
M2と M3の両方の受容体が関与していることがわ
かった。M3KO での持続相の抑制は百日咳毒素処
置で消失したがYM-254890 では抑制されなかった。
また，M2KOでの抑制は百日咳毒素処置では影響を
受けず YM-254890 で抑制された。しかしながら，
野生型で持続相の抑制率を 100％とした場合，M2受
容体とM3受容体が単独発現した時の抑制率の合計
は 44％であり，残りの 56％の抑制にはM2/M3受容
体の共発現が必要と推察された。野生型での
VDCCの持続抑制相は，細胞内Ca2＋をEGTAでキ
レートすると部分的に減弱し，残存する抑制の程度
はM2とM3受容体がそれぞれ単独で興奮した時の
抑制率の和と一致していた。以上の成績から，
VDCCの抑制にはM2，M3，M2/M3（Ca2＋依存性）
の⚓つの受容体機構が関与していることが明らかに
なった。
以上のムスカリン受容体 KO マウスの回腸筋細
胞における電気生理学的研究より，M2受容体は
TRPC4 チャネルとVDCCの抑制性制御に関与する
が，TRPC6 チャネル，K＋チャネル（BK，KATP）ま
たは Cl チャネルの制御には関与していないことが
わかった。一方，M3受容体は上記のすべてのイオ
ンチャネルの制御に関与していた。また，M2とM3
が共発現する野生型ではM2/M3受容体が複合体を
構成し TRPC4 チャネル電流の増大と VDCC の抑
制性制御に関わっていると考えられた（表⚓）。

⚕．ムスカリン受容体興奮による平滑筋の脱分極

ムスカリン受容体刺激による細胞膜電位変化に関
する検討も KO マウスを用いて行われている
（Sakamoto et al., 2007）。野生型では 0.1-0.3μM
CCh より脱分極が誘起され（10-20 mV），1μM で
はさらに大きな脱分極が認められた（40-50 mV）。
M2KO では脱分極の発現には野生型より高濃度
（1μM）の CCh が必要であり，30-100μMで野生型
の最大反応とほぼ同じ大きさの脱分極が誘起され
た。このことから，M3受容体興奮では感受性が低
下するものの十分に大きな脱分極が誘起されること
がわかった。一方，M3KOでは野生型と類似する濃
度より脱分極が誘起されるが，その大きさは最大で
も 10 mV 程度であり，野生型やM2KO の最大反応
に比べ明らかに小さかった。また，M2/M3KO では
CCh により脱分極は誘起されなかった（Sakamoto
et al., 2007）。この脱分極の解析結果は，胃や回腸で
の収縮実験の成績（Unno et al., 2005; Kitazawa et al.,
2007）と類似している。即ち，M3受容体の興奮では
脱分極が発現するのに高濃度が必要であるが，濃度
を上昇させると野生型と類似する最大反応に達した
（濃度反応関係は右方平行移動）。一方，M2受容体
の興奮では野生型と類似の濃度から脱分極は発現す
るが，反応は小さかった（濃度反応関係下方移動）。
これらの成績からM2は低濃度からの反応の誘起，
M3は誘起される脱分極の大きさに影響を与えると
推察される。先に述べたようにM3を介した経路は
K＋チャネルの抑制，Cl－チャネルの活性化，Ca2＋

感受性の増大なども誘起するために誘起される脱分
極（収縮）が大きくなると考えられた（表⚓）。
Matsuyama et al.（2013）は，マウス回腸縦走筋
で腸神経の興奮による脱分極である excitatory
junction potential（EJP）を微小電極で測定し，ムス
カリン受容体欠損の影響を観察している。電気刺激
誘発性のEJP はテトロドトキシン，atropine で抑制
され，コリンエステラーゼの阻害薬で増大したこと
から，コリン作動性であることが確認された。
TRPC チャネルの遮断薬である SK＆ F 96365 およ
び百日咳毒素は，野生型で見られる EJP をそれぞ
れ部分的に抑制した。一方，M2KOマウスではEJP
は野生型の 20％-30％に減弱し，この EJP も SK ＆
F 96365 によって抑制された。しかしながら，電気
刺激によるコリン作動性 EJP は，M3KO や M2/M3
KOマウス平滑筋では観察されなかった。この結果
は，野生型でのコリン作動性 EJP は M2反応とM3
反応の単純な相加ではなく，両受容体の複合体が興
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奮したことにより陽イオンチャネルが相乗的に活性
化され大きな電位変化（EJP）が誘起されること，
EJP の発現には主としてM3受容体が関与している
ことを示している。

⚖．カハール介在細胞

カハール介在細胞（Interstitial Cells of Cajal，ICC）
は，消化管の筋間神経叢，粘膜下神経叢および縦走
筋／輪走筋の筋層内の⚓か所に主に存在している。
ICCの主な機能は蠕動運動のペースメーカーとして
の役割と神経─筋層間の信号伝達の調節であるが，
筋間神経叢，粘膜下神経叢に存在する ICCは前者の
平滑筋層内に存在する ICC は後者の役割を有して
いると考えられている。すでに述べたように
Epperson et al.（2000）および Iino and Nojyo（2006）
は，ICC に M2やM3受容体が発現していることを
形態学的に証明しているが，Johnston et al.（2008）
は ICC の興奮を細胞内 Ca2＋濃度の変化から解析し
アセチルコリンが主としてM3受容体を介し ICCを
興奮させることをモルモット膀胱で報告している。
同様に M3受容体の興奮が ICC を興奮させること
は，Drumm et al.（2020）によってマウス結腸でも
報告されている。Tanahashi et al.（2013）は，摘出
マウス小腸標本の規則的な収縮に注目し，M3KOで
はその収縮周期が変化すること，この変化と同様な
現象が筋間神経叢の ICC を欠いたマウスでも認め
られることを示した。これらの成績は，アセチルコ
リン/M3受容体系が ICC の機能調節に関わってい
ることを示唆するが，ICC機能とアセチルコリン／
ムスカリン受容体の関連性を明らかにするのには，
今後更なる研究が必要である。

⚗．粘膜におけるムスカリン受容体の機能

これまで，消化管運動に関連する平滑筋，内在性
神経や ICC のムスカリン受容体について述べてき
たが，ムスカリン受容体は腸陰窩の幹細胞にも存在
し胃腸管粘膜機能を調節している（Lundgren et al.,
2011）。腸粘膜機能が正常であることは動物の生命
維持（物質の分泌，吸収・代謝，生体防御）に不可
欠であり，粘膜の恒常性は複数の要因によって制御
されている。その中でもアセチルコリン／ムスカリ
ン受容体系が腸粘膜の恒常性の維持に関与している
という報告がある（Greig and Cowles, 2017）。この
報告ではM1 KOからM5KOまでのムスカリン受容
体KOマウスの腸管から組織切片を作成し，粘膜の
絨毛の高さ，陰窩の深さおよび陰窩増殖指数を測定
して野生型と比較している。その結果，すべての

KOマウスにおいて野生型との差異が認められ，特
に M2KO，M3KO および M5KO マウスでの組織変
化が著明だったことが報告されている。このこと
は，全てのムスカリン受容体サブタイプが腸管粘膜
形態と陰窩細胞増殖を調節していること，その中で
も特にM2，M3およびM5受容体の寄与が大きいこ
とを示している。最近，ムスカリン受容体が腸上皮
の恒常性維持に重要であり，胃腸管の炎症病態にも
関与するとの総説がある（Uwada et al., 2023）。こ
れまで消化管の平滑筋や神経が標的と考えられてい
たアセチルコリン／ムスカリン受容体系が粘膜機能
も調節するという新しい視点からの研究は今後発展
していく分野として注目される。

⚘．ムスカリン受容体複合体（オリゴマー）

これまでのライフサイエンスでは，Gタンパク質
共役型受容体であるM2やM3受容体はリガンドと
下流のシグナル伝達が⚑対⚑の関係で機能する単量
体（モノマー）として捉えられ，その受容体の情報
伝達系などの特徴が詳細に明らかされてきた（表
⚑）。しかしながら，受容体 KO マウスから作成し
た平滑筋細胞の陽イオン電流の解析により，M2と
M3受容体が二量体（ダイマー，M2/M3複合受容体）
を形成し陽イオンチャネルを高い確率で長時間開口
させている可能性や VDCC を調節している可能性
が提示された（表⚓）。このようにムスカリン受容
体をはじめとする受容体同士が相互作用しダイマー
などのオリゴマーを形成し生理的に機能する可能性
を示す研究成果が近年増えてきている（Goin and
Nathanson, 2006; McMillin et al., 2011; Marsango et
al., 2018; Milligan et al., 2019）。ムスカリン受容体で
は，HEK293 細胞にM1，M2，M3受容体をそれぞれ
発現させると単量体ではなくホモ二量体の状態で存
在すること，また⚓つの受容体のうち⚒つを選んで
細胞に発現させるとそれぞれM1/M2，M2/M3，M1/
M3のヘテロダイマーが産生されることがわかって
いる。また，ホモダイマーに比べてヘテロダイマー
では，各々の受容体のリガンド親和性が少し低下す
ることからヘテロダイマー形成は受容体の機能を相
互に調節すると考えられている（Goin and
Nathanson, 2006）。ホモダイマーの分子基盤につい
ては，M3受容体では⚗つの膜貫通部位（trans-
membrane region, TM，TM1-TM7）のうち TM5-
TM5，TM6-TM7，TM4-TM5，TM1-TM2 が結合し
てダイマーを作ることが明らかになっているが
（McMillin et al., 2011），異なるムスカリン受容体サ
ブタイプによる相互作用（複合体）の分子基盤（M2
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とM3），立体配置またオリゴマー形成の機能的な重
要性については今後さらなる研究が必要と思われ
る。

⚙．ま と め

脊椎動物の生体諸器官（臓器）は自律神経（交感
神経および副交感神経）により⚒重拮抗支配を受け
ているが，副交感神経を介した調節にはアセチルコ
リン／ムスカリン受容体が関与している。生体には
⚕種類のムスカリン受容体（M1-M5）が存在するの
で，アセチルコリンによる生理・病態生理的調節機
構の解明の第一歩として各々の器官に存在するムス
カリン受容体サブタイプとその機能を解明すること
は重要である。
消化管に存在するムスカリン受容体の解析は初期
には選択的に作用する遮断薬を用いて行われM3受
容体が収縮に関与するとされていたが，分子生物学
的手法や免疫組織化学的手法によりM3受容体だけ
でなくM2受容体も発現していることが明らかにな
り，M2受容体の機能に注目が集まった。しかしな
がら，遮断薬の選択性に限界があること，奇数の受
容体，偶数の受容体では細胞内情報伝達系が類似し
ていることなどが研究進展の妨げとなっていた。し
かし，ここ 20 年余りで消化管におけるM2受容体，
M3受容体の研究は飛躍的に進歩した。その要因の
ひとつに受容体KOマウスが開発され生理学・薬理
学研究に用いられるようになったことがある。野生
型とKOマウス（M2KO，M3KO，M2/M3KO）の胃
腸管でムスカリン作動薬により誘起される収縮反応
やイオンチャネル電流を比較することによりM2お
よびM3受容体興奮と陽イオンチャネル活性を結び
つける⚓経路（M2/Gi/o，M3/Gq/11および M2/M3
Gq/11/Gi/o）が野生型では機能していることが明らか
にされた。⚓経路の興奮により誘起される電気生理
学的現象および収縮実験の結果は表⚓に示した。
M2および M3受容体それぞれの興奮による電気生
理学的現象の大きさと性質には差異が認められ，
M2/M3受容体（ヘテロダイマー）が興奮した場合は，
単純なM2とM3受容体反応の和では説明できない
相乗作用が観察された。即ち，M2/Gi/oおよび M3/
Gq/11系はそれぞれ陽イオンチャネルを調節してい
るが，両受容体で形成されるM2/M3 Gq/11/Gi/o系は
イオンチャネルを高確率で長時間開口させ，陽イオ
ンの流入が増加し大きな脱分極そして収縮を起こす
と考えられた。
ムスカリン受容体 KO マウスを用いた検討は欠
損した受容体の役割を推察するのに有用であるが，

欠損により他のムスカリン受容体の作用が顕在化す
ることも明らかになった。M2/M3KO マウスでの解
析から消化管の内在性NO神経上にM1受容体が存
在し消化管運動の抑制に関与することがわかり，ア
セチルコリン／ムスカリン受容体が胃腸管運動を興
奮性にも抑制性にも調節していることが示された。
消化管においてムスカリン受容体は粘膜，カハー
ル介在細胞および内在性コリン作動性神経にも発現
している。この中でも内在性コリン作動性神経には
M2/M4受容体が分布しアセチルコリン放出を抑制
性に調節している。一方，粘膜上やカハール介在細
胞上のムスカリン受容体についても研究が開始され
ムスカリン受容体が消化管粘膜の恒常性や収縮運動
の歩調取りに関与することが明らかにされつつあ
る。
コリン作動性神経─アセチルコリン─ムスカリン
受容体経路は生体の機能を調節する基本的な神経経
路であり多くの研究が現在でも行われている。中で
もムスカリン受容体 KO マウスを用いた研究と発
現細胞でのムスカリン受容体複合体に関する研究は
大きなパラダイムシフトをもたらした。今後，この
遺伝子改変動物や受容体発現細胞を用いた解析によ
り，平滑筋や腸神経だけでなく粘膜やカハール介在
細胞の機能調節におけるアセチルコリン／ムスカリ
ン受容体系の理解や生体内での複合体の実体と機能
に関しての研究がさらに進むと考えられる。
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Summary

Acetylcholine (ACh) released from parasympathetic postganglionic nerves regulates the function of visceral
organs such as gastrointestinal (GI) tract through activation of muscarinic acetylcholine receptors (mAChRs). Five
mAChR subtypes (M1-M5) are identified in mammals. Although conventional pharmacological analysis suggested
the involvement of M3 subtype in the ACh-induced contraction of GI smooth muscles, mAChRs population in GI
tract has been demonstrated to consist of M2 and M3 subtypes (7:3). Roles of dominant M2 receptor for GI function
(motility) have not been well determined because of lack of subtype selective agonists and antagonists, and
similarity of intercellular signaling of odd number of mAChRs (M1, M3 and M5) or even number of mAChRs (M2 and
M4). In this article, we review recent studies on muscarinic function in GI smooth muscle contraction using
mAChR subtype deficient mice (knockout (KO) mice). Since M2 and M3 receptors are dominantly expressed in the
GI tract, M2KO, M3KO and M2/M3 double KO mice markedly contributed to understand the function of mAChRs.
Using these KO mice, in addition to activation of individual M2R/Gi/o and M3R/Gq/11 pathways, M2R/Gi/oM3RGq/11
(M2R/M3R heterodimer) pathway might be also stimulated by ACh and three pathways produce a complex
cascade of biochemical and electrical events in smooth muscle cell, finally leading to GI smooth muscle contraction.
Cellular signaling events induced by mAChRs include adenylyl cyclase inhibition (M2), phosphoinositide hydrolysis
(M3), intracellular Ca2+mobilization (M3), Ca2+ sensitization (M3), activation of non-selective cationic channel (M2, M3
and M2/M3), and modulation of Cl- or K+ channel (M3), inhibition/potentiation of voltage-dependent Ca2+ channel
(M2, M3 and M2/M3) and membrane depolarization (M2, M3 and M2/M3). mAChRs are also expressed in the enteric
cholinergic neurons, intestinal mucosal cells, and interstitial cells of Cajal, and negative feedback of ACh release,
homeostasis of mucosal function and regulation of peristalsis by ACh/mAChRs have been suggested. In addition,
use of mAChRs KO mice unmasks M1-mediated nitrergic pathway causing GI relaxation. Therefore, various types
of mAChR KO mice show valuable insights for physiological roles of ACh/mAChR signaling system in GI tract
and other organs.
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