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研究成果の概要（和文）：腫瘍壊死因子α（TNF）を培地に添加して炎症状態を再現した所、添加8時間後から腸上皮バ
リア機能が低下し、この低下はアセチルコリンまたはカルバコールの添加により緩和され、更にこの低下の緩和はアト
ロピンの追加によって消失した。この時、NF-kBの活性化および複数の炎症関連遺伝子の発現がムスカリンシグナルに
よって抑制されており、TNFによって誘導されるIL-8の分泌も抑制されていた。以上の結果から、炎症時の腸上皮バリ
ア障害に対して、腸上皮に存在するムスカリン受容体はバリア機能を補強すると同時に炎症の進展/拡散を抑制してい
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tumor necrosis factor alpha (TNF) induced the reduction of TER in HT-29/B6 
monolayers which was attenuated by acetylcholine or charbacol treatment. This attenuation was cancelled 
by the addition of atropine. TNF-induced activation of NF-kB system was inhibited by acetylcholine or 
charbacol treatment. This inhibition was also suppressed by the addition of atropine. TNF induced 
increase in the expression of inflammatory genes such as COX-2 and IL-8 genes and the excretion of IL-8 
in the culture medium which were attenuated by charbacol treatment. This attenuation was also cancelled 
by the addition of atropine.
These results suggest that muscarinic signaling system may enforce intestinal epithelial barrier function 
against inflammatory barrier disruption and may prevent inflammatory expansion at the same time.

研究分野： 腫瘍生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 潰瘍性大腸炎は慢性炎症性腸疾患の一
種であり，消化管の炎症が緩解・再燃を繰り
返しながら慢性に経過する。病因については
遺伝的素因や環境因子に加え，免疫要因の関
与が重要と考えられているが，その詳細につ
いては不明である。喫煙習慣の有無とは明ら
かな相関があり，特に活動性潰瘍性大腸炎に
対しては臨床的にムスカリンの有効性が示
されているが 1)，その治療的効果発現の詳細
は明らかではない 2)。我々は oxazolone によ
り誘導される潰瘍性大腸炎マウスモデルに
おいて、腸上皮特異的な focal adhesion 
kinase（FAK）の発現上昇を見出し 3)、ヒトの
潰瘍性大腸炎症例においても腸上皮での FAK
の発現上昇が観られることを報告している
4-6)。さらに、腸上皮バリア機能の維持修復に
おける FAK の重要性 5, 6)とマウス腸上皮細胞
におけるムスカリン受容体からFAKの活性化
に繋がる経路の存在を示し 7)、ムスカリン受
容体からのシグナルが炎症による腸上皮バ
リア機能の障害を緩和している可能性を報
告した 8)。 
２．研究の目的 
腸上皮細胞におけるムスカリン受容体を介
したバリア障害緩和機構について解明を進
める。 
３．研究の方法 
ヒト大腸がん由来のHT29/B6細胞をトランス
ウェル内で単層に培養し、これを介する電気
抵 抗 (Trans-epitherial Electrical 
Resistance, TER)を測定してバリア機能を評
価した。 

 
４．研究成果 
(1) 図 1 に示すように HT29/B6 単層培養に
TNF（100 ng/ml）を加えることによりバリア
機能の低下が生じるが、この低下はカルバコ
ール（CCh）またはアセチルコリン（ACh）の
添加によって減弱した。これらの減弱はアト
ロピン（Mec）の追加によって消失した。 
NF-kB は TNF などのサイトカイン刺激によっ
て活性化され炎症を進展させる因子である
が、図 2に示すように TNF によるこの活性化

は CCh または ACh の添加によって減弱し、さ
らにこれらの減弱はMecの追加によって消失
した。 
TNF 刺激は様々の炎症関連タンパク質の発現
を亢進させるが、図 3に示すように亢進した
IL-8とCox-2の発現はCChの添加で抑制され、
この抑制は Mec の追加によって消失した。
IL-8については図4に示すように培地中への
分泌量を検討し、TNF による分泌亢進は CCh
添加で減弱し、この減弱は Mec の追加によっ
て消失した。 
腸管においては食餌や微生物等に由来する
様々な外来抗原に対し，自然免疫系と獲得免
疫系が協働して成熟した免疫能が形成され
ていくと考えられている。また、腸上皮は体
外である腸管腔と体内を隔てる物理的バリ
アとして機能することにより過剰な免疫応
答を抑制すると同時に、上皮細胞は自ら内因
性抗菌物質やサイトカインを産生分泌し、積
極的に粘膜防御や免疫制御を担っていると
考えられている。潰瘍性大腸炎やクローン病
などの炎症性腸疾患においてはこのバリア
機能を含む免疫防御の破綻が原因となって
いると考えられているが，その詳細は不明で
ある 9)。 
潰瘍性大腸炎においては、喫煙習慣の有無と
の相関があり、特に活動性潰瘍性大腸炎に対
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図 2 ムスカリン受容体を介する
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図 1 ムスカリン受容体を介するバリア障害緩
和作用 
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図 3 炎症関連遺伝子発現の抑制 



しては臨床的にもムスカリンの有効性が示
されている 1)。近年、ムスカリン受容体が免
疫担当細胞表面に存在し、免疫応答を調節し
ていることが示され 10-14)、ムスカリンの有効
性との関連が示唆されている。 
我々はマウスのoxazolone誘導潰瘍性大腸炎
モデルにおいて、腸上皮特異的な FAK の発現
上昇を見出し 3)、ヒトの潰瘍性大腸炎症例に
おいても腸上皮において炎症とともにFAKの
発現が上昇していることを報告している 4-6)。
さらに我々はFAKの腸上皮バリアにおける重
要性や 5, 6)、ムスカリン刺激によって FAK が
活性化し腸上皮バリア機能を補強している
可能性を示し 6)、ムスカリン受容体からのシ
グナルが炎症による腸上皮バリア機能の障
害を緩和している可能性を報告してきた 8)。 
ムスカリン受容体を発現している HT-29/B6
細胞単層培養において、TNF によるバリア機
能の低下が観察され、ここにCChあるいはACh
を加えるとバリア機能の低下が緩和された。
これらの緩和作用はムスカリン受容体のア
ンタゴニストであるMecの追加によって消失
したことから（図 1）、ムスカリン受容体を介
するシグナルが炎症によるバリア機能障害
の緩和に関わっていると考えられた。また、
TNF によって活性化される細胞内シグナル伝
達経路の一つであるNF-kB経路について、TNF
による NF-kB の活性化は CChあるいは AChに
よって抑制され、この抑制は Mec を追加する
ことによって緩和された（図 2）。さらに、TNF
刺激によって亢進する炎症関連遺伝子発現
や分泌もムスカリン受容体シグナルによっ
て抑制されていた（図 3 - 5）。これらの結果
より、炎症時の腸上皮バリア障害に対して、
腸上皮に存在するムスカリン受容体はバリ
ア機能を補強すると同時に炎症自体の進展/
拡散を抑制している可能性が示唆される。 
これまでムスカリンの作用は免疫系を介す
ると考えられて来たが、我々の実験結果は別
のメカニズム、即ち腸上皮バリア機能の補強
と炎症進展/拡散の抑制効果よる潰瘍性大腸
炎寛解作用の存在を示唆するものである。 
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