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研究成果の概要（和文）：Alpha7 nAChR（a7）作用薬GTS-21とアロステリック･リガンドSLURP-1（rhSLURP-1）
のT細胞分化誘導に及ぼす作用を検討した．DO11.10マウスの脾細胞を卵白アルブミン（OVA）またはOVAペプチド
で抗原提示細胞（APC）依存的にT細胞の分化を活性化させた．GTS-21は，OVA刺激でTregへの分化を抑制した
が，OVAペプチドでは促進させた．rhSLURP-1はいずれでも作用を示さなかった．a7刺激は，①APCでは抗原処理
を阻害して分化誘導を抑制し，②分化活性化T細胞では分化を促進する．rhSLURP-1は種差により，作用を発現し
なかった可能性がある．

研究成果の概要（英文）：We studied roles of GTS-21, an alpha7 (a7) nAChR agonist, and recombinant 
human type SLURP-1 (rhSLURP-1), an endogenous allosteric a7 nAChR ligand, in regulation of T cell 
differentiation. The differentiation was activated by culturing spleen cells from DO11.10 mice with 
ovalbumin (OVA) or OVA peptide (OVA-P). The effects of GTS-21 and rhSLURP-1 on T cell 
differentiation into regulatory T cell (Tregs) and effector T cells (Th1 and Th2) were determined by
 FACS or ELISA. GTS-21 inhibited the differentiation into Tregs and effector T cells under OVA 
activation, but facilitated the differentiation under OVA-P activation. rhSLURP-1 did not show any 
effect under the present experimental conditions. These results suggest that a7 nAChR activation in 
antigen-presenting cells prevents antigen processing leading to suppression of the differentiation 
while a7 nAChR activation in T cell facilitates the differentiation. No effect with rhSLURP-1 may be
 due to species difference.

研究分野： 薬理学

キーワード： ｎACｈR　アロステリック・リガンド　Treg　Th1　Th2　GTS-21　alpha7　DO11.10マウス
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１．研究開始当初の背景 
 T 細胞や B 細胞などのリンパ球，および

抗原提示細胞（APCs）として働く樹状細胞
（DCs）やマクロファージは，アセチルコリ
ン（ACh）合成酵素（ChAT），ムスカリンお
よびニコチン性 ACh 受容体（nAChR）など
のすべてのコリン作動系構成要素を発現し
ている 1, 2)．抗原提示反応などの免疫刺激によ
り，これらのコリン作動系構成要素の発現が
誘導されることから，サイトカインやホルモ
ンに加えて，コリン作動系の免疫機能調節へ
の関与が明らかになってきた 1, 2)． 
潰瘍性大腸炎は，喫煙者での発症率は低く，

しかも症状は軽いが，禁煙により症状が悪化
する．そのため，nAChR の病態への関与が示
唆されている 3)．リポポリサッカライド誘発
敗血症モデルマウスにおいて，迷走神経刺激
やニコチンはショック死を抑制する 4)．さら
に7 nAChR 部分的作用薬 GTS-21 は，マク
ロファージにおける炎症促進性サイトカイ
ン TNF-の産生を抑制するが，その作用は7 
nAChR 特 異 的 遮 断 薬 methyllycaconitine 
（MLA）によって拮抗される 5)．我々は，7 
nAChR 遺伝子欠損（7-KO）マウスにおいて
抗原特異的 IgG1抗体の血中濃度上昇と、炎症
性促進性サイトカイン TNF-、IL-6 および
IFN-の産生増大を観察した 6)．また，免疫抑
制に関与する制御性 T 細胞 （Tregs）の誘導
とその機能調節に nAChR の関与が示唆され
ている 7)．これらの知見は，7 nAChR を介
する免疫と炎症の調節機構の存在を示唆す
るものである 5, 8)． 

SLURP-1 は，皮膚のケラチノサイトにおい
て発見された内因性ペプタイドで，7 nAChR
のアロステリック・リガンドとしての作用を
もっている 9)． 我々は，SLURP-1 の遺伝子
が，ケラチノサイト以外に，胸腺や脾臓など
の免疫組織を始めとして様々な組織に発現
していることを発見した 10)．免疫細胞に発現
する7 nAChR の免疫機能調節における役割
が注目を集めている 8)ことから，ヒト免疫組
織扁桃のリンパ濾胞周辺部に局在する
CD205 陽性成熟樹状細胞（CD205+ DCs）にお
ける SLURP-1 発現を発見した 11)．これらの
CD205+ DCs は，CD4+ T 細胞と近接している
ことが免疫組織化学的に観察されている 11)．
さらに，ヒト遺伝子組み換え SLURP-1
（rhSLURP-1）は，ヒト T 細胞系白血病細胞
株とヒト末梢血単核白血球において，①増殖
抑制に加えて，②細胞内 ACh 含量および ACh
合成酵素遺伝子発現量を増大させた 11)．その
他に，免疫細胞に発現する7 nAChR の活性
化は，T 細胞の分化誘導を介して免疫機能に
影響を及ぼす可能性が指摘されている 8)．こ
れらの知見は，7 nAChR 作用薬や SLURP-1
がT細胞の機能調節に関与している可能性を
示唆するものである． 
 
２．研究の目的 
 上記の知見を踏まえて，7 nAChR 作用薬

GTS-21と rhSLURP-1の7 nAChRを介するT
細胞の分化誘導に及ぼす作用を検討した． 
 
３．研究の方法 
⑴ 主な試薬：7 nAChR 特異的部分的作用薬
GTS-21 ，ヒト遺伝子組み換え SLURP-1
（rhSLURP-1）（Abnova 社，Taiwan）． 
⑵ 細胞： 5～8 週齢の C57BL/6J 系7-KO お
よび野生型（WT）マウスと，BALB/c 系卵白
アルブミン（OVA）特異的 MHC クラスⅡ拘
束性 TCR 遺伝子導入トランスジェニック
DO11.10 マウスの脾臓から常法により脾細胞
を調製して実験に使用した． 
⑶ 細胞培養：5.0×105個の脾細胞を RPMI1640
培地中で培養した．① α7-KO および WT マ
ウスの脾細胞にはanti-CD3 mAb とanti-CD28 
mAb を添加して，ナイーブ T 細胞（Th0）を
活性化させた．② DO11.10 マウスの脾細胞に
は OVA もしくは OVA peptide を添加して Th0
を活性化させた．さらに GTS-21（3，10，30 
M），または一部に rhSLURP-1 (0.5 g/ml) を
添加して7 nAChR を刺激した．これらの脾
細胞を 37℃，5% CO2の条件下で 5 日間培養
して，分化に及ぼす作用を観察した． 
⑷ フローサイトメトリー法： Th0 分化を測
定するために，培養液を 0.1% BSA と 0.1% 
NaN3 を含む HBSS に置換し，各 T 細胞サブ
セットに対する蛍光色素標識抗体 (FITC-抗
CD-4 抗体，PE-抗 FoxP3 抗体，PE/Cy7-抗
CD-25)を用いて培養脾細胞を染色した． 
⑸ ELISA 法 

Th1 および Th2 への分化は，培養液中の
IFN-および IL-4 を，それぞれの特異抗体を用
いて ELISA によって調べた． 
⑹ APCs による OVA 飲食作用の検討 
 APCs として抗原提示にマクロファージ
（CD11b+）と DCs（CD11c+）が関与する可能
性が考えられる．APCs の飲食能を調べるた
めに，上記の DO11.10 マウスの脾細胞に
OVA-fluorescein を添加した．4 時間培養後に
PE-抗 CD11b 抗体および APC–抗 CD11c 抗体
を用いて，それぞれ，マクロファージおよび
DCs を染色した．さらに Cytoflex フローサイ
トメーターを用いて，マクロファージと DCs
に飲食された OVA の蛍光を測定した． 
 
４．研究成果 
⑴ Th0 細胞上の7 nAChR の役割  
抗 CD3/CD28 抗体を用いて Th0 細胞の分化

を非特異的に活性化させて，GTS-21 により
7 nAChR を刺激すると，WT において Treg
への分化が濃度依存的に促進された．しかし，
7-KO では，これらの変化は見られなかった
（図１）． 
以上より，Th0 細胞上の7 nAChR は少な

くとも Treg への分化の促進に関与している
ことが明らかになった． 
⑵ 抗原特異的APCs依存的分化活性化条件下
における7 nAChR の役割 
① APCs における OVA の抗原処理を経由 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
して分化を活性化させる条件下では，GTS-21
は 10 および 30 M において Th1、Th2 および
Treg への分化をすべて抑制した．しかし，
rhSLURP-1 は Treg への分化に影響を及ぼさ
なかった． 
 以上より，GTS-21 による APCs 上の7 
nAChR 刺激は濃度依存的に Th0 分化を抑制
した． 
② 抗原処理を要しないOVA peptideによっ

て分化を活性化した条件下では，GTS-21 は
Th1，Th2 および Treg への分化をすべて促進
した．しかし，rhSLURP-1 は Treg への分化に
影響を及ぼさなかった． 
 以上より，GTS-21 による T 細胞上の7 
nAChR 刺激は Th0 分化を濃度依存的に促進
した． 
⑶ APCs の OVA 飲食作用における7 nAChR
の役割 
 OVA-fluorescein 投与 4 時間後には，
OVA-fluorescein の蛍光が APCs（CD11b+およ
び CD11c+細胞）内部に観察された、すなわち，
OVAがAPCsに飲食されていることが確認さ
れた（図２上）．GTS-21 は，マクロファージ
（CD11b+）および DCs （CD11c+）のいずれ
の APCs においても OVA-fluorescein 飲食作用
には影響を及ぼさなかった（図２下）． 
⑷ 考察 
本研究により，分化が活性化された Th0 細

胞上の7 nAChR は，Treg およびすべてのエ
フェクターT 細胞への分化を促進させること
が初めて発見された．Th0 細胞上の7 nAChR 
を活性化して分化の促進に至るメカニズム
の解明は，今後の課題である． 

OVA は Th0 の分化を活性化させるために
は，APCs における OVA の取込みと処理が必
要である．他方，OVA peptide はそのまま APCs
細胞表面の MHC クラスⅡ分子に結合して
Th0 の分化を活性化させることができる．
GTS-21 は，OVA で Th0 の分化を活性化させ
た場合には，Th0の分化を抑制し，OVA peptide  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

で分化を活性化させた場合には促進させた．
これらの結果は，APCs 細胞上の7 nAChR は，
OVA の飲食作用もしくは処理過程を抑制的
に制御して，Th0 の分化を抑制している可能
性を示唆している．他方，非特異的に分化を
活性化させた場合の7 nAChR の役割からも
推定できるように，分化が一旦活性化された
Th0 上の7 nAChR は Treg およびエフェクタ
ーT 細胞への分化を促進的に制御しているも
のと考えられる． 

OVA および OVA peptide のいずれで Th0 の
分化を活性化させた条件下においても，
rhSLURP-1は Th0の分化に影響を及ぼさなか
った．その理由として，マウスとヒトの
SLURP-1 のアミノ酸配列に種差があるため
に，今回用いた DO11.10 マウスの脾細胞にお
ける7 nAChR では，rhSLURP-1 は作用を発
現できなかった可能性が考えられる．現時点
で，研究に使用できるのは rhSLURP-1 のみで
ある． 

GTS-21 は，APCs における OVA 取込みに
は影響を及ぼさなかったことから，APCs 上
の7 nAChR は抗原処理過程において抑制的
役割を担っていることが明らかになった． 
  以上の研究結果から，免疫細胞上に発現
する7 nAChR の活性を制御することにより，
免疫活性をコントロールできる可能性が判
明した．すなわち，①APCs 上の7 nAChR の
活性化は，抗原処理過程を抑制して CD4+ T
細胞分化を阻害して免疫を抑制し，②CD4+ T
細胞上の7 nAChR の活性化は，Tregs および
すべての Th サブセットへの分化を促進する
ことが明らかになった． 
⑸ 今後の展望 

 
図１．非特異的に活性化した Th0 細胞における7 
nAChR の分化に及ぼす役割．GTS-21 による刺激
は wild-type (WT) マウスでのみ Treg への分化を
促進した．**P < 0.01 vs GTS-21 (0 M)． 

 

図２．APC の OVA-fluorescein 飲食作用にお
け る7 nAChR の役 割 ． マ ウ ス 脾 細 胞 を
OVA-fluorescein と GTS-21 (30 M) 刺激下
で 4 時間培養した． PE-抗 CD11b および
APC-CD11c で標識後，その蛍光を共焦点顕
微鏡で観察し (上)，フローサイトメトリーで
OVA-fluorescein を飲食した APC を定量した 
(下)．7 nAChR 刺激は APC の飲食作用に影
響を及ぼさなかった． 



 今回の研究成果を踏まえると，7 nAChR
作用薬と遮断薬を以下のように臨床応用で
きる可能性が考えられる． 
① 免疫抑制： 7 nAChR 作用薬を多発性硬
化症、潰瘍性大腸炎，関節リウマチなどの自
己免疫疾患や，アトピーあるいは気管支喘息
などの免疫疾患の治療に応用する． 
② 免疫抑制： in vitro で7 nAChR 作用薬に
よって Th0 細胞を抗原特異的に Tregs へ分化
誘導し，得られた Tregs を選別して多発性硬
化症などの治療に利用する．免疫疾患の治療
に必要とされる量的に十分な Tregs の入手が
可能になり，しかも7 nAChR 作用薬の全身
作用を回避できる利点が考えられる． 
③ 免疫促進： 癌治療を想定した場合には，
siRNA を含む7 nAChR 遮断薬を投与して，
癌抗原に対する免疫を促進できる可能性が
考えられる． 
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