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研究成果の概要（和文）：Ｔリンパ球におけるムスカリン性アセチルコリン（ACh）受容体（mAChR）のナィーブ
T細胞の分化における役割を検討した。ナィーブT細胞の活性化はmAChRを介する細胞内情報伝達系に影響を及ぼ
すことが明らかとなった。しかしながら、α7型ニコチン性ACh受容体がナィーブヘルパーＴ細胞の分化を調節し
ているのに対して、mAChRは関与していないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We investigated roles of muscarinic acetylcholine (ACh) receptor (mChR) in T
 lymphocytes in the differentiation of naive T cells. It has been shown that the activation of naive
 T cells affects the intracellular signaling system mediated by mAChR. However, it was revealed that
 mAChR is not involved in regulation of the differentiation of naive helper T cells, while α7 type 
nicotinic ACh receptor regulates that.

研究分野： 薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
アセチルコリン（ACh）は一般に神経伝達

物質として認知されている。しかしながら、
我々は、神経系と同じコリン作動系構成要素
（ACh、ACh 合成酵素、ACh 受容体、ACh 分解
酵素、ACh 前駆体コリン取り込み機構および
ACh 放出機構）のリンパ球における発現を発
見し、リンパ球における非神経性コリン作動
系を提唱してきた（論文業績 2,3）。現在では
免疫調節因子として種々のサイトカインが
知られているが、ACh は ACh 受容体を介して
リンパ球に対して機能変化を起こす可能性
が 1970 年代には報告されていた。さらに、
ACh は T 細胞依存性免疫応答に関与している
ことが，Maslinski（Brain Rev Immun 3:1-14, 
1989）により総説されている。最近では、ヒ
トにおいても局所作用伝達物質として気道
粘膜上皮細胞や羊水浮遊細胞などの様々な
非神経性組織におけるAChの存在が報告され
ており、「Non-neuronal cholinergic system:
非神経性コリン作動系」の概念が提唱される
に至った（Wessler et al, Pharmacol Ther 
77:59-79, 1998; Grando et al, Life Sci 
72:2009-2012, 2003）。 
特異的な免疫抑制細胞の存在は、1970 年代

に想定されていた。しかしながら、炎症や免
疫応答を抑制するサイトカインであるイン
ターロイキン-10（IL-10）およびトランスフ
ォーミング増殖因子-βを産生する制御性 T
細 胞 はごく 最 近にな っ て同定 さ れ た
（Klinker and Lundy, Mol Med 18: 123-137, 
2012）。抗原提示により、ナィーブ T 細胞よ
りヘルパーT 細胞（活性化）や制御性 T 細胞
（抑制性）サブセットが誘導される。制御性
T 細胞は、感染が終了後、活性化したリンパ
球機能を元のレベルに回復させるのに必要
な細胞である。 
制御性 T細胞（Treg）の欠損により、急性・

慢性炎症や自己免疫疾患などが惹起される
ことが知られている。他方、Treg の増大によ
り、感染の長期化やがんの発症リスクの増大
などが考えられている（DiLillo et al, Ann 
N Y Acad Sci 1183: 38-57, 2010；Mauri & 
Blair, Nat Rev Rheumatol 6:636-43, 2010）。
したがってナィーブT細胞の分化や活性化の
メカニズムを明らかにすることは、学術的に
も社会的にも非常に意義がある。 
T 細胞には、種々のムスカリン性 ACh 受容

体（mAChR）およびニコチン性アセチルコリ
ン受容体（nAChR）が発現している（Sato et 
al, Neurosci Lett 266:17-20, 1999）。しか
しながら、T細胞の分化への AChR の関与やそ
の種類については十分に解明されていない。
さらに、CD4 陽性 T 細胞は ACh を産生して、
放出する能力を有しているが、ナィーブ T細
胞におけるACh産生変化は検討されてこなか
った。 
AChR のうち、α７型 nAChR は、炎症の抑制

に寄与していることが最近明らかにされつ
つある（Wang et al. Nature 421: 384-388, 

2003）。M1/M5 mAChR ノックアウト（KO）およ
びα7型 nAChR-KOマウスを用いた研究から、
M1/M5 mAChR は抗体産生を促進し、他方α7 型 
nAChR は抗体産生を抑制する方向に働いてい
ることが明らかになっている（Fujii et al, 
J Neuroimmunol 189:69-74, 2007）。さらに、
ウクライナ・Dr Skok らは、α７型 nAChR の
遮断により、脾臓における炎症の増大を発見
し て い る （ Lykhmus et al. Immunology 
Letters 128: 68-73, 2010）。しかしながら、
これらの免疫応答に、どのリンパ球サブセッ
トが関与しているのかについては明らかで
はない。作用薬による nAChR の刺激により、
マウスにおける制御性T細胞の抑制機能が増
大したとの報告がある（Wang et al, J 
Pharmacol Exp Ther 335:553-561, 2010）。 
最近、我々は、新規α７型 nAChR アロステ

リ ッ ク リ ガ ン ド Secreted mammalian 
Ly6/urokinase plasminogen-type activator 
receptor-related protein-1（SLURP-1）が
リンパ球のコリン作動系活性の上昇および
分化を促進させることを発表した（Fujii et 
al. J Neuroimmnol 267:43-49, 2013）。 
ACh の免疫系における役割に関する研究と
して、国内では、安保教授ら（新潟大・医学
部）が、副交感神経系（コリン作動系）と免
疫系との間のシグナルクロストークの提唱
（Abo & Kawamura, Ther Apher 6:348-57, 
2002）、伊東（弘前大・医学部）らが、Th1 あ
るいはTh2免疫応答調節を介するニコチンの
潰瘍性大腸炎およびクローン病に及ぼす影
響 に 関 す る 研 究 （ Murata et al, 
Gastroenterology 118:A112,2000）、伊保（福
井大・医学部）らが、ニコチンの好中球およ
びT細胞機能の変化に関する研究（Iho et al, 
J Leukoc Biol 74:942-951, 2003）を推進し
ている。他方、国外では、Grando（UCDMC 大）
ら、Wessler（Mainz 大）らが、局所作用物質
として機能する非神経性AChの生理的な役割
に 関 す る 研 究 （ Grando, Dermatology 
201:290-295, 2000; Wessler et al, Pharmcol 
Ther 77: 59-79, 1998）、Tracy（North Shore 
Long Island Jewish 研）らが、マクロファー
ジ機能における nAChR の役割（Wang et al, 
Nature 421:384-388, 2003; Nat Med 
10:1216-1221, 2004）に関する研究を行なっ
ている。 
我々は世界に先駆けて、T 細胞が産生・遊

離した ACh が、自己および周辺の免疫関連細
胞上の mAChR および nAChR を刺激して、炎症
および免疫反応に影響を及ぼすという独自
のアイディアを発表し、またそれを実証して
きた。これらの実績により、研究代表者は、
「リンパ球における非神経性コリン作動系
の発見およびその生理的役割の解析」により
第 19 回日本薬理学会学術奨励賞を受賞して
いる。川島博士（本研究課題では連携研究者
として参画）は、The 3rd International 
Symposium on Non-neuronal Acetylcholine、
August 24-26 、  2011 、 Groningen 、 The 



Netherlands の Keynote Lecturer として招待
されるなど、研究代表者らの研究の独創性と
先見性が国際的に評価されるに至っている。 
以上のように、リンパ球における非神経性

コリン作動系の発現とその生理的役割は
徐々に注目を集めつつあるが、系統的に研究
を行っている研究者は，研究代表者らを除き
存在しない。この方面の研究は、新たな側面
からの免疫系と神経系とのクロストーク機
構を考えるものとして、神経学だけでなく免
疫学においても有用な知見を提供すること
が考えられる。我々は、これまでに AChR 作
用薬・拮抗薬の免疫系に対する影響を明らか
にしてきたことから、ナィーブ T細胞の分化
におけるmAChRの役割を検討することには何
ら困難なことはない。本研究の遂行により、
mAChR による免疫反応の制御機構がより詳細
に解明されることになる。その結果を踏まえ
て，mAChR に作用する薬物あるいはリンパ球
コリン作動系活性調節薬を、新規の抗炎症薬
あるいは免疫調整薬として開発するための
理論的根拠を構築できるはずである。他方、
mAChR に作用する薬物の使用による様々な問
題点の予測や解決策を提供できる可能性も
ある。 
 

２．研究の目的 
研究代表者が発見したリンパ球における

固有のコリン作動系が、T および B リンパ球
の機能調節に関与しており、それを介してナ
ィーブT細胞の分化の制御に関与しているこ
とを証明する。これまでその生理的な役割が
ほとんど解明されていないリンパ球の mAChR
および nAChR をターゲットとして、新しい作
用メカニズムをもつ免疫調節薬を開発する
ための理論的根拠の構築を目的とした。 
我々のこれまでの研究成果により、mAChR

および nAChR刺激が免疫グログリン産生の調
節に関与していることが明らかなことから、
リンパ球の非神経性コリン作動系が創薬の
ターゲットとしても重要となる可能性があ
る。したがって、免疫系における ACh の役割
に関する研究は、今後競争が一層激化し，急
速に進展するものと考えられる。 
最近、我々は、α7 型 nAChR がナィーブ T

細胞の各種ヘルパーT細胞（Th1, Th2, Th17）
および Treg への分化に対して次のように関
与していることを明らかにした（学会発表業
績 1,5,6,8,9；論文投稿準備中）。すなわち、
α7型 nAChR は、１）抗原提示細胞依存的な
ナィーブT細胞の分化に対しては抑制的、２）
直接的なナィーブT細胞の活性化による分化
に対しては促進的、に関与している可能性を
明らかにした。さらに、α7型 nAChR は、抗
原提示過程を抑制して分化を抑制している
ことを最近発見した。 
本研究課題では、ナィーブ T細胞の分化制

御メカニズムにおける AChおよび mAChR の役
割を解明することを目指した。この仮説の証
明のために、T 細胞の分化に関与する mAChR

サブタイプおよび ACh 産生変化を検討した。
他方、mAChR 作用薬のナィーブ T 細胞分化制
御メカニズムに及ぼす影響を詳細に検討し
た。 
本研究により、免疫応答における抑制性反

応を担う mAChR を発現する細胞の同定、およ
びAChの生理的役割を詳細に明らかにするこ
とができる。さらに、免疫応答におけるコリ
ン作動系メカニズムの関与を証明するもの
であり、制御性 T細胞の分化促進や機能調節
の方法を提唱し、炎症性疾患および自己免疫
疾患における新たな治療戦略を提唱するこ
とができると考えられる。本研究課題は、従
来とは全く異なる視点からの免疫制御機構
の解明を目指すものであり、新たな作用機序
をもつ免疫調節薬開発のための理論的根拠
を提供するはずである。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物と細胞株 
 実験動物としてマウス（C57BL6 系, BALB/c
系、DO11.10 系および OT-II 系）を用いた。
動物実験については、同志社女子大学実験動
物委員会の承認（No.Y15012, Y15028, Y16002, 
Y16011, Y16034, Y17001, Y17010, Y17024）
および遺伝子組み換え実験安全委員会の承
認（No.1502002, 1602001）を受け、各種法
令・規程を順守して行った。 
 ヒト T細胞系白血病細胞株 CCRF-CEM（CEM）
細胞を T細胞のモデルとして用いた（林原生
物化学研究所・研究センター・基礎細胞研究
部門より供与を受けた）。 
（２）マウス単核白血球（MNL）の調製： 
 麻酔下、失血死させた後、胸腺および脾臓
を採取して重量を測定した。採取した一部の
胸腺および脾臓は ACh 含量および ChAT 活性
の測定まで-80℃にて保存した。 
脾臓を培養液中にて金属メッシュ（#200）
で す り つ ぶ し た 後 、 リ ン ホラ イ ト -M
（Cedarlane）を用いて MNL を調製した。MNL
は、90%以上のリンパ球（Tおよび Bリンパ球）
と単球を含んでいた。 
（３）細胞培養 
 ヒト細胞株およびマウスMNLの培養は、7％
牛胎仔血清、ペニシリン（100 units/ml）、1 
mM L-グルタミン、ストレプトマイシン（100 
μg/ml）を含む RPMI1640 培地（日水製薬）
を用いて、培養フラスコ（3110-075、岩城硝
子）中にて行った。なお、培養は、すべて 37℃、
5％ CO2の条件下で行った。細胞数は、血球算
定盤を用いてトリパンブルー（GIBCO BRL）
色素排除法により計数した。 
 マウス MNL の場合、一部の細胞は、抗 CD3
抗体および抗 CD28 抗体の存在下、48 時間培
養した。さらに一部は、サブタイプ非選択的
mAChR 作用薬オキソトレモリン-M（Oxo-M）
（30-300 μM、Sigma）により刺激した。な
お、ナィーブ T細胞の分化に対する影響を検
討する実験では、上記条件下において 5日間
培養した。 



 CEM 細胞は、T 細胞活性化薬フィトヘマア
グルチニン（PHA）により 48 時間培養した。
CEM 細胞には、mAChR サブタイプのうち M1、
M3、M4および M5サブタイプ、nAChR サブユニ
ットのうち、α3、α5、α6、α7、α9、α
10 およびβ4 サブユニットが発現している。 
（４）ACh の測定 
細胞浮遊液（5×106個）を 4℃、8分、300g

で遠心した。上清は細胞外への ACh 遊離量の
測定に用いた。得られた沈査は 1 μM ジイソ
プロピルフルオロホスフェート（和光）を含
むリン酸緩衝液に 1×106個/ml で再懸濁して
細胞内ACh量の測定に用いた。AChは、[3H]ACh
（specific activity: 2.96 TBq/mmol、GE ヘ
ルスケア）および抗 ACh 抗血清を用いてラジ
オイムノアッセイ法により測定した。 
（５）ChAT 活性の測定 
 細胞を Triton X-100 を含むリン酸緩衝液
中で超音波破砕し、4℃、30 分、15,000g で
遠心した。得られた上清を ChAT 活性の測定
に用いた。ChAT 活性は、Fonnum 法（J. 
Neurochem. 242:407-409, 1975）により測定
した。 
（６）遺伝子発現の解析 
 各細胞から、セパゾールⅡ（ナカライテス
ク）を用いて抽出した総 RNA より一本鎖 cDNA
を合成した。ChAT、インターロイキン-2
（IL-2）、転写調節因子 c-fos、M3 および M5 
mAChR、α4、α7 およびβ2 nAChR サブユニ
ットの各遺伝子（ヒトおよびマウス）に特異
的なプライマーを用いて、リアルタイム PCR
法により遺伝子を増幅した（PCR 条件： 95℃、
30 秒; 56-58℃、30 秒; 72℃、30 秒）。発現
量 の 比較の た めに、 内 部標準 と し て
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
（GAPDH）発現量を解析した（PCR 条件：95℃、
1 分; 58℃、1.5 分; 72℃、1.5 分）。 
（７）細胞内カルシウムイオン濃度（[Ca2+]i）
変化の測定 
 Ca2+感受性蛍光色素（Fura-2, Fluo-3）お
よび共焦点レーザー顕微鏡を用いて、Oxo-M
による蛍光強度の変化を測定して[Ca2+]i に
及ぼす作用を観察した。  
（８）フローサイトメトリー法 
 培養後のマウス MNLを、FITC-抗 CD3 抗体、
PE-抗 CD25 抗体、APC-抗 IL-4 抗体、APC-抗
IL-17 抗体 APC-抗 IFN-γ抗体、APC-抗 FoxP3
抗体により染色した。フローサイトメーター
にて、ナィーブ T 細胞の Th1、Th2、Th17 お
よび Treg 細胞への分化を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）mAChR の細胞内カルシウムシグナルの
細胞機能変化のメカニズム 
T 細胞における Oxo-M による mAChR 刺激に

より、[Ca2+]iの上昇およびオシレーションが
観察された。これらの変化は Oxo-M 濃度依存
的であった。さらに、c-fos 遺伝子の発現上
昇が観察された。 
上記の反応に対して、比較的 M3サブタイプ

に選択的な mAChR 遮断薬 4-DAMP は、比較的
M1 サブタイプ選択的な遮断薬 pirennzepine
よりが強い遮断作用を示した。 
T 細胞における mAChR 刺激による一過性

Ca2+シグナル上昇に続くオシレーション反応
および転写調節因子c-fosの遺伝子発現の増
強作用は、細胞外 Ca2+の除去およびに Ca2+遊
離活性型Ca2+チャネル（CRAC）遮断薬YM-58483
より抑制された。さらに、イノシトール三リ
ン酸（IP3）受容体遮断薬 2-APB により抑制さ
れた。 
以上のことから、CRAC および IP3受容体が

関与していることが明らかとなった。 
また、関与する mAChR サブタイプとして M3

あるいは M5 サブタイプであることが判明し
た。 
（２）T 細胞活性化の mAChR 遺伝子発現に及
ぼす影響 
mAChR 遺伝子発現は、抗 CD3 抗体十抗 CD28

抗体、あるいは PHA による T細胞の活性化に
より減少した。MAPK 阻害薬 U0126 がこの減少
を抑制した。したがって、このメカニズムに
は MAPK-ERK 経路が関与していることが明ら
かとなった。   
さらに、T 細胞の活性化により mAChR 遺伝

子発現が減少する結果、mAChR を介するカル
シウムシグナルが減弱することが明らかに
なった。 
（３）ナィーブ T細胞の活性化による ACh 産
生の変化 
 マウスナィーブT細胞の活性化により、ACh
産生および遊離の増大が観察された。この時、
ACh合成酵素ChATの遺伝子発現およびタンパ
ク質の発現上昇が観察された。すなわち、活
性化による合成酵素の増大がACh産生の上昇
の要因であることが示唆された。 
（４）Ｔ細胞分化における ACh の役割 
OT-II および DO11.10 マウスの ovalbumin

（OVA）刺激によるナイーブ T 細胞から Th1、
Th2、Th17 および Treg 細胞への分化誘導に対
して、mAChR 刺激は影響を及ぼさなかった。
α7型二コチン受容体はTreg細胞への分化に
対して抗原提示細胞依存的には抑制的に、ナ
ィーブヘルパーT 細胞へは直接的には促進的
に関与していることから、mAChR と nAChR と
では T細胞の分化における役割が異なること
が判明した。 
（５）mACbR のサイトカイン発現における役
割 
PHAによるT細胞におけるIL-2の遺伝子お

よびタンパク質の増大は、L 型 Ca2+チャネル
遮断薬verapamilにより抑制されなかったが、
CRAC チャネル遮断薬 YM-58483 により抑制さ
れた。TNF-αについても同様であった。 
T 細胞活性化薬 PHA による T 細胞における

IL-2 の遺伝子の増大は、U0126 および NF-κB 
阻害薬 BAY11-7082 により抑制された。すな
わち、CRAC チャネルの関与に加えて、NF-κB
の関与が明らかとなった。 
 



以上（１）～（５）のことから、細胞内情
報伝達系には影響を及ぼすものの、mAChR は
直接的にナイーブT細胞の分化には関与して
いないが、分化誘導の初期段階において間接
的に関与している可能性が示唆された。 
（６）展望 
 血液・血管系のコリン作動系の研究はまだ
端緒についたばかりである。本研究により、
ナィーブT細胞の分化のメカニズムにおける
血液・血管系における作動物質としての ACh
との関連がほんのわずかではあるが明らか
にすることができた。リンパ球だけでなく、
すべての血球細胞にはいずれかのサブタイ
プの ACh 受容体が発現している。今後は、免
疫疾患の予防、あるいは改善のための薬物治
療におけるリンパ球コリン作動系の役割に
ついて注目してさらに解析を進める予定で
ある。 
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