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研究成果の概要（和文）：新規alpha7 nAChR内因性リガンドSLURP-1の免疫組織における発現とT細胞機能に及ぼす作用
，およびニコチンのT細胞分化に及ぼす作用を検討した．免疫組織化学によってヒト扁桃濾胞周辺部のCD205+樹状細胞
（DCs）におけるSLURP-1の局在を発見した．SLURP-1は，ヒトT細胞系白血病細胞株MOLT-3と末梢血単核球の増殖を抑制
し，ACh産生を増強した．ニコチンは，Th0から制御性T細胞への分化を抑制し，Th1への分化を促進した．
　以上より，SLURP-1は，抗原提示反応においてAChの作用を増強してT細胞の機能的分化を促進し，Th0分化に影響を及
ぼす可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In the current project, we investigated the localization of SLURP-1, an 
endogenous allosteric ligand for alpha7 nAChRs, in immune organs and its role in regulation of T cell 
function together with effects of nicotine on T cell differentiation. Using immunohistochemical 
techniques, we found specific SLURP-1 localization in CD205-positive dendritic cells residing in the 
marginal zone of the human tonsil. SLURP-1 attenuated the growth of human leukemic T cell line MOLT-3 
cells and human blood mononuclear cells (MNLs), but increased ACh synthesis in these cells, suggesting 
facilitation of functional development of T cells by SLURP-1. Nicotine suppressed differentiation of Th0 
cells to Tregs, but facilitated to Th1 in mouse spleen MNLs, suggesting a role for nAChRs in T cell 
differentiation.
These results suggest that SLURP-1 plays a role in T cell development and differentiation during antigen 
presentation through stimulation of alpha7 nAChRs.

研究分野： 薬理学

キーワード： アセチルコリン　ニコチン受容体　T細胞　樹状細胞　Th0　SLURP-1　Th1　alpha7
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  アセチルコリン（ACh）は，現在では重
要な神経伝達物質の一つとして広く認識さ
れている．1914 年に麦角抽出物中に含まれる
血圧下降物質を追跡していた AJ Ewins は， 
ACh が混在していることを発見した．この報
告を受けて，HH Dale は，1914 年に ACh を始
めとする種々のコリン誘導体が，運動神経，
自律神経節前線維および副交感神経節後線
維を刺激した時と同様なニコチン様および
ムスカリン様作用を示すことを発見した．し
かし，動物体内における ACh の存在は確認さ
れていなかったことから，Dale は ACh が神経
伝達物質であると宣言するのを躊躇してい
た．1921 年に O Loewi は，二つのカエル摘
出心標本を巧みに組み合わせた実験系を考
案した．迷走神経を電気刺激した摘出心の灌
流液が，他方の摘出心の収縮力を抑制するこ
とを発見し，Loewi は灌流液には迷走神経か
ら放出された Vagusstoff が含まれていると
報告した．さらに，1926 年に Loewi と
Navratil は，薬理学的に Vagusstoff は ACh
であることを証明した．1929 年に Dale と
Dudley は，動物体内における最初の ACh の発
見となったウシとウマの脾臓からのAChの化
学的単離に成功した．これらの経緯から，
1935 年に Dale は，ACh を伝達物質とする運
動神経，自律神経節前線維，および副交感神
経節後線維をコリナージック，アドレナリン
様物質を伝達物質とする交感神経節後線維
をアドレナージックと呼ぶことを提唱した．
1936 年に HH Dale と O Loewi は，神経刺激の
化学伝達を証明した功績によってノーベル
生理医学賞を受賞した．中枢神経系における
AChの発見は1938年以降になってからである． 

その後，数十年間にわたって脾臓の ACh
の起源と役割に関する研究は行われていな
かった．現在の定説では，脾臓への副交感神
経支配は確認されていない．従って，Dale と
Dudleyが脾臓で発見したAChは非神経性由来
ということになる．我々は，血中における ACh
の存在を証明し，その起源がリンパ球である
ことを発見した．さらに CD4+T 細胞における
ACh 合成酵素（ChAT）の遺伝子と蛋白質の発
現を発見した．これらの知見は，脾臓の ACh
の起源はリンパ球であることを証明するも
のである．リンパ球を始めとする免疫細胞に
は種々のムスカリン性およびニコチン性 ACh
受容体（それぞれ，mAChRs および nAChRs）
が発現しており，T細胞が産生・遊離した ACh
が免疫機能調節に関与している可能性が考
えられる．実際に，mAChR と nAChR 作用薬に
より，免疫細胞において様々な機能的および
生化学的変化が引き起こされる． 

最近，7 nAChR 刺激が，マクロファージ
などの免疫細胞における TNF-などの炎症促
進性サイトカインの産生を抑制し，抗炎症作
用を示すことが注目されている．我々は，7 
nAChR ノックアウト（7-KO）マウスを用いて，
免疫刺激による抗体産生を7 nAChR が抑制

的に制御していることを発見した．さらに7 
nAChR に対する陽性アロステリック･リガン
ドとして作用する内因性ペプチドSLURP-1が
発見され，T 細胞の活性化に関与している可
能性が報告されている．我々は，すでに胸腺
と脾臓におけるSLURP-1の遺伝子発現を確認
している．これらの知見から，SLURP-1 が T
細胞を始めとする種々の免疫細胞上の7 
nAChR を刺激して，免疫および炎症反応の調
節に関与している可能性が考えられる． 
 
２．研究の目的 

本研究では，SLURP-1 の免疫機能調節へ
の関与を証明し，また nAChR のナイーブ T細
胞（Th0）の分化における役割を明らかにす
る目的で，1)免疫組織化学的手法を用いて，
ヒト免疫組織における SLURP-1 発現，2)T 細
胞のモデルとしてヒトT細胞系白血病細胞株
MOLT-3 と末梢血単核球（MNLs）を用いて，
SLURP-1の細胞増殖とACh合成に及ぼす作用，
3)ニコチンの Th0 の Th1，Th2，あるいは制御
性 T細胞（Treg）への分化に及ぼす作用を検
討した．  
 
３．研究の方法 

1) ヒト扁桃における SLURP-1 発現の免
疫組織化学的検討． 

特定非営利活動法人エイチ・エー・ビー
（HAB）研究機構から倫理問題をクリアした
凍結ヒト扁桃組織を入手した．常法により 4%
パラホルムアルデヒドで固定後に，凍結包埋
して厚さ 10 m の組織切片を作製した． 

一次抗体：①ヒツジ抗ヒト型 SLURP-1 抗
体（R&D Systems），②マウス抗ヒト CD205 モ
ノクローナル抗体（MG38，AbD Serotec），③
ラット抗ヒト CD4 モノクローナル抗体
（YNB46.1.8，Abcam）を使用した． 二次抗
体：それぞれの一次抗体に対するAlexa Fluor 
488，または Alexa Fluor 555 標識抗体を使
用して常法により染色した． 

操作：一次抗体と組織切片を4℃にて一晩
反応させた．洗浄後，それぞれの二次抗体と
組織切片を1時間反応させた．さらに，DAPI
を用いて，細胞核を対比染色した．共焦点顕
微鏡で免疫染色像を観察した．一部の切片で
は，ヘマトキシリン・エオジン（HE）による
染色を行った． 

パーオキシデース法：ヒツジ抗ヒト型
SLURP-1 抗体と一晩反応させた後に，一部の
組織切片を，ビオチン標識ロバ抗ヒツジ IgG
抗体と１時間反応させた．定法により Vector
社の ABC Kit を用いて反応させた後に，DAB
反応液にて発色させて光学顕微鏡にて観察
した． 

2) SLURP-1 の T細胞機能に及ぼす作用の
検討． 

細胞：①株式会社ケー・エー・シー（KAC）
から入手した倫理問題をクリアしたヒト末
梢血単核白血球（MNLs）と，②T 細胞のモデ
ルとして白血病細胞株 MOLT-3 を使用した． 



rSLURP-1：Abnova 社より購入した組み換
えヒト型 rSLURP-1 を使用した．   

操作：7%ウシ胎児血清と AChE 阻害薬 DFP
（1 M）を含む RPMI 1640 培地中で，5 x 105

個の MOLT-3 または MNLs をフィトヘマグルチ
ニン(PHA)，rSLURP-1（0.5 g/mL），または
7 nAChR 特異的阻害薬メチルリカコニチン
（MLA，100 nM）の存在下，あるいは非存在
下で 48 時間培養した．①細胞増殖：ヘマト
サイトメーターとトリパンブルーを用いて，
生存細胞数を培養前後で計測した．②コリン
作動系活性：MOLT-3 および MNLs の ACh 含量
と培養上清中へのACh分泌量をラジオイムノ
アッセイ法により測定した．③MOLT-3 から
mRNA を抽出して RT-PCR 法により，SLURP-1
の ChAT遺伝子発現に及ぼす作用を検討した． 

3) ニコチンの T 細胞分化に及ぼす作用
の検討． 

細胞培養：5～8 齢の C57BL/6J マウスか
ら脾臓を摘出し，常法により脾細胞を分離し
た ． Red blood cell lysing buffer 
(Sigma-Aldrich) を用いて，脾細胞から赤血
球を除去し，密度勾配法によりナイーブ T細
胞（Th0）を含む MNLs 分画を調製した．
1.0×107個の MNLs を 12-well プレートで，
10% FBS，ペニシリン(100 units/mL)，スト
レ プ ト マ イ シ ン (100 g/mL) お よ び 
2-mercaptoethanol (50 mM)を含む RPMI1640
培地中で培養した．一部に T細胞を刺激する
ために，anti-CD3 mAb (0.1 g/mL) および
anti-CD28 mAb (1 g/mL)を添加した．さら
に一部にニコチン (500 M) を添加して
nAChRs を刺激した．これらの MNLs を 37℃，
5% CO2の条件下で 4～5日間培養した． 

フローサイトメトリーによるT細胞分化
の測定：培養液を 0.1% BSA を含むハンクス
緩衝液に置換した後に，①Treg 発現を調べる
ために，蛍光色素標識したマウス抗原に対す
る各種の抗体 (FITC-CD4，APC-CD8，PE-CD25，
APC-Foxp3：eBioscience)を用いて培養 MNLs
を染色した．②Th1 発現を調べるために，
Golgi Stop (BD Biosciences) ，
phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA，50 
ng/mL，Sigma) およびイオノマイシン (500 
ng/mL) を用いて MNLs を 4時間刺激した．そ
の後 T 細胞の IFN-を抗サイトカイン抗体 
(APC-IFN-，eBioscience) を用いて染色した．
TregおよびTh1発現量をFACSCaliburフロー
サイトメーター（ベクトン・ディッキンソン
製）を用いて測定し，CELLQuest Pro により
解析した． 
 
４．研究成果 

1) ヒト扁桃 CD205 陽性樹状細胞（DCs）
における SLURP-1 発現の発見． 
  ヒト扁桃のリンパ濾胞周辺部と少数のリ
ンパ濾胞内に散在する複雑な形態をもつ細胞
がSLURP-1陽性反応（SLURP-1+）を示した（図
1A）．SLURP-1+細胞の形態からDCsであること
を推定して，成熟DCsに発現するCD205に対す 

 
抗ＣＤ４モノクローナル抗体を用いて，ヒト扁

桃内におけるT細胞とSLURP-1+DCsの分布を 
検討した．一部のCD4陽性（CD4+）T細胞は，
SLURP-1+DCsと近接していることが判明した
（図1C4）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
る抗ヒトCD205モノクローナル抗体を用いて
免疫染色した．その結果，約50%のSLURP-1+
細胞がCD205+反応を示した（図1B）．これらの
結果から，成熟CD205+DCsがSLURP-1を発現し
ていることが確認された． 
  抗ＣＤ４モノクローナル抗体を用いて，
ヒト扁桃内における T細胞と SLURP-1+DCs の
分布を 検討した．一部の CD4 陽性（CD4+）
T 細胞は，SLURP-1+DCs と近接していること
が判明した（図 1C4）． 
  以上の知見は，抗原提示反応において，
自己およびDCsを含む様々な免疫細胞上に発
現する7 nAChRにおいてT細胞から遊離され
た ACh の作用を，SLURP-1 が増強する可能性
を示唆している． 

2) SLURP-1 の T細胞機能に及ぼす作用の
検討． 

⑴ rSLURP-1 のヒト T 細胞系白血病細胞
株 MOLT-3 における増殖とコリン作動系活性
に及ぼす作用． 
  rSLURP-1（0.5 g/mL）は，細胞増殖を
対照群と比較して有意に抑制した（図 2A，P < 
0.05）．しかし，ACh 含量を有意に増大させた
（図 2B）．さらに rSLURP-1 は，ACh 合成酵素
ChAT遺伝子発現を有意に増大させた（図3C，
P < 0.05）．7 nAChR 特異的拮抗薬 MLA（500 
ng/mL）は，これらの rSLURP-1 による作用を
すべて消失させた． 

⑵ rSLURP-1のヒトMNLsにおける増殖と
コリン作動系活性に及ぼす作用． 

ヒト MNLs においても，rSLURP-1 は，細
胞増殖を有意に抑制し（図 3A，P < 0.05），
ACh含量と分泌量を有意に増大させた（図3B，
いずれもP < 0.05）．MLAは，これらのrSLURP-1
による作用をすべて消失させた． 

図 1．ヒト口蓋扁桃における SLURP-1，CD205 および
CD4 発現の免疫染色像．A1:ヘマトキシリン・エオジン染
色像（低倍率）．A2:アビジン・ビオチン・ペルオキシダー
ゼ法による SLURP-1 免疫染色像．A3:指定部位の拡大
像．A4:強拡大像．SLURP-1+反応が DC 様構造の細胞
に見られる．B1:扁桃における SLURP-1 の免疫染色像
（低倍率）．B2: CD205 の免疫染色像．B3: SLURP-1 と
CD205 の共免疫染色像．B4:指定部位の強拡大像．一部
の SLURP-1+細胞が CD205+反応を示している．C1: 扁
桃における SLURP-1 の免疫染色像（低倍率）．C2: CD4
の免疫染色像．C3: SLURP-1 と CD4 の共免疫染色像．
C4:指定部位の強拡大像．SLURP-1+細胞は CD4+T 細
胞に囲まれている． 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の知見から，SLURP-1 は，7 nAChR 刺
激して T 細胞における機能的分化を促進させて，
ChAT 遺伝子発現の促進を介して ACh 産生を増
強して，リンパ球におけるコリン作動系活性の上
昇させることが明らかになった． 

3)ニコチンの T 細胞分化に及ぼす作用． 
Treg（CD4+CD25+Fox3+）および Th1（INF-）

発現誘導に及ぼすニコチンの作用（図 4）を
検討した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

無刺激の状態では，MNLs では 0.17%の
CD4+ T 細 胞 が Treg に 分 化 し た ．
anti-CD3/anti-CD28 抗体による活性化は， 
Treg への分化を 0.94%にまで上昇させた．ニ
コチン（500 M）は，Treg への分化を 0.56%
にまで低下させた．すなわち，nAChR 刺激は
Treg への分化を抑制した． 

無刺激の MNLs では、CD4+ T 細胞の 0.1%
が Th1 に分化した。anti-CD3/anti-CD28 抗体
刺激は，Th1 への分化を 0.74%にまで上昇さ
せた。ニコチンは，Th1 への分化をさらに
0.92%にまで上昇させた．すなわち，nAChR 刺
激は Th1への分化を促進させることが判明し
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  以上より，本研究により，1) 免疫器官
の一部を構成する扁桃の CD205+DC に内因性
7 nAChR アロステリック・リガンド SLURP-1
が発現しており，その周辺に CD4+T 細胞が存
在することが判明した．2)SLURP-1 は，ヒト
T細胞の7 nAChR を刺激して ACh 産生を増強
するなどのT細胞の機能的分化を促進するこ
とが発見された．3) Th0 の nAChR刺激は，Treg
への分化を抑制し，Th1 への分化を促進する

 
図 2．rSLURP-1 の MOLT-3 における増殖（A），ACh 含
量と遊離（B）および ChAT 遺伝子発現（C）におよぼす作
用と MLA (100 nM)による拮抗．平均値 ± 平均誤差 (n 
= 3) ． 

 

 
図3．SLURP-1 のヒトMNLs の増殖（A）とACh 含量およ
び遊離量（B）におよぼす作用とMLAによる拮抗．平均値 
± 標準誤差 (n =5) ． 

 
図 3．抗 CD3/抗 CD28 抗体で刺激した CD4+ Th0 細胞の
制御性 T 細胞（A）と Th1 細胞（B）への分化に及ぼすニコ
チンの作用． 

 
図 5．本研究成果とこれまでの知見を踏まえたリンパ球
コリン作動系の免疫機能調節への関与を示した模式
図．本図は，7 nAChR を中心にまとめられている． 



ことが判明した．現在，nAChR 刺激の Th2 お
よび Th17 への分化に及ぼす影響と7 nAChR
の役割を検討中である． 
  これらの知見をまとめて，図 5 に7 
nAChR の役割に焦点をおいたリンパ球コリン
作動系の免疫機能調節における役割の一部
を示した．Th0 と CD205+DCs との間における
抗原提示反により，T細胞は活性化されてACh
産生を増大させる．T細胞から遊離されたACh
は，CD205+DCs から遊離された SLURP-1 と共
に，自己およびマクロファージを含む周辺の
免疫細胞上の7 nAChR を刺激して，種々のサ
イトカイン産生を変化させる．これらのサイ
トカインの変化が，T 細胞分化に影響を及ぼ
す可能性が明らかになった．脾臓に存在する
ACh は，SLURP-1 と共に，免疫機能の調節に
も関与していることが証明された． 
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