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要旨

T細胞にはムスカリン性およびニコチン性アセチルコリン受容体（mAChRおよびnAChR）が発現してい

る。T細胞のAChRは、細胞傷害性の増強、細胞分裂の促進、細胞内cGMP濃度の上昇などの生理的役割を

担っている。本研究では、T細胞の活性化がAChRの遺伝子発現に及ぼす影響および発現調節メカニズムを

検討した。マウス脾臓細胞あるいは脾臓細胞から単離したCD4陽性T細胞において、 2日間の抗CD3/CD28

抗体刺激は、M1-M5 mAChR mRNAおよびα4、α7、β2 nAChR mRNAの発現を減少させた。この減少作用
には、nuclear factor-κBが関与していることが明らかとなった。さらに、2日間の抗CD3/CD28抗体刺激は、

mAChRあるいはnAChRの活性化による細胞内Ca2＋濃度上昇を抑制した。以上の結果より、T細胞の活性化

は受容体発現を減少させることによりAChに対する反応性を低下させることが明らかとなった。すなわち、

T細胞の活性化は、mAChRおよびnAChRを介した細胞障害性の増強や細胞分裂促進などの生理作用を低下

させる可能性が示唆された。

Abstract

Muscarinic and nicotinic acetylcholine receptors（mAChR and nAChR）are expressed in immune cells 

including T cells. AChR of T cells plays physiological roles such as the enhancement of cytotoxicity, the 

promotion of cell division, the elevation of intracellular cGMP concentration. In this study, the effect of T 

cell activation on the expression of AChR and the mechanism of its expression were examined. In CD4-
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positive T cells or CD4-negative cells isolated from mouse spleen cells, anti-CD3/CD28 antibody 

stimulation for 2  days reduced the expression of M1-M5 mAChR mRNAs and α4, α7, β 2  nAChR 

mRNAs. It was revealed that nuclear factor-κB is involved in this decreasing action. Furthermore, 

stimulation of intracellular Ca2＋ concentration by activation of mAChR or nAChR was suppressed by 

stimulation with anti-CD3/CD28 antibody for 2  days. From the above results, it was revealed that 

activation of T cells reduces the reactivity to ACh by decreasing AChR expression. That is, it was 

suggested that differentiation of T cells may decrease physiological effects such as enhancement of 

cytotoxicity and promotion of cell division via mAChR and nAChR.

背景・目的

　アセチルコリン（ACh）は、中枢および末梢のコリン

作動性神経における重要な神経伝達物質として知られてい

る。しかしながら、AChは、様々な非神経性組織・器官

においても産生されており、種々の生理機能の調節に関与

していることが明らかになっている1-3）。さらに、非神経

系細胞であるT細胞においても、AChの生合成に関わるコ

リンアセチルトランスフェラーゼ（ChAT）や高親和性コ

リントランスポーターが発現しており、AChを恒常的に

産生および放出している。加えて、ムスカリン性およびニ

コチン性ACh受容体（mAChRおよびnAChR）も発現して

おり、これらの受容体は、T細胞の細胞増殖や腫瘍壊死因

子（TNF-α）およびインターフェロン-γ（IFN-γ）の産

生など、免疫応答に関与している4 - 6 ）。

　mAChRにはM1-M5 mAChRの 5 種類のサブタイプが存

在する7）。T細胞にはすべてのmAChRサブタイプが発現

している4 - 6 ）。各mAChRサブタイプはGタンパク共役型受

容体である。M1、M3およびM5サブやイプはGq/11タンパク

質に共役しておりホスホリパーゼC（PLC）を介してイノ

シトール三リン酸（IP3）とジアシルグリセロール（DG）

を産生する8）。IP3は細胞内貯蔵からCa2＋を遊離させ、他

方DGはプロテインキナーゼC（PKC）を活性化する。M2
およびM4サブタイプはGi/oタンパク質に共役しておりアデ

ニル酸シクラーゼ（AC）を介したcAMP産生を抑制し、

プロテインキナーゼAによるタンパク質のリン酸化を抑制

する9）。

　nAChRサブユニットには、骨格筋型の受容体を構成す

るα 1、β 1、γ（生体ではε）δ、神経型の受容体を構

成するα2-α10（ただし、ヒトの場合α 8は存在しない）

およびβ2-β 4 サブユニットが存在する。T細胞にはα2-

α 7 およびα10サブユニットとβ2-β 4 サブユニットが発

現している10）。これらのサブユニットが、ヘテロもしくは

ホモ五量体によりカチオンチャネルを形成する。nAChR

の活性化は、膜透過性のNa＋、K＋およびCa2＋の急速な増

大を引き起こす11）。

　ACh作用薬によるmAChR刺激は、主にM3およびM5 

mAChRを介して、TおよびB細胞において細胞内Ca2＋シ

グナル（［Ca2＋］i）および転写調節因子c-fos遺伝子発現の

増強を引き起こす12,13）。さらに、一酸化窒素産生の増大お

よびインターロイキン-2（IL-2）を介するシグナル伝達機

構を調節する14,15）。TおよびB細胞において、nAChR刺激は，

少なくとも一部はα 7  nAChRサブユニットを介して一過

性の細胞内Ca2＋シグナルを起こす16）。さらに、ノックアウ

トマウスを用いた研究から、M1/M5 mAChRおよびα 7  

nAChRが抗原特異的抗体産生に関与していることが報告

されている17,18）。しかしながら、T細胞の活性化がAChR

の発現に及ぼす影響は未だ十分には明らかとなっていない。

　我々は、以前にT細胞あるいはB細胞の活性化直後には、

mAChRの遺伝子発現が増大していることを報告している
19）。しかしながら、長時間の活性化に関する検討はなされ

てこなかった。本研究では、T細胞を多く含むマウス脾臓

細胞（T細胞：約20％、B細胞：約60％、マクロファージ：

約 5 ％）あるいはCD4陽性T細胞を用い、T細胞活性化が

mAChRおよびnAChRの発現に与える影響とその細胞内メ

カニズムを検討した。

方法

1．試薬
　カルシウム蛍光指示薬Fura-2 AMは同仁化学研究所、

Sepasol RNA Ⅱ Superはナカライテスク、Prime Script 

RT reagent Kit、SYBR Premix Ex Taq ⅡおよびRT-PCR

用プライマーはタカラバイオ、Anti-Biotin MicroBeadsお

よ びCD4＋ T Cell Biotin Antibody Cocktail mouseは

Miltenyi Biotec社よりそれぞれ購入した。
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2．脾臓細胞の調製と培養
　マウスから脾臓を摘出後、常法に従って、脾臓細胞を調

製した16）。その後、脾臓細胞を液に懸濁し、Red blood 

cell lysing buffer（Sigma-Aldrich）により赤血球を除去し

た。脾臓細胞（ 1ウェル当たり 1×107個）は、10％牛胎

子血清（FBS）、100 units/mLペニシリン、100 μg/mLス

トレプトマイシンおよび100 μM 2-メルカプトエタノール

を含むRPMI1640培地（日水製薬）を用いて、6-wellプレー

トに播種して培養した。さらに、抗CD3抗体（0.1 μg/

mL）および抗CD28抗体（ 1  μg/mL）を添加し、37℃、

5％ CO2の条件下で 2日間培養した。なお、T細胞受容体

を介するT細胞の活性化機構の時間経過を考慮して、培養

時間を 2日間と設定した。CD4陽性T細胞の分取は、上記

の方法により調製した脾臓細胞より、Anti-Biotin 

MicroBeadsおよびCD4＋ T Cell Biotin Antibody Cocktail 

mouse（Miltenyi Biotec）を加え、LSカラムを用いて、試

薬に添付のマニュアルに従って分離した。調製したCD4陽

性T細胞は、脾臓細胞の場合と同様の方法で培養した。な

お、生存細胞数の測定は、培養懸濁液から一部を採取し、

血球算定盤を用いて生存細胞数をトリパンブルー色素排除

法により測定した。

3．  リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（real-time 
PCR）法13,16）

　脾臓細胞あるいはCD4陽性T細胞（ 1ウェル当たり5.0×

106個）を12ウェルプレートに播種し、抗CD3抗体（0.1 μ

g/mL）および抗CD28抗体（ 1  μg/mL）の存在下、 7％ 

FBS、100 units/mLペニシリンおよび100 μg/mLストレ

プトマイシンを含むRPMI1640培地中で、37℃、 5 ％ CO2
の条件下において 2日間培養した。プレートより細胞を回

収し、トータルRNAをセパゾールRNA Ⅱ Superで抽出し

た。 ト ー タ ルRNA（ 1  μg） よ りPrime Script RT 

reagent Kit（ タ カラバイオ）およびS1000 Thermal 

Cycler（バイオラッド）を用いて、逆転写反応により一本

鎖cDNAを合成した。

　リアルタイム PCR分析は、合成したcDNA、SYBR 

Premix Ex Taq Ⅱ、下記の各遺伝子に特異的なプライ

マーを用いてThermal Cycler Dice Real Time Systemを

用いて行った。用いたプライマーは次の通りである。M1 
m A C h R （ M A 1 4 8 3 8 2 ） ：

5 ’ -AGGGATGCGGCAAACTGGTA-3 ’お よ び

5 ’ -AGGTACAGGGTAAGACCTGGGTGA-3 ’、M2 

m A C h R （ M A 1 5 0 5 4 2 ） ：

5 ’-TTAAAGTCAACCGCCACCTTCAG-3’お よ び

5 ’-CCAAAGGCCAGTAGCCAATCA-3’、M3 mAChR

（MA132011）： 5 ’-TGCTGAGCAGATGGACCAAGA-3’お

よ び 5 ’-CGGCAGCTTGAGTACAATGGAA-3’、M4 

m A C h R （ M A 1 5 8 1 7 3 ） ：

5 ’ -CGTAACCAGGTGCGCAAGAA-3 ’お よ び

5 ’-ATGACATTGTAGGGTGTCCAGGTG-3’、M5 mAChR

（MA155275）： 5 ’-ATTGGCAAGGCAACAGCAAG-3’およ

び 5 ’-AGGGACTCAGAATGGCAGATGAC-3’、 α 4  

n A C h R （ M A 1 0 7 5 1 5 ） ：

5 ’-TACGTGGCTCCAACCACAAGAA-3’お よ び

5 ’-CTGTCAGGAGCATCCCAGCA-3’、 β 2  nAChR 

s u b u n i t （ M A 0 6 9 7 9 8 ） ：

5 ’-TGCGAAGTGAAGATGATGACCAG-3’お よ び

5 ’-ACATGCCAATGGTCCCAAAGA-3’、 α 7  nAChR 

s u b u n i t （ M A 1 5 3 0 0 4 ） ：

5 ’-ACTATGGCCTCAACCTGCTCATTC-3’お よ び

5 ’ -CTGGCATGATCTCAGCCACAA-3 ’、GAPDH

（MA050371）： 5 ’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’お よ

び 5 ’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’。

4．細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋］i）測定12,13）

　マウス脾臓細胞（ 1×107 cells/well）を上記条件下で 2

日間培養した後、0.5 mg/mL poly-d-lysineでコーティング

したガラスボトムディッシュ（Greiner bio one）に播種し

1時間、37℃、 5 ％ CO2の条件下で培養した。10 mM 

HEPESを含むTyrode緩衝液で置換した後、0.5％ bovine 

serum albuminを含む 5  μM Fura-2 AM（室温、30分）

を 取 り 込 ま せ た。 細 胞 内 のFura-2を、TILL 

Monochromator Polychrome Ⅳ（TILL Photonics）を用

いて、340 nmおよび380 nm照明を用いて励起し、放出さ

れ た510 nmの 蛍 光 を、InCyt Im2TM（Intracellular 

imaging inc）で取得し、Image J（NIH）を用いて解析した。

5．統計解析
　データは、平均値±標準誤差で示した。統計解析は

SigmaPlot（Version 13、Systat Software）を用いて行った。

各群間の有意差検定については、 2群間の場合は対応のな

いStudent’s t-検定、 3群以上の場合には一元配置分散分

析（ANOVA）および事後解析としてのTukey’s modified 

t-検定を行った。なお、危険率（P）が 5 ％未満の場合、
有意差ありと判定した。
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結果

　マウス脾臓細胞において、 2日間の抗CD3/CD28抗体刺

激は、mAChRおよびnAChR mRNAの発現を減少させる。
　T細胞を多く含むマウスの脾臓細胞において、T細胞の

活性化がmAChRおよびnAChRの発現に及ぼす影響を検討

した。nAChRサブユニットについては、これまでの研究

によりT細胞において重要な働きを果たしている可能性が

あるサブユニット4-6）について解析した。T細胞受容体

（TCR）およびCD28分子を介してT細胞を活性化させる抗

CD3抗体および抗CD28抗体を用いてマウスの全脾臓細胞

を刺激し、 2日後にM1-M5 mAChRおよびα4、α7、β2  
nAChR mRNAの発現量をリアルタイムPCR法で測定した。
調べたすべてのAChR mRNAの発現量が有意に減少した
（図 1）。なお、これ以降の実験ではmAChRについては、

すべてのサブタイプで同様の反応が起こると考え、M1 
mAChRサブタイプに関してのみ解析した。
マウスCD4陽性T細胞において、 2日間の抗CD3/CD28抗

体 刺 激は、M1 mAChR mRNAお よ びα4、 α7、 β2  
nAChR mRNAの発現を減少させる。
　T細胞活性化によるmAChRおよびnAChR mRNAの減
少がT細胞自体に存在するAChR、あるいはB細胞やマク

ロファージなどの脾臓細胞に存在するAChRのどちらに生

じているのかを検討する目的で、脾臓細胞よりCD4陽性T

細胞のみを分取して同様に解析した。抗CD3およびCD28

抗体で刺激した 2日後にM1 mAChRおよびα4、α7、β2  
nAChR mRNAの発現量をリアルタイムPCR法で測定した。
調べたすべてのAChR mRNAの発現量が有意に減少した
（図 2）。

マウス脾臓細胞において、抗CD3/CD28抗体刺激による

mAChRおよびnAChR mRNAの減少作用はNF-κBシグナ
ルを介している。

　T細胞活性化によるAChR遺伝子発現の減少に関与する
細胞内経路を検討する目的で、nuclear factor-κB（NF-κ

B）阻害薬BAY 11-7082、IP3受容体遮断薬2APBおよび

mitogen-activated protein kinase（MAPK）阻害剤U0126

の抗CD3抗体および抗CD28抗体によるM1 mAChR mRNA
およびα 4  nAChR発現の減少作用に及ぼす影響を検討し
た。

　BAY 11-7082は、有意にT細胞活性化によるM1 mAChR 
mRNA発現の減少作用を抑制した（図3A）。さらに、

BAY 11-7082はT細胞活性化によるα4  nAChR mRNA発
現の減少作用を抑制した（図3B）。

　2APBおよびU0126は、T細胞活性化によるM1 mAChR 
mRNAの減少には影響を及ぼさなかった（図3A）。

マウス脾臓細胞において、 2日間の抗CD3/CD28抗体刺激

図 1　 2日間の抗CD3抗体および抗CD28抗体刺激は、マウス脾臓細胞においてmAChRおよびnAChR mRNAの発現を減

少させる

A．抗CD3抗体（0.1 μg/mL）および抗CD28抗体（ 1μg/mL）を投与し、 2日後のM1-M5 mAChR mRNAの発現量を

real-time PCR法で測定した。データはMean ± S.E.M（n＝ 3）で示した。＊＊＊P＜0.001 vs. 各Control群（Student’s 

t-test）。B．Aと同様にして、α4、α7、β2  nAChR mRNAの発現量を測定した。データはMean ± S.E.M（n＝ 3）で

示した。＊＊＊P＜0.001、＊＊P＜0.01 vs. 各 Control群（Student’s t-test）。
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はOxo-Mあるいは4BP-TQSによる［Ca2＋］i上昇を抑制する。

　mAChRはGタンパク共役型の受容体であり、このうち

のM1、M3、M5 mAChRはGqカップリングしており、IP3シ

グナリングを介して細胞内Ca2＋ストアからのCa2＋の遊離

を引き起こす。また、nAChRはCa2＋透過性のカチオンチャ

ネルである。そこで、T細胞活性化によるmAChRおよび

nAChR遺伝子発現の減少は、それぞれのAChRアゴニス

トによる［Ca2＋］i変化に影響を及ぼすのかを検討した。

　サブタイプ非選択的mAChRアゴニストoxotremorine-M

（Oxo-M、300 μM）は、無処置の脾臓細胞において［Ca2

＋］i上昇を引き起こした（図 4）。あらかじめ抗CD3抗体お

よび抗CD28抗体で刺激した脾臓細胞においては、control

群と比較してOxo-M（300 μM）による［Ca2＋］i上昇が有

意に抑制された（図 4）。

　nAChRアゴニスト4BP-TQS（10 μM）は、無処置の脾

臓細胞において［Ca2＋］i上昇を引き起こした（図 5）。あ

らかじめ抗CD3抗体および抗CD28抗体で刺激した脾臓細

胞においては、control群と比較して4BP-TQS（10 μM）

による［Ca2＋］i上昇が有意に抑制された（図 5）。　

図 3　 2日間の抗CD3抗体および抗CD28抗体刺激におけるマウス脾臓細胞のM1 mAChRおよびα4  nAChR mRNAの減

少は、NF-κBを介する

A．BAY 11-7082（10 μM）、2APB（10 μM）あるいはU0126（10 μM）の存在下、抗CD3抗体（0.1 μg/mL）および

抗CD28抗体（ 1μg/mL）を投与し、 2日後のM1 mAChR mRNAの発現量をreal-time PCR法で測定した。データは

Mean ± S.E.M（n＝ 3）で示した。＊＊＊P＜0.001 vs. Control群、＃＃＃P＜0.001 vs. 抗CD3/CD28抗体刺激群（one-way 

ANOVA with post hoc Tukey’s modified t-test）。B．BAY 11-7082（10 μM）の存在下、抗CD3抗体（0.1 μg/mL）お

よび抗CD28抗体（ 1μg/mL）を投与し、 2日後のα4  nAChR mRNAの発現量をreal-time PCR法で測定した。データ

はMean ± S.E.M（n＝ 3）で示した。＊＊＊P＜0.001 vs. Control群、＃＃＃P＜0.001 vs. 抗CD3/CD28抗体群（one-way 

ANOVA with post hoc Tukey’s modified t-test）。

図 2　マウスCD4陽性T細胞において、 2日間の抗CD3抗

体および抗CD28抗体刺激はM1 mAChR mRNAおよびα

4、α7、β2  nAChR mRNAの発現を減少させる

CD4陽性T細胞の分離を行った後、抗CD3抗体（ 5μg/

mL）および抗CD28抗体（ 1μg/mL）を投与し、 2日後

のM1 mAChRおよびα4、α7、β2  nAChR mRNAの発

現量をreal-time PCR法で測定した。データはMean ± 

S.E.M（n＝ 3）で示した。＊＊＊P＜0.001 vs. 各Control群

（Student’s t-test）。
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図 4　マウス脾臓細胞において、 2日間の抗CD3抗体および抗CD28抗体刺激はmAChRを介する［Ca2＋］i上昇を抑制する

A．抗CD3抗体（0.1 μg/mL）および抗CD28抗体（ 1μg/mL）を投与し、 2日後にOxo-M（300 μM）添加時の

［Ca2＋］i変化を観察した。340 nmおよび380 nmの励起光によって得られる510 nmの蛍光を観察し、その比（R340/380）を算

出した。R/R0画像は、スケールで調整した擬似カラーで表す。画像は、 2秒間隔、10分間で取得した。B．［Ca2＋］iレス

ポンスを起こした細胞の割合を示す。データはMean ± S.E.M（n＝ 3）で示した。＊P＜0.05 vs. Control群（Student’s 

t-test）。

68 同志社女子大学　学術研究年報　第 69 巻　2018年



図 5　マウス脾臓細胞において、 2日間の抗CD3抗体および抗CD28抗体刺激はnAChRを介する［Ca2＋］i上昇を抑制する

A．抗CD3抗体（0.1 μg/mL）および抗CD28抗体（ 1  μg/mL）を投与し、 2日後に4BP-TQS（10 μM）添加時の

［Ca2＋］i変化を観察した。340 nmおよび380 nmの励起光によって得られる510 nmの蛍光を観察し、その比（R340/380）

を算出した。R/R0画像は、スケールで調整した擬似カラーで表す。画像は、 2秒間隔、10分間で取得した。B．［Ca2＋］i
レスポンスを起こした細胞の割合を示す。データはMean ± S.E.M（n＝ 3）で示した。＊＊P＜0.01 vs. Control群

（Student’s t-test）。
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考察

　抗CD3抗体および抗CD28抗体によるT細胞活性化は、

AChRのうちの調べたM1-M5 mAChR mRNAおよびα4、
α7、β2  nAChR mRNAのすべてにおいて、遺伝子の発
現を減少させた。さらに、脾臓細胞から単離されたCD4陽

性T細胞においても同様の結果が得られた。これらの結果

から、T細胞の活性化によりT細胞自体のAChRの遺伝子

発現が低下することが明らかとなった。

　T細胞の抗CD3抗体および抗CD28抗体刺激によりNF-κ

B、MAPKおよびIP3受容体を介してシグナル伝達される。

NF-κB阻害剤BAY 11-7082によりmAChRおよびnAChR 
mRNA発現の減少が抑制された。これらの結果から、NF-　

BがT細胞活性化による種々のAChRの減少に関与してい

ることが明らかとなった。IP3およびMAPKもTCRを介す

るT細胞活性化に伴うAChR mRNA発現の低下には関与し
ている20）。しかしながら、本研究ではIP3受容体遮断薬

2APBおよびMAPK阻害薬U0126は、抗CD3抗体および抗

CD28抗体刺激によるAChR mRNA発現の低下には影響を

及ぼさなかった。したがって、抗CD3抗体および抗CD28

抗体によるT細胞活性化経路では、AChR mRNA発現の抑
制機構には、NF-κBが中心的な役割を果たしている可能

性が示唆された。

　抗CD3抗体および抗CD28抗体の存在下で二日間培養し

た脾臓細胞において、サブタイプ非選択的mAChRアゴニ

ストOxo-MおよびnAChRアゴニスト4BP-TQSによる［Ca2

＋］i上昇は、control群と比較して有意に抑制された。今回、

受容体タンパク質の発現量の検討は行っていないが、遺伝

子の発現量は低下していた。したがって、これらの［Ca2

＋］i上昇の低下は、TCRを介した活性化によりOxo-Mや

4BP-TQSが作用するmAChRおよびnAChR数が減少した

ことにより、引き起こされたものと考えられる。

　今回の研究ではnAChRについては、α4、α7および

β2の 3つのサブユニットしか検討していないが、他のサ

ブユニットについても同様に発現が減少し、AChの反応

性が低下するか、今後検討する必要があると考えられる。

　以上の結果より、抗CD3抗体および抗CD28抗体による

T細胞活性化は、NF-κBを介してmAChRおよびnAChR

の発現を減少させ、T細胞におけるAChに対する反応性を

低下させることが明らかとなった。T細胞が分化すること

により、mAChRあるいはnAChRを介した細胞障害性の増

強や細胞分裂促進などの生理作用が低下するのではないか

と考えられる。
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