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研究テーマ  

リンパ球におけるナノマイシンV-ATPaseを標的とした免疫制御法の開発 

１．はじめに 

アセチルコリン（ACh）は，中枢および末梢神経系における重要な神経伝達物質である．しかしな

がら，ヒトでは，血液，血管内皮細胞，気道および消化管上皮細胞などの様々な非神経性組織におけ

るAChの存在が判明しており，オータコイドのように，局所において産生細胞より周辺へ放出されて

作用する細胞機能調節物質としての役割が徐々に明らかになってきている1,2)．これらの知見を踏ま

えて，非神経性コリン作動系（non-neuronal cholinergic system）の存在が提唱されている． 

リンパ球にはコリン作動系として不可欠な構成要素（ACh, ACh 合成酵素コリンアセチルトランス

フェラーゼ（ChAT），ムスカリン性 ACh 受容体およびニコチン性 ACh 受容体（nAChR），高親和性コリ

ントランスポーター，および ACh分解酵素アセチルコリンエステラーゼ）が，神経系と同様にすべて

備わっている．私たちは，リンパ球における非神経性コリン作動系の存在の提唱および AChによる免

疫機能調節メカニズムの研究を進めてきた 2-4)． 

神経終末部において ACh は，プロトンポンプのひとつ小胞型 ACh トランスポーター（VAChT）によ

りシナプス小胞へ貯蔵され，開口放出によりシナプス間隙へ遊離される．神経系において遊離される

AChの一部は開口放出を介さずに，vacuolar proton pump （V-ATPase）類似の分子 mediatophoreに

より遊離されるとの報告がある 5)．他方，Ｔリンパ球にはシナプス小胞のような分泌顆粒が存在せず，

VAChT も発現していない．ACh は形質膜を自由に通過できないため，形質膜上に輸送メカニズムが必

要である．したがって，V-ATPase などの分子がＴリンパ球における ACh 遊離メカニズムに寄与して

いる可能性がある．胎盤では，有機カチオントランスポーター（OCT）が ACh 遊離に関与する分子と

して注目されている 6)．しかしながら，リンパ球からの ACh遊離機構は解明されていない．本研究は，

非神経性コリン作動系のひとつとしてＴリンパ球からの ACh 遊離機構におけるナノマシンとしての

形質膜輸送系の重要性を明らかにする目的で行った． 

 

２．方法 

ヒトＴ細胞系白血病細胞株CCRF-CEMおよびMOLT-3細胞をＴリンパ球のモデルとして用いた．細胞株

は，林原生物化学研究所・研究センター・基礎細胞研究部門（藤崎細胞センター）より供与を受けた．

7％牛胎仔血清を含むRPMI1640培地中で 37℃，5％ CO2の条件下で培養した．一部の細胞は，Ｔリン

パ球活性化薬フィトヘマアグルチニン（PHA）（10 μg/ml）の存在下，24時間培養した．V-ATPase

（mediatophore）遺伝子をノックダウンする目的で，V-ATPase（mediatophore; accession number：

M62762）に選択的なsiRNAを遺伝子導入装置（NucleofectorTM）を用いて導入した（プログラム：X-001，

導入試薬：細胞株用キットC）． 

ChATおよびV-ATPase遺伝子の発現は，特異的なプライマーを用いて，RT-PCR法により検出した（PCR

条件： ChAT:95℃，30 秒; 62℃，30 秒; 72℃，30秒を 37サイクル;V-ATPase：95℃，30 秒; 60℃，
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30 秒; 72℃，30秒を 32サイクル）． 

１次抗体にウサギ抗ヒトV-ATPase抗体（故大熊教授・金沢大より供与を受けた），２次抗体にFITC標識ヤ

ギ抗ウサギIgG抗体および共焦点レーザー顕微鏡（LSM510，カールツァイス）を用いて，V-ATPaseたんぱく

質の細胞内局在について検討した． 

ACh の測定は，[3H]ACh（specific activity: 3.02 TBq/mmol，GE ヘルスケア）および抗 ACh 抗血

清（川島教授・武蔵野大より供与）を用いるラジオイムノアッセイ法により行った 7）． 

 

３．結果 

CCRF-CEMおよびMOLT-3細胞において，V-ATPase（mediatophore）遺伝子の発現が認められた．さら

に，免疫染色により，両細胞株において，V-ATPase（mediatophore）たんぱく質の発現も確認できた．

V-ATPase（mediatophore）たんぱく質の発現は細胞膜付近に局在していた．一方，両細胞株において，

有機カチオントランスポーターOCT1, OCT2およびOCT3遺伝子の発現は認められなかった． 

PHAによるＴリンパ球活性化により，CCRF-CEMおよびMOLT-3細胞におけるChATの遺伝子発現とChAT

活性，およびACh産生と遊離が増大することが明らかになっている8）．そこで，PHAによりＴリンパ球

を活性化させた場合のV-ATPase（mediatophore）遺伝子発現とACh遊離の変化を検討した．CCRF-CEM

およびMOLT-3細胞において，PHAによりV-ATPase（mediatophore）遺伝子の発現は，それぞれ約36％

および20％増強した．両細胞株において，PHAは細胞内ACh量および細胞外への遊離ACh量を増大させ

た（図１）． 

V-ATPase（mediatophore）遺伝子の発現を効率良く抑制する siRNAを，CCRF-CEMおよび MOLT-3細

胞に導入した．CCRF-CEMおよび MOLT-3細胞において，siRNAの導入により V-ATPase（mediatophore）

遺伝子の発現は対照群のそれぞれ約 56および 58％にまで減少した．siRNAにより ChAT遺伝子の発現

は影響を受けないことを確認した． 両細胞株において，siRNA により，遊離 ACh は対照群のそれぞ

れ約 70および 74％にまで減少した（図２）．一方，細胞内 ACh量はわずかに増大した（図２）． 

 

 

 

 

 

 

 

図１ PHAによる細胞内 ACh量および遊離の変化．            図２ V-ATPase特異的 siRNAによる細胞内 ACh量および 
*P<0.05 vs. control (Student’s t-test)．       遊離の変化．*P<0.05 vs. control (Student’s t-test)． 

 

４．考察 

PHAは，V-ATPase（mediatophore）遺伝子の発現および ACh遊離をともに増大させた．さらに，siRNA

は，V-ATPase 遺伝子（mediatophore）の発現および ACh 遊離が減少させた．以上より，Ｔリンパ球

からの ACh 遊離メカニズムに V-ATPase（mediatophore）が関与していることが明らかになった．本

報告書には間にあわなかったが，免疫異常動物モデルにおいて，リンパ球および免疫器官の ACh遊離能

と形質膜輸送系の輸送能との関連について検討中である．これにより，免疫調節薬のターゲットとし
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てのリンパ球コリン作動系の重要性をより明らかしたい． 

喫煙者における免疫活性の低下や nAChRを介する炎症性反応の調節機構などが，リンパ球コリン作

動系と免疫系との関連を示す知見として話題となっている．難病（特定疾患）に指定されているクロ

ーン病および潰瘍性大腸炎において，喫煙により摂取されるニコチンがクローン病では症状を増悪さ

せ，潰瘍性大腸炎では発症・再燃に抑制的に影響することが知られている．しかしながら，そのメカ

ニズムは未解明のままであり，これらの自己免疫疾患の根本的な治療法は見つかっていない．リンパ

球コリン作動系をターゲットとする新たな側面からの治療法の開発を目指したい． 

血液・血管系の非神経性コリン作動系の研究はまだ端緒に着いたばかりである．今後は，膜輸送分

子をターゲットとする薬物の免疫調節薬としての可能性を追究したい．さらに，免疫疾患だけでなく，

生活習慣病の予防，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も

解析を進めていく予定である．  
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