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概 要 カルシウムシグナル制御は，Tリンパ球やマクロファージの増殖，分化，アポトーシス及びサイトカイン産生に

重要な役割を果たす。これまで我々は，カルシウム活性化カリウムチャネルを介したカルシウムシグナル制御がアレル

ギー，炎症性疾患に関与することを明らかにした。免疫系疾患の予防及び治療戦略の中で，炎症慢性化のシグナルネ

ットワーク制御機構の解明が注目されているが，炎症慢性化過程の細胞機能変動において，Tリンパ球，マクロファー

ジに機能発現するカリウムチャネルがどのような病態生理学的役割を果たしているのかは明らかでない。本研究では，

Tリンパ球のIL-10発現・産生におけるカリウムチャネルの役割に着目し，以下のことを明らかにした。 

１．炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Disease: IBD）亜慢性モデルマウスにおけるカルシウム活性化カリウムチャネル

KCa3.1阻害剤の効果 

デキストラン硫酸ナトリウム誘発性 IBD 亜慢性モデルマウスに，1 mg/kg 体重の TRAM-34 を皮下投与したところ，大腸

炎症などの病態スコアが有意に改善した。また，脾臓から高速セルソーターにて制御性 T 細胞（CD4+CD25+細胞）を単離

して IL-10 mRNA発現を解析したところ，対照群と比較してTRAM-34投与群において IL-10の有意な発現亢進が観察さ

れた。さらに，Il-10 転写因子として報告されている E4BP4 が発現亢進していた。以上より，KCa3.1 阻害剤投与による IBD

症状の改善には，制御性 T 細胞における IL-10 産生亢進が少なくとも一部寄与していることが示唆された。 

 

２．ヒト T 細胞腫 HUT-78 細胞株における KCa3.1 活性化剤による IL-10 転写抑制とその調節機構の解明 

ヒトT細胞のモデル細胞として使用されるHUT-78におけるカルシウム活性化カリウムチャネル及びサイトカイン発現を

検討したところ，KCa3.1とIL-10が高発現しており，KCa3.1活性，IL-10産生能ともに高レベルであった。HUT-78細胞を

KCa3.1活性化剤SKA-31（1 µM）で6時間処置したところ，50%程度IL-10転写・産生が抑制された。この抑制反応は，

KCa3.1阻害剤TRAM-34によりほぼ完全に抑制された。IL-10転写に関わるSmad2/3のリン酸化を検討したところ，KCa3.1

活性化剤の処置により，リン酸化Smad2のタンパク発現量が有意に減少した。次に，カルモジュリンキナーゼII阻害剤

KN-62（10 µM）で1時間前処置した後にKCa3.1活性化剤を処置したところ，IL-10転写・産生の抑制，Smad2リン酸化の

抑制がともに消失した。以上より，KCa3.1を介したIL-10転写制御機構にカルモジュリンキナーゼIIを介したSmad2/3シグ

ナルが関与することが示唆された。 

 

１．研究目的 

カルシウムシグナル制御は，T 細胞やマクロファージの

増殖，分化，アポトーシスおよびサイトカイン産生に重要

な役割を果たす。これまで我々は，カルシウム活性化カリ

ウムチャネルを介したカルシウムシグナル制御がアレルギ

ー，炎症性疾患に関与することを明らかにした 1,2)。免疫系

疾患の予防および治療戦略の中で，炎症慢性化のシグ

ナルネットワーク制御機構の解明が注目されているが，炎

症慢性化過程の細胞機能変動において，T 細胞，マクロ

ファージに機能発現するカリウムチャネルがどのような病

態生理学的役割を果たしているのかは明らかでない。

我々は，炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Disease, 



 

IBD）の亜慢性モデルマウスにカルシウム活性化カリウム

チャネル KCa3.1 阻害剤を in vivo 投与することにより，IBD

症状が改善することに加えて，制御性 T リンパ球における

抗炎症性サイトカイン Interleukin (IL)-10 発現が顕著に増

加することを明らかにした。本研究の目的は，炎症慢性化

による T 細胞におけるカリウムチャネル発現・活性制御の

病態生理学的意義を解明し，カリウムチャネル活性制御

による抗炎症性サイトカイン発現調節機構を明らかにする

ことである。 

 

２．研究方法 

２－１ 炎症性腸疾患モデルマウスの作成 

8 週齢の雌性マウス（系統：C57BL/J）を一週間程度馴

化させ，5%（wt/vol）デキストラン硫酸ナトリウム 50000

（DSS）含有水を 7 日間自由飲水させた後，通常水に戻し，

さらに 5日間飼育した 3)。頸椎脱臼によりマウスを安楽死さ

せた後，下痢，血便レベルをスコア化するとともに，脾臓と

大腸を摘出して実験に使用した。本動物実験は学内（京

都薬科大学および名古屋市立大学）の動物実験委員会

において審査され，承認された。 

２－２ マウス脾臓からの CD4 陽性細胞の単離 

マウス脾臓を Isolation buffer（Ca2+ and Mg2+ free PBS 

with 0.1% BSA and 2 mM EDTA, pH 7.4）に懸濁した後，

Dynabeads FlowComp Mouse CD4+CD25+ Treg Cells kit

を用いて CD4 陽性 CD25 陽性細胞と CD4 陽性 CD25 陰

性細胞をそれぞれ単離した。また，CD4 陽性細胞を単離

するために，Dynabeads FlowComp Mouse CD4+ Isolation 

kit を用いた。目的細胞の割合が 90%以上であることをフ

ローサイトメーターにより確認した後，得られた細胞を発現

解析，機能解析に用いた。 

２－３ 細胞培養 

ヒト T リンパ腫細胞株 HuT-78 細胞は，RPMI1640 培地

（10% ウシ胎児血清，抗生物質含有）で 37oC，5% CO2の

環境下で培養した。 

２－４ 膜電位感受性蛍光指示薬 DiBAC4(3)と Ca2+蛍光

指示薬 Fura 2 による膜電位および細胞内 Ca2+濃

度の測定 

浜松フォトニクスの ORCA-Flash2.8 digital camera を搭

載した蛍光イメージング装置を用いて，膜電位感受性蛍

光指示薬 DiBAC4(3)と Ca2+蛍光指示薬 Fura 2 の蛍光変

化をそれぞれ膜電位，細胞内 Ca2+濃度変化として計測し

た 2)。データ収集，解析には HC Image System を用いた。 

２－５ リアルタイム PCR 実験 

２－２で単離した T 細胞から RNA を抽出し，Rever Tra 

AceTM（東洋紡）を用いて cDNA を合成した。Applied 

Biosystems リアルタイム PCR システム ABI 7500 fast を用

いて SYBER Green 法により定量的 PCR 実験を行った 1,2)。

単一の PCR 産物が生成していることを「解離曲線」にて確

認した。-アクチン（ACTB）を内在性標準として，対象とな

る転写物の発現量を ACTB に対する比として算出した。

本研究で用いた PCR プライマーの配列情報については

省略した。 

２－６ ウェスタンブロッティング法 

HuT-78 細胞を，RIPA バッファーを用いて可溶化したタ

ンパク試料を SDS-PAGE（10.0%）により電気泳動し，

PVDF 膜に転写した。PVDF 膜は 2% ウシ血清アルブミン

を添加した PBS/0.1% Tween20（Tween-PBS）でブロッキン

グした。Tween-PBSで1:200に希釈した抗Smad2/3抗体，

抗リン酸化 Smad2 抗体，抗リン酸化 Smad3 抗体（Cell 

Signaling）に浸して 4 oC，1 晩インキュベートした。

Tween-PBS で洗浄後，抗ウサギ IgG-HRP 標識抗体で 1

時間インキュベートし，同様に洗浄した。ECL Advance 

Western Blotting kit ，イメージングシステムLAS4000を用

いて可視化解析した。 

２－７ 大腸組織の Hematoxylin-Eosin（HE）染色 

摘出した大腸の長さと重量を測定した後，2%リン酸緩

衝ホルマリン液で 15 分間固定した後，10%リン酸緩衝ホ

ルマリン液で 48 時間以上固定した。脱水，パラフィン包埋

の後，薄切切片（5 μm）をスライドグラスに固定し，エタノー

ルにより脱パラフィンし，水洗した。標本を Mayer’s 

hematoxylin solution に 25 分間浸漬した後に水洗し，エタ

ノールおよびキシレンを用いて脱水した。光学顕微鏡観

察下（倍率 x100），デジタルカメラで拡大像を撮影し，

Dieleman らの方法により炎症細胞の浸潤度，陰窩障害度

をスコア化した 4)。 

２－８ 共焦点レーザー顕微鏡を利用した r リン酸化

Smad2/3 の核内移行の可視化解析 

各種薬物処理したHuT-78細胞をホルマリン固定した後，

Triton-X100 を含む細胞透過溶液で処置した。その後，抗

リン酸化 Smad2 抗体，抗リン酸化 Smad3 抗体をインキュ



 

ベートし（一晩），anti-rabbit IgG (H+L) （Alexa Fluor 488）

により蛍光標識した。核を DAPI により染色し，細胞内，核

内におけるリン酸化Smad2およびSmad3の分布を共焦点

レーザー顕微鏡 LSM810 により観察した 5)。 

２－９ 統計学的解析 

2 群間の検定には Student’s または Welch’s t 検定を用

い，多群の検定には，一元配置分散分析を行った後に

Tukey’s 多重比較検定を行った。組織染色スコア等の非

連続データの検定には，Mann-Whitney U 検定を行った。

危険率 5%未満を有意差有りとした。 

 

３．研究結果および考察 

３－１ 炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Disease: 

IBD）亜慢性モデルマウスの脾臓 CD4+ T 細胞に

おけるカルシウム活性化カリウムチャネル KCa3.1

の病態生理学的役割 

３－１－１ 亜慢性 IBD モデルマウスの CD4 陽性 T 細胞

におけるカルシウム活性化カリウムチャネル

KCa3.1 の発現亢進 

亜慢性 IBD モデルマウスの脾臓から CD4 陽性 T 細胞

を単離し，KCa3.1 の mRNA 発現をリアルタイム PCR により

検討したところ，正常マウスと比較して KCa3.1 の有意な発

現亢進が見られた。 

３－１－２ 亜慢性 IBD モデルマウスにおける KCa3.1 阻

害剤投与による IBD 症状の軽減 

亜慢性 IBD モデルマウス作成過程（5 日目および 7 日

目）に KCa3.1 阻害剤 TRAM34 を腹腔内投与（1 mg/kg 体

重）したところ，血便，下痢スコアが有意に低下した。また，

HE染色像から陰窩障害，炎症性細胞浸潤をスコア化して

評価したところ，炎症性細胞浸潤が有意に軽減された。陰

窩障害については軽減される傾向がみられた。 

３－１－３ 亜慢性 IBD モデルマウスへの KCa3.1 阻害剤

TRAM-34 腹 腔 内 投 与 に よ る 脾 臓 由 来

CD4+CD25+制御性 T 細胞における抗炎症性

サイトカイン IL-10 の発現亢進 

KCa3.1 阻害剤 TRAM34 を腹腔内投与（1 mg/kg 体重）

した亜慢性 IBD モデルマウスから CD4+CD25-および

CD4+CD25+細胞を分取し，CD4+CD25+細胞（制御性 T 細

胞）における IL-17A，IL-10，IL-10 転写因子 E4BP4 の発

現をリアルタイム PCR にて解析した。CD4+CD25+細胞は

フローサイトメーターで確認した。また，リアルタイム PCR

により，CD25 および Foxp3 が高発現することを確認した。

TRAM34 を投与した亜慢性 IBD モデルマウスでは，

IL-17Aおよび IL-10の発現が有意に亢進していた。また，

IL-10の転写因子の一つとして知られているE4BP4発現も

有意に亢進していた。 

３－１－４ まとめ 

炎症慢性化や炎症からの緩解期におけるカリウムチャ

ネルの病態生理学的意義についてはほとんど検討されて

いない。急性 IBD モデルにおいては，KCa3.1 阻害剤投与

による制御性 T 細胞における IL-10 や IL-17A の発現亢

進は観察されなかった。したがって，本研究で得られた知

見により，炎症慢性化におけるカルシウム活性化カリウム

チャネル KCa3.1 の新しい役割を明らかにすることができた。

IL-17A は Th17 細胞が産生するサイトカインであり，一般

的には炎症性サイトカインとして分類される。一方，IL-17

を発現する制御性 T 細胞が報告されており，IBD などの

炎症疾患において炎症を抑制することも知られている 6,7)。

本研究では，KCa3.1阻害剤投与による IL-17Aや IL-10の

亢進に関与するシグナル伝達機構をできなかったが，今

後の研究により，制御性 T 細胞における新たな IL-17A お

よび IL-10の産生調節機構が明らかになる可能性がある。 

 

３－２ ヒトTリンパ腫由来HuT-78 細胞におけるカルシウ

ム活性化カリウムチャネル KCa3.1 活性化剤によ

る IL-10 転写抑制とその調節機構の解明 

３－２－１ HuT-78 細胞におけるカルシウム活性化カリ

ウムチャネル KCa3.1 の機能発現 

HuT-78細胞におけるTh1サイトカイン（インターフェロン

-γ），Th2 サイトカイン（IL-4, IL-5, IL-13），および IL-10 の

発現をリアルタイムPCRで解析したところ，IL-10のみが高

発現していた。また，ELISA アッセイの結果，HuT-78 細胞

において有意な IL-10産生が見られた。また，膜電位感受

性蛍光指示薬 DiBAC4(3)を用いた蛍光イメージング解析

では，KCa3.1 活性化剤 DCEBIO（1 µM）または SKA-31（1 

µM）の処置により KCa3.1 活性化に伴う有意な過分極反応

が観察され，KCa3.1 活性化剤による過分極反応は，

KCa3.1 阻害剤 TRAM-34（1 µM）の同時投与により観察さ

れなくなった。カルシウム蛍光指示薬Fura-2を用いた蛍光

イメージング解析では，KCa3.1 活性化剤による中程度の



 

細胞内カルシウム濃度上昇が観察された。 

３－２－２ HuT-78 細胞における KCa3.1 活性化剤6 時間

処置による IL-10 転写・産生抑制 

HuT-78細胞をKCa3.1活性化剤DCEBIO（1 µM）および

SKA-31（1 µM）により6時間処置し，リアルタイムPCRによ

り定量発現解析したところ，IL-10 転写が 50%程度有意に

抑制された。この時，薬剤処置 6-24 時間における IL-10

産生量を ELISA アッセイにて定量解析したところ，IL-10

産生量が 30%程度有意に抑制された。これらの現象は，

KCa3.1活性化剤3時間処置では観察されなかった。また，

KCa3.1 活性化剤による IL-10 転写・産生抑制は，

TRAM-34（1 µM）の同時投与により観察されなくなった。

IL-10 転写は Smad シグナルの活性化により促進されるこ

とが報告されている 8)。HuT-78 細胞における KCa3.1 活性

化剤によるリン酸化 Smad2（P-Smad2）およびリン酸化

Smad3（P-Smad3）への影響をそれぞれに特異的な抗体を

用いてウェスタンブロット解析したところ，P-Smad2 の相対

的発現量が有意に減少した。この時 P-Smad3 については

有意な変化は観察されなかった。そこで，P-Smad2 および

P-Smad3 の核移行に対する KCa3.1 活性化剤の影響につ

いて共焦点レーザー顕微鏡を用いてイメージング解析し

た。細胞内および核内における Alexa Fluor 488 の蛍光強

度を定量解析したところ，P-Smad2 の核内移行が KCa3.1

活性化剤処置により有意に抑制された。P-Smad3 の核移

行については有意な変化は観察されなかった。 

３－２－３ HuT-78 細胞における KCa3.1 活性化剤による

IL-10 転写抑制へのカルモジュリンキナーゼ II

（CaMKII）の関与 

Smad シグナル伝達機構（Smad のリン酸化を介した核

内移行）の過程が，CaMKII によるリン酸化により抑制され

ることが報告されている 9,10)。本研究において，HuT-78 細

胞を KCa3.1 活性化剤で処置する 1 時間前に CaMKII 阻

害剤KN-62（10 µM）を前処置したところ，KCa3.1活性化剤

による IL-10 転写および産生の抑制は観察されなった。ま

た，P-Smad2 のタンパク発現量の減少や核移行の抑制も

観察されなくなった。 

３－２－４ まとめ 

HuT-78 細胞において，KCa3.1 活性化剤により CaMKII

が活性化されることによりP-Smad2の核内移行が抑制され，

Smadシグナルを介した IL-10転写が抑制されることが明ら

かとなった。図 1 にまとめ図を示した。 

 

 
 図 1 



 

３－３ 炎症性腸疾患モデルマウスの脾臓由来 CD4+細

胞におけるヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の

発現亢進とHDACによるカルシウム活性化カリウ

ムチャネル KCa3.1 転写制御 

３－３－１ 炎症性腸疾患モデルマウスの脾臓由来 CD4+ 

T 細胞における HDAC の発現亢進 

IBD モデルにおいて，HDAC 阻害剤が炎症性サイトカ

イン産生を抑制することにより病態を改善することから，

HDAC 阻害剤が IBD 治療薬として期待されている 11-13)。

我々は，IBD モデルマウスの CD4+ T 細胞において，

KCa3.1 発現が亢進すること 2)，ヒト乳がん細胞において

KCa3.1 転写が HDAC 阻害剤 vorinostat により抑制される

ことをこれまで明らかにしている 14)。また，選択的 HDAC

阻害剤，siRNA を用いた実験により，KCa3.1 転写制御に

HDAC2 と HDAC3 が関与することを示した。 

本研究において，IBD モデルの脾臓由来 CD4+ T 細胞

を単離してHDAC1-11の発現をリアルタイム PCRにより解

析したところ，HDAC1，HDAC2，HDAC3 発現が正常マウ

スと比較して有意に亢進していた。IBD モデルマウス脾臓

から単離した CD4+ T 細胞をコンカナバリン A 存在下で培

養し，非選択的 HDAC 阻害剤 vorinostat（1 µM）で 24 時

間処置したところ，有意な KCa3.1 発現が観察され，それに

伴い KCa3.1 活性（KCa3.1 阻害剤による脱分極反応）が減

弱した。選択的HDAC阻害剤を用いて同様の実験を行っ

た結果，ヒト乳がん細胞で得られた結果と同様に，

HDAC2またはHDAC3を阻害することによりCD4+ T細胞

の KCa3.1 発現が抑制された。 

３－３－２ まとめ 

本研究では，単離したCD4+ T細胞を用いてHDAC阻害

剤の KCa3.1 転写・機能に対する効果を検討し，T 細胞に

おいても KCa3.1 発現に HDAC2 および HDAC3 の両方が

関与することを示した。しかし，コンカナバリン A 刺激した

細胞が IBD 発症時の細胞と同等性を有している保証はな

い。HDAC 阻害剤を in vivo 投与した IBD モデルマウスか

ら急性単離した CD4+ T 細胞を用いて同様の検討を行うこ

とが今後の課題である。 

 

４．展 望 

自己免疫疾患，炎症性疾患，組織線維化において，カ

ルシウム活性化カリウムチャネル KCa3.1 阻害剤は，治療

薬として期待されており，その機序として炎症性サイトカイ

ン産生の抑制が知られている。本研究では，炎症慢性化

または炎症緩解時における抗炎症性サイトカイン IL-10 産

生にKCa3.1が関与しており，その阻害により制御性T細胞

の IL-10 産生能が増大する可能性を示した。今後，慢性

炎症モデルや慢性炎症疾患患者の病理組織を用いて，

炎症慢性化とKCa3.1発現・活性との関係を明らかにすると

ともに，慢性炎症疾患における KCa3.1 阻害剤の有効性を

実証したい。また，本研究では，IL-10 高産生 T リンパ腫

細胞において KCa3.1 活性化剤が IL-10 産生を抑制するこ

とを明らかにした。がん免疫逃避機構においてがん細胞

またはがん微小環境に浸潤した制御性 T 細胞から産生さ

れる IL-10 はがん細胞増殖を促進する。KCa3.1 活性化剤

は IL-10 産生を抑制することにより免疫監視機構の維持

（逃避機構の抑制）に関与する可能性がある。したがって，

がん細胞免疫監視機構における KCa3.1 の役割や抗がん

剤としての KCa3.1 活性化剤の有効性についても今後

検討したい。 
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Summary 

The intermediate-conductance Ca2+-activated K+ channel KCa3.1 is one of major K+ channels expressing in T 

cells.  KCa3.1 activation-induced hyperpolarization increases Ca2+ influx through voltage-independent Ca2+ 

channels, and generally promotes cell proliferation, differentiation, and cytokine production.  The present study 

showed that KCa3.1 activators significantly suppressed anti-inflammatory cytokine IL-10 transcription in human 

T-cell lymphoma HuT-78 cells.  IL-10 transcription was significantly inhibited by treatment with KCa3.1 

activators (DCEBIO and SKA-31), and IL-10 reduction was almost completely recovered by co-treatment with 1 

μM TRAM-34, a selective KCa3.1 blocker.  KCa3.1 activator-induced repression of IL-10 transcripts was 

disappeared by pre-treatment with the calmodulin kinase II (CaMKII) inhibitor, KN-62.  Significant changes in 

the protein expression ratio, Phosphorylated Smad2 (P-Smad2)/total Smad2 by treatments with KCa3.1 activators 

were found in Western blotting.  Concomitant with the results from Western blotting, nuclear translocation of 

P-Smad2 was significantly inhibited by KCa3.1 activators.  These suggest that KCa3.1 activators may repress 

IL-10 transcription through activation of CaMKII and subsequent prevention of nuclear translocation of P-Smad2 

in IL-10-producing T cells.  The transcriptional factors of IL-10, E4BP4, Blimp-1, and cMAF did not change 

their transcriptional expression by treatment with KCa3.1 activators.  Our results describe a mechanism for 

KCa3.1-induced negative regulation of IL-10 through Smad signaling pathway.  Activation of KCa3.1 inhibited the 

translocation of phospho-Smad2.  KCa3.1 activators are a possible therapeutic option to suppress tumor promoting 

activities of IL-10. 

 


