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Abbreviations

　
　

Ins　（1，　4，　5）　P，：

acetylcholine

acquired　immunodeficiency　syndrome

adenosine　triphosphate

base　pair

bovine　serum　albumin　．

intracellular　Ca2’　concentration

calmodulin

adenosine　3’，　5’一cyclic　monophosphate

central　nervous　system

cyclosporin　A

diacylglycerol

N6，　02－dibutyryl　cAMP

dithiothreitol

enzyme　lmmunoassay

enzyme－linked　immunosorbent　assay

extracellular　signal　regulated　protein　kinase

fluorescence－activated　cell　sorter

feta1　calf　serum

FK506　binding　protein

GTP－binding　protein

4一（2一一hydroxyethyl）一　1　一piperazineethane　sulfate

human　peripheral　blood　lymphocytes

interleukin－2

1scov’s　modified　Dulbecco’s　medium

inositol　1，　4，　5－trisphosphate
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JNKi

kb：

mAb：

MAPK：

MAPKK：

MEK：

Oxo－M：

PBS：

PHA：

PI：

PI　（4，　5）　M

PKA：

PKC：

PLC：

PMA：

PMSF：

PYK2：

RT－PCR：

SCID：

SDS：

SDS－PAGE：

TBST：

TCR：

c－Jun　N－terminal　kinase

kilobase

monoclonal　antibody

mitogen－activated　protein　kinase

MAP　kinase　kinase

MAP　or　ERK　kinase

oxotremorine－M

phosphate　buffered　saline

phytohemagglutinin

phosphatidylinositol

phosphatidylinositol　4，　5－bisphosphate

protein　kinase　A

protein　kinase　C

phospholipase　C

phorbol　12－myristate　13－acetate

phenylmethylsulfonyl　fluoride

proline一一rich　tyrosine　kinase　2

reverse　transcription－polymerase　chain　reaction

severe　combined　immunodeficiency

sodium　dodecylsulfate

SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis

tris　buffered　saline

T　cell　antigen　receptor
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Summary

　　　　　In　this　study，　1　found　the　existence　of　muscarinic　acetylcholine　（mACh）　receptors　in

human　peripheral　blood　lymphocyte　（hPBL）　as　well　as　in　human　leukemic　T　cel｝　line

Jurkat　cells，　and　examined　the　roles　of　the　mACh　receptors　in　interleukin－2　（IL－2）

　production　in　the　cells．

　　　　　In　the　first　section，　1　examined　the　effects　of　a　nonselective　muscarinic　receptor

agonist，　oxtremorine－M　（Oxo－M），　on　IL－2　production　in　hPBL．　The　mACh　receptor

subtype　genes　have　been　characterized　as　m　l　to　m5　（1）．　1　found　that　m　l　and　m2

subtype　receptor　mRNAs　are　expressed　in　hPBL　and　the　pretreatment　of　the　receptors

with　Oxo－M　enhanced　Iし2　production（2）．　I　demonstrated　that　Jurkat　cells　also

expressed　ml　and　m2　receptor　mRNAs．

　　　　　In　the　second　section，　1　examined　the　physiological　roles　of　the　m　l　and　m2

receptors　in　Jurkat　cells．　The　results　showed　that　the　ml　subtype　stimulation　enhanced

IL－2　production，　while　the　m2　subtype　stimulation　decreased　it　through　the　regulation　of

mitogen－activated　protein　kinase　（MAPK）一　and　c－Jun　N－terminal　kinase　（JNK）一medjated

pathways，

　　　　　In　the　third　section，　1　examined　the　effects　of　cyclic　AMP　（cAMP）　on　IL－2

production．　Pretreatment　with　dibutyryl　cAMP　（DBcAMP）　for　24　hr　enhanced　IL－2

production　in　Jurkat　cells．　Fluorescence－activated　cell　sorter　（FACS）　analysis

demonstrated　that　Jurkat　cells　were　arrested　in　G　1　phase　by　DBcAMP　treatment．　The

enhancement　of　IL－2　production　seemed　to　be　correlated　to　the　cell　cycle　progression．

Although　the　m2　receptors　are　known　to　couple　with　Gi　protein　which　inhibits　cAMP

accumulation．　There　were　no　effects　of　th．e　m2　receptor　stimulation　on　the　cell　cycle　in

Jurkat　celIs．

　　　　In　the　sections　2　and　3，　stimulation　of　m2　receptors　for　18　hr　did　not　affect　the

amount　of　cAMP，　after　PMAIA23187　stimulation　for　30　min　caused　decreases　of　AP－1．

6
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Concomitant　stimulation　with　m2　receptors　and　PMAIA23　187　for　30　min　decreased　the

amount　of　cAMP　and　caused　decreases　of　AP－1　and　NFKB．　The　relationships　of　these

events　must　be　clarified　in　the　future．

　　　　These　findings　may　be　important　steps　to　further　clarify　the　functional　roles　and　the

intracellular　mechanism　of　the　neuro－immune　interaction．

7
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General　lntroduction

　　　　　　　　In　Alzheimer’s　disease，　cholinergic　activity　is　low　in　the　central　nervous　system

（CNS）．　Muscarinic　receptor　expression　in　hPBL　of　patients　is　markedly　decreased，

although　the　receptor－ACh－affinity　is　not　changed　（3）．　The　functions　of　T　cells　have

been　shown　to　decrease　with　increasing　age　jn　several　immuno－dysfunction　diseases　（4），

e．g．，　severe　combined　immunodeficiency　（SCID）　or　acquired　immunodeficiency

syndrome　（AIDS）．　These　findings　suggest　that　a　selective　muscarinic　receptor　agonist

may　be　therapeutically　useful　for　the　treatment　of　several　diseases　which　result　from

dysfunction　of　TCR／CD3　complexes　in　T　cells．　lt　is　important　to　further　clarify　the

functional　roles　and　the　intracellular　mechanism　of　the　neuro－immune　interaction．

　　　　　　　Several　bi－directional　interactions　are　known　to　exist　between　nervous　and

immune　systems　via　neurotransmitters　and　cytokines．　Lymphoid　organs　such　as　spleen，

lymph　nodes　and　thymus　contain　vagus　nerve　terminals，　which　may　contact　with

lymphocytes　（5）．　ln　addition，　receptors　for　many　neurotransmitters，　including

catecholamines　and　acetylcholine　（ACh），　have　been　detected　on　the　surface　of

lymphocytes　（6，　7）．　ACh　is　a　neurotransmitter　which　exists　in　both　central　and　peripheral

nervous　systems．　Cholinergic　system　may　hence　take　part　in　the　immuno－neuroendocrine

system．　Despite　of　several　reports　on　the　existence　of　ACh　receptors　in　lymphocytes，

biochemical　mechanisms　of　the　roles　of　ACh　system　in　the　immune　system　have　not　been

elucidated　in　detail．　ln　this　study，　1　examined　the　roles　of　muscarinic　acetylcholine

receptors　expressed　in　T　lymphocytes　on　interleukin－2　（IL－2）　production．

8
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Materials

［y－32　Pl　ATP：

4－DAMP：

A23187：

AFDX一　1　16：

anti－human　rabbit　polyclonal　lgG　c－Fos　（sc－52）：

anti－human　rabbit　polyclonal　lgG　c－Jun　（sc－44）：

anti－human　mouse　monoclonal　IgG　CD2　（XIX．　8）：

anti－human　mouse　monoclonal　lgG　CD3　（NU－T3）：

anti－human　CD3　coated　T－25　flask：

anti－human　mouse　monoclonal　lgG　CD4　（NU－THII）：

NEN　Research　Products

Research　Biochemical　lnc．

Sigma

Nippon　Boehringer　lngelhei

Santa　Cruz　Biotechnology　lnc．

Santa　Cruz　Biotechnology　lnc．

Cymbus　Bioscience

Nichirei

AIS　inc．

Nichirei

anti－human　mouse　monoclonal　lgG　CD8　（NU－TSIC）：　Nichirei

anti－human　mouse　monoclonal　lgG　IL－2　receptor：

anti－human　rabbit　polyclonal　lgG　JNK－1　（sc－474）：

AP－1　oligonucleotide　set：

aprot夏n重n：

cAMP　enzyme　immunoassay　kit：

CsA：

DBcAMP：

DTIi：

ECL　Western　detection　kit：

FCS：

Ficoll－Paque：　’
FK－506：

forskolin：

Fura－2／AM：
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Santa　Cruz　Biotechnology　lnc．

Oncogene　Science　lnc．

Sigma

Amersham　Life　Science

Sandoz　Ltd．

Sigma

Sigma

Amersham　Life　Scinece

GIBCOIBRL

Pharmacia／LKB

Fujisawa　Pharmaceutical　Co．　Ltd．

Sigma
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H－89：

herbimycin　A：

human　c－Jun　（1－79）　substrate　（sc－41　13）：

human　fetal　brain　MATCHMAKER　cDNA：

human　y－globulin：

IL－2　ELISA　kit：

IMDM：

Ieupeptin：

luciferase　lysis　buffer：

luciferase　substrate：

NFKB　oligonucleotide　set：

Oct－1　oligonucleotide　set：

orthophosphoric　acid：

sodium　orthovanadate：

Oxo－M：

p42／p4zi　MAP　kinase　enzyme　assay　kit：

PD98059：

pGV－B：

PHA　：

plrenzeplne：

PMA：

PMSF：

propidium　iodide：

RPMI　1640：

SB203580：

thymidine：
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　Seikagaku　kogyo

Wako　Pure　Chemical　Ind，　Ltd．

Santa　Cruz　Biotechnology　lnc．

Clontech　Laboratories　Inc．

Wako　Pure　Chemical　lnd．　Ltd．

NEN／Dupont，　IWAKI　GLASS

GIBCOIBRL

Sigma

PicaGeneiM　TOYO　INK

PicaGeneiM　TOYO　I　N　K

Oncogene　Science　lnc．

Oncogene　Science　lnc．

Wako　Pure　Chemical　Ind．　Ltd．

Sigma

Research　Biochemical　lnc．

Amersham　Life　Science

NEN　Research　Products

PicaGene’M　TOYO　INK

Sigma

Nippon　Boehringer　lngelheim

Sigma

Wako　Pure　Chemical　lnd．　Ltd．

Wako　Pure　Chemical　lnd．　Ltd．

GIBCOIBRL

Smithkline　Beecham

Wako　Pure　Chemical　Ind．　Ltd．
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Experimental　procedures

　　　　Prepara　tion　of　human　peripheral　blood　ly　mphocytes　（hPB　L）　：　hPBL

were　extracted　from　the　venous　blood　of　healthy　volunteers　by　dextran　sedimentation

followed　by　Ficoll－Paque　gradient　centrifugation，　and　the　cells　were　cultured　in　RPMI－

1640　medium　supplemented　with　590　heat－inactivated　FCS　in　a　humidified　atmosphere　of

1090　oo，　and　9090　air　at　2　x　106　cells／ml．　Trypan　blue　dye　staining　reveaied　that　the

viability　of　hPBL　was　more　than　9890．

　　　　　Positive　panning　separation　of　CD3－positive　T　celts　from　hPBL：

CD3－positive　T　cells　were　positively　selected　from　hPBL　by　a　panning　technique　（8）．

Briefly，　the　antibody－coated　flasks　were　washed　three　times　with　a　PBS－Ca2’一IMg2’一free

medium　（PBSICMF）　prior　to　panning．　Approximately　5　x　107　fresh　hPBL　were

incubated　at　room　temperature　with　4　ml　of　PBSICMF　containing　O．590　human　y－globulin

and　then　introduced　into　the　anti－CD3　mAb　coated　T－25　flasks．　After　incubation　for　1　hr

at　room　temperature，　non－attached　cells　were　removed　by　pipetting　and　10　ml　of　the

”release　medium”　（1090　FCS－containing　RPMI－1640）　was　added．　After　72　hr　culture　in

a　humidified　atm・sphere・f　5％．CO、　at　37℃，　adherent・cells・were・rem・ved　fr・m血e

flasks　by　pipetting．　The　cells　were　then　replated　at　O．5　一　1　x　106　cells／ml　in　a　fresh

RPMI－1640　medium．

　　　　A∬の，o！1L－2　production’　The　amount　of　IL－2　produced　by　cultured　T　cells

was　determined　using　an　ELISA　kit　for　human　IL－2，　In　brief，　cell－free　culture

supernatants　were　obtained　by　centrifugatidn　at　500　x　g　for　5　min．　Samples　were

assayed　according　to　the　manufacturer’s　instructions　and　analyzed　on　an　automated

ELISA　plate　reader　（MTP－120，　Corona　Electric）．　Data　are　expressed　using　international

unit　（1．U．　，　1　1．U．／ml　＝　O．2　ng／ml）．

11
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　　　　　Measurement　of　［　Ca2’　7，：　hPBL　at　2　x　106　cells／ml　in　RPMI－1640　medium

containing　O．390　BSA　were　incubated　with　5　ptM　Fura－2／AM　at　37　℃　for　20　min．　To

remove　free　Fura－2／AM，　the　cell　suspension　was　diluted　10－fold　in　RPMI－1640　medium，

incubated　at　37　aC　for　30　min，　and　centrifuged　at　300　x　g　for　5　min．　The　cells　were

resuspended　in　Tyrode－Hepes　buffer　at　2　x　106　cells／ml　and　monitored　for　intracellular

Fura－2　fluorescence　by　a　fl　uorescence　spectrophotometer　（Hitachi　F2000）　in　a　cuvette

controlled　at　37　CC　over　stirring．　The　fluorescence　intensity　in　1　x　106　cells　was

monitored　at　510　nm　after　excitation　at　340／380　nm．　The　equation　fCa2’1，　＝　Kd（R一一

Rmin）／（R．，．，一R）　X　F．i，（340　nm）IF．．，，（380　nm）　was　used，　where　R　is　the　ratio　in　the

fluorescence　intensity　of　Fura－2－loaded　cells　at　340／380　nm，　F．，．　is　the　fluorescence

intensity　of　the　Ca2’一free　dye　at　340　nm，　determined　in　a　10　mM　EGTA　solution　of　Triton

X－100一　lysed　cells，　and　F．．，　is　the　fluorescence　intensity　of　the　Ca2’一saturated　dye　at　380

nm，　determined　in　a　Triton　X－100－lysed　cell　suspensions　containing　1　mM　CaCl，．　The

limiting　ratios，　Rmi，　（Ca2’一free　dye）　and　Rma，　（Ca2’一saturated　dye），　were　determined　in

Triton　X－100－lysed　cell　suspensions　using　EGTA　or　Ca2’　buffers，　respectively．　The

change　in　the　ratio　upon　stimulation　（R）　was　then　used　to　calculate　the　change　in　（Ca2’1，．

The　published　Kd　value　for　the　Fura－2／Ca2’　interaction，　224　nm，　was　used　for　the

calculations　（9）　，

　　　　F1・w　cy励etric　analysis・！CD3，　CD2，　CD4，　CD8・and・IL－2　recept・rα

subunit　motecules　on　the　cell　surface．’　After　incubation　in　PBS　for　30　min　at　4C（）

in　the　presence　of　1　ptg　of　murine　mAb　agalnst　CD3，　CD2，　CD4，　CD8，　or　IL－2　receptor　ct

subunit，　1　x　106　hPBL　cells　were　reacted　with　1．25　ptg　of　FITC－labeled　secondary　anti－

mouse　Ab　for　30　min　at　4　C（）．　The　FITC－stained　cells　were　analyzed　with　a　flow

cytometer　（EPICS－CS，　Coulter　Electronics）　to　assess　the　expression　of　CD3，　CD2，　CD4，

12
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CD8　or　IL－2　receptor　ct　subunit　molecules　on　the　cell　surface．

　　　　　RNA　isolation　andRT－PCR　analysis：　Total　cellular　RNA　was　extracted

from　hPBL　and　Jurkat　cells　with　4　M　guanidine　thiocyanate　as　described　by　Chomczynski

and　Sacchi　（10），　The　cells　were　washed　twice　with　ice－cold　PBS　prior　to　lysis．　The

RNA　samples　were　spectrophotometrically　quantified　by　absorbance　at　260　and　280　nm．

PCR　primers　of　21　nucleotides　were　designed　for　human　muscarinic　receptors　m　l－m5

（1　1）．　The　sequences，　corresponding　base　numbers　relative　to　the　coding　initiation　site，

sizes　of　expected　PCR　products　and　the　registered　sequence　numbers　（GenBank）　are

shown　in　Table　1．　Computer　analyses　revealed　that　all　the　primers　were　10090

homologous　to　their　target　sequences　but　had　no　significant　homologies　with　any　other

genes　registered　in　the　GenBank．　One　pg　of　the　total　RNA　was　incubated　at　37　‘〈］　for

60　min　with　a　mixture　of　100　units　of　RT，　1　x　first　strand　buffer，　10　mlVE　DTT，　O．5　mM

each　dNTP，　and　50　units　RNase　inhibitor　in　a　final　volume　of　20　ptl．　The　reaction

mixture　was　further　incubated　for　10　min　at　70　CC　to　inactive　RT．　As　control　templates，

human　feta1　brain　MATCHMAKER　cDNA　library　were　digested　with　EcoRI　and

extracted．　Two　pt1　of　the　RT　products　or　the　control　templates　were　mixed　with　1　mU　of

TUB　DNA　polymerase，　200　nM　each　of　sense　and　antisense　primers　in　a　buffer

containing　1　x　TUB　buffer　and　O．2　mM　each　dNTP　in　final　volume　of　20　ptl．　The

mixture　was　overlaid　with　30　pt1　of　liquid　paraffin　to　prevent　evaporation　and　then

amplified　by　40　cycles　of　PCR．　The　PCR　products　were　separated　by　electrophoresis　in

a　1．590　agarose　gel　in　1　x　TBE　buffer．　Tfie　gel　was　stained　with　ethidium　bromide　and

photographed．

Cell　culture　and　transient　transfection： Human　Jurkat　cells　were　cultured
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in　IIVfl）M　supplemented　with　10％　FCS．　Ten　ptg　of　the　plL－2LUC　plasmid　carrying　the

human　IL－2　promoter　of　568　bp　linked　to　the　luciferase　cDNA　was　transfected　to　the　cells

（2　x　105　or　4　x　105　cells／ml）　by　the　DEAE－dextran　method　（12）　and　the　cells　were

incubated　for　48　一　72　hr　before　harvest．

　　　　Luciferase　assays：　The　transfected　cells　were　harvested，　washed　with　PBS，

lysed　using　200　pt1　of　a　detergent　solution　（lysis　buffer），　and　centrifuged　at　12，000　rpm

for　10　min．　The　supernatants　were　standardized　and　subjected　to　the　luciferase　reaction

in　a　total　of　20　ptl　lysis　buffer　with　100　pl　of　luciferase　substrates　in　the　vials．

Immediately　after　mixing，　the　light　intensities　emitted　by　the　samples　were　measured　on　a

luminometer（luminometer　ATP－300，　Advantec　Toyo　Ltd．）．　The　extract　from　the　cells

transfected　with　the　promoterless　plasmid　pGV一一B　was　assayed　in　parallel　as　a　control．

　　　　　Band　shift　assay：　Nuclear　extracts　of　Jurkat　cells　were　prepared　as　described

by　Dignam　et　al．　（13），　with　minor　modifications　（14）．　The　extract　was　resuspended　in，

and　dialyzed　against　a　buffer　containing　20　mM　HEPES－KOH　（pH　7．9），　2090　glycerol，

20　mM　KCI，　2　mM　MgCl，，　O．2　mM　EDTA　and　O．5　mM　DTT．　As　probes，　one　ptg　of

annealed　oligonucleotides　were　end－labeled　using　［y－32P］　and　T4　polynucleotide　kinase，

purified　by　gel　filtration　through　Sephadex　G50，　separated　in　a　1090　polyacrylamide　gel，

and　eluted　from　the　gei．　Binding　reactions　were　carried　out　by　incubating　O．2　一　1　pmole

of　end－labeled　DNA　（10，000　cpm）　with　2．5　ptg　of　nuclear　extract　proteins　and　2　pg　of

poly（dl－dC）　at　room　temperature　for　15　mih　in　a　buffer　containing　50　mM　KCI，　1　mM

EDTA，　490　Ficoll　400，　1　mM　Drr　and　4　mg／ml　BSA　in　a　final　volume　of　15　ptl．　After

incubation，　the　reaction　mixtures　were　loaded　on　a　490　polyacrylamide　gel　in　O．25　x　TBE

buffer　and　electrophoresed　at　10　V／cm．　For　competition　experiments，　non－labeled

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14
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double－stranded　oligonucleotides　（5一　or　50－fold　excess　amount　of　the　labeled　probe）　were

added　to　the　reaction　mixture　prior　to　additjon　of　nuclear　extracts．　The　sequences　of

oligonucleotides　used　in　this　experiments　were　as　follows，　where　small　letters　indicate

additional　linker　sequence：　AP－1，

gatcCATCGTGACTCAGCGATCTCGTGACTCAGCGG；　NF－KB，

GATCCGAGGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGG；　NF－AT，

ACGCCCAAAGAGGAAAArMGTITCATACA（15）；　Oct－1，

gatcGCAMGCATGATCGATCGCAMGCATGATC．

　　　　Western　blot　analysis：　Cells　were　harvested，　washed　with　3　ml　of　ice－cold

PBS，　and　lysed　in　500　pt1　of　a　lysis　buffer　containing　10　mM　Tris，　150　mM　NaCl，　2　mM

EGTA・2mM　DT「・lmM・曲・vanadate，　l　mM　PMSF，10μ9／ml　leupeptin，10　Ptgtmi

aprotinin　（pH　7．4　measured　at　4　C（））．　The　lysates　were　centrifuged　at　12，000　rpm　for　20

min　at　4　C（）　and　the　supernatants　were　boiled　for　5　min　with　the　SDS　sample　buffer　as

previously　described　by　Chen　et．　al．　（16）　and　stored　at　一70　aC　until　use．　The　samples

were　re－boiled　and　subjected　to　a　7．590　SDS－PAGE　followed　by　transfer　on　nitrocellulose

filters　at　100　V　for　1．5　hr　at　4　QC．　The　filters　were　then　blocked　with　TBST　（10　mM

Tris－HCI，　pH　7．5，　100　mM　NaCl，　O．190　Tween　20）　containing　190　BSA　for　1　hr　and

jncubated　with　the　primary　antibody　in　TBST　for　1　hr　at　room　temperature．　After

washing　three　times　with　TBST，　the　filters　were　incubated　with　the　secondary　antibody

（an　anti－mouse　or　an　anti－rabbit　lgG一一horseradish　peroxidase　conjugate）　for　30　min．

After　washing　with　TBST　three　times，　antibody－reactive　bands　were　visualized　by　a

chemiluminescence　detection　kit　（ECL　Western　detection　kit）．

　　　p42／p44　MAP　kinase　assay：　Cell　lysates　were　prepared　and　the　supernatants

were　stored　as　described　above　in　Western　blot　analysis．　The　activity　of　p42／p44　MAP

15



kinase　was　assayed　using　the　BIOTRAK’M　MAP　kinase　assay　system．　Fifteen　pt1　of

each　sample　were　added　to　10　pt1　of　a　buffer　containing　HEPES，　sodium　orthovanadate，

O．05　90　sodium　azide　（pH　7．4）　and　the　peptide　corresponding　to　EGF　receptor　carrying　the

Thr669　phosphorylation　site　as　a　substrate．　The　reaction　was　triggered　by　adding　5　pt1　of　a

magnesium一（32PIATP　buffer　（optimized　solution　of　ATP　in　a　buffer　containing　HEPES

and　magnesium　chloride，　pH　7．4），　incubated　for　30　min　at　30　C（）　and　terminated　by　the

addition　of　10　pt1　of　a　stop　reagent　（solution　of　orthophosphoric　acid　containing　carmosine

red）．　Thirty　ptl　of　each　terminated　reaction　mixtures　were　applied　on　the　center　of　each

paper　disc，　and　the　discs　were　washed　twice　with　250　ml　of　75　mM　orthophosphoric　acid

for　2　min　and　then　three　times　with　250　ml　distilled　water　for　2　min．　The　paper　discs

were　dried，　put　in　a　20　ml　scint川ation　vial，added　10ml　of　liquid　scint川ation　cocktail　and

counted　in　a　scintillation　counter　for　32P．

　　　　Protein　kinase　a∬α．y’　　Ce田ysates　were　prepared　as　described　above　in

Western　blot　analysis．　The　lysates　were　centrifuged　at　12，000　rpm　for　20　min　at　4　C℃

and　the　supernatants　were　applied　to　50　ml　of　protein　G－Sepharose　beads　（5090　slurry）

for　1　hr　4　C（）　to　remove　nonspecific　immune　complexes．　Fifteen　ptg　of　an　anti－JNK－1

mAb　were　added　to　the　flow　through　fractions，　and　the　mixture　was　incubated　for　4　hr　at

4　CC．　Specific　immune　complexes　were　precipitated　with　30　pl　of　protein　G－Sepharose

beads　（5090　slurry）　and　washed　five　times　with　1　ml　of　the　ice－cold　lysis　buffer．

Immune－complex　kinase　assays　were　performed　as　previously　described　by　Chen　et．　al．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

（16）　using　GST－Jun　（1－79）　as　a　substrate，　The　teactions　were　carried　out　in　30　ptl　at　30

CC　for　30　min，　stopped　by　the　addition　of　30　ptl　of　2　x　SDS　sample　buffer，　and　analyzed

on　an　SDS－polyacrylamide　gel．　The　gel　was　dried　and　autoradiographed．
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　　　　　　　Cell　cycle　analysis：　Jurkat　cells　（2　x　106）　were　washed　with　PBS，　then

resuspended　in　5　mi　of　7090　ethanol　then　incubated　for　30　min　at　4　C（）．　Cells　were

pelleted　and　resuspended　in　O．4　mi　PBS　containing　20　ptg　RNase　then　incubated　for　20

min　at　37　CC．　Cells　were　pelleted　and　resuspended　in　O．5　mi　of　O．190　sodium　citrate

containing　50　mg／mi　propidium　iodide，　and　incubated　for　10　min　on　ice．　The

proportions　of　cells　in　G　1，　S　and　G2　phases　of　the　cell　cycle　were　analyzed　by　flow

cytometry　on　a　FACSort　with　CellQuest　software　（Becton　Dickinson　Advanced　Cellular

Biology，　San　Jose，　CA）．

　　　　　　Jurkat　cells　synchronization：　Cells　were　synchronized　at　Gl／S　phase

boundary　by　the　double－thymidine　block　protocol　（17）．　Briefly，　Jurkat　cells　were

incubated　in　IMDM　containing　2．5　mM　thymidine　for　24　hr，　washed　3　times，　and

incubated　an・ther　10　hr　with・ut　thymidine．　Thymldine　was　then　added　again　at血e

same　concentration，　and　the　cells　were　incubated　another　14　hr．

　　　　　　　cAMP　enzyme　immunoassay　（EIA）　system：　Jurkat　cells　（2　x　106）　were

washed　with　PBS，　then　resuspended　in　5　mi　of　7090　ethanol　then　incubated　for　30　min　at

4　CC．　The　extracts　were　centrifuged　at　5，000　rpm　for　15　min　at　4　CC　and　transferred　the

supernatants　to　fresh　tubes．　The　combined　extracts　were　dried　in　vacuum　oven．　The

dried　extracts　were　dissolved　in　O．2　mi　of　assay　buffer　prior　to　analysis．　The　amount　of

cAMP　was　assessed　using　the　BIOTRAK’M　cAMP　EIA　system．　Samples　were　assayed

according　to　the　manufacturer’s　instructions　and　analyzed　on　an　automated　ELISA　plate

reader　（MTP－120，　Corona　Electric），　’
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Section　1

　　Roles　of　muscarinic　receptors　on　T　cell　antigen　receptor－

mediated　interleukin－2　production　in　human　peripheral　blood

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rymphocytes

鞠
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1－1．　lntroduction

　　　　　Activation　of　multicomponent　TCR／CD3　complexes　by　antigens，1ectins　or　anti－CD3

mAb　results　in　activation　of　various　signal　transduction　pathways，　such　as　rapid　PLC－

mediated　hydrolysis　of　PIP，　into　Ins（1，4，5）P，　and　DAG　（18）．　They　cause　activation　of

ICa2’1，　increase　and　PKC　activation．　Another　rapid　event　that　follows　TCRICD3

activation　is　phosphorylation　of　tyrosine　residues　of　several　proteins，　including　TCR　g

subunit　and　PLC一一y　l　（i9），　which　are　possibly　involved　in　p21’“S　activation　（20）．

　　　IL－2　is　the　lymphocytotrophic　hormones　and　has　a　pivotal　role　in　the　generation　and

regulation　of　immune　responses．　Activation　of　TCRICD3　complexes　induces　IL－2

production　in　T　cells，　and　the　IL－2　production　is　inhibited　by　some　immunosuppressants，

such　as　CsA　and　FK－506　（21）．　CsA一　and　FK－506－binding　proteins　have　been　identified

as　immunophilines　（cyclophilins　and　FKBPs，　respectively）　（22），　and　are　targets　for

Ca2’ICaM－dependent　phosphatase　2B　which　is　also　known　as　calcineurin　（23）．　Detailed

mechanisms　of　the　IL－2　production　and　regulation　are，　however，　not　clear．

　　　In　this　section，　1　found　that　muscarinic　ACh　receptors　exist　in　human　peripheral

lymphocytes　and　that　the　activation　of　the　receptors　enhances　the　IL－2　production　induced

by　TCRICD3　complexes，

．
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1－2．　Results

　　　　　Muscarinic　agonist－induced　IL－2　production　in　hPBL：　lncubation　of

hPBL　with’　1　ptM　ACh　（in　the　presence　of　100　pM　physostigmine，　a　cholinesterase

inhibitor），　1　ptM　Oxo－M，　or　1　ptM　nicotine　for　24　hr　did　not　induce　IL－2　production　（Fig．

1．IA）．　When　the　cells　were　incubated　with　ACh　or　Oxo一一M　as　mentioned　above，

subsequent　induction　of　IL－2　production　by　PHA　was，　however，　enhanced　（Fig．　1．1B）．

Preincubation　with　nicotine　did　not　affect　the　PHA－induced　IL－2　production　（Fig．　1，1B）．

The　IL－2　production　induced　by　1　ptg／ml　of　an　anti－CD3　mAb　was　also　enhanced　by　Oxo－

M（162　90）　to　a　similar　level　in　case　of　the　PHA－induced　IL－2　production　（169　90）　（data

not　shown）．　The　effects　of　Oxo－M　on　the　IL－2　production　induced　by　10　ptg／ml　PHA　in

CD3－positive　T　cells　prepared　by　a　positive　panning　selection　from　hPBL　was　also

examined．　As　shown　in　Fig．　1．1C，　the　enhancement　by　Oxo－M　pretreatment　was

similarly　observed　in　hPBL．　The　PHA－induced　IL－2　production　was　enhanced　by

preincubation　with　1　ptM　Oxo－M　to　176　90　in　CD3－positive　cells　while　169　90　in　hPBL

（Fig．　1．1B，C）．　lncubation　with　1　ptM　Oxo－M　for　24　hr　by　itself　did　not　induce　IL－2

production　in　CD3－positive　cells　（data　not　shown）．　The　enhancement　of　PHA－induced

IL－2　production　by　Oxo－M　pretreatment　for　24　hr　was　observed　with　Oxo－M　at　various

concentrations　ranging　from　10　nM　to　10　ptM　（data　not　shown）．　Addition　of　O．1　pM

Oxo－M　together　with　PHA　did　not　enhance　the　IL－2　production，　but　pretreatment　with

Oxo－M　longer　than　1　hr　prior　to　PHA　addition　resulted　in　the　enhancement　（Fig．　1．2A）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　噂

Furthermore，　the　IL－2　production　was　induced　by　PHA　much　earlier　（within　3　hr）　in

hPBL　pretreated　with　Oxo－M　for　24　hr　than　in　untreated　hPBL，　and　in　12　hr　after　PHA

addition，　the　production　in　the　pretreated　cells　was　increased　2－3　fold　compared　to　that　in
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the　untreated　cells　（Fig．　1．2B）．　Addition　of　PHA　at　low　concentrations　（1一一3　ptg／ml）

hardly　induced　IL－2　production　in　untreated　hPBL，　but　induced　in　the　cells　pretreated　with

Oxo－M（Fig．　1．3）．

　　　　Effects　of　FK－506　and　CsA　on　IL　一2　pro　duction　from　hPBL：　Two

immunosuppressant，　FK－506　and　CsA，　are　known　to　inhibit　the　production　of　several

cytokines　including　IL－2　（21）．　Therefore，　the　effects　of　FK－506　and　CsA　on　the　PHA－

induced　IL－2　P・・ducti・n　as　we11　as　the　enhancement・f　the　lし2　pr・ducti・n　by　Ox・一M

pretreatment　in　hPBL　were　examined．　Both　FK－506　and　CsA　significantly　inhibited　the

IL－2　production　either　with　or　without　Oxo－M　pretreatment　to　similar　extents　（Fig．　1．4）．

　　　　Effects・∫伽一M　andPHA・n　ICdiフ、励PBL’Incubati・n　with　10　Ptgtml

PHA　induced　and　sustained　a　marked　increase　of　ICa2’1，　in　hPBL　（Fig．　1．5B）．

Treatment　with　an　anti－CD3　mAb　（NU－T3）　also　induced　an　increased　of　ICa2’1，，　to　an

extent　simiiar　to　PHA－induced　（Ca2’｝，　（24）．　Oxo－M，　on　the　other　hand，　hardly　affected

（Ca2’1，　in　hPBL　even　at　a　high　concentration　（10　ptM）　（Fig．　1．5A）．　ln　Jurkat　cells，　Oxo－

M　at　concentrations　higher　than　1　ptM　is　required　for　（Ca2’1，　increase　（25）．　The　results

suggest　that　（Ca2’li　increase　may　not　be　involved　in　the　enhancement　of　PHA－induced　IL－

2　production　by　Oxo一一M．

　　　　Effects　of　Oxo－M　treatment　on　expression　of　CD3，　CD2，　CD4，　CD8

and　IL－2　receptor　a　subunits　on　hPBL　and　T　cells：　To　assess　a　possibility　that

Oxo－M　pretreatment　may　upregulate　the　expressio’n　of　cell　surface　molecules　involved　in

the　PHA　response　in　T　cells，　flow　cytometric　analysis　was　performed．　The　fluorescence

Shifts　with　regards　to　CD3　and　CD2　molecules　were　indistinguishable　between　untreated
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hPBL　and　the　cells　treated　with　O．1　ptM　Oxo－M　for　24　hr　（Fig．　1．6A）．　Oxo－M　did　not

affect　the　expression　of　CD4，　CD8　or　IL－2　receptor　a　subunit　molecules，　either．　Similar

results　were　obtained　in　CD3　positive　T　cells　（Fig．　1．6B）．　Oxo－M　thus　did　not

upregulate　the　expression　of　the　cell　surface　molecules　such　as　CD3，　CD2，　CD4，　CD8

and　IL－2　receptor　cc　subunit　in　T　cells．

　　　　Expression　ofmuscarinic　receptormRNA　in　hPBL：　To　investigate　which

subtypes　of　muscarinic　receptor　mRNA　are　expressed　in　hPBL，　RT－PCR　analyses　were

carried　out　on　total　RNA　extracted　from　hPBL　using　primers　for　human　muscarinic

receptors　m　l－m5．　As　shown　in　Fig．　1．7，　mRNA　for　muscarinic　receptors　ml　and　m2

mRNA　were　detected，　but　the　expression　of　the　receptors　m3－m5　was　not　observed　in

hPBL

陶
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1－3．　Discussion

　　　　　Oxo－M，　a　nonselective　muscarinic　receptor　agonist，　was　previously　found　to　induce

activation　of　PLC　through　different　mechanisms　from　those　by　PHA　in　Jurkat　cells　（25）．

Here　1　examined　the　effects　of　Oxo－M　on　IL－2　production　in　hPBL．

　　　　　1　have　shown　that　PHA－induced　IL－2　production　in　hPBL　was　enhanced　by

pretreatment　of　hPBL　with　Oxo－M　or　ACh，　but　not　with　nicotine　（Fig．　1．i）．　The

enhancement　of　PHA一一induced　IL－2　production　by　Oxo－M　required　at　least　1　hr

preincubation　of　hPBL　with　Oxo－M　before　PHA　addition，　and　the　longer　preincubation

resulted　in　the　stronger　induction　of　Iし2　production（Fig．1．2）．　These　findings　suggest

that　there　are　muscarinic　receptors　in　hPBL　and　stimulation　of　these　receptors　enhanced

IL－2　production．

　　　　　FK－506　and　CsA，　immunosuppressive　drugs　which　inhibit　IL－2　production　（21），

form　complexes　with　immunophilins　（such　as　FKBPs　and　cyclophilins）　and　block　Ca2’一

pathways．　A　Ca2’一一pathway　via　calcineurin　may　be　involved　in　IL一一2　production　by

stimulating　the　translocation　of　transcriptional　factors　such　as　NF－AT　from　the　cytoplasm

into　the　nucleus．　Here　I　showed　that　FK－506　and　CsA　inhibited　the　PHA－induced　Iし2

production　in　Oxo－M－pretreated　cells　as　well　as　in　untreated　celts．　The　decrease　of　the

IL－2　production　due　to　FK－506　or　CsA　was　comparable　between　Oxo－M　treated　and

untreated　cells　（Fig．　1．4），　Oxo－M　by　itself　caused　a　slight　elevation　of　（Ca2’］，　in　hPBL

（Fig．　1．5A），　but　the　elevation　was　much　lower　than　that　induced　by　PHA．　The　results

indicate　that　Oxo－M－induced　enhancement　of　IL－2　production　is　not，　at　least　not　largely，

due　to　（Ca2’］i　elevation　and　thereby　that　increase　of　［Ca2’li　may　not　be　essential　in　the　IL－2

production　enhanced　via　muscarinic　receptgrs　in　hPBL．

　　　　Another　possible　mechanism　of　the　enhancement　by　Oxo一一M　was　that　Oxo－M　might

increase　the　expression　of　the　surface　molecules　involved　in　PHA　responses，　including

CD3，　CD2，　CD4，　CD8　and　IL－2Rct．　ln　FACS　analyses　using　monoclonal　antibodies
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against　each　protein，　no　changes　in　their　expressions　were　observed　between　the　cells

untreated　and　treated　（Fi　g．　1．6）．　The　results　suggest　that　stimulatory　effects　of　Oxo－M

on　IL－2　production　might　be　due　to　activation　of　intracellular　signaling　mechanisms．

　　　　　Muscarinic　receptor　subtype　genes　have　been　classified　as　m　l　to　m5　based　on

cDNA　cloning　（1）．　RT－PCR　analyses　revealed　that　only　ml　and　m2　receptors　mRNA

were　expressed　in　hPBL（Fig．　1．7A）．　Subtype　ml　couples　with　Gq　protein　which

activates　PLC－P　（26）．　The　signals　from　PLC－P　may　lead　to　activation　of　PKC　through

Ins（1，4，5）P，　and　DAG，　and　hence　may　enhance　IL－2　production，　The　PKC　family

consists　of　heterogeneous　PKC　subspecies，　including　classical　PKC　group　（a，　PI，　611，　y），

new　PKC　group　（6，　E，　n，　e）　and　atypical　PKC　（g，　X），　which　are　identified　in　different

intracellular　localization　of　particular　cell　types　（27）．　A　previous　study　indicated　that

Oxo－M　induce　the　activation　of　PLC　through　the　different　mechanisms　from　those　by

PHA　in　Jurkat　cells　（25）．　The　PLC　and　PKC　activated　by　muscarinic　receptors　may　be

different　species　from　those　activated　by　TCRICD3．　Several　studies　showed　that　cAMP

inhibits　IL－2　production　in　the　T　cell　line　（28，　29，　30）．　Since　m2　receptor　couples　with

Gi　protein　which　inhibits　cAMP　accumulation，　signal　transduction　via　m2　receptor　may

inhibit　the　cAMP　accumulation，　followed　by　disinhibition　of　IL－2　production．

Muscarinic　receptors　ml　and　m2　may　thus　cooperate　in　the　enhancement　of　IL－2

production．　The　results　1　showed　here　suggest　that　the　receptors　ml　and　m2　mRNA　are

expressed　in　human　T　cells　and　enhance　the　TCRICD3－mediated　IL－2　production，

probably　through　G　proteins　and　PLC，　via　pathways　insensitive　to　both　FK－506　and

CsA．

噂
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1－4．　Conclusion　of　Sec　tion　1

　　　　Muscarinic　receptor　m　l　and　m2　mRNAs　were　expressed　in　hPBL　and　pretreatment

of　these　receptors　with　Oxo－M　enhanced　PHA－induced　IL－2　production．　Oxo－M－

induced　enhancement　of　IL－2　production　may　not　be　due　to　（Ca2’］i　elevation，

Stimulatory　effects　of　Oxo－M　on　IL－2　production　could　be　due　to　the　intracellular

signaling　mechanism．
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Fig．　1．1．　lnfluences　of　cholinergic　agonists　on　PHA－induced　IL－2　production

from　hPBL　and　CD3＋　cells　After　hPBL　were　incubated　with　several　cholinergic

agonists　（1　ptM　ACh　in　the　presence　of　100　ptM　physostigmine，　1　ptM　Oxo－M，　1　ptM　nicotine）

for　24　hr，　the　vehicle　（control）　（A）　or　10　ptg／ml　PHA　（B）　was　added　into　the　culture　medium

and　further　incubated　for　24　hr，　the　IL－2　content　in　the　medium　was　measured　by　ELI　SA　for

human　IL－2．　C，　CD3－positive　T　cells　prepared　from　hPB　L　by　a　positive　panning　selection

method．　C　ells　were　pretreated　with　1　ptM　Oxo－M　for　24　hr　pri　or　to　10　ptg／ml　PHA　treatment

and　further　incubated　for　24　hr．　the　IL－2　content　in　the　medium　was　measured．　PHA－induced
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

IL－2　production　and　Oxo－M－induced　enhancement　were　found　in　all　four　experiments．

27

預
．
望

灘…、難懸灘羅．．欝羅麟灘羅羅騨職螺灘鱗灘。 灘



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　80

重：：oD6／’
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　　　　　　　　0xo－M　pretreatment　time　（hr）　pHA　stimulation　time　（hr）

　　　Fig．　1．2．　Effect　of　Oxo－M　on　PHA－induced　IL－2　production　in　hPBL　A，　hPBL

　　　were　pretreated　with　O．　1　ptM　Oxo－M　for　O　一24　hr　pri　or　to　10　pg／ml　PHA　treatment　for　24　hr，

　　　subsequently　the　amount　of　IL－2　was　measured．　B，　hPB　L　were　pretreated　with　vehicle　（　O　）　or　O．

　　　1　ptM　Oxo－M　（　e　）　for　24　hr　pri　or　to　10　ptg／ml　PHA　treatment　for　a　further　O　一　24　hr．　Typi　cal　data

　　　of　four　independent　experiments　are　shown．　Each　point　is　the　mean　of　4　samples．
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Fig．　1．3．　Oxo－M　enhanced　PHA－induced　IL－2　production　in　hPBL　After

hPBL　were　pretreated　with　vehicle　（　O　）　or　O．1　mM　Oxo－M　（　e）　for　24　hr，　PHA　at　O　一　100

ptg／ml　was　added　and　they　w　ere　further　incubated　for　24　hr．　Typical　data　of　four　independent

experiments　are　shown．　Each　point　i　s　the　mean　of　4　samples．
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Fig．　1．4．　Effects　of　FK506　and　cyclosporin　A　on　PHA－induced　IL－2　production　and

the　Oxo－M－induced　enhancement　of　IL－2　production　After　hPBL　were　preincubated　in　the

presence　or　absence　of　10　nM　FK506　or　100　nM　CsA　for　2　hr，　hPBL　were　treated　in　the　absence　（A）　or

presence　（B）　of　O．1　mM　Oxo－M　for　24　hr，　then　added　10　ptg／ml　PHA　．　They　were　incubated　for　a　further

24　hr，　the　amount　of　IL－2　produced　was　measured　in　the　medium．　Each　point　is　the　mean　of　4　samples．

＊，　p〈　O．05，　＊＊，　p〈　O．Ol　versus　none．
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Fig．　1．5．　Effects　of　Oxo－M　and　PHA　on　the　［Ca2＋］i　in　hPBL　hPBL　were

preloaded　with　5　ptM　Fura－2／AM　for　20　min　and　then　washed．　Time　course　of　［Ca2＋］i　rise

was　examined　after　addition　of　10　ptM　Oxo－M　（A）　or　10　pg／ml　PHA　（B）．　The　fluorescence

intensity　of　Fura－2，　［Ca2＋］i　was　determined　using　a　Hitachi　F－2000　spectrophotometer．

31

灘灘・・鰻灘羅灘灘蒙醗灘羅、



A．　hPBL
　　　　anti－CD3　anti－CD2

none

Oxo－M

anti－CD4 anti－CD8 anti－IL2cL

B．　CD3一一T　cells

　　　anti－CD3　anti－CD2　anti－CD4

none

Oxo－M

anti－CD8 anti－IL20t

Fig．　1．6．　Effects　of　Oxo－M　on　the　expression　of　CD3，　CD2，　CD4，

CD8　and　ct　subunit　of　the　IL－2　receptor　in　hPBL　and　T　cells

hPBL　（A）　and　T　cells　（B）　were　treated　with　or　without　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr

and　then　their　fluorescence　intensities　were　analyzed　by　flow　cytometry　using

anti－CD3　mAb，　anti－CD2　mAb，　anti－CD4　mAb，　anti－CD8　mAb　and　anti－IL－2

receptorαsubunit　mAb．　IL2Rα：theαsubunit　of　the　Iレ2　receptor．

32

tw．，，　．，　　ee3．，pr，，tpm



　

十

2

十

3

十

4

十 十　一　十　一　M （bp）

1419

517
396

214

B．　COntrOl　（human　fetat　brain　cDNA　library）

1419

7
」
（
0

」
l
Q
）

5
q
）

214

Fig．　1．7．　Expression　of　muscarinic　receptor　mRNA　in　hPBL　A，　RT－PCR　was　used

to　amplify　signals　from　isolated　mRNA　of　hPBL．　The　size　（bp）　of　the　Hinfl　cut　pUC19　fragments

in　the　last　lane　are　indicated．　For　each　set　of　subtype　specific　primers，　mRNA　was　run　in　the

presence　（　＋　）　and　absence　（一）　of　reverse　transcriptase．　The　blank　lanes　are　the　absence　of　reverse

transcriptase　（absence　of　contamination　from　cellular　DNA　or　ampl　ified　products）．　B，　control

（human　fetal　brain　cDNA　library）．　Subsequently，　the　primer　sequences　and　size　of　the　PCR

products　were　described　in　the　”Experimental　Procedures”．
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Section　2

RoRes　of　muscarinic　receptors　on　interleukin－2　production　in

Jurkat　cells
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2－1．　lntroduction

　　　　　1し2has　a　pivotal　role　in　regulating　the　proliferation　and　differentiation　of

hematoPoietic　cells　（31）．　ln　Section　1，　1　have　shown　that　muscarinic　receptors　ml　and

m2　are　expressed　on　hPBL　and　that　pretreatment　of　those　receptors　with　Oxo－M　enhanced

IL－2　production，　The　IL－2　promoter　activity　is　regulated　by　the　300　bp　region　adjacent

to　the　transcription　initiation　site　（32，　33，　34）．　This　region　contains　specific　binding

sites　for　various　transcription　factors　including　AP－1，　NF－KB，　NF－AT　and　Oct－1，　and

cooperation　of　these　factors　is　required　for　maximal　activation　of　the　IL－2　promoter　（35）．

Muscarinic　receptors　are　typical　G　protein－coupled　receptors．　Each　receptor　contains

seven　transmembrane　regions　of　helix　structure　and　activates　a　specific　class　of　trimeric　G

proteins，　including　Gq　and　Gi．　Gqa　and／or　GPy　subunits　activate　PLC－P，　resulting　in

activation　of　PKC　and　an　increase　in　the　level　of　cytoplasmic　Ca2’　by　release　of　Ca2’　from

intracellular　storage．　A　tyrosine　kinase，　PY　K2，　has　recently　been　reported　to　function　as

a　switch　which　relays　message　from　PKC　and　cytoplasmic　Ca2’　to　Shc　and　thus　to

activate　Ras－mediated　regulation　systems　in　PC12　cells　（36）．　Muscarinic　receptor　may

thus　stimulate　the　MAPK　cascade　via　activation　of　PYK2　which　phosphorylates　Shc．

Another　report　tells　that　G　Py－mediated　MAPK　activation　is　initiated　by　a　tyrosine

phosphorylation　event　and　proceeds　by　a　pathway　common　to　both　G　protein－coupled

receptors　and　tyrosine　kinase　receptors　in　COS－7　cells　（37）．　Furthermore，　the　signals

from　muscarinic　receptors　involve　in　the　MAPKs　in　NIH一一3T3　cells　or　Rat　la　fibroblast

celis　（38，　39）．

　　　　In　this　section，　1　evaluated　the　effect　of　muscarinic　receptors　on　regulatory　elements

of　the　IL－2　promoter　and　found　the　pathways　mediated　by　those　receptors　in　Jurkat　cells．
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2－2．　Results

　　　　　Muscarinic　agonist　enhanced　IL－2　production　in　Jurkat　cells：

Triggering．　of　TCR　has　been　shown　to　result　in　hydrolysis　of　PI（4，　5）P，　to　generate　DAG

and　Ins（1，　4，　5）P，　which　induce　Ca2’　mobilization．　These　events　can　be　mimicked　by

phorbol　ester　PMA　and　calcium　ionophore　A23187　（40）．　To　determine　the　optimal

concentration　of　PMA　for　activation　of　human　T　ce田ine　Jurkat　cells，　cells　were　treated

for　24　hr　with　PMA　at　various　concentrations　ranging　O　一　20　nM　in　addition　to　a　constant

amount　of　A23187　（Fig．　2．1．1）．　ln　the　presence　of　500　nM　A23187，　IL一一2　production

increased　with　1　一　5　nM　PMA　and　reached　plateau，　while　PMA　by　itself　did　not　induce　IL－

2　production　（Fig．　2．1．1）．　The　IL－2　production　induced　by　10　nM　PMA　together　with

500　nM　A23　187　was　enhanced　by　pretreatment　of　the　cells　with　Oxo－M　for　24　hr　in　a

dose　dependent　manner　in　the　range　of　O．1－100　ptM　（Fi　g．　2．1，2）．　The　enhancement

was　inhibited　by　cell　treatment　with　an　ml／m3　antagonist，　4－DAMP，　or　a　non－selective

antagonist，　atropine　for　20　min　prior　to　the　Oxo－M　treatment　（Fi　g．　2．1．3）．　Although

Oxo－M　by　itself　dld　not　induce　Iし2　production（data　not　shown）．

　　　　Expression　of　muscarinic　receptor　mRNA　in　Jurkat　celts：　The　results

shown　in　Fig．　2．　1．2　and　Fig．　2．　1．3　indicate　that　muscarinic　receptors　were　present　on

Jurkat　cells，　To　investigate　which　subtypes　of　muscarinic　receptors　are　expressed　in

Jurkat　cells，　RT－PCR　analyses　were　carried　out　using　total　RNA　extracted　from　Jurkat

cells　as　in　the　case　of　hPBL．　As　shown　in　Fig．　2．1．4，　the　expressions　of　subtypes　ml

and　m2，　but　not　of　m3　一　m5，　were　detected　in　Jurkat　cells，　similarly　to　those　in　hPBL．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　毎

　　　　Roles　of　m2　receptors　on　IL－2　production：　As　shown　in　Fig．　2．1．3，　an

ml／m3　antagonist，　4－DAMP，　inhibited　the　Oxo－M－mediated　enhancement　of　IL－2

production．　Since　not　only　m　l　but　also　m2　receptor　was　expected　to　express　in　Jurkat
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cells，　the　involvement　of　m2　receptor　in　the　IL－2　production　in　Jurkat　cells　was　verified．

When　the　cells　were　pretreated　with　an　m2　antagonist，　AFDX－l16，　the　Iし2　production

enhanced　by　Oxo－M　was　further　stimulated　（Fig．　2．　1．5）．

　　　　　ml　receptor　stimulation　enhanced　IL－2　promoter　activity　in　Jurkat

cells：　To　examine　whether　the　enhancement　of　IL－2　production　via　m　l　receptor　is

involved　in　the　activation　of　the　1し2　promoter，　pIL2－LUC，　a　plasmid　carrying　the　human

IL－2　promoter　of　568　bp　linked　to　the　luciferase　cDNA，　was　transfected　into　Jurkat　cells

and　the　cells　were　treated　with　PMA　and　A23187．　The　IL－2　promoter　activity　increased

to　the　optimum　by　treatment　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　（Fi　g．　2．1．6A），　The

optimal　activity　was　strongly　enhanced　by　pretreatment　with　100　ptM　Oxo－M　（Fi　g．

2．1．6A）．　The　enhancement　by　Oxo－M　was　abolished　when　the　cells　were　treated　with

an　ml／m3　antagonist，　1　pM　4－DAMP，　for　20　min　prior　to　the　Oxo－M　pretreatment　（Fig．

2．1．6B）．　The　results　suggest　that　the　IL－2　promoter　activity　was　induced　by

PMA／A23187　in　Jurkat　cells　and　further　enhanced吻muscarinic　receptor　m　l．

　　　　E：ノ：アects　o∫〃11　receptor－enhanced　1L－2　pro〃loter　actiッities　on　nuclear

transcription　factors’　consensus　sequence　binding　proteins　in　Jurkat　ceUs：

Induction　of　the　IL－2　promoter　activity　depends　on　the　region　of　300　bp　upstream　from

the　transcription　initiation　site　（32，　33，　34），　The　region　contains　the　specific　binding

sites　for　AP－1，　NF－KB，　NF－AT　and　Oct－1，　and　cooperation　of　these　transcription　factors

is　required　for　the　maximal　activation　of　the　IL－2　promoter　（35）．　Hence，　1　examined

whether　the　binding　of　the　transcription　faotors　to　the　respective　cis　elements　was　affected

by　the　ml　receptor－mediated　signals　on　IL－2　production．　Nuclear　extracts　were　prepared

from　Jurkat　cells　which　were　treated　or　untreated　with　an　m2　antagonist，　1　ptM　AFDX－

116，　and　100　geM　Oxo－M　prior　to　the　stimulation　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187
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for　O　一　3　hr．　1　examined　binding　activity　of　the　extracts　to　the　target　elements　for　AP－1，

NF－KB，　NF－AT　and　Oct－1　by　band　shift　assays．　As　shown　in　the　right－end　panel　of　Fig．

2，　1．7A，．the　bands　at　the　position　indicated　by　arrowheads　were　due　to　the　specific　AP－1

nucleoprotein　complex，　because　the　bands　disappeared　wh．en　excess　amount　of　unlabeled

AP－1　oligonucleotides　（x　5　or　x　50　of　the　labeled　probe）　were　added　to　the　reactions　as

competitors．　The　AP－1　nucleoprotein　complex　increased　along　the　incubation　with

PMA／A23187，　and　the　stronger　signals　were　detected　in　2　一　2．5　hr　for　the　extract　prepared

from　the　cells　pretreated　with　AFDX－1　16／Oxo－M　than　that　from　the　cells　without

pretreatment　（Fig．　2．　1．7A，　B）．　In　the　Western　blotting　analyses，　similar　increases　of　c－

Fos　and　c－Jun　proteins　were　observed　and　the　cells　pretreated　with　AFDX－1　16／Oxo－M

resulted　in　stronger　signals　than　the　cells　without　pretreatment　（Fig．　2．　1　．7C）．

　　　　　Binding　proteins　to　the　consensus　sequences　for　NF－KB，　NF－AT　and　Oct一一1　in　the

cell　extracts　were　assessed　as　described　above　for　AP－1．　The　nucleoprotein　complex　on

the　NF－KB　element　remarkably　increased　in　O．5　一　1　hr，　but　decreased　sharpiy　in　the

following　half　an　hour，　then　increased　gradually　（Fig．　2．1．8A）．　No　remarkable

differences　were　observed　in　the　NF一一KB　complex　between　the　cells　pretreated　with　and

without　AFDX－116／0xo－M　（Fig．　2．1．8A）．　The　proteins　binding　to　the　elements　for　NF－

AT　or　Oct－1　were　observed　constantly　during　the　PMAIA23187　induction　and　were　not

affected　by　the　AFDX－1　16／0xo－M　pretreatment　（Fi　g．　2．　1　．8B，　C）．

　　　　Effect　o！cyclos、porin　A　on　m17・ece、ptor一〃iediated　IL。2」ρro〃loter

activity　in　Jurkat　ce〃s’　Immunosuppresant，　CsA，　was　examined　for　the　effect　on

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ね

the　PMA／A23187－induced　IL－2　promoter　activity　and　the　ml－mediated　enhancement　of

the　promoter　activity　in　Jurkat　cells．　The　cells　were　treated　wlth　l　nM　CsA　for　2　hr　prior

to　the　treatment　with　lμM　AFDX－116（m2　receptor　antagonist）and　100　ptM　Oxo－M　for
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24　hr　and　then　treated　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　The　CsA

treatment　remarkably　decreased　the　IL－2　promoter　activity　induced　by　PMAIA23187　and

there　was　no　significant　difference　in　the　rates　of　inhibition，　regardless　of　the　treatment

with　AFDX－116／0xo－M　（Fig．　2．　1．9）．

　　　　　Effect　ofherbimycin　A　on　ml　receptor－mediatedlL－2　promoteractivity

in　Jurkat　cells：　Herbimycin　A　is　known　as　a　potent　inhibitor　of　tyrosine　kinase　（41）．

To　examine　whether　a　signal　transduction　via　tyrosine　kinase　was　involved　in　the　ml

receptor－mediated　enhancement　of　the　IL－2　promoter　activity，　the　treatment　with

herbimycin　A　was　carried　out．　The　cells　were　treated　with　O，Ol　一　1　ptg／ml　herbimycin　A

for　1　hr　before　the　24　hr　treatment　w　ith　1　ptM　AFDX－116　and　100　ptM　Oxo－M

pretreatment．　Then　the　cells　were　stimulated　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for

24　hr，　The　treatment　with　O．Ol　一　O．1　ptg／mi　herbimycin　A　decreased　the　induction　of　IL－

2　promoter　activity　and　the　induction　was　no　longer　observed　after　the　treatment　with　1

ptg／ml　herbimycin　A　（Fig．　2．1．10）．　The　m　l　receptor－mediated　enhancement　of　IL－2

promoter　activity　was　significantly　decreased　by　the　O．Ol　ptg／ml　herbimycin　A．　The

results　suggest　that　signal　transduction　pathways　via　tyrosine　kinase　were　involved　in　the

ml　receptor－mediated　enhancement　of　the　IL－2　promoter　activity．

　　　　E：ノ：アects　oノルIAP　kinase　superfamil．y　on〃11　receptor－mediated

enhancement　of　IL－2　promoter　activities　in　Jurkat　cells．’　MAPKs　belong　to　a

group　of　serine／threonine　kinases　and　are　shown　in　various　cell　systems　to　be　engaged　in

sequential　phosphorylation　cascades　which　transinit　Ras　activation　signals　to　the　nucieus．

To　examine　the　possible　involvement　of　MAPK（ERK）IMEK　pathways　in　the　ml

receptor－mediated　enhancement　of　1し2　promoter　activity，　the　cells　were　treated　with
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PD98059，　a　specific　inhibitor　of　the　MEK　activation　（42）．　Prior　to　the　24　hr　treatment

with　1　ptM　AFDX－116　and　100　pM　Oxo－M　followed　by　the　treatment　with　1　nM　PMA

and　500　．nM　A23187　for　24　hr，　the　cells　were　treated　with　3　一　30　ptM　PD98059　for　1　hr．

The　treatment　with　3　ptM　PD98059　decreased　the　m　l　receptor－mediated　enhancement

significantly，　and　at　higher　concentrations　of　PD98059　enhancement　by　Oxo－M　and　the

induction　by　PMAIA23187　decreased　in　a　dose－dependent　manner　（Fig．　2．　1．　1　1）．

Another　MAPK　superfamily，　termed　p38　MAP　kinase，　was　also　examined　for　the　ml

receptor－mediated　enhancement　of　Iし2　promoter　activity　by　use　of　a　specific　inhibitor　of

p38　MAPK，　SB203580　（43）．　The　cells　were　treated　with　1　一　10　ptM　SB203580　prior　to

the　24　hr　treatment　with　1　ptM　AFDX－116　and　100　pM　Oxo－M　followed　by　the　treatment

with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　Both　the　enhancement　and　the

induction　of　IL－2　promoter　activity　were　similarly　inhibited　by　SB203580　in　a　dose

dependent　manner，　and　there　was　no　significant　differences　among　the　rates　of　inhibition

（Fig．　2．1．12）．　The　results　suggest　that　pathways　via　MAPK（ERK）IMEK，　but　not　via

p38　MAPK，　were　involved　in　the　m　l　receptor－mediated　enhancement　of　Iし2　promoter

actlvlty．

　　　Since　the　stimulation　of　muscarinic　receptor　by　itself　did　not　induce　the　IL－2

production，　namely　the　IL－2　promoter　activity，　the　induction　of　the　production／promoter

activity　by　PMA　and　A23187　was　indispensable　as　far　as　approaching　the　ml　receptor－

mediated　enhancement　by　assaying　IL－2　production　or　the　promoter　activity．　To　assess

direct　effects　of　the　muscarinic　receptor　stimulation，　MAP　kinase　assays　were　carried　out．

The　cells　were　pretreated　by　1　ptM　AFDX－1　16　for　20　min　to　block　m2　receptors　and　then

treated　with　100　ptM　Oxo－M　for　5　min．　As　shown　in　Fig．　2．1．13，　the　stimulation　of　ml

receptor　by　Oxo－M　enhanced　MAP　kinase　activity　to　about　130　90　as　compared　to　the

control　treatment　with　AFDX－1　16　alone．　The　enhancement　was　abolished　by
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pretreatment　with　1　ptM　4－DAMP　for　20　min．　The　results　suggest　that　one　of　the　effect

of　the　m　l　receptor　stimulation　was　MAPK　activation．　PMA　by　itself　also　increased　the

MAPK　qctivity．

　　　JNK　is　a　MA　PK　superfamily　other　than　MAPK（ERK）　and　p38　MAPK．　The　JNK

activity　was　also　examined　by　an　immunocomplex　kinase　assay　method　before　and　after

the　m　l　receptor　stimulation．　The　cells　were　pretreated　with　1　ptM　AFDX－1　16　for　20　min

to　block　m2　receptors　and　then　treated　with　100　ptM　Oxo－M　for　O　一　60　min．　The

phosphorylation　of　GST－c－Jun　was　increased　in　10　to　30　min　after　the　stimulation　（Fig．

2．1．14）．　The　results　suggest　that　another　effect　of　the　m　l　receptor　stimulation　was

activation　of　JNK．　The　treatment　with　PMAIA23187　also　increased　the　JNK　activity．

陶
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2－3．　Discussion

　　　　　　　　Muscarinic　receptors　were　expressed　in　hPBL　and　stimulation　of　the　receptors

resulted’in　enhancement　of　PHA－induced　IL－2　production，　as　1　showed　in　Section　1．　To

further　examine　the　involvement　of　the　receptors　in　IL－2　production，　1　used　human　T　cell

line　Jurkat　cells　instead　of　hPBL．

　　　　　　　　Antigen－specific　clonal　proliferation　of　T　cells　is　initiated　through　a　process　of

signal　transduction　wherein　the　specific　interaction　of　antigen－major　histocompatibility

complex　（MHC）　molecules　and　CD3／TCR　complex　triggers　the　expression　of　IL－2　and　its

homologous　receptor．　These　events　bring　about　not　only　the　antigen－specific　T　cell

proliferation　but　also　a　variety　of　cellular　responses．　Stimulation　of　the　TCR　by　itself　is

insufficient　to　activate　most　T　cells．　ln　addition　to　TCR，　a　number　of　other　T　cell　surface

molecules　such　as　CD28，　a　44－kD　glycoprotein，　are　required　for　induction　of　several

cellular　responses　including　IL－2　production．　The　phenomena　can　be　mimicked　by　the

treatment　of　the　cells　with　a　phorbol　ester　PMA　and　a　calcium　ionophore　A23187．　The

treatment　with　PMA　and　A23187　may　short－circuit　unknown　signals　from　TCR　or　CD28

towards　IL－2　production．　IL－2　production　was　induced　in　Jurkat　cells　by　1　nM　PMA

and　500　nM　A23187　（Fi　g．　2．1．1）．　Pretreatment　of　the　cells　with　Oxo－M　enhanced　the

IL－2　production　in　a　dose　dependent　manner　（Fig．　2．　1．2）．　The　enhancement　due　to

Oxo－M　was　eliminated　when　the　cells　were　treated　with　an　ml／m3　receptor　antagonist，　4－

DAMP，　or　a　non一一selective　muscarinic　receptor　antagonist，　atropine，　prior　to　the　Oxo－M

addition　（Fig．　2．1．3）．　The　data　indicate　that　there　were　muscarinic　receptors　on　Jurkat

cells　and　stimulation　of　the　receptors　enhanced　IL－2　production　in　the　cells．

　　　　　　　The　RT－PCR　analyses　revealed　th．at　muscarinic　receptors　ml　and　m2，　but　not　m3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　噂

一　m5，　were　also　expressed　on　Jurkat　cells　as　well　as　on　hPBL（Fig．　2．1．4）．　As　shown

in　Fig．　2．　1　．3，　4－DAMP　inhibited　the　Oxo－M－mediated　enhancement　of　IL－2　production　in

Jurkat　cells．　The　pretreatment　with　an　m2　receptor　antagonist，　1　ptM　AFDX－116，　on　the
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other　hand，　further　enhanced　the　Oxo－M－mediated　enhancement　of　IL－2　production　（Fig．

2．1．5）．　A　positive　effect　via　m　l　receptor　and　a　negative　effect　via　m2　receptor　were　thus

overlapping　in　the　enhancement　as　a　whole　by　the　stimulation　of　muscarinic　receptors　by

Oxo－M．

　　　　　　　To　examine　the　IL－2　promoter　activity　in　response　to　various　treatments　，

transcriptional　assays　were　performed　using　a　plasmid　which　contained　the　human　IL－2

promoter　of　568　bp　linked　to　the　luciferase　cDNA．　The　transcription，　i．e．　the　IL－2

promoter　activity，　was　enhanced　by　pretreatment　with　I　OO　ptM　Oxo－M　of　the　cells

transfected　with　the　plasmid　and　the　enhancement　was　inhibited　by　treatment　with　4－

DAMP　prior　to　the　Oxo－M　addition　（Fi　g．　2．1．6A，B）．

　　　　　　　Induction　of　IL－2　promoter　activity　depends　on　the　300　bp　region　upstream　from

the　transcription　initiation　site．　This　region　contains　the　binding　sites　for　AP－1，　NF－KB，

NF－AT　and　Oct－1，　and　cooperation　of　these　transcription　factors　induces　the　maximal

activation　of　the　IL－2　promoter．　Band　shift　assays　were　therefore　carried　out　to

determine　which　transcriptional　factors　was　involved　in　the　m　l　receptor－mediated

enhancement　of　IL－2　production．　lncrease　of　the　nucleoprotein　compiex　on　the　AP－1

consensus　sequence　was　observed　upon　induction　of　the　IL－2　production　and　the　increase

was　enhanced　when　the　m　l　receptors　were　stimulated　before　the　induction　（Fig．　2．　1．7）．

Western　blotting　analyses　showed　that　similar　increase　and　enhancement　were　observed　in

the　c－Fos　and　c－Jun　proteins　which　specifically　recognize　the　AP－1　sequence　（Fig．　2．　1．7，

upper　panel）．　The　NF－KB－like　complex　was　also　increased　by　the　induction，　but　not

affected　by　the　m　l　pretreatment　（Fi　g．　2．1．8A）．　The　specific　complex　on　either　the　NF－

AT　or　the　Oct－1　consensus　sequence　were　observed　constantly，　regardless　of　the　IL－2

induction　or　the　ml　stimulations　（Fig．　2．　1．8B，C）1　The　results　suggest　that　the　AP－1

element　and　its　binding　proteins　were　the　major　factors　involved　in　the　m　l　receptor－

mediated　enhancement　of　IL－2　product量on．

44

灘’灘羅、灘購灘1麟緩難灘誕鑛灘灘灘』繍 脅．i．・・卿．．，〒．・．．『ゴ“’d』㍗P幽’



　　　　　　　To　investigate　by　which　pathways　the　m　l　receptors　enhanced　the　IL－2　promoter

activity，　the　cells　were　pretreated　with　several　inhibitors　specific　for　various　signal

transduction　pathways　prior　to　the　m　l　receptors　stimulation．　Pretreatment　with

cyclospdrin　A，　which　blocks　translocation　of　NF－AT　from　cytoplasm　to　nucleus　by

inhibiting　the　activity　of　calcineurin　（“，　45），　significantly　diminished　the　IL－2　promoter

activity　regardless　of　the　m　l　receptor　stimulation　（Fi　g．　2．1．9）．　The　results　indicate　that

ml　receptor－mediated　enhancement　of　Iし2　promoter　activity　may　not　be　due　to　［Ca2＋1i

elevation，　as　suggested　in　hPBL　（Figs．　1．4　and　1，5）．　NF－AT　was　actually　detected

constantly　in　NE　before　and　after　the　m　1　receptor　stimulation　（Fi　g．　2．　1　．8B）．

　　　　　　　Various　growth　factors　and　cytokines　as　well　as　stresses　activate　several　signal

transduction　pathways　with　specific　physiological　roles．　The　pathways　contain　at　least

three　different　MAPK　homologues．　Among　them，　ERK　and　JNK　play　key　roles　in　the

transmission　of　extracellular　signals　of　T　cells　to　the　AP一　1－binding　sequence　in　T　cell

nuclei．　MAPK　kinases（MAPKK）has　a　dual－specificity：　it　phosphorylates　Ser／Thr

and　Tyr　of　MAPK．　Herbimycin　A，　a　potent　tyrosine　kinase　inhibitor，　significantly

decreased　the　m　1　receptor－mediated　enhancement　of　IL－2　promoter　activity　（Fi　g．　2，　1　．　10）．

PD98059　has　previously　been　shown　to　inhibit　the　phosphorylation　form　of　MEK　I　and

thus　inhibit　the　activation　of　MAPK／ERK　through　the　inactivation　of　MEK　1．　In　Jurkat

cells，　pretreatment　of　PD98059　significantly　decreased　the　m　1　receptor－mediated

enhancement　of　IL－2　promoter　activity　（Fig．　2．1．11）．　The　results　indicate　that　a　tyrosine

kinases　and／or　MEK　I　and　MAPKIERK　are　involved　in　the　transduction　pathway　from　ml

receptor　to　the　IL－2　promoter．　Another　MAPK　superfamily　termed　p38　MAPK　is

specifically　inhibited　by　SB203580．　Pretreatment　with　SB203580　did　not　affect　the　ml

receptor－mediated　enhancement　of　IL－2　pro．moter　activity　（Fig．　2．　1　．　12）．　The　results

suggest　that　p38　MAPK　was　not　involved　in　this　enhancement．　To　assess　the　direct

effects　of　m　1　receptor　stimulation　in　absence　of　PMAIA23　187，　MAP　kinase　assays　were

performed．　1　found　that　the　m　l　receptor　stimulation　enhanced　MAPKIERK　activity　（Fig．
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2．　1．13）．　lmmunocomplex　kinase　assays　revealed　that　the　stimulation　of　m1　receptors　also

enhanced　the　activity　of　JNK，　another　MAPK　superfamily　（Fig．　2．1．14）．　The　results

indicate　that　MAPK／ERK　and　JNK　are　involved　in　the　ml　receptor－mediated　enhancement

MAPK7ERK　and　JNK　may　activate　AP－1　proteins．　Since　the　ml　receptor　stimulation　by

itself　did　n・t　induce　IL－2　P・・ducti・n・r　pr・m・te・activlty，　A円f・r　itself　may　n・t　induce

the　production　and　the　promoter　activity，　either，　but　the　pre－activated　AP－1　may　function

rapidly　to　enhance　them　in　response　to　the　T　cell　stimulation　by　PMAIA23187．
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2．4．　Conclusion　of　in　Section　2，　Part　1

Gq

圃團　　　　・、．31．
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C－FOS

　　　　　Ca2＋薩謹國

　　　　　　　　　　　　　　　　AP－1　　　　てン’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lL－2

趣緬ct・1　NF－KB　NF－AT　oc篤・1

　　　　　　　　　　　　ml　system　on　IL－2　production

　　　　Jurkat　cells　expressed　m　1　and　m2　receptor　mRNAs．

　　　　Stimulation　of　m　l　receptors　enhanced　PMAIA23187－induced　IL－2　production　and　IL－2　promoter

activity．　AP－1　could　be　involved　in　this　enhancement　and　both　MAPK　and　JNK　also　seem　to　be　involved．
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Fig．　2．1．1．　Effects　of　PMA　and　A23187　on　IL－2　production　in　Jurkat　cells

Jurkat　cells　（4　x　105　cells／ml）　were　treated　with　PMA　（O，　1，　2，　5，　10，　20　nM，　respectively）　and

in　the　presence　or　absence　of　A23　187　（O，　500　nM）．　Cells　were　further　incubated　for　24　hr　and

the　amount　of　IL－2　was　estimated　as　described　in　the　“Experimental　procedures”．　Each　point

is　the　mean　±　SE　of　three　assays．
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Fig．　2．1．2．　Effect　of　Oxo－M　on　PMA／A23187－induced　IL－2　production　in

Jurkat　cells　Jurkat　cells　（4　x　105　cells／ml）　were　pretreated　with　Oxo－M　（O，　O．1，　1，　10，　100

ptM）　for　24　hr，　10　nM　PMA　and　500　nM　A23187　were　added　and　cells　were　further　incubated

for　24　hr．　The　amount　of　Iレ2　was　estimated　as　described　in　the‘‘Experimental　procedures”．

Each　point　is　the　mean　±　SE　of　three　assays．　The　amount　of　PMAIA23187－induced　IL－2

production　was　estimated　as　10090．
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Fig．　2．1．3．　Effects　of　muscarinic　receptor　antagonists　on　Oxo－M

enhanced　PMA／A23187－induced　IL－2　production　in　Jurkat　cells

4－DAMP　or　atropine　（O．Ol　一　10　ptM）　were　treated　30　min　before　the　Oxo－M

treatment．　Cells　were　treated　with　I　OO　ptM　Oxo－M　for　24　hr　prior　to　10　nM

PMA　and　500　nM　A23　187　treatment　for　24　hr．　The　amount　of　IL－2　was

estimated　as　described　in　the　“Experimental　procedures”．　Each　point　is　the　mean

±　SE　of　three　assays．
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A．　Jurkat　cells
　

十

2

十

3

十

4

十 十　一　十　一　M

B．control（human　fetal　brain　cDNA置ibrary）

（bp）

1419

517
396

214

1419

7
（
0

」
一
Q
）

F
O
3214

Fig．　2．1．4　Expression　of　muscarinic　receptor　mRNA　in　Jurkat　cells

A，　RT－PCR　was　used　to　amplify　signals　from　isolated　mRNA　of　Jurkat　cells．　The

size　（bp）　of　the　Hinfl　cut　pUC19　fragments　in　the　last　lane　are　indicated．　For　each　set

of　subtype　specific　primers，　mRNA　was　run　in　the　presence　（　＋　）　and　absence　（　一　）　of

reverse　transcriptase．　The　blank　lanes　are　the　absence　of　reverse　transcriptase

（absence　of　contamination　from　cellular　DNA　or　amplified　products）．　B，　control

（human　fetal　brain　cDNA　library）．　Subsequently，　the　primer　sequences　and　size　of

the　PCR　products　were　described　in　the　”Experimental　Procedures”．
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Fig．　2．1．5．　Effect　of　AFDX－116　on　Oxo－M　enhanced　PMA／A23187－induced　IL－2

production　in　Jurkat　celRs　AFDX－116　（O．1　一　10　ptM）　was　treated　30　min　before　the　Oxo－M

treatment．　Cells　were　pretreated　with　100　pM　Oxo－M　for　24　hr　prior　to　10　nM　PMA　and　500　nM

A23187　treatment　for　24　hr．　The　amount　of　Iレ2　was　estimated　as　described　in　the‘‘ExperimentaI

procedures”．　Each　point　is　the　mean　±　SE　of　three　assays．

52

羅雛　　．，a　　撚灘灘灘三護．　

　　．．・・　馨灘灘1灘灘、i

鑛灘



300

　
（
U
　
　
　
　
O
　
　
　
　
∩
）
　
　
　
0
　
　
　
　
∩
U

　
5
　
　
　
　
∩
V
　
　
　
5
　
　
　
　
0
　
　
　
　
5

　
ハ
と
　
　
　
　
ハ
と
　
　
　
　
コ
ヨ
　
　
　
　
り

（一

Z
」
一
⊆
O
O
↑
0
3
）
盈
≧
ぢ
邸
Q
ヨ
Φ
〉
蚕
Φ
」

0

Oxo－M／A231　87

A23187

400

300

200

100

o

　　　　　　　　　　O．Ol　O．1　1　10　一1一　一．一2一一．一3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1i　PMA／A23187
　　　　　　　　　　　　　　　　PMA　（nM）　2i　b’X6；M7pVMj6t7A23is7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3：　4－DAMP／Oxo－M／PMA／A23187

Fig．　2．1．6．　Effects　of　Oxo－M　and　4－DAMP　on　PMA／A23187－induced　IL－2

promoter　activity　in　Jurkat　cells　A，　Jurkat　cells　were　transfected　with　plL2－LUC　and

were　treated　with　100　mM　Oxo－M　for　24　hr　prior　to　PMA　and　500　nM　A23187　treatment　for　24

hr．　B，　Cell　were　pretreated　with　4－DAMP　（　1　pM）　for　30　min　prior　to　Oxo－M　treatment　for　24　hr

then　treated　with　PMAIA23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times，　and　the

average　of　data　normalized　to　the　value　of　PMAIA23187－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as

relative　luciferase　activity　as　10090　（±　SE）．
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Fig．　2．1．7．　Effect　of　m　l　receptor　stimuRation　on　PMA／A23187－induced　AP－1

consensus　sequence　binding　proteins　in　Jurkat　cellls　Jurkat　cells　were　treated　or　untreated

with　1　ptM　AFDX－116　and　100　ptM　Oxo－M　prior　to　treatment　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for

O　to　3　hr　then　band　shift　assays　were　performed　with　using　each　nuclear　extract　（A）．　The　bands

indicated　by　arrowheads　were　shown　to　be　specific　by　competition　analysis，　using　homologous

unlabeled　oligonucleotides　（x　5　or　x　50　of　the　labeled　probe）．　The　quantities　of　each　band　were　shown

in　a　bar　chart　（B）．　The　amount　of　c－Fos　and　c－Jun　was　measured　by　Western　blotting　analysis　（C）．
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Fig．　2．1．8．　Effect　of　m　l　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－induced　NF一　KB，　NF－AT

and　Oct－1　consensus　sequence　binding　proteins　in　Jurkat　celRs　Jurkat　cells　were　treated　or

untreated　with　1　ptM　AFDX－116　and　100　ptM　Oxo－M　prior　to　treatment　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23

187　for　O　to　3　hr　then　band　shift　assays　were　performed　with　using　each　nuclear　extract．　The　bands

indicated　by　arrowheads　were　shown　to　be　specific　by　competition　analysis，　using　homologous　unlabeled

oligonucleotides　（data　not　shown）．　The　quantities　of　each　band　were　shown　in　a　bar　chart．　A，　nuclear

complexes　binding　to　the　NF－KB　site．　B，　nuclear　complexes　binding　to　the　NF－AT　site．　C，　nuclear

complexes　binding　to　the　Oct－1　site．
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Fig．　2．1．9．　Effect　of　cyclosporin　A　on　m　l　receptor－mediated　IL－2　promoter

activity　in　Jurkat　celRs　Cells　were　pretreated　with　1　nM　CsA　for　2　hr　prior　to　treatment　with

1　ptM　AFDX－116　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr，　and　then　treated　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187

for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5），　and　the　average　of　data　normalized　to

the　value　of　PMAIA23　187－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as　relative　luciferase　activity　（±　SE）．
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Fig．　2．1．10．　Effects　of　herbimycin　A　on　m　l　receptor－mediated　IL－2　promoter

activity　in　Jurkat　cells　Cells　were　treated　with　O．Ol　to　1　ptg／ml　herbimycin　A　for　1　hr　prior　to

treatment　with　1　ptM　AFDX－116　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　followed　by　treatment　with　1　nM

PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5），　and　the

average　of　data　normalized　to　the　value　of　PMAIA23　187－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as　relative

luciferase　activity　（±　SE）．　＊，　p　〈　O．05　versus　the　enhancement　rate　of　none．
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Fig．　2．1．11．　Effect　of　PD98059　on　m　l　receptor－mediated　IL－2　promoter　activity

in　Jurkat　cells　Cells　were　pretreated　w　ith　3　to　30　ptM　PD98059　for　1　hr　prior　to　treatment　with

1　ptM　AFDX－116　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　followed　by　treatment　with　1　nM　PMA　and　500

nM　A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5），　and　the　average　of　data

normalized　to　the　value　of　PMAIA23187－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as　relative　luciferase

activity　（±　SE）．　＊＊，　p　〈　O．Ol　versus　the　enhancement　rate　of　none．
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Fig．　2．1．12．　Effect　of　SB203580　on　m　l　receptor－mediated　IL－2　promoter　activity

in　Jurkat　ceRls　Cells　were　pretreated　with　1　or　10　ptM　SB203580　for　1　hr　prior　to　treatment　with

1　ptM　AFDX－116　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　followed　by　treatment　with　1　nM　PMA　and　500　nM

A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5），　and　the　average　of　data

normalized　to　the　value　of　PMAIA23　187－sti　mulated　plL2－LUC　is　shown　as　relative　luciferase

activity　（±　SE）．
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：Fig・2・1・13・Effect　of　m　l　receptor　stimulation　on　MAPK　activities　in　Jurkat

Cel置s　Cells　were　treated　l　ptM　AFDX－1　16　for　20　min　alone（1ane　1）or　pretreated　l　pM

AFDX－116　for　20　min　then　treated　100　ptM　Oxo－M　for　5　min（1ane　2）．　Cells　were　treated　1μM

of　AFDX－116　and　4－DAMP　for　20　min（lane　3）or　pretreated　l　ptM　of　AFDX－116　and　4－DAMP

for　20　min　then　treated　100　ptM　Oxo－M　for　5　min（1ane　4）．　Cells　were　treated　1μM　PMA　for　5

min（1ane　5）．　MAPK　activities　were　assesed　as　described　in　the”Experimental　procedures”．

Each　point　was　assayed　three　times．　The　activity　of　AFDX－116was　the　same　value　as　vehicle

and　estimated　as　100％．
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　　Oxo－M　treatment　（min）

Fig．　2．1．14．　Effect　of　ml　receptor　stimulation　on　JNK　activity　in　Jurkat　cells

Cells　were　treated　1　ptM　AFDX－1　16　for　20　min　alone　（none）　or　pretreated　1　ptM　AFDX－116

for　20　min　then　treated　100　ptM　Oxo－M　for　O　to　60　min．　Cells　were　treated　1　nM　PMA　and　500

nM　A23187　for　60　min　as　the　positive　control．　JNK　activities　were　assesed　as　described　in　the

”Experimental　procedures”．　The　quantities　of　each　band　were　shown　in　a　bar　chart．　The

activity　of　AFDX－1　16　was　the　same　value　as　vehicle　and　estimated　as　10090．
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2－5．　lntroduction

　　　Since　the　pretreatment　with　an　m2　antagonist，　AFDX－1　16，　further　enhanced　the　Oxo－

M－mediated　enhancement　of　IL－2　production　（Fig．　2，　1．5），　the　m2　receptor　signals　may

function　to　decrease　the　IL－2　production　in　Jurkat　cells．　To　evaluate　this　hypothesis，

several　experiments　such　as　ELISA，　luciferase　assay，　band　shjft　assay，　MAPK　assay　and

immunocomplex　kinase　assay　were　performed　using　the　same　procedures　as　in　the

analyses　of　m　l　receptors．
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2－6．　Results

　　　　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－induced　IL－2

pr・二叉伽砂・m・ter・acti吻in加kat・ce〃∫’T・stimulate　m2　recept・rs，

Oxo－M　was　added　in　the　presence　of　an　m　l／m3　receptor　antagonist，　4－DAMP．　The　cells

were　pretreated　with　1　ptM　4DAMP　for　20　min　prior　to　the　treatment　of　100　ptM　Oxo－M

for　O　一　24　hr　and　then　treated　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　The　m2

receptor　stimulation　decreased　the　IL－2　production　although　the　decrease　was　biphasic

（Fig．　2．2．1）．　Similar　decrease　by　the　m2　stimulation　was　also　observed　for　the　IL－2

promoter　activity　（Fi　g．　2．2．2）．

　　　　　Eン「7『ects　o！〃12　rece、ptor一〃iediated　IL－2　pro〃10ter　activity　oη

trans吻伽！hα・rs・in・Jurkat・ce〃s；T・examine　whether　the　m2　recept・r－

mediated　signals　w・uld　affect　the　binding・f　cis　regulat・ry・elements・t・the　lL－2　pr・m・ter，

band　shift　assays　were　performed．　Nuclear　extracts　were　prepared　from　Jurkat　cells

stimulated　by　l　nM　PMA　and　500　nM　A23187　with・r　with・ut　pretreatment　with　lμM　4．

DAMP　and　100μM　Oxo－M．　The　extracts　were　tested　for　their　potential　to　bind　the　AP－1，

NF－KB・NF－AT　and　Oct－1　sequences　by　band　shift　assays．　In　the　presence・f　lμM　4．

DAMP・the　increase　by　Ox・一M・f　the　inducti・n・f　AP－1』ke　pr・teins（Fig．2．1．7A）was

not　observed　and　inhiblted　the　induction　occurred　at　2－2．5　hr（Fig．2．2．3A，B）．

Western　blot　analysis　revealed　that　similar　inhibition　of　the　induction　was　also　observed　in

the　c－Fos　and　c－Jun　proteins（Fig．2．2．3C）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り
　　　　The　stimulation　of　m2　receptors　did　not　affect　the　increase　of　the　nucleoprotein

complexes　on　the　NF－KB　consensus　sequence（Fig。2．2．4A）nor　the　constant　complex

formation　on　the　NF－AT　and　Oct－l　sequences（Fig．2，2．4B，C）．
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　　　　Effect　of　cyclosporin　A　on　m2　receptor－mediated　inhibition　of　IL－2

promoter　activity　in　Jurkat　celts：　The　effect　of　CsA　on　the　induction　of　IL－2

promoter　activity　by　PMA　and　A23　187　as　well　as　on　the　m2　receptor－mediated　inhibition

of　the　promoter　activity　in　Jurkat　cells　was　examined．　The　cells　were　pretreated　with　1

nM　CsA　for　2　hr　prior　to　the　treatment　with　1　ptM　4DAMP　and　100　ptM　Oxo一一M　for　24　hr，

and　then　treated　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　CsA　decreased　the　IL－

2　promoter　activity，　although　there　was　no　significant　difference　between　the　rates　of

inhibition，　regardless　to　the　inhibition　by　4DAMPIOxo－M　（Fig．　2．2．5），

　　　　Effect　of　herbimycin　A　on　m2　receptor－mediated　inhibition　of　IL－2

promoter　activity　in　Jurkat　cells：　To　examine　whether　tyrosine　kinase　is　involved

in　m2　receptor－mediated　decrease　of　the　IL－2　promoter　activity，　the　cells　were　pretreated

with　herbimycin　A．　After　the　pretreatment　with　10　ng／ml　herbimycin　A　followed　by　the

treatment　with　1　ptM　4DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　h　r，　the　cells　were　treated　with　1

nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　Herbimycin　A　did　not　affect　the　IL－2　promoter

activity　either　with　or　without　the　treatment　with　4DAMP　and　Oxo－M　（Fig．　2．2．6）．

　　　　Effects　ofMAP　kinase　superfamily　on　m2　receptor－mediatedinhibition

of　IL－2　promoteractivity　in　Jurkat　cells：　To　investigate　which　pathways　underlie

the　m2　receptor－mediated　decrease　of　IL－2　promoter　activity，　the　cells　were　pretreated

with　PD98059　and　SB203580　as　in　the　analyses　of　m　l　receptors．　To　examine　the

involvement　of　MEK　through　MAPK　（ERK）　or　p38　MAPK，　the　cells　were　pretreated

with　3　ptM　PD98059　or　1　ptM　SB203580　for　1　hr’　prior　to　the　treatment　with　1　ptM　4－

DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　then　treated　i　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24

hr．　PD98059　or　SB203580　decreased　IL－2　promoter　activity，　although　there　was　no
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significant　difference　between　the　rates　of　inhibition，　regardless　of　the　inhibition　by　4－

DAMPIOxo－M　（Figs．　2．2．7　and　2．2．8）．

　　　　　To　assess　the　effects　of　m2　receptor　stimulation，　MAP　kinase　assays　were　also

performedi　The　cells　were　pretreated　with　1　ptM　4DAMP　for　20　min　to　block　m　l

receptors，　and　then　treated　with　100　ptM　Oxo－M　for　5　min．　The　m2　receptor　stimulation

decreased　MAP　kinase　activity　to　about　75％　as　compared　to　the　control　cells　treated　with

4－DAMP　alone　（Fig．　2．2．9）．　The　decrease　was　blocked　by　pretreatment　with　an　m2

receptor　antagonist，　1　ptM　AFDX－1　16，　for　20　min　（Fig．　2．2．9）．

　　　　To　examine　the　effects　of　m2　receptors　on　JNK　activities，　immunocomplex　kinase

assays　were　performed．　The　cells　were　pretreated　with　1　ptM　4DAMP　for　20　min　to

block　m　l　receptors，　and　then　treated　with　100　ptM　Oxo－M　for　O　一　60　min．　The

phosphorylation　of　GST－c－Jun　by　the　cell　extracts　was　decreased　in　30　一　60　min　after　the

stimulation　of　m2　receptors　（Fi　g．　2．2．　10）．

　　　　　Effects・！∫珈1伽8・us　m2　recept・r・st珈1α伽w肋1L－2　pr・翻θr

induc伽・競αη∫⑫ti・π加・rs・in加kat・cells・：As　sh・wn　in　Figs．2．2．　l　and

2・2・2・simultane・us　stimulati・n・f　m2　recept・・with　the　Iし2　pr・m・ter　inducti。n　resulted

in　the　decrease　of　the　promoter　activity．　The　mechanism　of　the　decrease　might　be

different　from　that　mediated　by　the　long－term　（18　hr）　stimulation　of　m2　receptor　prior　to

the　induction．　Therefore，　to　examine　whether　the　simultaneous　m2　receptor　stimuiation

would　affect　the　binding　activity　of　cis　regulatory　elements　to　the　IL－2　promoter，　band

shift　assays　were　performed．　Nuclear　extracts　were　prepared　from　Jurkat　cells　treated

with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　O　一　3　hr’ ?ｉｔｈｅｒ　with　or　without　the　1　ptM4－

DAMP　and　100　ptM　Oxo－M，　and　tested　for　potential　binding　to　the　AP－1，　NF－KB，　NF－AT

and　Oct－1　sequences．　The　nucleoprotein　complex　on　the　AP－1　consensus　sequence
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increased　in　2　一　3　hr　after　the　PMA／A23　187　induction，　but　the　increase　was　diminished　in

the　cells　simultaneously　treated　with　4DAMP　and　Oxo－M　（Fig．　2．2．1　IA）．　The　proteins

bound　to　the　NFKB　consensus　sequence　were　also　increased，　by　the　stimulation　of

PMA／A231870n　the　Iし2　promoter　induction．　The　simultaneous　stimulation　of　m2

receptor　inhibited　the　increase　as　well　as　in　the　case　of　AP－1　（Fig．　2．2．　1　I　B）．　The

DNAIprotein　complexes　on　the　NFAT　and　Oct－1　sequences　were　observed　constantly

before　and　after　the　IL－2　promoter　induction　and　were　not　affected　by　the　simultaneous

m2　receptor　stimulation　（Fig．　2．2．　12A，B）．

．
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2－7．　Discussion

　　　　　Since　m2　receptors　were　also　expressed　on　Jurkat　cells，　1　examined　the　effect　of

signals　via：m2　receptors　on　IL－2　production　in　Jurkat　cells．　As　shown　in　Fig．　2．1．5，

pretreatment　of　the　cells　with　an　m2　receptor　antagonist，　AFDX－1　16，　further　enhanced　the

Oxo－M－mediated　enhancement　of　IL－2　production．　The　result　indicates　that　m2

receptors　negatively　functions　on　IL－2　production．　To　investigate　the　mechanism　of　the

inhibition，　the　cells　were　treated　with　an　m　l／m3　antagonist，　4DAMP，　to　block　ml

receptors　and　to　detect　the　phenomena　only　via　m2　receptors．　Pretreatment　of　the　cells

with　4－DAMP　and　Oxo－M，　i．e．　stimulation　of　m2　receptors，　decreased　IL2　production

and　the　promoter　activity　（Figs．　2．2．1　and　2．2．2）．　To　examine　whether　the　m2　receptor－

mediated　signals　affect　the　binding　activity　of　specific　proteins　to　various　cis　regulatory

elements　in　the　IL－2　promoter，　band　shift　assays　were　performed．　The　nucleoprotein

complex　formed　on　the　AP－1　consensus　sequence　as　well　as　c－Fos　and　c－Jun　proteins

increased　on　the　induction　of　IL－2　production，　but　the　increases　were　diminished　by　the

m2　receptor　stimulation　（Fig．　2．2．3）．　The　biphasic　increase　of　the　complex　on　the　NF－

KB　element，　on　the　other　hand，　was　not　affected　by　the　m2　receptor　stimulation　（Fi　g．

2．2．4A）．　The　specific　complexes　on　the　NF－AT　and　Oct－1　elements　were　constant：

neither　the　m2　receptor　stimulation　nor　the　IL－2　induction　affected　the　DNAIprotein

complexes　（Fig．　2．2．4B，C）．　The　results　suggest　that　AP－1　is　involved　in　the　m2

receptor－mediated　decrease　of　IL－2　production　in　Jurkat　cells．

　　　To　investigate　by　which　pathways　m2　receptors　mediated　the　inhibition　of　the　IL－2

promoter　activity，　the　cells　were　pretreated　with　various　inhibitors　before　the　m2　receptor

stimulation．　Pretreatment　with　CsA　did　nbt　affect　the　decrease　of　IL－2　promoter　activity

（Fig．　2．2．5）．　The　result　indicated　that　the　m2　receptor－mediated　decrease　of　IL－2

promoter　activity　may　not　due　to　the　CsA－mediated　pathways．　The　constant　binding　of

NF－AT　（Fig．　2．2．4B）　also　supported　a　speculation．　Herbimycin　A，　a　potent　tyrosine
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kinase　inhibitor，　did　not　affect　the　m2　receptor－mediated　decrease　of　IL－2　promoter

activity　（Fig．　2．2．6）．　The　result　indicates　that　activation　of　tyrosine　kinase　is　not

involved　in　the　inhibition．

　　　　　A　previous　report　showed　that　stimulation　of　the　m2　receptors　resulted　in　the

activation　of　cytoplasmic　MAPK　in　Rat　l　a　fibroblast　cells　（39）．　To　examine　whether　the

m2　receptors　expressed　on　Jurkat　cells　also　activate　MAPKs，　the　cells　were　pretreated

with　a　MEK　inhibitor，　PD98059，　or　a　p38　MAPK　inhibitor，　SB203580，　prior　to　the　m2

receptor　stimulation．　The　inhibitors　blocked　the　enzyme　activity　regardless　of　the　m2

receptor　stimulation　（Figs，　2．2．7　and　2．2．8）．　The　results　indicates　that　the　decrease　of

the　IL－2　promoter　activity　by　m2　receptors　i　s　not　mediated　by　the　activation　of

MAPK／ERK　and　p38　MAPK．　To　assess　the　possibility　that　these　MAPKs　may　be

inhibited　by　the　m2　receptor　stimulation，　MAPK　assays　and　JNK　immunocomplex　kinase

assays　were　performed．　The　m2　receptor　stimulation　resulted　in　the　decrease　of　both

MAPKIERK　and　JNK　activities　（Figs．　2．2．9　and　2．2．10）．　The　data　suggest　that　the

induction　of　the　IL－2　promoter　activity　upon　the　m2　receptor　stimulation　is　negatively

regulated　by　AP－1　through　MAPKIERK　and　JNK．

　　　　　IL－2　production　induced　by　simultaneous　treatment　with　4DAMPIOxo－M

（stimulation　of　m2　receptors）　and　PMAIA23　187　resulted　in　the　inhibition　of　the　induction．

Band　shift　assays　revealed　that，’ 奄氏@contrast　with　the　case　of　the　18　hr　pretreatment，　not

only　AP－1　but　also　NF－KB　complexes　were　involved　in　the　inhibition　of　IL－2　production

upon　the　simultaneous　stimulation／induction　（Fig．　2．2．1　1）．　Further　clarification　of　the

different　mechanisms　of　both　18　hr　pretreatment　and　simultaneous　stimulation　of　m2

receptors　may　provide　a　key　of　the　general　understanding　of　the　muscarinic　receptor－

mediated　regulation　of　IL－2　production．　’
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z．8．　Conclusion　of　Section　2，　Part　2
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　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」　　　　　L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　Pretreatment　of　m2　receptors　for　18　hr　decreased　PMAIA23187－induced　IL－2　production　and

promoter　activity．　AP－1　binding　activity　and　MAPK　and　JNK　activities　were　decreased　by　m2　receptor

stimulation　compared　to　those　i　n　the　control　cells．　m2　receptors　stimulation　with　simultaneous　PMAIA23187

treatment　decreased　AP－1　and　NF－KB　binding　activities．
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Fig．　2．2．1．　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－

induced　IL－2　production　in　Jurkat　cells　Jurkat　cells　（2　x　105　cells／ml）

were　pretreated　with　1　ptM　4－DAMP　for　20　min　prior　to　100　ptM　Oxo－M　for　O　to　24

hr　followed　by　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　treatment　for　24　hr．　The　amount　of

IL－2　was　estimated　as　described　in　the　”Experimental　procedures”．　Each　point　is　the

mean　±　SE　of　three　assays．　The　amount　of　4－DAMPIPMAIA23　187－induced　IL－2

production　was　estimated　as　10090．
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Fig．　2．2．2．　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－induced

IL－2　promoter　activity　in　Jurkat　cells　Jurkat　cells　were　transfected　with　plL2－

LUC　and　pretreated　with　1　ptM　4－DAMP　for　20　min　prior　to　100　ptM　Oxo－M　for　O　to　24　hr

followed　by　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　treatment　for　24　hr．　Cells　were　transfectred

at　least　three　times　（3　一　5）．　The　value　of　4－DAMPIPMAIA23187－induced　IL2　promoter

activity　was　estimated　as　10090．
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Fig．　2．2．3．　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－induced　AP－1

consensus　sequence　binding　proteins　in　Jurkat　celRs　Jurkat　cells　were　treated　or

untreated　with　1　pM　4－DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　prior　to　treatment　with　1　nM　PMA　and　500

nM　A23187　for　O　to　3　hr　then　band　shift　assays　were　performed　with　using　each　nuclear　extract

（A）．　The　bands　indicated　by　arrowheads　were　shown　to　be　specific　by　competition　analysis，　using

homologous　unlabeled　oligonucleotides　（data　not　shown）．　The　quantities　of　each　band　were

shown　in　a　bar　chart　（B）．　The　amount　of　c－Fos　and　c－Jun　was　measured　by　Westem　bloning

analysis　（C）．
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Fig．　2．2．4．　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－induced　NF一　KB，　NF－AT

and　Oct－1　consensus　sequence　binding　proteins　in　Jurkat　cells　Jurkat　cells　were　treated　or

untreated　with　1　pM　4－DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　prior　to　treatment　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for

Oto　3　hr　then　band　shift　assays　were　performed　with　using　each　nuclear　extract．　The　bands　indicated　by

arrowheads　were　shown　to　be　specific　by　competition　analysis，　using　homologous　unlabeled　oligonucleotides

（data　not　shown）．　The　quantities　of　each　band　were　shown　in　a　bar　chart．　A，　nuclear　complexes　binding　to　the

NF－KB　site．　B，　nuclear　complexes　binding　to　the　NF－AT　site．　C，　nuclear　complexes　binding　to　the　Oct－1　site．
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Fig．　2．2．5．　Effect　of　cyclosporin　A　on　m2　receptor－mediated　inhibition　of　IL－2

promoter　activity　in　Jurkat　cells　Cells　were　pretreated　with　1　nM　CsA　for　2　hr　prior　to

treatment　with　1　ptM　4－DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　followed　by　treatment　with　1　nM　PMA

and　500　nM　A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5），　and　the　average　of

data　normalized　to　the　value　of　PMA／A23　1　87－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as　relative　luciferase

activity　（±　SE）．
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Fig．　2．2．6．　Effect　of　herbimycin　A　on　m2　receptor－mediated　inhibition　of　IL－2

prOMoter　activity　Cells　were　pretreated　with　10　ng／ml　herbimycin　A　for　1　hr　prior　to　treatment

with　1　ptM　4－DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　followed　by　treatment　with　1　nM　PMA　and　500

nM　A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5），　and　the　average　of　data

normalized　to　the　value　of　PMAIA23　187－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as　relative　luciferase　activity

（±　SE）．
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Fig．　2．2．7．　Effect　of　PD98059　on　m2　receptor－mediated　inhibition　of　IL－

2　promoter　activity　in　Jurkat　cells　Cells　were　pretreated　with　3　ptM　PD98059

for　1　hr　prior　to　treatment　with　1　ptM　4－DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　followed

by　treatment　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at

least　three　times　（3　一　5），　and　the　average　of　data　normalized　to　the　value　of　PMAIA23187

－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as　relative　luciferase　activity　（±　SE）．
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Fig．　2．2．8．　Effect　of　SB203580　on　m2　receptor－mediated　inhibition　of　IL－2

promoter　activity　in　Jurkat　cells　Cells　were　pretreated　with　1　ptM　SB203580　for　1　hr

prior　to　treatment　with　1　ptM　4DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　for　24　hr　followed　by　treatment　1　nM

PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5），　and　the

average　of　data　normalized　to　the　value　of　PMAIA23　187－stimulated　plL2－LUC　is　shown　as

relative　luciferase　activity　（±　SE）．
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Fig．　2．2．9．　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　MAPK　activity　in　Jurkat　cells

Cells　were　treated　1　pM　4－DAMP　for　20　min　alone　（lane　1）　or　pretreated　1　pM　4－DAMP　for　20　min

then　treated　100　ptM　Oxo－M　for　5　min　（lane　2）．　Cells　were　treated　1　ptM　of　4DAMP　and　AFDX－116

for　20　min　（lane　3）　or　pretreated　1　ptM　of　4－DA　M　P　and　AFDX－116　for　20　min　then　treated　100　ptM

Oxo－M　for　5　min　（lane　4）．　Cells　were　treated　5　ptM　PD98059　for　5　min　（lane　5）．　MAPK　activities

were　assesed　as　described　in　the　”Experimental　procedures”．　Each　point　is　the　mean　±　SE　of　three

assays．　The　activity　of　4－DAMP　was　the　same　value　as　vehicle　and　estimated　as　10090．
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Fig．　2．2．10．　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　JNK　activity　in　Jurkat　celRs

Cells　were　treated　1　ptM　4－DAMP　for　20　min　alone　（none）　or　pretreated　1　ptM　4－DAMP　for　20　min

then　treated　100　ptM　Oxo－M　for　O　to　60　min．　Cells　were　treated　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187

for　60　min　as　the　positive　control．　JNK　activities　were　assesed　as　described　in　the　”Experimental

procedures”．　The　quantities　of　each　band　were　shown　in　a　bar　chart．　The　activity　of　4－DAMP　was

the　same　value　as　vehicle　and　estimated　as　10090．
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Fig．　2．2．11．　Effects　of　simultaneous　m2　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－

induced　AP－1　and　NF－KB　consensus　sequence　binding　proteins　in　Jurkat　cells

Jurkat　cells　were　treated　or　untreated　w　ith　1　ptM　4－DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　prior　to　treatment

with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　O　to　3　hr　then　band　shift　assays　were　performed　with　using

each　nuclear　extract　The　bands　indicated　by　arrowheads　were　shown　to　be　specific　by　competition

analysis，　using　homologous　unlabeled　oligonucleotides　（x　5　or　x　50　of　the　labeled　probe）．　The

quantities　of　each　band　were　shown　in　a　bar　chart．　A，　nuclear　complexes　binding　to　the　AP－1　site．

B，　nuclear　complexes　binding　to　the　NF－KB　site．
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Fig．　2．2．12．　Effects　of　simuhaneous　m2　receptor　stimulation　on　PMA／A23187－induced

NF－AT　and　Oct－1　consensus　sequence　binding　proteins　in　Jurkat　cells

Jurkat　cells　were　treated　or　untreated　w　ith　1　ptM　4－DAMP　and　100　ptM　Oxo－M　prior　to　treatment　with　1　nM

PMA　and　500　nM　A23187　for　O　to　3　hr　then　band　shift　assays　were　performed　with　using　each　nuclear

extract．　The　bands　indicated　by　arrowheads　were　shown　to　be　specific　by　competition　analysis，　using

homologous　unlabeled　oligonucleotides　（data　not　shown）．　The　quantities　of　each　band　were　shown　in　a　bar

chart．　A，　nuclear　complexes　binding　to　the　NF－AT　site．　B，　nuclear　complexes　binding　to　the　Oct－lsite．
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Section　3

Interleukin－2　production　enhanced　by　cyclic　AMP　pretreatment
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3－1．　lntroduction

　　　　　　　In　T　lymphocytes，　activation　of　PKC　and　increased　｛Ca2’．1，　promote　mitogenic

signals．　T　cell　proliferation　is，　however，　inhibited　by　agents　such　as　prostaglandin　El　and

E2，　cholera　toxin，　all　of　which　increase　intracelluiar　cAMP　levels　（46　一　48），　or　cell－

permeable　cAMP　analogues　（49　一　51）．　lnitial　attempts　to　characterize　the　mechanism　of

cAMP－mediated　inhibition　of　T　cell　mitogenesis　have　shown　the　interference　with　antigen－

induced　PI　turnover　（52，　53）　as　well　as　the　inhibition　of　PLCy　1　tyrosine　phosphorylation

and　the　enzymatic　activity　（54）　and　the　inhibition　of　phosphorylation　of　the　y　and　E　TCR

polypeptides　（55，　56）．　cAMP　inhibits　T　cell　activation　mediated　by　a　variety　of　mitogens，

including　IL－2　（57）　and　PMA　plus　ionomycin　（58　一　61）．　In　contrast，　another　report

showed　a　significant　increase　in　the　accumulation　of　intracellular　cAMP　within　minutes　of

the　T　cell　stimulation　and　thus　suggested　that　cAMP　may　positively　regulate　T　cell

proliferation　（62）．　The　effect　of　cAMP　has　been　suggested　to　depend　on　the

differentiation　state　of　the　cells　（63）．

　　　　　　　Another　effect　of　cAMP　is　to　arrest　celts　in　the　G　1　phase　of　the　cell　cycle　（64　一

66）．　The　mechanism　of　the　G　l　arrest　was　cAMP　indirectly　，　via　p27kiPi，　prevents　the

cdk－activating　kinase　（CAK）　from　phosphorylating　cdk4　（67），　Levels　of　the　cdk

inhibitor　p27kiP’　increase　in　cAMP一一treated　cells．　Kipl　dose　not　bind　to　CAK，　but　its

association　with　cyclin　D－cdk4　prevents　CAK　from　phosphorylating　and　activating　the

holoenzyme．

　　　　　　　Human　normal　T　lymphocytes　are　an　ideal　system　for　studies　of　growth

regulation，　because　the　cells　are　in　the　GO　phase　and　semisynchronously　enters　the　cell

cycle　simply　upon　the　activation　of　the　TCRICD3　complex　（68）．　A　number　of

experiments　have　now　established　that　the　cell　cycle　progression　in　T　cells　occurs　as　a

result　of　the　sequential　expression　of　a　series　of　the　genes．　ln　particular，　stimulation　of

the　TCRICD3　complex　initiates　the　transition　from　GO　to　G　1　，　whereby　the　gene　encoding
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the　receptor　for　the　T　cell　growth　factor，　IL－2，　is　expressed　and　thus　the　cells　become

competent　to　proliferate　（68　一　72）．　ln　addition，　the　IL－2　gene　itseif　is　simultaneously

transcribed　and　the　interaction　with　IL－2　receptor　promotes　the　G　1　progression　towards

DNA　replication．

　　　　　　　The　m2　receptor　is　predominantly　coupled　with　Gi，　the　pertussis　toxin－sensitive

G　protein　（73，　74）．　Gi　protein　is　ubiquitously　expressed　and　is　abundant　G　protein

found　in　fibroblasts　and　many　other　cell　types．　lnhibition　of　adenylyl　cyclase　activity

has　been　classically　defined　as　a　Gi一一regulated　response　（75）．　Since　Gi　protein　is

expressed　at　suffilcient　levels　in　many　cell　types，　dissociation　of　the　6y　dimers　subunits

from　od2／GTP　upon　activation　may　also　contribute　to　the　regulation　of　effectors　including

the　specific　isoforms　of　adenylyl　cyclase　and　PLC　（76，　77）．

　　　　　　　Since　the　m2　receptor－mediated　slgnals　decreased　Iし2　production　in　Jurkat　cells

（see　Section　2），　1　examined　here　whether　the　m2　receptor－mediated　inhibition　of　IL－2

production　is　mediated　by　the　cAMP　and／or　the　cell　cycle　regulations．
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3－2．　Results

　　　　　E：ノアects　of　cAMP　on　PルfAIA23187－induced　IL－2　production　and　the

promoter　activity　in　Jurkat　cells：　The　IL－2　production　induced　by　10nM　PMA

and　500　nM　A23187　was　enhanced　by　pretreatment　for　24　hr　with　forskolin　at　the

concentrations　ranging　O．1　一　10　pM　（Fig．　3．IA）　or　DBcAMP　at　the　concentrations

ranging　O．Ol　一　1　mM　（Fig．　3．IB）　in　a　dose－dependent　manner．　When　the　cells　were

pretreated　for　24　hr　with　O．0レlmM　DBcAMP，　similar　enhancement　was　also　observed

in　the　IL－2　promoter　activity　linked　to　the　luciferase　gene　（Fi　g．　3．2）．

　　　　To　determine　the　optimal　pretreatment　time，　the　celis　were　pretreated　with　1　mM

DBcAMP　for　O　一　24　hr　and　then　treated　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．

Short－term　treatment　（O　一　6　hr）　with　DBcAMP　markedly　inhibited　the　IL－2　production，　up

to　75　90　inhibition，　but　the　long－term　treatment　（6　一　24　hr）　resulted　in　the　larger　production

than　short－term　treatment．　ln　24　hr，　the　25　90　enhancement　was　observed　（Fi　g．　3．3）．

Similar　effects　of　DBcAMP，　namely　decrease　in　short－term　and　then　increase　in　long－term，

were　observed　on　the　IL－2　promoter　activity　（Fig．　3．4），　except　that　the　activity　stayed

higher　than　the　control　at　ali　the　time　for　24　hr．

　　　　Effects　of　H－89　on　DBcAMP－enhanced　IL－2　production　and　the

promoter　activity　in　Jurkat　cells．’　To　examine　the　effect　of　PKA　mediated　by

cAMP　on　the　IL－2　production　and　the　promoter　activity，　the　cells　were　pretreated　with　a

PKA　inhibitor，　H－89，　at　the　concentrations　ranging　O．　1　一　10　ptM　for　3　hr，　prior　to　the

treatment　with　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr．　H－89　inhibited　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　噂

PMA／A23187－induced　IL－2　production　（Fi　g．　3．5A）　and　the　promoter　activity　（Fi　g．　3．5B）

in　a　dose　dependent　manner，　regardless　of　the　enhancement　by　DBcAMP．
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　　　　Effects　of　DBcAMP　on　the　celt　cycle　in　Jurkat　cells：　Flow　cytometric

analysis　of　the　cell　cycle　indicated　that　the　treatment　with　1　mM　DBcAMP　for　24　hr

resulted　in　the　cell　cycle　arrest　in　the　G　l　phase　（Fig．　3．6）．　The　number　of　the　cells　in　the

G1　phase　started　to　decrease　at　6　hr　after　the　DBcAMP　addition，　whereas　the　cells　in　the

G2　phase　increased　（Fig．　3．6）．　The　results　indicate　that　the　regulation　of　IL－2

production　is　correlated　with　the　cell　cycle．　To　examine　the　speculation，　the　cells　were

synchronized　using　the　double－thymidine　block　protocol　to　trap　in　the　G　l／S　phase　and

assayed　for　the　IL－2　production．　The　Iし2　production　was　higher　in　the　cells　trapPed　in

the　G　l／S　phase　（O　hr）　than　the　randomly　cultured　cells　（control）．　ln　the　cells　in　the

G2／M　phase　（18　hr），　on　the　contrary，　the　IL－2　production　was　decreased　（Fig．　3．7）．

　　　Effects　ofm2　receptor　stimulation　on　the　ceUcycle　in　Jurkat　cells．’　lfthe

IL－2　production　is　correlated　with　the　cell　cycle　regulation，　stimulation　of　m2　receptor

might　affect　the　cell　cycle　progression．　The　results　of　cell　cycle　analysis，　however，

suggested　that　the　treatment　with　4－DAMPIOxo－M　for　O　一　24　hr　hardly　affected　the　celJ

cycle　in　Jurkat　cells　（Fig．　3．8）．　The　following　PMA／A23187　treatment　did　not　affect　the

cell　cycle，　either　（data　not　shown）．

　　　　Effects　of　m2　receptor　stimulation　on　cAMP　accumulation　in　Jurkat

cells：　Muscarinic　m2　receptors　are　known　to　inhibit　cAMP　accumulation．　The

intracellular　amount　of　cAMP　of　the　cells　treated　with　1　ptM　4－DAMP　for　20　min　was

decreased　by　the　following　treatment　of　the　cells　with　100　ptM　Oxo－M　for　30　min　（Fig．

3．9，　lanes　1　and　2）．　The　PMA／A23187－induction　for　30　min，　on　the　other　hand，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

increased　the　cAMP　accumulation　of　the　4DAMP－treated　cells　（Fig．　3．9，　lane　3）．　When

the　cells　were　simultaneously　treated　with　4DAMPIOxo－M　and　PMAIA23　187，　the　cAMP

amount　was　decreased，　but　the　PMAIA23　187－induction　after　the　18　hr　incubation　with　4－

DAMP／Oxo－M　the　decrease　was　abolished　（Fig．　3．9，　lanes　4　and　5）．　The　results
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s

suggest　that　the　m2　receptor　stimulation　by　4－DAMPIOxo－M　transiently　inhibited　the

cAMP　accumulation，　but　this　inhibition　was　disappeared　when　m2　receptors　were

stimulated　for　18　h　r．
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3－3．　Discussion
，

　　　　　A　cell－permeable　cAMP　analogue，　DBcAMP，　has　been　shown　to　inhibit　T　cell

mitogenesis　induced　by　various　agonists　including　alloantigen，　IL－2　and　PMA　plus

ionomycin．　The　mechanism　of　inhibition　was　initially　assumed　to　reflect　interference

with　the　TCR－coupled　PI　turnover　（52，　53，　54）．

　　　　　Pretreatment　of　Jurkat　cells　with　forskolin　or　DBcAMP　for　24　hr　enhanced　the

PMAIA23187－induced　IL－2　production　（Fi　g．　3．1）　and　the　promoter　activity　（Fi　g．　3．2），

but　the　short－term　treatment　with　DBcAMP　inhibited　both　the　IL－2　production　and　the

promoter　activity　（Fi　gs．　3．3　and　3．4）．　lt　has　been　suggested　that　the　effect　of　cAMP

may　depend　on　the　differentiation　state　of　cells　（63）．　These　data　indicate　that　cells　may

enter　into　the　differentiation　state，　for　example，　different　stage　of　the　cell　cycle，　after

DBcAMP　treatment．　The　m勾or　function　of　cAMP　is　to　regulate　the　activity　of　PKA　as　a

second　messenger．　When　Jurkat　cells　were　treated　with　H－89，　a　PKA　inhibitor，　prior　to

the　DBcAMP　treatment，　the　PMAIA23　187－induced　IL－2　production　as　well　as　the

promoter　activity　was　inhibited，　but　the　inhibition　was　similarly　observed　regardless　of

the　DBcAMP　treatment　（Fig．　3．5）．　Previous　study　showed　the　increase　in　the

accumulation　of　cAMP　within　minutes　after　the　induction　in　lymphocyte　（62）．　lncrease

in　intracellular　cAMP　may　result　in　activation　of　PKA．　PMA／A23187－induced　IL－2　may

bind　to　the　IL－2　receptor　expressed　in　Jurkat　cells．　The　signals　from　IL－2　receptor　may

activate　autocrine　system　and　induce　further　IL－2　production　and　whole　cell　activation．

PKA　may　be　involved　in　this　autocrine　system　and　H一一89　may　partially　inhibit　this

activation　by　inhibition　of　PKA．　The　results　suggest　that　PKA　is　involved　in　the

induction　of　IL－2　production，　but　not　in　the．　enhancement　by　the　DBcAMP　pretreatment

for　24　h　r．

　　　　cAMP　blocks　mitogenic　effects　in　lymphocytes　and　induces　a　cell　cycle　arrest　in　the

mid－G　1　phase　and　indirectly　prevents　the　cdk－activating　kinase　from　phosphorylating
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cdk4．　The　inhibition　is　mediated　by　p27”iPi　（67），　IL－2　plays　a　pivotal　role　in　the

immune　response　by　inducing　TCR－activated　lymphocytes　in　the　G　1　phase　to　progress

into　the　replicative　phase　of　the　cell　cycle　（68）．　Correlation　among　cAMP，　IL－2

production　and　the　cell　cycle　have　been　thus　suggested．　FACS　analysis　revealed　that　the

treatment　with　DBcAMP　for　24　hr　arrested　the　cells　in　the　G　1　phase，　but　that　for　6　hr，

Jurkat　cells　were　arrested　in　the　G2　phase　（Fig．　3．6），　The　results　indicate　that　Jurkat

cells　produce　IL－2　and　proliferate　in　response　to　PMAIA23187　treatment　while　they　are　in

the　G　1　phase，　but　that　once　they　are　committed　to　replicate　DNA，　they　may　mostly　ignore

the　signals　until　they　complete　mitosis　and　re－enter　the　G　1　phase．　The　pretreatment　with

DBcAMP　for　6　hr（i．e．　the　short－term）hence　inhibited　the　1し2　production，　because　the

cells　were　in　the　G2　phase．　When　the　cells　were　synchronized　and　trapped　in　the　G　l／S

phase　by　the　double－thymidine　block　protocol，　the　IL－2　production　was　enhanced　in　the

ceHs　in　the　G　l／S　phase，　while　decreased　in　the　cells　in　the　G2　phase　（Fig．　3．7）．　The

results　indicate　that　the　IL－2　production　depends　on　the　cell　cycle．

　　　　　Ihave　shown　that　the　pretreatment　of　m2　receptor　decreased　Iし2　production　in

Jurkat　cells．　Since　m2　receptor　is　reported　to　couple　with　Gi　protein　and　to　inhibit

cAMP　accumulation，　FACS　analyses　were　performed　to　examine　the　correlation　of　the

cAMP　accumulation　with　the　inhibitory　effect　of　m2　receptor　on　the　IL－2　production　and

the　cell　cycle　progression．　Neither　the　stimulation　of　m2　receptor　（Fig．　3．8）　nor　the

PMAIA23187　induction　（data　not　shown）　affected　the　cell　cycle　in　Jurkat　cells．　The

results　suggest　that　the　inhibition　of　Iし2　production　by　the　m2　receptor　stimulatlon　is　not

corresponding　to　the　cell　cycle　regulation　via　cAMP．　As　for　the　intracellular　amount　of

cAMP，　the　short　term　stimulation　（30　min）　of　m2　receptor　inhibited　the　cAMP

accumulation，　but　the　long　term　stimulation　（18　hr）　did　not　affect　the　cAMP　amount　in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

Jurkat　cells　（Fig．　3．9）．　The　results　indicate　that　the　decrease　in　IL－2　production　mediated

by　m2　receptor　may　be　corresponding　to　the　transient　decrease　in　the　cAMP　amount，　but

not　to　the　cell　cycle　progression　mediated　by　cAMP．
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3－4．　Conclusion　ofSection　3

　　　　　Pretreatment　with　1　mM　DBcAMP　for　24　hr　enhanced　the　IL－2　production，　in

contrast，　pretreatment　for　6　hr　inhibited　it　in　Jurkat　cells，　In　addition，　the　DBcAMP

treatment　arrested　the　cell　cycle．　The　mechanism　of　these　biphasic　IL2　productions　by

DBcAMP　may　be　due　to　the　cell　cycle．　The　m2　receptor　stimulation，　however，　did　not

affect　the　cell　cycle，　but　transiently　affected　the　cAMP　accumulation，　The　inhibition　of　IL－

2　production　by　the　m2　receptor　stimulation　is　thus　suggested　to　be　mediated　by　the

suppression　of　cAMP　pathways，　but　not　by　the　cell　cycle　progression　mediated　by　cAMP．
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：Fig．3．1．　EffectS　of　cAMP　on　PMA／A23187・induced　IL・2　production　in

Jurkat　ce1貰s　Jurkat　cells　were　pretreated　with　forskolin（o．1　to　10　PtM，　in　panel　A）or

DBcAMP（0．Ol　to　l　mM，　in　panel　B）for　24　hr，10　nM　PMA　and　500　nM　A23187　were　added

and　they　were　further　incubated　for　24　hr．　The　amount　of　IL－2　was　estimated　as　described　in

the”Experimental　procedures”．　Each　point　is　the　mean±SE　of　three　assays．　The　amount　of

PMA／A23187－induced　Iし2　production　was　estimated　as　lOO％
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Fig．　3．2．　Effect　of　DBcAMP　on　PMA／A23187－induced　IL－2　promoter

activity　in　Jurkat　cells　Jurkat　cells　were　transfected　with　plL2－LUC　and　were

pretreated　with　DBcAMP　（O．Ol　to　1　mM）　for　24　hr　prior　to　treatment　with　1　nM　PMA　and

soo　nM　A23187　for　24　hr．　Cells　were　transfected　at　least　three　times　（3　一　5）．　The　value　of

PMA／A23187－induced　IL－2　promoter　activity　was　estimated　as　100％．
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Fig．　3．3．　Effect　of　DBcAMP　on　PMA／A23187－induced　IL－2　production

Jurkat　cells　were　pretreated　with　1　mM　DBcAMP　for　O　to　24　hr　prior　to　10　nM　PMA　and　5

00　nM　A23187　treatment　for　24　hr．　The　amount　of　IL－2　was　estimated　as　described　in　the

”Experimental　procedures”．　Each　point　is　the　mean　±　SE　of　three　assays．　The　amount　of

PMAIA23187－induced　IL－2　production　was　estimated　as　10090
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Fig．　3．4．　Effects　of　DBcAMP　on　PMA／A23187－induced　IL－2　promoter

aCtiVities　Jurkat　cells　were　transfected　with　plL2－LUC　and　pretreated　with　O．1　mM　（一）

1　mM　（e）　DBcAMP　for　O　to　24　hr　prior　to　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　treatment　for

24　hr．　Cells　were　transfectred　three　times．　The　value　of　PMAIA23187－induced　IL－2

promoter　activity　was　estimated　as　10090．
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Fig．　3．5．　Effects　of　H－89　on　DBcAMP－enhanced　IL－2　production　and

promoter　activity　in　Jurkat　cells　Cells　were　pretreated　with　H－89　（O．1　to　10

mM）　for　3　hr　prior　to　presence　or　absence　of　1　mM　DBcAMP　for　24　hr　followed　by　1　nM

PMA　and　500　nM　A23187　treatment　for　24　hr．　A，　IL－2　productions　assessed　by　ELISA．

B，　IL－2　promoter　activities　assessed　by　luciferase　assay．　Each　point　is　the　mean　±　SE　of

three　assays．　The　amount　of　PMA／A23　187－induced　IL－2　production　or　the　value　of

PMAIA23187－induced　IL－2　promoter　activity　was　estimated　as　10090．
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Fig．　3．6．　Effect　of　DBcAMP　on　cell　cycRe　in　Jurkat　cells　Cells　were

treated　with　1　mM　DBcAMP　for　O　to　24　hr，　then　flow　cytometric　analysis　of　cell

cycle　were　done　as　described　in　the　”Experimental　procedures”．
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Fig．　3．7．　Effects　of　thymidine　on　following　cell　cycle　with　PMA／A23187－

induced　IL－2　promoter　actis’ity　in　Jurkat　celRs　Cells　were　synchronized　using

double－thymidine　block　protocol　as　described　in　the　”Experimental　procedures”．　After

synchronized，　cells　were　treated　w　i　th　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　24　hr　in　the

several　phases・The　am・ullt・f　lし2　was　estimated　as　described　in　the　・Experimental

procedures”．　Each　point　is　the　mean　±　SE　of　three　assays．　Control：　the　randomly　cultured

Jurkat　cells．
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Fig．　3．8．　Effect　of　m2　receptor　stimulation　on　cell　cycle　in　Jurkat　celRs

Cells　were　treated　with　1　ptM　4－DAMP　for　20　min　then　100　ptM　Oxo－M　for　O　to　24　hr，

then　flow　cytometric　analysis　of　cell　cycle　were　done　as　described　in　the　”Experimental

procedures”．
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Fig．　3．9．　Effects　of　m2　receptor　stimulation　on　cAMP　accumulation　in　Jurkat

cells　Cells　were　treated　1　ptM　4－DAMP　for　20　min　alone　（lane　1）　or　pretreated　1　ptM　4－DAMP

for　20　min　then　treated　100　ptM　Oxo一一M　for　30　min　（lane　2）．　Cells　were　treated　1　ptM　of　4－DAMP

for　20　min　then　treated　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　30　min　（lane　3）　or　pretreated　1　ptM　of

4DAMP　for　20　min　then　treated　100　ptM　Oxo－M　and　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　30　min

（lane　4）．　Cells　were　treated　1　pM　4－DAMP　for　20　min　and　treated　100　ptM　Oxo－M　for　18　hr，　then

added　1　nM　PMA　and　500　nM　A23187　for　30　min　（lane　5）．　The　amount　of　cAMP　was　assesed　as

described　in　the　”Experimental　procedures”．　Each　point　is　the　mean　±　SE　of　three　assays．　The

activity　of　4－DAMP　was　the　same　value　as　vehicle　and　estimated　as　10090．
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General　conclusions
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ml，　m2　acetyllcholine　s．ystems　and　cAMp　system　on　IL－2　ptddtibti6rit

1．　Muscarinic　receptor　ml　and　m2　mRNAs　were　expressed　in　hPBL　and

pretreatment　of　these　receptors　with　Oxo－M　enhanced　PHA－induced　IL－2

production．　Oxo－M－induced　enhancement　of　IL－2　production　may　not　be　due　to

［Ca2＋］i　elevation．　Stimulatory　effects　of　Oxo－M　on　IL－2　production　could　be　due

to　the　intracellular　signaling　mechanism．

2．　a）　Jurkat　cells　expressed　m　1　and　m2　receptor　mRNAs．

Stimulation　of　m1　receptors　enhanced　PMA／A23187一一induced　IL－2　production　and

IL－2　promoter　activity．　AP－1　could　be　involved　in　this　enhancement　and　both

MAPK　and　JNK　also　seem　to　be　involved．

b）　Pretreatment　of　m2　receptors　for　1　8　hr　decreased　PMA／A23187－induced　IL－2

production　and　promoter　activity．　AP一　1　binding　activity　and　MAPK　and　JNK

activities　were　decreased　by　m2　receptor　stimulation　compared　to　those　in　the

control　cells．　m2　receptors　stimulation　with　simultaneous　PMAIA23187　treatment

decreased　AP－1　and　NF－KB　binding　activities．

灘．＿．灘灘1懸1懇

101

灘羅灘灘灘綴鍵難’鐵雛灘灘 騨

r
L
・
L
，
■
い
P
l
r
声
　
－
l
U
巳
．
r
．
、
」

．
ゴ
昼
「
．
・
㌧
・
．
f
守
’
．
え
‘
．
、

、
ジ
「
悟
’

試
　
鯉
．
賢
ヒ
浜



3．　Pretreatment　with　1　mM　DBcAMP　tbr　24　hr　enhanced　the　IL－2　production，　in

contrast，　pretreatment　for　6　hr　inhibited　it　in　Jurkat　cells．　ln　addition，　the　DBcAMP

treatment　arrested　the　cell　cycle．　The　mechanism　of　these　biphasic　IL－2

productions　by　DBcAMP　may　be　due　to　the　cell　cycle．　The　m2　receptor

stimulation，　however，　did　not　affect　the　cell　cycle，　but　transiently　affected　the

cAMP　accumulation．　The　inhibition　of　IL－2　production　by　the　m2　receptor

stimulation　is　thus　suggested　to　be　mediated　by　the　suppression　of　cAMP　pathways，
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but　not　by　the　cell　cycle　progression　mediated　by　cAMP．
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