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Summary
Aluminum (Al)，the third most abundant element in the Earth’s crust, is widely distributed in nature and used in 

various industries and products, including pharmaceuticals, food additives, and cosmetics. Although it is a non-essen-
tial element for the human body, it plays important roles, such as serving as an active ingredient in the digestive 
drug sucralfate and as a vaccine adjuvant in the form of aluminum phosphate. On the other hand, exposure to Al 
has been linked to neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease and amyotrophic lateral sclerosis, as well 
as to breast cancer. Because of its toxicity, many studies have been conducted on its biological effects.

Recent studies on the immune system have reported that Aluminum chloride (AlCl3) suppresses the production of 
interleukin-2 (IL-2) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in human and chicken T lymphocytes. These findings suggest 
that AlCl3 modulates cytokine production in T cells. However, the mechanism of IL-2 suppression by Al is not yet 
fully understood. In this study, we examined the effects of Al on concanavalin A-induced IL-2 production and mRNA 
expression in Jurkat cells. We also focused on its influence regarding the transcription factors NF-κB, AP-1, and 
NFATc1, which regulate IL-2 gene expression. Our results demonstrate that Al modulates IL-2 expression by sup-
pressing NF-κB, AP-1, and NFATc1 activity, thereby leading to reduced T cell cytokine production.

アルミニウム（Al）は，地殻中で 3 番目に豊富な元素
で，広く自然界に存在している。Al は三価の陽イオンで
安定しており，ヒトにとって必須の元素ではないものの，
工業分野や医薬品の製造において重要な役割を果たしてい
る。また，食品添加物，化粧品，その他の日用品としても
幅広く使用され，その用途は広い�1）。医薬品としての Al
はリン酸アルミニウム化合物がワクチンのアジュバンドと
して，Al を成分としたスクラルファートは胃炎・消化性

潰瘍治療剤として使用されている�2，�3）。かつては，血液透
析液中に微量の Al が含まれていることがあり，その管理
が課題とされていた�4）。また，食品添加物に使用されてい
るミョウバンやベーキングパウダーにおいても Al が含ま
れており，制酸剤，制汗剤にも Al が利用されている�5）。
一方で Al はアルツハイマー病（AD），筋萎縮性側索硬化
症（ALS），パーキンソン病性認知症（PDD），自閉スペ
クトラム症（ASD）などの神経変性疾患や乳癌の発症に
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関連があると報告されており�6-�10），Al の毒性作用や生物学
的な影響については現在までに多くの研究が行われている。
中でも免疫毒性に関する研究は数多く報告されており�11），
特に細胞性免疫において中心的な役割を果たす T リンパ
球に対する影響が注目されている。例えば，アルミニウム
工場の労働者を対象とした研究では，平均 24 年間 Al に
曝露された群で活性化 T リンパ球のレベルが増加した一
方，平均 16.5 年間曝露された群ではそのレベルが減少し
ていたと報告されている�12）。また，Zhu らは，飲料水中の
塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム（AlCl3）（0.144 mM，0.288 mM，
0.576 mM）に 120 日間曝露された雄 Wistar ラットにおい
て，活性化 T リンパ球数の有意な減少を確認している�13）。
さらに，細胞実験においては，AlCl3 が培養ヒト T リンパ
球およびニワトリ T リンパ球におけるインターロイキン
-2（IL-2）および腫瘍壊死因子 -α（TNF-α）の産生を抑制
することが報告されている�14, �15）。

このように，AlCl3 は T 細胞に対して毒性を示すだけで
なく，サイトカイン産生にも影響を及ぼすことが明らかと
なっている。しかしながら，Al が T 細胞における IL-2 産
生をどのような機構で抑制するのか，その詳細については
未だ十分に明らかとされていない。そこで本研究では，ヒ
ト T 細胞株 Jurkat 細胞を用い，アルミニウムイオン

（Al³+）がコンカナバリン A（ConA）誘導性の IL-2 産生
および IL-2 mRNA 発現に与える影響を明らかにすること
を目的とした。合わせて，IL-2 mRNA の発現を制御する
主要な核内の転写調節因子である nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells（NF-κB），acti-
vator protein -1（AP-1），nuclear factor of activated 
T -ce l l s ,  cytop lasmic ,  ca l c ineur in -dependent  1

（NFATc1）�16）に対する Al³+ の影響についても検討したの
で報告する。

実験方法

1．試薬
塩化アルミニウム・6 水和物（AlCl3・6H2O），マイト

ジェン ConA，3- ヒドロキシ -2- メチル -4- ピロン（マル
トール（mal））は，富士フイルム和光純薬株式会社（大
阪 ） か ら 購 入 し た。Human IL-2 ELISA KIT II は BD 
Biosciences（米国カリフォルニア州サンノゼ）から，
Jurkat E6.1 細胞（以下 Jurkat 細胞）は DS ファーマバイ
オメディカル株式会社（大阪）から購入した。株式会社同
仁化学研究所（熊本）からは Cell Counting Kit-8（CCK-
8），サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社

（東京）からウシ胎児血清（FCS），シグマアルドリッチ
ジャパン合同会社（東京）からストレプトマイシン - ペニ
シリンを購入した。Active Motif, Inc.（米国カリフォルニ
ア州カールスバッド）からは，NF-κB DNA 結合活性測定
のため使用した TransAM® NF-κ Bp65 Activation Assay，
NFATc1 DNA 結合活性測定のため使用した TransAM® 

NFATc1 Activation Assay， AP-1 DNA 結合活性測定の
ため使用した TransAM® AP-1 c-Jun Activation Assay を
それぞれ購入し，Jurkat 細胞の核タンパク質を抽出する
ため，Nuclear Extract Kit を購入し使用した。バイオ・
ラッド ラボラトリーズ株式会社（東京）からは RC DC プ
ロテインアッセイキット Ⅱ，株式会社タカラバイオ（滋
賀 ） か ら は RNAiso Plus ，cDNA 合 成 試 薬（Prime 
ScriptTM RT Master Mix）， リ ア ル タ イ ム PCR 用 試 薬

（TB Green® Premix Ex TaqTM Ⅱ），リアルタイム PCR
用プライマーをそれぞれ購入した。

2．Al（mal）3 の調製
Al（mal）3 の合成は，Finnegan らの報告および我々の先

行研究に基づき実施した�1�7, �18）。AlCl3・6H2O（15.5 g）と
mal（9.9 g）を，160 mL の蒸留水に加え，穏やかに加熱
しながら溶解させた後，NaOH 溶液を用いて pH を 8.3 に
調整した。反応液を室温まで冷却したのち，析出した結晶
をアセトンで 3 回洗浄し，デシケーター内で 18 時間乾燥
させて Al（mal）₃ を得た。

3．細胞毒性の評価
Jurkat 細胞を，終濃度 25 µg/mL の ConA および各濃

度の Al（mal）3 または AlCl3・6H2O を含む培地で 24 時間
培養した。その後，各ウェルに CCK-8 試薬を 10％（v/v）
の割合で添加し，1 時間インキュベートを行った。イン
キュベーション後，各ウェルの吸光度をコロナ電気株式会
社（茨城）のマイクロプレートリーダー（SH-1000）を使
用し，450 nm で測定後に細胞毒性を評価した。

4．IL-2 タンパク質の定量
Jurkat 細胞を，終濃度 25 µg/mL の ConA および各濃

度の Al（mal）3 または AlCl3・6H2O を含む培地で 24 時間
培養し，その後，上清を回収して IL-2 測定用のサンプル
とした。IL-2 の定量には，BD Biosciences の Human IL-2 
ELISA KIT II を用い，付属のマニュアルに従って操作を
行った。吸光度の測定は，450 nm と 570 nm の二波長で
行った。

5．リアルタイム PCR による IL-2 mRNA の測定
各濃度の AlCl3・6 H2O と ConA を終濃度 25 µg/mL と

なるように培地に添加し，Jurkat 細胞を 3 時間培養した。
培養後，細胞を回収し，全 RNA は株式会社タカラバイオ
の RNAiso Plus を用いて抽出した。得られた RNA からの
cDNA 合 成 に は， 同 社 製 の Prime ScriptTM RT Master 
Mix を使用し，さらに同社製の TB Green® Premix Ex 
TaqTM Ⅱを用いてリアルタイム PCR 反応液を調製した。
PCR 反応は，株式会社タカラバイオの Thermal Cycler 
Dice Real Time System TP800 に よ り 実 施 し，IL-2 
mRNA の発現量は内在性コントロールとしてグリセルア
ルデヒド 3- リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）mRNA
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の量で補正し，比較定量解析を行った。

6．核内転写調節因子の DNA 結合活性の解析
各濃度の AlCl3・6H2O と ConA を終濃度 25 µg/mL と

なるように培地に添加し，Jurkat 細胞を 3 時間培養した。
培 養 後， 細 胞 を 回 収 し，Active Motif, Inc. の Nuclear 
Extract Kit を用いて核タンパク質を抽出した。核タンパ
ク質濃度の測定には，Lowry 法を基礎とする Bio-Rad 社
製 RCDC プロテインアッセイキットを使用した。核内の
転写調節因子（NF-κB，AP-1，NFATc1）の DNA 結合活
性の測定は，TransAM® Kit をそれぞれ用い，製品付属の
マニュアルに従って操作を行った。吸光度は 450 nm およ
び 655 nm の二波長で測定し，得られた吸光度は核タンパ
ク質量に基づいて補正し，それぞれの転写調節因子の
DNA 結合活性を算出した。

7．統計解析
得られた結果は平均値±標準偏差で表し，AlCl3・6 H₂O

非添加で ConA 添加のコントロール値を対象に Dunnett
検 定（ エ ク セ ル 統 計 Ver.4.08， 社 会 情 報 サ ー ビ ス：
BellCurve for Excel）を用いて解析を行った。有意水準は
＊＊p < 0.01 とした。細胞増殖 50％阻害濃度（GI50），IL-2 

50％阻害濃度（IC50）は，GraphPad Prism 10（GraphPad 
Software, LLC, San Diego, CA）を用いて解析した。

結果および考察

本研究では，最初に ConA の存在下で，Al と mal から
なる錯体（Al（mal）3）が Jurkat 細胞に与える細胞毒性，
および ConA によって誘導されるサイトカイン IL-2 の産
生に及ぼす影響について検討を行った。（Fig.1 A，B）。そ
の結果，Al（mal）3 は ConA のみ添加のコントロールと比
較して 0.3 mM の濃度で顕著な細胞毒性を示し，同時に
Jurkat 細胞の ConA 誘導性の IL-2 産生も 0.3 mM で有意
に低下することが確認された。Al（mal）3 の GI50 と IC50 を
求めたところ，前者が 0.58 mM，後者が 0.55 mM であり，
両者の値はほぼ一致した。これらの結果から Al（mal）3 に
よる IL-2 産生の抑制は，細胞応答の抑制ではなく，その
細胞毒性により細胞機能そのものを損ない，細胞の IL-2
産生や分泌に影響を与えるものと考えられた。

これに対して，AlCl3・6H2O を使用して同様の検討を
行ったところ，Al（mal）3 とは異なる傾向が観察された。
ConA 共存下において本実験で使用した AlCl3・6H2O 最大
濃度（5 mM）では有意な細胞毒性は認めず，さらに，
Jurkat 細 胞 の ConA 誘 導 性 の IL-2 産 生 は，0.3 mM で
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Fig. 1  �Effects of an aluminum complex of maltol, Al(mal)3, on 
cell viability (A) and concanavalin A-induced IL-2 pro-
duction (B) in Jurkat cells. Values are mean ± SD (n=5). 
**p < 0.01 (Dunnet’s test).
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Fig. 2
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Fig. 2  �Effects of aluminium chloride hexahydrate on cell viabili-
ty (A) and concanavalin A-induced IL-2 production (B) in 
Jurkat cells. Values are mean ± SD (n=5). **p < 0.01 
(Dunnet’s test).
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ConA 添加のコントロール群と比較して有意な抑制が観察
された（Fig.2 A，B）。従って，この結果はアルミニウム
イオン（Al�3+）が，細胞毒性を伴わない濃度で Jurkat 細

胞の IL-2 の産生機構に影響を与えるものと考えられる。
これは Al�3+ 自体が細胞内シグナル伝達や核内の転写調節
因子の活性に影響を及ぼしている可能性を示すものであり，
Al�3+ の Jurkat 細胞に対する作用機序は Al（mal）3 とは異な
るものと考えられた。Al�3+ の IL-2 タンパク質レベルでの
抑制が確認されたので，次にリアルタイム PCR を用いて，
IL-2 mRNA の 発 現 レ ベ ル に お け る 影 響 を 検 討 し た

（Fig.3）。その結果，ConA を添加したコントロール群と
比較して 1 mM の AlCl3・6H2O で処理した群では IL-2 
mRNA 発現が有意に低下していた。これは Al�3+ は転写レ
ベルで IL2 の発現を抑制させる作用があること示している。
次に IL-2 mRNA 発現を制御する 3 つの転写調節因子

（NF-κB，AP-1，NFATc1）に対する Al�3+ の影響を調べた
と こ ろ（Fig.4 A，B，C），1 mM の AlCl3・6H2O で こ れ
ら 3 つの転写調節因子の DNA 結合活性が有意に抑制され
ることが示された。これらの結果から，Al�3+ は 3 つの転
写調節因子の転写活性の抑制を介して IL-2 mRNA 発現を
低下させ，それに伴い Jurkat 細胞の ConA 誘導性の IL-2
タンパク質産生も抑制することが示された。

ラット副腎褐色細胞腫由来の PC12 細胞を使用した先行
研究では，Al（mal）3 は細胞増殖能の低下や乳酸脱水素酵
素（LDH） の 放 出 増 加，DNA 断 片 化， 活 性 酸 素 種

（ROS）生成による酸化ストレスが確認されている�19）。一
方，AlCl3 では，同条件下での LDH 放出の増加や細胞増
殖能の低下は観察されず�19），また別の研究では Al(mal)3 は
ミトコンドリア機能障害によるエネルギー代謝低下を引き
起こすのに対して，AlCl3 は AKT のリン酸化を抑制する
傾向があるなど，それぞれの作用が異なることが報告され
ている�20）。本研究においても Jurkat 細胞に対する細胞毒
性と IL-2 産生に与える影響について異なる結果が得られ
た。一方，先行研究では Al�3+ は，ラット脳においてプロ
テインキナーゼ C や Ca�2 + / カルモジュリン依存性プロテ
インキナーゼなどのプロテインキナーゼやホスファターゼ
の機能にも影響を与えることが報告されている�2�1, �22）。また
Al �3+ は電位依存性 Ca�2+ チャネルの阻害をはじめ Ca�2 + を
補因子とする酵素を阻害することも報告されている�23）。本
研究で着目した転写調節因子 NFATc1 は，Ca�2+/ カルモ
ジュリン依存性のプロテインホスファターゼであるカルシ
ニューリン（CN）によってリン酸型 NFATc1 は脱リン酸
化型に変換され，細胞質から核内に移行する。我々が行っ
た先行研究においても Al�3+ は，in vitro においてヒト CN
を阻害することから�18），細胞内において Al�3+ と Ca�2+ の競
合による CN 活性の低下により，NFATc1 のリン酸化状
態が変化し，核移行が阻害された結果，NFATc1 の機能
が抑制された可能性が示唆された。またラットの脾臓リン
パ球を用いた先行研究では，AlCl3 で暴露した細胞は
NF-κB mRNA 発現と核内 NF-κB 量が低下することを報告
している�24）。本研究でも AlCl3 により NF-κB 活性が低下
していることが示されおり，先行研究の結果と一致した。

以上のことから，Al �3+ は細胞毒性を示さない濃度で T

**

**

Fig. 3

ConA − + + +                +
AlCl3 (mM) 0 0 0.3 1              3
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Fig. 3  �Effects of aluminum chloride hexahydrate on concanav-
alin A-induced IL-2 mRNA expression in Jurkat cells. 
Values are mean ± SD (n=5). **p < 0.01 (Dunnet’s test).
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(A)

(B)

(C)

**
**

**

**

**

**
**

**

**

ConA − + + +
AlCl3 (mM) 0 0 1 3

ConA − + + +
AlCl3 (mM) 0 0 1 3

ConA − + + +
AlCl3 (mM) 0 0 1 3

Fig. 4  �Effects of aluminum chloride hexahydrate on the 
DNA-binding activity of the transcription factors NF-κB 
(A)，AP-1 (B)，and NFATc1 (C) in Jurkat cells. Values 
are mean ± SD (n=5). **p < 0.01 (Dunnet’s test).
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細胞のサイトカイン産生に影響を及ぼすことが明らかと
なった。その抑制作用は，IL-2 mRNA の発現に関与する
転写調節因子（NF-κB，AP-1， NFATc1）の転写活性の低
下によるものであるが，Al�3+ は細胞内への透過率が低い
ことが報告されており�25），Al�3+ の作用を検討する上で，細
胞内の Al 量を原子吸光分析や ICP-MS 等で確認する必要
があると思われる。また，今後，Al�3+ が具体的にどのよ
うな作用で転写調節因子に影響を与えるか詳細な解析を
行っていく必要があると考えられる。
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