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　Okadaic　acid　（OA）　is　a　potent　marine　toxin　which　selectively　antagonizes　type　1　＆II　protein

phosphatases．　We　have　found　that　OA　altered　histamine－induced　cytosolic　Ca2’　response　of　human

umbilica1　vein　endothelial　cell　（HUVEC）．　OA　completely　abolished　histamine－induced　changes．　In

addition，　the　resting　cytosolic　Ca2’　level　was　significantly　decreased　from　120　nM　to　54　nM　by　1　pt　M

OA．　lnterestingly，　OA　induced　a　drastic　change　in　configuration　of　HUVEC．　Both　of　the　effects　of

OA　were　time－dependent．　We　have　speculated　that　OA　abolished　histamine　Hi　sensitivity　by　a

pathway　involving　protein　kinase　C，　while　refilling　of　Ca2’　remains　intact．　The　effect　of　OA　on

HUVEC　configuration　may　be　the　result　of　contraction　induced　by　myosin　light　chain　kinase

（MLCK），　since　MLCK　is　a　known　target　of　OA　in　smooth　muscle．　The　implications　of　the

experiment　are　discussed．

緒 言

　荒川ら1）は，ヒト膀帯静脈内皮細胞（HUVEC）を

用いて，Fura　2法により血管内皮細胞の細胞質カル

シウム動態に対するヒスタミンの作用を観察し，H、

受容体を介する三相性の細胞質カルシウム変化，即

ち細胞内Ca貯蔵部位よりのCa放出（第1相），細

胞外よりのCa流入（第2相），そしてヒスタミン除

去後のアンダーシュート（第3相）を起こすことを

報告した．さらに，第1相のピーク応答に脱感作が

起こることも見い出した．この脱感作とヒスタミン

応答の第3相は，ヒスタミン除去後も数分から数十

分持続する現象であることから，荒川らはH：1受容

体活性化に引き続いて起こるプロテインカイネース

C（PKC）活性化が関与している可能性を考えた．

　HUVECにおいては，　H、受容体の活性化により，

（1994年12月17日受付，1994年12月27日受理）
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イノシトール燐酸代謝が惹起され，イノシトール3

燐酸（IP3）によるカルシウム放出とジアシルグリセ

ロール（DG）産生に続いて，　PKCの活性化が起こ

ることがすでに報告されている2）．PKCはカルシウ

ムイオンの流入およびH、受容体の脱感作に関与す

るという報告3）4）があり，HUVECにおいてもその

役割の解明は重要である．オカダ酸は，細胞内信号

伝達に関与する蛋白脱燐酸化酵素，特に1型および

2A型フォスファターゼを特異的に阻害する作用を

持ち，細胞膜を透過することから，細胞において脱

燐酸化阻害の効果を検討できる長所があり，各種組

織において，蛋白質の燐酸化，脱燐酸化の役割を解

明する目的で用いられている5）6）．

　本研究はPKCがH1受容体の脱感作とカルシウ

ムイオンの流入の調節に関与している可能性を解明

する目的で，HUVECに対するオカダ酸の作用を検

討した．

材料と方法
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　HUVECの培養法そして細胞質カルシウムのモ

ニター法については既に荒川ら1）が報告した．細胞

質カルシウム濃度の相対的変化は，二波長の励起光，

340nm　と380　nm，による蛍光強度の比　（F340／

F380）として表した．静止時細胞質カルシウム濃度

は，無処理および0。5μMまたは1．0μMオカダ酸

を添加したKrebs液で1時間インキュベートした

後，Krebs液で洗浄し，　Ca－free／2　mM　EGTA，1．8

μMイオノマイシンを含むKrebs液（細胞質カルシ

ウム最小値），Krebs液（細胞質カルシウム最大値），

Ca－free／2　mM　EGTA　2　mM　Mn2＋を含むKrebs液

（バックグランド蛍光）の順で潅流し，それぞれの条

件での蛍光強度から細胞質カルシウム濃度の絶対値

を求めた8）．

　オカダ酸の作用は，培養槽内での1時間のインキ

ュベーションまたは潅流液への添加により検討し

た．またヒスタミン刺激は，10μMヒスタミンによ

り，ATP刺激は，1mMATPにより行い，10秒，

60秒，180秒過刺激時間について検討した．HUVEC

の形態変化は，オカダ酸0．5μMおよび1．0μMで

15分間インキュベートした後，位相差顕微鏡

（OLYMPUS　CK－2　TRP－2）で観察し，写真撮影し

た．

　細胞質カルシウム濃度については，ANOVA
post－hoc　Tukey　test　（Systat　version　4，　Systat
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図1オカダ酸O．2　＃　M（A）および1．0μM（B）

　　一流による，ヒスタミン刺激（H）に対する蛍光

　　強度比の変化について

Co．，111　inois）により有意差検定を行った．

　オカダ酸およびヒスタミンは和光純薬工業（株），

イオノマイシンは　CA：LBIOCHEM，　ATP　は

SIGMA社製を用いた．

結 果

　1．ヒスタミン応答に対する雨漏ダ酸の作用

　HUVECにおいては，既に荒川ら1）が報告したよ

うに，10μMヒスタミン刺激（持続時間180秒）に

応答し，三相性のF340／F380変化が誘起される（図

1A，　B）．唐土ダ酸で潅流した場合，潅流後すぐにヒ

スタミン応答の変化は起こらなかった．0．2μMオ

カダ酸投与の例（図1A）では，潅流開始後10分間

はヒスタミン刺激によるF340／F380の増加は殆ど

変化を受けず，約20分後から抑制が明らかとなり，

（2）
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図2　オカダ酸前処理（0．5μM，1．0μM）による内

　　皮細胞の静止時細胞質カルシウム濃度の変化．

　　オカダ酸1．0μM前処理による静止時細胞質カ

　　ルシウムの減少は，危険率0．05％で有意であ
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また潅流時間に応じて抑制が進行していく事が観察

された．心底ダ酸の濃度を1μMとした例（図1B）

ではヒスタミンによるF340／F380応答は，0．2μM

の場合よりも速やかに抑制された．

　このように，ヒスタミン刺激によるF340／F380増

加に対するオカダ酸の抑制作用は，作用時間依存的

であった．抑制発現までの潜時が長いことが大きな

特徴であり，1μMオカダ酸を用いた場合では，約15

分を要した（n＝5）．またこのオカダ酸の抑制作用は

持続的でありKrebs液で20分以上洗い流した後も

回復しなかった（n＝3）．

　2．静止時細胞質カルシウムに対するオカダ酸の

　　作用

　オカダ酸は，ヒスタミン刺激時のF340／F380変化

のみならず，非刺激時のF340／F380（静止時F340／

F380）を減少させた．静止時F340／F380の減少作

用も，作用時間依存性であり，ヒスタミン応答の減

弱と同程度の潜時を示した（図2）．

　HUVECの静止時細胞質カルシウム濃度は120±

80nM（n＝14）であった．一方，0．5μMオカダ酸

前処理により63±42nM（n＝8），また1．0μMは

54±30nM（n＝6）と変化した．なお1．0μMオカ

ダ酸の静止時細胞質カルシウム濃度の低下は対照に

比し，危険率5％未満で有意であった（図2）．
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図3　内皮細胞のヒスタミン（H）あるいはATP
　　（A）刺激によるFura　2蛍光強度比（F340／

　　F380）の変化（A）と，オカダ酸1μM，1時間

　　前処理（B）の効果．

　3．オカダ酸前処理によるアゴニスト依存性カル

シウム応答の変化

　オカダ酸の直接の作用点は，細胞表面の受容体で

はなく，細胞内のホスファターゼである事から，オ

カダ酸のヒスタミン応答抑制は特異的な作用ではな

く，細胞内のCa貯蔵部位からのCa放出を起こす

アゴニストとは無関係に抑制することも考えられ

る．そこで強いCa放出作用を持つATPに対する

オカダ酸の作用を検討した．

　図3A　は対照としたオカダ酸無処理の　HUVEC

monolayerにおけるヒスタミン応答とATP応答の

1例である．ヒスタミン10μM（H）あるいはATP

lmM（A）により，潅流時間が短い場合には一過性

のF340／F380増加，潅流時間が長い場合にはそれに

続くプラトー状のF340／F380増加が見られた．

（3）
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図4　オカダ酸による血管内皮細胞の変化．無処理（A）及びオカダ酸0．5μM（B）または1．0μM（C）

　　で15分間インキュベート後，そしてオカダ酸1．OμMで15分間インキュベートした後Krebs液
　　にて24時間洗浄後（D）の位相差顕微鏡像を示す．図無一は50μMに相当する．

　図3Bは1．0μMオカダ酸で1時間前処理した例

で，ヒスタミン刺激によるF340／F380の変化は完全

に消失していた．一方，ATPによる応答も強い抑制

を受けたが，ヒスタミン応答とは少し異なり，弱い

F340／F380の増加と洗浄後にF340／F380の減少が

見られた．ヒスタミンのみならず，ATP応答に対し

てもオカダ酸前処理は強い抑制作用を示したことか

ら，細胞内のCa貯蔵部位が枯渇した可能性がある．

この可能性を検討するため，Ca－free／2　mM　EGTA

液中でイオノマイシンの作用を調べた．

　オカダ酸前処理標本では，潅流液を2mM　EGTA

を含むCa－free／2　mM　EGTA液（Ca－free／EGTA）

に変えても，F340／F380の変化は見られなかった

が，イオノマイシン（1．8　＃　M）を投与すると，一過

性に急激な細胞質カルシウム増加が起こった（図

3B）．この例のように，イオノマイシンは細胞外Ca

を除去した場合でも，HUVEC　monolayerにF340／

F380の増加を起こした（n＝3）．

　4．H：UVECの形態に対するオカダ酸の作用

　0．5μM（図4B）あるいは1．0μMオカダ酸（図

4C）で15分間処理した後のHUVEC形態変化を示

した．細胞の形態は，対照（図4A）の典型的な一層

敷石状配列に比して，オカダ酸添加により紡錘状か

ら徐々に球状に変化した．この形態変化は可逆的で

ありオカダ酸を洗浄することにより，数時間から数

十時間後には紡錘状の形態に復帰した（図4D）．ま

た，トリパンブルー染色により，オカダ酸処理後の

生細胞数の検討を行ったが，95％以上のviability

を認め，HUVECのオカダ酸処理による形態変化は

細胞の死に起因するものではなかった．

（4）
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考 察

　オカダ酸はクロイソ海綿（Halichondria　okadai）

から分離された生理活性物質で，強力なプロテイン

（セリン／スレオニン）ホスファターゼ（PrPase）活

性阻害作用を持っている．特に1型そして2A型の

PrPaseを特異的に阻害し9）10），細胞膜を透過するこ

とから，細胞の機能調節における細胞内情報伝達系

の研究に使用されている5）．我々は，HUVECをオカ

ダ酸で処理することにより，HUVECにおける蛋白

質燐酸化の役割を検討した．

　1．ヒスタミン応答に対するオカダ酸の作用

　HUVECにおいては，ヒスタミンによる細胞質カ

ルシウムの変化はH、受容体の活性化によるもので

あり，第1相は細胞内貯蔵カルシウムの放出により，

第2相は細胞外からのカルシウム流入によるとして

いる1）11）．これらの，ヒスタミン刺激に対する細胞質

カルシウムの状症は，オカダ酸で潅流開始後，15分

以降に抑制され，作用時間依存的であった．また1

μM純一ダ酸で前処理することにより，ヒスタミン

応答は完全に消失した（図3）．ヒスタミン刺激：によ

る細胞質カルシウムの増加は，二つの独立したメカ

ニズム，貯蔵部位からの細胞内カルシウムの放出と

細胞外からの持続的カルシウム流入の結果により生

じる．前者にはIP、の関与そして後者にはアゴニス

ト作動性Caチャネルがそれぞれ関与していること

から，感温ダ酸はこの二つの異なるメカニズムを共

に抑制する作用を持っていることとなる．

　Ca－free／2　mM　EGTA液中では，イオノマイシン

により一過性の細胞質カルシウムの上昇が見られた

（図3B）．この時，細胞外のカルシウムイオンを

EGTAにより除去してあるので，この細胞質カルシ

ウム増加は，イオノマイシンが細胞内カルシウム貯

蔵部位の膜に作用し，カルシウム透過性を高めた結

果起こったと解釈できる12）．従って，細胞内貯蔵部位

のカルシウムは枯渇したわけではないことから，細

胞内貯蔵部位へのカルシウムの再負荷機構は働いて

いると考えられる．オカダ酸前処理標本において，

ヒスタミンあるいはATPによる一過性の細胞質カ

ルシウム増加が起こらないのは，アゴニスト受容体

結合を含めカルシウム放出に至る情報伝達機構の過

程で，PrPaseがオカダ酸により阻害されたため，機

能蛋白質が見かけ上燐酸化を受けたことによる現象

と推定される．

　2．静止時細胞質カルシウムに対するオカダ酸の

　　作用

　HUVECの静止時の細胞質カルシウム濃度はす

でに報告13）14）があり，117±5nMあるいは112±8

nM　とされている．我々の実験結果，120±80　nM

（n＝14），はこれらの報告と極めて良く一致した．

　1μMオカダ酸前処理により，静止時の細胞質カ

ルシウム濃度は対照に比し有意に低下した（p＜

0．05）．オカダ酸前処理により細胞質カルシウムの静

止レベルが減少した標本では，Ca－free／2　mM

EGTA液潅流により，さらに細胞外のカルシウムを

除いても，それ以上の細胞質カルシウム濃度低下は

おこらなかった．このことは，三三ダ酸前処理標本

では，細胞外からのカルシウム流入が停止している

ことを示す．ヒスタミン刺激時のみならず静止時に

おいてもカルシウム流入が停止していること，そし

て細胞内カルシウム貯蔵部位への負荷がintactで

あることにより，持続的な細胞質カルシウム濃度減

少がおきたと結論できる．

　興味深いことに，二二ダ酸のヒスタミン応答に対

する作用，F340／F380増加の抑制と静止時細胞質カ

ルシウム減少は，潅流開始後15分以降に出現し，

Krebs液で洗浄しても短時間では回復が認められな

い点で共通していた．オカダ酸による蛋白の燐酸化

は，投与後15分で最大になるという報告15）を考慮

すると，オカダ酸により誘導された蛋白の燐酸化が

関与しているものと考えられる．HUVECにおいて

二二ダ酸による蛋白の燐酸化の詳細は不明である

が，ヒスタミン刺激による，二つの異なったカルシ

ウム応答さらにはATPによるカルシウム応答を共

に抑制したことから（図3），細胞膜表面の受容体や

カルシウムチャネルの過度の燐酸化により，受容体

の脱感作やチャネルの閉鎖を起こした可能性があ

る．ヒスタミンH、受容体はPKCによる燐酸化に

より，機能調節を受けている3）4）．PKCはプロテイン

（セリン／スレオニン）カイネースであることから，

その基質の二二酸化にはPrPase　2Aが関与する可

能性が高く5），オカダ酸により見かけ上，PKC活性

が増加したと解釈出来る．

　3．HUVECの形態に対する三三ダ酸の作用

　オカダ酸は，HUVECの紡錘型の形態を球形化さ

せた．この変化はトリパンブルーの取り込みを伴わ

ないことから，細胞の死による変化ではない．現在

までに，内皮細胞の形態に対する自弁ダ酸の効果に

（5）
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ついての報告はない．しかし，炎症を惹起する物質

の多くが，内皮細胞の形態変化を引き起こすことに

より血管壁の透過性を調節している16）こと，透過性

変化には細胞質カルシウム，cyclic　nucleotidesそし

てPKCが関与する17）こと，さらにカルシウム拮抗

薬の一部が球形化を防ぐ18）ことなどの報告を考慮

すると，オカダ酸によるHUVECの球形化のメカニ

ズムは興味深い．

　三門ダ酸による細胞の球形化には，細胞骨格ある

いは容積調節系19）の関与が考えられ，いずれの場合

にもカルシウム依存性の重合・脱重合あるいは燐酸

化の関与を考慮する必要がある．

　細胞骨格を構成する繊維成分として，微小管，ア

クチンフィラメント及び中間径フィラメントがある

が，これらの重合状態や集合形態は，細胞質カルシ

ウムを含め様々な因子により調節をうけている．ヒ

スタミン刺激時には，細胞質カルシウムの増加，F一

アクチンの減少そしてアルブミン透過性の増加が起

こる事7）が報告されている．またCaイオノフォア

により細胞質カルシウムを直接増加させた時，アル

ブミン透過性が増大する17）ことから，細胞質カルシ

ウムの増加は内皮細胞の形態変化をもたらし，透過

性を増すと考えられている．しかしオカダ酸により

HUVEC球形化が起こった状態では，細胞質カルシ

ウムは正常の約1／2に低下していたことから，Ca2＋

依存性の重合による形態変化と考えることはできな

い．

　興味深いことに，腸管の平滑筋スキンドファイバ

ー標本においては，0．1μM以上のオカダ酸により

カルシウム不在下で収縮が起こり，わずかなカルシ

ウムがあれば増強される20）．すなわちオカダ酸はカ

ルシウム非依存性に収縮を引き起こす働きがある．

このメカニズムは，ニワトリ砂嚢天然アクトミオシ

ン標本で詳細に検討された結果，オカダ酸の平滑筋

での収縮作用点は，Ca2＋カルモジュリンに非依存性

に活性化され，カルシウムにより活性がさらに増加

するようなミオシン軽鎖リン酸化酵素であろうと推

測されている21｝．

　HUVECにおいて，三二ダ酸がミオシン軽鎖の燐

酸化を起こすか否かは明らかではないが，内皮細胞

の収縮蛋白，アクチンとミオシンが平滑筋と極めて

よく似ていること7），さらにウシ肺動脈由来内皮細

胞の形態変化にミオシン軽鎖の燐酸化が伴うことが

知られている22）のでHUVECにおいてもオカダ酸

投与により，カルシウム非依存性にミオシン軽鎖の

燐酸化が生じ，アクチンとの相互作用で細胞の球形

化が生じた可能性が考えられる．もしミオシン軽鎖

の燐酸化が細胞の機能と形態を変化させたとすれ

ば，炎症や動脈硬化の発症における各種炎症誘起物

質の役割を考えるうえで興味深い．

結 論

　HUVECにオカダ酸を投与し，細胞質カルシウム

と形態の変化を観察し以下の結果を得た．

　L　オカダ酸は，HUVECにおけるヒスタミンに

よる細胞質カルシウムの上昇を，時間依存的に抑制

した．

　2．LOμMオカダ酸は，静止時細胞質カルシウ

ムを対照に比し有意に低下した．

　3．オカダ酸は，HUVECの形態を球形に変化さ

せた．

　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲賜りました

東京医科大学内科第三講座，伊藤久雄教授に深甚な

る謝意を表しますとともに，本研究にあたり御鞭燵

を頂いた第一生理学教室，登坂恒夫教授に深謝致し

ます．また，御協力頂きました教室員各位に感謝申
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