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カルシウムイオノフォアで培養毛様体上皮細胞内カル

シウムイオン濃度を上昇させ,上皮細胞の cAMP系作

動薬に対する反応性の変化を検討 した。受容体を介して

cAMP系 を活性化する vasoactive intestinal peptide

やイソプロテレノールでは,カルシウムイオノフォア前

処置で cAMPの 産生量は増大 した。受容体 を介 さず

cAMP系 を活性化するフッ化ナ トリウムやフォルスコ

リンでは,カ ルシウムイオ ノフォアで前処置 しても

cAMPの産生量は変化 しなかった。Vasoactive intesti‐

nal peptideと イソプロテレノールで認めたカルシウム

イオノフォア前処置によるcAMP産生量の増大は,カ

ルシウムーカルモジュリン依存性蛋白リン酸化酵素阻害
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剤で抑制された。今回の結果から,カ ルシウムイオンの

作用は,受容体を介する系と受容体を介さない系ではそ

の影響が異なっており,カ ルシウムイオンはカルシウム

ーカルモジュリン依存性蛋白リン酸化酵素を介して,そ
の作用を発現 している可能性が示唆された。 (日 眼会誌

99:392-396, 1995)
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Abstract

I investigated stimulation of cyclic adenosine 3': NaF and FSK. The activating effect of A23187 was

5'-monophosphate (cAMP) production by vasoactive inhibited by calcium/calmodulin-dependent protein

intestinal peptide (VIP), isoproterenol (ISO), sodium kinase inhibitor (W-7). I speculate that calcium ions

fluoride (NaF), and forskolin (FSK) in cultured have different effects on receptor-mediated cAMP

chick embryo ciliary epithelium (CE). In order to pathway and non-receptor-mediated cAMP path-

clarify the influence of intracellular calcium ions on way, and that calcium ions modulate the cAMP

cAMP production when CE was activated by cAMP pathway through the calcium/calmodulin-
activating agents, I also studied the effects of cal- dependent protein kinase. (J Jpn Ophthalmol Soc

cium ionophore (A23187) on VlP, ISO NaF, and FSK 99:392-396, 1995)

stimulated cAMP production. After stimulation
with VIP, ISO, NaF, and FSK, a concentration Key words: Ciliary epithelia, lntracellular signal

dependent increase in cAMP leyel was observed. transduction system, Calcium ions,

Addition of A23187 activated VIP and ISO stimula- Calcium/calmodulin-dependent pro-

ted cAMP production. However, A23187 had no tein kinase, Adenylate cyclase

effect on the cAMP level when CE was stimulated by

I緒  言

毛様体上皮細胞は眼圧調整機能の主たる役割を担って

おり,そ の房水産生能は細胞外からの神経刺激ホルモン,

およびプロスタグランディンに代表されるオータコイド

などの刺激により調節されるといわれているが,そ の詳
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細は明らかではない1)。

細胞外からの様々な刺激は細胞

内情報伝達系を介して細胞機能を調節する。毛様体上皮

細胞の細胞内情報伝達系には,ア デニル酸シクラーゼ

cychcAMP系 (cAMP系 )2)3)と イノシトールリン脂質代

謝回転系4)5)が 存在することが明 らか となっている。

cAMP系 ではcAMP6)が 細胞内情報伝達物質 として働

き,イ ノシトールリン脂質代謝回転系が刺激されると,

ジアシルグリセロールとイノシトール 1,4,5-三 リン酸が

産生され,ジ アシルグリセロールを介 しプロテインキ

ナーゼ C(PKC)が活性化され5),イ ノシトール 1,4,5‐三

リン酸を介し細胞内カルシウムイオン濃度が上昇し7),

房水産生機能を調節していると考えられる。β遮断薬点

眼で房水産生が減少す ることが明 らか となっている

が8),_方 フォルスコリン9)や グリセオール酸10)な どの細

胞内 cAMPを上昇させる薬剤でも房水産生が減少する

ことが報告されており,少なくとも細胞内cAMPは房水

産生に密接に関与している1).眼科臨床の場では,緑内障

に対しコリン作動薬,交感神経刺激薬や交感神経遮断薬

が使用され併用例も多 く,毛様体上皮細胞は細胞外から

様々な情報刺激を受けているH).

近年,細胞内情報伝達系レベルで,ある情報伝達系が

他の情報伝達系を活性化 した り抑制すること (ク ロス

トーク)が証明されてきた12)13)。 すなわち,1つ の情報伝

達系は他の情報伝達系の影響を受けており, 1つ 1つ の

情報伝達系が独立して細胞機能を調節しているのではな

い。毛様体上皮細胞でもPKCと cAMP系の間にクロス

トークが存在することが報告
2)14)15)さ れているが,細胞機

能の調節に重要な役割を担っている細胞内カルシウムイ

オンとcAMP系のクロス トークは明 らかとなっていな

い。今回,細胞内カルシウムイオン濃度の上昇が cAMP
系へどのような影響を与えるか明らかにする目的で,カ

ルシウムイオノフォアで細胞内カルシウムイオン濃度を

上昇させたときに,培養家鶏胚毛様体上皮細胞のcAMP
系作動薬に対するcAMP産生能がどのように変化する

か検討したので報告する。

II実 験 方 法

1.培 養 細 胞

培養細胞は,形質転換や腫瘍化を起 こさず増殖する細

胞系である家鶏胚毛様体上皮細胞を用いた。Mishima

ら16)の
方法に従い,家鶏胚 11日 目の毛様体突起部から分

離した毛様体上皮細胞を牛胎児血清 10%加ダルベツコ

変法イーグル培地で 3～ 4週間初代培養し,コ ンフルエ

ントになったものを使用した。実験に使用する前に,牛
胎児血清を含まないイーグル培地で培養細胞を洗浄し実

験 を行 った。毛様体上皮細胞 を3-isobutyl‐ 1‐methyl―

xanthin(IBMX),カ ルシウムイオノフォア (A23187),

カルシウムイオノフォアとカルシウムーカルモジュリン

依存性蛋自リン酸化酵素阻害剤 (W-7)で 30分間前処置
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し,こ れら3群を各種 cAMP系作動薬で 15分間刺激し,

カルシウム作動薬を用いない状態でcAMP系 を刺激し

たときのcAMP産生量と,A23187で細胞内カルシウム

濃度を上昇 させた状態で cAMP系 を刺激 した ときの

cAMP産生量を比較した。また,W-7を A23187に加え

カルシウムーカルモジュリン依存性蛋自リン酸化酵素の

活性化を阻害することで A23187の cAMP産生への影

響がどう変化するか調べた。

2.使 用 薬 剤

すべての実験には,産生された cAMP分解抑制のた

め,lmMの IBMXを含むイーグル培地を薬剤の溶液と

して用いた。培養に使用したグルベッコ変法イーグル培

地は日水製薬 (東京)か ら,牛胎児血清はGIBCO(USA)

から入手 した。カルシウムイオノフォア (A23187)は

Sigma(USA)か ら,カ ルシウムーカルモジュリン依存

性蛋白リン酸化酵素阻害剤 (W-7)は生化学工業 (東京)

から入手 した。cAMP系作動薬 として,vasoactive intes‐

tinal peptide(VIP)は Bachem(USA)か ら, イソプ

ロテレノール(ISO),フ ッ化ナ トリウム(NaF)は Sigma

(USA)か ら入手し,フ ッ化ナ トリウムは 20μ Mの AlC13

に溶解して使用した。フォルスコリン (FSK)は Calbio―

chem(USA)か ら入手した。

3。 cAMPの定量

検体の調整は,培養細胞を lmMの IBMXを 含む各

薬剤で刺激 した後,氷冷した 10%過塩素酸で反応を停止

した。次いで細胞を破砕し,2,000× gで 10分間遠心分離

した。上清を 2規定の水酸化カリウムで中和し,cAMP
測定用検体 とした。cAMP量 は,ヤ マサ社製 cAMP測定

キット「ヤマサ」を用いラジオイムノアッセイ法で測定

した。沈澄は,Lowry法で蛋白定量を行い,蛋自 l mgあ

たりのcAMP量 を比較した。測定値の統計処理は,分散

分析を行い,有意差を検定した。図には平均値 と標準誤

差を表示した。

III 結  果

1.ベースラインの cAMP量
lμMの A231867,100 μMの W-7を 30分 間反応 さ

せたときのベースラインの cAMP量 の変化を調べた。全

く薬剤を使用 しなかった群 (Pre)に比べ,IBMXを 単独

反応 させ た群,IBMXと A23187を 反応 させ た群 ,

IBMXと W‐ 7を 反 応 さ せ た 群,お よ び IBMXと
A23187と W‐ 7を 反応させた群 は有意にcAMP量 が増

大した (p<0.05)。 4群の間にはcAMP量 に有意差はな

かった (図 1).

2.A23187,W‐ 7前処置後 cAMP系作動薬刺激によ

るcAMP量 の変動

IBMXを 30分間単独反応させた群 (A23187(― )群 ),

A23187を 反応させた群 (A23187(十 )群),A23187と
W-7を併用 した群 (A23187+W-7群 )の 3群にcAMP
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図 1 培養毛様体上皮細胞でカルシウムイオノフォア

(A23187),カ ルシウムーカルモジュリン依存性蛋

白リン酸化酸素阻害剤 (W‐7)処理がベースライン

σ)cyclic adenosine 3′ : 5‐ monophosphate

(cAMP)量 に与える影響 (n=4).

I:Bヽ 4Xl:3‐ isobutyl‐ 1‐ rnethylxanthin

バーは標準誤差を示す
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図 2 培養毛様体上皮細胞で A23187,W‐ 7前処置が

vasoactive intestinal peptide(VIP)の cAMP産
生量に与える影響 (n=6).

白丸 :A23187(― )黒 丸 :A23187(十 )三 角 :

A23187+ヽV7
バーは標準誤差 を示す

系作動薬で 15分間細胞刺激を行い,A23187,W‐ 7前処

置が cAMP産生能を変化させるか否かを調べた。

1)VIP刺激 :10-8～ 10-6Mの VIPで毛様体上皮細胞

を刺激した場合,cAMP産生量は濃度依存性に増大した

(図 2)。 A23187で前処置すると,VIPに よるcAMP産
生 は統計学的 に有意 に活性化 された (p<0.005)。

A23187前処置によるcAMP産生能の活性化は,W-7を

加えることで消失した。

2)イ ソプロテレノール刺激 :10-6～ 10“Mの イソプ

ロテレノールで刺激 した場合,cAMP産生量は濃度依存

性に増大した (図 3)。 A23187で前処置すると,イ ソプ

ロテレノールによるcAMP産生は活性化され,統計学的

に有意差があった(p<0.005)。 この活性化は,W-7を加

日眼会誌 99巻  4号
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図 3 培養毛様体上皮細胞で A23187,W‐ 7前処置が

イソプロテレノール (ISO)の cAMP産生量に与え

る影響 (n=6).

白丸 :A23187(― )黒 丸 :A23187(十 )三 角 :

A23187+ヽV7
バーは標準誤差を示す
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図 4 培養毛様体上皮細胞で A23187前 処置がフッ

化ナ トリウム (NaF)の cAMP産生量に与える影響

(n=6).

自丸 :A23187(― ) 黒丸 :A23187(十 )

バーは標準誤差を示す
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図 5 培養毛様体上皮細胞で A23187前 処置が フォ

ルスコリン (FSK)の cAMP産生量に与える影響

(n=6)。

自丸 :A23187(― ) 黒丸 :A23187(十 )

バーは標準誤差を示す

えることで有意に抑制された (p<0.05)。

3)フ ッ化ナ トリウム刺激 :10-3～ 10-lMの フッ化ナ

トリウムで刺激した場合,cAMP産生量は濃度依存性に

増大した (図 4)。 A23187前処置の有無でcAMPの産生
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動物種,組織により,イ ノシトールリン脂質代謝回転系

とcAMP系の相互作用は多彩で,こ れらの相互作用につ

いて現時点で一様に議論はできない。今回の培養家鶏胚

毛様体上皮細胞での結果は,ヒ ト神経芽細胞腫細胞 18)ゃ

ラット松果体細胞19),ヒ ト好中球20),ブ タ好中球21)の反応

ときわめて類似しており,牛角膜内皮細胞22)や ヒト血小

板
23)と は異なり,カ ルシウムイオンは培養家鶏胚毛様体

上皮細胞では,膜受容体を介してcAMP系が刺激された

とき協調的に働 くことが示唆された。我々の教室で家鶏

胚毛様体上皮細胞 をフォルボールエステルで処理 し

PKCを活性化すると,イ ソプロテレノールでβ‐ア ドレ

ナリン受容体を刺激 したときのcAMP産生能は抑制 さ

れ,フ ッ化ナトリウム,フ ォルスコリンで受容体を介さ

ずにcAMP系 を刺激したときのcAMP産生能には影響

しなかった2)。

同一組織でカルシウムイオンとPKCの
cAMP系 に与える影響が異なっていることから,カ ルシ

ウムイオンとPKCは そのバランスで cAMP系 を修飾

している可能性がある17).

カルシウムイオンのcAMP系への作用点であるが,今

回カルシウムイオン濃度を上昇させたとき膜受容体を介

する刺激ではcAMP産生が活性化され,膜受容体を介さ

ない刺激ではカルシウムイオン濃度上昇はcAMP産生

に全 く影響しなかった。したがって,細胞内カルシウム

イオンの濃度上昇で膜受容体が何 らかの修飾を受け,

VIP,イ ソプロテレノールで膜受容体を刺激したときの

cAMP産生が活性化された可能性がある。つまり,培養

家鶏胚毛様体上皮細胞では,PKCと 同じくカルシウムイ

オンの作用点も膜受容体であると思われる。

また,培養家鶏胚毛様体上皮細胞でのカルシウムイオ

ノフォアによるcAMP産生能の活性化は,カ ルシウム

ーカルモジュリン依存性蛋自リン酸化酵素阻害剤の W‐

7を加えることで抑制された。細胞内のカルシウムイオ

ン濃度が上昇するとカルモジュリンが活性型となり,カ
ルシウムーカルモジュリン依存性蛋自リン酸化酵素が活

性化される17).カ ルシウムーカルモジュリン依存性蛋白

リン酸化酵素は基質特異性が広 く,多 くの蛋白質のリン

酸化を触媒することが知られている26)。 これらから,カ ル

シウムイオノフォアは細胞内カルシウムイオン濃度を上

昇させ,カ ルモジュリンを介しカルシウムーカルモジュ

リン依存性蛋白リン酸化酵素を活性化 しcAMP系の膜

受容体をリン酸化することで,その活性を修飾した可能

性が示唆される。今回の結果から,cAMP系 はその活性

化の程度が PKCの みならず,カ ルシウムイオンによっ

ても修飾を受けることが明らかとなった。今後,毛様体

上皮細胞の房水産生機能の検討を行う際, 1つ 1つ の情

報伝達系の検討に伴い,ク ロス トークの存在を念頭にお

くことが必要と考えられる。

稿を終えるにあたり,ご校閲頂きました調枝寛治教授に深

謝申し上げます。また,終始ご指導頂きました三嶋 弘助教授

量に差はなかった。

4)フ ォルスコリン刺激 :10-6～10-4Mの フォルスコ

リンで刺激 した場合,cAMP産 生量は濃度依存性に増大

した(図 5)。 A23187前処置の有無で cAMPの産生量に

差はなかった .

IV考  按

眼圧調整 をつかさどる毛様体上皮細胞では,cAMP
系2)3)6)と イノシ トールリン脂質代謝回転系4)5)7)17)の

少な

くとも2種類の細胞内情報伝達系の存在が明らかとなっ

ている。以前,我々の教室から家鶏胚毛様体上皮細胞に

おいて PKCの cAMP系 に及ぼす影響を報告
2)し た。今

回,毛様体上皮細胞の情報伝達系のクロストークの中で,

カルシウムイオノフォアで細胞内カルシウムイオン濃度

を上昇させたとき,培養家鶏胚毛様体上皮細胞の cAMP
系作動薬に対するcAMP産生能がどう変化するか検討

した.そ の結果,培養家鶏胚毛様体上皮細胞では,カ ル

シウムイオノフォア前処置 を行い,膜受容体を介する

VIPと イソプロテレノールで cAMP系 を刺激すると,

PKCと 異なりcAMP産生能は増大し,GTP結合蛋白や

アデニル酸シクラーゼを直接刺激するフッ化ナ トリウム

とフォル ス コ リンではカル シウムイオ ノ フォアは

cAMP産生能に全 く影響 しないことが明らかとなった。

従来,カ ルシウムイオンの cAMP系へ与える影響につ

いては,毛様体上皮以外の様々な組織で報告
18)～ 23)さ れて

いる。 ヒト神経芽細胞腫細胞やラット松果体細胞でカル

シウムイオンを増大させると,プロスタグランジンEl

(PGEl)受 容体刺激によるcAMP産 生が活性化 され

る18)19)。
同 じくヒトやブタの好中球でも,イ オノフォア処

理によリイソプロテレノール,PGEl刺激時の cAMP産
生が増大 し, この効果はカルシウムーカルモジュリン依

存性蛋白リン酸化酵素阻害剤で抑制される20)21)。 これら

の組織では, 2つの情報伝達系が協調的に働いているよ

うに思われる。一方,牛角膜内皮細胞では,イ オノフォ

ア処置でイソプロテレノールやフォルスコリンによる

cAMP産生が著明に抑制された22)。 また,ヒ ト血小板で

も,PGEl受容体刺激によるcAMP産生がカルシウムイ

オノフォア処理で抑制される23)。 これらの細胞では,逆 に

カルシウムイオンはcAMP系 に抑制的にイ動いていると

考えられる。

PKCの cAMP系への影響に関しては,多 くの報告が

なされている。ラットの網状赤血球細胞で PKCを ホル

ボールエステルで活性化すると,β‐アドレナリン受容体

刺激での cAMP産生能は抑制される24).自色家兎毛様体

ではPKCを 活性化すると,イ ソプロテレノール,VIP,
フッ素イオンのcAMP産 生能が増大するが15),カ ルバ

コールで細胞内カルシウムイオンを上昇させると同時に

PKCを活性化すると,イ ソプロテレノール,VIP,PGE2,
フォルスコリンのcAMP産生が抑制される25)。 っまり,
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ならびにご助言 を頂 きました薬学科の石橋貞彦教授 ,黒川知

則講師に御礼申し上 げます。なお,本論文の要旨は,第 98回

日本眼科学会総会で発表 した .
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