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Cytochrome P450(CYP)阻 害 薬 に よ り調 節 され る

血 管 内 皮 細 胞 内 カ ル シ ウム イ オ ン濃 度 とNO産 生 の検 討
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NOを は じめPGI2や 内皮依 存性 過分極 因子(EDHF)

な どの 内皮 依 存 性 血管 拡 張 因 子 の産 生 が 内 皮細 胞

内Ca2+濃 度 の変 化 によ り調 節 され る こ とが 認 め

られ て い る。最 近 、EDHFの 本 態 がcytochrome

 P450(CYP)に よ り 代 謝 さ れ るepoxyeicosa

 trienoic acids(EETs)で あ る可能 性が 示唆 され て い

る が、CYPの 内皮 細胞 内Ca2+濃 度 調 節 に及 ぼす

影 響 につ いて は 多 くの 点が 明 らか で はな い 。 本研

究で はCYP阻 害 作用 を持つ イ ミダ ゾー ル化 合物 を

用 いbradykinin(BK),thapsigargin(TG)刺 激時

の血管 内皮 細胞 内Ca2+濃 度変化 お よびNO産 生 に

及 ぼす影響 につ い て検 討 した。

【方 法】

対 象 と して ブ タ大 動 脈 初代 培 養 血管 内皮 細 胞 を用

い た。CYP阻 害 作用 を持 つイ ミ ダゾ ール化 合 物 と

してSKF96365(SKF,10-200μM)と エ コ ナ ゾー

ル(1-20μM)を 使 用 した 。 また 、 ア ゴニ ス トと し

てBK(10nM)とTG(1μM)を 用 いた。細胞 内Ca2+

濃度 測 定 はfura-2(2μM)負 荷 法 によ り画 像解 析

しF340/380を 算 出 した。NOx産 生量はHPLC

法 によ り測 定 した。

【結 果】

1)レ セ プター依 存性 アゴニ ス トで あるBK刺 激時 、

内皮 細胞 内Ca2+濃 度 はコ ン トロー ル値

(F340/380:0.9±0.2)か ら速 や か に上 昇 し(peak

 F340/380:5.5±0.7)、 そ の 後 緩 や か な低 下 を示

した(Fig.1)。2)SKF100μMを10分 間 前投与 す

る とBKに よ る細 胞 内Ca2+濃 度 の上 昇は著 明 に抑

制 された(peak F340/380:1.2±0.3)(Fig.1)。3)

BKに よ る細 胞 内カル シ ウム濃度 上昇後 にSKFを

投 与 す る と細 胞 内Ca2+濃 度 は減 少 し、SKFの

wash-outに よ り細胞 内Ca2+濃 度 は再 度 上昇す る

ことが認 め られ た(Fig.2)。4)SKFはBKに よる

細胞 内Ca2+濃 度 の上 昇 を濃 度 依 存 的 に抑 制 した

(F340/380:4.7±1.1(0μM),4.6±0.7(10μM),

2.8±1.0(50μM),1.7±0.6(100μM),1.2±0.3

(200μM))(Fig.3)。

5)細 胞 内Ca2+ス トア 部位Ca2+-ATPaseの 選 択 的

阻害 剤で あるTG投 与 によ り、細胞 内Ca2+濃 度 は

コ ン トロー ル値(F340/380:0.8±0.2)か ら約2分

で ピー ク(F340/380:5.3±0.7)に 達 し、 そ の後 も

持続 的な 上昇 を示 した。6)SKFはTGに よ る細 胞

内Ca2+濃 度 の 上 昇 を 濃 度 依 存 的 に 抑 制 し た

(F340/380:4.5±0.2(0μM),3.3±0.3(10μM),

1.8±0.2(50μM),1.5±0.2(100μM),1.2±

0.2(200μM)。7)TGに よる細胞 内 カル シ ウム 濃度

上昇 後 にSKFを 投与 す る と細胞 内Ca2+濃 度 は減

少 し、SKFのwash-outに よ り細胞 内Ca2+濃 度

は 再度 上 昇す る ことが 認 め られ た。8)エ コナ ゾー

ル はBK,TG刺 激 によ る細 胞 内
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Ca2+濃 度 の上 昇 を濃度 依 存 的に抑 制 した(vs BK:

5.2±0.9(0μM),3.3±0.3(1μM),2.6±0.6(5μM),

1.2±0.3(10μM)1.2±0.3(20μM)、vsTG:5.3

±0.7(0μM),4.3±0.4(1μM),3.6±1.1(5μM),

1.3±0.2(10μM),1.1±0.1(20μM))。

9)BK刺 激 によ る内 皮依 存 性NOx産 生 は、SKF

に よ り濃 度 依 存 的 に抑 制 され る 傾 向が 認 め られ た

(Fig.4)。

【考察 】

CYP阻 害薬 と して知 られ るイ ミダ ゾー ル化 合物 は

ア ゴニス ト刺 激時 の 内皮細胞 内Ca2+濃 度 上昇 を抑

制 し、NO産 生 を低 下 させ る こ とが認 め られ た。

CYPはEDHF産 生 を調節 す る ばか りでな く、血

管 内皮 細胞 内Ca2+濃 度 を調 節 し、NO産 生 を調節

し、 内皮 依 存 性血 管 拡 張 反 応 に 深 く関 わ る ことが

示唆 された 。

Figure 1. Effect of SKF on BK-induced Ca2+influx.. 

BK (10nM) was administered at specified time in the 

presence (closed circles) or absence (open circles) of 

SKF (100ƒÊM).

Figure 2. Effect of SKF on BK-induced Ca2+response.

 SKF was administered 6min after the treatment of BK

 for 7 min, and then removed.

Figure 3. Dose-dependent effects of SKF on BK

 induced Ca2+influx. The cells were pretreated with 

various concentrations of SKF (10-200ƒÊM) for 10 min 

before the addition of BK (10nM).

Figure 4. Effect of SKF on BK induced NOx 

production. The cells were pretreated with various 

concentrations of SKF (10-100ƒÊM) for 10 min 

before the addition of BK (10nM). Samples are taken 

10 min after the addition of BK.


