
各種 刺激 物 質 に よる肥 満細胞 の
45Ca uptakeとCa2+拮 抗 剤

岡山大学三朝分院内科

谷 崎 勝 朗 ・ 駒 越 春 樹 ・ 周 藤 真 康

岡山大学第2内科

大 谷 純 ・ 貴 谷 光 ・ 松 香 陽 子 ・ 木 村 郁 郎

クレイ トン大学内科

赤 木 克 己 ・Robert G. Townley

(昭 和58年1月27日 受 稿)

Key words:肥 満 細 胞, 45Ca uptake,

Ca2+拮 抗 剤

緒 言

肥 満 細 胞 か らのChemical mediatorの 遊 離 は,

 IgEの 関 与 す る 抗 原 抗 体 反 応 の 際1)ば か りで な

く, comp 48/802), con A3), Ca ionophore A

231574), dextran5), band-2 protein6)な どに よ る

刺 激 の 際 に も観 察 され,い づ れ もCa2+依 存 性

で あ る.最 近 平 田 ら7),石 坂 ら8)は,抗 原 やcon A

刺 激 に よ り細 胞 膜 面 でphospholipid methyla

tionが お こ り,そ の 結 果calcium gateが 開 い て

細 胞 内 へ のCa2+が と り こ ま れ,ひ きつ づ き ヒ

ス タ ミ ン 遊 離 が 惹 起 さ れ る と報 告 し て い る.こ

の 細 胞 外Ca2+の 細 胞 内 へ の 取 り こ み の 機 序 や

程 度 は,刺 激 物 質 に よ り異 な る.抗 原 やcon A

刺 激 の 場 合 に は, phospholipid methylationに

よ りcalcium gateが 開 きCa2+が 細 胞 内 へ 取

りこ まれ る が, comp 48/80やCa ionophore A

23187で はphospholipid methylationは 惹 起 さ

れ な い7). Ca ionophore A23187で は, Ca2+は

calcium gateを 通 らず 直 接 細 胞 内 へ 取 り こ ま れ

る.ま たcomp 48/80で は,抗 原 刺 激 の 場 合 に 比

べ 細 胞 外Ca2+へ の 依 存 性 は 低 い9)と 云 わ れ て

い る.

Ca2+の 細 胞 内 へ の 取 りこ み と ヒス タ ミ ン遊

離 とはほぼ平行関係10)に あ り,肥満細胞のCa2+

 uptakeが 抑制されればヒスタミン遊離も抑制 さ

れると考 えられている.本 論文では, Ca2+ up

takeの 機序がそれぞれ異なる抗原, comp 48/80,

 con A, Ca ionophore A23187を 用 い,こ れ

ら刺激物質による肥満細胞のCa2+ uptakeに 対

す るCa2+拮 抗 剤nifedipineの 抑制作用につい

て比較検討 した.

対象な らびに方法

体 重200～250gの 雄 または雌 のSprague-

Dawley系 ラ ットを使用した. ovalbumin 50mg/

mlお よびBordetella Pertussis 8×108/mlを

含 む生理 食塩水0.5mlを,両 側大腿部に筋肉内

注射することによりラッ トを感作10)し,感 作後

10～12日 で屠殺 し腹腔肥満細胞 を採取 した.こ

の肥満細胞 は抗 原(ovalbumin)刺 激 時の45Ca

 uptakeの 実験に供 した.

ラ ッ ト腹腔肥満細胞は, 40%(w/v)お よび56

%(w/v)BSA溶 液に よる2段 階濃度勾配法に よ

り分離 した.腹 腔か ら採取 した肥満細胞 を50×

G, 10分 間遠心 した後,細 胞浮遊液を作成 した.

試 験管(15×102mm)に まず2mlの56%(w/v)

BSAを 入 れ,つ いで2mlの40%(w/v)BSAを
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重 層 し,最 後 に 肥 満 細 胞 浮 遊 液2mlを 重 層 し

た.こ の 試 験 管 を室 温 で20分 間 静 置 し た 後, 300

×G, 20分 間 遠 心 し,第3層 の56%(w/v)BSA

に 集 積 し た 肥 満 細 胞 を採 取 した.今 回 の 実 験 に

供 さ れ た 肥 満 細 胞 のpurityは94.5±0.7%で あ

っ た.

肥 満 細 胞 のCa2+ uptakeはRanadiveら11)の

方 法 に 準 じて 行 っ た.各 試 験 管 に0.1mlの45Cal

cium chloride(3μCi/0.1ml)お よ び そ れ ぞ れ

ovalbumin(10μg/ml), comp 48/80(10μg/ml),

 con A(10μg/ml), Ca ionophore A23187(25

μg/ml)を 含 むTyrode液0.7mlを 入 れ, 37℃ 恒

温 槽 で あ らか じめ 温 め た.そ して, 0.2mlの 肥

満 細 胞 浮 遊 液(2.5-10×104/0.2ml)を 加 え,お

だ や か に 振 盪 させ な が ら10分 間incubateし た.

 incubation終 了 後 あ ら か じめ 氷 で 冷 や し た 生 理

食塩 水5mlを 加 え 反 応 をstopさ せ た 後, 300×

G, 10分 間 遠 心 を行 っ た.こ の 生 理 食塩 水 に よ

る 洗 滌 を2回 くりか え し た後, glass microfiber

 filter(Gelman, Type A/E, Pore size 0.2-10

μm)に よ り残 存 す るfreeの45Caを 除 去 し, liquid

 scintillation counterに よ り細 胞 に と りこ ま れ

た45Caのradioactivityを 測 定 し た.

Ca2+拮 抗 剤 の 抑 制 作 用 は,肥 満 細 胞 を 各 種 濃

度 のnifedipineでpreincubationす る こ とに よ り

検 討 し た. BSA濃 度 勾 配 法 に よ り分 離 し た 肥 満

細 胞 を0, 0.05, 0.5, 5.0, 50μg/ml(final con

centration)濃 度 のnifedipineで37℃, 30分 間

preincubationし た.そ の 後 細 胞 を 洗 浄 し, 105

肥 満 細 胞/0.2mlに 細 胞 数 を調 整 し, 45Ca upta

keの 実 験 に 供 し た.な お 全 て の45Ca uptakeの

実 験 はtriplicateで 行 っ た.

成 績

抗 原 刺 激 時 お よ び 生 理 食塩 水 添 加 時 の 肥 満 細

胞 の45Ca uptakeを 細 胞 数 に よ り比 較 検 討 し た.

 ovalbumin刺 激 時 に は,肥 満 細 胞 数2.5×104で

そ の45Ca uptakeは354±14cpm(Mean±SEM)

で あ っ た.同 様 に 肥 満 細 胞 数5×104, 10×104

で は45Ca uptakeは そ れ ぞ れ634±10cpm, 1383

±36cpmで あ り,細 胞 数 の 増 加 に 比 例 して45Ca

 uptakeは ほ ぼ 直 線 的 に 亢 進 す る傾 向 が み られ た.

一 方 抗 原 の 代 りに 生 理 食塩 水 を 添 加 し た 場 合 は,

肥 満 細 胞 数2.5×104, 5×104, 10×104で の45Ca

 uptakeは そ れ ぞ れ182±23cpm, 280±25cpm,

 348±28cpmで あ り,抗 原 刺 激 時 の ご と き45Ca

 uptakeの 著 明 な 亢 進 は み ら れ な か っ た が,細 胞

数 の 増 加 に と も な い若 干 の 増 加 傾 向 が み ら れ た.

ま たblank(no cell)の45Ca radioactivityは114

±15cpmで あ っ た(図1).

肥満細胞数

図1.肥 満 細 胞 数 と45Ca uptakeの 関係

抗 原刺 激(●-●),対 照(●---●)

各 種 刺 激 物 質 に よ る 肥 満 細 胞 の45Ca uptake

は,図2に 示 す ご と くで あ る.肥 満 細 胞 数105で

の45Ca uptakeは, ovalbumin(10μg/ml)刺 激

で は1469±94cpm, comp 48/80(10μg/ml)で は

947±43cpm, con A(10μg/ml)で は1154±43

cpm, Ca ionophore A23187(25μg/ml)で は

1128±84cpmで あ り,い づ れ も対 照(274±20

cpm)に 比 べ 有 意 の45Ca uptakeの 亢 進 が 観 察 さ

れ た(図2).

ovalbumin刺 激 に よ る肥 満 細 胞 の45Ca upta

keに 対 す るnifedipineの 抑 制 作 用 を,そ の 抑 制

率 で検 討 す る と以 下 の ご と くで あ っ た. nifedipine

濃 度0.05, 0.5, 5.0, 50μg/mlで そ の 抑 制 率 は そ

れ ぞ れ10±4.9, 41±5.5, 64±4.0, 38±2.3%で

あ り, dose-dependentな 抑 制 効 果 を示 し た.そ
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図2.各 種 刺 激 物 質 に よ る肥 満細 胞 の
45Ca uptake

図3. Ovalbumin刺 激 に よ る肥 満 細 胞 の
45Ca uptakeに 対 す るNifedipine

の抑 制 効 果

の 抑 制 率 はnifedipine 5.0μg/mlで 最 も 高 く, 50

μg/mlの 高 濃 度 で は む し ろ抑 制 率 は 低 下 す る傾

向 が み ら れ た 。 す な わ ち,抗 原 刺 激 に よ る肥 満

細 胞 の45Ca uptakeに 対 して は, 0.05～5.0μg/ml

の 範 囲 でnifedipineはdose-dependentな 抑 制 作

用 の あ る こ とが 示 さ れ た(図3).

comp 48/80刺 激 に よ る 肥 満 細 胞 の45Ca upta

keに 対 す るnifedipineの 抑 制 作 用 は,抗 原 刺 激

時 と ほ ぼ 同 じ傾 向 で あ っ た. nifedipine濃 度0.05,

 0.5, 5.0, 50μg/mlで そ の 抑 制 率 は そ れ ぞ れ9.0±

4.9, 44±7.2, 58±3.6, 37±3.6%で あ り, nife

dipine 5.0μg/mlで 最 も 高 い 抑 制 率 が 示 さ れ た

(図4).

図4. Comp 48/80刺 激 に よ る肥 満 細 胞 の45Ca

 uptakeに 対 す るNifedipineの 抑 制 効 果

con A刺 激 の 際 のnifedipineの 抑 制 作 用 は,抗

原 お よびcomp 48/80と は 最 高 抑 制 率 を 示 す 濃 度

に 差 が み られ た が,全 般 的 に は 前2者 の 場 合 と

類 似 した もの で あ っ た. nifedipine 0.05, 0.5, 5.0,

 50μg/mlで の45Ca uptake抑 制 率 は そ れ ぞ れ41

±11, 62±5.5, 46±11.5, 42±12.9%で あ り,

そ の 抑 制 率 は0.5μg/ml濃 度 で 最 高 を示 し, 5.0,

 50μg/mlの よ り高 い 濃 度 で は 抑 制 率 が む し ろ 低

下 す る 傾 向 を 示 し た.す な わ ち, con A刺 激 で

は,抗 原 やcomp 48/80刺 激 に比 べnifedipineの

図5. Con A刺 激 に よ る肥 満 細 胞 の45Ca uptake

 に 対 す るNifedipineの 抑 制効 果
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抑 制 作 用 は よ り低 い 濃 度 で最 高 とな り,濃 度 が

高 くな る につ れ て低 下 す る傾 向が み られ た(図5).

そ して,抗 原, comp 48/80, con Aい づ れ の 刺

激 物 質 に よ る 場 合 で も, nifedipineの45Ca upta

keに 対 す る 抑 制 作 用 はbiphasicで あ り,至 適 濃

度 以 上 で は む し ろ そ の 抑 制 率 は 低 下 す る傾 向 が

示 され た.

Ca ionophore A23187に よ る 刺 激 の 場 合 に

は, nifedipineの 抑 制 作 用 は 前2者 とは 異 な った

dose-dependent curveを 示 した . nifedipine 0.05,

 0.5, 5.0, 50μg/mlで の45Ca uptakeの 抑 制 率

は そ れ ぞ れ25±11.0, 47±5.2, 49±4.8, 55±3.8

%で あ り,濃 度 が 高 く な る に つ れ て そ の 抑 制 率

も高 くな る傾 向 が 示 さ れ た(図6).

図6. Ca ionophore A23187刺 激 に よる

肥 満 細 胞 の45Ca uptakeに 対 す る

Nifedipineの 抑制 効 果

考 案

肥 満 細 胞 か らのchemical mediator遊 離 に は,

原 則 的 に 細 胞 外Ca2+を 必 要 とす る が,細 胞 内 へ

のCa2+の 取 り こみ 機 序 は 刺 激 物 質 に よ り 異 な っ

て い る.抗 原 刺 激 の 場 合 は 細 胞 外Ca2+依 存 性 が

強 く12),この 際 の 遊 離 機 序 の 特 徴 と して は, 1)細

胞 外Ca2+依 存 性 が 強 い, 2) phosphatidylserine

に よ り促 進 され る, 3) 2-deoxy-glucoseに よ り抑

制 さ れ る, 4) phospholipid methylationが 惹 起

さ れ る8), 5)細 胞 内cyclic AMPに よ っ てmodu

lateさ れ る14),15)こ と な どが あ げ られ て い る. con

 Aに よ るchemical mediatorの 遊 離 機 序 は 抗 原

刺 激 と よ く類 似16)し て お り,細 胞 膜 上 のIgEと

結合 し,そ の2分 子 をbridgingす るこ とに より

細胞 をactivateす る と云われ ている.そ して抗

原, con Aい づ れ も細胞膜上 でphospholipid

 methylationを 惹起 し,そ の結果calcium gate

が開 かれCa2+が 細 胞内へ取 りこまれる.こ の2

つ の刺激物質に よる肥満細胞の45Ca uptakeに

対 して, Ca2+拮 抗 剤の1つ であるnifedipineは

ほぼ類似 した抑制作用 を示 したが,抗 原刺激に

比べcon A刺 激による場合により低 いnifedipine

濃度 で最高の抑制率が示 された.そ してその最

高抑制率 は抗原刺激では64%, con A刺 激 では

62%で あ った.

comp 48/80に よ る肥満細 胞か らのchemical

 mediator遊 離 には,必 ず しも細胞外Ca2+は 必

要 としないし4),11),またphosphatidyl serineに よ

って増強されない13).しか し,こ のこ とはcomp

48/80刺 激 による遊離機序に細胞外Ca2+が 関与

しないことを意味す るわけではない. Douglas

ら2)は,あ らか じめEDTAで 処 理 された肥満細

胞では, comp48/80刺 激 によるchemical medi

atorの 遊離はおこらず,遊 離のためにはCa2+を

加 える必要があると報告 している.い づれにせ

よ, comp 48/80に よ る肥満細胞のCa2+ uptake,

 chemical mediatorの 遊 離機序は,抗 原やcon

 A刺 激 の場合 とはか なり異った面 を有 している.

 comp48/80に よ る肥満細胞の45Ca uptakeに 対

して, nifedipineは 抗 原刺激時 とほぼ類似 した

dose-dependentな 抑 制効果 を示 し,そ の最高抑

制率は58%で あった.

Ca ionophore A23187はCa2+のcarrierで あ

り, Ca2+に 対す る細胞膜の透過性を選択的に亢

進 させる17).従ってCa2+は 通常のcalcium gate

を通 過せず細胞内へ取 りこまれ,細 胞内cyclic

 AMP濃 度 の影響 を受けることはない.抗 原刺

激に よる細胞膜の透過性の亢進が-過 性でご く

短 時間に終了するのに対 し, Ca ionophore A

23187に よ る透過性の亢進はむ しろ持 続的であ

る18). Ca ionophore A23187刺 激に より肥満細

胞の45Ca uptakeは 有 意の亢進 を示 したが,こ

れに対するnifedipineの 抑 制作用は,今 回の実

験で用いた濃度の範囲では他の3者 とは異なっ

たdose dependent curveを 示 し,濃 度が高 くな

るにつれてその抑制効果は強 くなる傾向が示 さ
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れ た.こ れ はCa ionophore A23187に よ る肥

満 細 胞 か ら のchemical mediatorの 遊 離 機 序 が,

他 の3者 とは 異 な る こ とに よ る もの と考 え られ る.

今 回 の 実 験 に お い て,抗 原comp48/80, con A,

 Ca ionophore A23187の 刺 激 に よ る 肥 満 細 胞

の45Ca uptake亢 進 は, Ca2+拮 抗 剤nifedipineに

よ り有 意 に 抑 制 さ れ る こ と が 明 ら か に され た.

こ の 結 果 は, Ca2+拮 抗 剤 が 将 来 ア レ ル ギー 性 疾

患 の 治 療 剤 と し て 使 用 し え る 可 能 性 を あ る 程 度

示 唆 し て い る も の と考 え ら れ る.

結 語

抗 原, comp48/80, con A, Ca ionophore A

23187の 刺 激 に よ る肥 満 細 胞 の45Ca uptakeを 観

察 し,同 時 に45Ca uptakeに 対 す るnifedipineの

抑 制 作 用 に つ い て検 討 を加 え た.

1.抗 原 刺 激 に よ る 肥 満 細 胞 の45Ca uptakeは,

細 胞 数 の 増 加 に 比 例 し て ほ ぼ 直 線 的 に 亢 進 す る

傾 向 が み られ た.

2.抗 原, comp48/80, con A, Ca ionophore

 A23187い づ れ の 刺 激 に よ っ て も,肥 満 細 胞 の

45Ca uptakeは 有 意 の 亢 進 を示 し た
.

3.こ れ ら刺 激 物 質 に よ る 肥 満 細 胞 の45Ca up

takeの 亢 進 は, Ca2+拮 抗 剤nifedipineに よ り有

意 に 抑 制 さ れ た.

(本 研 究 の 一 部 は, NIAID # 5POAT12027お よ

びWander Foundationの 援 助 に よ り行 わ れ た.)
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Inhibitory effect of Ca2+ antagonist on 

45Ca uptake by mast cells
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45Ca uptake by rat peritoneal mast cells was observed, and the inhibitory effect 

of nifedipine, a Ca2+ antagonist, on 45Ca uptake by mast cells, stimulated by an antigen, 

comp. 48/80, concanavalin A and Ca ionophore A 23187, was examined. The increase 

in 45Ca uptake by mast cells induced by the antigen paralleled the increase in mast cell 

number. A significant increase in the uptake of 45Ca by mast cells was observed with 

the stimulation by the antigen, comp. 48/80, concanavalin A and Ca ionophore A 23187. 

The increased uptake of 45Ca induced by antigen was inhibited by nifedipine, and this 

dose-dependent inhibitory effect of nifedipine on 45Ca uptake was also observed in the 

mast cells stimulated by comp. 48/80, concanavalin A and Ca ionophore A 23187.


