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概要　 ヒ ト羊膜培養細胞の prostaglandin 　E
， （PGE ，）産生 に 及 ぼ す カ ル シ ウ ム 拮抗剤 の 影響 に っ い て 検

討 し た．羊膜細胞を interleukin−1β（IL・1β）に よ り刺激 し
， 同時に カ ル シ ウ ム 拮抗剤な らび に 種 々 の 薬

剤を添加 し て培養上清中の PGE 膿 度を測定 し ， 以下 の 成績 を得 た ．

　1．dihydropyridine系カ ル シ ウ ム 拮抗剤 の nifedipine ，　nicardipine ，　 nilvadipine は 羊膜細胞 の PGE ，

産生を濃度依存性 に 抑制し，100μM に お い て そ れぞれ60％，80％，80％抑制 した ．非 dihydropyridine
系 の verapamil ，　 diltiazemは羊膜細胞の PGE 、産生を全 く抑制 し なか っ た ．

　2．EGTA 　2mM 添加に よ り培養液中の Ca2＋

を キ レ ート した とこ ろ羊膜細胞 の PGE 、産生 は 32％ し か

抑制 されな か っ た ．

　3．nifedipine ，　nicardipine ，　nilvadipine 　100μ M は phospholipase　A2 （PLA ，）活性を そ れぞれ 60．3％ ，

89．3％ ， 83．9％抑制．し， それぞれ の 50％抑制濃度は 76．2ptM，36．7μM ，44．6μ M で あ っ た．　 verapami1 ，

diltiazem　et　PLA3活性を抑制 しな か っ た．

　以上 の 結果よ り dihydropyridine系 カ ル シ ウ ム 拮抗剤 は 細胞膜 の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル と は 無関係 に

羊膜細胞 内の PLA2 を直接抑制する こ と に よ り PGE
，産生 を抑制 す る こ と が 示唆 さ れ た ．

Synopsis　The 　purpose 　of 　this　study 　was 　to　determine　the　effects 　of　calcium 　antagonists 　on 　the

production 　of　prostaglandin 　E2 （PGE2 ）in　human 　amnion 　cells．　 Primary　monolayer 　cultures 　of

human 　amnion 　cells 　were 　stimulated 　by　interleukin−1β （IL−1β），　and 　PGE2 　in　the　culture 　media 　was

measured ．　 Dihydropyridine　calcium 　antagonists 　nifedipine ，　 n 三card 三pine　and 　 nilvadipine 　inhibited

PGEz 　production　in　a　dose−dependent　manner 　with 　maximal 　inhibition　of 　6 
，
80　and 　80％，respective ・

ly　observed 　at　100μM ．　 However ，　nondihydropyridine 　calcium 　antagonists 　verapamil 　and 　diltiazem

did　not 　inhibit　PGE ，
　production ．　 On　the　other 　hand，　EGTA 　reduced 　PGE2 　production 　only 　32％．

In　addition ，　nifed 三pine，　nicardipine 　and 　nilvadipine 　inhibited　a　cel1・free　preparation　ofphospholipase

A ， （PLA2 ）activity 　in　a 　dose−dependent　manner ，　but　verapamil 　and 　diltiazem　failed　to　reduce 　PLA2

actlVlty ．

　In　conclusion ，
　the　evidence 　suggests 　that　dihydropyridines　inhibit　PGE2 　production 　in　amnion 　cells

by　directly　inhibiting　PLA2 　rather 　than　its　actions 　on 　calcium 　channe ｝s．

Key　words ： Amnion ・Prostag］andin 　E，
・Calcium　antagonist ・Phospholipase　A2

　　　　　　　　　　緒　　言

　切迫早産管理 に お げる 子宮収縮抑制剤の 第
一

選

択は 現在 の と こ ろ ritodrine 　hydrochlorideを中

心 とする 屍刺激剤で あ る が，最近 ， 平滑 筋弛緩薬

で ある カ ル シ ウ ム 拮抗剤が 用 い られ始 め て い る。

こ の カ ル シ ウ ム 拮抗剤は ， 平滑筋細胞や 神経細胞

な ど の 興 奮性 細胞 の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル を ブ

P ッ クす るだ けで な く，非興奮性細胞 に 対して も

さま ざま な作用を有す る こ と が 報告
1）− 3）されて き

て お り，特に脂質代謝に 対す る作用 が注 目されて
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い る ．そ こ で ，陣痛発来 tlc　prostaglandin の 供給 源

と し て重要 な役割 を果たす と考 え られて い る羊膜

細胞 の prostaglandin　E2 （PGE ，）産生に 対す る カ

ル シ ウ ム 拮抗剤の 影響に つ い て 検討 した の で 報告

する．

　　　　　　　　　研 究方法

　 1．羊膜細胞培養法

　合併症の な い 正 期妊婦14例 か ら陣痛発来前の 予

定帝切に て 得た胎盤 よ り羊膜を無菌的に 剥離 し，

Bennett　et　aL4 ｝
の 方法に 準 じて 羊膜細胞 を分離培

養 し た ．す な わ ち，羊 膜 を Ca2＋

，　 Mg2 ＋ free

phosphate −buffered　saline （PBS ）で 洗浄後細切

し，DISPASE 　ll（PBS 希釈 ， 最終濃度1，000U／

ml ， 合同酒精）で 37℃ ， 60分間処理 して細胞 を分

散 し た ．細胞を10％牛胎仔血 性（FBS ，
　 Cistron），

penicillin　G （100units／ml ，　Sigma），　strePtomycin

（100μ g／ml ，　Sigma），マ イ コ プ ラ ズ マ 除去剤 MG

210（500ng／ml ， 大 日本製薬）を含 む M199 （Earle

液 ，
GIBCO ）に 浮遊 させ

，
3× 105cells／m1 の 濃度

で 24well　tissue　culture 　plate （Falcon）に播種

し ， 5％CO2 ， 95％air， 37℃下 に て 静置培養した．

細胞 は 6 日 目以降vc　confluent と な り，
10 日 目 ま

で の 間に 実験に 供 し た 。なお 用 い た 胎盤 はすべ て

組織学的 に 検討 した が，絨毛羊膜炎の 所見は認 め

られ なか っ た ．

　2．羊膜培養細胞へ の interleukin−1β（IL−1β）お

よ び各種物質 の 添加実験

　1）羊膜 培 養細胞 の PGE2産 生 に 対 す る IL−1β

の 影響

　培 養 液 中 に human 　recombinant 　interleukin−

1β （E，coli 由来，500half・maximaI 　units 　in　500μ1

PBS ，
　 Cistron）を種 々 の 濃度に 添加 し ，

一
定時間

培養 した．培養液を 回収後 ， 2，000Xg で 遠心 し ，

上清中 PGE2 を PGE2 　 RIA　Kit （Amersham ） に

て測定し た ．培養液回収 後各 well の細胞数を計測

し，PGE ，量は 105　cells あた りの 値 と して 表 した．

　2）IL−1β刺激 に よ る 羊膜培 養細 胞 の PGE
，産

生 に 対す る各種物質 の 影響

　 カ ル シ ウ ム 拮抗剤 で あ る nifedipine （ア ダ ラ
ー

ト 
，

バ イ エ ル 薬品），
nilvadipine （ニ パ ジ ール   ，

藤沢薬品）を DMSO に 溶解，　 nicardipine （ペ ル ジ

ピ ン   ，山之内製薬），
verapami ！（ワ ソ ラ ソ   ，エ

ー

ザ イ），diltiazem（ヘ ル ベ ッ サ ー  ，田辺製薬）を

蒸 留水 に 溶 解，カ ル シ ウ ム キ レ ー ト剤 で あ る

EGTA を PBS に 溶解 し，また ，　phospholipase　A2

（PLA2 ）阻害剤で あ る human 　 recombinant 　 cal −

phobindin　I （CPB 　I， 興和）を PBS で透 析 した

もの をそれ ぞれ溶媒 の 培養液 中 の 濃 度が 0．1％ と

な る よ うに 添加し， 1 時間前培養 し た 後 IL−1β（1

U ／m1 ）を添加 し， 6時間培養 し て 培養上 清 中 の

PGE2 濃度を測定 した．各実験は
， それ ぞれ tripli−

cate に て 2 回 行 い
， 統 計 学 的有 意 性 の 検 討 は

Student’s 　t　testを用 い て 行 っ た ．

　3．PLA2 活性 に 対す る カ ル シ ウ ム 拮抗剤の 影

響

　PLA2 活性 の 測定は Lumb 　et　aL5 ＞
の 方法 に 従 っ

て 行 っ た．PLA 、 は Naja　naja 　venom 由来 の 精製

品 （1，880units／mg 　protein，　 Sigma）を 用 い ，

O．25％ fatty　acid 　free　BSA （bovine　serum 　albu −

min
，
　Sigma）加 100mM 　Tris・HCI （pH 　8．0）で 調整

し て 使 用 し た ．基質 は L −3−phosphatidylcholine，

1−stearoy1 −2− 〔1−i4C 〕arachidony1 （PC ）　（specific

activity 　54mCi ／mmol
，
　 Amersham ）を 用 い

，

0，05％Triton　X −100を含む 100mM 　Tris・HC1 （pH

8．0）を加 え て 125nCi／25nmol／m1 とし た ．カ ル シ

ウ ム 拮 抗 剤 と し て nifedipine ，
　 nilvadipine を

DMSO に 溶解し
，
　 nicardipine

，
　 verapamil

，
　 dilti−

azem を蒸留水 に 溶解 し て 使用 し た ．反応系 に は

Tris−HCI （100mM ，
　 pH 　8．0），

　 CaCl25mM ，　 PC

5nmol，
　 PLA20 ．1U ，

カ ル シ ウ ム 拮抗剤を 含み ，

総量400μ 1とした ．酵素液 を加 える こ と に よ り反

応 を 開始 さ せ ，37℃ の 恒 温 槽で 30分間 イ γ キ ュ

ベ ー
シ ョ ン した 後 ， 脂 肪 酸 抽 出溶 媒 （toluene ：

chloroform ：methanol
，

1．0 ：0．5 ：1．2，
　 v／v ／v ）

2ml を加 え， さらに 40μ1の 1N　NaOH を加 え て
，

充分撹 拌 し た ．1，000 × g で 10分間遠心 し た 後 ， 上

層 （水層）か ら200μ 1を液体 シ ン チ レ ーシ ョ ン 用 バ

イ ア ル 瓶 に と り，
ACS 　ll（Amersham ） 5ml を 加

えて ，遊離 し た ア ラ キ ドン 酸の 放謝活性を液体 シ

ン チ レ ー
シ ョ ソ カ ウ ン タ （LSC950 ，

　 Aloka）に て

測定 し た ．PLA2 活性阻止 率 は カ ル シ ウ ム 拮抗 剤

を種 々 の 濃度に加 えた ときの遊離 ア ラ キ ドソ 酸の
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減少率 と し て 表 した．実験 はす べ て duplicateで

行 っ た．

　　　　　　　　　研 究成績

　1．羊膜培 養細 胞 の PGE2 産 生 に 対す る IL−1β

の影響

　種 々 の 濃度の IL−1βを添加 し， 6 時間培養 し た

と こ ろ ，IL−1f3の 濃度依存性 に PGE2 産生量が増

加 し ， 対照群 の 94．58±26．32pg／105cells／6h に対

し，1U ／m1 で 1，894．25± 501．38　pg／105cells／6h と

ピ ーク に 達 した （図 1）。次に IL−1β 1U ／ml の 濃

度で 羊膜培養細胞 の PGE2 産生量 の 経時的変化を

測定 した と こ ろ PGE2 産生量 は 時間依存性 に 増加

した （図 2 ）．

　2．IL1β刺激 に よ る 羊 膜培 養細 胞 の PGE2 産

生に 対する各種物質の 影響

　nifedipine ，　 nicardipine ，　 nilvadipine は濃度依

存性 に 羊膜培 養細胞 の PGE2 産生 を 抑制 し ， 100

μ M で それぞれ60％ ， 80％ ， 80％抑制 した．50％抑

制濃度 は nifedipine 　 50．4μ M
，
　 nicardipine 　 40．6

μM ，
nilvadipine 　38．2ptM と PGE2 産生抑制の 強

さ aX　nicardipine ≒ nilvadipine ＞ nifedipine の 順

で あ っ た （図 3）．一方 diltiazem，　verapamil に は

全 く抑制効果が み られ な か っ た ．Ca2＋

濃度1．5mM

で あ る 培養液中に EGTA 　2mM を添加 し た と こ

ろ PGE ，産生量 は 32％抑制された ．また，　 in　vitro

に お い て PLA2 を80％以上阻 害す る濃度の CPB 　I

5μ M を添加 し て も全 く抑制効果 がみ られ な か っ

た （図 4 ）．

　3．PLA ，活性 に 対す る カ ル シ ウ ム 拮 抗剤の 影

響

　nifedipine ，　 nicardipine
，
　 nilvadipine は 濃度依

存性 に PLA2 活性を抑制 し，100μ M に お ける 阻止

率はそ れ ぞれ 60．3％，89．3％，83．9％で あ っ た．

ま た そ れ ぞ れ の 50％抑 制濃 度 は 76．2μ M ， 36．7
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μM ，
44．6μ M で あ っ た ．diltiazem，　verapamil は

全 く PLA2 活性を 抑制 しな か っ た （図 5）．

　　　　　　　　　 考　　案

　 カ ル シ ウ ム 拮抗剤は 興奮 性細胞の 電位依存性 カ

ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ，中で も L 型チ ャ ン ネ ル を抑

制す る薬剤で ある が，近年 ， 非興奮性 の 細胞 に 対

し て も種 々 の 作用を 有す る こ とが明 らか に されて

きて い る．そ の 例を挙 げる と，好 中球の ラ イ ソ ゾ ー

ム 酵素 の 放 出，貪食能 の 抑制 6）
， 活性 酸素産生 の 抑

制 7）8｝

， 血管内皮細胞 か らの プ ・ ス タ サ イ ク リソ
1）
，

血 小板か らの ト Pt　 Y ボ キ サ ン A2m ，
ヒ F 好中球か

らの platelet−activating 　factor と P イ コ ト リ エ

ン
3〕

，
な ど の 脂質 メ デ ィ エ

ー
タ ーの 放 出の 抑制 な

どで ある． こ れ らの 異な っ た 脂質代謝 へ の 影響 よ

りカ ル シ ウ ム 拮抗剤は ア ラ キ ドソ 酸代謝の 初期の

ス テ ッ プ に働 くこ とが示唆 され る ．

　今 回の 実験 で は IL−1β刺激 に よ る羊膜培養細

胞 の PGEz 産生を dihydropyridine系 カ ル シ ウ ム

拮抗剤の nifedipine ，
　nicardipine ，

　nilvadipine が

濃度依存性 に抑制 した が
， 他の phenylalkylamine

系 の verapami1 ，　 venzethiazepine 系の diltiazem

は 全 く抑 制 効 果 を 示 さな か っ た．dihydropyr・

idines（DHP ）の な か で は nicardipine ，
　nilvadipine

の 作用 が 同定度 強力 で ，nifedipine は これに 比 べ
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図 5　 PLA
，活性 に 対す る カ ル シ ウ ム 拮抗剤 の 抑制効

　果 PLA2 　O．　IU，〔
エ4C

〕phosphatidylcholine　snmol

CaClz　smM ，　pH 　8．O

る とや や 弱 か っ た ．verapamil ，
　diltiazemが PGE2

産生 を全 く抑制 し なか っ た こ と， 細胞外の Ca2＋ を

EGTA で キ v 一 ト．し て も，　 DHP ほ どに は 羊膜培

養細 胞 の PGE2 産生 を 抑制 し な か っ た こ とは
，

DHP が細胞膜の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル を介 し て

PGE2産 生 を抑制 し た の で は な い こ と を 示 唆す

る．DHP は cell・freeの 条件下 に お い て 濃度依存

性 に PLA2 活 性 を 抑 制 し，抑 制 の 強 さは nicar ・

dipine≧ nilvadipine ＞ nifedipine の 順 で あ り，羊

膜培養細胞で の PGE2 産生抑制 の 結果 と よ く
一

致

して い る こ と よ り， これ らの 薬剤 は 直接 PLA2 を

抑制す る こ とに よ り羊膜細胞 の PGE2 産生 を抑制

する こ とが 強 く示唆 され る．

　Chang　et　al．9）eX　nifedipine と nisoldipine が直

接 PLA2 を抑制 し，そ の 抑制効果 は こ れ ら薬剤に

UV を 照射 して そ の カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 拮抗作

用を 失わ せ て も， 変わ らなか っ た と報告し て お り，

こ の 作用 は DHP の 中で もpheny1 環 の NO2 基 が

ortho 位 に あ る薬剤 に 特異 的 な作用 で ある と述 べ

て い るが，今回 の 実験で NO2 基が meta 位に あ る

nicardipine
，
　nilvadipine に も同様 の 作用が ある こ

とが 明 らか に な っ た ．

　当教室で 胎盤 よ り分離 ， 精製され ， 内海
ID ）に よ り

そ の PLA2 抑制活 性 が 明 らか に され た CPB 　 Iが

羊膜細胞の PGE
，産生を抑制 しな か っ た こ と は 予

想外 で あ っ た．CPB 　Iは in　vitro に お い て PLA2

活性を 1，3μM で 80％抑制 す る こ とが示 され て い

るが
， 抑制活性発現の た め に は 10mM 以上の Ca2＋

を必要 とす る．また ， 細 胞膜 の 内側 に 存在 す る

PLA ， を抑制す るた め に は 細胞 内に 入 り込 ま なげ

ればな らない が ，分子量 35，000の CPB 　Iが細胞膜

を通過す る こ とは あ り得 ない と考 えられ る．以上

の 理 由に よ り， 羊膜細胞 の PGE2産生を抑制 で き

なか っ た と思わ れる．こ れ に 対 し て DHP は 細胞

内に 入 っ て cyclic 　AMP 　phosphodiesterase を抑

制す る こ とが示 され て お り
11）

， 細胞内で PLA
，を

抑制 する こ とは充分に あ り得 る こ とで ある．

　 早産 の 陣痛発来機序は い まだ不 明な部分が多 い

が ，早産 に 絨毛羊膜炎 の 合併が多 い
12）

， また絨毛羊

膜炎の 羊水 中に PGE2濃 度が高値 で あ る
13 ）こ とな

「
どよ り感染 と prostaglandin が 関与 し て い る可 能

性が 高 い ．prostaglandin産 生 の 機序 と し て は 以

下の よ うな こ とが考 え られ て い る．絨毛 羊膜炎に

関与 して い る細菌自体 が PLA2 を放 出 し
， 卵膜 に

お い て ア ラ キ ドン 酸代謝を活性化す る
4）14）．好中球

が PLA2 を有 し こ れ を放出す る か ， ある い は 好 中

球 自身が活性化 さ れ た PLA2 に よ りア ラ キ ドン 酸

を放出 し，卵膜に お い て prostaglandin が産生 さ

れる
15）
．また ， 切迫早産患者の 羊水中 に は 非常に 高

濃度 の interleukin・1 （IL・1）カミ検出され る 場合 が

多 く，IL−1の 濃度 と羊水中 の PGE2
，
　 PGF

，α の 濃

度に は 強い 相関が ある こ と
16）が示 されて い るが

，

今 回 の 実験で 示 した の と同様 に IL−1βが 羊膜 培

養細胞 の PGE
，産生 を促進す る こ とが報告

17）され

て お り，IL−1が直接卵膜 の prostaglandin 産生 を

活性化 して 早産陣痛を発来 させ る可 能性 もある．

　絨毛羊膜炎 の 羊水 中に は prostaglandin だ けで

は な く， リ ポ キ シ ゲ ナ ーゼ 経路 の 産生物で ある ロ

イ コ ト リエ ン も増加
13）して い るが

，
卩 イ コ ト リエ

ソ に も強力な子宮収縮作用がある こ とが 報告
18）

さ

れて お り， 早産陣痛の 原 因 の ひ とつ か もしれな い ，

　 現在，切迫早 産治療 の 主流 は ＆刺激 剤で あ る

が ， 前期破水 ， 絨毛羊膜炎等 の 感染 を伴 う症例で

は 無効 の こ とが 多い
19｝．Ulmsten　et　al ．2°）の 報告以

来， カ ル シ ウ ム 拮 抗剤 が 用 い られ る こ と も多 く

な っ て きた が，カ ル シ ウ ム 拮抗剤 は ritodrine よ

りも有効で あ る と い う報告
21）

と ritodrille と効果

に 差 が な い と い う報 告
221

が あ り
， 単剤 で ex　rito 一
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drineよ りも優 れて い る とは い い 難 い ．し か し
， 今

回の 実験 に よ リカ ル シ ウ ム 拮抗剤，特 に DHP は

直接子宮筋の 収縮を抑制す る だ けで な く，PLA ，

活性を抑制す る こ とに よ り羊膜 に お ける PGE2 産

生 を抑制す る こ とが強 く示唆 された ．こ の PLA2

抑 制 作 用 は 羊 水 中 に 放 出 さ れ る 細 菌 由来 の

PLA2 ， ある い は 好中球の PLA2 に 対し て も発揮さ

れ る と考え られ ， prostaglandin の み な らず ，
ロ イ

コ トリ エ ン 産生 も抑制 され る こ とが期待 され る．

　 以上 よ り DHP は 切迫早産 の 理想的 な治療薬 と

い え る，た だ し， こ れ らす べ て の 機能を発揮す る

た め に は 現在用 い られ て い る よ うな 経 口 投 与

30〜60mg ／day程度で は血中濃度が数百 nM に し

か ならず ， 肝心 の 羊水腔内で は さらに 低濃度で あ

る こ とが予想 され ，羊膜細胞，ある い は羊水 中の

細菌，好中球由来の PLA2 を 標的 とす る と量 的に

は 全 く不 足 で ある．薬剤を 羊膜腔内に 直接投 与す

る こ と に よ っ て
，

よ りそ の 作用が 発揮 さ れ る こ と

が期待 で き，今後の 切迫早産治療に 関す る研究の

新 しい 方向とな る可能性がある．

　稿 を終 え る に あた り，直接御指導，御校閲を賜わ りま し

た 恩師真木正 博前教授 に 深甚な る謝意を 表 します．

　 な お，本論文 の 要 旨の
一
部 は 第43回 な らび に 第44回 日本

産 科 婦 人 科 学 会 学 術 講 演 会 に お い て 発 表 した ．
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