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The voltage-operated Ca channels(VOCs)may be involved in the regulation of cor-
ticoidogenesis by adrenocorticotropic hormones in isolated bovine adrenocortical cells.To

 
confirm the presence of VOCs in adrenocortical cells,we examined the effect of high extracel-
lular concentrations of K ,which causes membrane depolarization,on corticoidogenesis and on

 
the mobilization of intracellular Ca concentration(［Ca ］i)using primary cultured bovine

 
adrenocortical fasciculata cells(BAFCs).In the presence of extracellular Ca (1.2 mM),K
(12.5-60 mM)enhanced corticoidogenesis in a concentration-dependent manner.The effect of

 
K was greatest at a concentration of 30 mM.The addition of 30 mM K in the presence of

 
extracellular Ca caused a sustained rise in［Ca ］i.However,the effect of K on［Ca ］i

 
was not observed in the absence of extracellular Ca .Therefore,membrane depolarization

 
due to a high concentration of extracellular K elicits Ca influx from an extracellular pool

 
in BAFCs.The VOC inhibitors nifedipine,nicardipine,verapamil,and diltiazem completely

 
inhibited the corticoidogenesis induced by 30 mM K .The effect of 30 mM K on［Ca ］i was

 
also attenuated by nifedipine in BAFCs.These results indicate that the corticoidogenesis-

linked L-type VOCs are present in BAFCs.
(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2002;117:315-22)
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I. 緒 言

副腎皮質刺激ホルモン（adrenocorticotropic
 

hormone:ACTH）が副腎皮質束状層細胞におい

て a d e n o s i n e-3′,5′-c y c l i c m o n o p h o s p h a t e

(cAMP）を介し，糖質コルチコイド（glucocor-

ticoid:GC）産生を刺激することはよく知られて

いる ．しかしながら，ラット副腎皮質細胞の
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ACTHによるGC産生には細胞外Ca が必要で

あると報告されて以来，GC産生とCa の関係が

注目されはじめた ．Yanagibashiはウシ副腎皮

質遊離細胞においても，ACTHによるGC産生に

は細胞外Ca が重要な役割を持ち，細胞に

ACTHで活性化される電位作動性カルシウム

チャネル（v o l t a g e-o p e r a t e d C a c h a n n e l:

VOC）が存在することを示唆した ．しかしなが

ら，彼等はtrypsin処理した副腎皮質遊離細胞を

用い，VOC阻害薬によるACTHのGC産生促進

作用の抑制から間接的に示唆している ．そして，

高濃度K による細胞内へのCa 流入に対する

直接的効果については観察していない．さらに，

trypsin処理は細胞膜表面の構造に影響すること

が報告されており ，またVOC活性に対する細胞

骨格の関与も示唆されている ．そして細胞骨格

構造と細胞膜には密接な関係があるといわれてい

ることから，trypsin処理によって調製し，直ちに

実験に供した遊離細胞から得られた結果はそのま

ま受け入れにくい．したがって，細胞膜に異常が

無いと考えられる細胞を用いてVOCの存在を確

認する必要がある．今回，我々は細胞膜障害の影

響をできるだけ除くために，初代培養3日目のウ

シ副腎皮質束状層細胞（bovine adreocortical fas-

ciculata cell:BAFC）を用いて実験した．そして，

細胞膜を脱分極する高濃度K によるGC産生に

対する特異的VOC阻害薬であるdihydropyr-

idine(DHP）系薬物と比較的特異性の低いVOC

阻害薬であるverapamilやdiltiazemの効果を検

討した ．また，蛍光性Ca 指示薬であるfura 2

を取り込ませたBAFCを用いてVOCの存在の

直接的な証明を試みた．

II. 方 法

1. BAFCの初代培養

BAFCは，collagenase Iを用いて無菌的に調製

し初代培養した ．その方法を簡単に述べると，可

及的速やかに屠畜場より運んできたウシ副腎を周

囲の脂肪除去後に火炎滅菌した．次いで，滅菌し

たKrebs-Ringer bicarbonate glucose albumin
 

buffer(pH 7.4)(123 mM NaCl,5.9 mM KCl,1.2
 

m M K H P O, 1.2 m M M g S O, 2 5.3 m M
 

NaHCO,1.2 mM CaCl,2 mg/ml glucose,3

 

mg/ml bovine serum albumin(BSA),0.01 mM
 

EGTA)(KRBGA）にて洗浄し，髄質除去後に皮

質を細切した．細切皮質片を0.1% collagenase I

および0.005% deoxyribonuclease Iを含有する

KRBGA中で5% CO 気相下で37℃にて1時間

インキュベート後，駒込ピペットで細胞を遊離し

た．細胞懸濁液を80メッシュ白金フィルターでろ

過し副腎皮質細胞浮遊液を得た．細胞浮遊液を

4℃,1,000 rpmにて10分間遠心して得た細胞を，

5%ウシ胎児血清，10%ウシ新生児血清，2.5%ウ

マ血清および抗生物質を含むHam F-10培養液

にて懸濁し，24ウェルタイプの培養皿に播種し，

炭酸ガス（5% CO）培養器で37℃で初代培養し

た ．以上の操作はすべて無菌的に行った．今回の

実験には初代培養3日目の細胞を用いた．

2. GC産生活性の測定

24ウェルタイプの培養皿に培養した単層培養

細胞（15-20万細胞/ウェル）を，低濃度K 含有

Krebs-Ringer bicarbonate glucose albumin
 

buffer(pH 7.4)(129.3 mM NaCl,3 mM KCl,1.2
 

m M K H P O, 1.2 m M M g S O, 2 5.3 m M
 

NaHCO,1.2 mM CaCl,2 mg/ml glucose,3
 

mg/ml BSA,0.01 mM EGTA) (low K -

KRBGA)(pH 7.4）で数回洗浄後，様々な条件下

で5% CO 気相下にて37℃,1時間インキュベー

トした．インキュベーション液の総量は1 mlと

し，インキュベート終了後インキュベーション液

を0.5 ml採取して，その中に含まれるGC量を硫

酸蛍光法で測定した ．標準GCとしてcortisol

を用いた．各試料においてGC産生活性の最大値

が異なるので，結果は最大値に対する%で表し

た．

3. 細胞内Ca 濃度（［Ca ］i）の測定

［Ca ］iの測定はMastuiの方法を用いて行

なった ．すなわち，ガラス板上に培養した単層細

胞を0.02% cremophor EL含有Krebs-Ringer
 

bicarbonate glucose HEPES buffer(pH 7.4)

(123 mM NaCl,5.9 mM KCl,1.2 mM KHPO,

1.2 mM MgSO,10 mM HEPES,1.2 mM CaCl,

2 mg/ml glucose,0.01 mM EGTA)(KRBGH）中

でfura 2/acetoxy methyl esterと共にインキュ

ベートし，蛍光性Ca 指標薬であるfura 2を取

り込ませた．細胞の蛍光強度はHITACHI F-
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2000蛍光分光光度計で340 nmと380 nmの励起

波長を0.5秒ごとに変換させながら510 nm蛍光

波長で測定した．測定は3 0℃のK 無添加

HEPES buffer(143 mM NaCl,1.2 mM MgSO,

2 mg/ml glucose,20 mM HEPES,0.01 mM
 

EGTA)(pH 7.4）中で行なった．［Ca ］iの変動

は340 nmと380 nmの比率で示し340 nm/380
 

nm (F340/F380）で表した．V O Cを介する

［Ca ］iの上昇は30 mM KClを添加することに

より惹起し，各種カルシウムチャネル阻害薬は

KClを添加する50秒前に加えた．

4. 統計処理

Student’s t-testを行い，p＜0.05を統計的に有

意差ありとした．

5. 試薬

Collagenase Iはフナコシ社（東京）より，deox-

yribonuclease I,nifedipine,nicardipine,ver-

apamil,diltiazemはSigma社（St.Louis,MO,

USA）より，fura 2/acetoxy methyl esterは

Dojindo Lab（熊本）より購入した．その他の試薬

はすべて特級を用いた．

III. 結 果

1. BAFCにおけるGC産生に対する細胞外K の

効果

1.2 mM Ca 存在下でK 無添加のKRBGA

を用いて，GC産生に対する細胞外K の効果を実

験した．細胞外K は7.5 mM以上で濃度依存的

にGC産生を増強し，さらに30 mMでその作用

は最大に達した（Fig.1）．この結果から，30 mM
 

K を以後の実験に用いた．K 無添加条件下で

も，わずかながらではあるがGC産生がみられた．

このことは細胞外にK を添加していないと，細

胞膜のNa―K ATPaseが抑制されNa が細

胞内に蓄積し，その結果Na―Ca 交換系が作

動し細胞外からのCa 流入が促進された可能性

が考えられる．

したがって，我々はこの可能性を防ぐために以

後の実験において，それ自身ではGC産生を促進

しない3 m M K 含有K R B G A (l o w K -

KRBGA）を使用した．Fig.2で示すように，30
 

mM K を加えたCa 非添加low K -KRBGA

において，細胞外にCa を添加することにより，

Ca 濃度依存的（0.3-2.4 mM）にGC産生が刺激

されたが，Ca 無添加ではGC産生は観察されな

かった．

2. 1.2 mM Ca 存在下の30 mM K 添加による

GC産生に対するカルシウムチャネル阻害薬の

効果

Fig.3で示すように，verapamilとdiltiazem

は30 mM K 添加によるGC産生を濃度依存的

（6.25-100μM）に抑制し，それぞれのIC (μM）

電位作動性カルシウムチャネルと糖質コルチコイド産生

Fig.1.Effect of extracellular K on corticoidogenesis in BAFC.
BAFC was incubated with various concentration of K in K -free KRBGA in the presence of 1.2

 
mM Ca at 37℃ for 1 hr.The maximum cortisol production was taken as 100%.Each point

 
represents the mean±S.E.from 3 separate experiments.Each experiment was triplicate determi-
nations. Statistically significant from control value(p＜0.05).
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は9.8±2.1と16.7±1.8(mean±S.E.）であった

（Table 1）．またDHP系薬物であるnicardipine

とnifedipineはμM濃度以下で濃度依存的な抑

制をした（Fig.4）．nicardipineとnifedipineの

IC (μM）はそれぞれ，0.055±0.0008と0.042±

0.01(mean±S.E.）であった（Table 1）．すなわ

ち，DHP系薬物はverapamilとdiltiazemより

も強い抑制作用を示した（nifedipine＝nicar-

dipine≫verapamil＞diltiazem）．この結果は30
 

mM K によるGC産生がL型VOCを介した

Ca 流入により促進されたことを示唆している．

Fig.2.Effect of extracellular Ca on 30 mM K -induced corticoidogenesis in BAFC.
BAFC was incubated in low K -KRBGA in the presence of various concentration of Ca at 37℃

for 1 hr.The maximum cortisol production was taken as 100%.Each point represents the
 

mean±S.E.from 3 separate experiments.Each experiment was triplicate determinations.
Statistically significant from control value(p＜0.05).

Fig.3.Effects of verapamil and diltiazem on 30 mM K -induced corticoidogenesis in BAFC.
BAFC was incubated in low K -KRBGA in the presence of 30 mM K and 1.2 mM Ca at 37℃for

 
1 hr.The maximum cortisol production was taken as 100% (verapamil:○-○,diltiazem:●-●).
Each point represents the mean±S.E.from 3 separate experiments.Each experiment was tripli-
cate determinations. Statistically significant from control value(p＜0.05).
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3. BAFCにおける［Ca ］に対する細胞外K 添

加の影響

VOCの存在を直接的に証明するために，fura 2

を取り込ませたBAFCを用いて［Ca ］iに対す

る細胞外K の効果について検討した．まず，Ca

非存在下でK 無添加HEPES bufferでインキュ

ベートし，続いてK とCa を添加した．Fig.5

で示すように，K 前処理後1.2 mM Ca を添加

すると，K 濃度に依存して［Ca ］iは増加した．

細胞にCa を添加しないと，K 処理により

［Ca ］iの上昇はみられなかった．さらに，

nifedipine(0-10μM）存在下において30 mM K

で処置し，1.2 mM Ca を添加すると［Ca ］iの

上昇はnifedipineの濃度依存的に抑制された

（Fig.6）．したがって，30 mM K による［Ca ］i

上昇はL型VOCの活性化によることが示唆され

た．

IV. 考 察

様々な細胞の機能調節にCa が重要な役割を

果たしていることはよく知られている．副腎皮質

束状層細胞において，生理的活性物質である

A C T Hはa d e n y l y l c y c l a s e-c A M P-p r o t e i n
 

kinase A系を介して，GC産生を促進する ．しか

しその作用発現には細胞外Ca が必須であ

る ．また，細胞外からCa が流入することに

より，顕著なcAMP産生が見られなくてもGC産

生は促進される ．したがって，副腎皮質細胞に

おけるCa 流入機構について知ることはGC産

生調節機序を知る上で重要である．細胞内への

Ca 流入経路には少なくとも3つあるといわれ

ている ．それはVOC，リガンドゲート型非特異

的イオンチャネル，受容体作動性カルシウムチャ

ネルである．

Yanagibashiらはウシ副腎皮質遊離細胞にお

いてACTHによりVOCが活性化されCa が

流入しGC産生が促進される可能性を報告した ．

しかし，彼等はtrypsin処理により遊離された細

Table 1.IC of the Ca channel
 

antagonists on 30 mM K -

induced corticoidogenesis in
 

BAFC.

IC (μM）

nifedipine  0.055±0.008
 

nicardipine  0.042±0.010
 

verapamil  9.8±2.1
 

diltiazem  16.7±1.8
 

Values are the mean± S.E.from 3
 

separate experiments.Each experi-
ment was triplicate determinations.

Fig.4.Effects of nicardipine and nifedipine on 30 mM K -induced corticoidogenesis in BAFC.
BAFC was incubated in low K -KRBGA in the presence of 30 mM K and 1.2 mM Ca at 37℃for

 
1 hr.The maximum cortisol production was taken as 100%(nicardipine:○-○,nifedipine:●-●).
Each point represents the mean±S.E.from 3 separate experiments.Each experiment was tripli-
cate determinations. Statistically significant from control value(p＜0.05).
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胞を用いて，VOC阻害薬による間接的な薬理学的

検討をしている．しかしながら，trypsinで処理す

る事によって細胞膜がなんらかの影響を受けてい

る可能性があるので，今回はtrypsinではなく，よ

り作用の弱いcollagenaseで処理し3日間初代培

養したBAFCを用いて，VOCがGC産生と連関

しているかについて実験した．

高濃度K を用いて実験したところ，GC産生は

細胞外Ca 濃度に依存して増強された．逆に細

胞外Ca 存在下のGC産生に対する細胞外K

の効果も濃度依存的だったが，細胞外にCa を

添加していない状態ではその効果は観察されな

かった．これらの結果からBAFCにおいて，細胞

外の高濃度K 存在下では細胞外Ca はGC産

生に必須であり，遊離細胞を用いた実験と同様

BAFCにGCと連関するVOCが存在することが

示唆された．また，用いたいずれのVOC阻害薬も

高濃度K によるGC産生を抑制した．しかし，

Table 1に示すように，nifedipineとnicardipine

のIC はverapamilとdilti a z e mより1 0 0倍も

低濃度であった．Nifedipineとn i c a r d i p i n eは

VOC選択性阻害薬であり，verapamilとdilti-

azemはVOC選択性の低い阻害薬であることか

ら，この結果は上記で述べた仮説を支持してい

る ．一方，これまでBAFCの細胞膜の脱分極に

よる［Ca ］iの増加の直接的証明は報告されてい

ない．したがって，今回我々は蛍光性Ca 指示薬

であるfura 2を取り込ませたBAFCを用いて，

高濃度K 添加による［Ca ］iに対する効果を実

験した．1.2 mM Ca 存在下で，30 mM K は

［Ca ］iの持続的な増加を引き起こしたが，細胞

外Ca 非存在下では，高濃度K によっても

［Ca ］iの増加は起こらなかった．さらに，

［Ca ］iに対する高濃度K の作用はVOC選択

Fig.5.Effect of extracellular K on the［Ca ］i mobilization in BAFC.
Fura 2-loaded BAFC on coverslip was incubated in K -free HEPES buffer at 30℃ in quartz cell

 
with continuous stirring.Added K ,A:30 mM,B:15 mM,C:7.5 mM.There are results from

 
the typical experiment.Two such experiments were performed.

Fig.6.Effect of nifedipine on 30 mM K -induced［Ca ］i mobilization in BAFC.
Fura 2-loaded BAFC on coverslip was incubated in K -free HEPES buffer at 30℃ in quartz cell

 
with continuous stirring.Added nifedipine,A:0,B:2.5μM,C:5μM,D:10μM.There are

 
results from the typical experiment.Two such experiments were performed.
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性阻害薬であるnifedipineによって抑制された．

これらの結果から，高濃度K はVOCを活性化

し細胞外からのCa 流入を促進することが示さ

れた．ただし，高濃度K によるGC産生に対する

nifedipineのIC と，高濃度K による［Ca ］i

上昇を抑制するのに必要なそれには大きな濃度の

差がある．この差が現われた原因として，二つの

可能性がある．まず，GC産生に対する影響は細胞

をnifedipine存在下で1時間インキュベートし

た結果であるのに対して，［Ca ］iに対する結果

はnifedipineの100秒前処置によるもので，処理

時間の相違が考えられる．一方，nifedipineは光感

受性が高いため，［Ca ］iに関する実験では連続

して励起波長を照射したため，nifedipineが分解

されたとも考えられる．GC産生に関する実験に

おいては，インキュベートをCO インキュベー

ター内で行うため，暗室状態に保たれているので

分解されない．

VOCには，少なくともL型，T型，N型の3タ

イプがあり ,Matsunagaら とCohenら は

ホールセルパッチクランプ法を用いて，ウシ副腎

皮質顆粒層細胞においてT型とL型の存在を示

唆している．また，彼等はウシ副腎皮質顆粒層細

胞では高濃度K により最初にT型チャネルが

活性化され，ついでL型チャネルを介して細胞外

からCa の持続的流入が起こることを報告して

いる．さらに，Burnayら もfura 2を取り込ま

せたウシ副腎皮質顆粒層細胞に用いて，T型とL

型のVOCの存在を示唆している．一般的には

DHP系薬物はT型とL型VOCの両方を抑制す

ると言われている．しかし，DHP系薬物である

nicardipineはT型およびL型チャネルを抑制す

るが，もう1つのDHP系薬物であるnifedipine

はT型チャネルを抑制しない．一方，Mlinarら

はホールセルパッチクランプ法にてBAFCはT

型チャネルのみ持つと報告したが，彼等は非特異

的なカルシウムチャネル阻害薬であるNiと

La を用いて実験し，DHP系薬物は使用してい

ない．我々の実験条件では，nicardipineだけでな

くnifedipineでもBAFCにおける高濃度K に

よるGC産生を完全に抑制した．そして高濃度K

による細胞内へのCa 流入はnifedipineにより

抑制された．以上の結果より，BAFCには少なく

ともL型のVOCが存在し，それがGC産生に連

関していることが考えられる．しかしながら，

BAFCにおけるT型VOCの存在の有無および

その生理的役割については今後検討する必要があ

る．

V. 結 語

1.ウシ副腎皮質束状層細胞におけるGC産生

に連関するVOCの存在について検討した．

2.細胞外Ca 存在下で，細胞外K は濃度依

存的にGC産生を促進し，また，高濃度K 存在下

では細胞外Ca も濃度依存的にGC産生を促進

した．

3.高濃度K によるGC産生はL型VOC特

異的阻害薬であるnifedipine,nicardipineにより

強く抑制され，VOC非特異的阻害薬であるver-

apamil,diltiazemによっても抑制された．その阻

害作用の強さはnifedipine＝nicardipine≫ver-

apamil＞diltiazemであった．

4.Fura 2を取り込ませたウシ副腎皮質束状層

細胞において，細胞外K は濃度依存的に［Ca ］i

を上昇させ，その作用はnifedipineで濃度依存的

に抑制された．

5.以上の結果より，ウシ副腎皮質束状層細胞

には，GC産生に連関したL型VOCが存在する

ことが確認された．

本論文を作成するにあたり，御指導，御校閲を賜り

ました川村将弘教授に深甚なる感謝の意を捧げます．

また，本研究に御協力いただきました東京慈恵会医科

大学薬理学講座第1の方々に深く感謝いたします．
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