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ABSTRACT 

The purpose of this experiment was examined whether angiotensin 

converting enzyme inhibitors (ACEIs) would inhibit endothelin 

secretion from cultured human endothelial cells. Confluent 

umbilical-vein endothelial cells were incubated for 6 hours in 

multi-well plates with a culture medium containing cap七opril，or 

enalaprila七.工mmunoreactiveendothelin in the medium was measured 

by radioimmunoassay. Calf serum (CS) stimulated endothelin 

release in a concentration-dependent manner， and both ACEIs 

inhibited the CS-stimulated endothelin release in a 

concentration-dependent manner. To explore the mechanisms of 

ACE工-induced suppression of endothelin release， the effects on 

endothelin release of angiotensin 工工 angiotensin converting 

enzyme， bradykinin， and sodium nitroprusside were also examined， 

and cornpared with ACE1s. Although angiotensin 11 and angiotensin 

converting enzyrne were found to have no effect， bradykinin and 

sodi um ni t roprusside showed a dose-dependent suppressi ve effect 

on ET release. 工n addition， indomethacin did not affect ET 

secretion in the culture conditions. These results indicate that 

ACE1s inhibit CS-stimulated release of endothelin from human 

endothelial cells， and sugest indirectly that the mechanisrn of 

this suppression may be partly due to ACE工ーinduced potentiation 

of bradykinin effect， which would automatically decreased the 

synthesis in the endothelial cells. 
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はじめに

1988年、柳沢らはブタ血管内皮細胞の培養液

中か ら、強力で持続的な血管収縮作用を有する

ペプチドを発見し、エンドセリンと命名したり。

その後、エンドセリンは内皮細胞や平滑筋細胞

の増殖促 進作用を有することが示され 2 ' 3)、

さらに血 中のエンドセリン濃度が、本態性高血

圧 症 患 者や動脈硬化症患者では上昇しているこ

とが報告された 4 〆 5)。これらの事よりエンド

セリンは、血管の過剰収縮や動脈硬化の病因に

重要な役割を持つことが推測されている。しか

し、エンドセリンがどのようなメカニズムによ

り血管内皮細胞から分泌されるかは不明であり、

さらに内皮細胞から分泌される他の血管作動性

物質と、どのような相互作用を有するかも明ら

かにされていない。

近年、循環血禁中のみならず、血管内皮にも

完 全 な レニン・アンジオテンシン系が存在する

ことが報告されており 6 ' 7) 、 血 管 内 皮 細 胞 はA

CE阻害薬の重要な作用組織のーっと推測されて

いる。事実、 ACE阻害薬は、高血圧症ラットか

ら摘出した大動脈でアセチルコリンによる内皮

依存性血管拡張反応の低下を改善することや 8)、

動物実験において、バルーンによる血管損傷後

の 内 膜 新 生 を 抑 制 す る こ と な ど 9)、内皮細胞や

平滑筋細胞に対しても種々の影響をおよぼして

いることが示唆されている。しかし、この内皮

細 胞 上 の レ ニ ン ・ ア ン ジ オ テ ン シ ン系の生理的

な役割や内皮細胞から分泌される種 々の血管作

動性物質との相互作用に関しては不明である。

本 研 究 で は 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン 変換酵素 (AC

E)阻 害 薬 に よ り 血 管 内 皮 に 存 在 す る本酵素を抑

制した場合、エンドセリンの分泌にどのような

影響を与えるか、さらに同薬の投与により変動

すると考えられる種々の血管作動性物質(アン

ジオテンシン E、ブラヂキニンなど)が、エン

ドセリン分泌にどのような影響をおよぼしてい

るかを検討した。

η
J臼

円
ベ
U



方法と材料 (図 1A， B) 

また実験に際しては、内皮細胞を培養フラスコ

よりトリプシンを用いて剥離し、コーニング社

製のマルチ・プレートに植えた。コンフルエント

に な っ た こ と を 確 認 し た の ち 各we11 :を 500μlの

新しい培養液で1時間preincubationし 、 一 定 濃

度の試薬を含む 1000μlの同培養液に交換して

incubationした。 incubation後、培養液を一定

時間後に回収し、エンドセリン測定時まで一70

℃で保存した。プレートごとに上記の試薬を含

まないwe11を設けてコントロールとした。また、

実験には継代3から 10世代までの細胞を用いた。

3)エンドセリン測定と検定

アマシャム社製の Endothelin1-21 specific 

[1125 Jassay system (Buckinghamshire， UK)を

用いて、培養液中のエンドセリンを直接ラジオ

イムノアッセイ法で測定した。本法の測定感度

1)試薬

フラヂキニ ン は ペ プ チ ド 研 究 所 ( 大 阪 ) 、 ソ ジ

ウムニトロプルシッド(以下SNP) はシグマ (St

Louis，MO，USA)、ACEはコスモバイオ(大阪)、イ

ン ド メ タ シンとエナラプリラト原末はメルク社

(Rahway，NJ，USA)、カプトプリル原末は三共製

薬(東京)のものを使用した。また、培養液はク

ラボウ社製EBMあるいは EGM.UV培地(大阪)を、

培 養 液 に 添加した子牛血清はギブコ社 (Grand

Is1and，NY， USA)のものを使用した。

2)細胞培養と実験

ヒト勝帯静脈より Jaffeら10 )の変法によりトリ

プシンを用いて内皮細胞を剥離し、 EGM・UV培地

+5%子牛血清で継代培養した。培養条件は、 37

OC、5%C02十95%air、飽和水蒸気下とした。細胞

がコンフルエントになるまで約一週間を要し、

二日毎に培養液を交換した。培養細胞が石垣状

配列を呈し 、 さ ら に 酵 素 抗 体 法 染 色 に よ り fac-

tor VHIを確認して内皮細胞であると同定した。

は0.5 frnol/tubeであり、 intraasseyvaria-

tionは4.2%、 interasseyvariationは12.5%で

あった。また、利用した抗体の交差性は、合成
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ET-1に100%、合成ET-2に144%、合成ET-3に52%、

また bigET-1には 0.4%であった。

数値は、 Mean+ SEMで表し、有意差検定は、

一元配置分散分析法で解析し、 PくO.05を有意と

した。

ンの分泌を抑制しなかった(図 3A， B)。

3)血 清 を 含 ま な い 培 養 液 中 に ア ン ジオテンシン

II10 ~ 8 ， 10 一 7 ， lo-B Mを加えたところ、 6時 間 後 エ

ンドセリンの分泌にほとんど影響をおよぼさな

かった。また、培養系の内因性アンジオテンシ

ン Eの産生を高める目的でACE0.1，1，10rnUを同

様に培養液中に加えたが、エンドセリ ン 分 泌 に

ほとんど影響をおよぼさなかった。

4)ACE阻害薬により分解が抑制される ブラヂキ

ニン 10-8JO-7，10-6Mを血清を含まな い 培 養 液

中に加えると、 6時間後エンドセリンの分泌は

軽度抑制された(コントロールに比較して、そ

れぞれ93土4、81士3、81+ 4%、PくO.05; n二 6)。

このフラヂキニンのエンドセリン分泌抑制効果

は、 5%の子牛血清刺激を含む培養液 中ではさら

に増 強さ れた (コ ント ロー ルに 比較 して、それ

結 果

1) 1%，5%，10%の子牛血清は、無血清で培養した

基礎分泌 に 比 べ て 、 エ ン ド セ リ ン の 分 泌 を 3時

間後およ び6時間後に時間と濃度依存性に促進

させたが、 24時間後には分必刺激効果を示さな

かった(図2)。

2)5%の子牛 血 清 刺 激 の 存 在 す る 培 養 液 中 で 、 ェ

ナラプリ ラト lO-7JO-s，10-5Mとカプトプリル

10-6，10-5，10-4 Mは、 6時間後にエンドセリンの

分泌を濃度依存性に抑制した(エナラプリラト

はコントロ ー ル に 比 較 し 、 そ れ ぞ れ65+ 4、45土

3、34士5%、Pく0.001; n=6: カプトプリルはコ

ントロールに比較し、それぞれ57+ 3、30+ 3、

29士4%、Pく0.001; n=6)。しかし、血清を含ま

ない培養液中 で は 、 両ACE阻害薬はエンドセリ

ぞれ 74土4、

(図4)。

63士6、43+ 6% 、Pく0.001;n=6)

5)ブラヂキニンにより産生が促進されると考え

ら れ て い る 内 皮 細 胞 由 来 血 管 拡 張 物 質 (EDRF)と
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かった。

された何らかのエンドセリン分泌刺 激 物 質 の 効

果を ACE阻害薬が抑制した可能性や、逆に何ら

かのエンドセリン分泌抑制物質の効果を増強し

た可能性が考えられる。培養血管内 皮細胞でア

ンジオテンシン Eがエンドセリン分泌を刺激す

るかどうかに関しては意見の一致をみていない

が 11 '12)、血管内皮細胞培養系でも組織レニ

ン・アンジオテンシン系が細胞膜に 存 在 し 、 培

養液中にはアンジオテンシン Eが産生されてい

ることが知られている 6 ' 7)。従って、 ACE阻害

薬が培養内皮細胞膜上でアンジオテンシン Eの

産生を抑制し、そのためエンドセリン分硲が抑

制された可能性を推測し、培養液中に外因性の

同様の作用機序を有すると考えられるニトロプ

ルシッド 10-6，10-5，10-4Mを5%の 子 牛 血 清 刺 激

を含む培養液に加えたところ、 6時間後のエン

ドセリン分泌を抑制した(コントロールに比較

して、それぞれ91士5、68土l、55+ 4%、

Pく0.001; n=6) (図5)。

6)内皮細胞からのプロスタノイド産生を抑制す

るため、 5%の子牛血清刺激を含む培養液に 10μ

Mのインドメタシンを加えたところ、 6時間後の

エンドセ リン分泌にほとんど影響をおよぼさな

く

考察

SH基を持つカプトプリルおよびSH基を持たな

いエナラプリラトの両ACE阻害薬は、培養血管

内皮細胞からのエンドセリン分泌を濃度依存性

に抑制した(図3)。この効果は子牛血清の添加

に よ る エンドセリン分泌刺激状態で明らかとな

っ た 。 本実験からは、どのような機序で子牛血

清がエンドセリン分泌を刺激したかは明らかで

はない。しかし、子牛血清の添加によりもたら

アンジオテンシン Eを加えたところ、エンドセ

リン分泌の刺激効果は認められなかった。また、

子牛血清中にはACEが 存 在 す る と とが知られて

おり 13 )、内皮細胞からの内因性のアンジオテ

ンシ Eの産生が子牛血清中のACEにより増強さ

れてエンドセリン分泌を刺激した可能性も考え

られた。しかし、内因性のアンジオテンシ Eの

nδ 
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産生を高める目的で精製された ACEを 培 養 液 中

に 加 え たがエンドセリン分泌は刺激されなかっ

た。これらの結果から、本研究で観察した ACE

阻害薬によるエンドセリン分泌抑制効果は、同

阻害薬によって培養細胞上でアンジオテンシン

Eの産生が抑制されたことによるとは考えにく

いと思われた。

一方、 ACE阻害薬は in v i vo や invitroにお

いてブラヂキ ニ ン の 分 解 を 抑 制 し 、 そ の 作 用 を

増強することが知られている 14)。そこで内皮

細胞培養系でACE阻害薬によるブラヂキニンの

増 加 が エ ンドセリン分泌抑制に関与した可能性

を考え、ブラ ヂ キ ニ ン の エ ン ドセリン分泌にお

よぼす効果 を検討した。ブラヂキニンは、濃度

依存性にエ ンドセリンの分泌を抑制し、血清刺

激下で、さらに抑制効果が著明になった(図 4)。

この結果は、 ACE阻害薬によるエンドセリン分

泌抑制機序の一部に、同薬による内皮細胞上の

フラヂキニンの効果の増強作用が関係している

可能性を間接的に示していると思われる。

内皮細胞培養系でブラヂキニンが産生されて

いるかどうかは明らかでないが、摘出 し た 血 管

に組織カリクレインが存在することや 15) 、血

清より供給されたブラディキニノーゲンを培養

内皮細胞が細胞内に取り込むこと 1S )が報告さ

れている。さらに最近、 Wiernerら17 )は、ヒト

内皮細胞培養系でACE阻害薬がプロスタサイク

リンや EDRFの分泌を増加させることを示し、こ

の作用がブラヂキニンのアンタゴニ ストで抑制

されることを報告した。とれらの事実は、内皮

細胞培養系でもブラヂキニンが産生されうるこ

とを示唆している。従って、 ACE阻害 薬による

エンドセリン分泌、の抑制効果は、子牛血清から

ブラディキニノーゲンが供給され、さらに ACE阻

害薬によりブラヂキニンの分解抑制が増大した

ため観察されたものと考えられた

つぎに、ブラヂキニンが、どのよう な 機 序 で

エンドセリンの分泌を抑制したかを検討した。

ブラディキインは、内皮細胞に作用して EDRFや

プロスタノイドの産生を刺激するごとが知られ
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ている 18 '19)。また、内皮細胞より分泌され

るEDRFはautocrineやparacrineとして内皮細胞

自身にも作用し、同細胞内でcyclicGMPを産生

することが知られている 20)。そこで、 EDRFと

同じく内皮細胞内の cyclicGMPの増加をもたら

すニトロプルシッド 21) を培養液中に加えたと

ころ 、エ ンドセリン分泌の抑制が観察された

(図 5)。また、内皮細胞からのプロスタノイド

の産生を抑制すると考えられるインドメタシン

の添加は、培養内皮細胞のエンドセリンの分泌

になんら影 響 を 与 え ず 、 培 養 内 皮 細 胞 か ら 産 生

さ れる プロスタノイドが、エンドセリン分泌を

調節している可能性は少ないものと考えられた。

これらのことから、 ACE阻 害 薬 に よ り 内 皮 細 胞

で増加したブラヂキニンは、 EDRFの産生を増強

させて内皮細胞内の cyclicGMPの増加をもたら

し、その結果エンドセリンの分泌を抑制した可

能性が推測される。と 0)_仮 説 は 、 還 流 血 管 モ デ

ルにおいて EDRFの前駆物質と考えられる L-argi

nineの競合阻害物質である N-monomethyl-L-arg

lnlneでEDRFの産生を抑制するとエンドセリン

の分泌が充進することや 22) 、培養内皮細胞で

EDRFのセカンド・メッセジャ ーである cyclicGMP

の産生をオキシヘモグロビンを用 いて抑制する

とエンドセリンの分泌が充進するという Cocks

ら23) の報告に一致するものと思われる。

近年、内皮細胞自身が血管拡張や収縮に関連

する物質、また凝血や抗凝血に関連する物質な

ど種々の因子を分泌することが知られるように

なった。内皮細胞は、とれら相反する性質を持

つ生理活性物質の分泌を微妙に調節し、局所の

血流調節などに重要な役割を演じているものと

考 え ら る 。 エ ン ド セ リ ン が 、 血 管 ト ーヌスの調

節や動脈硬化の進展に重要な役割をになってい

るとすれば、本研究で明らかになっ た ACE阻害

薬によるエンドセリン分泌抑制作用は、同薬が

持っていると考えられる血管拡張効 果 あ る い は

血管肥厚の抑制効果 9 ' 24) の一端を説明するも

のと考えられる。
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結語 ドは、エンドセリンの分泌を濃度依存性に抑制

した。

6)プロスタノイドの産生を抑制するインドメタ

シンは、エンドセリンの分泌に影響をおよぼさ

なかった。

本研究は、 ACE阻害薬がエンドセリンの分泌

を 抑 制 す る こ と を 初 め て 明 ら か に した。さらに

この抑制機序に ACE阻害薬によるブラヂキニン

の効果の増強や EDRFが関与している可能性を間

接的に示唆した。

培養ヒト血管内皮細胞を用いて ACE阻害薬や A

CEに関連する種々の血管作動性物質のエンドセ

リン分泌におよぽす効果を検討した。

1)1，5，10%の子牛血清の添加は、 3時間ならびに

6時間の培養後に濃度と時間依存性にエンドセ

リン分泌を充進させた。しかし、 24時間後に明

らかな刺激効果を示さなかった。

2)5%の子牛血清の存在する培養液中で、 6時間

後エナラプリラトおよびカプトプリルは濃度依

存性にエンドセリンの分泌、を抑制した。この抑

制効果は、子牛血清を含まない培養液中では認

められなかった

3)子 牛血 清を含まない培養液中で、アンジオテ

ンシン EおよびACEは、エンドセリンの分泌を

ほとんど刺激しなかった。

4)ブラヂキニンは、エンドセリンの分泌を軽度

抑制し、この抑制効果ははの子牛血清の存在下

で増強された。

5)EDRFのア ナログとして用いたニトロプルシッ

バ
斗
ム

1
・i

「「
U

1
i
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FIG 1 

Phase-contrast microscopic (A) and light microscopic 

(B) apperance of the cultured human umbillical 

endothelial cells monolayer one week after 

subseeding. The cobble stone morpho1ogy (A) and the 

factor VIII re1ated surface antigen (B) were 

demonstrated in七hepicture. 

FIG 2 

Accumu1ation of endothe1in in medium containing 

newborn ca1f serum (0%， 0; 1もF ム 5も，・;10も， A) at 

3， 6， and 24 hours after incubation with cultured 

human endothe1ial cells. Mean ~ SEM (n = 6). 

FIG 3 

工nhibitory effect of angiotensin converting enzyme 

inhibitors enalapri1at (A) and captopril (B) on 

endothe1in secretion from cu1tured human endothe1ia1 

cel1s in medium containing 5も newbornca1f serum (.) 

and serum-free (0) after 6 hours incubation. Mean ~ 

SEM (n = 6). 
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工nhibitory effect of bradykinin on endothelin 

FIG 4 
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medium containing 5も newborncalf serum after 6 hours ミ

(

〉

〉

secretion from cul tured human endothelial cells in 

medium containing 5も newborn calf serum (.) and 

serum-free (0) after 6 hours incubation. The data 

was expressed as percentage of the each control. Mean 

士 SEM (n = 6). 

FIG 5 

工nhibitory effect of nitroprusside on endothelin 

secretion from cul tured human endothelial ceエエs in ;7LL 

incubation. The data was expressed as percentage of 

the control. Mean z SEM (n = 6)・
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