
エンドセリン　405

エ　　ン ド　セ リン

桜井　　武＊柳沢正史＊
後藤勝年＊真崎知生＊

　見逃されがちであった血管内皮細胞の機能に近

年注目が集められている．1980年，アセチルコリ

ンの血管弛緩作用が血管内皮由来血管弛緩因子

（EDRF）に依存していることがFurchgottらによ

って示されて以来1），血管平滑筋トーヌスの調節

においても内皮細胞が果たす役割が重視されてい

る．現在ではアセチルコリンだけではなく，多く

の化学的刺激及び物理的刺激がEDRFの生成を

促すと考えられている．最近Moncadaらが，

EDRFの本体は一酸化窒素（nitric　oxide）または

それに近い亜硝酸化合物であり2），内皮細胞にお

いてL－arginineから生成される3）と報告してい

る．つまり，古くから用いられてきた亜硝酸薬に

対応する内因性物質とでも言うべき物が血管内皮

細胞で作られていたことになる．

　一方，内皮細胞が血管収縮に果たす役割にも注

目が集まり，1982年，Vanhoutteらによって血管

内皮由来血管収縮因子（EDCF）の存在が示唆さ

れ4），以後多くの研究者たちがEDCFに注目をし

てきた．その結果，EDCFは単一の物質ではなく，

プロスタノイド，フリーラジカル，ペプチドなど

複数のものからなっていると考えられている5）一8）．

1985年，Highsmithらはウシ大動脈内皮細胞培養

上清中に血管収縮活性を見いだし，その活性はペ

プチダーゼで処理すると消失すると報告した9）．

0’Brienらも同様の実験により血管収縮活性を確i

認し，その活性の本体は分子量約3000Daのポ

リペプチドにあると推測したlo）．

　我々のグループは，これらの報告をもとに，ブ

タ大動脈内皮細胞培養上清から強力な血管収縮活

性を持つペプチドを単離・精製し，その一次構造

＊筑波大学基礎医学系薬理学教室

およびcDNA構造を決定することに成功したll）．

「エンドセリン（Endothelin）」と命名されたこの

ペプチドは，循環器系の研究分野における一つの

トピックスを提供している．その後エンドセリン

は，少なくとも3種類の類似のペプチドからなる

ペプチドファミリーの一員であり15），血管内皮の

みならず，様々な組織において発現・機能してい

る可能性が明らかとなってきた（後述）．本稿で

は，この新しい生理活性ペプチドについてこれま

でに得られた知見の一端を紹介し，その作用と機

能について簡単に述べる．

1．　エンドセリンー1（ET－1）の構造

　エンドセリンのはブタ大動脈内皮細胞を大量培

養して得られた無血清培養上清から，ブタ冠動脈

螺旋標本に対する収縮作用を指標として精製され

た．

　濃縮・脱塩後，3段階のFLPC・HP：LCを行な

い，最終段階の逆相HPLCのピークの一つに収

縮活性が認められた．気相エドマン法，ヒドラジ

ン分解によるC末端解析によりアミノ酸21残基か

らなる全一次構造が決定された11）．当初エンドセ

リンと命名されたこのペプチドは，後に多くの哺

乳類で生産されると考えられる3種類の類似のペ

プチドのうちの一つであることが分かり15），現在

“エンドセリンー1（ET－1）”と呼ばれている．

　図1に示すように，ET－1はアミノ酸21残基か

らなる分子量2492のポリペプチドであり，鎖内に

2対のジスルフィド結合を有する．この構造は，

下等動物の産生するある種のペプチド性の神経毒

に類似性を持つ．特に，システイン残基の位置関

係はハチ毒であるアパミンと完全に一致してい

る11）．これらの神経毒は，テトロドトキシン感受
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図1　エンドセリンファミリーとサラフォトキシン

　　S6bの構造、（注）ラットET－1は最近われ

　　　われによってクローニングされ，ヒトおよび

　　　ブタと共通の構造を持っていることが確かめ

　　　られた．

性Na＋チャネル，　Ca2＋依存性K＋チャネル等，

細胞膜上のイオンチャネルに作用するものであ

る．このことは後述するET－1の作用機序を考

える上で興味深い．さらに，最近，高崎らによっ

て報告された，イスラエル産のアナヘビの一種，

モールパイパーが産生するヘビ毒であるサラフオ

トキシンS612）・13）は，アミノ酸21残基からなり4

つのシステイン残基の位置関係も，ET－1と全く

同一であった．しかも，ET－1の収縮活性に不可

欠であるC末端のTrp21も一致していた．サラフ

ォトキシンS6には3つの分子種が確認されてい

るが，うちS6bは21残基中14残基がET－1と相

同であった（図1）．

　このことから，哺乳動物の生理活性ペプチドで

あるET－1とヘビ毒であるサラフオトキシンS6

は同一の遺伝子から進化したものであると考えら

れる．しかも，サラフォトキシンS6はET－1と

同様に哺乳類の血管平滑筋を強力に収縮させ，逆

に，ET－1を大量に（4－6　nmol／kg）投与すれば，

サラフォトキシンS6と同様に主に冠動脈攣縮に

よる心筋虚血によって動物を死にいたらしめる．

さらに，ラットの心筋細胞において，ET－1とサ

ラフオトキシンS6は同一の結合部位を共有する

ことが明らかにされている14）．こうした事実は，

ET－1は生理的条件下では，その分泌状態が緻密

に調節され，循環動態の制御などに役立っている

が，こうした調節のみだれが生ずれば，“en－

dogenous　toxin”として，血管攣縮などの危険な

病態をもたらしうることを物語っている．

2．　エンドセリン・ファミリー

　以上のように，ET－1は毒ヘビの外分泌腺にお

いて産生されるある種のペプチドとホモロジーを

もっているが，哺乳動物においては，それまでに

知られていたいずれのペプチド類とも類似性が認

められていない．しかし，ヒトのゲノムDNAラ

　　　　　　　イブラリーから，ET－1のアミノ酸配列に基づい

た合成DNAプローブによって，弱いハイブリダ

イゼーション条件のもとにエンドセリン関連の遺

伝子をスクリーニングしたところ，3種類の類似

のペプチドをコードする遺伝子が発見された．さ

らにサザンプロット分析により，ヒトのみではな

くラットおよびブタにも3種の対応する遺伝子が

確認された15）．

　これらの遺伝子がコードするペプチドは，すべ

て4残基のシステインを同位置に含む21残基のア

ミノ酸配列を持ち，2組のジスルフィド結合によ

る分子内ループを形成していると推定される．そ

れぞれ“エンドセリンー1（ET－1：最初に構造が

決定された血管内皮細胞由来のペプチド）”，“エ

ンドセリンー2（ET－2：ET－1とアミノ酸2残基

の相違をもつ）”，“エンドセリンー3（ET－3＝

ET－1とアミノ酸6残基の相違をもつ）”と命名

された（図1）．化学合成されたET－2及び

ET－3は，　ET－1と同様にin　vitroにおいて強い

血管収縮活性をしめし，in　vivOにおいては強く

かつ持続性の血圧上昇を示した．ただし，その効

力には違いがあり，ET－2＞ET－1＞ET－3となっ
た15）．

　以上のように，哺乳動物において“エンドセリ

ン・ファミリー（ETs）”というべき3種類の類縁

のペプチドが存在し，それぞれ異なる生理的機能

を営んでいる可能性がある．しかしながら現在，
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内皮細胞においてはmRNAのレベルでも，ペプ

チドのレベルでもET－1のみが発現し，　ET－2，

ET－3は発現していないことが確認されており，

ETsがそれぞれどの様な組織でどの様な機能を

果しているのかということは今後の研究課題とし

て残されている．

3．　ET－1前駆体の構造

　クローニングされたブタET－1　cDNAの全配

列の決定によって，203アミノ酸残基からなる

ET－1前駆体の一次構造が明らかにされた11）（図

2）．N末端の約20残基はシグナルペプチドに相

当する．

　ET－1は，図2に示すように，プロセシングに

より，39残基のbig　ET－1を経て生成されると考

えられる．ET－1のプロセシング部位のアミノ酸

配列は極めて特徴的である．N末端のプロセシン

グ部位には一般のペプチドにみられるような，

dibasicな配列を持つが，　C末端側のプロセシン

グ部位には塩基性アミノ酸が見られない．つまり，

big　ET－1からET－1に変換される過程に：おいて

はdibasic　pairを持たない部位（Trp21とVa122

の間）で切断が行われることになる．この様な例

はレニンによるアン三三テンシノーゲンの切断部

位（Leu－Va1）などにきわめて例外的に認められる
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図2　ET－1前駆体のプロセシング．　Lys－Argおよ

　　　びArg－Argの切断は一般的なプロセシング

　　酵素によって行われる．Trp－Valの切断に

　　エンドセリン変換酵素の関与が想定される．
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のみである．しかも，big　ET－1はET－1にくら

べ100分の1以下の効力（ブタ冠動脈収縮活性）

しか持たない．このことは，big　ET－1から

ET－1への変換がET－1の活性化にとって本質的

なものであり，従って，活性の調節という点で重

大な意味を持ちうることを示している．ブタ大動

脈内皮細胞培養上清の分析によれば，上清中には

微量のbig　ET－1［1－39］の他にET－1［1－21］と

big　ET－1［22－39］がほぼ等量含まれている．こ

のことはbig　ET－1からET－1への変換がen－

doproteolyticな反応によって引き起こされてい

ることを示している．この変換を行うキモトリプ

シン様の活性を持つ酵素“ET変換酵素：ET－

converting　enzyme”は，あたかもアンギオテン

シン変換酵素がレニンーアンギオテンシン系にと

って重要な意義を持つように，ET－1の機能発現

及び調節に本質的な役割をしていると考えられ

る．なお，ET－2，　ET－3　もET－1　と同様に

“bigform”から変換されると推定される15）。

4．ET－1の薬理活性

　ET－1は，血管内皮細胞由来の血管収縮ペプチ

ドとして単離・同定されたわけだが，以下に述べ

るように様々な薬理活性を有し，生体内において

も様々な組織において発現し，多彩な生理的機能

を有する可能性を持つことが明らかになってきて

いる．実際に［1－125］ET－1はラットにおいて心

・血管系だけではなく，腸管，肺，腎，副腎（特

に髄質），脳などに特異的な結合部位を持つこと

が明らかにされている16）一18）．

　a）血管平滑筋の収縮

　ET－1はin　vitroにおいて血管平滑筋標本に対

し強力かつ持続性の収縮活性をしめす11）．ET－1

による血管収縮反応は，その立ち上がりが遅く，

極めて持続的で洗い流しにくい．また現在までに

知られている他のどの血管収縮物質よりも低濃度

で，ヒトを含めてほぼ全ての哺乳類の，ほとんど

全ての種類の血管を強力に収縮させる．この様に

非常に普遍的な収縮作用は他に類を見ない．

　図3aにブタ冠動脈の螺旋標本に対するET－1

及び他の血管収縮性物質の収縮作用を示す．縦軸

はK＋による最大拘縮を100％として各収縮反応

（張力）を示したものである．ET－1は10－11　M

から10－8Mの範囲で濃度依存性に収縮を示し，
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図3　a）ブタ冠動脈螺旋標本に対するET－1およ

　　　び他の血管収縮性物質の収縮作用．

　　　b）ブタ冠動脈におけるET－1の収縮様式を

　　アセチルコリン（Ach）のそれと比較する．

　　ET－1による収縮はきわめて持続的であり，

　　洗い流されにくい．しかし，外液をCa2＋に

　　置換すると収縮は低下する．
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そのEC50は5．2×10－10　Mである，他の物質の

EC50はBAYK8644：4．9×10－9　M，　Ach　9．7×

10－8M，ヒスタミン＝3．1×10－7，プロスタグラン

ジンF2α：6．8×10－7　Mであるから，血管収縮に

おけるET－1の効力がいかに強力であるか理解

できるであろう．

　ET－1の収縮活性は，α遮断薬，β遮断薬，　H1

遮断薬，5HT1遮断薬，ムスカリン様作用遮断薬

といった既知の受容体遮断薬によって何等の影響

も受けず，サイクロオキシゲナーゼ阻害剤，リポ

キシゲナーゼ阻害剤の影響も受けなった．また，

血管内皮細胞の有無によっても影響を受けなかっ

た11）．つまりET－1は血管平滑筋に直接作用して

いると考えられる．

　b）血圧上昇作用

　0．1－3nmo1／kgのET－1を動物にボーラス静注

すると，一過性（0．5－2分）に血圧が低下し，

その後持続的な強い血圧上昇がもたらされる11）．

この反応は，麻酔したラット，自律神経を遮断し

たラットでも同様に認められる。一過性の降圧を

もたらすメカニズムの詳細は不明であるが，

ET－1が内皮細胞に働き，　EDRFの放出を促進す

る19）ことが関与しているのかも知れない．また，

ラットをインドメサシンで前処置しておくと，

ET－1の昇圧活性は増強するが，そのメカニズム

の一部はプロスタサイクリンの生成阻害が関与す

るものと思われる，

　一過性の降圧に続いてみられる，立ち上がりが

遅く，きわめて持続性の血圧上昇は，全ての血管

床の強い収縮を伴っている．この持続性はET－1

の昇圧活性の著しい特徴であり，2nmo1／kgの1

回静注後正常血圧にもどるまでに2－3時を要す

る．

　C）血管平滑筋以外の平滑筋に対する収縮作用

　ET－1は腸管，気管，気管支，子宮など血管平

滑筋以外の平滑筋をも収縮させる19）一21）．たとえば

10－1L10－8　MのET－1は，容量依存性にモルモ

ット及びヒトの気管支平滑筋を強力かつ持続的に

収縮させる21）．またこの作用はニカルジ1ピンによ

って一部抑制される．

　d）心筋に対する陽性変力作用と陽性丁丁作用

　ET－1は，モルモットの心房標本に対し，陽性

変力作用22）および陽性変時作用を示す23｝ことが

報告されている．

　e）心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）の

　　分泌促進作用

　ET－1は，心房細胞に働き，　ANPの分泌を促

進する24｝．この作用はTPA（tetradecanoyl　phor－

bol　ester）によって増強され，ニカルジピンによ

って抑制される．

　f）腎に対する作用（血管外作用）

　ET－1によるレニン放出の抑制25），集合尿細管

におけるウワバイン感受性Na＋／K＋ATPaseの

抑制26）が報告されている．

　g）増殖因子としての作用

　ET－1による血管平滑筋，メサンギウム細胞，

線維芽細胞に対する増殖促進活性が報告されてい

る27）・28）．

　h）中枢神経系に対する作用

　ET－1は脊髄後角のニューロンにおいて

substance　Pの放出を促進する29）．また，　ET－1

をラット側脳室内に投与すると交感神経系の緊張

の上昇を伴った血圧上昇がもたらされる．
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　ごく最近，ブタ脊髄・脳のホモジネートから，

ET－1および少量のET－3が単離・同定された

（新見et　al．投稿中）．また，　ET－1の結合部位は

中枢神経系において広く見いだされている．これ

らの事実は，ETsがニューロペプチドとして，

neurotransmitter，あるいはneuroregulatorの役

割を果している可能性を提示する．

　i）副腎細胞における内分泌作用

　交感神経末端30〕・副腎髄質31〕においてカテコ

ラミン分泌に影響を与える．また副腎皮質球状層

のアルドステロン分泌を促進する32｝．

5．ET－1の作用機序

　ET－1による血管収縮反応はその立ち上がりが

遅く，きわめて持続的で洗い流されにくい（図3

b）．この時間的経過は，Ach（ムスカリン様作用）

に代表されるIP3を介した細胞内Ca2＋の動員に

より収縮をひきおこす物質によるものとは全く異

なっている様に見えるtまたET－1による収縮

反応は外液Ca2＋に強く依存しており，またこの

反応は低濃度のCa2＋拮抗薬により効率よく抑制

される．このことは，ET－1の作用が平滑筋のジ

ヒドロピリジン（DHP）感受性の電位依存性Ca2＋

チャネルの活性化を介していることを示唆す

る33）．実際にET－1は単離ブタ冠動脈平滑筋細

胞に：おいてDHP感受性Ca2＋チャネルを介する

Ca2＋ilfluxを著明に上昇させる34〕．　ET－1は前

述の通り，多彩な機能を有するが，この電位依存

性Ca2＋チャネルを介するメカニズムによって，

多くのシステムにおける作用が一応説明可能であ

る．事実，ET－1の持つ多彩な活性の多くはニカ

ルジピン等のカルシウム拮抗薬によって効率よく

抑制される．

　最近ET－1のレセプターがニワトリヒナの心

筋細胞膜より可溶化された35）．しかし1251－ET－1

の結合部位は，DHPの誘導体である3H－
PN200－110の結合部位とは区別された．また，

1251－ET－1の結合部位はDHP感受性Ca2＋チャ

ネルを認識するモノクローナル抗体によって認識

されない。この事実は，ET－1レセプターは，

Ca2＋チャネルと密接に関係しているにしても，

DHP感受性Ca2＋チャネルそのものではないこ

とを示している．ET－1レセプターとCa2＋チャ

ネルがどのようにcoupleしているかは，今後の
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重要な研究課題のひとつである．また最近，

ET－1レセプターに少なくとも2つのサブタイプ

が存在し，一方はET－1，　ET－2に，もう一方は

ET－3により親和性が高いことが証明された36J、

　一方，ET－1は血管平滑筋細胞37）・　38），線維芽細

胞28〕において，おそらくはIAP非感受性G蛋白

質を介してフォスフォリパーゼC（PL－C）を活性

化する．この事実は，ET－1が，（1）DHP感受性，

電位依存性Ca2＋チャネルの活性化による細胞外

Ca2＋の流入促進，（2｝PL－Cの活性化に基づくPI

（phosphoinositide）代謝回転の促進を介した細胞

内Ca2＋の動員，という2つの系を介して標的細

胞の［Ca2＋］iを上昇させるということを示してい

る．

　さらに，血管平滑筋細胞においてプロテインキ

ナーゼC阻害剤H－7は，ET－1による血管収縮

反応を低下させるため39），プロテインキナーゼC

もET－1による血管収縮作用になんらかの役割

を果していると考えられる．プロテインキナーゼ

Cの活性化は，また，ET－1の増殖因子としての

機能にも密接に関係している28）．

　以上の関連を模式的に図4にしめす．

6．ET－1の構造一活性相関

　ET－1は，分子内に2対のジスルフィド結合

（Cys1－Cys15，　Cys3－Cys11）を持ち，それらによっ

て分子内ループが形成されている．これらのジス

ルフィド結合，あるいはループ構造を切断すると，

ET－1の血管収縮における効力は著明に低下す

る40）．例えば，4つのジステイン残基の還元，ア

ルキル化は，ET－1の効力を100分の1以下に低

下させる．とくにCys1－Cys15の結合は重要であ

り，Cys1，　Cys　15をAlaに置換すると，効力は

100分半1以下に低下する．（これに対し，Cys3

：およびCys11のAlaによる置換は効力を10－20

分の1に低下させる．）

　また，ET－1のC末端のTrp21を取り去ると，

効力は1000分の1以下に激減する．さらにC末端

のアミノ酸残基を順次取り除くことにより，その

効力はさらに低下していく40｝．逆にbig

ET－1［1－31］およびbig　ET－1［1－25］は，その効

力においてET－1［1－21］の100～140分の1及び

50分の1であった4D，42）．

　以上の観察により，分子内ループを形成するジ
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ET（s）による血管平滑筋の収縮機構を模式的

に示す．

PLC：ホスフオリパーゼC，　Gx：Gタンパク

質，VDC：L型膜電位依存性カルシウムチャ

ネル，DHP：ジヒドロピリジン系カルシウム

拮抗薬，ER：小胞体，　m：細胞膜，　MLCK：

ミオシン軽鎖キナーゼ，CaM：カルモジュリ

ン

スルフイド結合，C末端のTrp21，および21残基

というペプチドの長さがET－1の生理活性発現

（レセプターとの親和性）に重要に関与している

ことがわかる．

7．ET－1の分泌調節

　前述のようにprepro　ET－1はシグナルペプチ

ドを持ち（図2），通常の分泌ペプチドと同様に，

粗面小胞体からゴルジ装置へ輸送され，ex・

ocytosisによって分泌されると考えられる．しか

し血管内皮細胞は電顕上，ほとんど分泌穎粒を持

っていない．このことは，ET－1が（他のペプチ

ドのように）分泌穎粒に貯蔵され，刺激に応じて

放出されるものではなく，一たん合成された

ET－1はconstitutiveに分泌されることを示唆す

る．おそらくET－1はmRNA転写のレベルにお

いて，その分泌がコントロールされていると考え

られる．実1際ET－1のmRNAは，様々な化学

的ならびに物理的刺激によって誘導される．一例

をあげればトロンビン11＞，transfo㎜ing　growth

factorβ（TGFrβ）43），アンギ’オテンシンー244），アル

ギニンバソプレッシン44）などの化学的刺激およ

び血管内皮へのズリ応力などの機械的刺激であ

る．これらの化学的刺激は（TGF一βをのぞき）

PI代謝回転促進系を介して血管内皮細胞内の

Ca2＋濃度を上昇させる．また，血管内皮細胞へ

のズリ応力も，細胞内へのCa2＋流入促進及び細

胞内Ca2＋ストアの動員を介して血管内皮細胞内

のCa2＋濃度を上昇させる．つまり，ET－1の

mRNA誘導には，内皮細胞内のCa2＋濃度およ

びプロテインキナーゼCの活性化が重要に関与し

ていると考えられる，実際にCa2＋イオノブオア

やphorbol　ester44＞・45｝は，血管内皮細胞に働き，

ET－1　mRNAのレベルを上昇させる．また，

ET－1　mRNAの細胞内における寿命はきわめて

短く，転写阻害剤であるアクチノマイシンDを用

いた実験によると，半減期は約15分に過ぎな

い45）．（同じ血管内皮細胞におけるβ一アクチン

mR：NAの半減期は10～20時間である．）ヒト，ブ

タのET－1　mRNAは，ともに3’側の非翻訳部位

にいくつかの“AUUUA”配列を持っているが，

この配列は，サイトカイン，増殖因子，あるいは，

proto－oncogeneのmRNAにしばしば見いださ

れる．これらの物質のmRNAの寿命は，共通し

て短く，この“AUUUA”配列がmRNAの選択

的な分解に関与していると考えられる．

8．まとめ：ETsの生理的・病理的役割はなに

　か？

　以上のようにETsは，心・血管系のみではな

く，様々な組織において薬理活性を持っている．

このことは，ETsが循環動態の制御をはじめ，

他の多くのシステムにおいても生理的な役割を果

している可能性を提示する．

　しかしながら，現在のところ血管収縮反応を含

め，生理的反応および病理的状態として，ETs

が関与するという明確な証拠がつかまれているも

のはない．

　しかし，エンドセリンファミリーが持つ特徴的

な性質は，例えば，血流の局所的な制御並びに全

身的制御（特に長いタイムスケールでの調節），

あるいは創傷の治癒過程や炎症部位における関与

を想起させるし，本体性高血圧，異型狭心症，く

も膜下出血後の脳血管攣縮，急性腎不全，

Raynaud症状など様々な病態への関連を連想さ
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せる．とくにクモ膜下出血では，イヌのモデルに

おいて，mRNA合成阻害剤であるアクチノマイ

シンDがdelayed　onset　vasospasmを完全に抑制

するという結果が得られており46｝，その作用機序

にET－1　mRNAの合成抑制が関与しているかも

知れない．

　　生理的にも，局所的な血流動態のコントロール

はもとより，ANP，レニン，カテコラミン，アル

ドステロン等の分泌制御を通じて全身的な調節機

構とも密接に関連し，ET－1自身も全身的な循環

動態の制御にかかわっている可能性があろう．

　　近い将来，様々な生理的・病理的状態に，ETs

が果たす役割が具体的に把握されることを期待し

たい．
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