
タンパク質脱リン酸化酵素であるカルシニューリン
（CN）は，ホスホプロテインホスファターゼ 2B（PP2B）
と も 言 わ れ， カ ル シ ウ ム（Ca2+）／ カ ル モ ジ ュ リ ン

（CaM）依存性のセリン／トレオニンホスファターゼとし
て知られている。CN は下等から高等に至る真核生物の
様々な細胞機能において重要な役割を果たしているが，ヒ
トでは心臓の形成�1），興奮性神経細胞死�2） やアルツハイ
マー病で特徴的に観察される異常にリン酸化されたタウタ
ンパク質の形成�3, 4） などに CN が関与している報告がある。
また免疫系では CN は，T 細胞においてインターロイキン
-2 （IL-2） mRNA の発現を制御する転写調節因子の一つで
ある Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, cal-
cineurin-dependent 1（NFATc1）を脱リン酸化すること
で IL-2 mRNA の発現を高め，細胞性免疫を上昇させるこ
とが知られている�5）。さらに，臓器移植の際に免疫抑制剤
として使用されているシクロスポリンや FK506 はそれぞ
れシクロフィリンや FK506 結合タンパク質（FKBP）と
いったイムノフィリンという結合タンパク質を介して間接
的に CN を阻害することから，CN は免疫抑制剤の標的酵
素であることが知られている�6）。細胞内の CN は，Ca2＋や
CaM およびその他の因子によって厳密に活性が調節され

ていると考えられるが，in vitro では，ニッケルイオン
（Ni2＋）やマンガンイオン（Mn2＋）のような二価重金属で
活性化（刺激）されることが判明している�7-9）。その他，
クロロゲン酸，ゴシポール，レチノイドなどの化合物が
CN のホスファターゼ活性に影響を与えることが報告され
ている�10-12）。また近年，我々は生理的濃度の亜鉛イオン

（Zn2＋）が Ni2＋との競合阻害により CN 活性を阻害するこ
と�13），また Mn2＋が Ni2＋刺激した CN 活性を不競合的に阻
害することを明らかとし�14），更にバナジウム（オルトバナ
ジン酸，メタバナジン酸，バナジル）が Ni2＋刺激した CN
活性を二相性に阻害することを報告してきた�15, 16）。

一方，希土類元素はスカンジウム（Sc），イットリウム
（Y），およびランタン（La）からルテチウム（Lu）まで
の 15 種類のランタノイドを含む 17 元素からなるグループ
であり，レアアースとも呼ばれている。希土類元素は生体
内ではほとんど存在しない 3 価の元素であり，主に機能性
素材として工業的に利用されている�17）。一方，一部の希土
類元素は医薬品にも応用されており，La を主成分とした
炭酸ランタンは，リンを吸着させる特徴を持つことから，
慢性腎臓病疾患者に見られる高リン血症の改善薬（医薬品
名：ホスレノール）として�18），また同じくセリウムはシュ
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ウ酸セリウムとして制吐薬として使用されている�19）。従っ
て，希土類元素の生物学的な影響や機能性を検討すること
により，人の健康維持や医療分野などに応用していくこと
は重要なことであると思われる。本研究では希土類元素の
中でもランタンイオン（La3＋）を中心として，先述したよ
うに免疫抑制剤の標的酵素である CN のホスファターゼ活
性に対する影響を調べ，さらにヒト T 細胞様株 Jurkat 細
胞を用いて細胞が産生する IL-2 を指標に，La3＋の細胞性
免疫に対する基礎的な検討を行ったので報告する。

実験方法

1．試薬
シグマアルドリッチからウシ脳由来カルシニューリン

（CN），ウシ精巣由来カルモジュリン（CaM），ストレプ
トマイシン，ペニシリンを購入した。また，核タンパク質
抽出キット，Nuclear factor of activated T-cells, cytoplas-
mic, calcineurin-dependent 1（NFATc1）タンパク質測定
キットはアクティブ・モティフから購入した。ヒトイン
ターロイキン -2（IL-2）タンパク質測定キットは BD 
Biosciences，タンパク質アッセイキット（RCDC プロテ
インアッセイキット）はバイオ・ラッド，Jurkat 細胞は
DS ファーマバイオメディカル，ウシ胎児血清（FCS）は
サーモフィッシャーサイエンティフィック，1M の pH 7.5 
HEPES は Jena Bioscience からそれぞれ購入した。リア
ルタイム PCR 用の試薬はタカラバイオの製品を使用し，
和光純薬工業から，p- ニトロフェニルリン酸（pNPP），p-
ニトロフェノール（pNP），RPMI1640，塩化ニッケル

（NiCl2）， 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム（MgCl2）， 塩 化 ラ ン タ ン
（LaCl3），塩化イットリウム（YCl3），塩化スカンジウム
（ScCl3）， 塩 化 セ リ ウ ム（CeCl3）， 塩 化 サ マ リ ウ ム
（SmCl3），塩化ユーロピウム（EuCl3），塩化イッテルビウ
ム（YbCl3），塩化ルテチウム（LuCl3），コンカナバリン
A（ConA），炭酸ナトリウム（Na2CO3），塩化カルシウム

（CaCl2）をそれぞれ購入した。

2．�CN のホスファターゼ活性の測定方法とキネティクス
解析

CN のホスファターゼ活性の測定は高橋等の方法�13） に
従 っ て 行 っ た。 即 ち， 終 濃 度 で 100 mmol/L HEPES-
NaOH（pH 7.5），0.2 mmol/L NiCl2，1 mmol/L CaCl2，
5 mmol/L MgCl2 をそれぞれ含む溶液に 1 U の CN，2.5 U
の CaM を加えたものを標準酵素反応液とし，これに任意
の濃度の LaCl3 と終濃度で 3 mmol/L pNPP を加え，37℃，
60 分間，酵素反応を行った。60 分後，終濃度で 0.8 mol/L
の Na2CO3 を加え酵素反応を停止し，酵素反応で生成した
pNP を A410 で測定することにより酵素活性を求めた。ま
た CN に対する La3＋の阻害様式を明らかとするために
行ったキネティクス解析は，標準酵素反応液に終濃度で�
LaCl3 なし（0 μmol/L），LaCl3 7 μmol/L あるいは 10 μmol/L�

をそれぞれ添加して一定濃度で固定し，さらに，基質であ
る pNPP を任意の濃度でそれぞれ添加して 37℃，60 分間
反応させた。酵素反応は終濃度で 0.8 mol/L の Na2CO3 を
加えて停止させ，A410 で pNP を測定することにより酵素
活性を求めた。なお，A410 と脱リン酸化型 pNPP との相関
を求めるために，既知濃度の pNP を A410 で測定し，検量
線を作成することにより酵素活性の計算を行った。

3．Jurkat 細胞の培養と細胞の生存率の測定
培地は，10 v/v% の FCS と 0.1 mg/mL のストレプトマ

イシン，100 U/mL のペニシリンを含む RPMI1640 を使用
し，37℃，5 ％ CO2 の 条 件 下 で 培 養 を 行 っ た。FCS は
56℃，30 分で非働化したものを使用した。細胞の生存率
の測定は，任意濃度の LaCl3 と刺激剤である ConA を終濃
度で 25 μg/mL となるようにそれぞれ培地に加え，Jurkat
細胞の培養を一晩行った。その後，0.4％トリパンブルー
と細胞培養液を同等量で混ぜ，血球計算盤を用いてブルー
に染色された死細胞と染色されなかった生細胞をカウント
することにより生存率を求めた。

4．IL-2 タンパク質の測定
培養上清中の IL-2 測定は，任意濃度の LaCl3 あるいは

その他の希土類元素と刺激剤である ConA を終濃度で
25 μg/mL となるようにそれぞれ培地に加え，Jurkat 細胞
の培養を一晩行った。その後培養上清を回収し，測定用の
試料とした。IL-2 の測定は，BD Biosciences 社の Human 
IL-2 ELISA KIT II を使用し，Instruction Manual に従っ
て行った。なお，2 波長（450 nm/570 nm）の吸光度測定
は，コロナのマイクロプレートリーダー（SH-1000）を用
いて行った。

5．リアルタイムPCRによる IL-2 mRNAの測定
任意濃度の LaCl3 と刺激剤である ConA を終濃度で

25 μg/mL となるようにそれぞれ培地に加え，Jurkat 細胞
を約 3 時間培養した。その後，細胞を回収し，全 RNA 抽
出を MACHEREY NAGEL の Nucleo Spin RNA を用いて
行 っ た。 ま た cDNA 合 成 は， タ カ ラ バ イ オ の Prime 
ScriptTM Master Mix を用いて行い，同じくタカラバイ
オの SYBR Premix Ex TaqTM II を用いてリアルタイム
PCR 用の反応液の調製を行った。リアルタイム PCR はタ
カ ラ バ イ オ の Thermal Cycler Dice Real Time System 
TP800 を使用して行い，IL-2 mRNA の発現量はグリセル
ア ル デ ヒ ド 3- リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ（GAPDH）
mRNA 量で補正し定量化した。

6．転写調節因子NFATc1 の測定
任意濃度の LaCl3 と刺激剤である ConA を終濃度で

25 μg/mL となるようにそれぞれ培地に加え，Jurkat 細胞
を約 3 時間培養した。その後細胞を回収し，アクティブ・
モティフの Nuclear Extract Kit を用いて核タンパクの抽
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出を行った。核タンパク質の定量は，Lowry法�20） を基本
としたバイオ・ラッドの RCDC プロテインアッセイキッ
トを使用し，核タンパク質中の転写調節因子 NFATc1 の
測定は，アクティブ・モティフの TransAM TM NFATc1 
Transcription Factor Assay Kits を 使 用 し Instruction 
Manual に従って行った。なお，2 波長（450 nm/655 nm）
の吸光度測定は，コロナのマイクロプレートリーダー

（SH-1000）を用いて行い，得られた測定値を核タンパク
質量で補正することにより定量化を行った。

7．統計解析
得られた結果は平均値±標準偏差で表し，一元配置分散

分析で解析した。統計解析は，GraphPad Prism5 を用い
て行った。有意水準は p < 0.05 または p < 0.01 とした。

結果と考察

希土類元素の一つであるランタン（La）の細胞性免疫
に対する影響を検討するため，最初に免疫抑制剤の標的酵
素として知られているカルシニューリン（CN）のホス
ファターゼ活性に対するランタンイオン（La3＋）の影響を
検討した。Fig. 1 に示すように p- ニトロフェニルリン酸

（pNPP）を基質として使用した今回の我々の酵素反応系
に塩化ランタン（LaCl3）を添加していくと CN 活性は阻
害され，50％阻害濃度（IC50）は 5.6～16.4 μmol/L であっ
た。次に La3＋の CN 活性阻害のメカニズムを明らかとす
るために，キネティクス解析を行い検討した。すなわち
LaCl3 な し（0 μmol/L）， あ る い は LaCl3 を 7 μmol/L，
10 μmol/L でそれぞれ一定の濃度に固定し，基質濃度を変
えて CN 活性を測定した。Fig. 2 に示すように基質（S）
と反応速度（V）について二重逆数プロットを作成し，
La3＋の CN に対する阻害様式を検討したところ，LaCl3 な
し（0 μmol/L）とあり（7 μmol/L，10 μmol/L）のそれぞ
れの直線はグラフの第 2 象限で交叉し，この結果，La3＋は

混合型非競合阻害により CN 活性を阻害することが示され
た。これは La3＋ は CN-pNPP 複合体あるいは CN 単独の
双方に異なる阻害定数 Ki，K’i でそれぞれ結合することを
表しており，Fig. 2 に示す直線は第 2 象限で交叉している
ことから，Ki > K’i であることが考えられた。また，Fig. 
2 から LaCl3 なし，ありの最大反応速度 Vmax とミカエリ
ス定数 Km をそれぞれ求めたところ Table 1 のようにな
り，LaCl3 によって Vmax は低下し Km は上昇することが
示された。

LaCl3 は，in vitro で免疫抑制剤の標的酵素である CN
を混合型非競合阻害で阻害することが明らかとなったこと
から，更に La3＋の細胞性免疫に対する影響を調べるため
ヒト T 細胞様株 Jurkat 細胞を用いて，細胞が産生するイ
ンターロイキン -2（IL-2）を指標に検討を行った。最初に
LaCl3 を使用して，Jurkat 細胞に対する毒性作用をトリパ
ンブルー染色で調べたところ，Fig. 3（A）に示すように
3 mmol/L までの LaCl3 の濃度では，毒性作用は示されな
かったが，10 mmol/L の濃度の LaCl3 では細胞の生存率が
約 40％に低下することが示された。次に光学顕微鏡を使
用して，細胞の形態に対する La3＋の影響を観察した（Fig. 
3（B））。IL-2 誘導のために使用している刺激剤，コンカ
ナバリン A（ConA）の添加により細胞は凝集する傾向を
示したが，細胞は 3 mmol/L の LaCl3 では，アポトーシス
やネクローシスのような形態変化は認められなかった。

Fig. 1  �Inhibition of the phosphatase activity of calcineurin by 
La3＋. IC50 values were calculated using the software 
GraphPad Prism5.
Values are presented as mean ± SD.

Fig. 2  �Double-reciprocal Lineweaver–Burk plot. With an in-
crease of 1/S (pNPP mmol/L), LaCl3 concentrations lin-
early increased and were highest at 10 μmol/L, lower at 
7 µmol/L, and lowest at 0 μmol/L.
Values are presented as mean ± SD.
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2

Table 1 Summary of Vmax and Km values.

Table 1 Summary of Vmax and Km values for lanthanum ions ( La3+ ) 
at 0 μmol/L, 7 μmol/L, and 10 μmol/L, respectively

Table 1  �Summary of Vmax and Km values for lanthanum ions 
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従って，毒性作用のない濃度の範囲（3 mmol/L）で LaCl3
による Jurkat 細胞の IL-2 産生に対する影響を検討した。
その結果，Fig. 4 に示すように，約 0.1 mmol/L の LaCl3
から細胞が産生する IL-2 の低下が認められ，3 mmol/L の
LaCl3 では IL-2 産生をほぼ抑制することが示された。従っ

て，LaCl3 には毒性のない濃度で，Jurkat 細胞が産生する
ConA 誘導性の IL-2 を抑制する働きがあることが示され，
La3＋は細胞レベルで細胞性免疫を低下させることが明らか
となった。次に希土類元素で La よりも原子量が小さいス
カンジウムイオン（Sc3＋），イットリウムイオン（Y3＋）
について同様の検討を試みた。Fig. 4 に示すように作用す
る濃度に差があるものの Sc3＋，Y3＋ともに La3＋と同様に
Jurkat 細胞の IL-2 産生の低下を認めた。この結果から希
土類元素には，Jurkat 細胞が産生する IL-2 を抑制する働
きがあることが推測されたため，他の 5 種類のランタノイ
ド（セリウムイオン：Ce3＋，サマリウムイオン：Sm3＋，�
ユーロピウムイオン：Eu3＋，イッテルビウムイオン：Yb3＋，
ルテチウム：Lu3＋）を使用して Jurkat 細胞の IL-2 産生へ
の影響を検討した。Fig. 5（A）は，それぞれのランタノ
イドの添加量 0.5 mmol/L，Fig. 5（B）は 1 mmol/L にお
ける結果を示す。0.5 mmol/L および 1 mmol/L ともに今
回検討したランタノイド全てにおいて ConA 刺激のみの
コントロールと比較して，有意に IL-2 産生が低下するこ
とが示された。また重希土類元素である Yb3＋，Lu3＋より
も軽希土類元素の Ce3＋，Sm3＋，Eu3＋のほうが IL-2 産生
をより低下させる傾向が観察された。以上のように Fig. 4
と Fig. 5 の結果から希土類元素全般として Jurkat 細胞が
産生する IL-2 を抑制させる機能があることが推定され，
希土類元素は細胞レベルで細胞性免疫を低下させることが
考えられた。

(B)

3 (A)

Fig. 3  �Effects of La3＋ on cell viability (A) and cell morphology (B) 
in Jurkat cells.
Values are presented as mean ± SD. **p < 0.01 compared 
with ConA.

Fig. 4  �Effects of La3＋, Sc3＋, and Y3＋ on IL-2 production in Jur-
kat cells. With increased rare earth element concentra-
tions, IL-2 production reduced.
Values are presented as mean ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01 
compared with ConA.

Fig. 5  �Effects of rare earth elements in the presence of 0.5 mM 
(A) and 1 mM (B) on IL-2 production in Jurkat cells. 
Higher concentrations of rare earth elements resulted in 
lower IL-2 production.
Values are presented as mean ± SD. **p < 0.01 compared 
with ConA.
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La3＋をはじめ希土類元素は，ConA で誘導した Jurkat
細胞の IL-2 産生を抑制することがタンパク質レベルで明
らかとなったので，次にリアルタイム PCR において IL-2 
mRNA の発現レベルでこれを検討した。Fig. 6 は LaCl3
を用いて Jurkat 細胞の ConA 誘導性の IL-2 mRNA 発現
量をリアルタイム PCR により測定し，同時にハウスキー
ピング遺伝子であるグリセルアルデヒド 3- リン酸デヒド
ロゲナーゼ（GAPDH）を用いて定量した結果である。
ConA 刺激のみのコントロールと比較して 0.5 mmol/L の
LaCl3 添加で IL-2 mRNA 発現は有意に低下し，この結果
から La3＋は mRNA の発現レベルで IL-2 産生を低下させ
る作用があることが明らかとなった。

Fig. 7 に示すように IL-2 mRNA 発現に関与する転写調

節 因 子 Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, 
calcineurin-dependent 1（NFATc1）は CN の基質となっ
ており，NFATc1 はリン酸化型から脱リン酸化型に変化
をすることにより核内に移行することが知られている。
従って，La3＋による IL-2 mRNA 発現抑制の作用機序を検
討するため，LaCl3 による核内の NFATc1 量の変化を
ELISA 法で検討した。Fig. 8 に示すように，ConA 刺激を
行うと，無刺激と比較して有意に核内の NFATc1 量は増
加した。一方，0.5 mmol/L の LaCl3 から ConA 刺激と比
較して核内の NFATc1 量は有意に低下することが明らか
となった。従って LaCl3 の CN のホスファターゼ活性に対
する阻害作用（Fig. 1，Fig. 2）と，Jurkat 細胞の IL-2 産
生に対する結果（Fig. 5，Fig. 7，Fig. 8）から，La3＋は細
胞内において CN を混合型非競合阻害により阻害すること
により NFATc1 の脱リン酸化を抑制し，転写活性を低下
させ IL-2 mRNA 発現量と IL-2 タンパク質産生を抑制する
ことが考えられた。しかしながら，La はカルシウム

（Ca）と拮抗作用があることは以前から知られており，先
行研究では LaCl3 は非選択的カルシウム拮抗剤�21-24） として
の機能を持つことが知られている。従って，LaCl3 は細胞
内の Ca 濃度を調節することにより CN 活性に影響を与え，
NFATc1 の転写活性を抑制し IL-2 mRNA 発現を抑制する
可能性も考えられる。実際に Liu 等は LaCl3 がオキシステ
ロールで誘導した ECV-304 細胞の細胞内 Ca2＋の上昇や
ERK お よ び 転 写 調 節 因 子 Nuclear factor kappa B

（NFκB）のシグナル経路の活性化を抑制することを報告
し て いる�25）。 ま た，Guo ら は RAW264.7 細 胞 を 用 い て
LaCl3 が LPS で誘導した NO や TNF-α を抑制させること，
またそのメカニズムとして LaCl3 がカルシウム拮抗剤とし
て機能することにより PKC と NFκB のシグナル経路を抑
制することを報告している�26）。一方，LaCl3 の新規な作用
として，Chen 等は LPS 刺激した HUVEC 細胞を用いて
LaCl3 が炎症性サイトカイン産生を抑制し，このメカニズ
ムとして LaCl3 が核内の NFκB を低下させるだけではなく，

Fig. 7  �Schema of T-cell receptor (TCR)-mediated IL-2 produc-
tion in T-lymphocytes. The mitogen, ConA, is thought to 
stimulate IL-2 production via a TCR and subsequently 
activate the CN/NFATc1 pathway in T-lymphocytes. 
The immunosuppressive drug, FK506, has been shown 
to inhibit CN via the FK506-binding protein 12 (FKBP).

Fig. 8  �Effects of La3＋ on the activity of NFATc1 in Jurkat cells. 
NFATc1 levels decreased with increased LaCl3 concen-
trations.
Values are presented as mean ± SD. **p < 0.01 compared 
with ConA.

Fig. 6  �IL-2 mRNA levels of Jurkat cells stimulated with La3＋. 
IL-2 mRNA levels fell with increased LaCl3 concentra-
tions.
Values are presented as mean ± SD. **p < 0.01 compared 
with ConA.
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ヒストン脱メチル化酵素である Jmjd3 をタンパク質レベ
ルで低下させることにより NFκB と DNA の結合を抑制さ
せ る こ と を 示 し て いる�27）。 ま た，Jiang 等 は LaCl3 が
Rankl で誘導した破骨細胞の形成と機能を低下させること
を 明 か と し て お り， そ の メ カ ニ ズ ム と し て LaCl3 が
NFATc1 と NFκB をタンパク質レベルでダウンレギュ
レーションすることを報告している�28）。従って，LaCl3 は
様々な細胞の高次機能に対して多様なメカニズムにより作
用を発揮するものと考えられる。本研究で我々は，LaCl3
をはじめとして希土類元素の細胞性免疫に対する影響の基
礎的検討を行い，La3＋が CN のホスファターゼ活性を非混
合型競合阻害により阻害することを明かとし，ヒト T 細
胞様株 Jurkat 細胞を用いて La3＋をはじめ希土類元素が細
胞性免疫を低下させる可能性があることを細胞レベルで示
してきた。実際に La3＋が細胞内で直接 CN に作用するか
は今後の課題であると思われるが，さらに Jurkat 細胞の
IL-2 産生に対する La3＋や他の希土類元素の作用点の解析
については詳細な検討が必要であると考えられる。特に
Jurkat 細胞の IL-2 mRNA 発現は NFATc1，NFκB およ
び Activator protein-1（AP-1）の 3 つの転写調節因子に
よって制御されており�29），今後は残り 2 つの転写活性の検
討を中心に進めていきたいと考える。
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