
希土類元素は周期表の第 3 族に属するスカンジウム
（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 3 価になりやすい元素であり，主にガラ
ス研磨剤，蛍光体，レーザー素材，燃料電池，磁気材料な
どの機能性素材として工業的に利用されている�1）。一方，
一部の希土類元素は医薬品にも応用されており，例えば
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�2），セリウム
はシュウ酸セリウムとして制吐薬として使用されている�3）。
またガドリニウムは MRI の血管造影剤として�4, 5），放射性
のイットリウム（�90Y）と放射性のサマリウムは（�153Sm）は
放射性医薬品として使用されている�6, 7）。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は，例えば
サプリメントなどによる疾病予防を通した人の健康維持や
あるいは新規医薬品の開発による医療分野への利用などの
基礎となることが考えられ，重要なことであると思われる。

先行研究�8） において，我々は，ランタンイオン（La�3+）の
細胞性免疫に対する影響の基礎的検討を行う目的で，免疫
抑制剤の標的酵素でありタンパク質脱リン酸化酵素の一つ
であるカルシニューリン（CN）に着目した。実際には，
CN としてウシ脳から精製した CN（bCN）を使用し，基
質 と し て 人 工 基 質 で あ る p- ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸

（pNPP）を用いて検討を行ったところ，ニッケルイオン
（Ni�2+）で活性化（刺激）した bCN のホスファターゼ活性
は La�3+ により阻害されることが示された�8）。従って，La�3+

は細胞性免疫系に影響を与える可能性が示唆された。しか
しながらヒトの細胞性免疫に対する影響を詳細に調べるた
めには，ヒト CN を使用するなど，実験条件を検討する必
要があると考えられる。従って，本研究では酵素としてリ
コンビナントヒト CN（rhCN），基質として RⅡリン酸化
ペプチドをそれぞれ使用し，ホスファターゼ活性に対する
影響を La�3+ を中心に希土類元素で詳細に検討したので報
告する。
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Summary
The rare earth elements are a group of 17 elements including scandium (Sc), yttrium (Y), and lanthanoids from 

lanthanum (La) to lutetium (Lu). These elements are used in industrial materials such as capacitors and lenses and 
also play active physiological and biological roles in the human body. On the other hand, calcineurin (CN), also known 
as protein phosphatase 2B (PP2B), is a Ca2+/calmodulin-dependent protein, and Ser/Thr phosphatase is recognized as 
a therapeutic target for the immunosuppressive drugs cyclosporin A and FK506. In this study, we examined the 
effects of rare earth elements, including lanthanum ions (La3+), in vitro on the phosphatase activity of CN using 
recombinant human calcineurin (rhCN) from Escherichia coli and RII phosphopeptide as a substrate. We found that 
rhCN activity was inhibited by rare earth elements including La3+. To further examine the effect of La3+ inhibition 
on rhCN activity, we performed kinetic analysis. According to a Lineweaver–Burk plot, the phosphatase activity of 
rhCN showed mixed type inhibition. The inhibition constants were 7.0 µM for rhCN and 10.2 µM for rhCN-R II 
phosphopeptide complex.
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実験方法

1．試薬
塩化スカンジウム（ScCl3），塩化イットリウム（YCl3），

塩化ランタン（LaCl3），塩化サマリウム（SmCl3），塩化
ユーロピウム（EuCl3），塩化テルビウム（TbCl3），塩化
ホルミウム（HoCl3），塩化エルビウム（ErCl3），塩化ツリ
ウム（TmCl3），塩化イッテルビウム（YbCl3），塩化ルテ
チウム（LuCl3）は富士フイルム和光純薬株式会社から購
入した。リコンビナントヒトカルシニューリン（rhCN）
測定のためのホスファーターゼアッセイキットは Enzo 
Life Sciences International, Inc. （Plymouth Meeting, PA）
から購入した。

2．rhCN活性の測定
CN 活性はホスファーターゼアッセイキットのプロト

コールに従って測定を行った。酵素反応溶液 50 mM Tris-
HCl（pH 7.5），100 mM NaCl，0.5 mM CaCl2，6 mM MgCl2，
0.5 mM DTT，0.025% NP-40 にそれぞれ 8 U/µL の rhCN�9） �
と 0.25 µM CaM を添加したものを標準酵素反応液とした。
これに任意の濃度の LaCl3 をはじめ種々の希土類元素をそ
れぞれ加え，基質として 150 µM の RⅡリン酸化ペプチド

（Asp-Leu-Asp-Val-Pro-IIe-Pro-Gly-Arg-Phe-Asp-Arg-Arg-
Val-pSer-Val-Ala-Ala-Glu）�10, 11） を加え，30℃，60 分間，酵
素反応を行った。60 分後，この溶液の 2 倍量のマラカイ
トグリーンを添加し，酵素反応の結果，生成したリン酸を
波長 620 nm の吸光度（A620）を測定�12, 13） することにより，CN
の酵素活性を求めた。なお，酵素活性はあらかじめ作成し
た A620 とリン酸との検量線を使用することにより求めた。

3．キネティクス解析
rhCN 活性に対する La�3+ の阻害形式を明らかとするた

めに行った逆数プロット解析は，標準酵素反応液に終濃度
で LaCl3 なし（0 µM）あるいは 10 µM 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 RⅡリン酸化ペ
プチドを任意の濃度でそれぞれ添加して 30℃，60 分間反
応させた。それぞれの反応速度と基質濃度の逆数をプロッ
トし，阻害形式を求めた。

La�3+ の阻害定数を求めるために行った Quotient veloci-
ty プロット解析は�14, 15），RⅡリン酸化ペプチドの濃度をそ
れぞれ 75 µM，150 µM に固定し，標準酵素反応液に任意
の濃度の LaCl3 をそれぞれ加え，30℃，60 分間反応させ
た。LaCl3 の濃度と（V－v）/v（V：最大反応速度，v：LaCl3
存在下でのそれぞれの反応速度）をプロットし，阻害定数
を求めた。

4．統計解析
得られた結果は平均値±標準偏差で表し，Dunnett’s 

test 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

ランタンイオン（La�3+）のヒトの細胞性免疫に対する影
響を検討する目的で，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
対する影響をリコンビナントヒト CN（rhCN）を用いて
行った。Fig. 1 に示すように RⅡリン酸化ペプチドを基質
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）は約 8.8 µM であった。次に希土類元素の仲
間で La よりも原子量が小さいスカンジウムイオン（Sc�3+），
イットリウムイオン（Y�3+）について同様の検討を試みた。
Fig. 2 に示すように濃度に差があるものの Sc�3+，Y�3+ とも
に La�3+ と同様に rhCN に対して有意な阻害作用を認めた。
また，IC50 はそれぞれ約 3.2 µM，約 8.7 µM であった。次
に他の 8 種類の希土類元素を使用して，rhCN に対する阻
害の影響を検討した（Fig. 3）。5 µM および 10 µM の塩化
サマリウム（SmCl3），塩化ユーロピウム（EuCl3），塩化
テルビウム（TbCl3），塩化ホルミウム（HoCl3），塩化エ
ルビウム（ErCl3），塩化ツリウム（TmCl3），塩化イッテ

Fig. 1  �Inhibition of phosphatase activity of recombinant human 
calcineurin (rhCN) in Escherichia coli by La�3+. IC50 values 
were calculated using GraphPad Prism5.
Values are presented as mean±standard deviation.

Fig. 2  �Effects of La�3+, Sc�3+, and Y�3+ on recombinant human cal-
cineurin (rhCN) activity. With increased rare earth ele-
ment concentrations, rhCN activity was inhibited.
Values are presented as mean±standard deviation. �
** p < 0.01 vs. control.
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ルビウム（YbCl3），塩化ルテチウム（LuCl3）をそれぞれ
使用して rhCN のホスファターゼ活性を測定したところ，
作用する濃度に差があるもの rhCN を阻害することが明ら
かとなった。特に 10 µM では使用した 8 種類の希土類元
素の中で SmCl3 以外の 7 種類において CN 活性が有意に
低下しており，希土類元素は rhCN のホスファターゼ活性
を阻害することが予想された。次に La�3+ 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 µM），あるいは
10 µM でそれぞれ一定の濃度に固定し，基質として使用
した RⅡリン酸化ペプチドの濃度を変えて CN 活性を測定
した。Fig. 4 に示すように基質と反応速度について二重逆
数プロットを作成し，La�3+ の rhCN に対する阻害形式を
検討したところ，LaCl3 なし（0 µM）とあり（10 µM）の
それぞれの直線はグラフの第 3 象限で交叉し，この結果，
La�3+ は混合型阻害により rhCN 活性を阻害することが示
された。これは La�3+ は rhCN 単独あるいは rhCN-RⅡリン
酸化ペプチド複合体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. 4 に示す直線は第
3 象限で交叉していることから，Ki < K′i であることが予
想された。従って，Fig. 5 に示すように Quotient velocity
プロット解析�14, 15） を行い，Ki，K′i を求めたところ，Ki が約
7.0 µM，K′i が約 10.2 µM であり，ともに IC50 と近い値を
示した。

考　察

カルシニューリン（CN）は，タンパク質脱リン酸化酵
素の一つであり，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（Ca�2+）/ 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 は真核生物が示す様々な細胞機
能において重要な役割を果たしているが，ヒトの免疫系で
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リン酸化
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calci-
neurin-dependent 1（リン酸化 NFATc1）を脱リン酸化
することにより活性化させ，IL-2 mRNA の発現を高める
ことにより細胞性免疫を上昇させることが知られている�16）。
さらに，免疫抑制剤として臨床で使用されている FK506
やシクロスポリンはそれぞれ FK506 結合タンパク質

（FKBP）やシクロフィリンといったイムノフィリンを介
して間接的に CN を阻害することにより作用を発揮するこ
とから，CN は免疫抑制剤の標的酵素となっている�17）。細

（A）

（B）

Fig. 3  �Effects of rare earth elements at 5 µM (A) and 10 µM (B) 
on rhCN activity. Higher concentrations of rare earth el-
ements resulted in lower rhCN activity.
Values are presented as mean±standard deviation. �
* p < 0.05, ** p < 0.01 vs. control.

Fig. 4  �Double-reciprocal Lineweaver–Burk plot. 1/V (phosphate 
nmol/60 min) linearly increased with an increase of 1/S 
(RII phosphopeptide µM), and was highest at 10 µM and 
lowest at 0 µM.
Values are presented as mean±standard deviation.

Fig. 5  �Quotient velocity plot. The lines indicate the inhibitor 
concentration (LaCl3) vs. (V−v)/v. [I] = −Ki and (V−v)/v �
= −Ki/K′i were calculated from the intersections of the 
two straight lines in the third quadrant, respectively.
Values are presented as mean±standard deviation.
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胞内の CN は，Ca�2+ や CaM およびその他の因子によって
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（Ni�2+）やマンガンイオン（Mn�2+）のよう
な二価重金属で活性化（刺激）されることが明らかとなっ
ている�18-20）。また近年，我々は生理的濃度の亜鉛イオン

（Zn�2+）が Ni�2+ との競合阻害により CN 活性を阻害するこ
と�21），また Mn�2+ が Ni�2+ 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�22），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 Ni�2+ 刺激した CN
活性を二相性に阻害することをウシ脳由来の CN（bCN）
と人工基質として p- ニトロフェニルリン酸（pNPP）を使
用して報告してきた�23, 24）。またリコンビナントヒト CN

（rhCN）と RⅡリン酸化ペプチドを基質として用いた検討
では，Zn�2+ の i－v カーブは rhCN と bCN で同様の結果
を得たが，オルトバナジン酸，メタバナジン酸，バナジル
では rhCN 活性に変化を認めなかった�25）。従って，bCN
と rhCN では同じ金属元素に対し，場合によっては異なる
活性変化を示す可能性があると推定された。先行研究�8） に
おいて我々はランタンイオン（La�3+）が bCN のホスファ
ターゼ活性を阻害することを報告してきたが，本研究では
La�3+ のヒトの細胞性免疫に対する影響を検討する目的で，
酵素として rhCN，基質として RⅡリン酸化ペプチドを用
いて詳細な検討を行った。その結果，Ni�2+ 刺激した bCN
と rhCN に対する La�3+ の 50％阻害濃度（IC50）はそれぞ
れ約 7.5 µM と約 8.8 µM であり，ほぼ同じ値を示した

（Fig. 1）。しかしながら，データは示さないが，Ni�2+ 刺激
した bCN 活性に対するスカンジウムイオン（Sc�3+），イッ
トリウムイオン（Y�3+）の IC50 はそれぞれ約 1.9 µM，約
10.8 µM であり，Sc�3+ は rhCN の IC50（約 3.2 µM）と比較
して，低濃度で bCN を阻害することが示された（Fig. 2）。
また Sc�3+，Y�3+ の i－v カーブは rhCN では観察されない特
徴的な二相性を示した。次に 8 種類の希土類元素を使用し
て rhCN に対する阻害作用を検討したところ，SmCl3 以外
は 10 µM で有意にホスファターゼ活性が阻害されること
が示された（Fig. 3）。従って，これらの結果から希土類元
素は rhCN を阻害することが予想されたが，これらの阻害
に対するメカニズムの詳細については今後の検討課題であ
ると考えられる。またキネティクス解析から La�3+ は
rhCN を混合型阻害で阻害することが示され（Fig. 4），
Quotient velocity プロット解析�14, 15） から rhCN に対する
Ki は約 7.0 µM，rhCN-RⅡリン酸化ペプチド複合体に対す
る K′i は約 10.2 µM であることが明らかとなった（Fig. 5）。

CN は，in vitro において多様な金属元素において活性
調節を受けることが示されているが，先述したように
bCN と rhCN の結果は必ずしも一致するわけではない�25）。
bCN はウシ脳から精製されたネイティブな酵素であるが，
活性発現のためには，Ni�2+ または Mn�2+ による活性化（刺
激）が必要であり，また，人工基質である pNPP が良い
基質になっている。一方，rhCN はヒト酵素であり，基質
として RⅡリン酸化ペプチドを使用しているが，大腸菌か

ら発現させた酵素である。ネイティブ CN はミリストイ
ル化されている酵素であるが，大腸菌から発現させたリコ
ンビナント CN は，ミリストイル化の有無により酵素の性
状が異なるという報告もある�26）。本実験で使用した rhCN
はミリストイル化されている酵素であり，本研究から得ら
れた結果はネイティブ酵素の結果を反映している可能性が
高いものと考えられる。本検討から rhCN は，in vitro に
おいて La�3+ をはじめとする希土類元素により酵素活性が
阻害されることが明らかとなった。また La�3+ を使用した
キネティクス解析により rhCN に対する阻害形式は混合型
阻害であることが示された。ヒト T 細胞様株 Jurkat 細胞
を用いた先行研究�8） において，我々は La�3+ が転写調節因
子 NFATc1 を介してコンカナバリン A（ConA）誘導性
の IL-2 mRNA 発現および IL-2 タンパク質の産生を抑制す
ることを見出している。CN は IL-2 mRNA 発現に関与す
るリン酸化 NFATc1 の脱リン酸化反応を触媒するが，本
結果からも La�3+ は rhCN 活性を阻害することにより，リ
ン酸化 NFATc1 の脱リン酸化を阻害し，細胞性免疫に影
響を与えている可能性が示唆された。
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