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研究成果の概要（和文）：我々は、致死的な心血管イベントを引き起こす血管攣縮（血管の異常

収縮）の原因分子として、スフィンゴシルホスホリルコリン（SPC）と Fyn を同定し、その病的

シグナル伝達経路を明らかにしてきた。本研究では、心血管の異常収縮を特異的に抑制する物

質の探索を目的とし、病的シグナル伝達の反応の場と考えられる細胞膜上のマイクロドメイン

「膜ラフト」と血管異常収縮の関連性についても検討した。その結果、血管の正常収縮には影

響を与えず、SPC によって引き起こされる異常収縮のみを特異的に抑制する新規物質として、

数種類の脂肪酸類、ポリフェノール類、植物抽出成分などを見出すことができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Abnormal vascular smooth muscle (VSM)contraction (vasospasm) is 
one of the crucial phenomena which cause cardiac angina and myocardial infarction. We 
previously found that sphingosylphosphorylcholine (SPC) as an upstream mediator for the 
abnormal pathway through the activation of Fyn, a member of Src family tyrosine kinase. 
The localization of Fyn in cholesterol-enriched membrane microdomain, lipid rafts, 
suggest the essential roles of membrane lipid rafts in abnormal contraction. Therefore, 
we investigated the relationship between lipid rafts and SPC-induced Ca2+-sensitization 
of VSM. In addition we screened novel compounds which could inhibit SPC-induced 
Ca2+-sensitization. Some newly found compounds would be the candidates for novel 
functional food for vasospasm.  
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１．研究開始当初の背景 
血管病とは、ある日突然襲ってくる血行障害

であり、そのために、狭心症や心筋梗塞などの
致死的な心血管イベントを引き起こす。我が国
の血管病死亡者数は、ほぼガンと並び、死因の
第 2 位を占め、食生活の欧米化に伴い更なる増
加が懸念される。これまで、食生活や運動など
の公衆疫学的指導と共に医療技術の開発・普及
が図られてきたが、血管病の根本的撲滅を目指
すには、医学的な成因の究明が重要であり、安
全かつ有効な予防ならびに治療法の確立は緊急
を要する課題である。血管病は、血管の中が狭
くなって血液が流れなくなる病気であるが、そ
の発症経路には二通りある。一つは、高脂血症・
糖尿病・高血圧・喫煙・ストレスなどのリスク
ファクターによって引き起こされるもので、コ
レステロールなどが長い年月をかけて血管に蓄
積し、動脈硬化を引き起こすタイプで、もう一
つは、前述のリスクファクターがない健康な人
においても、時と場所を選ばず、突然血管壁を
構成している血管平滑筋が異常に収縮した状態
（血管攣縮）を引き起こし、血液が流れなくな
るタイプである。特に、後者の血管攣縮を伴う
血管病は日本人に多く発症し、突然死の主要な
原因となる致死的難病である。 

通常、血管は、細胞質カルシウム依存性に収
縮する事によって血圧や血流を一定に保ってい
る（正常収縮）が、血管攣縮は、細胞質カルシ
ウム濃度では説明がつかないカルシウム非依存
性収縮である事が知られている。しかしながら、
その上流の因子（直接の原因分子）は不明であ
り、また、その制御機構も不明なため、現在の
血管病の治療薬は、原因の解っているカルシウ
ム依存性の正常収縮を抑制したり、カルシウム
濃度自体を低下させたりする薬剤が用いられて
いる。その結果、十分な治療効果が得られない
だけでなく、重篤な副作用が生じている。 

近年、我々は、独自に開発した細胞質カルシ
ウム濃度と張力の同時測定法、細胞膜に小孔を
開けるスキンド法を用いて、血管攣縮を引き起
こす原因分子としてスフィンゴシルホスホリル
コリン（SPC）と、その下流のシグナル分子であ
る Fyn を発見し、血管攣縮に特異的なシグナル
伝達経路の一部を世界で初めて明らかにした
（Shirao et al., Circ. Res., 91, 112-119, 
2002）。また、我々は、血管攣縮のシグナル伝達
に膜コレステロールが必要である事、Fyn の反
応の場として膜ドメインが必要である事を突き
止め、SPC による血管攣縮がコレステロール依
存性であることを発見した（Morikage et al., 
Circ. Res., 99, 299-306, 2006）。コレステロ
ールは細胞膜に均一に分布するのではなく、細
胞膜上のドメインである膜ラフトに限局して存

在する。膜コレステロールを選択的に除去する
と膜ラフトの消失と共に血管病シグナル伝達も
遮断されることから、コレステロールが蓄積し
た膜ラフトが血管攣縮を引き起こすシグナル伝
達の反応の場となっている可能性が高い。しか
しながら、血管平滑筋の膜ラフトは、その存在
は示唆されるものの、役割については全く解明
されていない。 
 
２．研究の目的 
血管攣縮のシグナル伝達において Fyn が中心

的な役割を果たしているが、この Fyn は血管平
滑筋収縮以外の細胞機能（細胞分裂や細胞遊走
等）にも重要であるため、単なる Fyn の酵素阻
害薬では重篤な副作用を引き起こす。そこで、
Fyn の活性化機構（細胞質から細胞膜への移動）
を特異的に阻害する機能的阻害物質を探索した
結果、魚油に含まれるエイコサペンタエン酸
（EPA）を見出した（Nakao et al., Circ. Res., 
91, 953-960, 2002）。しかしながら、以下の問
題点により一部の血管病発症を阻止することが
できなかった。すなわち、①血管攣縮を抑制す
るためには、オール・シス型構造の EPA が必要
であるが、抽出過程でエネルギー的に安定なト
ランス型に移行してしまうこと、②EPA は投与
経路が内服に限られているため、EPA の腸から
の吸収率が悪くなる中高年齢層の症例には効果
が期待できないこと、である。そこで、本研究
では、上記 EPA の問題点を解決するために、血
管攣縮に対する EPA の作用機構と膜ラフトの関
連性を解明しつつ、並行して、血管攣縮を特異的
に抑制する全く新しい食品素材の探索も行った。 

 
３．研究の方法 

(1) 食品からの血管攣縮抑制物質の探索 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図１）SPC が引き起こした異常収縮に対する、
新規物質の特異的抑制パターン 

 
我々が世界で初めて開発した、収縮とカルシ

ウム濃度の同時測定法及びスキンド血管を用い
て、Fyn の活性化機構を特異的に阻止する事を指
標とし、食品成分より機能性物質の探索を行っ
た。さらに、得られた新規食品成分が、実際に
血管の正常収縮（カルシウム依存性）には影響

 



を与える事なく、SPC による血管の異常収縮（カ
ルシウム非依存性）のみを選択的に抑制できる
か詳細に検証した（図１）。 

 
(2) 脂質膜に対する SPC 及び EPA の親和性評価 

培養細胞や動物モデルを用いた実験系は非常
に重要であるが、細胞内の種々の多因子の影響
を受けやすい。また、経費と時間の問題による
個体数の制限や、個体差による再現性の問題も
ある。そこで、膜ラフトと特定のシグナル分子
との相互作用を純粋な実験系で検討するため、
ラフトドメイン様のハイブリッドリポソームを
用いた。SPC 及び EPA の膜通過・融合の効率を
調べるため、ハイブリッドリポソームを用いた
人工脂質膜を調製し、分子間相互作用解析装置
（図２）で解析した。まず、ハイブリッドリポ
ソームをセンサーチップに固定化し、マイクロ
流路系に添加した SPC 及び EPA との分子間相互
作用解析を行った。得られた結果より脂質膜に
対するSPC及びEPAの親和性について数値化し、
動力学解析（結合定数、解離定数など）も行っ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２）脂質膜と血管攣縮シグナル分子との 

相互作用解析方法の概略 
本研究で用いた分子間相互作用解析システム

は、マイクロ流路系に脂質分子を添加すること
によりセンサー表面で起こる分子の結合や、解
離により生じる微量な質量変化を解析すること
ができるため、結合性の評価に最適であった。 

(3) 血管攣縮時の膜ラフトの視覚化 
ハイブリッドリポソームを SPC で刺激し、ク

ラスター化する膜ラフトの様子を走査型電子顕
微鏡（SEM）及び原子間力顕微鏡（AFM）で観察
した。SEM による通常の観察手法では、高感度撮
影を実現するために高真空観察の必要が不可欠
であるが、含水試料の場合は試料中の水分が枯
渇してしまう。そこで、低真空状態を保持した
まま観察する機能を応用して観察像を得た。脂
質膜の表面形状を観察した。さらに、膜の最表
面構造ならびに物性について検討するため、AFM
を用いて観察した。 

 
４．研究成果 
(1) 食品からの血管攣縮抑制物質の探索 
血管の正常収縮には影響を与えず、異常収縮

のみを特異的に抑制する物質を探索した結果、
数種類の脂肪酸類、ポリフェノール類、植物抽
出物などから新規物質を見出すことができた。 
(2) 脂質膜に対するSPC及びEPAの親和性評価 

ラフトのモデル膜（ハイブリッドリポソー
ム）を調製し、病的シグナル分子群との親和性
を評価した結果、血管異常収縮を引き起こす
SPC は、コレステロールの濃度依存的に膜への
親和性が増大し、さらに、スフィンゴ脂質の存
在下で、膜との結合性が強くなる事を明らかに
した。また、動力学解析の結果から、SPC は脂
質膜に結合しやすく、一度結合した SPC は膜か
ら離れにくいことも証明できた。 
(3)血管攣縮時の膜ラフトの視覚化 
走査型電子顕微鏡を用いて脂質膜の表面形

状を観察したところ、膜ラフトの表面は、他の
脂質膜表面に比べて、なだらかな構造をしてい
ることを明らかにした。さらに、膜の最表面構
造ならびに物性について検討するため、原子間
力顕微鏡を用いて観察したところ、膜ラフトの
最表面は全体的になだらかで、その中に
10-50nm の突出したドメインが存在することを
明らかにした。 
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