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研究成果の概要（和文）：正常血圧の調節を担う血管の正常収縮が細胞質カルシウム濃度の上昇を必要とするカ
ルシウム依存性の収縮であるのに対し、心筋梗塞やくも膜下出血後脳血管攣縮などの急性発症で致死的な虚血性
疾患を引き起こす血管の異常収縮は細胞内カルシウム濃度の上昇を伴わずに起こるカルシウム非依存性の収縮で
ある。研究代表者らは異常収縮シグナル伝達におけるカルパインおよび細胞骨格関連蛋白質V1の関与を解明する
事を目的に研究を行い、異常収縮刺激時にカルパイン活性が上昇する事、カルパインによるV1の切断部位、およ
び、カルパイン阻害薬が正常収縮に影響を与える事なく血管異常収縮を特異的に抑制する事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Whereas normal vascular contraction which regulates normal blood pressure is
 cytosolic Ca2+-dependent, abnormal vascular contraction which plays a critical role in the 
pathophysiology of sudden and fatal ischemic diseases such as myocardial infarction and post-SAH 
cerebral vasospasm, is Ca2+-independent, that is, it does not require cytosolic Ca2+ elevation. In 
this research project, we attempted to clarify the involvement of calpain and cytoskeletal proteins 
in the signal transduction of abnormal vascular smooth muscle contraction. We found that 
sphingosylphosphorylcholine (SPC) induced calpain activation as well as abnormal contraction in 
vascular smooth muscle. We also revealed the cleavage site of V1 by calpain using mass spectrometry.
 Furthermore, we found a calpain inhibitor inhibited abnormal vascular contraction without affecting
 normal vascular contraction.

研究分野：平滑筋生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：血管異常収縮のシグナル伝達機構は正常収縮と異なりカルシウム非依存性であるが詳細は不明であ
った。本研究は血管異常収縮シグナル伝達において新規の機構を解明したものである。
社会的意義：血管異常収縮が引き起こす心筋梗塞やくも膜下出血後脳血管攣縮はしばしば難治性である。本研究
はこれらの疾患の特効薬開発のための新規のターゲットとしてカルパインおよび細胞骨格V1を示唆するものであ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
血管平滑筋異常収縮は、急性発症で致死的な血管攣縮を引き起こす。正常血圧を制御する血
管平滑筋正常収縮が細胞質Ca2+濃度依存性であるのに対し、血管平滑筋異常収縮は細胞質Ca2+

濃度の上昇を必要としない Ca2+-sensitization(Ca2+感受性増強)による収縮である。我々は、血
管平滑筋異常収縮に特異的なシグナル伝達経路として、SPC/Fyn/ROK 経路を、世界で初めて
明らかにした。更に、focused proteomicsの手法により、Fyn下流の新規異常収縮シグナル分
子として、細胞骨格関連分子群を同定し、『血管異常収縮のシグナル伝達は、細胞骨格構築の変
化、すなわち、リモデリングによって引き起こされる。』という、全く新しい概念を提唱した。
同定した分子群の一つである細胞骨格関連分子 V1は、SPC刺激により N末端が切断・除去さ
れる限定分解を受け、蛋白分解酵素であるカルパインの関与が示唆された。しかも、カルパイ
ン阻害薬は、SPCによる血管平滑筋異常収縮を抑制した。 
 
２．研究の目的 
 上記の研究成果を背景として、本研究では、血管平滑筋異常収縮のシグナル伝達系における
カルパインの重要性、および、細胞骨格関連分子 V1 分解断片の、血管平滑筋異常収縮に果た
す役割、の 2点を解明する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 質量分析による細胞骨格関連分子 V1のカルパインによる切断部位の決定 

SPC刺激したブタ冠状動脈平滑筋組織の抽出液を電気泳動し、限定分解された V1断片に相
当するバンドを切り出し、プロテアーゼで消化して得られたペプチドを高感度タンデム型質量
分析計(研究室現有)で解析した。限定分解で除去された N末端領域由来のペプチドは質量分析
で検出されない事から、V1のカルパインにより切断される部位を決定した。 
 
(2) 異常収縮刺激におけるブタ冠状動脈平滑筋組織カルパイン活性の経時的変化の解析 
ブタ冠状動脈平滑筋組織の抽出液のカルパイン活性を測定し、SPC刺激によるカルパイン活
性の経時的変化を解析した。 
 
(3) 血管平滑筋異常収縮および正常収縮に対するカルパイン阻害薬の抑制効果の検証 
 予備実験において、カルパイン阻害薬は SPC による血管平滑筋異常収縮を抑制したが、至
適濃度や特異性については不明だった。さらにブタ冠状動脈平滑筋組織以外でもカルパイン阻
害薬が異常収縮抑制作用を示すかは不明だった。そこで、ブタ冠状動脈平滑筋組織を用い、高
カリウム脱分極刺激(Ca2+依存性正常収縮)、U46619刺激(Ca2+依存性収縮と Ca2+-sensitization
の両方を引き起こす)、SPC 刺激(Ca2+-sensitization による異常収縮)に対する種々の濃度のカ
ルパイン阻害薬の抑制作用を検討した。更に、マウス脳底動脈平滑筋組織におけるカルパイン
阻害薬の異常収縮抑制効果を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 質量分析による細胞骨格関連分子 V1のカルパインによる切断部位の決定 
北九州食肉センターで採取したブタ冠状動脈か
ら中膜平滑筋組織を単離し平滑筋条片を作成した。
この平滑筋条片を 37℃に加温し 95%O2、5%CO2

を通気した Krebs液中に 15分静置した後 30 M 
SPC (Enzo)で 5分間及び 30分間刺激し、抽出用
バッファーを加え、超音波ホモジナイズして抽出
液を作成した。これを SDS-PAGE後 PVDF膜に
転写し、クマシーブリリアントブルー染色で蛋白
質のバンドを可視化した。V1の全長およびその限
定分解断片に相当する分子量のバンドを切り出し
(図 1、①～⑥)、PVDF膜上のタンパク質を DTT
とモノヨード酢酸で還元Sアルキル化後、LysC(和
光純薬)で 37℃で 18時間消化し、得られた消化ペ
プチドを ZipTipC18で脱塩した。脱塩したペプチ
ドは 2%アセトニトリル/0.1%ギ酸に再溶解後、逆
相カラムを接続した nanoLC(DiNa, KYA テクノ
ロジーズ)に注入し、高感度タンデム型質量分析計 QTRAP4500 で MS/MS 解析してペプチド
のアミノ酸配列を決定した。 

図 1  PVDF膜に転写したブタ冠状
動脈平滑筋組織抽出液の SDS-PAGE
像と切り出したバンドの位置 



その結果、本来の V1(band①④に相
当)よりも分子量が小さい band②⑤か
ら V1が検出された。更に、この band
②⑤から、V1の最も C末端のペプチ
ドが検出された事から、band②⑤は
V1の C末端側の断片である事が確認
出来た。一方で、104番目のアミノ酸
残基より N 末端のペプチドは検出さ
れなかった事から、ブタ冠状動脈平滑
筋組織におけるカルパインによる V1
の切断部位は 104 番目のアミノ酸残
基より N 末端に位置すると考えられ
た。(図 2) 
 

(2) 異常収縮刺激におけるブタ冠状動脈平滑筋
組織カルパイン活性の経時的変化の解析 
 前項と同じ方法でブタ冠状動脈平滑筋組織の
抽出液を調製し、カルパイン活性を Calpain 
Activity Assay Kit (BioVision)を用いて測定し
た。SPC刺激していないコントロールを 100%
とすると、カルパイン活性は SPC 刺激 5 分後
に 114%まで上昇し、30分後には 98.5％と刺激
前とほぼ同じ値に戻った(図 3)。 
 
 
 
(3) 血管平滑筋異常収縮および正常収縮に対するカルパイン阻害薬の抑制効果の検証 
①ブタ冠状動脈平滑筋組織において、カルパイン阻害薬PD150606(10, 30, 50, 100 M)は、SPC
収縮(30 M)および U46619収縮(100 nM)を抑制したが、高カリウム脱分極(118 mM K+)収縮
は抑制しなかった。 
②マウス脳底動脈血管平滑筋組織において、SPC(10 M)は異常収縮を惹起し、カルパイン阻
害薬 PD150606(5 M)はこれを抑制した。 
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