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研究成果の概要（和文）：平滑筋細胞におけるスフィンゴ脂質(SPC)の作用機序の一部を解明す

ることが出来た。さらに、SPC の攣縮効果はミオシン阻害剤(blebbistatin)によって打ち消さ

れることが推測された。 

 
研究成果の概要（英文）：A part of intracellular signal transduction was revealed with 
sphingosyl phosphorylcholine(SPC) of smooth muscle cell. And it was suggested that 
Blebbistatin inhibited the basospasms with SPC. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）血管平滑筋細胞は様々の生理活性物質
に対し形転換を起こすことと、遊走すること
が報告されている。遊走能を獲得した平滑筋
細胞が血管内皮下にプラークを形成するこ
とは、血管狭窄による動脈硬化を引き起こす。 

（ １ ） モ ル モ ッ ト 脳 底 動 脈 由 来 細 胞
(Gba-SM4) を 用 い 、 Sphingosyl 
phosphorylcholine(SPC)に対して遊走能を
獲得するかを確認し、その際のアクチン細胞
骨格の remodeling 機構を調べる。 
（２）ミオシン阻害剤である blebbistatin
を主とする情報伝達系の阻害剤を用い、SPC
の作用機序を調べるとともに、SPC 攣縮の減
衰効果を検討する。 

（２）血管攣縮性動脈硬化の原因とされる物
質のなかでスフィンゴ脂質 Sphingosyl 
phosphorylcholine(SPC)の分子的作用機序
は明確にされていなかった。 ３．研究の方法 

（１）血管攣縮性動脈硬化に Sphingosyl 
phosphorylcholine(SPC)が関与するのかを
検証するために、Boyden chamber 法による

（３）形質転換する平滑筋細胞内ではアクチ
ン細胞骨格の remodeling が知られている。 
２．研究の目的 



SPC に対するモルモット脳底動脈平滑筋細胞
（Gba-SM4）の遊走能を調べた。 
（２）SPC の作用によって平滑筋細胞にどの
ような影響があるのかを検証するため、SPC
を作用させた Gba-SM4細胞に蛍光免疫染色を
施し、共焦点レーザー顕微鏡観察によってア
クチン細胞骨格とミオシンとの局在関係を
調べた。 
（３）予備実験において Gba-SM4 に SPC を作
用させるとアクチン細胞骨格であるストレ
スファイバーが増強されるとともに細胞膜
領域ではマグナポディアと呼ばれる毛羽立
った特殊な細胞突起が出現することが確認
されている為、マグナポディアの出現頻度を
解析した。 
（４）SPC による遊走能亢進の際の分子的作
用機序を検討する為、Ｇ蛋白質の阻害剤であ
る PT-x、p38 の阻害剤 SB203580、rho kinase
の阻害剤 Y-27632、ミオシン軽鎖キナーゼ
(MLCK)の阻害剤 ML-7 を SPC に共添加し、SPC
の情報伝達阻害をマグナポディアの出現率
として検証した。 
（５）生化学（化学エネルギー）的解析にお
いて Blebbistatin はミオシン分子に特異的
に作用することを報告されているがが、分子
形態的影響は不明確であった。そこで
Rotary-shadowing法とNegative-staining法
によって分子形態的影響を検討した。 
（６）Blebbistatin が平滑筋細胞内において
どのような挙動を示すのかを検討するため、
Gba-SM4（平滑筋培養細胞）でのアクチン細
胞骨格への影響を調べることにした。GFP-β
(beta) ア ク チ ン 発 現 細 胞 を 作 製 し 、
Blebbistatin を作用させて共焦点レーザー
顕微鏡でアクチン細胞骨格の観察を行なっ
た。 
（７）SPC(Sphingosyl phosphorylcholine)
と Bebbistatin を共添加した Gba-SM4 がどの
ような細胞形態学的影響を示すかを調べる
為、共焦点レーザー顕微鏡を用い、蛍光抗体
染色を行ない、細胞形態を解析した。 
（８）つぎに、ラット盲腸紐の平滑筋組織に
おいて、同様に Blebbistatin の収縮阻害も
しくは SPCの攣縮効果をトランスジューサー
によって、等張性収縮力を測定し、さらに、
SPC 前処理後 Blebbistatin を作用させて SPC
攣縮効果阻害を検証した。 
（９）生理学的解析を行なった（８）の条件
の試料を用い、電子顕微鏡によって細胞内微
細形態を解析した。薬理学的だけでなく生理
学的・形態学的にも SPC の攣縮効果が
Blebbistatin によって解消するかを検証す
ることにした。 
４．研究成果 
（１）細胞遊走獲得性に対し Sphingosyl 
phosphorylcholine(SPC)が関与するのかを
検証するために、Boyden chamber 法を用い

SPC に対するモルモット脳底動脈平滑筋細胞
（Gba-SM4）の遊走能を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、SPC への遊走能を示す多孔性膜透
過率が増加した（図１）。このことから、SPC
は血管攣縮に関与することが示唆された。 
（２）SPC の作用によって平滑筋細胞にどの
ような影響があるのかを検証するため、SPC
を作用させた Gba-SM4細胞に蛍光免疫染色を
施し、共焦点レーザー顕微鏡観察によってア
クチンの局在関係を調べた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gba-SM4 に SPC を作用させるとアクチン細胞
骨格であるストレスファイバーが増強され
るとともに細胞膜領域ではマグナポディア
と呼ばれる毛羽立った特殊な細胞突起が出
現した。 
（３，４）マグナポディアの出現を遊走能の
上昇、つまり血管攣縮の現象として認められ
たため、SPC による遊走能亢進の際の分子的
作用機序を検討することにした。Ｇ蛋白質の
阻害剤である PT-x、p38 の阻害剤 SB203580、
rho kinase の阻害剤 Y-27632、最下流に相当
するミオシン軽鎖キナーゼ(MLCK)の阻害剤
ML-7 を SPC に共添加し、SPC の情報伝達阻害
効果をマグナポディアの出現頻度として共
焦点レーザー顕微鏡を用い検証した（図３，
４）。その結果、SPC で増加したマグナポディ
アの出現率がＧ蛋白質の阻害剤である PT-x、
p38 の阻害剤 SB203580、rho kinase の阻害剤
Y-27632、最下流に相当するミオシン軽鎖キ
ナーゼ(MLCK)の阻害剤 ML-7 の共添加によっ



Blebbistatin が平滑筋細胞内においてどの
ような挙動を示すのかを検討するため、
Gba-SM4（平滑筋培養細胞）でのアクチン細
胞骨格への影響を調べることにした（図６）。
Blebbistatin の効果により細胞骨格として
観察されるべきアクチンストレスファイバ
ーは短く断片化され、細胞形態は収縮が阻害
されていると推測される樹状形態へと変容
していった。 

てマグナポディアの出現率が減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

SPC(Sphingosyl phosphoryl choline)を前処
理した細胞に Bebbistatin を共添加させ、蛍
光抗体染色を施し、共焦点レーザー顕微鏡で
観察した（図７）。 

 
 
 
 

  
  
 このことから、SPC の作用点はＧ蛋白質の上

流であることが示唆された。ただし、マグナ
ポディアの出現が残存したことから、複数の
作用点もしくは他経路経由の作用が推測さ
れた。 

 
 
 
 
 （５）Blebbistatin のミオシンへの生化学

（化学エネルギー）的阻害効果は既に検証さ
れているため、分子形態的効果を検討した
（図５）。 

 
 
 
  
  
その結果、攣縮効果として確認されたマグナ
ポディアが減少し、収縮阻害された細胞骨格
へと遷移していった。 

 
 
 

つぎに、ラット盲腸紐の平滑筋組織において、
同様にBlebbistatinの収縮阻害もしくはSPC
の攣縮効果をトランスジューサーによって、
SPC の効果による等張性収縮力を測定し、さ
らに、SPC と Blebbistatin を共添加させて
SPC 攣縮効果阻害を検証した（図８）。 

 
 
 
 
 
 

 活性化したリン酸化ミオシン分子は二つの
頭部ドメインが開いた状態であるが、
Blebbistatin の効果で二つの頭部ドメイン
が閉じて大きなひとつの塊（グロビュラード
メイン）を形成することが解明された。ミオ
シン頭部ドメインが一つの塊になることは
アクトミオシン相互作用を阻害すると推測
される。 

 
 
 
 
 
 
 
SPC 単独効果ではリン酸化を伴わない攣縮が
確認され、Blebbistatin との共添加では収縮
力の阻害が確認された。SPC 前処理後の
Blebbistatin効果ではSPCで誘発される攣縮
が Blebbistatin で消失した。 

 
 
 
 
 

張力測定に用いた平滑筋組織試料に蛍光抗
体染色を施し、共焦点レーザー顕微鏡で解析
した（図 9-A）。同様に電子顕微鏡でも観察し
た（図 9-B）。その結果、SPC 攣縮条件下で平
滑筋組織内ではカルシウム収縮と同様の収
縮状態もしくは若干の過収縮の状態が観察
された。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アクチン線維の密集化とミオシンの線維化
が確認され、本来のカルシウム収縮よりも線
維化の密度が高かった。SPC 前処理後の
Blebbistatin を作用させた条件では、
Blebbistatin の効果によってアクチン線維
の配向は乱れ、ミオシンの線維化も消失した。
薬理学的だけでなく生理学的・形態学的にも
SPCの攣縮効果をBlebbistatinによって解消
することが証明された。 
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