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研究成果の概要（和文）：本研究では、血管攣縮の原因分子であるSPCの産生の分子機構を解明することを目指した。
当初は、これまでの脂質代謝の概念・常識に従って、酵素的反応によってスフィンゴミエリンからSPCが産生されるで
あろうと予想して、SPC産生酵素を同定する事を目標に研究をスタートさせた。しかしながら、SPC産生活性を絞り込ん
でいく過程の中で、溶液中で、酸化ストレスおよび酸性条件下で非酵素的にSPCが産生されるという画期的な現象を発
見することができた。
　そのため、研究途中からは、この非酵素的にSPCが産生される分子機構を解明することを目指した研究を行った。そ
の結果、OHラジカルがSPC産生に必須であることを発見した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the molecular mechanism of causal factor 
of vasospasm, SPC. Surprisingly, SPC was not produced by the enzymatic reaction, but by the non-enzymatic 
reaction. We discovered that OH radical plays an essential role of the non-enzymatic production of SPC.

研究分野：分子細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
 脳梗塞や心筋梗塞などの重篤な循環器系
疾患(血管病)は、我が国死因ならびに突然死
の主因の大部分を占めている。また、血管病
の原因として、血管攣縮(痙攣したように突発
する血管平滑筋のCa2+非依存性の異常収縮)
が注目されている。特に、この血管攣縮は突
発する特徴を有しているため、我が国の突然
死の主因となっている。従って、この血管異
常収縮を引き起こすメカニズムを解明する
事により、血管病の根本的な予防法や治療法
を開発する事が、国民衛生上の緊急かつ最重
要課題である。 
申請者らは、血管異常収縮の原因分子スフ
ィンゴシルホスホリルコリン(SPC)を世界で
初めて同定したが(Circ Res, 2002)、その産生
機構は不明なままであった。その産生機構が
解明し、選択的に SPC 生成機構を阻害でき
れば、血管攣縮の根本的治療法に直結するこ
とが可能である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、血管攣縮の原因分子である
SPC の産生の分子機構を解明することを目
指した。 
 当初は、これまでの脂質代謝の概念・常識
に従って、酵素的反応によってスフィンゴミ
エリンから SPC が産生されるであろうと予
想して、SPC産生酵素を同定する事を目標に
研究をスタートさせた。 
 しかしながら、SPC産生活性を絞り込んで
いく過程の中で、溶液中で、酸化ストレスお
よび酸性条件下で非酵素的に SPC が産生さ
れるという画期的な現象を発見することが
できた。 
 そのため、研究途中からは、この非酵素的
に SPC が産生される分子機構を解明するこ
とを目指した研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 SPC の検出感度が本研究の成功に必須の条
件である。我々は、SPC 測定について特異的
なカラムを使用した LC―MS 質量分析による
測定方法を独自に開発し特許を取得した。本
研究では、この独自開発の実験技術を使用し
て SPC を検出して実験を行った。 
インフュージョン導入法によるLC-MS分析
を行った。これまでの SPC 産生溶液において
は、SM を完全に溶解させるため、TritonX-100
を含む溶液を用いていたが、直接的なインフ
ュージョン導入法では分析を阻害するため、
TritonX-100 を含まない溶液を用いて反応を
行った。LC-MS 分析の結果としては、SPC の
m/z である 465.3 付近にシグナルの僅かな増
加が認められた。 
 
４．研究成果 
血管攣縮（＝血管異常収縮）の原因分子と
して同定されたスフィンゴシルホスホリル
コリン（SPC）は細胞膜成分のスフィンゴミ

エリン（SM）の脱アシル化によって生成され
る脂質であり、その産生機構を解明すること
が本研究の目標である。『脂質代謝は酵素反
応で制御される』という常識に従い、我々も
含めて世界中の脂質研究者がその酵素の同
定に挑戦し続けていたが徒労に終わってい
た。 
本研究は、その難題に挑戦したのであるが、
これまでの研究者同様、そのような酵素活性
を上手く検出することが出来ないでいた。 
そのような中、SPC 産生活性を絞り込んで
いく過程の中で、非酵素的産生の可能性を着
想し、検討してみると、溶液中で酸化ストレ
スにより SM から SPC が産生される事が観察
された。さらに、その反応の特異性を示すた
めに、色々な活性酸素の作用を検討したとこ
ろ、活性酸素の中でも OH ラジカルに特有な
反応である事を見出した。さらに、これらの
反応が起こる細胞レベルでの基盤として、マ
クロファージがヘモグロビンを含む赤血球
を貪食した時にSPCが産生される事、さらに、
この細胞レベルの反応が OH ラジカルによっ
て引き起こされることが観察された。 
具体的には、OH ラジカル依存的な SPC 産生
が特異的な反応であるかどうかを検討する
ため、SM 分解産物について、インフュージョ
ン導入法による LC-MS 分析を行った。これま
での SPC 産生溶液においては、SM を完全に溶
解させるため、TritonX-100 を含む溶液を用
いていたが、直接的なインフュージョン導入
法では分析を阻害するため、TritonX-100 を
含まない溶液を用いて反応を行った。LC-MS
分析の結果としては、SPCの m/z である 465.3
付近にシグナルの僅かな増加が認められ、ま
た、それ以外のいくつかの m/z においても増
加が認められた。以上のことは、OH ラジカル
依存的に複数の SM 分解産物が生じている可
能性、および、SPC 産生量については、溶液
組成の影響を受ける可能性を強く示唆して
いる。 
本研究では、SPC 産生メカニズムの基盤と
して、マクロファージのライソゾーム中にお
ける赤血球消化を想定している。そこで、ヒ
ト単球系細胞 THP-1 を、PMA 刺激によりマク
ロファージ様細胞に分化させた後、赤血球
（オプソニン化あり・なし）や赤血球膜ゴー
ストを貪食させ、細胞内に生じる OH ラジカ
ルの量を蛍光指示薬であるHPFを用いて検出
した。結果としては、これまでの実験で SPC
が産生された条件である、オプソニン化赤血
球を貪食させた場合のみ、OH ラジカルの著明
な増加が認められた。以上のことから、ヘモ
グロビンを含む赤血球の貪食・消化の過程で
OH ラジカルが産生され、その OH ラジカルが
赤血球膜の SM に作用して SPC が生じている
可能性が強く示唆された。 
我が国、突然死の主因とされている血管攣
縮の根本的治療法の開発に直結すると期待
される。 
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