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心筋梗塞や狭心症などの血管病では，その原因と
して，よく知られている動脈硬化の他に，血管攣縮，
即ち血管平滑筋の異常収縮がある．血管平滑筋の異
常収縮の分子機構は，Rhoキナーゼ（ROK）を介す
る血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進である．
当研究室では，ROKの上流因子としてスフィンゴ
シルホスホリルコリン（SPC）およびSrcファミリ
ーチロシンキナーゼ（Src-TK）を同定し，血管平
滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進のシグナル伝達
経路として，「SPC/Src-TK/ROK」経路を明らかに
した．さらに，このSPCによるヒト血管平滑筋収縮
におけるCa２+感受性亢進が，血清総コレステロー
ル値およびLDL‐コレステロール値と正相関し，
血清HDL‐コレステロール値と逆相関することを
見出した．しかし，血管平滑筋収縮におけるCa２+

感受性亢進に対する，組織コレステロール量，及び
コレステロールが限局して蓄積する細胞膜ドメイン
である膜ラフトの役割はまだ不明であった．

そこで本研究では，それらの役割を解明するため
に，ブタ冠状動脈を用いて，血管平滑筋の組織コレ
ステロール量，膜ラフトのマーカー蛋白質である
カベオリン‐1の量，及びSPCによるCa２+感受性亢
進という三者の相関関係について同一標本で検討し
た．その結果，ブタ冠状動脈では，これら三者，そ
れぞれが，相互に正の相関を示すことが明らかとな

った．以上のことから，血管平滑筋の組織コレステ
ロールと膜ラフトは，血管平滑筋収縮におけるCa２+

感受性亢進において重要な役割を担っている可能性
が示唆された．

緒　　　言

Rhoキナーゼ（ROK）を介する血管平滑筋収縮に
おけるCa２+感受性亢進は，血管攣縮などの血管異
常収縮の本態として注目されており，虚血性心疾患
やくも膜下出血後の脳血管攣縮などを引き起こす１）．
我々はこれまでに，その上流因子として，スフィン
ゴ脂質の一種である，スフィンゴシルホスホリルコ
リン（SPC）を見出した．SPCは，ブタ冠状動脈及
びウシ中大脳動脈において，Srcファミリーチロシ
ンキナーゼ（Src-TK）/ROK経路により，細胞質
Ca２+濃度を変化させることなく著明な異常収縮

（＝Ca２+感受性亢進）を引き起こした２−４）．実際に，
イヌ髄腔内に投与されたSPCは著明な脳血管攣縮を
引き起こし５），また，ヒトの脳血管攣縮患者では髄
液中SPC濃度が上昇している事が確かめられたこと６）

から，SPCは，血管攣縮の真の原因分子であると考
えられている．

さらに，最近我々は，SPCによるヒト腸間膜動脈
のCa２+感受性亢進が，血清総コレステロール値お
よびLDL‐コレステロール値と正相関し，血清
HDL‐コレステロール値と逆相関することを初め
て報告し７），脂質異常症に合併する心血管イベント
の発症機構に新たな視点を提供した．しかしながら，
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血管収縮におけるCa２+感受性亢進において，コレ
ステロールが血管平滑筋に直接作用しているかは明
らかでなく，脂質異常症によって二次的に産生され
た代謝産物やホルモン等が間接的に血管平滑筋に作
用している可能性も否定できない．即ち，血管平滑
筋の組織コレステロール量が，血管収縮における
Ca２+感受性亢進を調節できるかについては不明で
あり，当然，その分子機構も解明されていない．

一方，膜ラフトは，コレステロール，スフィンゴ
脂質などの脂質で構成され，Src-TKを含む膜蛋白
質などを豊富に含む特殊な膜マイクロドメインとし
て知られている．様々なシグナル伝達に関係する重
要な機能性マイクロプラットフォームであり，多く
の細胞系ではシグナル分子や膜蛋白質がダイナミッ
クに関連する場として，考えられている８，９）．カベ
オリン‐1（cav-1）は，膜ラフトに局在している膜
蛋白質であるが，膜ラフトに局在する他の蛋白質，
または，膜ラフトに移動した蛋白質と結合する事に
より，様々なシグナル伝達の仲介分子としての役割
を果たしている10，11）．以上のことから，膜ラフトに
局在するSrc-TKが，血管平滑筋収縮におけるCa２+

感受性亢進に関与するというこれまでの我々の研究
結果４）を加味すると，コレステロールが蓄積した膜
ラフトがCa２+感受性亢進のシグナル伝達に重要な
役割を果たしている可能性が考えられる．

そこで，本研究では，血管平滑筋の組織コレステ
ロール量が，膜ラフトの量とROKを介する血管平
滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進と相関するかど
うか，そして，膜ラフトの量が，Ca２+感受性亢進
と相関するかどうかを明らかにすることを目的とし
た．血管平滑筋の組織コレステロール量とSPCによ
るCa２+感受性亢進の程度を測定すると共に，膜ラ
フトの量の指標として，膜ラフトマーカー蛋白質で
あるcav-1の量を測定し，これら三者の相関関係に
ついて，同一の血管標本を用いて検討した．

対象と方法

１．血管平滑筋組織の採取と分離
北九州食肉センターにて，食用に屠殺されたブタ

から左冠状動脈を採取した．５% CO2と95% O2の
混合ガスで通気した後，氷冷したphysiological salt
solution（PSS）に血管サンプルを保存し，研究室

まで持ち込んだ．顕微鏡下，血管中膜の平滑筋層を
傷つけないように注意しながら，脂肪，外膜と内皮
を除去した．分離された血管中膜の平滑筋層は，常
時，５% CO2と95% O2の混合ガスで通気したPSS中
に保存した．血管の内皮を完全に除去したことは，
１μMブラジキニン（ペプチド研究所）による内皮
依存性弛緩反応が完全に消失したことにより確認し
た．外膜と内膜除去後の血管中膜は，長軸に沿って
切開した後に，筋繊維の走行に沿って，平滑筋の条
片（幅1.0 mm×長さ4.0 mm）を作製した２，４）．

２．張力と細胞質Ca２+濃度の同時測定
血管平滑筋条片を，Ca２+指示蛍光試薬である，

Fura 2-AM（13μM）（同仁化学研究所）と５%
FBSを混入したPSS（５% CO2と95% O2の混合ガス
で通気）に浸し，37℃で４時間インキュベートした．
Fura 2-AMを負荷した条片を用いて，張力と細胞
質Ca２+濃度の同時測定を行った．張力を張力トラ
ンスデューサー（TB-612T，日本光電）で計測しな
がら，同時に，顕微２波長分光蛍光測定装置

（CAM-230，日本分光）を用いて，細胞質Ca２+濃度
を測定した３−５，７）．

３．張力測定
血管平滑筋の条片を用いて，張力の測定を行った．

張力を張力トランスデューサーで計測した．SPC
（Enzo Life Sciences）で引き起こされるCa２+感受
性亢進の大きさは，118 mM K+による収縮の大き
さに対するパーセント（%）として表した．

４．膜ラフトの精製
ショ糖密度勾配遠心法を用いて，血管中膜の平滑

筋組織の膜ラフトを精製した11，12）．血管平滑筋組織
の特性により，バッファーの組成は原法から少し改
変した．まず，液体窒素で凍らせた血管平滑筋サン
プルを，SKミル（SK-100，フナコシ）で凍結粉末
状に細かく破砕した．これ以下の処理は全て氷上で
行った．粉末サンプルは，１%トリトンX-100を含
む氷冷TNEバッファー（10 mMトリス-塩酸（pH
7.5），150 mM塩化ナトリウム，５mM塩化マグネ
シウム，２mM EGTA，20μg/mLロイペプチン，
20μg/mLアプロチニン，１mMオルトバナジン酸
ナトリウム，1 mMピロリン酸ナトリウム）に懸濁
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し，氷中に30分間静置した．これをホモジナイズ
（マイクロホモジナイザー，Radnoti）して，同量の
80%ショ糖を含む氷冷TNEバッファーと混合した．
このホモジネートを含む40%ショ糖溶液を，超遠心
チューブに移し，その上に30%ショ糖を含む氷冷
TNEバッファーを上層し，更に，５%ショ糖を含
む氷冷TNEバッファーを上層した．ホモジネート
を含む40%ショ糖溶液，30%ショ糖を含むTNEバッ
ファー，５%ショ糖を含むTNEバッファーの比率
は，５：11：６であった．これを，55,000 rpm

（TLS-55，Beckman Coulter）で４℃，26時間超遠
心した．次に，超遠心チューブを氷の上に移し，超
遠心チューブのトップからボトムまで，11×200
μL/フラクションを分取した．膜ラフトの蛋白質を
濃縮するため，及び，ショ糖のウエスタンブロッテ
ィングへの影響を軽減するため，各フラクション中
の蛋白質は，20%（v/v）三塩化酢酸で沈殿させた．

５．ウエスタンブロッティングによるcav-1の定量
ショ糖密度勾配遠心により得られた各フラクショ

ンの試料を10% SDS-ポリアクリルアミドゲルで電
気泳動後，PVDF膜へ転写した．cav-1を定量する
ため，既知量のリコンビナントcav-1（Abnova）を，
各フラクションと一緒に泳動させた．転写後の
PVDF膜を，５%（w/v）スキムミルクを含む
0.05% TBS-T中で１時間ブロッキングした後，室温
で一次抗体と一晩反応させた．反応後のPVDF膜を
0.05% TBS-Tで４回洗浄し，室温で１時間，二次抗
体と反応させた後，再び，0.05% TBS-Tで４回洗浄
し，SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate（Thermo Fisher Scientific）を用いてバ
ンドを可視化した．

６．組織コレステロールの定量
組織コレステロール量は，液体窒素で凍らせた血

管中膜平滑筋組織を，SKミルで凍結粉末状に細か
く破砕した後，Cholesterol/Cholesterol Ester
Quantitation Kit（BioVision）を用いて測定した．

結　　　果

１．SPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受
性亢進

細胞質Ca２+濃度と張力の同時測定において，ブ
タ冠状動脈血管平滑筋は，118 mM K+脱分極によ
り大きな収縮を引き起こし，細胞質Ca２+濃度が著
しく上昇した．SPC（30μM）を投与すると，収縮
はゆっくり誘発されたが，細胞質Ca２+濃度は上昇
せず，SPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受
性亢進を確認した（図１）．

２．Src-TK/ROK経路を介するSPCによる血管平滑
筋収縮におけるCa２+感受性亢進

次に，SPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感
受性亢進の細胞内シグナル伝達について，薬理学的
方法で検討した．Src-TKの特異的な阻害薬である
PP1は，SPCによる血管平滑筋収縮を抑制した（図
２a）．一方，PP1の不活性化誘導体であるPP3は，
SPCによる血管平滑筋収縮を抑制しなかったため

（図２b），観察されたPP1の抑制作用はSrc-TKの特
異的な抑制によるものと考えられた．更に，ROK
阻害薬であるY-27632は，SPCによる血管平滑筋収
縮を抑制した（図２c）．それぞれの実験を複数回行
い，SPCによる血管平滑筋の張力に対する抑制率と
してまとめ，統計解析を行った結果を図２dに示し
た．以上の結果より，ブタ冠状動脈において，SPC
は，Src-TK/ROK経路を介して，血管平滑筋収縮に
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図１　細胞質Ca２+濃度と張力の同時測定
Fura 2-AMを負荷したブタ冠状動脈平滑筋条片を，118

mM K+とSPCで刺激し，細胞質Ca２+濃度（上段）と張力
（下段）を同時に測定した．



おけるCa２+感受性亢進を引き起こすものと考えら
れた．

３．血管平滑筋の組織コレステロール量とSPCに
よる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進
の相関関係

本研究では，ブタ冠状動脈血管平滑筋の全てのサ
ンプルにおいて，組織コレステロール量を定量した

（図３a）．
SPC（30μM）は，ブタ冠状動脈平滑筋において

持続的な収縮を引き起こした．SPCによる異常収縮
の大きさと組織コレステロール量は，正の直線的な

相関を示した（図３a）．代表的な収縮記録のトレー
スで見ると，SPCによるCa２+感受性亢進は，組織コ
レステロール低値であるブタ冠状動脈（図３b）よ
り，組織コレステロール高値であるブタ冠状動脈

（図３c）の方が，はるかに大きかった．
異なる組織コレステロール量の血管平滑筋条片に

おいて，118 mM K+脱分極によるCa２+依存性収縮
の形状と大きさは一定値を示した．即ち，118 mM
K+脱分極によるCa２+依存性収縮は，組織コレステ
ロール量の影響を受けなかった（データは未掲載）．
従って，本研究では，SPCによる異常収縮の大きさ
は，「対象と方法」の項で示したように，118 mM
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図２　SPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢
進のシグナル伝達

SPCによるCa２+感受性亢進に対する各種酵素阻害薬，
Src-TK阻害薬PP1（a），Src-TK阻害薬の不活性化誘導体
PP3（b），ROK阻害薬Y-27632（c）の作用を検討した．（d）
SPCによるCa２+感受性亢進に対するSrc-TK阻害薬とROK阻
害薬の効果のまとめ．エラーバーは平均標準誤差である．
有意差の検定にStudent’ s t-testを用いた．

図３　組織コレステロール量とSPCによる血管平滑筋収
縮におけるCa２+感受性亢進の相関関係

（a）組織コレステロール量とSPCによる血管平滑筋収縮に
おけるCa２+感受性亢進の相関（r=0.644，P=2.38×10−4，
n=20）．各ドットはブタ一頭の実験結果を示している．回
帰係数は単回帰分析で算出した（r値）．（b）と（c）組織コ
レステロールが低値（b）と高値（c）の場合の血管平滑筋
における，SPCによるCa２+感受性亢進の大きさ．
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K+脱分極によるCa２+依存性収縮の大きさに対し正
規化し，%表示した．

４．血管平滑筋の組織コレステロール量と膜ラフト
に存在するcav-1の量の相関関係

コレステロールは，細胞膜上で優先的に膜ラフト
へ集積することがよく知られているので13），組織コ
レステロール量と膜ラフト量の相関関係を検討した．

ブタ冠状動脈血管平滑筋を，ショ糖密度勾配遠心
法で精製し，膜ラフトのマーカー（cav-1）と非膜
ラフトのマーカー（β−アダプチン，β-ada）を指
標として，各フラクションにおける膜ラフトの存在
を確認した．膜ラフトは，密度が軽いフラクション

に分画されることが知られており14），実際，β-ada
は存在せず，cav-1のみ存在する軽いフラクション
３−５が確認された（図４a，左パネル）．また，膜
ラフトを含まないと考えられる密度の重いフラクシ
ョン７−11にもcav-1は検出された．各フラクショ
ンのcav-1の量は，濃度既知のcav-1リコンビナント
蛋白質の量を基に定量化し，最終的に，同重量

（6.57 mg）の血管平滑筋組織当たりのcav-1量とし
て示した（図４a，右パネル）．グラフから，膜ラフ
トの代表的なフラクションとしてフラクション４
を，cav-1は含むが膜ラフトではないフラクション
としてフラクション８を選び，cav-1の量と組織コ
レステロール量との相関を検討した．cav-1の量と
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図４　膜ラフトに存在するcav-1の量と組織コレステロール量及びSPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進の相
関関係

（a）膜ラフト分画のウエスタンブロッティングの結果（左パネル），及び，左パネルと対応する各フラクションのcav-1の量
（右パネル）．（b）フラクション４のcav-1の量と組織コレステロール量の相関（r=0.679，P=4.43×10−2，n=9）（左パネル）．フ
ラクション８のcav-1の量と組織コレステロール量の相関（r=6.67×10−2，P=0.865，n=9）（右パネル）．（c）フラクション４の
cav-1の量とSPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進の相関（r=0.669，P=4.86×10−2，n=9）（左パネル）．フラクシ
ョン８のcav-1の量とSPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進の相関（r=4.98×10−2，P=0.899，n=9）（右パネル）．
各ドットはブタ一頭の実験結果を示している．回帰係数は単回帰分析で算出した（r値）．

a

b

c



組織コレステロール量は，フラクション4で高い正
の相関を示す一方（図４b，左パネル），フラクシ
ョン８では，そのような相関は見られなかった

（図４b，右パネル）．

５．SPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受
性亢進と膜ラフトに存在するcav-1の量の相関
関係

図４bで組織コレステロール量を測定したのと同
じブタ血管平滑筋組織を用いて，SPCによる異常収
縮の大きさを測定し，cav-1の量との相関を検討し
た．組織コレステロール量の場合と同様に，フラク
ション４で高い正の相関を示す一方（図４c，左パ
ネル），フラクション８では，そのような相関は見
られなかった（図４c，右パネル）．

以上，図４の結果より，軽い分画のフラクション
４は，組織コレステロール量に比例して構築された，
機能を有した膜ラフト分画であり，血管平滑筋収縮
におけるCa２+感受性亢進と相関していることが分
かった．これに対して，重い分画のフラクション８
は，cav-1が存在していても，組織コレステロール
量との相関関係に乏しく，血管収縮のシグナル伝達
にも関与していないことが示された．

考　　　察

SPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢
進と膜ラフトにおける組織コレステロール量の重要
性を検討するために，まずは，ブタ冠状動脈血管平
滑筋条片を用いて，血管平滑筋収縮におけるCa２+

感受性亢進を引き起こす細胞内シグナル経路につい
て，薬理学的手法によって検討した．その結果，
Src-TK/ROK経路が関与していることを確認した

（図２）．次に，我々は，同じブタ血管平滑筋サンプ
ルを用いて，組織のコレステロール量，膜ラフト量
及びSPCによる血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性
亢進という三者の直接的な相関関係を検討した．実
験結果より，血管平滑筋の組織コレステロール量は，
膜ラフトの量（＝フラクション４のcav-1の量）に
対し直線的な正の相関を示し，さらに，SPCによる
血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進に対して
も直線的な正の相関を示す事を，新たに発見した．
従来より，脂質異常症と心血管イベントの強い関連

が，臨床医学において議論されているが，本研究結
果は，心血管イベントの一因である血管攣縮を引き
起こす血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進に
おいて，血管平滑筋の組織コレステロール量，及び，
コレステロールに富んだ膜ラフトの重要性を示す最
初の報告である．

ショ糖密度勾配遠心法による膜ラフトの生化学的
分離法は，膜ラフトの存在を確認するための最も効
果的な方法の１つとされている８）．膜ラフトの存在
は，膜ラフトマーカー（cav-1）の検出と非膜ラフ
トのマーカー（β-ada）の不検出によって確認され
た．しかし，従来膜ラフトとしてよく報告されてい
る軽いフラクション（フラクション４）14）の他に，
ブタ冠状動脈組織では，重いフラクション８にも
cav-1の量が多く，即ち，二つのピークが観察され
た．このような二つのピークは，ブタ冠状動脈に限
られたものではなく，他の複数の細胞系や15−17），ヒ
ト腸間膜および胃動脈の平滑筋組織でも観察され

（データは未掲載），単純にアーチファクトとは考え
にくい．さらに興味深い点は，フラクション８では
なく，フラクション４のcav-1の量が，組織コレス
テロール量に依存して，かつ，SPCによる異常収縮
の大きさにも関与している事である．これらの結果
は，血管平滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進にお
いて，膜ラフトが重要な役割を果たす事を裏付けて
いる．また，cav-1を含む重いフラクションがある
種のシグナル伝達の機能を担っているという報告が
あり18），本研究で分画されたフラクション８は，Ca２+

感受性亢進と相関関係はないが，平滑筋の他の機能
を制御している可能性がある．

我々の以前の研究では，ヒト腸間膜動脈平滑筋を
用いて，血清コレステロールとSPCによるCa２+感受
性亢進との相関関係を示した７）．しかし，腸間膜動
脈に比べ，冠状動脈や脳動脈は，血管攣縮が起こる
と心筋梗塞や脳梗塞を発症する，臨床的により重要
な部位である．また，ヒト血管平滑筋サンプル，特
に冠状動脈は，採取可能な量がかなり限られるため，
同じ血管サンプルで膜ラフトの量と組織コレステロ
ール量の双方を測定する事は困難である．そこで，
本研究では，ヒト冠状動脈の代わりに，ブタ冠状動
脈を用いた．今後は，食用ではなく，きちんと管理
された研究用ブタを用いて，血清コレステロール値
および組織コレステロール量を関連づけて検討する
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必要がある．
今回，組織のコレステロール量とコレステロール

が限局して蓄積する膜ラフトが，SPCによる血管平
滑筋収縮におけるCa２+感受性亢進において重要な
役割を示す可能性を提示することができた．すなわ
ち，ブタ冠状動脈血管平滑筋において，組織のコレ
ステロールレベルは，膜ラフトの量に相関して，最
終的にCa２+感受性亢進にも相関する可能性を初め
て提唱した．しかしながら，本研究では，これら３
因子の相関関係を観察しただけであり，それらの因
果関係を検討していない．これら３因子のシグナル
伝達における役割を明らかにするためには，細胞シ
グナル伝達研究における，いわゆる「loss of
function」および「gain of function」について検討
する必要がある．本研究結果は，血管平滑筋異常収
縮に関する心血管イベントのメカニズムを検討する
際に，新しい視点を提供するものであり，今後も精
力的に本研究テーマの研究を続けて行きたい．
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Rho-kinase（ROK）-mediated Ca２+ sensitization
of vascular smooth muscle（VSM）contraction
plays a pivotal role in the pathophysiology of
abnormal VSM contraction such as vasospasm. As
a novel upstream mediator of the ROK-mediated
Ca２ + sensitization, we previously identified
sphingosylphosphorylcholine（SPC）．SPC induced
sustained contraction without any change of
cytosolic Ca２+ concentrations, which was blocked
by inhibitors of Src-TK and ROK, suggesting the
involvement of these kinases. A significant linkage
was observed between the extent of SPC-induced
contraction and serum total cholesterol level in
both human and rabbits. However, possible
importance of tissue cholesterol and cholesterol-
enriched membrane microdomains, lipid rafts in
SPC-induced Ca２+ sensitization has been unknown.
In this study, putative links between three
parameters（tissue cholesterol, lipid rafts, and SPC-
induced Ca２+ sensitization）were explored in the
same samples of porcine coronary VSM strips.
Sucrose density gradient fractionation analysis
showed the presence of two peaks of caveolin-1
content in the fractions, only lighter one of which
depended on cholesterol and Ca２+ sensitization. Our
findings in this report are the first to demonstrate
the strong correlations between the three
parameters. The data raise the possibility that
tissue cholesterol and lipid rafts play important
roles in the SPC-induced Ca２+ sensitization of VSM.
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