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Abstract 

Vascular diseases such as cardiovascular and cerebrovascular diseases are directly related to blood 

vessels and account for fatal diseases around the world. Their causes can be classified into three 

categories: vascular abnormal contraction, arteriosclerosis, and hemorrhage. Vascular abnormal 

contraction has afflicted many people for years without any treatment or preventive methods. 

Sphingosylphosphorylcholine (SPC) is a causative factor, but its mechanism still remains unknown, 

making it difficult to establish treatment and preventive methods. However, prevention by food has 

attracted considerable attention in recent years. It has been reported that vegetables and fruits have 

various physiological functions. Mulberry (Morus australis Poir.) is known to have some 

physiological effects, but no studies on abnormal contraction have been conducted. Therefore, this 

study confirmed their preventive effect against SPC-induced vascular abnormal contraction and 

identified their active compounds and mechanisms.  

The preventive effect against SPC-induced abnormal contraction was evaluated using cell imaging of 

cultured human coronary artery smooth muscle cells (HCASMCs). Mulberry leaves were classified by 

their ages or processing method, their preventive effect was verified by co-culturing HCASMCs with 

their extract, and it was found that mulberry leaves over 20-years-old trees were effective. In addition, 

the active compound was identified as fisetin, which is more abundant in mulberry leaves than in 

strawberries and apples, and their hydroxyl group at the C-3 was considered the active site through 

structure-activity relationships. 

To reveal the preventive mechanism of fisetin and the pathogenesis of SPC, the mechanism around 

the plasma membrane, which is upstream of the reaction field in the vicinity of the cell, were the focus 

of attention. Consequently, through molecular interaction analysis, fisetin was found to act directly on 

HCASMCs and not inhibit SPC activity. It was also confirmed that nitrobenzoxadiazole-SPC, the 

fluorescent-labeled SPC, is incorporated into cells via endocytosis and that exocytosis is occurring 

specifically in abnormally contracted cells. However, such occurrences were also observed in fisetin-

treated cells. Therefore, it was concluded that these phenomena are not related to the preventive 

mechanism of fisetin but to the pathogenesis of SPC-induced vascular abnormal contraction. 
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Abbreviation 

 

1-Deoxynojirimycin; 1-DNJ 

4',6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride; DAPI 

Bovine serum albumin; BSA 

Caveolin1; Cav1 

Control; Ctrl 

Dimethyl sulfoxide; DMSO 

Endothelin 1; ET-1 

Flotillin1; Flot1 

Flow cytometry; FCM 

Fluorescein isothiocyanate isomer; FITC 

Forward scatter; FSC 

Fyn tyrosine kinase; Fyn 

Heteronuclear multiple bond correlation; HMBC 

Heteronuclear single quantum correlation; HSQC 

High-performance liquid chromatography-ultra violet; HPLC-UV 

Human coronary artery smooth muscle cells; HCASMCs 

Liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry; LC-ESI-MS/MS 

Myosin light chain; MLC 

Nitrobenzoxadiazole; NBD 

Not detected; N.D. 

Nuclear magnetic resonance; NMR 

Peroxisome proliferator-activated receptor; PPAR 

Porcine aortic endothelial cells; PAECs 

Proteinase activated receptor; PAR 

Rho kinase; ROCK 

Sodium dodecyl sulfate; SDS 
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Side scatter; SSC 

Sphingomyelin; SM 

Sphingosine-1-phosphate; S1P 

Sphingosylphosphorylcholine; SPC  

Standard deviation; S.D. 

Surface plasmon resonance; SPR 

Trifluoroacetic acid; TFA 

Tris-buffered saline-Tween 20; TBS-T 

p-Nitrophenyl α-D-Glucopyranoside; p-α-NPG 

p-Nitrophenyl β-D-Glucopyranoside; p-β-NPG 

Methyl-beta-cyclodextrin; MβCD 

γ-aminobutyric acid; GABA 
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第一章 序論 
 
 
心筋梗塞や脳梗塞、肺高血圧症など血管が直接関係する心疾患や脳血管疾患は、長年、世

界の死因の多くを占めてきた[1,2]。その原因は、動脈硬化、血管攣縮、出血や炎症の 3つに

大きく分類される。特に血管攣縮は発症機構に未解明な点が多く、老若男女問わず誰もがあ

る日突然発症するリスクを抱えている[3,4]。 

血管は、通常、収縮と弛緩を繰り返し血圧や血流を一定に保つが、血管攣縮を引き起こす

と局所的に血管が狭窄し虚血を生じる。血管は内側から内膜、中膜、外膜の三層で構成され

ているが（Fig. 1-1）、血管攣縮は中膜を構成する血管平滑筋細胞（Smooth muscle cells）の過

剰な収縮である異常収縮により発生する。そのため、血管攣縮を予防するには血管平滑筋細

胞での異常収縮の発生を抑制する必要がある。 

 

 
Figure 1-1 Blood vessel structure 

 

血管攣縮は、くも膜下出血後に生じること[5-7]や、手足の冷えやリウマチの原因となるレ

イノー現象を引き起こすこと[7]が知られている。血管攣縮の原因分子は、Sphingosyl-

phosphorylcholine (SPC)[9-11]や Thrombin[12]、Pyridostigmine[13]、Endothelin 1 (ET-1) [14]など

が報告されている。Thrombinによる血管攣縮は、血管内膜を構成する血管内皮細胞に通常

発現しているプロテイナーゼ活性型受容体（Proteinase activated receptor; PAR）が動脈硬化な

どの血管損傷により血管平滑筋細胞に発現し、血管平滑筋細胞膜上の PARに Thrombinが作

用することで異常収縮が発生する[12]。Pyridostigmineはコリン作動薬であり、医薬品の服用

による副作用で血管攣縮を引き起こす。しかし SPCや ET-1は生理活性物質であるため、血

管損傷や医薬品の服用によらず、誰もが血管攣縮を発症するリスクを抱えている[15,16]。近

Intima
(Endothelial cells)

Media
(Smooth muscle cells)

Exospore

Blood flow



8 
 

年、ET-1による血管攣縮に対しては治療薬が開発され[14]、対処方法があるが、SPCによる

血管攣縮に対しては対症療法すらない。また重篤な血管攣縮の場合、血流が滞るため、例え

救命されても重大な後遺症が残る場合が多い。そこで、治療法の開発では手遅れになること

もあると考え、事前に血管攣縮の発症を抑制する予防法確立を目指して本研究では研究を進

めることにした。 

血管平滑筋細胞は、通常、Ca2+依存性の収縮と弛緩を繰り返し血流や血圧を一定に保って

いる。しかし異常収縮を起こした細胞では、Ca2+濃度によらず一度収縮すると二度と弛緩し

ない[17-19]。SPCは、様々な細胞膜を構成する Sphingomyelin (SM)の代謝異常により脱アシ

ル化され生じる[20]。また SPCが作用した血管平滑筋細胞では、細胞内の Fynチロシンキナ

ーゼ（Fyn tyrosine kinase; Fyn）や Rhoキナーゼ（Rho kinase; ROCK）が細胞膜周辺に移行す

ることが知られ[10]、最終的に Rhoキナーゼの活性化によりミオシン軽鎖（Myosin light 

chain; MLC）ホスファターゼが阻害されることで弛緩反応が起こらなくなり、収縮反応が過

剰となり異常収縮が発生するとされている（Fig. 1-2）。しかし、SPCによる異常収縮のシグ

ナル伝達の起点となる血管平滑筋細胞膜上での SPCの作用部位が未解明なため、SPCによ

る異常収縮の発症機序の解明を困難とし治療法や予防法の確立を妨げてきた。これまでの研

究で、高脂血症や高血圧、肥満、喫煙歴を持つ狭心症や大腸癌患者における内胸動脈や胃下

垂動脈、結腸動脈における血管組織コレステロール量や血清コレステロール量と SPCによ

る異常収縮の発生頻度に相関性が報告されている[21]。そのため血管平滑筋細胞膜上におけ

る SPCの作用部位としては、SPCと構造が類似した Sphingosine-1-phosphate (S1P)の受容体

である S1P受容体や細胞膜上タンパク質などの関与も考えられるが、コレステロールと SPC

による異常収縮の密接な関係性から、細胞膜上でコレステロールが集中した領域である細胞

膜上マイクロドメインの関与が示唆されてきた。しかし SPCによる異常収縮において、コ

レステロールによる血管平滑筋細胞への直接的作用は明らかでなく、血管組織にコレステロ

ールが作用することにより産生される代謝産物等の関与も考えられる。そのため、本研究で

は SPCの作用部位の一つとして細胞膜上マイクロドメインの関与を明らかにすることを目
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指した。 

 

Figure 1-2 The mechanism of sphingosylphosphorylcholine (SPC)-induced contraction in 
vascular smooth muscle cells 
 

一方、近年、Nutraceuticalsと呼ばれる食品由来成分による疾病予防が注目を集めている。

日常的に食事を介して摂取可能な食品由来成分は、医薬品と同等の機能性を持つものも多

く、誰でも気軽に摂取可能なことから疾病の予防法として注目を集めている[22-24]。食品由

来成分は一度に摂取できる量が限られており、現在、従来の食経験から安全性試験は必要と

されていないが、医薬品は多量に摂取することが出来るため安全性試験が求められており、

開発に多大な年月を要し実用化までの道のりが長い。そのため現段階では、食品由来成分は

医薬品に比べ法規制が少なく食品由来成分による疾病予防は手軽に取り組みやすいとされ注

目を集めているが、天然物に含まれる機能性成分の含有量のばらつきや大量摂取による副作

用などから規制が求められており、欧州連合等ではその検討が進められている[25,26]。しか

し適切に活用すれば食品由来成分による疾患予防は実現可能であるため、大きな期待が寄せ

られている。特に、異常収縮による血管疾患は、最悪の場合、加療前に死に至ることもあ

り、日常的な予防法が求められていることから、食品由来成分による予防法確立が期待され

る。 
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異常収縮が発生する血管平滑筋細胞は、活性酸素により炎症[27]や石灰化[28]など様々な

血管疾患を誘発することが知られている。そのため、抗酸化物質が血管機能の保持に有効で

あると考えられてきた[29,30]。そこで本研究では、抗酸化物質が血管異常収縮を抑制可能で

あると仮説を立て、様々な抗酸化物質が報告されているが[31,32]、血管異常収縮についての

生理活性については未解明な桑に着目した。桑は、イラクサ目クワ科クワ属に分類される落

葉高木で山野に自生しており複数種報告されている[33]が、本研究では日本や東アジアに自

生するヤマグワ（Morus australis Poir.）を使用した。ヤマグワは 4月から 6月に最盛期を迎

え、日本では養蚕の飼料として栽培され、漢方薬などの伝統薬としても活用されてきた[34-

37]。桑は、抗炎症効果[38,39]や血糖値抑制効果[37]、血管内皮機能改善[40,41]など様々な生

理機能が報告されており、特に血管への機能的作用について示唆されている[42]が、血管異

常収縮に対する生理活性については未解明である。また以前の研究で、魚油などに含まれる

Eicosapentaenoic acid[43]や Docosapentaenoic acid[44]による SPC誘発性異常収縮に対する抑制

効果は報告されているが、そのほかの食品由来成分による異常収縮予防効果については報告

がない。そこで本研究では、桑による血管異常収縮予防効果を明らかにし、その活性成分を

同定することで予防機序の解明を目指し、血管異常収縮予防法の確立を目指した。 
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第二章 血管異常収縮を予防可能な桑葉由来成分の探索 
 

 

2.1. 緒論 

桑の代表的な機能性成分として、桑の葉に含まれ α-グルコシダーゼ阻害活性を示す 1-

Deoxynojirimycin (DNJ)がある[45,46]。しかし、その他の機能性成分や生理機能については未

解明な点が多い。桑は、前臨床試験や臨床試験で 1-DNJやポリフェノール類などの機能性成

分による高血糖抑制効果や高血圧抑制効果、抗酸化活性など様々な生理的機能が報告されて

おり[42]、血管異常収縮に対する機能性が期待されるが、その詳細な制御機能については明ら

かでない。そこで本研究では桑による血管異常収縮予防効果を明らかにするため、桑を部位

や加工方法、樹齢により細分化し、異常収縮の発生を抑制する予防効果を評価することで活

性成分の同定を目指した。 

 

2.2. 実験方法 

2.2.1. 材料 

桑試料は宮園製茶（鹿児島県薩摩川内市）より入手した。ヒト冠動脈平滑筋細胞（HCASMCs）

や HuMedia-SB2、HuMedia-SG2、HuMedia-EG2は倉敷紡績株式会社から購入した。Porcine aortic 

endothelial cells (PAECs)はコスモ・バイオ株式会社から購入し、SPCや Fluo3-AMはシグマア

ルドリッチジャパン合同会社より購入した。核磁気共鳴法（Nuclear magnetic resonance; NMR）

に使用した Dimethyl sulfoxide (DMSO)-d6 (0.03% tetramethylsilane)は ACROS ORGANICSより

購入し、Fisetinは東京化成工業株式会社より購入した。 

 

2.2.2. 桑試料抽出物の調製 

Mulberry leaves は樹齢による影響を考慮し、Mulberry leaves(>20-year-old trees)と Mulberry 

leaves(<20-year-old trees)に分類した。Tea leavesは焙煎処理による影響を考慮するため、Flesh 

leavesを樹齢によらず混合し、30秒間蒸気処理後、80 °Cで 50分間乾燥し、焙煎処理を施し
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たものを Tealeaves(Roasted)、焙煎処理を施していないものを Tea leaves(Unroasted)とした（Fig. 

2-1）。また、果実は凍結乾燥したものを用いた。いずれの試料も粉末化し 30 mg/mLになるよ

う 70%エタノールを添加後、撹拌及び超音波処理（4 °C、10分間）を行い、遠心分離（4 °C、

698×g、10分間）し上清を回収した。これを 2回繰り返し、回収した上清を濃縮乾固後、使用

するまで−20 °Cで保管した。 

 

Figure 2-1 Processing method of mulberry tea leaves. 
 

2.2.3. 細胞培養 

HCASMCs を HuMedia-SG2 を用いて、37 °C、CO2濃度 5%に設定したインキュベーター

（PHC 株式会社）で培養した。HCASMCs は継代回数が 8 回以内のものを使用した。PAECs

も同様に HuMedia-EG2を用いて培養し、継代回数が 8回以内のものを使用した。 

 

2.2.4. 血管異常収縮予防効果 

24well プレートに HCASMCs を 2.0×104 cells/well 播種し、HuMedia-SG2 で約 24 時間培養

後、目的濃度に調製した評価試料を添加し約 72 時間培養した。細胞密度が 80-90%コンフル

エントに到達したことを顕微鏡観察で確認後、上清を除去した。細胞質を染色するため最終

濃度が 3 μMになるように Fluo3-AMを添加後、37 °C、CO2濃度 5%に設定したインキュベー

Mulberry trees

>20-year-
old trees

Steaming Drying

Roasted

Unroasted

Tea leaves

Old
trees

Young
trees

<20-year-
old trees

Fresh leaves
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ターで 1時間反応させた。続いて同量の 2 mM CaCl2（最終濃度 1 mM）を添加し、同様に 30

分間反応させた。反応終了後、上清を除去し、目的濃度に調製した評価試料を添加した後、

37 °C、CO2濃度 5%に設定したインキュベーターで 30分間反応させ、様々な条件での SPC刺

激による細胞形態観察を行った。SPC刺激は 30 μMもしくは 100 μM SPCで行い、異常収縮

誘発前後の細胞形態を培養顕微鏡 CKX-53（オリンパス株式会社）で観察し、ImageJ ver1.52 

(National Institutes of Health)で細胞表面積を算出した。なお本測定系では対照群は桑試料未処

理細胞とし、SPCによる異常収縮予防効果を評価した。 

 

2.2.5. 桑葉抽出物の分画 

濃縮乾固した桑葉抽出物を超純水で超音波処理により完全に溶解後、カットオフ 5000 の

PD-10（Cytiva）を用いたゲルろ過クロマトグラフィーで Fraction 1〜6に分画し、濃縮乾固後、

2.2.4.に従い異常収縮予防効果を評価した。Fraction 1〜6のうち活性の高かった画分を逆相ク

ロマトグラフィーに供し、細分画した。逆相クロマトグラフィーは、C18逆相カラム（TSKgel 

ODS-100Z、5 μm、4.6 mm ID、15 cm；東ソー株式会社）を用いた高速液体クロマトグラフィ

ー LC-2000Plus series（日本分光株式会社）で、流速 1.0 mL/min、カラム温度 40 °C、検出波長

UV 320 nmで分取した。分画には、（A）0.1% トリフルオロ酢酸（Trifluoroacetic acid; TFA）

及び（B）アセトニトリルを用い、以下のグラジエントで溶出した。0〜10 min：A液 10%を

維持、10〜20 min：B液を 100%まで上昇、20〜30 min：B液 100%を維持。10分毎に Fraction 

X〜Zに分画し、2.2.4.に従い各画分の異常収縮予防効果を確認した。 

 

2.2.6. 活性成分の同定及び定量 

Liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS) 

Fraction X〜Zのうち活性の高かった画分を QTRAP 3200 system（株式会社エービー・サイ

エックス）付き LC20 HPLC system（株式会社島津製作所）による LC-ESI-MS/MSで分析した。

LC分析には、C18逆相カラム（TSKgel ODS-100Z、5 μm、4.6 mm ID、15 cm）を用い、溶出

溶媒には蒸留水及びアセトニトリルを使用し、流速 0.4 mL/min、注入量 10 μLで 10分間アイ
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ソクラティック溶出した。MS/MS分析は、Positive ion modeと Negative ion modeの両方で検

出を試み、最終的に Positive ion mode で検出した。他の測定条件に関しては以下の通りであ

る。 

スキャンタイプ：Enhanced product ion、Curtain gas：20、Ionspray voltage：5500、Temperature： 

500 °C、Ion source gas 1：40、Ion source gas 2：50、Collision energy：35。得られたフラグメン

トはMS/MSスペクトルデータベースMETLIN（The Scripps Research Institute）を用いて解析

した。 

NMR spectroscopy 

LC-ESI-MS/MS による活性成分探索の結果、候補物質として考えられた化合物の分子量を

有するピークを分取し、NMR 700 MHz装置（ブルカージャパン株式会社）を用いた 1H NMR

及び 13C NMR による 1 次元 NMR と Heteronuclear single quantum correlation (HSQC)及び

Heteronuclear multiple bond correlation (HMBC)による 2次元 NMRを株式会社カネカに測定依

頼した。 

High-performance liquid chromatography-ultra violet (HPLC-UV) 

活性成分の定量は EXTREMA（日本分光株式会社）を用いて行った。C18逆相カラム（TSKgel 

ODS-100Z、5 μm、4.6 mm I.D.、25 cm）を用い、UV検出器を 320 nmに設定し、溶出溶媒に

は 0.1 % TFA及びメタノールを使用した。測定は、流速 1.0 mL/min、注入量 10 μL、カラム温

度 40 °Cで 12分間アイソクラティック溶出した。なお、関連化合物の定量についても本法を

用いた。 

 

2.2.7. 配糖体の含有確認 

2.2.2.にて調製したMulberry leaves(>20-year-old trees)抽出物を 20 mg/mLになるように超純

水で溶解した（20 mg/mL Mulberry leaves(>20-year-old trees)抽出液）。また陽性対照としてニト

ロフェノールにグルコースがグリコシド結合した 20 mM p-Nitrophenyl α-D-Glucopyranoside (p-

α-NPG)及び 20 mM p-Nitrophenyl β-D-Glucopyranoside (p-β-NPG)（富士フイルム和光純薬工業

株式会社）を用いた。各試料 25 μLを pH5.0の 0.1 M酢酸緩衝液 50 μLと混合し、37 °Cに設
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定したインキュベーターで 5 分間プレインキュベートした。0.00022〜0.22 U/mL のα-

glucosidase及び β-glucosidase（ナカライテスク株式会社）を 25 μLずつ添加し、37 °Cに設定

したインキュベーターで 20分間反応後、0.2 M Na2CO3を 100 μL添加し反応を終了させ、メ

タノールを 200 μL 添加しフィルターろ過後、2.2.6.と同様に HPLC-UV で活性成分を検出し

た。また酵素分解においては、活性成分が損傷を受けないか確認するため DMSOで溶解した

活性成分を使用して確認した。 

 

2.2.8. 血管内皮細胞膜透過性試験 

30倍希釈した Cellmatrix Type I-A（新田ゼラチン株式会社）で Intercell TP（倉敷紡績株式

会社）をコーティング後、PAECsを 2.0×105 cells/wellずつ播種した。37 °C、CO2濃度 5%に設

定したインキュベーターで約 24 時間培養後、フェノールレッドを含まない HuMedia-EB2 に

置換した。37 °C、CO2濃度 5%に設定したインキュベーターで約 12時間培養後、評価試料と

共に最終濃度が 50 μM になるように調製した Fluorescein isothiocyanate isomer (FITC)-dextran

（シグマアルドリッチジャパン合同会社）を添加し、37 °C、CO2濃度 5%に設定したインキュ

ベーターで反応させ、反応 1、6、12、84時間後の外室液を全量回収した。回収した外室液は

Infinite F NaNo+ spectrofluorometer（TECAN）で蛍光強度（Ex. 485 nm、Em. 535 nm）を測定し

た。反応終了後、内室液を全量回収し、外出液の残余と共に凍結乾燥機で濃縮乾固した。さ

らにインターセル内部にメタノールを添加後、ピペッティングで細胞を溶解させ全量を回収

し細胞溶解液とした。細胞溶解液は、濃縮遠心機で濃縮乾固した。これら濃縮乾固物に含ま

れる活性成分を 2.2.6.と同様にHPLC-UVで定量し、添加量に対する検出量の割合を算出した。 

 

2.2.9. 統計処理 

全ての統計解析は、Microsoft Office Excel 2019を使用して行った。データ解析は、Tukey-

Kramer法による多重比較検定を行った。 

 



16 
 

2.3. 結果 

2.3.1. 桑試料による血管異常収縮予防効果 

樹齢や加工方法により細分化した桑試料（Fig. 2-1）を異常収縮誘発 30 分前に曝露し、桑

試料存在下で SPC 刺激による異常収縮を誘発した結果、桑試料を曝露していない対照群

（Control; Ctrl）では異常収縮誘発前の細胞表面積に対する相対値が 37.6まで減少した。これ

に対し、Mulberry leaves(>20-year-old trees)や Tea leaves(Unroasted)は、それぞれ 75.2及び 69.4

であった（Fig. 2-2A）。次に、これら桑試料との共培養時間や異常収縮誘発時の桑試料の存在

が異常収縮予防効果に与える影響について検討した。その結果、共培養時間を 30 分から 60

時間に延長してもMulberry leaves(>20-year-old trees)や Tea leaves(Unroasted)による異常収縮予

防効果に変化はなかった（Fig. 2-2B）。しかし、同様に共培養 60時間後、桑試料を含まない培

地に置換し、桑試料非存在下で異常収縮を誘発すると、その予防効果が低下した（Fig. 2-2C）。 
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Figure 2-2 Preventive effect of mulberry extracts against sphingosylphosphorylcholine (SPC)-
induced vascular abnormal contraction.  
Effects of the mulberry extract against SPC-induced vascular abnormal contraction after incubation for 
30 min (A) and 60 h (B), and without mulberry extracts when the cells were stimulated by SPC after 
incubation for 60 h (C). Data are represented as mean ± S.D. (n = 4); *p < 0.05 vs. Ctrl (induction of 
abnormal contraction without the addition of mulberry extract)  
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2.3.2. Mulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる活性成分の分画・精製 

最も異常収縮予防効果を示したMulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる活性成分を探

索するため、ゲルろ過クロマトグラフィーにより分画した。Fraction 1は分子量が大きく（5000 

Da以上）経口摂取での吸収が困難であり、Fraction 2は SPC刺激によらず細胞形態異常が確

認されたため除外した。その結果、Fraction 6 に異常収縮予防効果が高い傾向があった（Fig. 

2-3A）。そのため HPLCを用いた逆相クロマトグラフィーにより、Fraction 6をさらに Fraction 

6-X、6-Y、6-Zに分画したところ、親水性と疎水性の両親媒性を示す Fraction 6-Yに異常収縮

予防効果が高い傾向があることがわかった（Fig. 2-3B）。 

 

Figure 2-3 Preventive effect of mulberry leaves from >20-year-old trees extract fractions against 
sphingosylphosphorylcholine (SPC)-induced vascular abnormal contraction. 
(A) Effect of gel filtration chromatography fractions 2-6. (B) Effect of reversed-phase HPLC fractions 
6-X, 6-Y, and 6-Z. Data are represented as mean ± S.D. (n = 3); *p < 0.05 vs. Ctrl (induction of abnormal 
contraction without the addition of mulberry extract fractions) 
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2.3.3. Mulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる活性成分の同定 

Mulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる異常収縮予防成分を同定するため、2.3.2.にて

異常収縮予防効果が高い傾向にあった Fraction 6-Y を LC-ESI-MS/MS にて分析した（Fig. 2-

4A）。その結果、m/z [M + H+] 286.8の Fisetin（Fig. 2-4B.1）と Luteolin（Fig. 2-4B.2）が候補化

合物として選出された。Fisetinはフラボノイド骨格の C環 3位、Luteolinは A環 5位に水酸

基を有し、その他の構造は同一である。そのためMulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる

Fisetinと Luteolinを定性したところ、Fisetinは含まれていたが、Luteolinは含まれていなかっ

た（Fig. 2-4C）。 

 

 

Figure 2-4 Search for the candidate compound of mulberry leaves from >20-year-old trees that 
prevent sphingosylphosphorylcholine (SPC)-induced vascular abnormal contraction.  
(A) LC-ESI-MS/MS spectrum of fraction 6-Y. (B) Structural formula of fisetin (1) and luteolin (2). (C) 
Chromatogram of mulberry leaves from >20-year-old trees.  
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しかし Fisetinと Luteolinは構造が類似しており、Retention timeのみでは確定不可能であると

考えられたため、NMR により候補化合物の化学構造を解析した。その結果、1H NMR より、

A 環 5 位のスペクトラムが同じカップリング定数を持つ化学シフトの二重線であり、A 環 5

位に Hが配位していることが示唆された（Table 1、Fig. 2-5A及び B）。さらに、2〜3結合離

れた C–H 結合情報を得るため HMBC により解析したところ、以下のようになった（Fig. 2-

5C）。H-5 (δH 7.91–7.92)に対する Cの結合情報は、C-4 (171.81)、C-7 (162.20)、C-8 (101.67)、

C-9 (156.14)。H-6 (δH 6.90)に対する Cの結合情報は、C-4、C-5 (126.32)、C-7、C-8、C-9。H-8 

(δH 6.87–6.90)に対する Cの結合情報は、C-6 (114.55)、C-7、C-9、C-10 (114.02)。 H-2’ (δH 7.68–

7.69)に対する Cの結合情報は、C-1’ (122.33)、C-3’ (144.86)、C-4’ (147.10)、C-2 (144.89)。H-5’ 

(δH 6.87–6.89)に対する Cの結合情報は、C-1’、C-2’ (114.77)、C-3’、C-4’、C-6’ (119.47)。H-6’ 

(δH 7.53–7.54)に対する Cの結合情報は、C-3’、C-4’、C-5’ (115.42)。さらに隣り合う C-H結合

情報を得るため HSQCにより解析したところ、以下のようになった（Fig. 2-5D）。H-5 proton 

(δH 7.91–7.92) には C-5 (δC 126.32)が結合し、H-6 (δH 6.90)には C-6 (δC 114.55)、H-8 (δH 6.87–

6.90)には C-8 (δC 101.67)、H-2’ (δH 7.68–7.69)には C-2’ (δC 114.77)、H-5’ (δH 6.87–6.89) には C-

5’ (δC 115.42)、H-6’ (δH 7.53–7.54)には C-6’ (δC 119.47)が結合していた。これより 5位の C-H結

合で相関シグナルが得られたため、A環 5位にHが直接結合していることが明らかとなった。

そのためMulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる異常収縮予防成分は Fisetinであること

が同定された。 
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Figure 2-5 Identification of a component of mulberry leaves from >20-year-old trees that prevent 
sphingosylphosphorylcholine (SPC)-induced vascular abnormal contraction.  
NMR spectrum of 1H NMR (A), 13C NMR (B), HMBC (C) and HSQC (D). 
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2.3.4. 桑試料に含まれる Fisetin含有量 

桑試料に含まれる Fisetin 含有量を定量したところ、Mulberry leaves(>20-year-old trees)は

283.61 μg/g乾燥粉末であったが、Mulberry leaves(<20-year-old trees)は 606.21 μg/g乾燥粉末で

最も多く Fisetinが含まれていた（Table 2）。Fisetinはイチゴ（160.0 μg/g青果物）やリンゴ（26.9 

μg/g青果物）に多く含まれ、桑に含有されることは報告されていないが[47]、桑試料の方が高

値であった。またフラボノイド類は、通常、配糖体として植物中に存在するため、酸加水分

解と酵素分解による配糖体の切断検討の結果、β-glucosidase による酵素分解を行った。しか

し、酵素分解を行ってもMulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる Fisetin量に変化はなか

った（Fig. 2-6）。なお、Fisetin配糖体の酵素処理においては、アグリコンを同様に酵素処理す

ることで Fisetin自身が損傷を受けないことを確認した。 

Table 1
Nuclear magnetic resonance data for fisetin.

13C NMR
(ppm)

1H NMR
(ppm), δ, J (Hz)

2 144.9
3 137
4 171.8
5 126.3 7.92, dd , J=7.0
6 114.6 6.90, m
7 162.2
8 101.7 6.90, m
9 156.1
10 114
1' 122.3
2' 114.8 7.69, d , J=7.0
3' 144.9
4' 147.1
5' 115.4 6.89, m
6' 119.47 7.54, dd , J=7.0

Mulberry leaves (>20-year-old trees)

Position
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Note: *p < 0.05 vs. >20 year-old-trees 
Abbreviations: N.D., not detected; S.D., standard deviation. 
 

 

Figure 2-6 Enzymatic digestion of the glycoside in mulberry leaves from >20-year-old trees. 
The peak area of fisetin using HPLC-UV. Black and white indicate the peak area of fisetin standard and 
the extracts of mulberry leaves(>20-year-old trees). *p < 0.05 vs. 0 U/mL β-glucosidase treatment. Data 
are represented as mean ± S.D. 
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Quantitative analysis of fisetin in different parts of mulberry, strawberry, and apples.

Sample name Fisetin (μg/g dry wt.)
Mean S.D.

Mulberry Leaves >20-year-old trees 283.61 1.97 −
<20-year-old trees 606.21 9.26 *

Tea leaves Roasted 153.67 1.92 *
Unroasted 175.81 2.26 *

Fruit 12.49 3.70 *
Strawberry Fruit 0.02 0.01 *
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2.3.5. 血管異常収縮を予防する Fisetinの至適濃度 

SPCによる異常収縮を予防する Fisetinの至適濃度を検討した結果、Fisetinは 1 μM以上で

異常収縮を予防する傾向があることを明らかにした（Fig. 2-7A）。Fisetin未処理細胞では異常

収縮誘発 5 分後に細胞形態異常や収縮が見られたのに対して、最も異常収縮予防効果を示し

た 10 μM Fisetin処理群は、異常収縮誘発前においても細胞形態異常は見られず、SPC刺激 5

分後における収縮細胞は、Fisetin未処理群と比較して少なかった（Fig. 2-7B）。 

 

Figure 2-7 Optimal concentration of fisetin to prevent sphingosylphosphorylcholine (SPC)-
induced vascular abnormal contraction. 
(A)Effects of fisetin against sphingosylphosphorylcholine (SPC)-induced vascular abnormal contraction. 
*p < 0.05 vs. Ctrl (induction of abnormal contraction without the addition of fisetin). Data are 
represented as mean ± S.D. (B) Images of the preventive effect of fisetin against SPC-induced vascular 
abnormal contraction of human coronary artery smooth muscle cells. Arrows indicate the abnormally 
contracted cells. 
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2.3.6. 血管異常収縮を予防する Fisetinの至適共培養時間 

2.3.1.にて、桑試料との共培養時間や SPC 刺激時に桑試料が共在していることが異常収縮

予防効果に影響を与えることが明らかとなったため、Fisetin と血管平滑筋細胞の共培養時間

が血管異常収縮予防効果へ与える影響を 2.3.1.と同様の方法で検討した。2.3.5.にて、Fisetinは

1 μM以上で異常収縮予防効果を示す傾向があったため、1 μM Fisetinによる異常収縮予防効

果を評価した。その結果、Fisetinは 48時間以上共培養すると異常収縮予防効果を示すことを

明らかにした（Fig. 2-8）。一方、血清を含まない基礎培地に切り替える際に Fisetin を添加し

た共培養 24時間の評価群では、SPC刺激を施していない時点で細胞の形態がくさび形になる

形態異常が見られ、さらに SPC刺激すると Fisetinによる予防効果が示されなかった。 
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Figure 2-8 Effect of fisetin against sphingosylphosphorylcholine (SPC)-induced vascular 
abnormal contraction at various co-culture times. 
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2.3.7. Fisetinの血管内皮細胞層透過性 

異常収縮が発生する血管平滑筋細胞に Fisetinが直接作用するには、血管内膜を構成する血

管内皮細胞を透過する必要がある。そこで、Fisetin の血管内皮細胞層透過性を評価したとこ

ろ、1時間で全体の 53.3%、84時間までに 85.2%が内皮細胞を透過し、Fisetinが血管平滑筋細

胞に直接作用可能なことを明らかにした（Fig. 2-9）。 

 
Figure 2-9 Vascular endothelial cell permeability of fisetin. 
 

2.3.8. Fisetin関連化合物による構造活性相関 

Fisetinの活性部位を同定するため、Fisetinと類似した化学構造を有するフラボノイド類を

用いて構造活性相関を評価した。Fisetin（Fig. 2-10A.1）と同様に A環 7位と B環 3位及び 4

位に水酸基を有し、A環とC環の水酸基の数や配置が異なるQuercetin（Fig. 2-10A.2）とLuteolin

（Fig. 2-10A. 3）を用いて、A環及び C環の水酸基の配置が異常収縮予防効果へ与える影響を

評価したところ、Fisetinが最も予防効果が高く、次いで Quercetin、Luteolinの順である傾向が

あった（Fig. 2-10B）。次に、B環の水酸基の数が異常収縮予防効果に与える影響を明らかにす

るため、A 環と C 環の水酸基の数や配置が Fisetin と同一で B 環の水酸基の数のみが異なる

Resokaempferol（Fig. 2-10A.4）と Robinetin（Fig. 2-10A.5）を評価したところ、Fisetin、

Resokaempferol、Robinetinの順に異常収縮予防効果を示す傾向があった（Fig. 2-10C）。 
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Figure 2-10 Fisetin structure-activity relationship. 
(A) Chemical structures of the compounds to determine the structure-activity of fisetin. Fisetin (1), 
quercetin (2), luteolin (3), resokaempferol (4), robinetin (5). (B) Preventive effects of the hydroxyl group 
arrangement on the A-ring and C-ring against SPC-induced vascular abnormal contraction. Fisetin: 
hydroxyl group at the C-3 position, quercetin: hydroxyl group at the C-3 and the A-5 positions, luteolin: 
hydroxyl group at the A-5 position. (C) Preventive effects of the number of B-ring hydroxyl groups 
against SPC-induced vascular abnormal contraction. Fisetin: 2 hydroxyl groups, resokaempferol: 1 
hydroxyl group, robinetin: 3 hydroxyl groups. Data are represented as mean ± S.D. (n = 4); *p < 0.05 
vs. Ctrl (induction of abnormal contraction without the addition of samples) 
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2.3.9. Mulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる Fisetin関連化合物の定量 

2.3.8.より、Fisetinと構造が類似した関連化合物も異常収縮予防効果を示す傾向があり、い

ずれも植物体内でカルコン合成酵素により生成される化合物であるため、それらの Mulberry 

leaves(>20-year-old trees)における含有量を 2.3.3.と同様の方法で HPLC-UV により定量した。

その結果、Fisetin と Robinetin のみ含有が確認され（Fig. 2-11A）、Robinetin は Tea 

leaves(Unroasted)や Fruitに多かった（Fig. 2-11B）。Tea leavesにおいては、焙煎処理の有無に

よって Robinetin 含量が変化していることから、焙煎処理により Robinetin 自体の化学構造が

影響を受ける可能性が考えられた。 

 

 

Figure 2-11 Quantitative analysis of similar structural compounds to fisetin 
(A) The retention time of the compounds similar to fisetin. (B) The content of robinetin. Data are 
represented as mean ± S.D. (n = 4); *p < 0.05 vs. Mulberry leaves(>20-year-old trees) 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

In
te

ns
ity

 (μ
V

)

x 
10

5

Retention Time (min)

Fisetin
↓

Robinetin
↓

Resokaempferol
↓ Luteolin

↓
Quercetin

↓

(B)

(A)

*
*

*

*

0

100

200

300

400

500

600

700

800

>20-year-
old trees

<20-year-
old trees

Roasted Unroasted

Mulberry leaves Tea leaves Fruit

R
ob

in
et

in
（

μg
/g

 d
ry

 w
t）



30 
 

2.4. 考察 

本研究では桑試料による異常収縮予防効果を明らかにするため、桑試料を樹齢や加工方法

により細分化し、異常収縮を予防する活性成分を探索した。桑試料は、Mulberry leaves(>20-

year-old trees)が最も異常収縮予防効果を示す傾向にあった。また、Tea leavesにおいては焙煎

処理の有無が異常収縮予防効果に影響を与える可能性が高いことを明らかにした。これは茶

葉を加工する過程で行われる焙煎処理が異常収縮予防成分に影響していると考えられる。実

際に、桑葉に含まれるイミノ糖である 1-DNJ[48]や桜島大根に含まれるトリゴネリン[49]が加

熱処理により分解されることや、高温乾燥により桑葉の抗酸化活性が低下する[50]ことが報告

されており、焙煎処理が Tea leaves に含まれる異常収縮予防成分に影響している可能性が考

えられた。また桑試料との共培養時間を延長しても異常収縮予防効果に変化はなかったが、

桑試料非存在下では異常収縮予防効果が減少した（Fig. 2-2）。そのため、桑試料により異常収

縮を予防するには日常的に摂取し、血中濃度を維持する必要があると考えられた。一方、こ

の傾向は Fisetinのみと共培養した細胞では異なり、Fisetinとの共培養時間と異常収縮予防効

果が比例する傾向があった（Fig. 2-8）。これは、桑試料には Fisetin 以外の化合物も含まれる

ため、その相乗効果により共培養時間が異常収縮予防効果に影響しなかった可能性があると

考えられた。 

次に異常収縮予防効果が最も高い傾向にあった Mulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれ

る活性成分を同定するため、ゲルろ過クロマトグラフィーと逆相クロマトグラフィーを用い

て分画・精製を行った。ゲルろ過クロマトグラフィーでは、分子量 5000以下の画分にて異常

収縮予防効果を示したため、候補化合物の分子量が 5000未満であると推定された。さらに逆

相クロマトグラフィーでは水相と有機溶媒相共在下で得られた画分が最も異常収縮予防効果

を示したため、候補化合物が親水性と疎水性の両方の性質を持つことが考えられた。また活

性画分 6-Yを LC-ESI-MS/MSにより分析したところ分子量 286の Fisetinと Luteolinが候補化

合物と考えられた。Fisetinは、フラボノイド群に属し C環 3位に水酸基を持つフラボノール

で、Luteolinは同様にフラボノイド群に属し A環 5位に水酸基を持つフラボンである（Fig. 2-
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3B）。そのため、これらの含有確認を HPLC-UVにて行ったところ、Mulberry leaves(>20-year-

old trees)には Fisetinが含まれ、Luteolinは含まれていないことが判明した。しかし、Fisetinと

Luteolinは類似した構造を有するため、分子量 286を示すピークを分取し NMRにて構造解析

を行ったところ、1H NMRで A環 5位を示すスペクトラムが二重線で得られたことから、活

性成分が Fisetinである可能性が高いと考えられた。そのため 2次元 NMRにより Cと Hの関

係性を分析したところ、Fisetinが異常収縮予防成分であることを同定した。Fisetinは、SPCに

よる異常収縮と同様に血管平滑筋細胞内の ROCKの活性化を介したフッ化ナトリウムによる

血管収縮を阻害することが報告されている[51]が、SPC による異常収縮に対する作用は未解

明で、また桑葉から Fisetinを単離した報告もなかった。そのため、本研究が桑葉由来 Fisetin

による SPC誘発性異常収縮に関する初めての報告である。一方、Fisetinと共に異常収縮予防

成分の候補化合物と考えられた Luteolinは、桑葉に含有されていることが報告されており[52]、

アルギナーゼ阻害による血管内皮機能改善効果は報告されている[53]が、Fisetinと同様に異常

収縮予防効果については未解明であった。以上より Fisetinは異常収縮予防成分として有効で

あると考えられたが、Mulberry leaves(>20-year-old trees)が Fisetin を含む異常収縮を予防する

食品として有用なのか検証するために、Fisetin 含量が多い天然物として既報のあるイチゴや

リンゴ、桑葉の Fisetin含有量を比較したところ、桑葉に Fisetinが多く含まれることを新たに

見出した（Table 2）。しかし、異常収縮予防効果が最も高かった Mulberry leaves(>20-year-old 

trees)に比べ、Mulberry leaves(<20-year-old trees)の Fisetin含有量が多かった。桑葉は樹齢によ

って抗酸化酵素の発現量が変化するとの報告がある[54]。そのため、抗酸化酵素と同様に植物

内に含まれフラボノイド類を合成するカルコン合成酵素もその発現量に樹齢による影響を受

けていると考えられ、Fisetin の合成量が減少したり Mulberry leaves(<20-year-old trees)に含ま

れるその他の成分が Fisetinによる異常収縮予防効果を阻害したりしている可能性があると考

えられた。現在、Fisetin をはじめとしたフラボノイド類を直接阻害する物質については報告

がない。そのため、他の成分が Fisetin自体を阻害している可能性も考えられるが、Fisetinの

作用機序に競合的に、もしくは間接的に阻害することで異常収縮予防効果を減退させている
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可能性が高いと考えられた。また、オレンジやマンゴーにおいては樹齢が高いほど、ポリフ

ェノール類などの抗酸化物質が多いことが報告されている[55,56]。そのため、樹齢の違いに

より桑に含まれる成分が異なる可能性は高いと考えられた。 

Fisetin はフラボノイド類に属するが、フラボノイド類は一般的に植物には配糖体として含

まれていることが多い[57,58]。そこでMulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる Fisetin配

糖体を確認したが、Mulberry leaves(>20-year-old trees)の Fisetin はアグリコンとして含まれて

いることを確認した（Fig. 2-6）。フラボノイド類は、配糖体より親油性の高いアグリコンの方

が吸収されやすいことが知られている[59,60]。そのため桑葉に含まれる Fisetinがアグリコン

であることは、生体内で利用されやすいと考えられた。実際に生体内での Fisetinの血中濃度

については、ヒトでの報告は無いもののラットでは単回投与で最大血中濃度 Cmax が 73.94 

μg/mL（約 258 μM）[61]であり、Mulberry leaves(>20-year-old trees)の凍結乾燥粉末には 283.61 

μg/g dry wt.含まれることから、計算理論上、約 0.3 gの凍結乾燥粉末を摂取すればラットでの

最高血中濃度に到達し、異常収縮予防効果を示す血中濃度を実現可能であると考えられた。

しかし、これには生体内での吸収効率を考慮する必要があるため、今後、ヒトにおける生体

利用性について更なる検討が必要である。また最高血中濃度到達時間 Tmaxは短く測定不能で

あり、血中濃度のうち分布相の半減期を示す T1/2αが 1.72 ± 0.69 min、消失相の半減期を示す

T1/2βが 11.29 ± 2.43 min[61]と Fisetinは半減期が短いことが課題と考えられた。しかし桑葉は

どのような樹齢・加工方法であっても Fisetinを含有することを明らかにしたため、桑茶とし

て常時飲用し、食事として生葉を摂取することで異常収縮を予防可能な血中濃度を維持し、

異常収縮を予防する食品由来成分として有効であると考える。Fisetin は食品由来成分ではあ

るが、常時摂取が必要となると副作用も十分に考えられ、安全性への配慮が懸念される。そ

のため桑葉ではなく精製された Fisetinを摂取する場合は特に、Fisetinは食品由来成分ではあ

るが低分子医薬品と同等な基準での安全性試験の実施が必要であると考える。さらにアグリ

コンとして吸収された Fisetinは生体内での代謝機構によりグルクロン酸抱合や硫酸抱合など

の抱合反応を受けるが、Fisetin をアグリコンとして摂取した場合の動物実験（ラット）でア
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グリコン、グルクロン酸抱合体、硫酸抱合体の Cmaxを比較すると、それぞれ 73.94 μg/mL、

27.06 μg/mL、29.10 μg/mLという報告がある[61]。そのため、アグリコンとして摂取した Fisetin

は代謝により抱合体に変換される[62]が、血中においてはアグリコンとしての存在量が多く、

異常収縮を予防するのに十分な血中濃度であるため、アグリコンとして Fisetinを摂取しても

生体内での代謝機構による影響は受けにくいと考えられた。以上のことから、異常収縮を予

防するために必要な Fisetinの摂取濃度や血中濃度については実現可能性があると考えられた

が、血中に存在する Fisetinが平滑筋細胞に作用し、異常収縮を予防するまでに時間を要する

可能性がある（Fig. 2-9）。そこで、Fisetinと平滑筋細胞との共培養時間を比較することで、異

常収縮予防効果に与える影響について考慮した。その結果、Fisetin と血管平滑筋細胞との共

培養時間が異常収縮予防効果に影響を与えることを明らかにしたが、培地を基礎培地に交換

するタイミングで Fisetinを曝露する（共培養時間 24時間）と、細胞形態異常と異常収縮予防

効果が減退することを明らかにした（Fig. 2-8）。フラボノイド類は生体内で血中アルブミンと

複合体を形成し、全身に運搬されることが報告されている[63]。また Fatal bovine serum や

Bovine serum albumin (BSA) などは Epigallocatechin gallate と複合体を形成することで細胞内

Reactive oxygen species産生を減少させ、細胞死を阻止することが報告されている[64]。そのた

め血清非存在下で Fisetin を曝露すると、血清による細胞保護効果の減退や平滑筋細胞への

Fisetin の運搬に影響を及ぼし、細胞形態異常や異常収縮予防効果を阻害したと考えられた。

しかし、同様の条件で異常収縮誘発 30 分前に Fisetin を曝露すると形態異常や予防効果の減

少が見られなかったことから、血清非存在下で Fisetinと長時間培養するとこれらの影響がも

たらされると考えられた（Fig. 2-8）。生体内では常に血清成分が存在しているため、血清非存

在下で発生するこれら現象の影響は考え難く in vitroのみでの現象であると考えられるが、平

滑筋細胞への Fisetinの運搬機構を解明するために更なる追求が必要であると考える。 

次に生体内において異常収縮が発生する平滑筋細胞に直接作用するには、Fisetin が内皮細

胞を透過する必要があるため、内皮細胞層透過性を確認したところ Fisetinは内皮細胞を透過

し平滑筋細胞に直接作用可能なことを明らかにした。そのため Fisetinは生体内でも異常収縮
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の発生を抑制可能であると考えられたが、わずか数分で発生する異常収縮に対して、Fisetinは

約半量が内皮細胞層を透過するのに 1 時間近く要した。しかし本測定系においては短時間で

の Fisetinの透過量が測定困難なため、今後、膜電位測定等により透過量を確認する必要があ

るが、短時間で多くの Fisetinが平滑筋細胞に到達するのは困難であると考えられた。そのた

め Fisetin により異常収縮を予防するには、最大血中濃度や共培養時間を考慮しても、Fisetin

が血中に常に存在するために常時摂取する必要があると考えられた。 

また血管異常収縮予防に対する Fisetinの特性を解明するため、活性部位の特定を試みたと

ころ、C環 3位の水酸基が活性部位である可能性が考えられた（Fig. 2-10）。In silicoで細胞膜

を構成する脂質二重層に対して Fisetinは C環 3位の水酸基を接触部として相互作用すること

が報告されている[65]。そのため、Fisetin の C 環 3 位の水酸基は脂質二重膜との相互作用に

影響を及ぼし、異常収縮予防効果を示していると考えられた。しかし、Fisetin の活性部位が

C 環 3 位の水酸基であるか明らかにするためには、C 環 3 位の水酸基をメチル化したメトキ

シフラボンなどを用いた確認が必要と考えられる。また Fisetinの関連化合物も異常収縮予防

効果を示した（Fig. 2-10）ため、これらがMulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれているか

確認したところ、Fisetinの他に Robinetinが含まれており、Robinetinは Tea leavesに多く含ま

れ、特に Fruit に多く含まれることを明らかにした。Fisetin と Robinetin は非常に類似した構

造を有するため、同じフラボノイド合成経路で Fisetin と Robinetin が生成されている可能性

がある[66]。 

以上の結果より、桑に含まれる Fisetinは日常的に摂取可能な濃度で異常収縮を予防するこ

とを明らかにした。SPC による異常収縮の発生を予防する食品由来成分はこれまで報告がな

く、桑や Fisetinを栄養補助食品として日常的に摂取することで血管異常収縮が予防されるこ

とが期待される。また Fisetinの活性部位が絞り込めたことから、今後、リード化合物として

創薬への活用も期待される。 
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第三章 血管異常収縮の発症機構と桑葉由来成分による予防機序の解析 
 

 

3.1. 緒論 

これまでの研究で Fisetin による SPC 誘発性異常収縮に対する予防効果を明らかにしたが、

その作用機序については未解明である。Fisetin は血管内皮細胞層を透過して平滑筋細胞に直

接作用するが、平滑筋細胞や異常収縮の原因分子 SPCとの詳細な分子間相互作用については

明らかでない。また、これまでの研究で SPCによる血管異常収縮の発症機序への細胞膜上マ

イクロドメインの関与が血管組織レベルで示唆されてきたが[21]、異常収縮が起きる血管平滑

筋細胞で細胞膜上マイクロドメインがどのような機能を果たしているのかは未解明である。

さらに血管平滑筋細胞における異常収縮の原因分子 SPC による作用機構も明らかではなく、

Fisetin による予防機序の解明を難しくしている。そこで本研究では、Fisetin を活用して SPC

による異常収縮の発症機構と Fisetinによる予防機序の同時解明を目指した。 

 

3.2. 実験方法 

3.2.1. 細胞培養 

HCASMCsを 2.2.3.と同様に 37 °C、CO2濃度 5%に設定したインキュベーターで培養し実験

に用いた。Fisetin による異常収縮予防効果を確認する際は、2.3.5.の結果より 1 μM 以上で異

常収縮を予防する傾向が確認されたため、細胞播種約 24時間後に 1 μM Fisetinを曝露し、共

培養した細胞で評価した。異常収縮予防効果は、細胞が 80-90%コンフルエントに達した後、

HuMedia-SB2に置換し、一晩培養後、30 μM SPCで 10分間刺激し確認した。Fisetinと共培養

した細胞においては、1 μM Fisetinを含む HuMedia-SB2に置換した。また、Fisetinと SPCの

相互作用を確認するため、あらかじめ Fisetinと SPCを混合した Premix溶液を SPCの代わり

に用いて異常収縮予防効果を確認した。さらに細胞膜上マイクロドメインの関与を明らかに

するため、HuMedia-SB2 に溶解した Methyl-beta-cyclodextrin（MβCD; 富士フイルム和光純薬

工業株式会社）で平滑筋細胞を処理し、細胞膜上コレステロールを除去することでマイクロ
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ドメインを破壊した。MβCDによる処理条件は、血管組織[21]や平滑筋細胞[67]におけるこれ

までの研究報告をもとに検討した。これらの処理による異常収縮の発生は倒立顕微鏡 CKX53

（株式会社オリンパス）にて SPC刺激前後の細胞画像を取得し、細胞形態を観察した。 

 

3.2.2. フローサイトメトリー（Flow cytometry; FCM） 

3.2.1.と同様に細胞を処理後、スクレーパーで回収し HEPES 緩衝液で洗浄した。洗浄した

細胞は同緩衝液に懸濁した（細胞懸濁液）。細胞懸濁液に Nitrobenzoxadiazole (NBD)-SPCを添

加し 37 °Cに設定した湯浴中で 10分間反応させた後、1% BSA含有 PBSで 2回洗浄し、1% 

Paraformaldehyde含有 PBSで固定した。測定は BD FACSCalibur（BD Biosciences）または Attune 

NxT（Thermo Fisher Scientific）にて行った。解析は forward scatter（FSC）及び side scatter（SSC）

で、生細胞集団のうち収縮細胞（Ec）と非収縮細胞（Euc）を分画し、各集団の細胞数を用い

て以下のように収縮細胞率を算出した。 

収縮細胞率(%) = 𝐸𝑐 (𝐸𝑐 + 𝐸𝑢𝑐)) × 100 

 

3.2.3. 表面プラズモン共鳴法（Surface plasmon resonance; SPR） 

Amine Coupling Kit（Cytiva）を用いて Sensor Chip CM5（Cytiva）に SPCを固定した。アナ

ライトは 25 °C、流速 10 μL/minで注入し、DMSOに溶解した 100 μM Fiseitnと SPCの分子間

相互作用を解析した。陽性対照として HBS（Cytiva）に溶解した RNA アプタマー

（GGGGAAAGCCUACCGUUAUUGGAGUAAAAACCCC）[68]を使用した。分子間相互作用解

析は、Biacore T200（Cytiva）にて解析ソフト Biacore T200 Evaluation Software 1.0（Cytiva）を

用いて行った。 

 

3.2.4. 共培養細胞における Fisetin含有量測定 

3.2.1.と同様に細胞を処理後、培養上清を回収しメタノールにて細胞を溶解した（細胞溶解

液）。培養上清及び細胞溶解液を濃縮乾固後、乾固物を同量の 0.1 % TFA及びメタノール等量

混合液で溶解し、2.2.6.と同様の方法で Fisetin含量を HPLC-UVにより測定した。また得られ
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た定量値から Fisetin添加量に対する存在比を算出した。 

 

3.2.5. ライブセルイメージング 

コラーゲンコートしたカバーガラスに細胞を播種し、3.2.1.と同様に細胞を処理後、核を

4',6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride（DAPI; シグマアルドリッチ合同会社）で 30 分

以上染色した。観察直前に、100倍希釈した PlasMem Bright Red（株式会社同仁化学研究所）

で細胞膜を、生細胞でもエンドソームを染色可能な 4 μM FM4-64（シグマアルドリッチ合同

会社）でエンドソームを染色し、HEPES緩衝液で洗浄後、NBD-SPC（Cayman Chemical Company）

により誘導される異常収縮を蛍光顕微鏡 BZ-X810（株式会社キーエンス）で観察した。NBD-

SPCは、SPCの C6位に蛍光物質である NBDを標識した化合物である。SPCは蛍光観察が困

難で、NBD-SPC も SPC と同様に異常収縮を誘発するため、SPC の代用として使用し細胞内

動態を観察した[69]。 

 

3.2.6. ウエスタンブロッティング 

3.2.1.と同様に処理した細胞を ULTRARIPA kit（BioDynamics）を用いて、マイクロドメイン

とその他の細胞膜成分に分画した。これらの画分は、4×sample buffer（400 mM Tris, pH 6.8、

8% Sodium dodecyl sulfate (SDS)、40% glycerol、24% 2-mercaptoethanol、0.1% bromophenol blue）

に溶解し 95 °C で 5 分間還元処理を行い、15% SDS-PAGE で分離後、Immun-Blot PVDF 

Membrane （Bio-Rad）に転写し、5%スキムミルク含有 Tris-buffered saline-Tween 20（TBS-T）

により室温で 1時間ブロッキングした。抗体反応は、一次抗体として anti-caveolin-1（1:1000、

610057、BD Biosciences）または、anti-flotillin-1（1:1000、sc-133153、Santa Cruz Biotechnology）、

anti-β-actin（1:5000、5125S、Cell Signaling Technology）を、4 °Cで一晩反応させた。また二次

抗体は、HRP-conjugated anti-mouse Ig（1:5000、554002、BD Biosciences）または、HRP-conjugated 

anti-mouse IgG（1:5000、sc-525408、Santa Cruz Biotechnology）、HRP-conjugated anti-rabbit IgG

（1:5000、7074S、Cell Signaling Technology）を室温で 2 時間反応させ、Clarity Western ECL 

Substrate（Bio-Rad）で発光後、Bio-Rad ChemiDoc XRS+（Bio-Rad）で検出及び解析を行った。
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メンブレンの洗浄や抗体の希釈には TBS-Tを用いた。 

 

3.2.7. エクソソームの単離と検出 

HCASMCsを 80-90%コンフルエントになるまで培養し、HEPES緩衝液で洗浄後、HuMedia-

SB2に切り替え約 24時間培養し、培養上清を全量回収した。培養上清は、4 °C、10,000×gで

30分間遠心分離後、上清を回収し、細胞断片や夾雑物を除去した。さらに回収した上清をス

イングロータ TLS-55（Beckman Coulter）及び Optima-TL（Beckman Coulter）を使用して、4 °C、

213,863×g で 26 分間超遠心分離し、上清を除去した。回収した上清がなくなるまでこれを繰

り返し、完了後、HEPES緩衝液を添加して同条件で超遠心分離を行い、エクソソームを回収

した。回収したエクソソームは FITC CD9（312103、BioLegend）及び APC CD63（353007、

BioLegend）で表面抗原を染色し、FACSCalibur（BD Biosciences）で測定した。 

 

3.2.8. 統計処理 

全ての統計解析は、Microsoft Office Excel 2019を使用して行った。データ解析は、Tukey-

Kramer法による多重比較検定を行った。 

 

3.3. 結果 

3.3.1. Fisetinと HCASMCsの相互作用 

SPCと Fisetinの相互作用を明らかにするため、あらかじめ SPCと Fisetinを混合した Premix

溶液を Fisetin処理していない HCASMCsに曝露し異常収縮の発生を確認した。その結果、SPC

のみを曝露した細胞と同様に Premix 溶液を曝露した細胞でも刺激 10 分後には異常収縮が発

生した（Fig. 3-1A）。これは FCMによる細胞収縮率測定でも同様の結果が得られ、SPC刺激

や Fisetin処理をしていない Ctrl細胞では細胞収縮率が 13.4%だったのに対し、SPC刺激細胞

では 92.1%、Premix溶液で刺激した細胞は 88.9%で、SPC刺激した細胞と Premix溶液で刺激

した細胞では同様に細胞が収縮することを確認した（Fig. 3-1B）。次に、SPCと Fisetinの分子

間相互作用を SPRにより解析したところ、陽性対照である RNAアプタマーは SPCと相互作
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用し結合曲線を形成した（Fig. 3-1C）のに対し、Fisetinは結合曲線を形成せず（Fig. 3-1D）、

Fisetinと SPCが相互作用しないことを明らかにした。さらに Fisetinと共培養した血管平滑筋

細胞における Fisetin 含有量を測定したところ、全体の 68.3%が細胞に含まれ培養上清からは

検出されなかった（Fig. 3-1E）。 

 

 

Figure 3-1  The interaction between fisetin and sphingosylphosphorylcholine (SPC). 
(A) Morphological observation of the effect of fisetin to SPC. Ctrl indicates the induction of abnormal 
contraction without the addition of fisetin. (B) Contracted cell rates using flow cytometry. (C) The 
interaction analysis between SPC and RNA aptamer. (D) The interaction analysis between SPC and 
fisetin. (E) Quantitative analysis data of fisetin included in cells or supernatant of fisetin treated cells. 
Data are represented as mean ± S.D. (n = 3); *p < 0.05 vs. Ctrl (induction of abnormal contraction 
without the addition of samples) 
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3.3.2. SPCによる異常収縮への細胞膜上マイクロドメインの関与 

細胞膜上における SPC や Fisetin の作用点を探索するため、これまで異常収縮との関連性

が示唆されてきた細胞膜上マイクロドメインに着目した。細胞膜上マイクロドメインはマー

カータンパク質 Caveolin1（Cav1）や Flotillin1（Flot1）を有することが報告されているため[70]、

それらの発現解析をウエスタンブロッティング法にて行った。その結果、マイクロドメイン

には Cav1より Flot1の方が多く検出され、マイクロドメイン画分においては SPC刺激をして

いない試料と比べ SPC刺激により発現量が増加した。一方、Fisetin処理細胞では SPC刺激に

よらずFisetin未処理細胞に比べマイクロドメイン画分のFlot1発現量が高かった（Fig. 3-2A）。

そこでマイクロドメインの異常収縮への関与を明らかにするため、マイクロドメインの主成

分であるコレステロールを MβCD により除去しマイクロドメイン破壊細胞を作製した。

MβCD処理は 10 mMで 10分間処理すると、SPC刺激によらず細胞傷害性が確認され細胞収

縮や剥離が確認されたが、5 mMでは傷害性が確認されなかった。そのため、5 mM MβCDで

10分間処理し、マイクロドメイン破壊細胞を作製後、SPC刺激により異常収縮が発生するか

確認したところ、マイクロドメイン破壊細胞でも異常収縮が発生することを確認した（Fig. 3-

2B）。これは FCM による細胞収縮率測定でも同様の結果が得られ、SPC 刺激をしていない

MβCD処理細胞では 19.0%、SPC刺激した MβCD処理細胞では 96.7%の細胞が収縮すること

を明らかにした（Fig. 3-2C）。 
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Figure 3-2 Analysis of microdomain involvement in sphingosylphosphorylcholine (SPC)-induced 
contractions of human coronary artery smooth muscle cells (HCASMCs). 
(A) Expression levels of the microdomain markers flotillin-1 (Flot1) and caveolin-1 (Cav1). Black and 
white indicate Cav1 and Flot1, respectively. (B) HCASMCs treated with 5 mM (top row) or 10 mM 
(bottom row) methyl-β-cyclodextrin (MβCD). The left and right columns depict unstimulated and SPC-
stimulated cells, respectively. (C) Contracted cell rates of the cells with microdomains disrupted by 5 
mM MβCD. *p < 0.05 vs. without SPC stimulation and fisetin treatment or SPC stimulation. Data are 
represented as mean ± S.D. 
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3.3.3. SPCの局在解析 

Fisetinや SPCの HCASMC周辺での作用点を探索するため、SPCを蛍光標識した NBD-SPC

を用いて細胞膜周辺での SPCの局在解析を行った。その結果、マージした蛍光観察画像にお

いて、Fisetin処理の有無によらず細胞膜（Red）の内側に NBD-SPC（Green）が位置すること

から、Fisetin処理によらず添加 10分後には NBD-SPCが細胞内に取り込まれることを明らか

にした（Fig. 3-3A）。同様に NBD-SPC で処理した細胞の FCM による細胞収縮率測定でも、

NBD-SPCを添加していない細胞（0 μM NBD-SPC）に比べ NBD-SPC処理細胞では、NBD-SPC

濃度によらず NBD-SPC陽性率が高く、30 μM NBD-SPC処理細胞では、収縮細胞（Black）に

おいて 99.9%、非収縮細胞（White）において 99.9%、100 μM NBD-SPC処理細胞では収縮細

胞において 100%、非収縮細胞において 100%と、異常収縮の発生に関わらず NBD-SPC と

HCASMCが相互作用することを明らかにした（Fig. 3-3B）。さらに NBD-SPC陽性細胞におけ

る蛍光強度の平均値を解析したところ、30 μMもしくは 100 μM NBD-SPCを添加した細胞で

は、収縮細胞の方が高値であった（Fig. 3-3C）。また、NBD-SPCの作用部位にマイクロドメイ

ンが関与していないか確認するため、MβCD 処理によりマイクロドメインを破壊した細胞に

おいても同様に NBD-SPC陽性率を測定したところ、陽性率が 96.3%であった（Fig. 3-3D）。 
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Figure 3-3 Localization of sphingosylphosphorylcholine (SPC) in human coronary artery smooth 
muscle cells (HCASMCs). 
(A) Representative image of NBD-SPC (green) localization in abnormally contracting HCASMCs. 
DAPI (blue), nuclear stain; PlasMem Bright Red (red), plasma membrane stain. The top and bottom 
rows depict untreated control (ctrl) cells and fisetin-treated cells. (B) Percentage of positive cells for 
NBD-SPC. (C) Mean fluorescence intensity of NBD-SPC. (D) Flow cytometric analysis of NBD-SPC-
positive cells treated with 5 mM MβCD. Black and white indicate the number of abnormally contracting 
and non-contracting cells, respectively. *p < 0.05 vs. 0 μM NBD-SPC-treated cells and a: p < 0.05 vs. 
abnormally contracting cells. N.D., not detected. Data are represented as mean ±S.D. 
 

3.3.4. SPCの細胞内移行へのエンドサイトーシスの関与 

SPCの細胞内移行経路にエンドサイトーシスが関与しているか確認するため、エンドソー

ム（Red）と NBD-SPC（Green）を共染色した HCASMCをライブセルイメージングにより観

察した。NBD-SPCは、曝露 5分後は細胞膜周辺に存在したが、曝露 10分後には核周辺に移
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ラスターがエンドソームと共局在し、添加 60 分後まで継続した（Fig. 3-4A）。これは Fisetin

処理した細胞でも同様に観察され、Fisetin未処理細胞と Fisetin処理細胞の蛍光プロファイル

解析においても、確かに NBD-SPCとエンドソームが共局在していることを確認した（Fig. 3-

4B）。そのため、エンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれた NBD-SPCが細胞外に放出

されていないか確認するため、NBD-SPCの蛍光強度を測定したところ、NBD-SPC添加 30分

後まで蛍光強度に変化がなかったが、60分後には減少した（Fig. 3-4C, D）。 
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Figure 3-4 Cellular uptakes of sphingosylphosphorylcholine (SPC). 
(A) Cellular uptake of nitrobenzoxadiazole (NBD)-SPC via endocytosis. Representative images indicate 
the localization of endosomes (red), NBD-SPC (green), and the nucleus (blue). Top to bottom row: cells 
visualized 5, 10, 30, and 60 min after SPC stimulation. (B) The histogram shows the fluorescence profile 
for the enlarged image, illustrating the fluorescence intensity in each channel for endosomes (red line), 
NBD-SPC (green line), and the nucleus (blue line) against the distance along the line indicated on the 
micrograph. Arrows indicate co-localization of NBD-SPC and endosomes. SPC-stimulated human 
coronary artery smooth muscle cells (HCASMCs) (1) without fisetin treatment and (2) with fisetin 
treatment. (C) The mean fluorescence intensity of cellular uptake of NBD-SPC after 5, 10, 30, and 60 
min of SPC stimulation. (D) (1) Unstacked images of cellular uptake of NBD-SPC (green) after 5, 10, 
30, and 60 min of SPC stimulation in figure 3-4A. (2) Contrast-adjusted image of (1). Data are 
represented as mean ± S.D. *p < 0.05 vs 5 min after SPC stimulation.  
 

3.3.5. SPCによる異常収縮へのエキソサイトーシスの関与 

エンドサイトーシスと連動して起きる可能性が高いエキソサイトーシスの関与を確認した。

エキソサイトーシスは、エクソソームのマーカータンパク質である CD9 と CD63 を標識し、

CD9+/CD63+集団を FCMにて検出した。Fisetin未処理細胞では、SPC刺激していない細胞（6.7 

events）より SPC刺激した細胞（75.7 events）の方がエクソソームを多く産生し、それは Fisetin

処理した細胞（SPC刺激なし：2.3 events、SPC刺激あり：66.3 events）でも同様であった（Fig. 

3-5A）。また SPC刺激に伴う経時的なエクソソーム産生量は、60分後には大幅に増加するこ

とを明らかにした（Fig. 3-5B）。 
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Figure 3-5 The number of exosomes in human coronary artery smooth muscle cells (HCASMCs). 
(A) (1) Flow cytometric dot plots representing CD9- and CD63-positive populations. (2) Number of 
exosomes generated from control (Ctrl) cells and fisetin-treated cells. (B) Number of exosomes in 
HCASMCs relative to unstimulated Ctrl cells. *p < 0.05 vs. Ctrl without sphingosylphosphorylcholine 
(SPC) stimulation. #p < 0.05 vs. without SPC stimulation at the same time. Data are represented as mean 
± S.D. 
 

3.4. 考察 

第二章にて Fisetinが血管異常収縮を予防することを明らかにしたため、その予防機序の解

明を目指して Fisetinと SPC及び HCASMCsの相互作用を確認し作用点を探索した。また SPC

の動態解析を行い、SPC による異常収縮への関与が示唆されている細胞膜上マイクロドメイ

ンの役割[21]について検討するため、Fisetin と SPC の相互作用を解析した。Fisetin の作用点

が SPC である場合、SPC と Fisetin は相互作用し SPC の機能が阻害されるため異常収縮が発

生しないと考えられる。しかし、Fisetinと SPCをあらかじめ混合した Premix溶液でも異常収

縮が発生した（Fig. 3-1A,B）ことから、Fisetinは SPCの作用を阻害しないと考えられた。こ

れは分子間相互作用解析においても同様であった（Fig. 3-1D）ため、Fisetinは SPCに直接作

用するのではなく細胞に作用し間接的に SPCの機能を阻害していると考えられ、Fisetinの作

用点が平滑筋細胞にあると考えられた。実際に Fisetinと HCASMCsを共培養すると、培養上

清に比べ細胞溶解液に Fisetinが多く含まれていた（Fig. 3-1E）ことからも、Fisetinが HCASMCs
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に直接作用している可能性が高いと考えられた。これは、Fisetin をはじめとしたフラボノイ

ド類が細胞膜成分と相互作用するという以前の報告[65]と一致している。なお、HCASMCsと

Fisetin の共培養下では、Fisetin は培養フラスコに吸着する可能性も高く、また検出下限を下

回ってしまい培養上清に含まれる Fisetinを定量できなかった可能性が考えられるが、いずれ

にしても Fisetinは細胞と相互作用している可能性が高いと考えられた。一方、Fisetinを含む

フラボノイド類はg-aminobutyric acid (GABA)受容体や peroxisome proliferator-activated receptor 

(PPAR)受容体に結合する[71,72]ことが報告されているが、受容体や結合タンパク質など、そ

の他の結合分子の存在については報告がない。また細胞膜の多くの面積を占める脂質二重膜

と直接相互作用し、細胞膜を透過して細胞内に移行している可能性も考えられる。実際に本

研究で着目した細胞膜上マイクロドメインとフラボノイド類との相互作用については多数の

報告があり、細胞膜上で金属イオンと錯体を形成することやマイクロドメイン構成脂質との

直接的な相互作用が示唆されている[73,74]。しかし、フラボノイド類が細胞膜に作用した後

の詳細な作用機構については未解明である。そのため、細胞膜上での Fisetinの明確な作用点

を明らかにするには、今後、様々な結合関連分子との相互作用を確認し、標識物質などを用

いて細胞膜周辺での Fisetinをはじめとしたフラボノイド類の局在解析をはじめとした作用機

構の解明が求められると考える。本研究では、Fisetinが HCASMCsと直接相互作用して SPC

による異常収縮を予防していると考えられたため、血管異常収縮との関連性が示唆されてき

たマイクロドメインを Fisetin や SPC の細胞膜上での作用点と仮定し、その関与を確認した。

その結果、マイクロドメインのマーカータンパク質である Cav1や Flot1の発現が異常収縮の

発生に関与していなかった（Fig. 3-2A）。そのため、MβCD処理によるマイクロドメイン破壊

細胞で異常収縮の発生を確認したところ SPC刺激により異常収縮が発生した（Fig. 3-2B,C）

ことからマイクロドメインは異常収縮の発生と関連していない可能性が考えられた。これま

での研究では、MβCD処理によりコレステロールを除去したヒト血管組織[21]や、高脂肪食を

付加したラットにMβCDを与えることで食事として摂取されるコレステロール量を減少させ

たラット血管組織[76]において SPC による異常収縮が発生しないことが報告されているが、
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これらはいずれも血管組織のみでの確認に留まり、血管平滑筋細胞での確認は行われていな

い。実際に血管平滑筋と同様に筋組織である骨格筋においては、生体組織と細胞で代謝の違

いがあることが報告されている[75]。そのため、血管平滑筋組織における現象が必ずしも血管

平滑筋細胞において一致するとは限らないと考えられた。また血管内膜を除去していない血

管組織においてコレステロールの存在が SPCによる異常収縮の発生へ影響を与えている報告

[21,76]から、血管平滑筋よりも血管内腔側に位置し、血中に存在するコレステロールの影響

を受けやすい血管内膜を構成する血管内皮細胞のマイクロドメインが異常収縮に関与してい

る可能性もあると考えられた。ヒト乳癌転移細胞であるMCF-7細胞では、コレステロールを

曝露すると細胞収縮を担うミオシン軽鎖のリン酸化が抑制されることや[77]、平滑筋細胞と同

じ筋細胞である新生児由来心筋細胞では細胞収縮が阻害されるとの報告があるが[78]、他方、

心筋細胞においてはコレステロールの曝露が細胞収縮を促進させるとの報告[79]もあり、コレ

ステロールによる血管平滑筋細胞への影響については慎重を期す必要があると考えられた。

本研究では Morikage ら[21]の研究成果を基に細胞膜上マイクロドメインに着目したが、コレ

ステロールによる血管平滑筋細胞への直接的作用について今後更なる検討が求められると考

えられた。 

一方、SPC刺激や Fisetin処理した細胞では Flot1の発現が増加していた（Fig. 3-2A）。以前

の研究で、Flot1の活性化がエンドサイトーシスを誘導することが報告されている[80,81]。そ

のため本研究では、Flot1 の発現増加に着目し、SPC や Fisetin が HCASMCs に作用すること

で、Flot1の発現を増加させエンドサイトーシスを誘導しているのではないかと考えた。また

異常収縮とエンドサイトーシスの関連性を明らかにできれば、細胞膜上での SPCや Fisetinの

作用点解明に繋がる。そのため、本研究では、まず SPCの局在を解析し、細胞膜周辺での作

用点を明らかにすることを目指した。SPCの局在解析においては SPCは蛍光基を有さないた

め、本研究では蛍光標識した NBD-SPCを使用した。NBD-SPCの親水基は細胞膜の中性スフ

ィンゴミエリナーゼにより NBD-セラミドに分解されることが報告されているが[82]、NBDと

SPCの結合部位であるアミノ基の分解については報告がない。また NBD-SPCは SPCと同様
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に異常収縮を引き起こすことから、NBDが結合している SPCのアミノ基は、SPCによる異常

収縮の発生において活性部位でないと考えられた（Fig. 3-3A）。以上のことから、NBD-SPCが

異常収縮に対する SPCの機能と同等であると考えられたため、NBD-SPCを使用して SPCの

作用点探索を行った。その結果、NBD-SPCは Fisetin処理に関係なく細胞内に取り込まれたた

め、SPC の細胞内取り込みは異常収縮の発生に関係しないと考えられた。以上のことから、

収縮細胞と非収縮細胞のどちらにも NBD-SPC は作用するが、細胞膜上の作用部位により異

常収縮を誘発する SPCと誘発しない SPCの選択が行われ、NBD-SPCの作用量が収縮細胞と

非収縮細胞で異なるのではないかと考えられた。そのため両者の蛍光強度が NBD-SPC の細

胞膜への作用量や細胞内への取り込み量と比例していると考え蛍光強度の平均値を算出した

結果、収縮細胞と比べ非収縮細胞は蛍光強度の平均値が低く、収縮細胞は NBD-SPCがより作

用しやすいことを確認した（Fig. 3-3C）。またMβCD処理によりコレステロールを除去した細

胞においても、NBD-SPCの陽性率は高値（Fig. 3-3D）で、マイクロドメイン破壊細胞でも NBD-

SPC が作用していることが確認できたことから、マイクロドメインに関係なく NBD-SPC が

HCASMCsに作用していると考えられ、細胞膜上マイクロドメインが SPCの作用部位である

可能性は低いと考えられた。なお、MβCD 処理ではコレステロールが除去されることから、

NBD-SPCとコレステロールは相互作用していないと考えられた。 

次に、NBD-SPCの細胞内取り込みについて確認したところ、NBD-SPCはエンドサイトー

シスにより細胞内に取り込まれるだけでなく、曝露 5分後は細胞表面付近に局在していたが、

曝露 10分後以降は核周辺に移行し、細胞内に留まり続けることを明らかにした（Fig. 3-4A）。

さらに NBD-SPC曝露 5分後から 10分後にかけて細胞付近に存在する NBD-SPCが減少した

ことから、曝露 5〜10分後にかけて、NBD-SPCの細胞膜上での作用部位によって細胞内に移

行するNBD-SPCと移行せず解離もしくは消化されるNBD-SPCの選択が行われているものと

考えられた。Fig. 2-8にあるように異常収縮は SPC刺激 5〜10分後に大きな変化が見られる。

そのため細胞膜上での SPCの作用部位が収縮細胞と非収縮細胞に選別しており、これらが異

常収縮の発症機構と関与していると考えられた。以上より SPCの細胞内移行にエンドサイト
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ーシスの関与が確認されたため、次に、トランスサイトーシスの関与について確認した。細

胞内に取り込まれた初期エンドソームは、後期エンドソームを経てリソソームやゴルジ体に

取り込まれたり、分泌小胞として細胞外に排泄されたりする。特に分泌小胞として細胞外へ

排泄される細胞内の一連の流れはトランスサイトーシスと総称され、エンドサイトーシスに

より細胞内に取り込まれた小胞を細胞外に排出する仕組みである[83]。そのため、本研究では

細胞内に取り込まれた SPCの行方を追うためトランスサイトーシスの関与を確認したところ、

エンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれた NBD-SPC は、細胞内に留まり続け細胞外

へ漏出しないことを確認した（Fig. 3-4C,D）ことから、NBD-SPCのトランスサイトーシスは

起きていないと考えられた。しかし、エンドソームとして取り込まれた NBD-SPCが細胞内の

リソソームやゴルジ体に取り込まれ、NBD-SPCのエンドサイトーシスに伴いエキソサイトー

シスが発生する可能性が考えられたため、SPC で異常収縮を誘発した細胞でエキソサイトー

シスが発生しているか確認した。エキソサイトーシスで産生されるエクソソームは、細胞の

分泌物として常時産生されている[84]。エクソソームは近年注目を集め、様々なマーカータン

パク質や miRNAを含み細胞間コミュニケーションに寄与していると考えられている。SPCは

常に生体内に存在しているが、生体内濃度が上昇したり、未解明ではあるがその他のイベン

トが発生したりすると、異常収縮が発生すると考えられている。特に血管平滑筋は、平滑筋

細胞の集合体であり細胞間コミュニケーションにより収縮・弛緩している。そのため、細胞

間コミュニケーションを担うとされているエクソソームを SPC刺激細胞から確認することが

できれば、血管組織における異常収縮の発症機序解明につながると考えた。そこで、SPC 刺

激や Fisetin処理を施した細胞のエクソソーム産生量を確認したところ、Fisetin処理によらず

SPC刺激によりエクソソームが産生されることを確認した（Fig. 3-5A）。またエクソソームは、

SPC刺激に依らず時間依存的に増加することを確認し、特に SPC刺激した細胞では、刺激 60

分後には SPC未刺激時に比べ 4倍相当エクソソーム産生量が増加した（Fig. 3-5B）。しかし、

SPC刺激 30分後の細胞においては、刺激 10分後の細胞に比べ、エクソソーム産生量が減少

傾向出会った。細胞外へ排出されたエクソソームは再び細胞内に取り込まれリサイクルされ
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ることが報告されている[85]。そのため SPC 刺激によりエクソソームのリサイクルが起きて

いるのではないかと考えられた。エクソソームのリサイクルを特定するには、エクソソーム

特有のタンパク質や miRNAなどを同定し、追跡することで証明できると考えられ、今後検討

を進める必要がある。また SPCにより刺激された細胞においては最終的に細胞死が起きるこ

とから、SPC刺激 60分後の細胞でエクソソーム産生量が増加したのは、異常収縮に伴う細胞

死が関係している可能性が考えられる。そのため、エンドサイトーシスにより細胞内に取り

込まれた NBD-SPCは細胞内に留まるが、小胞内で分解された NBD-セラミドや細胞内に取り

込まれたタンパク質や miRNA など他の物質はトランスサイトーシスを受け、エクソソーム

として細胞外に排出されると考えられた。 

以上のことから、本章では SPC による異常収縮の発症機構と Fisetin による予防機序の同

時解明を目指した結果、Fisetinが SPCではなく HCASMCsに直接作用し、間接的に血管異常

収縮の発生を抑制していることや、Fisetin処理によらず SPCが細胞内にエンドサイトーシス

により取り込まれ、SPC を含まないエクソソームが産生されることを明らかにすることがで

きた。しかしながら、これらが SPCによる異常収縮の発症機序と直接関与しているのか明ら

かにするには至らず、Fisetin による異常収縮予防機序の解明も困難であった。そのため、今

後、SPCによる異常収縮に伴う SPCを含むエンドソームやエクソソームのタンパク質や RNA

など詳細な解析により、その作用機構の解明が求められる。 
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第四章 総括 
 

 

桑葉は桑茶としてアジアやヨーロッパを中心に飲食されてきた。その生理作用は様々な分

野において報告されてきた[42]が、本研究で見出した血管の異常収縮に対する予防効果につい

ては新たな生理作用である。特に、Mulberry leaves(>20-year-old trees)に異常収縮を予防する傾

向があることを明らかにしており、樹齢の違いによる生理活性への影響は他の植物では報告

されている[86]が、桑葉での報告はない。さらにMulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる

異常収縮予防成分がフラボノイド類の Fisetinであることを同定し、その活性部位が C環 3位

の水酸基である可能性が考えられた。これまでの研究では Fisetin と類似した構造を持つ

Quercetinや Luteolinについての桑への含有報告はあったが Fisetinについては報告がなく、桑

に Fisetin が含まれるというのは新たな発見である。また異常収縮予防成分として同定した

Fisetin は、これまで多く含まれると考えられてきたイチゴやリンゴに比べ桑葉に多く含まれ

ることから、異常収縮を予防する食品として桑葉の有効活用が期待される。Fisetin をはじめ

としたフラボノイド類は、通常、天然物に配糖体として含有されているが、Mulberry leaves(>20-

year-old trees)の桑葉には配糖体ではなくアグリコンとして含有されていることを明らかにし

た。そのため、アグリコンである Fisetinの生体内への吸収経路や効率を考慮する必要がある

が、ヒトにおける経口摂取後の Fisetinの体内動態は未解明である。現在、ヒトを対象とした

Fisetin の臨床試験が米国の複数の研究グループで進行中である[87,88]が、マウスやラットで

の最大血中濃度の報告から、本研究で明らかにした 1 μM 以上での異常収縮予防効果は生体

内で実現可能なものと考えられた。また経口摂取された Fisetinは小腸で吸収され血中を介し

て血管組織に作用するが、血中に取り込まれた Fisetinが血管平滑筋細胞に直接作用するには

さらに血管内腔を構成する血管内皮細胞層を透過する必要があるため確認したところ、Fisetin

は血管内皮細胞層を透過して平滑筋細胞層に到達可能であることを本研究で明らかにした。

これは、Fisetin による異常収縮予防の生体内での実現可能性をより強固なものにすると考え

る。以上のことより、SPCによる異常収縮予防において桑葉は Fisetinを豊富に含む食材とし
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て期待されるが、樹齢や加工方法などにより活性が異なるため、今後、桑葉を有効活用する

には品質管理が求められると結論付けた。 

次に SPC による異常収縮の発症機構と Fisetin による予防機序の同時解明を目指して、血

管平滑筋細胞膜周辺における Fisetinや SPCの作用点を探索したところ、Fisetinは平滑筋細胞

に直接作用している可能性が高いことを明らかにした。また、これまで SPCの作用点として

異常収縮への関与が考えられてきた細胞膜上マイクロドメインは、異常収縮の発症機構や

Fisetin による異常収縮予防機序に直接関与していない可能性が高いことを明らかにした。さ

らに SPCにより異常収縮した細胞では、SPCを蛍光標識した NBD-SPCがエンドサイトーシ

スにより細胞内に取り込まれ、取り込まれた NBD-SPCは細胞内に留まり続けたため、NBD-

SPCのトランスサイトーシスが発生しないことも明らかにした。なお血管平滑筋細胞は、SPC

刺激に関わらず細胞の生理的作用によりエクソソームを産生しているため、NBD-SPCと共に

細胞内に取り込まれたタンパク質や miRNA などがトランスサイトーシスを受け、エクソソ

ームとして細胞外に排出されている可能性もあると考えられた。そのため、SPC刺激や Fisetin

処理した細胞においてエクソソームの産生を確認したところ、Fisetin処理によらず SPC刺激

した細胞で多く産生されていたことから、エンドサイトーシスによる SPCの細胞内移行やエ

クソソームの産生は SPCによる異常収縮の発症機構や Fisetinによる予防機序ではなく、平滑

筋細胞に作用した異物の排除機構として機能している可能性もあると考えられる。 

以上より、Mulberry leaves(>20-year-old trees)に含まれる Fisetinが血管異常収縮を予防する

可能性が高く、その作用点が平滑筋細胞膜上に存在することや、異常収縮をもたらす SPCが

エンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれることを明らかにした（Fig. 4）。食品由来成

分による疾病予防は、既に食経験のある食品を活用することで実現可能なため、医薬品と比

べ実現性が高い他、誰でも気軽に取り組むことができる。しかし、その適切な摂取方法や実

現可能性については今後更なる研究が求められると考えるが、様々な食品由来成分による機

能的作用について明らかにし、その機能性について網羅的に解明することで、今後、健康診

断結果と合わせて不足する機能性成分を補うオーダーメイドでの健康管理サービスの提供な
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どが期待される。また SPCによる異常収縮細胞特異的に産生されるエクソソームは、その詳

細な解析を進めることでバイオマーカーとしての活用が望まれ、将来的に診断手法として用

いることが期待される。そのため、本研究成果を基に循環器疾患を引き起こしやすい人を特

定し、循環器疾患を発症する前に桑葉をはじめとした Fisetinを含む食品を摂取することで、

医療費の削減や健康寿命の延伸に貢献できると考える。 

 

 

Figure 4 Graphical summary of this research 
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