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血管機能改善作用を有する新規機能性食品成分の解明

松 井 利 郎(九 州大学大学院農学研究院食品バイオ工学講座)

1.緒 言

末梢の動脈(抵 抗血管)の 血管緊張が増大する

と,血 管内径の減少が起こり,血 流抵抗が増大す

る。血圧は心拍出量と末梢血流抵抗の積にほぼ比

例するため,抵 抗血管の収縮制御は,血 圧の維持

・調節において重要な役割を担っている。

血管は内膜 ・中膜 ・外膜の3層 か らなり,そ の

うち中膜に存在する平滑筋細胞(VSMC)は 通常,

血管作動物質(Angiotensin(Ang)IIな ど)の

刺激に反応して収縮・弛緩する(Fig.1)。 高血圧

による血行動態上の変化は,抵 抗血管において中

膜の平滑筋細胞の肥大と過形成,細 胞外マトリッ

クスの増加,コ ンプライアンスの低下,抵 抗の増

加などを特徴とする適応変化を起こさせる。この

適応 リモデリング応答は,壁 応力を正常化し,血

管反応性の増加をもたらす。こうした血管の変化

自体が,血 管収縮を増幅 し,高 血圧を継続させ,

粥状硬化などの合併症の進展を促進する。

これまでの研究により,収 縮・弛緩に関係する

作動物質が平滑筋の増殖や肥大を起こすことが明

らかになってきたト3。 増殖因子は血管収縮因子

として作用し,同 様に血管収縮因子は平滑筋細胞

の増殖や過形成を引き起こす。中でも,様 々な組

織 に存 在す る レニ ンーア ンジオ テ ンシ ン系

(RAS)に おいて,特 に血管組織で産生された

Fig.lConstrictivemechanismofvascularsmoothmusclecell(VSMC).



血管機能改善作用を有する新規機能性食品成分の解明 29

AngIIは 高血圧の発症・維持や血管病変の形成と

密接に関係することが示されている61。RASに お

いて血圧上昇の鍵となる因子であるAngII刺 激

によるVSMCの 増殖・肥大は,AT,-Rantagonist'ト,

Ca-+channelblockerで あるAmlodipine8',イ ン

スリン抵抗性改善薬であるTroglitazone`'〕,DHA/

EPAI°〕,植物sterolで あるβ一sitosterol"'など,

様々な化合物もしくは天然物で制御されることが

報告されている。しかしなが ら,そ の増殖抑制機

構 はアンジオテ ンシンレセプ ター阻害 による

RAS抑 制の他 は,MAPキ ナーゼ阻害9〕,Cdk-

cyclinの リン酸化阻害1°1など細胞内シグナル伝

達系への関与が一部に疑われているのみであり,

明確にされてないのが現状である。

そこで本研究では,天 然ACE阻 害ペプチ ドで

あるVYが,組 織系RAS,特 に胸部大動脈にお

けるRASを 阻害するとの知見12)に基づき,血 管

収縮に直接関わるヒトVSMCを 用いて,AngII

刺激により誘導される細胞肥大抑制作用を有 し,

新たな高血圧 ・動脈硬化予防(血 管機能改善作

用)が 期待される食品成分の解明とその制御機構

を明らかにすることを試みた。

2.材 料及び方法

2.1材 料

正常 ヒ ト大動 脈血 管平 滑 筋細胞(VSMC),平

滑 筋 細胞 用 基礎 培 地(SmBM),hEGF(0。5μg/

ml),insulin(5mg/ml),hFGF-B(1,ug/ml),

FBS,GA-1000(SmGM-2添 加 因 子 セ ッ ト),

0.05%ト リプ シ ン/0.02%EDTA液,ト リ プ シ ン

中和 液,HEPES緩 衝 液(継 代 試 薬 セ ッ ト)(以

上,三 光 純薬工 業),TrypanBluecellstain(和

光 純薬 工業),Cell-CountingKit-8(同 仁化 学),

Val-Trp(VW),Ile-Trp(IW),Ile-Tyr(IY)

(以上,国 産化 学),AngiotensinII,BayK8644,

captopril(以 上,Sigma),Sara正asin(Nacalai

Tesque)を 使用 した。 また,Ile-Val-Tyr(IVY)

はFmoc-Tyr(BUT)-0-polymer,Fmoc-Val,

Fmoc-lle(以 上,国 産化学)を 用 いて固相 合成 し

た。 また,ル テ オ リン,カ フェ酸,フ ェルラ酸,

クマ ル酸 はNacalaiTesque社 製の もの をそ の ま

ま使 用 した。試薬 類は超純 水を125℃,20分 間オ

ー トク レープ し,滅 菌水 と した ものに溶解 す るか,

もし くは培 地に溶解 して使 用 した。 ピペ ッ ト類 は

180℃,5時 間乾 熱滅菌 した もの を使用 した。

2.2細 胞培 養

SmBMに 添 加 因 子 を全 量 加 え,増 殖 培 地

(SmGM)を 調 製 した。 凍 結 細 胞 を 適 当 量 の

SmGMに 懸 濁 し,24-multiwellplateに1.5ml

ずつ 播種 した。plateを37℃,5%CO2イ ンキ ュ

ベ ー ター内 で保存 した。70～90%コ ンフ ルエ ン

ト(サ ブ コンフ ルエ ン ト)に な るまで培養 し,上

清 を吸 引除去 した。適 当量 のSmGMを 加 えて懸

濁 し,1.5mlず つ24-multiwellplateに 播 種 した。

以後,2日 お きに培 地交換 を行 い,継 代操作 を繰

り返 した。 保証 分裂 回数 よ り,継 代 数7-10の 細

胞 を実験 に供 した。countingchamberを 用 い て

生細 胞 をカウ ン トし,細 胞 を1×105cells/mlと

な るよ うにSmBMで 希釈 し,こ れ を1.5mlず つ

24-multiwellplateに 播種 した。 血清 中の サ イ ト

カイ ンや増 殖因 子 を取 り除 くた め,24時 間無血

清下 にて培 養 した。24時 間後,培 地 を除去 し,

血 清 培 地 で あ るSmGMを1.4ml加 え,終 濃 度

10,50,100μMに 調 製 した各種試料 溶液 を0.1ml

ずつ 添加 した。 コン トロー ル として滅 菌水 を0.1

ml添 加 した 。2日 及び4日 後 に培 地 交換 とサ ン

プ ル添 加 を行 い,5日 後 に細 胞 剥離 後,Trypan

Blueassayに よ り生細胞 数の カウ ン トを行 った。

2.3WST-8Assay

前 項 と同様,24-multiwellplateに て培 養 し,

サブ コ ンフルエ ン トとな った もの を実験 に用 いた。

この 細胞 を1×10'cells/mlと なる ようにSmBM
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で希釈 し,96-multiwellplateの 各wellに100ul

ずつ播 種 した。37℃,5%CO>イ ンキュベ ー ター

内 で24時 間前培 養 した。 目的の 濃度 に調 製 した

被験 化 合 物 を各wellに10ｵ1ず つ 添 加 した の ち,

SmBMを100ulず つ 加 え,5%CO2イ ンキ ュ

ベ ー ター 内 で48時 問 培養 した 。こ の際,細 胞 内

酵素 に よるペ プチ ド分 解 を考慮 し,培 養24時 間

目に培 地 を吸引除 去 し,試 薬添加 及び培 地交換 を

再 度行っ た。

培 養48時 間 後,CelレCountingKit-8溶 液(水

溶 性 ホル マザ ン,WST-8;チ ミ ジン取 り込 み と

同 等指 標)を 各wellに100,ulず つ 添加 し,CO2

インキュベ ー ター内で3時 間呈 色反応 を行 った。

反 応後,Wallac1420MULTILABELCOUNTER

(PerkinElmer)を 用い て発 色量 を測定 した(測

定 波長:450nm)。 なお,BayK8644を 用い た

WST-8assayの 場 合,目 的の 濃度 に調 製 した薬

剤 を各wellに10,ulず つ 添 加 した の ち,BayK

8644を 溶 解 したSmBMを100,ulず つ加 え,5

%CO2イ ンキ ュベ ー ター 内で6日 間培養 した。

この際,細 胞内酵 素 によるペ プチ ド分 解を考 慮 し,

培 養48時 間 ごとに培 地 を吸引 除去 し,試 薬添 加

及 び 培 地 交 換 を 再 度 行 っ た。 培 養6日 後,

WST-8を 各wellに100u1ず つ添 加 し,CO2イ ン

キュベー ター 内で4時 間呈色 反応 を行 い,前 述 と

同様 に発 色量 を求め た。

2.4DPPHラ ジ カル捕 捉活性 測定

DPPH(1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,和 光 純

薬製)を 用い た抗酸化性 試験 は以下 の通 り行っ た。

すなわ ち,試 験 管に0.lMMESbuffer(pH6.8)

1.6mlに 対 して,各 種 濃 度 の被 験 試 料0.4ml-

ethanolを 添加 し,試 料 溶液 と した。次 に,本 溶

液に対 して400μMDPPH/ethano1を1.2ml添 加

する ことに よ り,ア ッセ イを開始 した。添 加後 の

吸 光 度変 化(517nm)を 連 続 的 に モ ニ タ ー し

(MultiSpec-1500,島 津 製作 所製),得 られ た吸光

度変 化 の傾 きか ら被 験試 料のDPPHラ ジ カル捕

捉 活 性(U=μmol(DPPH)/ml/min/mol)を 見

積 もった。

3.結 果及び考察

3.1抗 酸化性化合物による平滑筋細胞増殖抑

制作用の発現

カフェ酸をはじめとしてラットレベルでの血圧

低下作用が報告されているフェノール酸類及び抗

酸化的作用が知られているルテオリン(Fig.2)

を用いて,ヒ ト血管平滑筋細胞(VSMC)に 対す

る増殖抑制効果を検討した。まず,無 血清培養下

でのVSMCに 対する各化合物の細胞毒性を検討

した。その結果,コ ントロール群と比較して,

Caffeicacid Ferulicacid

p…Coumaricacid Luteolin

Fig.2Fla、onoid(luteolin)andphenolicacidsusedinthlsstudy
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Fig.3Cytotoxicityofphenolicacidsandluteolinonhuman

vSMCs.

Datawereobtainedafter48h-incubationofVSMCs(lx10'

cells;ml)inaserum-freemediuminanatmosphereof6°aCO,

and95%02airat37℃.Concentrationofeachcompoundwas

setatO.lmM,andcytotoxicitywasdeterminedbytheWST-8

incorportationassay.Dataarethemean±SEoffourdifferent

cellcultures.

0.lmM濃 度の添加によっても有意なWST-8取

り込み量 に変化が認め られなか ったこ とから

(Fig.3),供 試 したフェノール体はいず れも

VSMCに 対して毒性作用を示さないと判断された。

そ こで,1.0μMAngllを 培 地 に添加 し,

AT1-R刺 激を介して細胞増殖を刺激することに

より,各 種フェノール酸(0.1mM)の 抗VSMC

増殖作用を明らかにした。その結果,Fig.4で 示

したように,AngII添 加によってVSMCは 有意

に(p<0.01)増 殖 したが,0.1mMフ ェノール酸

類の添加群ではAngII刺 激による増殖挙動は異

なる結果となった。すなわち,カ フェ酸,ク マル

酸,フ ェルラ酸では有意な増殖抑制効果は認めら

れなかったものの,ル テオリンにおいては明らか

なVSMC増 殖抑制効果が発現し,AngII添 加群

に対して55%(p<0.Ol)の 顕著な増殖抑制効果

を示 した。また,ル テオリンによる本効果の発現

挙動は濃度依存的(1,10,50,100μM)で あ り

(Fig.5),本 アッセイ条件下での抗VSMC増 殖

活性(IC50)は97μMで あると見積もられた。

本抑制効果を明らかにす るため,DPPHラ ジ

Fig.4Effectofphenolicacidsandluteolinon.angII

(1.ouNI)-indしlced¥'S¥ICproliferation.

Datawereobtainedafter48h-incubationofVSMCs(1×105

cellsml)inaserum-freemediuminanatmosphereof5%CO2

and950002airat37℃,Concentrationofeachcompoundwasset

atO.1m¥1,andcellproliferationwasdeterminedbythe≪-ST-8

incorportationassay.DataarethemeanSEoffourdifferent

cellcultures.StatisticalsignificancewasassessedbyDunnett's

t-testforposthocanalysis,##P〈0.01vs.AngII-group.

Fig.5Dose-dependencyofluteolinonthereductionofWST-8

incorporationintheVSNICsinaserum-freemedium.

DataarethemeanSEoffourdifferentcellcultures.

StatisticalsignificancewasassessedbyDunnetゼst-testforpost

hocanalysis.#p<0.05,##p<0.01vs.AngII-group.

カル捕捉活性を求めたところ,Tablelで 示 した

ようにルテオリンは他の化合物と比べて3-20倍

以上の高い抗酸化性 を示し,抗VSMC増 殖挙動

(Fig.4)の 発現 とDPPHラ ジカル捕捉活性との

問に良好な相関が認められた。さらに,デ ータは

示していないがいずれの化合物もAngII産 生酵

素であるACEに 対する阻害作用は認められなか
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Table1 DPPHradicaltrappingactivityofphenolicacidsand

luteolin

Relativeactivityofeachcompoundagainstluteolin.
DPPHassaywasperformedattheconditionof400 ,'1Mof
DPPHatRT.
absorptionchangeofDPPHata17nmwithtimewasmonito-
redwithUV-t'ISspectrophotometer.
SlopeobtainedfromtheabsorptioncurvewasusedforDPPH
radicaltrappingactivity(L=mmol(DPPH)%mlimin).

った(IC50>1.OmM)。 以上のことから,Fig.1で

示したAngII添 加によるVSMC増 殖刺激経路に

おいて,ル テオリンはNAD(P)Hオ キシダー

ゼ活性化後のスーパーオキシド産生の抑制,す な

わちSOD様 作用を発現していることが強 く示唆

され,ル テオリンをはじめとする抗酸化性 フラボ

ノイド類は細胞内のリン酸化酵素活性化抑制に基

づくMLCKand/orミ オシンフォスファターゼの

賦活化抑制を介して,抗 増殖的に作用するものと

推察された。これまで,カ フェ酸あるいはフェル

ラ酸等のフェノール酸は神経伝達系におけるメデ

ィエーターとして作用することにより血圧を低下

させることが報告されている13)。一方,抗 酸化性

フラボノイドによる血圧低下作用についての報告

例はなく,本 知見は食品成分であっても血管障害

を抑制し,高 血圧,ひ いては動脈硬化の予防に資

することを強 く示唆する ものであ り,今 後in

viVOで の検証(血 圧低下作用並びに腸管吸収性

を指標とした抗酸化性食品成分の検索と同定)を

通して新たな食品機能が提示できるものと期待さ

れる。

3.2ACE阻 害ペプチ ドによる平滑筋細胞増殖

抑制作用の発現

血圧低下作用を示す食品成分としてはACE阻

害作用を有するペプチドがその代表であ り,す で

にヒトレベルでその効果が実証されている14・15)。

そこで,ACE阻 害作用を示す活性低分子ペプチ

Table2 AngiotensinI-convertingenzymeinhibitoryactivity

ofpeptidesusedinthisexperiment

ACEinhibitoryassaywasperformedaccordingtoLieberman's
methodusingHip-His-Leuasasubstrateat37Cfor60min.

Fig.6EffectofACEinhibitorypeptidesonAngII(1.O,uD-i)-

inducedV"SVICproliferation.

Datawereobtainedafter48h-incubationof4SNICs(1×10°

cellsiml)inaserum-freemediuminanatmosphereof5°'oCO.

and95%Ozairat37C.Concentrationofeachpeptideswasset

at1.OmM.andcellproliferationwasdeterminedbytheWST-8

incorportationassay.Dataarethemean±SEoffourdifferent

cellcultures.

ド体(Table2)を 用いて抗VSMC増 殖活性 を

検討し,血 管組織に対する機能改善作用の解明を

試みた。

Fig.6で 示したように,AngII添 加により誘導

されたVSMCのWST-8取 り込み量の増大 に対

して1.OmMIY,IWは 全く影響を及ぼさなかっ

た。それに対 して,VW及 びIVYは それぞれ

AngII添 加による増殖を11.3%,16.4%抑 制 し,

これらペプチ ドが抗VSMC増 殖的に作用する新

規 な機能 体であ るこ とが 示 され た。他 方,

Watanabeら16)に よる報告 と同様,ACE阻 害剤

であるcaptopril(ペ プチ ド体 とのACE阻 害活性

を考慮して1.0μM添 加)で はこの作用は全 く認

め られなかった(Fig.7)こ とか ら,Fig.6で 明
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Fig.7Effectofcaptopril(1.0μ¥d)onof.1ngII(LOμM)-

inducedVSNICproliferation.

Datawereobtainedafter48h-incubationof、 ▼SMCs(1×10'

cellsml)inaserum-freemediuminanatmosphereofo°oCO_

and95°aO_airat37C.Dataarethemean±SEoffour

differentcellcultures.

らかとなった増殖抑制作用はACE阻 害作用では

なく,VSMCに 対 してペプチ ドが新たな生理機

能を発現していることを示唆するものであった。

なお,本 増殖抑制効果はAng(1-7)の1.0μM

やdes-asparate-angiotensinIの5.0μM正7),ATI

拮抗薬であるcandesartanの1.0μMl6)と 比較す

ると高容量を必要 とするが,そ の抑制が細胞毒性

でない以上,血 管機能を改善する上でペプチ ドに

よるこの新たな知見は非常に意義が大きいと考え

られる。

3.3低 分子ペプチドによる抗VSMC増 殖抑制

機構の解明

データは示さないが,こ れらペプチ ドには全く

DPPH捕 捉活性は認められなかったことから,ル

テオ リンとは異 なる作用機構 でペ プチ ド体は

VSMCの 増殖を抑制すると推察される。Fig.1で

示したように,平 滑筋細胞増殖機構のひとつとし

て,Ca2+流 入量の増大あるいはCa2+感 受性の発

現があげられる。すなわち,脱 分極によりL型

電位依存性Ca2+チ ャネルが開口すると,Ca2+流

入→細胞内Ca2+濃 度の上昇→収縮が起こること

Fig.8EffectofVW(1.Om¥1)onCa'〒channelagonist〔1.Ou¥1.

BayK8644)-inducedVSMCproliferation.

Datawereobtainedafter48h-incubationofVSNICs(1×105

cells'ml)inaserum-freemediuminanatmosphereofo°oCO.

and950002airat37℃.CellnumberwasdeterminedbyTrypan

blueassay.Dataarethemean±SEofthreedifferentcell

cultures.

から,こ の開口を阻害することにより脱分極時に

Ca2+流 入が起こらず,平 滑筋,心 筋の収縮性が

抑制される。そこで,細 胞増殖に対して直接的な

刺激因子 となるCa2+流 入に対するペプチ ドの作

用を検討した。

Ca2+チ ャンネルアゴニストである1.O,uMBay

K864418〕 を用いて,Ca2+流 入刺激に伴うVSMC

増殖促進に及ぼすVWの 抗増殖抑制作用を検討

した(Fig.8)。 その結果,BayK8644刺 激による

細胞増殖(2.3±1.1×10'cells/ml)を1.OmM

VWは 明 らかに抑制 した(1.4±1.0×105cells/

ml)。 このことは,VWがCa拮 抗薬 と同様の作

用機構,す なわち電位依存性Ca2+チ ャネルをブ

ロックする働きを有 していることを示唆するもの

であった。FURA2-AM等 プローブを用いた細胞

内Ca2+濃 度の測定が必須 となるが,ペ プチ ド体

によるCa2+チ ャネルブロックの報告例は未だか

つてなく,本 研究が初めてである。今後は,Ca2+

チャンネルブロック作用の発現機構をペプチ ド構

造との関連のもとに解明する必要がある。
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4.お わ り に

食品成分による血管機能改善作用について,新

たな潜在的生理機能を提示する研究機会を与えて

いただきました浦上食品 ・食文化振興財団に厚く

御礼申し上げます。
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ElucidationofBioactiveFoodComponentstoServeinImproving

VascularRemodeling

TOShlrOMatSUI(KyushuUniversity)

Ithasbeendemonstratedthatsomefoodcompoundshavediversephysiological

functions,especiallyantihypertensiveeffect,sothatmanyphysiologicallyfunctionalfoods

namedasFOSHUhavebeensuccessfullydevelopedinJapan.However,mostof

antihypertensivestudiesbynaturalcompoundshavebeenfocusedonpeptideshavingACE

inhibitoryactivity,thoughdiversebloodpressuresystemsoccurinthebody.Thus,inthis

studyfirstattemptsweremadetoclarifywhetherfoodcomponentshavinganantioxidative

activityorACEinhibitoryactivitycouldhaveanalternativefunctiontosuppressa

promotionofbloodpressureandtopreventasclerosisthroughasuppressionofvascular

smoothmusclecell(VSiVIC)proliferation.

Toclarifyananti-proliferationeffect(controlofexcessvasoconstriction)offood

compounds,theiractionsofthefollowingthreemetabolicsystemswereinvestigated;

suppressioneffectof1)Ca2+incorporationviaL-typeCa2+channelactivation,and2)Ca2+-

sensitiveproliferationviaredox-sensitivephsphataseactivationinthecell.Asaresult.

1)LuteolinshowingpotentDPPHradicaltrappingactivitysignificantly(p<0.01)among

somephenolicacidsusedinthisstudysuppressedaVSMCproliferationinducedbythe

additionof1.0,uMofangiotensin(Ang)Ilbyafactorof55%.Thesuppressionactivity

(IC50value)wasestimatedtobe97μM.ConsideringthatluteolinhadnopowerofACE

inhibitoryactivityandnotoxicityagainstthecell,antioxidativecompoundsincluding

luteolinwasfoundforthefirsttimetohavealatentabilitytoimprovevascular

remodelingviaasuppressionofredox-sensitivephosphataseactivationbysuperoxides.

2)Somepeptides(VWandIVY)withpotentACEinhibitoryactivityshowedananti-

proliferativeeffectinAngII-stimulatedVSMC.Thisindicatedthatthesepeptideshadan

alternativephysiologicalfunctionforbloodpressurecontrolsystems.Theresultthat

thesepeptidessignificantlysuppressedaproliferationofCa'+channelagonist(BayK

8644)-stimulatinghumanVSMC(control;2.3±1.1×10'cells/ml,1.OmMVW:1.4±1.O

X10'cells!ml)revealedthattheyplayedaphysiologicalroleinregulatingvascular

remodelingthroughanL-typeCa'ychannelblockingaction.


