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研究成果の概要（和文）：血管平滑筋の異常収縮である血管攣縮は、狭心症、心筋梗塞、脳血管障害などの急性
発症で重篤な疾病を引き起こし、上記疾患の合計死亡数は、がんとほぼ並んで我が国の死因の第2位となり、突
然死の主因として恐れられているにも拘らず、根本的な治療法が見つかっていない。本研究では新規分子創薬標
的探索のため、血管攣縮シグナル『スフィンゴシルホスホリルコリン(SPC)→Fyn→Rhoキナーゼ(ROK)』経路中、
プルダウンアッセイと質量分析計によりFyn下流に存在する新規分子paxillinを発見した。更に表面プラズモン
共鳴法により、活性型Fynとpaxillinとの結合部位を同定した。

研究成果の概要（英文）：Vascular abnormal contraction, known as vasospasm, including cardiovascular 
and cerebrovascular vasospasm, remains a significant source of morbidity and mortality in sudden 
death and in patients after subarachnoid hemorrhage. We previously demonstrated that 
sphingosylphosphorylcholine (SPC) induced this abnormal vascular contraction via a 
SPC/Fyn/Rho-kinase(ROK) signalling pathway. However, molecular mechanisms between Fyn and ROK remain
 unclear. In the present study,  we identified paxillin as a novel signalling molecule acting 
downstream of Fyn. Our results indicate that paxillin may be a new therapeutic target for vascular 
abnormal contraction.

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 
血管平滑筋の異常収縮である血管攣縮は、

狭心症、心筋梗塞、脳血管障害などの急性発
症で重篤な疾病を引き起こし、上記疾患の合
計死亡数は、がんとほぼ並んで我が国の死因
の第 2 位となり、突然死の主因として恐れら
れているにも拘らず、根本的な治療法が見つ
かっていない。 

血管正常収縮は、細胞質 Ca2+濃度によって
調節されており、血圧維持に重要な役割を果
たしている。細胞質 Ca2+濃度が上昇すると、
Ca2+はカルモジュリンと結合し、複合体にな
る。その後、Ca2+・カルモジュリン複合体は
ミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）を活性化し、
活性化された MLCK が収縮タンパク質であ
るミオシンの軽鎖（MLC）をリン酸化し、ミ
オシンが活性化され、アクチンとの滑り運動
が可能となり、収縮が生じる。ミオシン軽鎖
ホスファターゼ（MLCP）によって MLC が
脱リン酸化されると、ミオシンは不活性化さ
れ、弛緩が起きる。これに対して、血管異常
収縮は、Rho キナーゼ（ROK）を介した Ca2+

非依存性の収縮で、Ca2+非依存性に活性化さ
れた ROK が、MLCP のミオシン結合サブユ
ニット(MYPT1)をリン酸化して MLCP の活
性を抑制する。そのために MLC のリン酸化
レベルを上昇させることによって異常収縮
を引き起こす。更に血管異常収縮に特異的な
シグナル伝達機構の上流分子として、スフィ
ンゴシルホスホリルコリン（SPC）を同定し
た。実際に、動物モデルにおいて、SPC を髄
腔内に注入すると著明な脳血管攣縮を引き
起こす。また、くも膜下出血の発症後に高頻
度に起こる脳血管攣縮の患者さんに対して、
タンデム型質量分析計を用いて患者さんの
髄液中の SPC 濃度を測定したところ、ヒト
くも膜下出血患者の SPC 濃度は、対照群の
くも膜下出血以外の疾患（脳腫瘍、正常圧水
頭症）患者と比較して、異常に高値を示した。
これらの所見は、SPC が、血管異常収縮を引
き起こす重要なシグナル分子であることが
解った。しかしながら、in vitro の実験系で
は、SPC は直接 ROK を活性化しないため、
他のシグナル分子の介在が示唆された。我々
は、この介在分子をスクリーニングし、Src
ファミリーチロシンキナーゼの一種である
Fyn を発見し、『SPC→Fyn→ROK』系とい
うシグナル伝達機構を明らかにした。上述の
ように、異常収縮である血管攣縮は細胞質
Ca2+濃度に依存していないため、血管攣縮の
従来の治療としては、止むを得ず、原因の分
かっている正常収縮を阻害する Ca2+拮抗薬
などが使用され、その結果、難治例や副作用
としての低血圧などを生じてきた。実際の医
療現場は、くも膜下出血後の脳血管攣縮のよ
うに『発症を予測していても対応策がなく患
者さんの命を救えない』という悲惨な現状に
ある。早急に、血管異常収縮を抑制する特効
薬を開発する必要があり、そのためには、血
管異常収縮の原因分子の同定とそのシグナ

ル伝達機構を解明し、血管異常収縮の治療標
的分子を見出す事が必須である。 
我々血管異常収縮の『SPC→Fyn→ROK』

病的シグナル経路を発見したが、in vitro で
Fyn は直接 Rho キナーゼを活性化出来ない
ため、Fyn 下流の新規シグナル分子を探索し
たところ、プルダウンアッセイと機能プロテ
オミクスによって、細胞接着斑タンパク質
paxillinを発見した。更に、in vitroでpaxillin
の組換えタンパク質と組換え Fyn の相互作
用を表面プラズモン共鳴法による分子間相
互作用解析装置で解析したところ、paxillin
は活性型 Fyn と結合し、非活性型 Fyn と結
合しないことがわかった。そこで、「血管攣
縮のシグナル伝達において、細胞接着斑タン
パク質 paxillin 自身および paxillin と Fyn
との相互作用は重要な役割を果たすのでは
ないか？」という着想に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、細胞接着斑タンパク質

paxillin と Fyn との相互作用の詳細、および
その相互作用の血管異常収縮制御機構への
関与について、解明する（図１）。更に、本
研究により、paxillin と Fyn との相互作用の
メカニズムが明らかになれば、その相互作用
を阻害する分子治療薬を探索・開発し、血管
攣縮治療の突破口を開く事になる。 

 

３．研究の方法 
既にプルダウンアッセイと機能プロテオ

ミクスにより Fyn 下流新規分子として細胞
接着斑タンパク質 paxillin を同定し、Fyn と
paxillin が結合することを証明した。本研究
では、細胞接着斑タンパク質 paxillin と Fyn
との相互作用の詳細、および、その相互作用
の血管異常収縮制御機構への関与について
解明する。そのために、分子レベルで組換え
タンパク質 paxillin のフラグメント（大腸菌
で発現・精製）と組換え Fyn（バキュロウイ
ルスの系で発現・精製）を用いて、表面プラ
ズモン共鳴法による分子間の直接の相互作
用解析によりpaxillinとFynの相互作用の部
位を解明した。また、免疫染色法を用いて、
細胞内でpaxillinのフラグメントとFynとの
局在も観察した。 
 



４．研究成果 
(1)分子レベルで paxillin と Fyn との相互作
用の部位を同定した。 
PaxillinとFynがどのように結合するかを明
らかにするため、二つの paxillin のフラグメ
ントを作成し、in vitro で paxillin のフラグ
メントの組換えタンパク質と組換え Fyn の
相互作用を表面プラズモン共鳴法による分
子間相互作用解析装置で検討した(図２)。 

 
具体的には、以下の三つの実験を行った。 
① Paxillin フラグメントの作成、発現と精

製：購入した Halo-Tag 付きの全長
paxillin ベクターを用いて、PCR などの
バイオ技術で paxillin のフラグメント 1
とフラグメント 2(図３)を作成した。そ
の後、大腸菌で発現・精製した(図４)。 

 

② 活性型と非活性型 Fyn の発現と精製：す
でに研究室が独自作成した His-Tag 付
き活性型 Fyn および非活性型 Fyn のベ
クターを、バキュロウイルス遺伝子発現
ベクター系で発現・精製した(図５)。 

 

 

 

③ 表面プラズモン共鳴法により、paxillin
フラグメント 1 と 2と活性型・非活性型
Fyn の分子間相互作用を解析した。
Paxillin フラグメント1と活性型 Fyn と
結合し、非活性型 Fyn と結合しなかった。
一方、paxillin フラグメント 2 と活性型
Fyn、非活性型 Fyn 両者とも結合しなか
ったことが解った(図６)。 

 

 
(2)ヒト冠状動脈平滑筋細胞に paxillin フラ
グメント 1 と活性型 Fyn を同時に過剰発現
し、免疫染色で paxillin フラグメント 1 と活
性型 Fyn との細胞内の共局在したことが観
察された(図７)。 
 

≪今後の展望≫ 
Paxillin は細胞遊走に重要な役割をしている
ので、ノックアウトマウスを作製すると胚性
致死もしくは生まれても発育不全のために
成熟個体での機能解析を行うことは不可能



であることが報告されている。今後 Cre-loxP
システムや tamoxifenなどによる遺伝子発現
誘導システムを用いた paxillin の平滑筋特異
的・時期特異的に欠損する paxillin コンディ
ショナルノックアウトマウスの作製を挑戦
し、paxillin と血管攣縮との関連を生体レベ
ルで全面解明したいと考える。 
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