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研究成果の概要（和文）： 

これまでの我々の検討によりストレス環境下においては、ストレス応答性チロシンキナーゼ

PYK2が、NADPH-Oxidaseの活性化を介し活性酸素産生を増強し、引き続いて産生された活性

酸素が、サイトカイン転写、細胞遊走機能の亢進、細胞生存を促進し、動脈硬化、心筋の圧負荷

・虚血後の組織リモデリング、血管新生、内皮細胞障害後の内膜肥厚などの病態を促進すると考

えられる。そこでPYK2を抑制すればそれらの病態の制御が可能になると考えられる。今回、

PYK2-mRNAにたいするshRNAを作成し、adenovirus vector に組み込み、マウスに経静脈的

に導入したところ、血管内皮細胞に高効率の発現がみられ、PYK2の発現量が３０％以下に抑制

された。このマウスにおいて、ガイドワイアによる大腿動脈内膜障害モデルを作成したところ、

内皮細胞障害後の血管再内皮化が促進され内膜肥厚が抑制されることを見出した。さらにApoE

欠損動脈硬化モデル、あるいはAngiotensinII持続注入モデルにおいて、それぞれ粥状動脈硬化

の抑制・炎症性リモデリングの抑制がみられた。そのメカニズムとして障害血管においてサイト

カイン産生が抑制され、活性酸素の発現が低下していた。さらに、大動脈結さつによる圧負荷モ

デルでも 同じくadenovirus組み換えPYK2-shRNA導入マウスにおいて心肥大の抑制が見られ

た。これらの結果により、PYK2が血管の炎症性のストレス性病変に中心的役割をはたすこと、

PYK2に対する分子標的療法の開発が、これらの疾患の新たな治療戦略につながると考えられた

。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have clarified that various cardiovascular stress activates tyrosine kinase 
PYK2. The activated PYK2 subsequently produce Reactive Oxygen Species (ROS) 
production and the ROS promotes cardiovascular inflammation, leading to many 
cardiovascular disease such as atherosclerosis, cardiovascular remodeling after 
myocardial ischemia and pressure-overload by aortic banding, neointimal 
hypertrophy after endothelial damages. In this study, we studied whether 
inhibition of PYK2 in vivo may attenuate the cardiovascular diseases in mice 
model. We intravenously introduced PYK2-shRNA into mice to knockdown PYK2 
in vivo. Expression levels of PYK2 in heart, aorta and kidney decreased less than 
30% of the control. Then, 14 days after introducing shRNA for PYK2, the mice was 
conducted the cardiovascular injury model described above. We observed that 
endothelial injury by guide wire, hypercholesterolemia under Apo-E deficiency, 
medial hypertrophy after Angiotensin- II infusion, myocardial hypertrophy after 
aortic banding was markedly attenuated. Thus, PYK2 is novel and potential 
therapeutic target of various cardiovascular diseases.   
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１． 研究開始当初の背景 

心血管系は、伸展刺激や血流ずり応力など

の恒常的な機械的ストレスのほか、病的状態

においては虚血、圧負荷、炎症性サイトカイ

ンなど、種々の強いストレス環境にさらされ

る。このため、心血管系においては恒常性維

持の為に、ストレスに応答するシステムが発

達している。 とりわけストレスの多くは、

細胞質内に活性酸素を産生させるので、活性

酸素応答性の刺激伝達系が発達している。し

かしその詳細は未だ不明な点が多く、その解

明は循環器疾患の新たな治療法開発につなが

る。PYK2は１）細胞接着分子インテグリンと

細胞骨格に結合し、外界の機械的ストレス環

境を細胞内に伝え、２）心血管ストレスによ

り、細胞内に流入したカルシウムにより活性

化を受け、３）NADPH-Oxidaseの構成分子であ

るNOX1の転写を促進し,また低分子量G蛋白質

Racを活性化することで、NADPH-Oxidaseを活

性化し、大量、かつ持続的な活性酸素の産生

を誘導し、４）引き続き活性酸素依存性のリ

ン酸化酵素－転写因子系のカスケードの活性

化をひきおこし、最終的に、細胞の遊走、サ

イトカインの転写、細胞生存の制御に必須の

役割をする。５）またPYK2自身が、活性酸素

でキナーゼ活性が上昇し、転写が促進される

（活性酸素によるポジティブフィードバック

ループ）。あるいはPYK2がPLCの活性を介し

てCaの動員をさらに増強す 

る。これらのデータから、PYK2は心血管スト

レス応答に必須の役割を果たし、その制御が

新たな治療法の開発につながると予想される。 

 

２． 研究の目的 

今回申請の研究においては、 

１）個々の心血管ストレス環境下において、

細胞質内に流入したCa(2+)で活性化されたPY

K2が、どのようにNADPH-Oxidaseを活性化し、

活性酸素産生を増強するか、また、活性酸素

が、どのようにしてサイトカイン転写、細胞

遊走機能の亢進、細胞生存に如何に関わり、

ひいては、動脈硬化、心筋の圧負荷・虚血後

の組織リモデリング、血管新生、内皮細胞障

害後の内膜肥厚などの病態にいかに関わるか

を、さらに詳細に追求する。 

２）PYK2は、PYK2と同様に活性酸素や各種ス

トレスで活性化を受ける、一連のチロシンキ

ナーゼ群Src、Abl、JAKと複合体を形成し相互

に活性化する。 われわれは、PYK2欠損マウ

スでは、それらのチロシンキナーゼの作用の

活性低下もみられることを見いだした。そこ

で、それらのキナーゼ群の、活性酸素を介し

た心血管系のストレス応答における役割も追

求し、PYK2の作用と比較検討を行う。 

３）PYK2は、従来のわれわれの検討では、PY



K2は、PI-3-Kinase, 低分子量Ｇ蛋白質Rho, 

Ca(2+)の細胞質内動員など活性酸素非依存性

のシグナルも活性化するが、それらが、どの

ように各種病態に関わるか検討を行う。 

4):PYK2の制御による新たな創薬をめざして、

adenovirus-vectorを利用し,shRNA法をもち

いたPYK2のin vivoでのKnock-down法を開発

し、動脈硬化や、血管内皮細胞障害による新

生内膜肥厚,心筋圧負荷や心筋虚血後のリモ

デリングの抑制が見られるか検討を行う。 

 

３． 研究の方法 

ApoE 欠損マウスとの掛け合わせによる動脈

硬化、大動脈縮窄による圧負荷心筋、冠動

脈・大腿動脈結さつによる虚血心筋・下肢筋

モデル、アンギオテンシン II 負荷による中膜

肥厚・外膜炎症モデルなどの疾患モデルにお

いて、チロシンキナーゼ PYK2 がどのように

NADPH-Oxidase を活性化し、また発生した

活性酸素が、それらの心血管ストレスにどの

ように応答するかその機序を追求する。 ま

た、PYK2 は Src・JAK・Abl など、他の活

性酸素感受性のチロシンキナーゼと複合体

を形成し、相互活性化するが、それぞれのチ

ロシンキナーゼの心血管系ストレス応答の

役割の違いを、明らかにする。 さらに、

Adenovirus により、PYK2 に対する shRNA

をマウスに導入し、PYK2 を vivo において心

血管系においてノックダウンを行い、各種疾

患モデルを作成しその病態の軽減を確認し、

PYK2 を標的とする分子標的療法が、新たな

治療薬となりうることを示す。 

 
４．研究成果 

1) 動脈硬化モデル：ApoE ノックアウトマウ

スとの交配により、ApoE-PYK2-ダブルノッ

クアウトマウスを作成し、高コレステロール

食負荷を行い、動脈硬化を作成した。結果、

PYK2 欠損にて動脈硬化の抑制が、見出され

た。その機序としてＰＹＫ２欠損マウスにお

いては、循環血液中、および動脈硬化組織に

動員される、単球、血管内皮前駆細胞数が

FACS 解析および、免疫組織学的検討で減弱

していることが確認された。また、血管壁か

ら産生されるサイトカイン、増殖因子、発現

が Real-time PCR で減尐していた。さらに

DCF や 8-OH-dG を用いた活性酸素の定量評

価において、ＰＹＫ２欠損マウスではその発

現が抑制されていた。また、初代培養内皮細

胞 を 樹 立 し 、 酸 化 LDL や そ の 主 要

Component で あ る Lysophosphatidyl 

Cholin(LPC)で刺激した。 結果 PYK2 が活

性酸素発現を亢進させそれによりサイトカ

イン産生や、細胞遊走を起こすことがあきら

かになった。 

2) アンギオテンシン II 負荷による血管リモ

デリングモデル：PYK2 欠損マウスでは、ア

ンギオテンシン II の皮下埋め込みポンプに

よる持続皮下注による昇圧反応および、中膜

平滑筋の肥厚が低下することを見出した。そ

のメカニズムは、１４日間のアンギオテンシ

ン II 持続負荷後血管の活性酸素産生レベル

を、DHE 染色、8-OH-dG 染色を用いて調べ

たところ減弱していることを見出した。さら

に、初代平滑筋細胞培養をおこない、アンギ

オテンシン II 刺激後の活性酸素の産生を、

DCF を用いて定量化し、PYK2 欠損平滑筋細

胞でその産生の低下を見出した。さらなる解

析により、その原因は、NADPH-Oxidase の

活性が低下していること、その活性低下は、

Oxidase の構成分子である NOX1、NOX4 の

発現レベルの低下、低分子量 G たんぱく質

Rac の活性や細胞膜への移行低下によること

を見出した。さらに、Rac の活性化減弱は Rac

の活性化にかかわる Rac-GEF (Vav)の活性

化障害であり、PYK2 は Vav をチロシンリン

酸化こと、また細胞膜上での PI-4,5-P2, 



PI-3,4,5-P3 の発現を促進させることで、Vav

の細胞膜移行を促進することで、PYK2 は、

Vav/Rac-1/NADPH Oxidase 系を活性化する

ことを見出した。また PYK2 は、アンギオテ

ンシン刺激によるしたカルシウム流入も活

性化させ更にアンギオテンシン刺激後の

Rho,PI-3-Kinase 活性も促進させた。なお、

野生型マウスではアンギオテンシン II 負荷

後、血管壁での活性酸素産生に一致して血管

壁での NO が Scavenging され、尿中 NOｘ

排泄量の顕著な減尐が確認されたが、PYK2

欠損マウスではアンギオテンシン II 負荷後

においても NOx 排泄量の減尐はおこらない

ことを確認した。 

3) 血管内皮障害による内膜肥厚モデル：大腿

動脈のガイドワイアによる血管内膜障害後

の新生内膜肥厚が、PYK2 欠損マウスで顕著

に抑制されることを見出した。この原因とし

て、擦過障害局所において、数時間で誘導さ

れるサイトカイン IL-1,TNFa や、ケモカイン

MCP-1 の発現が、PYK2 欠損マウスで顕著に

抑制されていた。さらにそのメカニズムとし

て PYK2 は、内膜障害血管の中膜層、あるい

は、早期に局所に浸潤してきた炎症細胞にお

いて活性化され、同細胞から、活性酸素の産

生を介して、活性サイトカインの発現を誘導

することが見出された。 

4) 心筋圧負荷モデル：心筋の圧負荷モデル

では、ＰＹＫ２欠損マウスにおいて、線維化

の抑制とアポトーシスの低下が見られた。こ

のメカニズムはＰＹＫ２が圧負荷において

活性酸素産生を介して、線維化に関わる、ア

ンギオテンシン II,ＴＧＦ，ＣＴＧＦなどの

産生を介して線維化を誘導することを明ら

かにした。 

5）心筋・下肢虚血モデル：心筋虚血モデル

においては PYK2 欠損マウスで、虚血下での

Apoptosis の減尐があることを見出した。さ

らに培養心筋細胞、培養心線維芽細胞を用い

て１％低酸素においても PYK2 欠損細胞で

Apoptosis の抑制があった。詳細な解析の結

果、PYK2 は低酸素で強い持続的な活性化を

受 け 、 活 性 化 さ れ た PYK2 が

NADPH-Oxidase 活性化し活性酸素を過剰

発現させる、あるいは PYK2 が PLCの過剰

な活性化をもたらし細胞質へのカルシウム

動員の過剰をもたらす、さらに PYK2 が小胞

体ストレスから JNK 活性化-Apoptosis をも

たらす系を増強することを見出した。 

6) これまでの我々の検討によりストレス環

境においては、ストレス応答性チロシンキナ

ーゼPYK2が、NADPH Oxidaseの活性化を介

し活性酸素産生を増強し、引き続いて産生さ

れた活性酸素が、サイトカイン転写、細胞遊

走機能の亢進、細胞生存を促進し、動脈硬化

、心筋の圧負荷・虚血後の組織リモデリング

、血管新生、内皮細胞障害後の内膜肥厚など

の病態を促進すると考えられる。そこで

PYK2を抑制すればそれらの病態の制御が可

能になると考えられる。今回、PYK2にたい

するshRNAを作成し、adenovirus vector に

組み込み、マウスに経静脈的に導入したとこ

ろ、血管内皮細胞に高効率の発現がみられ、

PYK2の発現量が３０％以下に抑制された。 

このマウスにおいて、ガイドワイアによる大

腿動脈内膜障害モデルを作成し、内皮細胞障

害後の血管再内皮化が促進され内膜肥厚が抑

制されることを見出した。さらにApoE欠損動

脈硬化モデル、あるいはAngiotensinII持続注

入モデルにおいて、それぞれ粥状動脈硬化の

及び炎症性リモデリングが抑制された。その

メカニズムとして障害血管においてサイトカ

イン産生が抑制され、活性酸素の発現が低下



していた。さらに、大動脈結さつによる圧負

荷 モ デ ル で も  adenovirus 組 み 換 え

PYK2-hnRNA導入マウスにおいて心肥大の抑制

が見られた。これらの結果により、PYK2が

血管の炎症性のストレス性病変に中心的役割

をはたし、PYK2に対する標的療法の開発が

、これらの疾患の新たな治療法開発につなが

ると考えられた。 
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