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研究成果の概要（和文）：血管平滑筋異常収縮は、狭心症、心筋梗塞、脳血管障害などの急性発症で致死的な疾
病を引き起こす。申請者らはこれまでに、血管平滑筋異常収縮に特異的なシグナル伝達経路として、
SPC/Fyn/ROK経路を見出した。更に、Fyn下流の新規異常収縮シグナル分子としてビメンチンを同定し、異常収縮
刺激時にカルパイン・プロテアーゼによってビメンチンが切断される事を明らかにした。カルパイン・プロテア
ーゼにより生成される相当の長さのビメンチン断片を強制発現した血管平滑筋細胞ではROKの活性化とミオシン
軽鎖リン酸化の増加がみられ、ビメンチン断片が血管平滑筋異常収縮のシグナル伝達を亢進する可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Abnormal vascular smooth muscle contraction induces acute and fetal diseases
 such as myocardial infarction and cerebral ischemia. We previously identified 
sphingosylphosphorylcholine/Fyn/Rho kinase (ROK) pathway as novel and specific signaling pathway to 
mediate abnormal vascular smooth muscle contraction. Furthermore, we identified vimentin as a 
downstream signaling molecule of Fyn and found that vimentin was cleaved by calpain protease upon 
abnormal vascular smooth muscle contraction. The overexpression of vimentin fragment induced ROK 
activation and myosin light chain phosphorylation in vascular smooth muscle cells, suggesting that 
vimentin fragment facilitate the signal transduction which mediates abnormal vascular smooth muscle 
contraction.

研究分野： 血管平滑筋生理学

キーワード： 血管平滑筋　異常収縮　ビメンチン　カルパイン　Rhoキナーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血管平滑筋異常収縮は、生体において血管攣縮を引き起こす病的な収縮であり、細胞質カルシウム濃度の上昇を
必要としないCa2+非依存性の収縮である。従来、Rhoキナーゼ(ROK)が血管平滑筋異常収縮の重要なシグナル分子
として知られるが、ROKの上流のシグナル伝達機構は不明であったため、特効薬が開発されず、血管攣縮は治療
抵抗性である。本研究成果は異常収縮刺激時にカルパイン・プロテアーゼにより生成されたビメンチン断片が血
管平滑筋異常収縮のシグナル伝達を亢進させる事を示唆しており、新規の血管平滑筋収縮機構の解明や血管攣縮
治療薬の開発に繋がるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

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致死的な疾病を引き起こし、

これらの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 位であり、しかも突然

死の主原因である。正常血圧維持に必要な正常収縮のシグナル伝達機構が Ca2+依存性であ

るのに対し、生体で血管攣縮を引き起こす血管平滑筋異常収縮のシグナル伝達機構は、細胞

質 Ca2+濃度の上昇を必要とせず、Ca2+非依存性である。従来、Rho キナーゼ(ROK)が血管平

滑筋異常収縮の重要なシグナル分子として知られるが、ROK の上流のシグナル伝達機構は

不明であったため、特効薬が開発されず、血管攣縮は治療抵抗性である。血管攣縮治療の突

破口を開くには、細胞質 Ca2+非依存性の血管平滑筋異常収縮の細胞内シグナル伝達機構の

全容を解明し、血管攣縮治療の標的分子を見出し、正常収縮を抑制せずに異常収縮を選択的

に抑制できる特効薬の開発が必須である。申請者らはこれまでに、血管平滑筋異常収縮の原

因分子としてスフィンゴシルホスホリルコリン(SPC)を世界で初めて発見し、血管平滑筋異

常収縮に特異的なシグナル伝達経路として、SPC/Fyn/ROK 経路を見出した。興味深い事に、

異常収縮のシグナル分子である Fyn が、ストレスファイバー形成のシグナル分子として機

能する事も発見した。 

更に、申請者らは Fyn がどの様にして ROK を活性化するかを解明するため、Fyn がチロ

シンキナーゼである事に着目し、抗チロシンリン酸化抗体による免疫沈降とタンデム型質

量分析計を組み合わせた focused proteomics を独自に考案し、Fyn 下流の新規異常収縮シグ

ナル分子として複数の細胞骨格関連分子を同定し、『血管異常収縮のシグナル伝達は、細胞

骨格構築の変化、すなわち、リモデリングによって引き起こされる。』という、全く新しい

概念を提唱した。 

ビメンチンは上記の方法で同定された異常収縮シグナル分子群の一つだが、その後の検

証で異常収縮刺激時にカルパインにより N 末端が切断・除去される限定分解を受ける事が

判明した。更に、カルパイン阻害薬 PD150606 は、高カリウム脱分極による Ca2+依存性収縮

を全く抑制せずに SPC による異常収縮を特異的に抑制した事から、SPC/Fyn/ROK 経路によ

る血管平滑筋異常収縮におけるカルパインと限定分解によって生じたビメンチン断片の関

与が示唆された。 

 

２．研究の目的 

前述のような学術的背景から申請者らは、『構造蛋白として知られるビメンチンが、真に、

カルパイン活性依存的に血管平滑筋異常収縮のシグナル分子として機能するのか？』とい

う学術的「問い」に至り、1) 限定分解で生じたビメンチン断片は、どの様にして、血管平

滑筋異常収縮のシグナル分子として機能するのか？2) Ca2+依存性蛋白質分解酵素であるカ

ルパインが、なぜ Ca2+非依存性の血管平滑筋異常収縮のシグナル伝達において活性化する

のか？の 2 点を解明する事を目的として本研究を行った。 

 

３．研究の方法 

ビメンチン断片がどの様にして異常収縮のシグナル伝達を行うかを解明するため、カル

パインによる切断で生成されるビメンチン断片と同じ長さのビメンチン断片を HaloTag と



融合させた哺乳細胞発現ベクターを構築した。これらの HaloTag-ヒトビメンチン断片発現

ベクターを、ヒト冠状動脈平滑筋細胞に Nucleofector を用いて遺伝子導入を行った。過剰発

現したビメンチン断片を HaloTag 蛍光リガンドにより可視化し、フィラメント形成能を蛍

光顕微鏡で評価した。更に、ROK の活性化状態を抗リン酸化 myosin phosphatase targeting 

subunit 1 (T853)抗体、ミオシン軽鎖のリン酸化状態を抗リン酸化 myosin light chain(Ser19)抗

体 によるウェスタンブロット解析で評価した。 

 

４．研究成果 

 ヒト冠状動脈血管平滑筋細胞において、強制発現させた HaloTag 融合全長ビメンチンは

内在性ビメンチンと同様のフィラメントを形成した。一方、HaloTag 融合ビメンチン断片は

フィラメント形成能が低下していた。更に、HaloTag 融合ビメンチン断片を強制発現させた

細胞は HaloTag 融合全長ビメンチンを強制発現させた細胞と比較して、myosin phosphatase 

targeting subunit 1 および myosin light chain のリン酸化が亢進していた。これらの結果から、

ビメンチン断片は、ヒト冠状動脈平滑筋細胞において、異常収縮のシグナル伝達を亢進させ

る可能性が示唆された。 
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