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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、脳梗塞などの急性発症で

致死的な難病を引き起こす。我々はこれまでに focused proteomics によって未知の異常収縮の

シグナル分子を探索し、複数の細胞骨格関連蛋白質を同定した。今回、それらのリン酸化部位

を解明し、更に、RNA 干渉と自動細胞イメージングシステムによるハイスループットなスクリ

ーニング系を確立して、真に血管平滑筋異常収縮に関与する細胞骨格関連蛋白質を絞り込み、

それらの分子の機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Abnormal vascular smooth muscle (VSM) contraction induces acute 
and fatal diseases such as angina pectoris, myocardial infarction and cerebral infarction. 
Using focused proteomics, we previously identified several cytoskeleton-related proteins 
as the candidates for novel signaling molecules mediating abnormal VSM contraction. In 
the present study, we identified the phosphorylation sites of those proteins. Furthermore, 
to examine if those cytoskeleton-related proteins were truly involved in abnormal VSM 
contraction, we developed a high throughput screening system utilizing RNAi and automated 
cell imaging device, and successfully narrowed down those candidate proteins.
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１．研究開始当初の背景 
血管平滑筋異常収縮は、狭心症、心筋梗塞、

脳梗塞などの急性発症で致死的な難病を引
き起こし、治療の突破口を開くためには、そ

のシグナル伝達機構の解明が必須である。血
管平滑筋異常収縮のシグナル伝達経路は、正
常血圧維持に必要な細胞質 Ca2+濃度依存性の
正常収縮のシグナル伝達経路とは異なり、
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Ca2+非依存性である事が知られていたが、異
常収縮の原因分子は不明であった。これまで
に我々は、血管平滑筋異常収縮に特異的なシ
グナル伝達経路である SPC/Src-TK/ROK 経路
を発見し、更に、Src-TK の中で、Fyn が、血
管平滑筋異常収縮の新規シグナル分子であ
る直接的な証拠を得た。興味深い事に、Fyn
はまたストレスファイバー形成を促進する
新規分子である事も発見した。更に、focused 
proteomics により、Fyn 下流のシグナル分子
を探索したところ、アクチンフィラメントの
みならず、中間径フィラメントや微小管に関
連する、多数の細胞骨格関連蛋白質が同定さ
れた。 

２．研究の目的 
前述の研究成果を背景に、本研究は、血管

平滑筋異常収縮における、細胞骨格関連蛋白
質や細胞骨格構築変化の役割を、我々が独自
に開発し、かつ得意分野である focused 
proteomics、RNA 干渉と自動細胞イメージン
グシステムによるハイスループット解析、分
子生物学的手法、相互作用解析、生理学的手
法を駆使して、分子・細胞レベルから、組織・
生体レベルに至るまで、多角的なアプローチ
により解明することを目的とした。 

３．研究の方法 
(1)Focused proteomics による、血管平滑筋
異常収縮シグナル分子のリン酸化部位の決
定 
 これまでに focused proteomics によって、
Fyn 下流の異常収縮シグナル分子として同定
した細胞骨格関連蛋白質のリン酸化部位を
決定するため、我々が独自に開発した高感度
タンデム質量分析計によるリン酸化ペプチ
ドの高感度測定方法を更に改善した。 

(2)RNA 干渉と自動細胞イメージングシステ
ムによる、細胞骨格関連蛋白質の血管平滑筋
異常収縮に与える影響のハイスループット
解析 
同定した異常収縮シグナル分子が、真に血

管平滑筋収縮および細胞骨格の構築へ関与
しているか、自動細胞イメージングシステム
(現有)と独自開発の解析アルゴリズムを用
いて、ハイスループットで機能解析を行った。
すなわち、候補分子の siRNA を固相化したマ
ルチウェルプレートに、血管平滑筋細胞を培
養し、siRNA を導入後、細胞を SPC で刺激し
て、異常収縮を誘発し、自動細胞イメージン
グシステムを用いて、収縮の様子を自動的・
経時的にモニタリングし、画像を取得した。
同システムには、蛍光顕微鏡が内蔵されてお
り、細胞体と細胞骨格を多重蛍光標識する事
によって、細胞形態と細胞骨格構築の状態を、
多チャンネル蛍光画像として、全自動で取

得・解析する事が可能である。さらに、独自
開発の解析アルゴリズムを用いて、収縮(細
胞形態の変化)および、細胞骨格構築の変化
を、多重パラメータを用いて、自動的・定量
的に解析した。さらに、これらの多重パラメ
ータの変化を control siRNA を導入した細胞
と比較し、有意に影響がある分子を選択した。 

(3)細胞骨格関連蛋白質の、細胞骨格動態お
よび血管平滑筋収縮への関与の in vitro 解
析 
 (1)(2)で絞り込んだ細胞骨格関連蛋白質
の cDNA を組み込んだ HaloTag 融合発現ベク
ターを構築し、血管平滑筋細胞に過剰発現さ
せ、HaloTag と結合する蛍光リガンドを用い
て、生細胞の細胞骨格関連蛋白質を可視化し
た。更にこの細胞を用い、異常収縮刺激時に
おける細胞骨格関連蛋白質の局在の変化や
細胞骨格構築の変化を、生細胞イメージング
で解析した。 

(4)細胞骨格関連蛋白質の、血管異常収縮シ
グナル分子との相互作用解析 
(1)(2)で絞り込んだ細胞骨格関連蛋白質

の組換え蛋白質を発現・精製し、Fyn や ROK
との相互作用を、分子間相互作用解析装置
(BIACORE)を用いて解析した。更に、これら
の細胞骨格関連蛋白質の cDNA を組み込んだ
HaloTag 融合発現ベクターを、血管平滑筋細
胞に発現させ、既知の異常収縮シグナル分子
である Fynや ROK との相互作用を、HaloTag
プルダウンアッセイによって解析した。 

(5)組織レベルでの検討 
 (1)(2)で絞り込んだ細胞骨格関連蛋白質
を -エスシンスキンド血管平滑筋標本に導
入するため、これらの細胞骨格関連蛋白質の
組換え蛋白質の発現ベクターを構築し、異常
収縮に与える影響を組織レベルで検討する
事を目指した。 

(6)生体レベルでの検討 
 (1)(2)で絞り込んだ細胞骨格関連蛋白質
が、血管異常収縮に与える影響を、生体レベ
ルで解析するために、血管攣縮モデル動物を
作成した。ノックアウト動物の入手のしやす
さから、マウスを用い、くも膜下出血モデル
を作成して、惹起された脳血管攣縮を評価す
る実験系を構築した。 

４．研究成果 
(1)Focused proteomics による、血管平滑筋
異常収縮シグナル分子のリン酸化部位の決
定 
 これまでに我々が開発してきた、タンデム
型質量分析計によるリン酸化ペプチドの高
感度測定方法を、サンプル調製の段階におい



てリン酸化ペプチドを濃縮するプロトコー
ルの改善や、タンデム型質量分析計の測定モ
ードの改善を行う事によって、更に高感度化
した。その結果、Fyn 下流の異常収縮シグナ
ル分子として同定した細胞骨格関連蛋白質
群のリン酸化部位を決定できた。この中で、
I1 (特許出願準備中のため、名前の公表は控
える)は、SPC 刺激 5分後に、チロシン残基が
一過性にリン酸化され、10分後以降は、刺激
前と同じリン酸化レベルに戻る事が判明し
た。また V1(特許出願準備中のため、名前の
公表は控える)は、SPC刺激 5分後に、チロシ
ン残基が脱リン酸化され、それ以降も脱リン
酸化が持続する事が明らかになった。 

(2)RNA 干渉と自動細胞イメージングシステ
ムによる、細胞骨格関連蛋白質の血管平滑筋
異常収縮に与える影響のハイスループット
解析 
 血管平滑筋細胞をSPCで刺激して異常収縮
を誘発した時に起こる収縮(細胞形態の変
化)、および、細胞骨格構築の変化を、自動
細胞イメージングシステムと、独自に開発し
たアルゴリズムによって、複数のパラメータ
の変動として、定量解析する事に成功した。
96 穴プレートにおいて、1 ウェルあたり
200-450 個の細胞を、自動的に定量解析する
事ができた。 
細胞形態に関連するパラメータでは、表面

積、周径、長径、正円率が SPC刺激後 20～30
分以降に減少し、収縮に伴う細胞形態の変化
を反映していた。また、細胞体を染色する蛍
光色素の1ピクセルあたりの平均蛍光強度が、
SPC 刺激後 20分以降に増加し、収縮により細
胞の厚みが増す事を反映していると考えら
れた。 
 細胞骨格のうち、F-アクチンに関連したパ
ラメータでは、1 ピクセルあたりの平均蛍光
強度が、SPC 刺激後 3 分で一過性に増加した
後、20分以降で持続的に増加した。また、F-
アクチンのファイバー1 本あたりの面積は、
SPC 刺激後 20 分以降で持続的に増加したが、
ファイバーの本数は、SPC 刺激後 20分以降で
減少した。これらのパラメータの変動は、SPC
刺激後 3分で、F-アクチン重合が収縮に先行
して増加し、更に、20分以降に、細胞形態の
変化に伴って、細胞辺縁の F-アクチンが太く
なる一方で、細胞内部の F-アクチンが不明瞭
になる事を反映していると考えられた。 
 また、細胞骨格のうち、中間径フィラメン
トに関連したパラメータでは、1 ピクセルあ
たりの平均蛍光強度、中間径フィラメントの
フィラメント 1本あたりの面積、細胞内の蛍
光強度のばらつきの度合いが、SPC 刺激後 20
分以降で持続的に増加した。これらのパラメ
ータの変動は、刺激前は細胞内に均一に分布
していた中間径フィラメントがSPC刺激後20

分以降、細胞形態の変化に伴って、局所に凝
集し、分布が不均一になる事を反映している
と考えられた。 
 上記の様に、異常収縮時に起こる血管平滑
筋細胞の形態および細胞骨格構築変化を、パ
ラメータの変動として定量的に解析する事
に成功した。この研究成果は、2012 年第 89
回日本生理学会において、ポスターアワード
を受賞した。次に、このシステムを用いて、
focused proteomicsで同定した候補分子のス
クリーニングを行った。候補分子の siRNA を
固相化した 96 穴プレートに、血管平滑筋細
胞を培養して、候補分子をノックダウン後、
SPC による細胞形態と細胞骨格構築の変化を
定量的に解析し、control siRNA を導入した
コントロールの細胞と比較して、パラメータ
の変動が抑制された候補分子を選択した。そ
の結果、21 個の候補分子の中から、I1, P1, 
V1(特許出願準備中のため、名前の公表は控
える)といった細胞骨格関連蛋白質を、新規
異常収縮シグナル分子として絞り込む事に
成功した。 

(3)細胞骨格関連蛋白質の、細胞骨格動態お
よび血管平滑筋収縮への関与の in vitro 解
析 
 Fyn 下流の新規異常収縮シグナル分子とし
て同定した細胞骨格関連蛋白質V1のHaloTag
融合発現ベクターを構築し、血管平滑筋細胞
で発現して、生細胞イメージングを行い、異
常収縮に伴って、V1 の局在および構築が経時
的に変化していく様子を、生きた血管平滑筋
細胞で観察する事に成功した。生細胞イメー
ジングで得られた V1 の局在および構築の変
化は、免疫染色で得られた結果と一致した。 

(4)細胞骨格関連蛋白質の、血管異常収縮シ
グナル分子との相互作用解析 
 分子間相互作用解析装置(BIACORE)による
検討では、細胞骨格関連分子 P1 が、活性型
Fyn と相互作用するが、非活性型 Fyn とは相
互作用しない事を確認した。更に、HaloTag
プルダウンアッセイによる検討においても、
P1 と Fynの結合量は、Fyn の活性に依存して
増加しており、BIACORE による検討結果と一
致した。 
 また、細胞骨格関連蛋白質 V1 は、HaloTag
プルダウンアッセイにおいて、SPC 刺激後、
野生型 Fynとの結合が増加したが、興味深い
事に、V1 と結合した Fyn は、SPC 刺激後、
SDS-PAGE において高分子方向へシフトして
いた。このシフトしたバンドは、既知の Fyn
の翻訳後修飾を認識する抗体とは反応しな
い事から、Fyn が異常収縮時に未知の翻訳後
修飾を受けている可能性が示唆され、今後更
なる解明を必要とする。 



(5)組織レベルでの検討 
 細胞骨格関連蛋白質の発現ベクターを構
築し、組換え蛋白質を発現・精製した。今後、
-エスシン平滑筋標本へ導入するために、精

製した組換え蛋白質を溶解するバッファー
や、濃度などの条件を、最適化していく。 

(6)生体レベルでの検討 
 野生型マウスでくも膜下出血モデルを作
成し、高い成功率で脳血管攣縮を誘発する技
術をほぼ確実なものとした。また、脳血管攣
縮による脳血流低下を、2 次元レーザー血流
計で評価する事に成功した。更に、これらの
マウスでは海馬の神経細胞数が減少し、脳血
管攣縮による虚血性変化を反映していると
考えられた。今後は、細胞骨格関連蛋白質の
ノックアウトマウス(既に入手済み)を用い
てくも膜下出血モデルを作成し、当該細胞骨
格関連蛋白質が、脳血管攣縮の発症に必須で
あるかを検討する予定である。 
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名称：血管病予防に効果を有する食品組成物 
発明者：小林 誠、岸 博子
権利者：国立大学法人山口大学 
種類：特許 
番号：特許第 5186679 号 
取得年月日：2013 年 2月 1日 
国内外の別：国内 

名称：平滑筋収縮抑制剤 
発明者：扇谷 悟、森田直樹、花田啓子、小

林利克、小林 誠、岸 博子、宮下
和夫、細川雅史 

権利者：国立大学法人山口大学 
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国内外の別：国内 

名称：平滑筋収縮抑制剤 
発明者：小林 誠、岸 博子、横地俊弘、中

原東郎 
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国内外の別：国内 
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種類：特許 
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