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研究成果の概要（和文）：血管攣縮は、突発的に、脳・心筋梗塞などの重篤な血管病を誘発し、我が国突然死の主因と
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、新たな治療標的を探すため、スフ
ィンゴシルホスホリルコリン(SPC)による血管平滑筋異常収縮シグナル伝達『SPC→Fyn→Rhoキナーゼ』経路の中で、全
く未解明のFynとRhoキナーゼの間の分子機構に着目し、Fyn下流の新規分子としてパキシリンを見出した。新たな治療
分子標的として血管攣縮治療に創薬開発の根拠を提供する事を目指す。

研究成果の概要（英文）：Vascular abnormal contraction, such as coronary artery and cerebrovascular 
vasospasm, is an important cause leading to myocardial infarction, ventricular arrhythmias, and sudden 
death. We have previously demonstrated that 「sphingosylphosphorylcholine (SPC)/Fyn/Rho-kinase」pathway 
involed in abnormal contraction of vascular smooth muscle (VSM). However, the molecular mechanisms by 
which Fyn functions in SPC-induced contraction remains unclear. Here, we identified the association of 
paxillin and the active Fyn by use of matrix assisted laser desorption ionization (MALDI) time-of-flight 
mass spectrometry. Immunostaining assay and immunoprecipitation assay further demonstrated that paxillin 
directly associated with constitutively active Fyn (CA-Fyn) and the activated Fyn by SPC. In addition, 
the siRNA-mediated knockdown of paxillin prevented SPC from inducing contraction.

研究分野： 医歯薬学・生体機能分子制御学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 厚生労働省平成 23 年人口動態統計によ
ると、我が国死因の 1 位は悪性新生物、2 位
は心疾患、4 位は脳血管疾患となっている。
この中で、2位と 4位を合計すると、「血管病」
の死因は 1位の悪性新生物と並び、原因解明
と治療法開発が急務である。中でも、血管攣
縮（血管異常収縮）は、心筋梗塞、脳梗塞な
どの急性発症で重篤な血管病を突発的に引
き起こし、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。正常血圧維持を担う血管の正常収縮
は、細胞質 Ca2+濃度により制御されるのに対
して、血管攣縮は、Rho キナーゼを介した Ca2+

濃度に依存しない血管平滑筋の異常収縮に
よる事が知られている。しかしながら、Rho
キナーゼ自体は、他の重要な生理機能（細胞
分裂・遊走など）も制御しているため、その
阻害薬の使用は得策ではない。しかし、Rho
キナーゼを活性化して異常収縮を引き起こ
す原因分子が不明であるため、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、血管異常収縮を選択的に抑制す
る特効薬を開発する必要があり、そのために
は、Rho キナーゼを活性化する Ca2+非依存性
の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。 
(2) 我々は Rhoキナーゼを活性化する血管平
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)を発見した。更
に、SPC の下流シグナル経路についても検討
し、Src ファミリーチロシンキナーゼを見出
し、中でもヒトで 9種類報告されているファ
ミリータンパクの中で、Fyn のみが血管平滑
筋異常収縮に関与する事を証明した。そこで、
世界に先駆けて、『SPC→Fyn→Rho キナーゼ』
経路を発見した。しかしながら、Fyn は直接
Rho キナーゼを活性化出来ないため、Fyn と
Rho キナーゼの間にある分子 X が存在すると
推測し、血管平滑筋異常収縮『SPC→Fyn→Rho
キナーゼ』経路において、Fyn と Rho キナー
ゼの間に新規シグナル分子が存在するとい
う着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では『SPC→Fyn→Rho キナーゼ→異常
収縮』経路に注目しているが、Fyn と Rho キ
ナーゼの間の分子機構は全く不明であるの
で、その間に存在するであろう新規 Fyn 下流
分子を探索し、同定する。更に絞り込みを進
め新規 Fyn 下流分子を同定し、機能解析によ
りその新規分子が血管攣縮に関与する事が
証明できれば、新たな治療分子標的として血

管攣縮治療に創薬開発の根拠を提供する事
を目指す。具体的には、以下の項目を明なに
する。 
(1) HaloTag プルダウンアッセイと機能プロ
テオミクス解析により、新規 Fyn 下流分子を
同定する。 
(2) 細胞・組織・生体レベルでの機能解析に
より、新規 Fyn 下流分子の血管平滑筋異常収
縮における役割を証明する。 
 
３．研究の方法 
(1) HaloTag プルダウンアッセイにより、非
活性型 Fyn と結合せず、活性型 Fyn と選択的
に結合するタンパク質群を、質量分析計を用
いて、新規 Fyn 下流分子を同定する。 
(2) 免疫染色法により細胞内でのFynと新規
分子の局在を検討する。 
(3) 免疫沈降法を用いて、Fyn と新規分子の
相互作用について検証する。 
(4) in vitroで新規分子の組換えタンパク質
と組換え Fyn の相互作用を検討する。 
(5) 新規 Fyn 下流分子は Rhoキナーゼの上流
分子となるため、新規 Fyn 下流分子を、ノッ
クダウンしてRhoキナーゼの活性化が抑制さ
れるかを検討する。 
(6) 細胞レベルで新規Fyn下流分子の機能解
析を検討する。 
 
４．研究成果 
本研究により、血管平滑筋異常収縮シグナル
伝達『SPC→Fyn→Rho キナーゼ』経路におい
て新規Fyn下流シグナル分子としてパキシリ
ンを同定した。 
(1) HaloTag 融合活性型 Fyn と、HaloTag 融
合非活性型 Fyn 発現ベクターを構築し、
HaloTag プルダウンアッセイにより、非活性
型 Fyn とは結合せず、活性型 Fyn と選択的に
結合するタンパク質群を、質量分析計を用い
て、パキシリンというたんぱく質が新規 Fyn
下流分子として同定した（図１）。 

 
(2) HaloTag 融合活性型 Fyn を血管平滑筋細
胞に過剰発現させ、免疫染色法により細胞内
で活性型Fynとパキシリンの局在について検
討し、ネガティブコントロール実験として
HaloTag 融合非活性型 Fyn も同時に過剰発現
し、パキシリンと細胞内の局在を蛍光顕微鏡



で観察した。結果により、活性型 Fyn はパキ
シリンと共局在したが、非活性型 Fyn とは共
局在しなかったことが分かった（図２）。 

 
(3) HaloTag 融合活性型 Fyn と非活性型 Fyn
を血管平滑筋細胞に過剰発現させ、免疫沈降
法を用いて、パキシリンは活性型 Fyn と結合
し、非活性型 Fyn と結合しないことが証明し
た（図３）。 
 

 
(4) パキシリンの組換えタンパク質を大腸
菌で発現・精製することができた。また、遺
伝子組換え Fyn をバキュロウイルス遺伝子
発現ベクター系で発現と精製することも成
功した。組換えパキシリンと既知の異常収縮
シグナル分子 Fyn との直接作用を、研究室現
有の表面プラズモン共鳴法による分子間相
互作用解析装置で明らかに証明した(図４)。 
 

(5) パキシリンをノックダウンしてRhoキナ
ーゼの活性化が抑制されるかを検討し、結果
により、パキシリンをノックダウンした細胞
には Rhoキナーゼの活性が SPCにより抑制さ
れたことが分かった（図５）。 
 

 
(6)パキシリンを siRNAでノックダウンし、
SPC 刺激によりパキシリンをノックダウ
ンした血管平滑筋細胞の収縮は抑制された
（図６）。 

 
(7)本研究よりパキシリンは血管平滑筋異常
収縮制御機構への関与を証明することで、血
管平滑筋異常収縮シグナル伝達『SPC→Fyn→
Rho キナーゼ』経路において、全く新しいシ
グナル分子の発見となるため、独創性は極め
て高い。これらの研究結果を達成すれば、血
管異常収縮の病的シグナル伝達機構を解く
鍵となるだけでなく、血管病に対する真の分
子標的治療法の確立に直結する。従って、無
駄な薬剤投与や副作用を避けることができ、
高齢化に伴う健康維持や医療費の抑制など
にも大きく貢献出来る。 
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