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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、心筋梗塞、脳梗塞などの急性発症で重篤な
血管病を引き起こし、突然死の主因であり、根本的な治療法が見つかっていない。血管攣縮の病的シグナル
『SPC→Fyn→Rhoキナーゼ(ROK)』経路の中、FynとROKの間の分子機構は不明のままである。我々は細胞接着斑分
子であるpaxillinはFyn下流の新規シグナル分子として発見した。そこで、本研究は、細胞、組織、生体レベル
で、特にpaxillinノックアウト(KO)マウス作製の実験系を構築してin vivoで新規に発見した細胞接着斑分子で
あるpaxillinと血管攣縮との関連を全面解明するという研究を行った。

研究成果の概要（英文）：The abnormal contraction of vascular smooth muscle (VSM) is a major cause of
 cardiovascular and cerebrovascular spasm. We previously demonstrated that 
sphingosylphosphorylcholine (SPC) induces this abnormal contraction via the SPC/Fyn/Rho-kinase 
pathway. However, the detailed mechanisms involved in abnormal contraction of VSM are incompletely 
elucidated. Here, we identified paxillin as a novel signalling molecule acting downstream of active 
Fyn and examined its role in the SPC-induced abnormal contraction of VSM by using of paxillin 
knockdown vascular smooth muscle cells and paxillin knockout mice. Our result showed that paxillin 
deletion inhibited the SPC-induced  abnormal contraction of VSM.

研究分野： 分子細胞生理学

キーワード： 血管異常収縮　paxillin

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Paxillinと血管攣縮との関連およびメカニズムが明らかに解明して、「細胞接着斑は血管攣縮に関与する」とい
う新説を提唱する事となり、学術的な新発見となった。更に、今なお増加している血管攣縮による狭心症、心筋
梗塞、脳血管障害などの重篤な疾病の治療法開発において、paxillinが新規分子創薬標的として、新しい治療法
の開発、創薬候補探索などに応用されることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
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
（ROK）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、ROK 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、ROK
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。血管攣縮を抑制する特効薬を
開発するため、その原因分子の同定とシグナル
伝達機構を解明し、血管攣縮の治療標的分子を
見出す事が必須である。我々は、血管異常収縮
のみを観察する研究方法を開発し、血管攣縮の
原因分子の探索を行い、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 、
『SPC→Fyn→ROK』経路を発見した。しかし、Fyn
は直接 ROK を活性化できないため、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り、細胞
接着斑タンパク質 paxillin を同定した（図１）。
しかし、新規に発見した細胞接着斑分子である
paxillin は血管攣縮のシグナル経路において、
真の中間制御分子ではないか、また paxillin は
どのように血管攣縮を制御しているか、これら
を全面解明する必要がある。 
 
２．研究の目的 
血管攣縮の病的シグナル『SPC→Fyn→ROK』経路の中、Fyn と ROK の間の分子機構は不明

のままである。我々は細胞接着斑分子である paxillin は Fyn 下流の新規シグナル分子とし
て発見した。そこで、本研究では、細胞、組織、生体レベルで、特に paxillin ノックアウ
トマウス作成の実験系を構築して in vivo で新規に発見した細胞接着斑分子である
paxillin と血管攣縮との関連を全面解明するという研究を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究では、細胞、組織、生体レベルで paxillin の血管攣縮に果たす役割を解明するため、
下記の実験を行った。 
（１）細胞レベルで機能欠失の分子生物学的アプローチにより paxillin と血管異常収縮の
関連を検証するため、paxillin shRNA を用いて、ヒト冠状動脈平滑筋細胞に導入して、
paxillin 半永久的ノックアウトしたヒト冠状動脈平滑筋細胞を作成した。 
（２）生体レベルで機能欠失の分子生物学的アプローチにより paxillin と血管異常収縮の
関連を検証するため、Cre-loxP システムを用いた平滑筋組織特異的 paxillin ノックアウト
マウスを作成した。タモキシフェンの投与量および投与後血管平滑筋には paxillin がノッ
クアウトされたかどうか、western blot および免疫染色法で検討した。 
（３）上記（１）で作成したヒト冠状動脈平滑筋細胞を用いて、異常収縮の刺激因子である
SPC で刺激して、収縮を KEYENCE 顕微鏡でリアルタイム観察を記録した。また、（２）で作
成した平滑筋組織特異的 paxillin ノックアウトマウスの血管を用いて、異常収縮の刺激因
子である SPC で刺激して、収縮を DMT マルチワイヤ-ミオグラフシステムで観察を記録した。 
（４）脳血管攣縮モデルマウスを作成し、脳血流量を評価した。タモキシフェン投与ありと
投与なしの SMMHC-CreERT2/paxillin flox/flox マウスの血管攣縮モデルを作成し、異常収
縮の刺激因子である SPC で刺激して、血管攣縮が惹起されるか生体レベルで解析した。 



（５）Paxillin は ROK の上流分子となるため、paxillin ノックダウンして ROK の活性化が
抑制されるかを検討した。指標としてミオシン軽鎖ホスファターゼのミオシン結合サブユ
ニット Myosin phosphatase targeting subunit 1（MYPT1）のリン酸化抗体を Western Blot
で調べた。 
 
４．研究成果 
（１）Paxillin shRNA を用いて、ヒト冠状動脈平滑筋細胞に導入して、paxillin ノックア
ウトした細胞を作成した。その後、 異常収縮の刺激因子である SPC で刺激して、細胞の収
縮をリアルタイムで観察し、記録した。結果により、control shRNA をトランスフェクショ
ンした細胞に比べて、paxillin shRNA をトランスフェクションした細胞では、SPC により、
誘発した収縮が抑制された。 
（２）平滑筋組織特異的 paxillin ノックアウトマウスを作成するため、タモキシフェンに
よる誘導で平滑筋組織で Cre を活性化できるマウス（SMMHC-CreERT2）、および、paxillin 遺
伝子の exon2 から exon5 の領域を loxP で挟み込んだ loxP マウス（paxillin flox/flox）
を作成した（図２）。上記作成した両種のマウスを交配させて、paxillin をノックアウトす
る事が可能なマウスが誕生した (SMMHC-CreERT2/paxillin flox/flox)。このマウスをタモ
キシフェンで誘導により、Cre が平滑筋組織で発現すると、loxP で挟み込まれた paxillin
遺伝子領域が除去されてフレームシフト変異が起こり、平滑筋特異的 paxillin ノックアウ
トすることができる。Cre-loxP システムを用いた平滑筋組織特異的 paxillin ノックアウ
トマウスを作製するため、タモキシフェンの投与量を決めた。SMMHC-CreERT2/paxillin 
flox/flox マウスにタモキシフェンを単回投与(5 mg)と連続投与(1 mg×5 days)し、投与後
10 日、20 日、30 日にマウスから 3種類の筋組織(心筋、平滑筋、骨格筋)および非筋組織を
摘出した。その後、摘出した組織は液体窒素で凍結し、SK ミルを用いて超低温条件下で超
強力破砕する事により、
タンパク質を抽出した。
Western Blot 法を用いて
paxillinの発現パターン
を解析した。更に血管の
切片を作成し、免疫染色
を行って、KEYENCE蛍光顕
微鏡で paxillin の発現
パターンも解析した。
Western Blot と免疫染色
の方法により、タモキシ
フェン連続投与後 30 日
に心筋組織と骨格筋組織
には、paxillin が発現し
たが、平滑筋組織では
paxillinがノックアウト
されたことがわかった。
よって、平滑筋組織特異
的 paxillin ノックアウ
トマウスの作成ができ
た。 
（３）タモキシフェン投与ありと投与なしの SMMHC-CreERT2/paxillin flox/flox マウスの
胸部大動脈、腸間膜動脈、脳底動脈を用いて、DMT マルチワイヤ-ミオグラフシステムで、
高カリウム脱分極による正常収縮、また異常収縮因子である SPC による異常収縮を検討し、
比較した。結果により、paxillin ノックアウトしたマウスの胸部大動脈では、SPC による収
縮は、control マウスに比べて、有意差に抑制された。腸間膜動脈と脳底動脈について、現
段階で有意差な結果がないが、今後、nの数を増やして、追加実験をする予定である。 
（４）タモキシフェン投与ありと投与なしの SMMHC-CreERT2/paxillin flox/flox マウスを
用いて、脳血管攣縮モデルマウスを作成した。しかし、作成後２４時間以内で死亡率が高く
て、血管攣縮まで測定することができなかった。今後、脳血管攣縮モデルマウス作成につい
て更に検討する予定である。 
（５）Paxillin は ROK の上流分子となるため、paxillin ノックアウトして ROK の活性化を
調べた。ヒト冠状動脈平滑筋細胞において、paxillin がノックアウトすると、異常収縮の
刺激因子である SPC の刺激により ROK の活性化が抑制された。一方、平滑筋組織特異的
paxillin ノックアウトマウスの血管組織において、同じく SPC の刺激により ROK の活性化
も抑制されたことが分かった。 
 本研究では、Paxillin は Fyn 下流の新規分子として、SPC による血管平滑筋の異常収縮を
制御することが解った。 
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