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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。本研究では、異常収縮刺激時
活性化されたFynによりPaxillinが真にチロシンリン酸化されるかに注目し、活性化されたFynによるPaxillinの
チロシンリン酸化部位を同定した。更に同定したPaxillinのチロシンリン酸化部位が血管攣縮に果たす役割につ
いて、細胞レベルで検証した。本研究により新規血管攣縮制御機構が解明され、全く新しい治療法開発の基盤と
なる事が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Vasospasm, which is abnormal contraction of vascular smooth muscle, causes 
acute and serious vascular diseases such as myocardial infarction and cerebral infarction, and is 
the main cause of sudden death, for which no fundamental treatment has been found. In this study, we
 focused on whether paxillin is phosphorylated by the activated Fyn during stimulation of abnormal 
contractions, and which tyrosine site of paxillin is phosphorylated by the activated Fyn. 
Furthermore, we verified the role of the identified tyrosine phosphorylation site of paxillin in 
vasospasm at the cellular level. This research will elucidate a new vasospasm control mechanism and 
is expected to serve as the basis for the development of completely new treatments.

研究分野： 医学

キーワード： 血管病　異常収縮　Paxillin　Fyn

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、PaxillinのTyr31のリン酸化はSPCによる血管平滑筋の異常収縮を制御する可能性が高いと示唆され
た。本研究により新規血管攣縮制御機構が解明され、全く新しい治療法開発の基盤となる事が期待できる。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心疾患や脳血管疾患に代表される「血管病」は、日本における死亡原因において 1位の悪

性新生物に次ぐ 2位となっている。血管病の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関わらず、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、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。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、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、『SPC→
Fyn→Rho キナーゼ』シグナル経路を発見した。しかし、Fyn は直接 Rho キナーゼを活性化で
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。更に、活性化した Fyn
は Paxillin の N 末端と相互作用することを見出した（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について検討した。更に、チ
ロシンキナーゼである Fyn は Paxillin と結合すると、Paxillin のチロシンがリン酸化され
て、血管攣縮に重要な役割を果たすと考えられるものの、異常収縮刺激時に活性化された
Fyn により Paxillin が真にチロシンリン酸化されるかについては、依然未解明である。 
 

 
２．研究の目的 
血管攣縮の病的シグナル『SPC→Fyn→Rho キナーゼ』経路の中、Fyn と Rho キナーゼの間

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。更に細胞、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った。チロシンキナーゼであ
る Fyn は Paxillin と結合すると、Paxillin のチロシンがリン酸化されるか不明である。そ
こで、本研究では、（1）活性化された Fyn による Paxillin のチロシンリン酸化部位を同定
する。（2）同定した Paxillin のチロシンリン酸化部位が血管攣縮に果たす役割について検
討する。 



 
３．研究の方法 
本研究では、血管平滑筋異常収縮刺激時、Fyn の活性化による Paxillin のチロシンリン

酸化部位の同定、および、そのリン酸化が血管異常収縮に果たす役割を解明するため、下記
の実験を行った。 
（1）ブタ冠状動脈平滑筋組織及びヒト冠状動脈平滑筋細胞に、SPC を処置し、抗リン酸

化 Paxillin 抗体を用いたウェスタンブロット解析によって、Paxillin のチロシンリン酸化
の変化を調べた。 
（2）HaloTag-Fyn の活性型、非活性型及び野生型ベクターをヒト冠状動脈平滑筋細胞に

導入し、過剰発現させて、72 時間後に活性型、非活性型及び野生型 Fyn の過剰発現が、
Paxillin のチロシンリン酸化に与える影響について、抗リン酸化 Paxillin 抗体を用いたウ
ェスタンブロットを解析した。 
（3）Fyn siRNA をヒト冠状動脈平滑筋細胞内に導入し、Fyn のノックダウンが Paxillin

のチロシンリン酸化に与える影響を調べた。 
（4）同定した Paxillin のチロシンリン酸化部位を変異させ、リン酸化できないようにし

た変異体作成し、ヒト冠状動脈平滑筋細胞に導入して、SPC により異常収縮刺激し、細胞の
収縮を抑えるかを研究室現有のタイムラプス顕微鏡を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
（1）ブタ冠状動脈平滑筋組織を、SPC により異常収縮刺激し、既知 Paxillin N 末端にあ

る 4か所部位のチロシンリン酸化（Tyr31、 Tyr88、Try118 と Try181）の変化を調べた。結
果により、SPC の刺激で Paxillin の Tyr31 のリン酸化が増加したことが分かった。 
（2）ヒト冠状動脈平滑筋細胞を、SPC により異常収縮刺激し、既知 Paxillin N 末端にあ

る 4か所部位のチロシンリン酸化（Tyr31、 Tyr88、Try118 と Try181）の変化を調べた。結
果により、SPC の刺激で Paxillin の Tyr31 のリン酸化が増加したことが分かった。 
（3）Fyn siRNA を用いて、ヒト冠状動脈平滑筋細胞に導入して、Fyn のノックダウンが

Paxillin N 末端にある 4か所部位のチロシンリン酸化（Tyr31、 Tyr88、Try118 と Try181）
に与える影響を調べたところ、Paxillin の Tyr31 のリン酸化が減少したことが分かった。 
（4）既知 Paxillin N 末端にある 4か所部位（Tyr31、 Tyr88、Try118 と Try181）のチロ

シンリン酸化変異プラスミドを作成した。 
（5）Paxillin の Tyr31 変異プラスミドをヒト冠状動脈平滑筋細胞にトランスファクショ

ンした。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 細胞では、SPC の刺激で収縮した。一方、Paxillin
の Tyr31 変異プラスミドを過剰発現した細胞では SPC の刺激より、誘発した収縮が抑制さ
れた。 
 
以上の結果より、Paxillin の Tyr31 のリン酸化は SPC による血管平滑筋の異常収縮を制

御する可能性が高いと示唆された。 
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