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研究成果の概要（和文）：本研究課題の成果は下記の通りである。①細胞骨格関連分子P1の、異常収縮シグナル分子で
あるFynとの相互作用部位を明らかにした。②細胞骨格関連分子V1がSPC刺激によってチロシン脱リン酸化に加え、N末
端が切断・除去される限定分解を受ける事を見出した。③P1のノックダウンにより、血管平滑筋細胞や腫瘍細胞のスト
レスファイバー形成や細胞遊走が抑制される事を見出した。④P1に存在する複数のチロシン残基について、リン酸化の
時間経過が異なる事を明らかにした。⑤P1の平滑筋特異的なノックアウトマウスを作成した。

研究成果の概要（英文）：The results of this research are summarized as follows: 1) We determined the site 
of P1, a cytoskeleton-related molecule, where interacts with Fyn, a signaling molecule which mediates 
abnormal contraction of vascular smooth muscle. 2) We found that V1, a cytoskeleton-related molecule, was 
tyrosine-dephosphorylated and cleaved at the N-terminus by the stimulation of SPC. 3) We found that the 
knockdown of P1 inhibited the stress-fiber formation and cell migration. 4) We found that P1 has multiple 
phosphorylation sites and the time course of phosphorylation was different in each site. 5) We generated 
smooth muscle-specific P1 knockout mice.

研究分野：平滑筋生理学
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１．研究開始当初の背景 
血管異常収縮である血管攣縮は、突然死の
主因となる難病を引き起こし、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。これまでに、細胞質 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、Rho キナーゼ(ROK)およびその
上流の RhoAが中心的な役割を果たす事が知
られていたが、シグナル伝達経路は不明であ
った。研究代表者らは、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スフィ
ンゴシルホスホリルコリン(SPC)/ Src ファミ
リーチロシンキナーゼ(Src-TK)/ROK 経路を
発見した(FEBS Lett, 482:85, 2000、Circ Res, 
91:112, 2002、Circ Res, 91:953, 2002)。更に、
研究代表者らは、ヒトで 9種類報告されてい
る Src-TKの中でも、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(日本平滑筋学会 2009、IUPS2009発表)。
また、興味深い事に、異常収縮のシグナル分
子である Fynが、線維芽細胞において、スト
レスファイバー形成のシグナル分子として
機能する事も見出した(FEBS lett, 581:5227, 
2007, Cell Signal 24: 282, 2012)。 
更に、研究代表者が独自に考案した focused 

proteomicsと siRNAによるハイスループット
機能解析により、Fyn 下流の新規の異常収縮
シグナル分子を探索したところ、アクチンフ
ィラメントや中間径フィラメントの構築変
化を担う、細胞骨格関連分子群が同定された。 
(日本生理学会 2012 ポスター賞受賞、日本平
滑筋学会 2012発表)。中でも、P1は異常収縮
と細胞遊走の両者のシグナル伝達を担う事
が示唆された。 

 
２．研究の目的 
上記の様に、研究代表者らの見出した血管
平滑筋異常収縮の新規シグナル分子が、細胞
骨格関連分子であり、細胞骨格の再構成や細
胞遊走においても、重要な役割を果たす事が
明らかになった。こうした研究結果と学術的
背景から、本研究では、血管平滑筋異常収縮
のシグナル伝達系と、細胞運動・細胞遊走の
シグナル伝達系の関連について解明し、ひい
ては、細胞骨格構築制御の観点から、これら
の疾患群(血管平滑筋異常収縮、腫瘍細胞浸
潤・転移、動脈硬化、新生内膜形成)の病的シ
グナル伝達系の関連を、解明する事を目的と
した。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞骨格関連分子群と、既知の血管平滑
筋異常収縮シグナル分子との相互作用部位
の決定: 細胞骨格関連分子群のフラグメント
を、組換えタンパク質として発現させ、既知
の異常収縮シグナル分子(Fyn, ROK)の全長の
組換えタンパク質との相互作用を、分子間相
互作用解析装置(BIACORE, 研究室現有)で解
析して、相互作用部位を決定する。 
 

(2) 高感度タンデム型質量分析計による、異
常収縮シグナル分子の新規翻訳後修飾の解
析: 予備実験において、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
関連分子群や、既知の異常収縮シグナル分子
が、異常収縮刺激時に従来知られていない新
規の翻訳後修飾を受ける可能性が示唆され
ており、これを、高感度タンデム型質量分析
計で解析する。 
(3) 異常収縮シグナル分子が、細胞運動・細
胞遊走に果たす役割の解析: 申請者らが 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分子群や、既知の異常収
縮シグナル分子の siRNAを、血管平滑筋細胞
や腫瘍細胞に導入して当該分子をノックダ
ウンし、ストレスファイバー形成や細胞運
動・細胞遊走に対する影響を、免疫染色や、
生細胞のタイムラプスで解析する。 
(4) 異常収縮シグナル分子の活性制御様式の
解析: (1)や(2)で決定した相互作用部位や新規
の翻訳後修飾に対する変異体を作成して組
換えタンパク質を発現・精製し、既知の異常
収縮シグナル分子(Fyn, ROK)の活性化に対す
る影響を、in vitroキナーゼアッセイで解析す
る。 
(5) 生細胞イメージングによる、細胞形態、
および、細胞骨格構築制御の解析: (1)や(2)で
決定した相互作用部位や新規の翻訳後修飾
に対する変異体を血管平滑筋細胞や腫瘍細
胞に導入して、SPC刺激時の細胞形態および
細胞骨格構築の変化を、タイムラプス顕微鏡
(研究室現有)による生細胞イメージング、お
よび、自動細胞イメージング装置(研究室現
有)による定量的イメージングによって解析
する。 
(6) 組織レベルでの解析: (1)や(2)で決定した
相互作用部位や新規の翻訳後修飾に対する
変異体を発現・精製して、研究分担者の小林
が開発した、beta-escinスキンド血管平滑筋標
本に導入し、血管平滑筋異常収縮に与える影
響を検討する。 
(7) 生体レベルでの解析: 異常収縮シグナル
分子のノックアウト動物において、血管攣縮
や腫瘍浸潤・転移に与える影響を、生体レベ
ルで解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞骨格関連分子群と、既知の血管平滑
筋異常収縮シグナル分子との相互作用部位
の決定: 細胞骨格関連分子 P1 は、その N 末
端で活性型 Fynと相互作用する一方、不活性
型 Fyn とは相互作用しない。更に、P1 の C
末端は、活性型 Fynとも不活性型 Fynとも相
互作用しない事を明らかにした。 
(2) 高感度タンデム型質量分析計による、異
常収縮シグナル分子の新規翻訳後修飾の解
析:ヒト血管平滑筋細胞に HaloTag-細胞骨格
関連分子 V1 融合ベクターを導入し、SPC で
刺激後、V1 と結合した Fyn を HaloTag プル
ダウンアッセイによって精製した。このサン



プルを SDS-PAGEし、翻訳後修飾でシフトし
たバンドを還元 Sアルキル化後プロテアーゼ
消化して質量分析したが、翻訳後修飾部位の
決定には至らなかった。しかし、この研究を
遂行する中で、細胞骨格関連分子 V1 が SPC
刺激によってチロシン脱リン酸化に加え、N
末端が切断・除去される限定分解を受ける事
が判明し、異常収縮シグナル伝達における蛋
白分解酵素の関与が示唆された。今後、平成
28年度に採択された「基盤研究(C) 血管平滑
筋異常収縮シグナル伝達においてカルパイ
ンと細胞骨格が果たす役割の解明(研究代表
者：岸 博子)」の研究計画を実施する事によ
り、詳細を解明していく予定である。 
(3) 異常収縮シグナル分子が、細胞運動・細
胞遊走に果たす役割の解析:細胞骨格関連分
子 P1の siRNAを血管平滑筋細胞や腫瘍細胞
に導入し、P1のノックダウンによりストレス
ファイバー形成や細胞遊走が抑制される事
を、確認した。更に、P1の shRNAを発現す
るレンチウイルスベクターを血管平滑筋細
胞や腫瘍細胞に導入したところ、ストレスフ
ァイバー形成や細胞遊走・浸潤が抑制された。 
(4) 異常収縮シグナル分子の活性制御様式の
解析: 活性型 Fyn との相互作用部位である細
胞骨格関連分子 P1の N末端には、複数のチ
ロシン残基がある。癌細胞においてストレス
ファイバー形成を引き起こすTGF-刺激によ
って、これらのチロシン残基のリン酸化は、
異なる時間経過をとる事を明らかにした。更
に、これらのリン酸化部位に対する変異体を
作成した。 
(5) 生細胞および定量的イメージングによる、
細胞形態、および、細胞骨格構築制御の解析:
細胞骨格関連分子 P1の N末端フラグメント
や、リン酸化部位の変異体を腫瘍細胞に強制
発現し、ストレスファイバー形成や細胞遊走
に対する影響を検討した。  
(6) 組織レベルでの解析: 細胞骨格関連分子
P1 の変異体の組換え蛋白質発現用のベクタ
ーの構築が進行中である。今後、変異体の組
換え蛋白質を発現・精製し、beta-escinスキン
ド血管平滑筋標本に導入する予定である。 
(7) 生体レベルでの解析: 細胞骨格関連分子
P1 の平滑筋特異的ノックアウトマウスの作
成が完了し、タモキシフェンによる平滑筋組
織特異的な P1 のノックアウト誘導を確認し
た。今後、これを用いて生体レベルでの解析
を進める予定である。 
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