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研究成果の概要（和文）：くも膜下出血（SAH）後の脳血管攣縮は、頭蓋内主幹動脈の遅発性

持続性狭小化により脳虚血を引き起こし、SAH 患者の予後を大きく左右する。しかし、脳血管

攣縮発症の詳細な分子メカニズムは解明されていない。本研究では、くも膜下出血後のウサギ

攣縮脳血管において、さまざまなアゴニストがもたらす共通の病態特異的な収縮性変化をとら

えるとともに、それらの受容体である G 蛋白質共役型受容体（GPCR）を介した血管平滑筋収

縮調節メカニズムを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Cerebral vasospasm after subarachnoid hemorrhage (SAH) is 
characterized by delayed and prolonged contraction of cerebral arteries, which may cause 
cerebral ischemia, thereby determining the prognosis of both life and neurologic function of 
SAH patients. However, the molecular mechanisms of cerebral vasospasm remain to be 
elucidated. In this study, we investigated SAH-specific changes in the agonist-induced 
contraction in the rabbit spastic cerebral arteries and elucidated some regulating 
mechanisms underlying the increased vascular contractility in G protein-coupled 
receptor-mediated contraction after SAH. 
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１．研究開始当初の背景 
脳血管攣縮はくも膜下出血患者の生命予

後および機能予後の重要な決定因子である
が、その発生機序には未解明な部分が多く、
画期的な治療薬も未だない。脳血管攣縮の発
症メカニズムは、一般に、攣縮誘発物質の産
生増大と血管反応性の増大という二つの側

面からとらえることができるが、血管反応性
の増大は、病態特異的に関与する攣縮発症機
序として、かつ、脳血管攣縮の遅発性発症の
基盤として、重要な役割を果たしていると考
えられる。従って、我々は、この血管反応性
増大の分子機序を明らかにすることが、有効
な予防法や治療を開発する上での重要課題
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と考えている。我々はこれまでに、ウサギく
も膜下出血モデルを用いて、正常血管ではほ
とんど収縮作用を示さないトロンビンと血
小板由来増殖因子に対して、くも膜下出血後
には強い収縮反応性が誘導されることを世
界に先駆けて明らかにした。さらに、トロン
ビンに対する反応性増大はトロンビン受容
体の発現亢進を伴うこと、選択的トロンビン
受容体拮抗薬の投与により、受容体の発現亢
進とトロンビンに対する収縮反応性の増大
を予防できることを、初めて明らかにした。
これらの結果は、受容体の発現亢進が、血管
反応性増大に重要な役割を果たしているこ
とを示唆するものである。また、くも膜下出
血後にトロンビンのみならず、フェニレフリ
ンやエンドセリン１といったアゴニストに
対する収縮反応性も増大し、これに伴い α1
アドレナリン受容体及びETA受容体の発現も
亢進することを明らかにした。これらの結果
は、くも膜下出血における受容体の発現亢進
と、それらの受容体に対するアゴニスト収縮
反応性の増大が、G 蛋白質共役型受容体及び
そのアゴニスト全般に共通して認められる
現象である可能性を示している。よって、本
研究では、GPCR を介した血管平滑筋収縮調
節機構に着目し、SAH 後の血管反応性増大メ
カニズムの解明を試みた。 
 
２．研究の目的 
くも膜下出血後の GPCR を介した脳血管平
滑筋収縮性亢進メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
オス日本白色ウサギを用い、初日、2日目の
2 回、大槽内に自家血を投与し、くも膜下出
血モデルを作成した。対照モデルは自家血の
代わりに生食を大槽内に注入した。発症 7日
目に摘出した脳底動脈を用い、張力細胞質カ
ルシウム濃度同時測定、免疫ブロット法およ
びリアルタイム PCR法による受容体および細
胞内蛋白質の発現解析、ミオシン軽鎖および
細胞内蛋白質のリン酸化レベル測定、等尺性
張力測定、TBARS法による脳実質の酸化スト
レス評価を行った。また、攣縮血管径の評価
は直接観察法（顕微鏡下における外径測定）
により行った。 
 
４．研究成果 
本研究ではまず、ウサギ脳底動脈のトロン

ビン長時間刺激において、正常血管で一過性
であった収縮が、くも膜下出血（SAH）後脳
血管では持続性収縮に変化すること、および
PAR1 活性化ペプチドによる反復刺激により、
正常血管で認められた 2 回目の収縮の減弱が、
SAH 後脳血管では認められないことを明ら
かにした（論文１）。こうした一過性から持
続性への収縮性の変化は、SAH 後、トロンビ

ン受容体の不活性化が障害され収縮シグナ
ルに対するフィードバック制御が破たんし
た可能性を示唆するものである。そこで、受
容体の不活性化障害がトロンビン受容体以
外の受容体にも波及するか否かを調べるた
め、エンドセリン１、ＴＸＡ２、セロトニン、
フェニレフリンにより長時間のアゴニスト
刺激を行った。その結果、トロンビンと同様、
一過性から持続性への収縮反応性の変化が
観察された（論文１、２）。この結果、SAH
後、受容体の不活性化障害がトロンビン受容
体以外の G蛋白質共役型受容体（GPCR）にも
波及している可能性が強く示唆された。そこ
で、GPCRと共役している三量体Ｇ蛋白質の活
性化が持続するか否かに関する検討を行っ
た。SAH 後のエンドセリン、フェニレフリン、
トロンビン収縮における収縮持続相におい
てＧｑ特異的阻害剤を投与したところ、いず
れのアゴニストによる持続収縮も完全に抑
制された。この結果から、SAH後のアゴニス
トによる持続収縮には三量体Ｇ蛋白質の持
続活性化が関与することが明らかとなった
（論文１）。 
SAH後のGPCRアゴニスト刺激に対する血管

収縮性増大におけるカルシウム感受性の役割
を検討した。まず張力-細胞質カルシウム濃度
同時測定を行い、エンドセリン、フェニレフ
リン、トロンビン刺激における張力-カルシウ
ム関係を比較検討した。エンドセリン収縮で
は他のアゴニスト収縮と比べ有意に張力/Ca2+

が高く、収縮反応におけるカルシウム感受性
の寄与が大きいことが明らかとなった。よっ
てエンドセリン収縮におけるカルシウム感受
性の役割を検討した。α毒素脱膜化標本を用
い、エンドセリン刺激を行ったところ、SAH
モデルでは対照モデルと比べ有意に収縮反応
性が亢進しており、SAHウサギ脳血管において
は収縮装置のカルシウム感受性が増大してい
ることが明らかになった（論文３）。 
そこで、主要なカルシウム感受性調節分子

である、Rho-kinase（ROCK）およびPKCを介し
たMyosin light chain phosphatase (MLCP)
の抑制メカニズムの関与を検討した。αトキ
シンにより脱膜化した脳底動脈リング条片を
用いて細胞内カルシウム濃度固定下にエンド
セリン刺激を行い、エンドセリン１の引き起
こすカルシウム感受性増大に対する、ROCK阻
害薬およびPKC阻害薬の抑制効果を検討した
ところ、SAHモデルではいずれの阻害薬におい
ても、対照モデルで濃度依存性に認められた
収縮抑制効果が有意に減弱した。また、ROCK2
およびPCKαの蛋白質発現がSAH後に有意に亢
進することが明らかとなった（論文３）。 
さらに、これらの下流でMLCPの活性調節を

行っていると考えられるカルシウム感受性調
節分子、MYPT-1およびCPI-1に関する検討を行
ったところ、MYPT-1およびCPI-17の蛋白質発



現はSAH後に有意に亢進することが明らかと
なった。また、MYPT-1のT696およびT853にお
けるリン酸化レベルおよび、CPI-17のT38にお
けるリン酸化レベルを測定したところ、SAH
後、T853、T38のリン酸化レベルが有意に上昇
し、T696のリン酸化レベルの上昇は認めなか
った。以上の結果から、SAH後の脳血管では、
ROCK2およびPKCαの発現亢進、MYPT-1(T853)
およびCPI-17(T38)のリン酸化上昇を介した
MLCPの抑制によりカルシウム感受性が増大し
、血管反応性が亢進している可能性が示唆さ
れた（論文３）。 

ET-1刺激後、０、１、５、２０分における
MYPT-1(T696)、MYPT-1(T853)、CPI-17(T38)
のリン酸化レベルを測定したところ、
CPI-17(T38)はET-1刺激1分後の早期をピーク
にリン酸化レベルの急速な上昇を認めた。こ
のリン酸化は、対照モデルでは一過性であっ
たが、SAHモデルでは持続性であった。
MYPT-1(T696)は、ET-1刺激後、対照モデルで
はリン酸化レベルの上昇を認めなかったが、
SAHモデルでは刺激5分後をピークとする持続
的なリン酸化上昇を認めた。MYPT-1(T853)は
、ET-1刺激後、対照モデルでは刺激5分後をピ
ークとする一過性のリン酸化上昇を、SAHモデ
ルでは刺激後経時的に上昇する持続的なリン
酸化上昇を認めた。以上の結果から、SAH後の
脳血管におけるET-1に対する収縮反応性亢進
には、MYPT-1のリン酸化、CPI-17のリン酸化
を介したカルシウム感受性増大が関与してい
ることが明らかとなった（論文３）。 
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