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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、遅発性に発症する主幹脳動脈の持続性の狭
小化をもたらし、脳虚血を引き起こすことでSAH患者の予後を大きく左右する。しかし、そ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けるマイクロアレイ解析により
発現上昇を示した分子であるrelaxin、TIMP-1、MMP9の血管収縮性増大における役割を明らかにした。SAH後の
relaxin受容体の発現低下はくも膜下出血後の血管平滑筋持続収縮に、TIMP1/MMP9のアンバランスはくも膜下出
血後の血管リモデリングの亢進に寄与している可能性が示唆された。

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 causes cerebral ischemia, thereby 
determining the prognosis of both life and neurologic function of SAH patients. The molecular 
mechanisms of cerebral vasospasm remain to be elucidated. In this study, we investigated the roles 
of several molecules including relaxin, TIMP-1 and MMP9, which were revealed to be upregulated in 
the rabbit basilar artery after SAH by microarray analysis, in increased vascular contractility 
after SAH. As a result, it is suggested that down-regulation of relaxin receptor expression and 
impaired TIMP-1/MMP9 balance contribute to acquiring persistency of vascular smooth muscle 
contraction and enhancement of vascular remodeling after SAH, respectively.

研究分野：脳神経外科
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１．研究開始当初の背景 
 くも膜下出血（SAH）発症後数日を経て生
じる脳血管攣縮は、脳主幹動脈が遅発性、持
続性かつ可逆的に狭窄する現象であり、これ
により、脳虚血が引き起こされ、SAH患者は
神経脱落症状を呈し死亡に至ることもある
ため、SAHに続発する脳血管イベントの中で
も最も重要なものの一つと考えられている。
したがってくも膜下出血患者治療において
は脳血管攣縮の予防と治療が重要な役割を
担う。これまでに、脳血管攣縮の発症や進行
に寄与すると考えられるさまざまメカニズ
ムが明らかにされてきたが、未だ決定的な機
序の解明には至っていない。 
                                                                                                                             
我々はこれまでに、血管平滑筋収縮機構なら
びにその関連分子の発現に着目し、くも膜下
出血後の血管平滑筋収縮性増大が、脳血管攣
縮の発症基盤として重要な役割を担うこと
を明らかにしてきた。さらに、網羅的遺伝子
発現解析により、くも膜下出血発症早期に攣
縮血管における遺伝子発現が大きく変化し、
遅発性の血管平滑筋形質転換に寄与する可
能性も明らかにした。血管攣縮は複雑で様々
な因子が関与した病態であると考えられて
いる。したがって病態の鍵となるような遺伝
子の抽出や、それらの多彩な遺伝子機能ネッ
トワーク内の相互作用の解明により、病態メ
カニズムを明らかにできる可能性があると
考えられる。本研究では動物病態モデルの攣
縮脳血管の遺伝子発現解析に基づき、くも膜
下出血後の血管平滑筋収縮性増大に関与す
る分子を同定し、その役割を明らかにするこ
とを目標とした。 
 
２．研究の目的 
 くも膜下出血後の脳血管攣縮発症に関与
すると考えられる新規分子を同定し、脳血管
収縮性増大におけるその役割を解明すると
ともに、脳血管攣縮発症における発症予測バ
イオマーカーとしての役割を検討する。 
 
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 X日
目に摘出した脳底動脈を用い、microarray 解
析による網羅的遺伝子発現解析、リアルタイ
ム PCR 法による mRNA 発現解析、ミオシン軽
鎖のリン酸化レベル測定、免疫染色、免疫ブ
ロット法、ELISA による蛋白質発現解析を行
った。攣縮血管径の評価は、CT アンギオグラ
フィーもしくは灌流固定切片における血管
径測定により行った。 
 
４．研究成果 
(1) ウサギ SAH モデル脳底動脈における
relaxin ならびに受容体の発現 
ウサギSAHモデルの摘出脳底動脈におけるマ

イクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解
析により、SAH 後に有意な変動を認めた分子
のひとつである relaxin に着目し、さらなる
検討を行った。まず、ウサギ SAH モデル脳底
動脈における relaxin の発現変化を PCR法を
用いて検討したところ、relaxin は SAH 発症
3 日目より上昇し始め７日目に有意となった。
Relaxin はその受容体 RXFP1 を介して血管平
滑筋の弛緩に関与すると考えられるが、PCR
解析の結果、RXFP1 の発現は発症３日後より
有意に発現低下し、７日目まで持続した。さ
らにウサギ SAHモデルの髄液中の relaxin 濃
度は、SAH 発症後に徐々に上昇し５日目に有
意となり７日目にピークに達した。一方、血
中の relaxin 濃度は SAH 発症後、有意な変動
を示さなかった。また、免疫ブロット法によ
りRXFP1の局在ならびに発現変化を検討した
ところ、血管平滑筋層を中心に、発症 3日目
より７日目まで持続する有意な発現低下を
認めた。ヒト培養平滑筋細胞を用いて
relaxin により前処置を行ったものとそうで
ないものとで、血管収縮刺激物質であるエン
ドセリンにより刺激を行い、ミオシン軽鎖
（MLC）リン酸化反応の推移を調べたところ、
relaxin により前処置を行った平滑筋細胞で
は刺激後の持続相におけるMLCリン酸化反応
が有意に低下した。したがって、relaxin は
血管平滑筋の持続収縮を抑制的に制御して
いる可能性が示唆された。SAH 後のウサギ脳
底動脈においては、SAH 後に relaxin の上昇
を認める一方でその受容体発現は持続的に
低下し、relaxin の作用自体は減弱している
と考えられる。そのため、SAH 後の relaxin
受容体の発現低下によりSAH後の平滑筋収縮
の持続相の抑制が障害されている可能性が
示唆された。 
 
(2) ウサギ SAH モデル脳底動脈における
TIMP-1、MMP9 の発現 
網羅的遺伝子発現解析により、SAH 後に有意
な変動を示した分子の中で、脳血管攣縮の時
間経過と一致して経時的にもっとも大きな
変動を示した分子のひとつである TIMP1、
MMP9 に関する検討を行った。これらの分子は
血管平滑筋の弛緩や血管リモデリングにも
深く関与しており、脳血管収縮制御機構に関
与している可能性があると考えたためであ
る。まず、ウサギ SAH モデル脳底動脈におけ
る経時的発現変化を、PCR、免疫染色、ELISA
法を用いて検討した。TIMP1 mRNA の発現は 3
日目をピークに一過性に上昇し、その後減少
した。タンパク質の発現は、3 日目をピーク
に5日目まで有意に発現上昇しその後減少し
た。MMP9 のタンパク質発現は 7日目をピーク
に徐々に上昇した。活性化型の MMP9 タンパ
ク質の発現は徐々に上昇し day7 に有意な上
昇を示した。MMP9/TIMP1 比は漸増し発症 7日
目に著明な上昇を示した。したがって、発症
7日目にかけてTIMP-1の発現に比べ相対的に
MMP9 が過剰に発現し、血管のリモデリングが



発症7日目のスパズム極期にかけて亢進して
いる可能性が示唆された。免疫染色では、
TIMP-1 は発症 3日目において、中膜と内膜で
その発現亢進を認め、その後徐々に発現が低
下した。また、MMP9 は発症 3 日目より内膜、
中膜で発現し始め、５～7 日目で最も強発現
した。その結果 TIMP1 は発症後３～５日目に
かけて上昇しその後徐々に減少するが、MMP9
は発症後７日目にかけて漸増することが明
らかとなり、こうした TIMP1/MMP9 のアンバ
ランスがSAH後の脳血管におけるリモデリン
グの亢進に寄与している可能性が示唆され
た。 
 
(3)SAH患者の髄液・血液中のrelaxin、TIMP-1、
MMP9 の発現 
TIMP1、MMP9、relaxin といった攣縮血管にお
ける発現変動分子が実際の SAH 患者の血液、
髄液中においてどのような変化を示すかに
ついて検証した。くも膜下出血発症後１、３、
５、７、９、１１目に患者の髄液、血液サン
プルを採取した。ELISA により TIMP1、MMP9、
relaxin の髄液中、血中濃度を測定した。そ
の結果、いずれの蛋白質の発現も検出できな
かった。また、髄液、血液サンプルから mRNA
を抽出し同分子の発現をリアルタイムPCRに
より測定した。その結果いずれの分子におい
てもｍRNA 発現は認めたが有意な経時的発現
変化は認めなかった。したがって、SAH モデ
ルで認められた攣縮血管における TIMP1、
MMP9、relaxin の発現変化は血中、髄液中に
は反映されていない可能性が示唆され、現時
点ではSAH患者の脳血管攣縮発症の生物マー
カーとしての役割は低いと考えられた。 
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