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研究成果の概要（和文）：脳血管攣縮は、くも膜下出血患者に遅発性に発症し、生命及び神経学的予後を左右する重篤
な合併症である。従来にない視点から攣縮機序の核心に迫り、トロンビン受容体を標的とした新たな治療法を確立する
ことを目指して研究を行った。その結果、本研究では、攣縮発症に基盤となる、①トロンビン受容体の脱感作障害、②
トロンビンによる内皮バリアー障害、③トロンビンが引き起こす貯蔵部作動性カルシウム流入の機序について明らかに
した。本研究成果により新たな脳血管攣縮治療法開発の基盤が整った。

研究成果の概要（英文）：Cerebral vasospasm is one of critical complications that develop after 
subarachnoid hemorrhage and influence vital and neurologic prognosis of the patients. The present study 
aims to develop innovative and ultimate strategies for the treatment of cerebral vasospasm with thrombin 
receptor as a therapeutic target, based on the understanding of the central mechanism of pathogenesis of 
vasospasm. As a result, the present research elucidated the mechanisms underlying (1) impairment of 
desensitization of thrombin receptor PAR1, (2) thrombin-induced endothelial barrier disruption and (3) 
thrombin-induced store-operated calcium influx. All these aspects play a critical role for the 
development of cerebral vasospasm. The findings of the present study therefore consolidated the basis for 
the development of a novel therapeutic strategy with PAR1 as a therapeutic target for the prevention and 
treatment of cerebral vasospasm.

研究分野：分子血管病態学、細胞内シグナル伝達、循環生理学
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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 70%以上
に遅発性に発症し、生命及び神経学的長期予
後を左右する重篤な合併症である。攣縮誘発
因子の増加と血管収縮性の亢進が、攣縮発症
に重要な役割を果たすと考えられている。多
種多様な物質が攣縮誘発因子として報告さ
れているが、どの因子が重要な役割を果たす
のか、遅発性発症をどう説明するのかについ
て疑問が残る。一方、血管収縮性の亢進は、
遅発性発症を説明できるが、その機序には不
明な点が多い。また、現行の薬物治療（Ca2+

拮抗薬、エンドセリン受容体拮抗薬、スタチ
ン、硫酸 Mg、Rho キナーゼ阻害剤、TXA2

合成阻害剤、PDE3 阻害剤、ラジカル除去剤
など）では、攣縮予防は不十分である。 

 

２．研究の目的 

研究代表者がこれまでに行ってきた研究成
果から、攣縮発症機序におけるトロンビン受
容体 PAR1の重要性が示唆された。すなわち、
くも膜下出血後に PAR1の「発現亢進」と「脱
感作障害」が生じ、その結果、脳血管はトロ
ンビンに対する収縮反応性を獲得し、不可逆
的収縮が引き起こされるとする仮説である。
これは、①脳血管攣縮の特徴である不可逆的
収縮を説明する点、②出血から攣縮の遅発性
発症までを包括的に説明する点で、攣縮発症
の核心に迫る機序と考えられ、PAR1 は攣縮
治療の核心的な治療標的として期待される。 

 本研究は上記仮説を証明し、新たな攣縮治
療法の開発を目指す。そのため、PAR1の「発
現亢進」と「脱感作障害」の分子機構を明ら
かにする。PAR1 の「不可逆的活性」を阻害
するインバースアゴニストを探索する。PAR1

を標的とする新たな攣縮治療法を開発する。 

 

３．研究の方法 

（１）培養細胞実験：  

① 血管平滑筋細胞 A7r5 を用いて、Fura-2

蛍光測定法によりトロンビン受容体刺激が
引き起こすカルシウム濃度上昇反応を観察
する。この反応指標に、受容体の脱感作障害
を評価するとともに、脱感作障害を回復させ
る薬物を探索し、その機序を明らかにする。 

② 培養内皮細胞を用いて、トロンビンが引
き起こす内皮バリアー障害の機序を明らか
にする。内皮バリアー機能は、経内皮細胞電
気抵抗の測定により評価する。バリアー障害
の細胞内機序としてミオシン軽鎖リン酸化
を、Phos-tag SDS-PAGE 法により 1 リン酸
化と 2 リン酸化（pMLC、ppMLC）に分けて
定量解析する。pMLC、ppMLC およびアク
チン線維の局在を蛍光染色法により評価す
る。 

③ 培養内皮細胞を用いて、カルシウム再添
加プロトコルにより、小胞体カルシウムの枯
渇に伴う貯蔵部作動性カルシウム流入を評
価する。小胞体カルシウムセンサー蛋白質
STIM1 のリン酸化を Phos-tag SDS-PAGE

法により解析する。その機能的意義を明らか
にするために、リン酸化部位変異体を HeLa

細胞に発現させ、カルシウム流入に及ぼす影
響を検証する。 

④ トロンビン受容体の発現調節機構に関し
て、プロモーター解析、シグナル伝達解析に
より分子機構を明らかにする。 

（２）モデル動物実験：培養細胞実験で明ら
かとなる分子の生体における役割、治療標的
としての有効性を検証し、新規治療法を開発
する。PAR1 発現亢進と脱感作障害の同時阻
害、あるいは、不可逆的活性を有する PAR1

の阻害による攣縮治療戦略の有効性を検証
する。 

（３）治療薬物の探索：不可逆的に活性され
た PAR1を阻害するインバースアゴニストの
スクリーニングに必要なアッセイ系を確立
し、化合物ライブラリーの探索を行い、候補
化合物を同定する。 
 
４．研究成果 
（１）血管平滑筋細胞における PAR1脱感作
障害に活性酸素と蛋白質リン酸化酵素 ERK

が関与することを、培養平滑筋細胞 A7r5 を
用いて明らかにした。 

①  A7r5 細胞において、トロンビン
（Thrombin）および PAR1 活性化ペプチド
（PAR1AP）は持続的な細胞質カルシウム濃
度（[Ca2+]i）上昇反応を引き起こした。1 回
目の刺激の後、2 回目の PAR1AP 刺激を行う
と 1 回目と同程度の反応が認められた。トロ
ンビンが引き起こす反応はトロンビンを除
去しても不可逆的に持続した。この現象は、
A7r5 細胞において PAR1 の脱感作機構が障
害されていることを示す。一方、セロトニン
（ 5HT）のカルシウム濃度上昇反応も
PAR1AP と同様の特徴を示した。（下図） 

 

②  NADPH オ キ シ ダ ー ゼ 阻 害 剤
diphenyleneiodonium chloride（DPI）存在
下に 7日間培養したA7r5細胞では、PAR1AP、
トロンビンのいずれに対する[Ca2+]i 上昇反
応も一過性の反応となり、PAR1AP による 2

回目の反応性は著しく減弱し、トロンビンの
反応も可逆的となった。これに対し、DPI は
セロトニンの反応性には影響を与えなかっ
た。PAR1 の脱感作障害には活性酸素が関与
することが明らかとなった。（次頁図） 



 

③  ERK1/2 阻害剤 PD0325901 および
PD184352 存在下に、PAR1AP およびトロン
ビン刺激を行うと、いずれの[Ca2+]i上昇反応
も、DPI 処理の場合と同様に、一過性の反応
となり、PAR1AP による 2 回目の反応性は消
失し、トロンビンの反応は可逆的となった。
一方、セロトニンの反応は影響を受けなかっ
た。PAR1の脱感作障害に ERK1/2 を介した
蛋白質リン酸化反応が関わることが明らか
となった。（下図） 

 
 

（２）連携研究者と共同で A7r5 細胞のリン
酸化プロテオーム解析を行った。不純物の混
入なく、細胞由来の蛋白質の特異的解析が可
能なことが確認された。PAR1 の脱感作障害
には PAR1自体のリン酸化反応の障害が示唆
される。また、ERK1/2 によるリン酸化を受
ける蛋白質も重要な役割を果たす。今後、プ
ロテオーム解析を行いこれらの点を明らか
にする。 

 

（３）内皮バリアー障害は攣縮発症の引き金
として重要な役割を果たす。本研究では、ト
ロンビンが引き起こす内皮バリアー障害の
分子機構の詳細を明らかにした。特に、細胞
辺縁部に生じるミオシン軽鎖 2 リン酸化
（ppMLC）とそれによるアクチン線維束形
成が、バリアー障害の初期事象として重要な
役割を果たすことが初めて明らかとなった。 

① トロンビンで刺激すると、経内皮細胞電
気抵抗（TEER）は刺激 3 分に最大に達する
持続的低下を示した。ppMLC は刺激 3 分を
最大に一過性の増加を示したが、一リン酸化
pMLC はわずかに変動し、2 相性の経過を示
した。（下図） 

 

② pMLC と ppMLC の細胞内局在にも違い
があることを見出した。すなわち、pMLC は
刺激前から核周辺の細胞質に局在し、トロン
ビン刺激後も局在には変化はなかった。
ppMLC はトロンビン刺激前に検出されない
が、刺激後 3 分に細胞辺縁部に局在すること
が観察された。さらに、ppMLC の局在に一
致してアクチン線維束形成が認められた。
（下図） 

 

③ Rho キナーゼ阻害剤（Y27632, H1151）
は、トロンビンが引き起こす細胞辺縁部の
ppMLC とアクチン線維束形成、バリアー障
害の持続相における pMLC、および、TEER

の低下を抑制した。（下図） 

 



（４）貯蔵部作動性カルシウム流入は、小胞
体貯蔵カルシウム量の低下をカルシウムセ
ンサー蛋白質 STIM1 が感知することによっ
て誘導される細胞外からのカルシウム流入
機構である。平滑筋収縮および内皮バリアー
障害に関与するとされている。本研究では、
STIM1 の C 末端領域にある 4 つのアミノ酸
残基に生じるリン酸化反応が貯蔵部作動性
カルシウム流入に必要であることを明らか
にした。 

① タプシガルギンおよびトロンビンは、小
胞体からのカルシウム放出を引き起こし、貯
蔵部作動性カルシウム流入を誘発する。小胞
体からのカルシウム放出に伴い、STIM1 のリ
ン酸化が増加した。（下図） 

 

② STIM1 の領域欠損変異体の解析から、小
胞体カルシウムの枯渇に伴う STIM1 のリン
酸化は、C 末端 646-685 残基に生じることが
明らかとなった。この領域にはリン酸化され
る可能性のあるアミノ酸は 4 残基あった（下
図）。 

 

 

③ リン酸化される可能性のある 4 残基を全
てアラニンに変異させた STIM1 を発現する
HeLa 細胞（青矢印の記録）では、タプシガ
ルギンが引き起こす貯蔵部作動性カルシウ
ム流入が障害された（下図）。 

 

 
 
以上の研究成果により、攣縮発症に基盤と

なる、①トロンビン受容体の脱感作障害、②
トロンビンによる内皮バリアー障害、③トロ
ンビンが引き起こす貯蔵部作動性カルシウ
ム流入の機序の一端が明らかになった。新た
な脳血管攣縮治療法開発に向けた細胞学的
基盤が整った。 
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