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研究成果の概要（和文）：大型動物（イヌ）での脳動脈瘤モデルの確立を目的とした。メスのビ

ーグル犬 11 頭用い、動脈瘤誘発のため実験的高血圧、頸動脈結紮、aminopropionitrile を行
った。血管造影は、3ヵ月ごとに 1年 3ヶ月。負荷群のうち一頭で、3ヵ月後の血管造影にて、
脳底動脈先端部に動脈瘤を認め、その後だんだんと動脈瘤は増大していった。病理組織学的所

見において、壁は非常に薄くフィブリノイドの沈着を認め、内弾性板はひ薄化や断裂がみられ

た。中膜筋層は、筋細胞の配列の乱れや筋層の消失をみとめた。ヒト脳動脈瘤に極めて近いと

考えられた。今後、さらに効率の良い方法を検討し、イヌ脳動脈瘤モデルを確立する。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish cerebral aneurysm model 

in dogs for the study of initiation and development of cerebral aneurysm. Cerebral 

aneurysms were induced by the treatment of ligation of the common carotid and renal artery, 

experimental hypertension and β-aminopropionitrile feeding using eleven dogs. Cerebral 

angiography was performed every three months till 15 months. One animal in the treated 

group show saccular cerebral aneurysm visualized by cerebral angiography at basilar 

bifurcation at three months and gradually developed. Histologically, the aneurysm wall 

was very thin deposited with fibrinoid, internal elastic lamina became thinner and had 

splits, and number of smooth muscle cells decreased with disturbed arrangement. Thus, 

this cerebral aneurysm model is similar to that of human. We would like to continue this 

work for efficiently producing cerebral aneurysm model in large animal.  
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１．研究開始当初の背景 
ｉ脳動脈瘤は成人の5%に存在する 

脳動脈瘤はまれな疾患ではなく、成人の 5%

が有することが明らかとなってきた。また、

脳ドックやMRIの普及で脳血管が簡単にスク

リーニングされ、未破裂脳動脈瘤が発見され

ることが多くなってきている。破裂すると致

死率の高い疾患だけに、その対応が問題とな

る。1998 年と 2003 年に、未破裂脳動脈瘤国

際共同研究 ISUIA (international study for 

unruptured intracranial aneurysm)は、こ

れまで考えられていたほど未破裂脳動脈瘤

の出血率が高くないことを報告している。特

に、Willis 輪前半に発症する 7mm 以下の未破

裂脳動脈瘤の出血率はきわめて低かった。破

裂は脳動脈瘤の大きさに関係することも明

らかとなった(N Eng J Med 339:1725-1733, 

1998, Lancet 362:103-10, 2003)。現在日本

においても、未破裂脳動脈瘤の出血率につい

て他施設共同研究が行われている。一方、く

も膜下出血患者の破裂脳動脈瘤の多くは

10mm 以下であるために、偶然発見される未破

裂脳動脈瘤と、破裂脳動脈瘤はその発生機序

が異なるのではないかとも考えられる。脳動

脈瘤には、だんだん大きくなって破裂するタ

イプ、大きくならずにそのままのタイプ、出

現して小さいまま出血するタイプなどが存

在する可能性がある。脳動脈瘤の形成過程を

解明することはきわめて重要な課題である。 

ii 未破裂脳動脈瘤の治療 

 未破裂脳動脈瘤の治療現在脳神経外科医

を悩ませている大きな問題であり、最大の関

心事といえる。まず、治療するべきかどう

か？どのような症例に対して治療すべき

か？開頭手術と血管内治療があるが、ともに

リスクは少なからず存在し、できれば後者が

よいというのが患者の本音である。 出血し

やすい脳動脈瘤を判別し、出血するリスクを

下げ、治癒させることができるような薬を開

発することが、本研究の最終目的である。こ

の夢のようなストーリーはあながち夢では

ない。昨年の Nat Med 11:1330-8, 2005 にラ

ッ ト大動 脈瘤モ デルに おいて c-Jun 

N-terminal kinase を抑制することで、大動

脈瘤の進行を遅らせるばかりか治癒に向か

わせるとの報告があった。動脈瘤の構造や成

因は異なるが、関連する疾患とも言える。 

iii 脳動脈瘤の成因：ゲノムからの解析 

我々は世界に先駆けて、脳動脈瘤罹患同胞

104 対を用いてゲノム全域にわたり連鎖解析

を行った。結果、第 5 番染色体(5q22-31)、

第 7番染色体(7q11)、第 14番染色体(14q22)

に疾患との連鎖を認めた。連鎖解析の結果に

基づき、最も疾患との連鎖が強い第 7番染色

体にあるマーカー(D7S2472)近傍、4.6Mb に渡

り、 168 カ所 の SNP(single nucleotide 

polymorphism; 一塩基多型)を利用して関連

解析およびハプロタイプ解析を行った。これ

により、ELN の 3’UTR から LIMK1 全域にかけ
ての LD block 内に疾患感受性領域があるこ

とが判明した。さらに ELN の 3’UTR 内に疾
患と有意に関連する SNP(G(+639)C)を同定で

きた。この SNP は、ELN と LIMK1 の転写量に
影響を及ぼす 2 カ所の機能的 SNP を含む

at-risk haplotype の tag SNP であった(Am J 

Hum Genet 69:804-819, 2002, Hum Mol Genet 

15: 1722-1734, 2006)。現在、これらの結果

を基に、脳動脈瘤の成因解明へ至るアプロー

チを検討している。 

iv脳動脈瘤壁の病理とDNAマイクロアレイ解

析 

一方、これまで脳動脈瘤壁の病理学上の特徴

は、マクロファージの血管壁への浸潤といえ

る(Stroke 30:1396-1401, 1999, Stroke 35: 

2287-2293,2004)。我々は、平成 17,18 年度 

科学研究費補助金を用いて、手術で採取した

脳動脈瘤壁の遺伝子発現の特徴を解析してき

た。脳動脈瘤の壁を手術時採取しRNA を抽出、

正常脳血管と比較すべく、DNA マイクロアレ

イに Ontology、Pathway 解析を行った。この

結果は次のページに示したが、antigen 

presentation(7.3E-11) 、 integrine 

signaling、chemokine signaling などが有意

差のある canonical pathway であった。これ

らの pathway が脳動脈瘤の形成に関与してい

る可能性が示唆された。破裂（発症後 24時間

以内に採取）と未破裂脳動脈瘤には遺伝子発

現に大きな差はなかった。これらのヒトサン

プルを用いた結果から、脳動脈瘤モデルによ

る研究に思い至った。ヒトサンプルでは、経

時的な変化を検討できず、薬剤の効果の判定

も難しい。脳動脈瘤の成因に最も関与する因

子を解析するにはモデルを用いる方法が最適

と判断した。 

v脳動脈瘤モデル 

京都大学でラット・マウスの脳動脈瘤モデル



が確立されてこれまで多くの研究がされてき

た(Surg Neurol 10:3-8, 1978)。最近では、

血管平滑筋細胞のアポトーシス、iNOS、

IL-1betaなどが脳動脈瘤の形成に関与してい

ると報告している(Stroke 37:900-5, 2006)。

脳動脈瘤の形成には血行力学的な負荷（腎動

脈後枝と頚動脈の結紮、食塩）と結合織の脆

弱化のための薬剤（aminopropionitrile）を

用いる。この薬剤はまさに我々がゲノムから

導いた分子（エラスチン、コラゲン）を標的

としている（今回はこちらに関して検討しな

い）。大型動物においては、いまだ脳動脈瘤モ

デルは確立されたとは言いがたい。現在パイ

ロット研究としてモデルを作成中である。 
 
２．研究の目的 
１大型動物（イヌ）において脳動脈瘤モデル

の確立。 

２脳動脈瘤壁における遺伝子発現の変化をゲ

ノムワイドの DNA マイクロアレイを用いて検

討し、標的となる分子を抽出する。 

３以上の結果から、脳動脈瘤の形成・発達に

必須の分子機構（pathway）を構築し、これを

阻害すると考えられる薬剤の効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
Iイヌ脳動脈瘤モデルの確立と経時的変化 

パイロットスタデイは現在行っており、脳動

脈瘤は以下の要領で行う (Surg Neurol 

10:3-8, 1978)。16頭を4群に分け、コントロ

ール、1ヵ月後、３ヵ月後、6ヵ月後にと殺し、

開頭、脳血管、脳を摘出し、脳動脈瘤の有無

を観察する（部位、大きさ、個数など）。部

位毎に２つに分け、凍結保存、ホルマリン保

存とする。 

II遺伝子発現の変化・DNAマイクロアレイに

よる解析 

①RNA抽出  

RNA の抽出は、凍結組織を Trizol reagent 

(Invitrogen)を用いて, 氷上で２分間ホモジ

ェナイズし、プロトコーに従って抽出を行う。

RNA 量 を 測 定 し 、 そ の 質 を Agilent 

Lab-on-a-Chip 2100 bioanalyzerで確認する。

また、DNA の混入は、 DNase I (Promega)を

用いて除去する。 

②ラベリングとハイブリダイゼイション 

アフィメトリックス社が作成したイヌマイ

クロアレイを用いる。これは25merのオリゴ

ヌクレオチドをプローブとし、11個の完全な

相補的なプローブと中央部を一つだけ別の

塩基に置き換えたミスマッチプローブから

なり、23836の遺伝子の発現を一度に調べる

ことが可能である。イヌの一つの遺伝子に対

する全配列はGenBank, dbEST, LION バイオ

サイエンス社からの情報により作成されて

いる。得られた総RNAはMEGAscript T7 Kit と

Two-Cycle cDNA合成キットを用いて逆転写を

行い、ビオチン化した相補的なRNAはIVTラベ

リングキットにて増幅し、オーブンにて45℃、

60回転で 16時間ハイブリダイゼーションを

行う。ハイブリダイゼーションされたアレイ

は洗浄後、ストレプトアビジン-フィコエリ

シンにて染色し、アフィメトリックス専用の

スキャナーにてスキャンし、発現の程度を専

用のソフトウェアにて定量化する。 

③DNAマイクロアレイ遺伝子情報の取り込み

と解析 

得られた遺伝子のリストを専用の解析ソフ

トであるGeneSpringにとりこみ、遺伝子の機

能別の分類表を作成する。分類法は: 

http://www.geneontology.org/に記されて

いる方法で分類する。また発現が上昇、減少

している遺伝子をIngenuity softwareにとり

こみ、Ingenuity Pathways Knowledge Base

にて関連する遺伝子のpathwayを解析する。 

なお、RNA抽出および質の確認は当大学総合研

究所で行う。ハイブリダーゼーションオーブ

ン、スキャナーなどのDNAマイクロアレイに必

要な機器は、すでに当大学総合研究所に配備

されており、これらを利用する。解析ソフト

はGenespring、Ingenuity社を利用予定である

が、使用料の一部を負担する。 
 
４．研究成果 
実験開始から 3ヵ月後の血管造影で、総頸動

脈を結紮した 1匹のイヌで、脳底動脈先端部

に動脈瘤を認め、その後の脳血管撮影で動脈

瘤の拡大を認めた。実験開始時の血管造影で

は、同部位には動脈瘤を認めなかった。その

他のイヌでは、すべての犬で脳底動脈の拡張

を認めていたが、血管撮影上明らかな脳動脈

瘤の形成はなかった。動脈瘤のできた犬のみ

頸動脈結紮直後の脳血管撮影で椎骨動脈か

ら頸動脈への側副血行を認めなかった。実験

開始時の11例の収縮期血圧は平均159.5mmHg

であり、処置後 3ヵ月での収縮期血圧は平均

194.1mmHg であった。動脈瘤を形成した例で

は、開始時 130mmHg で、3 ヵ月後は 220mmHg

であった。また腎動脈結紮をした8症例では、

開始時の平均収縮期血圧は 161.3mmHg、3 ヵ

月後は平均 203.1mmHg に対し腎動脈未結紮 3

例では、開始時の平均値は、155mmHg で、3

ヵ月後は 170mmHg であった。病理組織学的所

見において、動脈瘤は、脳底動脈の先端部に

形成されていた。動脈瘤の壁は非常に薄かっ

た。内弾性板は、ひ薄化や断裂がみられた。



中膜筋層においては、筋細胞の配列の乱れや

筋層の消失をみとめた。また、壁にはフィブ

リノイドの沈着を認めた。α-smooth muscle 

actin染色(以下 ASMA)でも中膜筋層の明らか

な断裂が確認された。脳血管撮影で脳動脈瘤

が明らかでなかったものでも、血管のふくら

みとなんらかの上記の病理学的な変化はあ

った。 
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