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研究成果の概要： 
ラットのcranial window modelを用いることで、スフィンゴ脂質の一つである

sphingosylphosphorylcholine (SPC) がin vivoの実験系においてもRho-kinaseの活性化を介する脳

血管攣縮を引き起こすことが判明した。また、高コレステロール食 (F1飼料に1%コレステロー

ルと1%コール酸を添加) で飼育した高脂血症ラットは、SPC刺激でコントロール群 (F1飼料で飼

育) よりも強い血管攣縮が認められ、SPCが引き起こす血管攣縮機構がコレステロールによって

制御されている可能性も示唆された。本研究はくも膜下出血後の脳血管攣縮のメカニズムの解明

につながるものである。コレステロールによる血管攣縮の制御機構の存在を示唆する結果は、脳

血管攣縮発症の予測や予防的治療に強く貢献し、臨床的にも極めて大きな意義を有すると思われ

た。 
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１．研究開始当初の背景 

くも膜下出血後に発症する脳血管攣縮は

患者の予後を決定する重要因子である。最近

の研究の結果、脳血管攣縮のメカニズムとし

て血管平滑筋の病的な血管収縮機構 (カル

シウム非依存性収縮機構) の存在が発見さ
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れた。この病的な血管収縮機構において重要

な役割をはたしているのが低分子量 Gタンパ

ク質 RhoA の標的タンパク質 Rho-kinase であ

る。申請者らはこれまで in vitro の実験系

において、(1) スフィンゴ脂質の一つである

sphingosylphosphorylcholine (SPC) が

Rho-kinase の上流因子として血管攣縮 (カ

ルシウム非依存性収縮) を引き起こす事、

(2) 多価不飽和脂肪酸の一つであるエイコ

サペンタエン酸 (EPA) が脳血管の正常収縮 

(カルシウム依存性収縮) に影響を与えるこ

となく、SPC が引き起こす血管攣縮を特異的

に抑制する事、(3)主要な細胞膜脂質成分で

あるコレステロールが SPC-Rho-kinase 系が

関与する血管攣縮機構を制御する事、を発見

した(Shirao S. et al.: Circ Res., 91: 

112-119, 2002, Nakao F. et al.: Circ Res., 

91: 953-960, 2002, Morikage N. et al.: Circ 

Res., 99(3): 299-306, 2006)。また、(4) タ

ンデム型質量分析計 (LC-MS/MS) を用いて

髄液中の SPC 濃度を測定し、ヒトくも膜下出

血患者の髄液中で SPC濃度が有意に高値とな

っている事や、イヌを使用した in vivo の実

験系において、(5)SPC が脳血管攣縮を引き起

こす事、(6)SPC 刺激やくも膜下出血モデルで

発症する脳血管攣縮が EPAによって抑制され

る 事 も 報 告 し た (Shirao S. et al.: 

Cerebrovasc Dis., 26(1): 30-37, 2008)。

これらの結果から、くも膜下出血による髄液

中の SPC濃度の上昇が脳血管攣縮を引き起こ

し、発症した脳血管攣縮は EPA によって改善

する可能性が強く示唆される。今後は SPC が

引き起こす血管攣縮を増強する因子の解明

が脳血管攣縮発症の予測や予防的治療に強

く 貢 献 す る と 考 え ら れ 、 従 っ て

SPC-Rho-kinase 系が関与する血管攣縮機構

のコレステロールによる制御を in vivo の実

験系で検討することは極めて重要と思われ

る。 

 

２．研究の目的 

本研究では以下の仮説、すなわち、 

①SPC は生体内 (in vivo 系) において

Rho-kinase を介する血管攣縮を引き起こす、 

②SPC-Rho-kinase 系が引き起こす血管攣縮

は、生体内(in vivo 系)においてコレステロ

ールによって制御される、 

を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

・通常の餌 (F1 飼料) で飼育したラット (コ

ントロール群) を用いた実験 

1) ラットの脳底部に設けた骨窓に Cranial 

window を設置する。右大腿静脈から採血を

行い血清コレステロール値を測定する。 

2) Cranial window 内に灌流させる人工髄液

中の K+濃度を 118 (mM) に上昇させ、脳底部

に設けた骨窓から経時的に脳底動脈径をモ

ニターする。 

3) 高 K+刺激にて認められた脳底動脈径の変

化に対して人工髄液中の Ca2+濃度を 0 (mM)に

置換することでその抑制作用を検討する。 

4) Cranial window 内に灌流させる人工髄液

中に SPC を混入させ、脳底部に設けた骨窓か

ら経時的に脳底動脈径をモニターする。 

5) ラットへの SPC 投与が引き起こす脳底動

脈径の変化に対して Rho-kinase 阻害剤 

(Y27632) を Cranial window 内に灌流させる

ことでその抑制作用を検討する。 

 

・高コレステロール食 (F1 飼料に 1%コレス

テロールと 1%コール酸を添加) で飼育した

ラット (高コレステロール群) を用いた実

験 

6) ラットの脳底部に設けた骨窓に Cranial 

window を設置する。右大腿静脈から採血を行



 

 

い血清コレステロール値を測定する。 

7) Cranial window 内に灌流させる人工髄液

中に SPC を混入させ、脳底部に設けた骨窓か

ら経時的に脳底動脈径をモニターする。 

1)から 7)の実験では、直腸温を温マットを

用い 37.0 (℃) に、動脈血中 CO2濃度を人工

呼吸管理にて 40 (mmHg) 前後に調節する。ま

た、右大腿動脈に動脈ルートを確保し、動脈

圧を経時的にモニターする。 

上記 1), 2), 3)から、本研究で使用した

cranial window model において脳血管の生理

的な収縮・弛緩機構が保たれていることを検

討する。 

上記 1), 4), 5)から、SPC がラットの生体

内 (in vivo 系) において Rho-kinase を介す

る血管攣縮を引き起こす可能性を検討する。 

上記 6), 7)から SPCがラットの生体内 (in 

vivo 系) において引き起こす血管攣縮が血

清コレステロール値の上昇により増強する

可能性を検討する。 

 

４．研究成果 

1) Cranial window内に灌流させる人工髄液中

のK+濃度を118 (mM)に上昇させた場合、非常

に強い脳底動脈の収縮が認められた。高K+刺

激にて認められた血管収縮は人工髄液中の

Ca2+濃度を0 (mM)に置換することで抑制され、

高K+脱分極による細胞内Ca2+濃度の上昇に伴

った生理的な収縮と考えられた。以上のこと

から、我々が作成したcranial window model

では主要脳血管において生理的な環境が保た

れていることが示唆された。 

2) Cranial window内に灌流させる人工髄液中

にSPCを混入させたところ脳底動脈の収縮運

動が認められた。SPCが引き起こす血管収縮は

時間的変化が緩やかで、最大収縮は0.5～1.0 

(hr) にて得られた。また、SPCが引き起こす

血管収縮は3～300 (・M) の範囲で濃度依存

的に増強された。また、SPC (100・M) が引き

起こす血管収縮は、選択的Rho-kinase阻害剤

であるY27632 (10・M) の投与によってほぼ

完全に抑制された。SPCやY27632の投与中に血

圧の著明な変動は認められなかった。これら

の結果から、SPCはin vivoの実験系において

もRho-kinaseの活性化を介する脳血管攣縮を

引き起こすことが判明した。 

3) 高コレステロール食 (F1飼料に1%コレス

テロールと1%コール酸を添加) で飼育した高

脂血症ラットを用いた実験では、SPC (100・

M) が引き起こす血管収縮と血清コレステロ

ール値には正の相関が認められた (相関係数

：0.736)。これらの結果から、SPCが引き起こ

す血管攣縮機構はコレステロールによって制

御されている可能性が示唆された。 

4) 本研究はくも膜下出血後の脳血管攣縮の

メカニズムの解明につながるものである。コ

レステロールによる血管攣縮の制御機構の存

在を示唆する結果は、脳血管攣縮発症の予測

や予防的治療に強く貢献し、臨床的にも極め

て大きな意義を有すると思われた。 
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