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研究成果の概要：脳血管攣縮はくも膜下出血後に生じる脳動脈壁の持続的収縮として、その重
要な要素とされた血管平滑筋の収縮機能に関しては、多方面で数多くの研究がなされてきた。
その結果、平滑筋弛緩収縮機構に関与しているとされる数多くの平滑筋膜イオンチャンネルが
研究対象となり、分子生物学的に同定され薬剤的効果が試みられた。その中でも細胞膜電位依
存性の Ca チャンネルは、最も注目されたターゲットであり機能解明も進み、多くの阻害薬が
脳血管攣縮の治療薬として試みられてきたが、決定的な解決となるような効果は認められなか
った。研究者自身、カルシウムチャンネルとは別のアプローチとしてKチャンネルの発現レベ
ルでの変化の解明を試み有意義な結果は得られたが、最終的な機能解明の結論には至らなかっ
た。 今回新たなステップとして、未知なるカルシウムチャンネルとして平滑筋収縮機能に関
与するとして多分野で注目されている、受容体活性型カルシウム透過性 (TRP:transient 
receptor potential)チャンネルを脳血管攣縮解明の糸口として、これまでの自己データを基盤
に推進する。現時点では、TRPチャンネルに関しては、機能レベルの点ばかりでなく薬剤的効
果についても明らかでない部分が多いが、最終的目標は、これらの TRP チャンネル拮抗薬を
用いて、脳血管攣縮を治療に一石を投じることにある。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
脳血管攣縮は、くも膜下出血後に生じる脳動
脈の持続的収縮であり、くも膜下出血患者の
予後を左右する重要な病態である。しかし、

その発生機序かつ病態生理は未だ不明で、脳
血管攣縮の抜本的治療法が確立していない
大きな要因となっている。脳血管攣縮の病態
に関する報告は多数あるが、単一の血管収縮
分子に起因するのではなく複数の生理活性
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物質の高次的相互作用により惹起されると
いう考えが主流である。それ以前に、「攣縮」
という病態それ自体が、上記したように平滑
筋細胞の収縮によるものなのか、個々の平滑
筋細胞分化が活性化され細胞数増加による
結果が動脈の収縮として現れているのかは
不明であり、今日まで明らかにされてこなか
った。平成 16 年からの 2 年間、我々は脳血
管攣縮時の種々の Housekeeping gene の転写、
蛋白レベルでの変化を、系統的かつ統括的に
分析した。その結果、これまで影響を受けな
いとされていた、Housekeeping gene 自体く
も膜下出血により発現量に影響を受けるこ
とを証明した。また、実際の攣縮血管病理標
本を用いて血管壁内における平滑筋細胞核
数、細胞分裂の割合を測定することにより、
平滑筋細胞数それ自体には変化がなく、「攣
縮」病態は平滑筋細胞の収縮によるものであ
ることを改めて証明した。 
 
 
２． 研究の目的 
 
研究者本人は、これまで血管平滑筋膜 Kチャ
ンネルの解析を中心に、Patch clump 手技を
用いるなど機能解析も含め多方面からのｱﾌﾟ
ﾛｰﾁにて攣縮ﾒｶﾆｽﾞﾑの解明に努めてきた。今
回新たなステップとして、平滑筋収縮機能に
関与する新たなカルシウムチャンネルとし
て多分野において注目されつつある、未知な
る 受 容 体 活 性 型 カ ル シ ウ ム 透 過 性
(TRP:transient receptor potential)チャン
ネルを糸口として、攣縮ﾒｶﾆｽﾞﾑの分子的解明
に迫る。 
 
 
３． 研究の方法 
 
イヌ脳血管攣縮モデルから経時的に血管組
織を採取後既知、現在報告されている TRP チ
ャンネル発現を定量し、いかなる反応が脳血
管攣縮の発生機序および病態の持続に関与
するかを検討する。これまで遺伝子発現の研
究手法はノーザンブロッテイングを用いた
半定量的な解析が一般的であった。しかしな
がら遺伝子発現の変化が軽微なものや発現
量が少ないものでは正確に捉えることは困
難であった。近年、再現性かつ定量性に優れ
た方法として、蛍光色素を用いた Real-Time 
quantitative PCR (Sequence Detection 
System ABI PRISM TM 7700: Perkin-Elmer 
Applied Biosystems)が開発された。この方
法は得られた mRNA 量を PCR サイクルごとに
定量するもので、定量性の高い測定が可能と
なっている。本研究ではイヌくも膜下出血モ
デル（day 0,2,7,14 model をそれぞれ 5頭；
計 20 頭）を作成し、得られた脳底動脈組織

を種々の TRP チャンネルの mRNA 定量に用い
る。研究者本人のこれまでの基礎研究技術を
用い、攣縮血管において数多くある TRP チャ
ンネルのサブタイプを全て同時期に検索し、
有意差をもって発現量に変化を認めるサブ
タイプを絞り込むことが可能である。次に
mRNA ﾚﾍﾞﾙでの発現量の変化を裏付けするた
め、くも膜下出血がターゲット TRP チャンネ
ルに及ぼす機能レベルでの影響について、
patch clump 手技を用いての生理学的平滑膜
電位測定を施行し、TRP チャンネル機能解析
も含め、多方面からのアプローチにて攣縮ﾒｶ
ﾆｽﾞﾑの解明に着手する。 
 
 
４． 研究成果 
 
TRP チ ャ ン ネ ル フ ァ ミ リ ー
（TRP1,2,3,4,5,6,7）は各々特異な組織分布
を示し、特に脳内分布でも特徴が見られた。
TRP ファミリーは機能的にも多様性を有して
いる。平滑筋においては TRP6 がアゴニスト
刺激による収縮のトリガーとして働くこと
が示唆されていたが、その他に TRP1 に関し
ては、４つ（alpha, beta, gamma, delta）
の subtype が存在しており、その各々が独自
の働きをしていることが（dominant negative
的な役割も示唆されている）。脳血管平滑筋
細胞膜においても証明できた。それぞれの
TRPチャンネルの発現量をRT-PCRにて定量し、
次に Western blotting 法により蛋白レベル
での変化の裏づけまで出来た。 
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