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延髄孤束核における循環調節に及ぼす

　　　　　Rho／Rho－kinase系の役割

伊藤浩司＊，廣岡良隆＊
下川宏明＊，竹下　 彰＊

はじめに

　低分子量GTPase　RhoAは，細胞内でGDP結合

型の不活性型とGTP結合型の活性型の間を行き

来し，様々な細胞反応のスイッチとして働いてい

る1・2）．RhoAとその標的蛋白のRho－kinaseは，ア

クチン細胞骨格の構成や血管平滑筋収縮などの

様々な細胞機能に重要な役割をはたしていること

が示されている3・4）．

　最近，Rho－kinaseの選択的阻害剤であるY－27632

が様々な高血圧モデルラットの血圧を著明に低下

させることが報告され5），その後，高血圧モデルの

血管においてRho－kinase活性が充撤していること

や6），ヒト前腕血流測定研究においてもRho－kinase

が末梢性高血圧機序に関与している可能性が報告

された7）．高血圧においては，血管抵抗の増加，そ

れを引き起こす過剰な血管収縮反応が重要な現象

の一つである．血管平滑筋収縮は細胞内カルシウ

ム濃度および平滑筋細胞のカルシウム感受性によ

って制御されているが，Rho－kinaseはカルシウム

感受性を増強することによって血管収縮反応を生

じ，高血圧の病態に関与していると考えられてい

る．

　一方，このRho／Rho－kinase系は中枢神経系にも

存在していることが知られている8・9）。In　vitroの研

究成績から中枢神経細胞におけるRho／Rho－kinase

系は樹状突起スパインの形態変化10・11），神経リモ

デリング12），軸索の成長13）に関与することが示さ

れている．これらの形態変化はアクチン構造の変化

＊九州大学大学院医学系学部循環器内科

を伴い，Rho／Rho－kinase活性によって制御されて

いる14）．中枢神経系において樹状突起スパインは

興奮性シナプスの後面を構成し，最近，このスパ

インという構造が非常にダイナミックに変化し15），

シナプス伝達にも影響すること16）が示されている．

また，中枢神経細胞におけるRho／Rho－kinase系が

神経伝達物質の放出にも関与することが報告され

ている17）．しかし，中枢神経細胞におけるRho／

Rho－kinase系とin　vivoでの生理機能との関係は不

明である．我々は，先に述べた知見よりRho／Rho－

kinase系がシナプス伝達の形成，維持に重要な役

割を有する可能性を考え，延髄心血管中枢のなか

で，興奮性アミノ酸であるグルタミン酸が主要な

神経伝達物質である延髄孤束核（NTS）での神経性

血圧調節におけるRho／Rho－kinase系の役割を正常

血圧および高血圧モデルラットを用いて検討した．

　本稿では，神経性血圧調節機序および中枢神経

細胞におけるRho／Rho－kinase系の役割を概説し，

神経性血圧調節におけるRho／Rh（γkinase系の役割

を我々の研究より得られた成績を中心に述べる．

神経性血圧調節機序

　急性の血圧調節機序として，動脈圧受容器反射

を中心とする神経性調節機序が重要であることは

明らかである．高血圧において，動脈圧受容器反

射はより高い血圧域ヘリセットされており，その

感受性も低下しているとされている18）．しかし，

その機序は明らかではない．近年，交感神経系に

よる血圧調節の脳内経路の解明が進み，動脈圧受

容器から最初に入力を受ける延髄孤束核（NTS），

尾側延髄腹外側野（CVLM），心血管中枢である頭側
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　　　　　　　　　　　　図1　動脈圧受容器反射を示す経路と主要神経伝達物質

area　postrema：最後野，　NTS：延髄孤束核，　dorsal　vagal　nucleus：迷走神経背側核，　RVLM：頭側延髄腹外側野，

CVLM：尾側延髄腹外側野，　IML：脊髄中間層細胞群，　Glu：L一グルタミン酸，　GABA：γアミノ酪酸，　Ach：アセ

チルコリン，NA：ノルアドレナリン

延髄腹外側野（RVLM）を通じて，さらに脊髄にあ

る交感神経節前神経細胞群（IML）に投射し，末梢

交感神経活動を規定していることが明らかとなっ

た．また，NTS，　CVLMにおける主要な神経伝達

物質は興奮性アミノ酸であるグルタミン酸であり，

RVLMにおいては抑制性アミノ酸であるγ一
aminobutyric　acid（GABA）である19・20）（図1）．高血圧

において，交感神経活動の上昇は単に血圧の基礎

値の上昇のみならず，食塩感受性の増加，ストレ

スに対する反応の増強など様々な影響を与える．

近年の研究成績より，神経性調節機序の異常によ

る高血圧の発症，進展に脳内レニンーアンジオテ

ンシン系21・22），一酸化窒素23・24・25），ウアバイン様物

質26）等の脳内物質の異常，あるいはそれらのレセ

プターの異常や神経細胞間のシナプス伝達の異常

などが関与していると推測されている．

中枢神経細胞におけるRho／Rhekinase系の役割

　神経細胞に，RhoAあるいはRho－kinase蛋白が

存在することは数多く報告されている8・9）．その役

割については，主にin　vitroの研究成績から明らか

となってきている．神経細胞におけるRh（＞IRho一

kinase系はアクチン構造の変化を介して神経細胞

の形態維持，変化に関与していることが示されて

いる10～14）．ラットの海馬錐体細胞に活性型RhoA

（dominant　active　RhoA）を導入すると著明に樹状突

起の分節が減少し，樹状突起の簡素化が生じ，

Rho－kinaseの特異的阻害剤であるY－27632を添加

すると，その活性型RhoAによる樹状突起の簡素

化が抑制されることが示されている10）．また，最

近Rho　familyの活性を制御するGAP（GTPase－

activating　protein）のなかで，特に脳に豊富に存在

するp250GAPの存在が報告された11）．このp250

GTPaseは，神経細胞の中で特にNMDAレセプタ

ーのNR2B　subunitおよびPSD－95といわれる蛋白

とともに，興奮性シナプスの後面を形成するスパ

インに局在することが示されている．そして，こ

のp250GAPは，　RhoAの活性を制御し，神経突起

の進展，退縮に関与することも示されている．また，

p250GAPは他の低分子量G蛋白であるCdc42の活

性も制御するが，RhoAと異なりCdc42の発現は

スパイン（特にPSD：post　synaptic　density）内にほ

とんど認められないことから，p250GAPを介した

スパインの形態変化についてはRhoAが重要な役割
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　　　　図2　Y－27632微量投与による血圧，心拍数の用量依存性変化（lto　K　et　al，　20033e）より改変）

A：WKYラント（左）およびSHR（右）の両側NTS（4　sites）へのY－27632微量投与による血圧変化の実記録

B：WKYラット（open　bar）およびSHR（solid　bar）の両側NTS（4　sites）へのY－27632微量投与による平均血圧，心

　拍数の変化量（n＝5　for　each，＊P＜0．05，＊＊P＜0．01　vs　WKYラット）．

を担っていると考えられる11）．このスパインは，興

奮性シナプスの後面を形成する構造であるが，この

スパインの形態によってグルタミン酸に対する感

受性が異なることも報告されている27）．したがっ

て，神経細胞におけるRho／Rho－kianse系が特に興

奮性シナプスにおけるシナプス伝達になんらかの

影響を及ぼしている可能性が考えられた．さらに，

海馬神経細胞をグルタミン酸あるいは電気的に刺激

することで，1～2分をピークにRho／Rho－kinase系

の活性化が生じることが示されているが28），別

の報告では海馬神経細胞をNMDAで刺激すると急

速にスパインの減少が認められることが示されて

いる29）．これら二つの成績と今までの報告から，

グルタミン酸刺激によりRho〆Rho－kinase系が活性

化されることでスパインの減少が生じ，シナプス

伝達に影響（おそらく，シナプス伝達の抑制）を及

ぼしている可能性があると考えられる．逆に，

Rh（ゾRho－kinase系の活性が低下すると，スパイン

の増加が生じ，シナプス伝達の二進が生じる可能

性が示唆される．

NTSでの神経性血圧調節における

Rho／Rho－kinase系の役割

A．麻酔下急性実験

　まず，WKYラット（16～20週齢）を用い，麻酔下

にRho－kinaseの特異的阻害剤であるY－27632（0．4，

4．0，40pmoVinjection　site）を両側NTSへ計4ケ所

に微量投与したところ，用量依存性に血圧，心拍

数の減少を認めた（図2）．また，交感神経活動の関

与を評価するため，腎交感神経活動（RSNA）の同時

記録も行ったところ，Y－27632（40　pmoVinjection

site）を両側NTSへ計2ケ所微量投与することで，

血圧，心拍数同様にRSNAも有意に低下した（図3）．

次に，高血圧モデルとしてSHR（16～20週齢）を用

いて同様の実験を行った．両側NTSへのY－27632

微量投与でWKYラット同様に用量依存性の血圧，

心拍数の低下およびRSNAの低下を認めたが，そ

の低下の程度はSHRにおいてWKYラットに比べ

有意に大きかった（図2，3）．以上の成績は，NTS

におけるRho／Rho－kinase系が交感神経活動を介し

て血圧調節に関与し，さらにSHRにおける高血圧

維持機構に一部関与する可能性を示唆するもので

あった30）。
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図3　NTSへのY－27632微量投与による血圧，心拍数，腎交感神経活動抑制効果（lto　Keta1，200330）より改変）

A：WKYラット〈左）およびSHR（右）の両側NTS（2　sites）へのY－27632微量投与による血圧，心拍数，腎交感神

　経活動変化の実記録

B：WKYラット（open　bar）およびSHR（solid　bar）の両側NTS（2　sites）へのY－27632微量投与による平均血圧，心

　拍数，腎交感神経活動の変化量（n＝4　for　each，＊Pく0．05，＊＊P〈0．Ol　vs　WKYラット）．

B．遺伝子導入実験

　続いて我々は，慢性的にNTSにおけるRho－

kinase活性を抑制した場合の効果を検討するため，

アデノウイルスをベクターとして遺伝子導入実験を

行った．Rho－kinaseのdominant　negative変異体と

してRho一㎞aseのRho－binding　domain（RB　domain，

DNRhoK）を用いた．過剰発現したRB　domainは，

内因性のRho－kinaseと活性型RhoAの結合を競合

的に阻害し，dominant　negative変異体として働く．

血圧，心拍数の測定は，腹部大動脈に植え込んだ

ラジオテレメトリーシステム送信機を用いて，無

麻酔，無拘束下に行った．図4に示すように，

WKYラットおよびSHRともにDNRhoK導入後5
～7日目をピークに血圧，心拍数の著明な低下を

認め，その低下の程度は急性実験同様にSHRにお

いてWKYラットに比べ有意に大きかった（∠MBP：

一52±3vs　一33±4　mmHg，　P〈O．05，　AHR：　一161

±6vs－120±13　bpm，　P〈0．05）．また，コントロ

ールとしてβ一galactosidaseを導入した群では血圧，

心拍数に変化を認めなかった．遺伝子導入実験に

おいては，交感神経活動の指標として，遺伝子導

入前と導入7日目に24時間蓄尿による尿中ノルエ

ピネフリン排泄量の測定を行った．DNRhoK導入

後は，導入前に比べて尿中ノルエピネフリン排泄

量は有意に減少した．さらに，遺伝子導入前にお

ける尿中ノルエピネフリン排泄量は，WKYラット

に比べてSHRで有意に大きく，DNRhoK導入によ

る減少の程度もWKYラットに比べてSHRで有意

に大きかった（一〇．80±0．12vs－0．48±0．07　ng／day，

P＜0．05）．導入遺伝子のタグ蛋白である。－mycの

発現は，血圧変化の時間経過との一致を認め，さ

らにWKYラットおよびSHRの発現の程度は同じで

あった．また，c－mycの免疫染色で，導入遺伝子

のNTS局所での発現を確認した（図5）．また，導

入した遺伝子（DNRhoK）により，Rho－kinase活性

が抑制されるか否か確認するため，DNRhoK導入

後7日目にRho－kinaseの標的蛋白であるERM
㎞1y（ezrin，　radixin，　Inoesin）とadducinのリン酸

化（p－ERM，　p－adducinの発現）を，ウエスタンプロ

ット法にて評価した．DNRhoK導入により，WKY

ラットおよびSHRともにNTSにおけるp－ERM，

p－adducinの発現は有意に低下し，　Rho－kinase活性

が抑制されたことを確認した．また，コントロー

ル（無処置）群において，p－ERMあるいはp－

adducinの発現はWKYラットに比べてSHRで有意

に充進しており，SHRのNTSにおいてRho－kinase
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　　　　　　　　　　図4NTSへのAdDNRlloK導入（lto　K　et　a1，200330）より改変）

A＝WKYラットのNTSへのAdDNRhoKおよびAdβ一gali導入前後の平均血圧，心拍数の経時的変化（Ad、βrgal　n＝6，

　AdDNRhoK　n＝7，＊Pく0．05　vs　Adβ一gaD．

B：SHRのNTSへのAdDNRhoKおよびAd、β一gal導入前後の平均血圧，心拍数の経時的変化（Adβ・gal　n＝4，

　AdDNRhoK　n＝4，＊Pく0．05　vs　Adβ一gal）．

C：WKYラットおよびSHRのNTSへのAdDNRhoK導入前（open　bar），導入後（solid　bar）の24時間蓄尿による尿

　中ノルエピネフリン排泄量（n＝6　for　WKYラット，　n＝4　for　SHR，＊＊P＜0．01　vs　before，　and　＃P＜0．05　vs　WKY

　ラット）．

系の活性が充進していることが示唆された（図6）．

　今回，我々は，ベクターとしてアデノウイルス

を用いているため，感染による炎症性変化の影響

を検討する必要があった．我々の教室では，今回

用いたアデノウイルスをベクターとする遺伝子導

入技術を確立しており，以前の報告によりβ一

galactosidase導入群とeNOS導入群で，炎症のマ

ーカーとしてED－1陽性細胞の出現に差がないこ

とを確認している．さらに，，B－galactosidase導入群

では，血圧，心拍数に変化を及ぼさなかったこと

から，DNRhoK導入群での血圧，心拍数の低下が

アデノウイルス導入による炎症性変化に伴う非特

異的反応ではないことを示唆する．以上の成績は，

急性実験同様にNTSにおけるRho－kinaseが正常

血圧モデルにおいて，交感神経活動を介した血圧

維持機構に関与していること，さらにSHRにおけ

る交感神経活動充進およびそれに伴う血圧上昇機

序に一部関与することを示唆するものである30）．

C．NTSにおけるRho／Rho－kinase活性

　今回，我々はRhoAの活性に関しては，　RhoAの

膜分画へのトランスロケーションで評価した．

RhoAの膜分画での発現は，　WKYラットに比べて

SHRで有意な増加を認め，また細胞質分画ではむ

しろWKYラットで発現の増加を認めたことから，
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図5　AdDNRhoK導入ラットの脳幹スライスを抗。－

　　myc抗体で染色したスライス標本（Ito　K　et　a1，

　　200330）より改変）

NTS局所で導入遺伝子の発現が認められる．白線の

矢印が遺伝子導入部位を示す．AP：最後野，　DMV迷

走神経背側核，CC：中心管，　X：迷走神経核，　XII：舌

下神経核．Barは，1．0㎜を示す．

SHRにおいてRhoAの活性が充進していることを

確認した（図7A）．またRho－kinaseについては，そ

の蛋白発現自体はWKYラットとSHRで同程度で

あったが（図7B），標的蛋白であるERM　familyの

リン酸化がWKYラットに比べてSHRで有意に増

加していることから，その活性はSHRで充進して

いることを確認した30）（図7C）．

D．まとめ

　以上，本研究の成績より，NTSにおけるRho－

kinase活性を抑制することで血圧，心拍数，交感

神経活動の低下を生じること，さらにNTSにおけ

るRho／Rho－kinase系の活性が，　SHRにおいて

WKYラットに比べて充干していることが明らかと

なった30）．

今後の展望

　本実験においては，NTSにおけるRho／Rho－

kinase系の活性が交感神経活動を介して血圧を変

化させる機序の解明には至っていない．RhoAを抑

制することで，eNOSの発現が増加するという報

告もあり31），本研究の成績にNOSのアップレギュ

レーションが関与する可能性も考えられたが，

DNRhoK導入により，eNOS，　nNOSともにむしろ

その発現は抑制されていた30）（図8）．したがって，

NTSにおけるRh（）／Rho－kinase系を抑制することに

より，NOSのアップレギュレー一・ション以外の，何か

別の機序で血圧低下が生じ，その代償としてNOS

3
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図6　遺伝子導入前後でのNTSにおけるRho－kinaseの標的蛋白であるERM及びadducinのリン酸化（p－ERM，
　　p－adducin）を定量化したWestern　blottingの結果（Ito　K　et　a1，200330）より改変）

グラフは，コントロールのWKYラットの発現レベルを1として比較した（n＝3　for　each，＊P＜0．05　and

＊＊P＜0．Ol　vs　Adfi－gal　or　control；　＃＃P〈0。01　vs　WKYラット）．
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グラフは，コントロールのWKYラットの発現レベルを1として比較した．

A：NTSにおける膜分画RhoA（左）および細胞質分画RhoA（右）のWestern　blottingの結果（n＝＝3，＊P〈0．05　and

＊＊P＜0．01vs㎜ラット）．

B：NTSにおけるRho－kinase蛋白のWestern　blottingの結果（n＝3　for　each）．

C：NTSにおけるp－ERMのWestern　blottingの結果（n＝3，＊＊P＜0．01　vs　WKYラット）．
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図8遺伝子導入前後での㎜ラットのNTSを含むfill幹におけるnNOS（左）およびeNOS（右）の発現
　　（Ito　K：et　a1，200330）より改変）

グラフはコントロール群の発現レベルを1として比較した（n＝4for　each，＊P〈0．05　and＊＊P＜0．Ol　vs　Adfi－gal　or

control）　．

の発現が抑制されたと考えられた．現在までに，

in　vitroでの実験によって明らかとされている神経

細胞におけるRho－kinaseの役割から，以下の3つ

の可能性が考えられる．第一に，前半で述べたよ

うにRho／Rho－kinase系の活性変化による神経細胞

の形態が変化すること，特に興奮性のシナプス後

面を形成するスパインの形態変化によるグルタミ

ン酸感受性の変化の可能性が考えられる．第二に，

Rho／Rho－kinaseはangiotensin　IIなどの血管作動物

質によって活性化されることが報告されている32）．

脳内angiotensin　IIは，中枢性血圧上昇機序に関与

することが示されていることから，レニンーアン

ジオテンシン系との関連の可能性が考えられる．

第三に，Rho／Rho－kinase系抑制により神経伝達物

質の放出促進が生じている可能性が考えられる．

しかし，現段階ではいずれも推測であり，NTSに

おけるRho／Rho－kinase系の活性が交感神経活動を

介して血圧を変化させる機序の解明のためには，

更なる研究の進行が必要である．

　現在，我々はSHRと異なる高血圧モデルとして

慢性的一酸化窒素合成阻害モデル（L－NAMEラッ

ト）を用いて同様の実験を行っている．血管あるい

は心筋においてはし－NAME投与でRho／Rho－kinase

系の活性化が生じることがすでに報告されている

が33・34＞，現在までの我々の成績からNTSにおいて

も同様な傾向を認め，Y－27632の両側NTS投与に

よる降圧反応は，レNAME投与群で非投与群に比

べ有意に大きいものであった．この成績は，NTS
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におけるRh（）Rho－kinase系の活性化がSHRに特

異的な現象ではなく，高血圧モデルー般に見られ

るものである可能性を示唆するとともに，先に示

したDNRhoK導入群における降圧反応がNOSの

アップレギュレーションによるものではないこと

を示唆する成績を支持するものである．

　さらに，NTSにおけるRho／Rh（γkinase系の活性

が交感神経活動を介して血圧を変化させる機序に

迫るため，NTSにおけるRh（）Mho－kinase系の抑制

が，動脈圧受容器反射に及ぼす影響，またグルタ

ミン酸に対する反応に与える影響を検討中である．

おわりに

　現在，わが国では虚血性心疾患や心不全，脳卒

中，それに伴う突然死の頻度が増加しており，こ

れらの疾患に対する治療法の確立，及びその発症

リスクを軽減しうる予防法の確立も急務である．

近年，これらの疾患．の発症，あるいはその予後を

規定する因子に交感神経活動の昇進が関与してい

ることが明．らかとなり，さらに交感神経活動七百

の原因として中枢神経系の重要性が認識．されるよ

うになってきた．これまでの研究で，NTSにおい

てRh（）Rho－kinse系が交感神経活性活動を介して

血圧調節に関与すること，また，SHRの血圧上昇，

交感神経活動充進の機i．序にNTSにおけるRh（）／

Rho－kinase系の充進が関与していることが明らか

となった．現在，Rho－kinaseをターゲットとした

薬剤は注射薬では．すでに臨床応用され，経口剤も

治験中である．したがって，以上の点が明らかと

なれば中枢におけるRho－kinaseが今後の治療（薬）

の新たなターゲットとなる可能性が期待される。
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