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高血圧性血管病における Rho-kinaseの関与

ー高血圧症における新たな治療標的――•
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Involvement of Rho-kinase in Hypertensive Vascular Disease 

A Novel Therapeutic Target in Hypertension― 
FASEB ]. 15: 1062-1064, 2001. 
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はじめに

高血圧は致死的心血管イベントの重要な危険因

子であり，我が国における患者数は 1千万人以上

に及ぶと推計されている．本態性高血圧の成因は

他因子的であり，血管因子，神経因子，腎臓・体

液因子など，それぞれ重要性を示す成績があるが，

その病態生理はまだ十分解明されていない点が多

い．少なくとも，高血圧の発症・維持においては，

末梢血管抵抗の増加が極めて重要であることは広

く理解されているが，この末梢血管抵抗の増加は

抵抗血管の反応性および構築の変化によりもたら

される．アゴニスト刺激により血管平滑筋

(VSMC)が収縮する際には，ミオシン軽鎖

(myosin light chain, MLC)のリン酸化を生じる

ことが張力発生の主要な機序であるが，このリン

酸化の程度はCa2+／カルモジュリン依存性ミオシ

ン軽鎖キナーゼ (myosinlight chain kinase, 

MLCK) とミオシンフォスファターゼ (myosin

phosphatase, MLCPh)の活性のバランスにより

制御されている．

Rho-kinase (ROKa/ ROCK II, pl60ROCK/ 

ROK/3／ROCK Iはアイソフォーム）は，アゴニ

ストの下流で低分子量G蛋白である Rhoを介し

て活性化され， myosin-bindingsubunit (MBS) 

のリン酸化を介してミオシンフォスファターゼの

活性を抑制する．このRho-kinaseを介する細胞

内シグナル伝達系が，アゴニストによる Ca2十感

受性の増強と過収縮の発生に中心的役割を果たし

ていることが最近明らかとなり，注目されている．

我々 は， Rho-kinaseを介した平滑筋の過収縮が，

冠動脈スパズムにおいて重要な役割を果たしてい

ることを報告している．高血圧の血管は，種々の

刺激に対し収縮反応の完進を示すが，その機序と

して， Rho-kinaseを介するシグナル伝達系が重

要である可能性がある．

また， Rho/Rho-kinaseを介する細胞内シグナ

ル伝達は， トロンビン・アンギオテンシンII・血

小板由来増殖因子 (PDGF)・セロトニンなどによ

り活性化され，平滑筋収縮のみならず，平滑筋細

胞や炎症細胞，線維芽細胞などの血管構成細胞の

接着・遊走・増殖・肥大に関与する．こうしたデー

タの蓄積から， Rho-kinaseは動脈硬化などの血

管病変の形成にも関与していることが強く示唆さ

れる．

そこで，本研究では，高血圧血管に認められる

反応性および構築の異常にRho-kinaseが重要な

役割を果たしているのではないかという仮説に基

づき，本態性高血圧のモデルである spontaneous-

ly hypertensive rat (SHR)の血管を用いて検討

した．その結果， Rho-kinaseの発現および活性が

SHRの血管において充進しており，血管収縮能の

充進や，高血圧性血管病変の形成に直接関与して

いることを明らかにした．したがって，この分子

が，高血圧症における新たな治療標的となる可能

性が示された．
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実験材料および方法

動物

向井

4週齢の若年齢および15週齢の成熟齢の雄

SHRおよび対照群としてWKYを実験に用いた．

収縮期血圧 (mmHg)は， 4週齢では， 133士 10

および110土8(SHR vs. WKY, P<0.05), 15 

週齢においては， 224土12および130土8(SHR 

vs. WKY, P<0.01)であった． Rho-kinase阻

害薬である fasudilは，経口投与後，さらに選択的

なRho-kinase阻害作用をもつ hydroxyfasudil

となるので， in vivoの実験にはfasudilを， in

vitroの実験にはhydroxyfasudilをそれぞれ用

いた．

摘出血管張力測定

張力測定用アンプに接続された 2本のフックを

有するミオグラフシステムを用い，これに摘出血

管を設置して張力測定を行った．アゴニスト（フェ

ニレフリン，セロトニン）による用量依存的な収

縮反応を記録し， Rho-kinase阻害薬， hydrox-

yfasudil (3 -------10 μM)の抑制効果を検討した．冠

動脈においては膜透過標本を作製し， Ca2十感受性

の直接的検討を行った． SHRにおける Rho-

kinaseの機能充進が高血圧発症初期より認めら

れるか否かを検討するため， 4週齢のWKYおよ

びSHRより摘出した上腸間膜動脈にても同様の

検討を行った．

半定量的 RT-PCRによる血管壁におけるRho-

kinase mRNA測定

血管壁における ROK/3／ROCKIのmRNA発

現を RT-PCR法を用い検討した．総RNAサン

プルを両群の総頸動脈からそれぞれ抽出し，RNA

からの逆転写産物を PCR増幅に使用した．バン

ド濃度は f3—actin のバンド濃度で補正した．

MBSリン酸化体のウエスタンプロット（間接

的Rho-kinase活性測定）

Rho-kinaseによる特異的なリン酸化部位であ

るSer-854にてリン酸化された MBSに対する特

異抗体を用いて，血管壁から抽出した蛋白のウエ

スタンブロットを行った．

Rho-kinase阻害薬 (Fasudil)のinvivo長期投

与および組織学的検討

SHRにRho-kinase阻害薬， fasudilを4週齢

より 5ヶ月間，飲水中にて経口投与した．治療期

靖

間終了後，組織標本を作製して冠動脈の中膜肥厚

や血管周囲線維化を定量評価した．

結 果

Fasudil/hydroxyfasudilによる急性降圧効果

Fasudil (30 mg/kg)の単回経口投与により，

SHRに特異的な降圧効果を認めた．

高血圧血管の収縮能と Rho-kinase

フェニレフリンおよびセロトニンによる総頸動

脈，冠動脈の収縮は SHRにおいてWKYに比し

有意に充進していた（図 1A). Hydroxyfasudil 
(3 μM)はWKYの血管収縮には有意な抑制を

示さなかったのに対し，SHRでは有意な収縮抑制

効果を認めた（図 1A)．腸間膜動脈の微小血管に

おいても， hydroxyfasudil(10 μM)により SHR

の血管収縮のみが有意に抑制された．

冠動脈の膜透過標本においては， GTPySによ

り誘発される Ca2十感受性の増強は SHRにおい

てWKYに比し有意に充進していた． hydrox-

yfasudil (3 μ M)は， SHRにおける C的感受性

の増強を有意に抑制したが， WKYでは有意な抑

制効果を示さなかった．

高血圧血管における Rho-kinaseのmRNA発

現・活性

Rho-kinaseのmRNA発現は， SHRにおいて

WKYに比し有意に充進していた（図 lB)．ウエ

スタンブロット法では，セロトニン(1μM)刺激

時の SHRの血管壁における MBS(Rho-kinase 

の基質）のリン酸化は有意に充進していた（図 1

C)．このMBSのリン酸化の充進はhydrox-

yfasudil (3 μ M)により抑制された（図 1C). 

若年齢SHRの血管収縮における Rho-kinase

の関与

腸間膜動脈における収縮反応は若年齢の SHR

において，むしろ高血圧発症後より顕著に， WKY

に比し充進しており， hydroxyfasudil(10 μM) 

により，SHRの血管では血管収縮が有意に抑制さ

れた．

高血圧性血管病変の形成と Rho-kinase

低用量のfasudil投与では SHRの血圧は低下

しなかったのに対し，高用量では有意な降圧を認

めた． Fasudilの長期投与により，血管病変形成は

いずれの用量においても有意に（降圧効果とは独

立して）抑制された（図2A, B). Fasudilの長
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(A)総頸動脈における血管収縮反応．アゴニスト［フェニレフリン (PE)およびセロトニン (5-
HT)］に対する用量依存性収縮反応を Rho-kinase阻害薬， hydroxyfasudil(3 μ M)の有無
にて検討した．いずれのアゴニストに対する収縮反応も， SHRにおいてはWKYに比し冗進
していた． hydroxyfasudilにより， SHRにおけるアゴニスト収縮は著明に抑制されたが，
WKYにおいては抑制を認めなかった．それぞれの発生張力は 118mMのKClによる発生張
カの％にて表示．十 P<0.05,キP<0.01vs. WKY. *P<0.05, **P<0.01 vs. control. 

(B)総頸動脈における Rho-kinasemRNA発現 (RT-PCR法）． Rho-kinase mRN Aの発現は
SHRの血管において WKYよりも有意に充進していた． (J-actinを内部コントロールとして
用いた．

(C)総頸動脈における MBSのリン酸化体 (MBS-P)に対するウエスタンブロット（間接的Rho-
kinase活性の測定）．セロトニン (1μM)刺激時における MBSのリン酸化の程度は SHRに
おいて WKYに比し有意に冗進していた．また，このリン酸化の冗進はhydroxyfasudil(3 
μM)存在下では抑制された．
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図 1
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図2 Fasudil長期投与によ るSHRの血管病変（冠動脈）の抑制効果
(A)冠動脈の組織所見 (Masson-trichrome染色）． WKY,無治療SHR(SHR, C)，低用
量fasudil(SHR, LD)および高用量fasudil(SHR, HD)にて治療した SHRにつき
それぞれ表示．バーは lOOμmを示す．

(B) 中膜肥厚（壁厚と血管内径の比， Wallto lumen ratio,上段）および血管周囲線維化
（血管周囲の線維成分の面積と血管面積の比， Perivascularfibrosis,下段）の定量評
価．十 P<0.05, =I=P<0.01vs. WKY. *P<0.05, **P<0.01 vs. SHR, C 
(C) fasudil経口投与による組織における Rho-kinase活性の抑制を示すウエスタンブロッ
ト． リン酸MBS(MBS-P)はfasudil投与群の心臓，総頸動脈 (CA)で減少してい

た．

期投与により， Rho-kinaseの活性が抑制されて

いることは，ウエスタンブロットにおいて，心臓

および総頸動脈における MBSのリン酸化が抑制

されていることで確認した（図 2C). 

考察

本研究の新たな知見は，（a)Rho-kinaseの発現

および活性がSHRの血管において冗進しており，

MLCPhの抑制を介して血管収縮能冗進に関与し

ていること，（b)Rho-kinaseの機能冗進は高血圧

を発症する前よりすでに認められること，（c)

Rho-kinaseがSHRにおいて高血圧性血管病変

の形成に重要な関与をしていること，である．我々

の知る限り，本研究は高血圧性血管病の病態生理

における Rho-kinaseの役割を明らかにした初め

ての研究である．

今回の検討で， Rho-kinase阻害薬 (hydrox-

yfasudil)はSHRの複数の血管床においてアゴニ

スト収縮を選択的に抑制したことから， Rho-

kinaseが高血圧血管の収縮能冗進に深く関与し

ていることが示唆された．高血圧において，末梢

血管抵抗の増大が関与していることはよ く知られ

ているが， この末梢血管抵抗には，微小血管の構

築および機能の変化の関与が重要である．今回の

検討では，腸間膜動脈微小血管においても， Rho-

kinase阻害薬の抑制効果は SHRにおいてのみ

顕著であり， Rho-kinaseの機能充進がSHRの抵

抗血管にも存在することが示唆された．すなわち，



高血圧性血管病におけるRho-kineseの関与 133 

Rho-kina 

／
 
＼ 
血管平滑筋
炎症繍胞
線維芽繍胞

増殖・遊走

へ l
圧 IA血管病変 I

ヽ

1血管平滑筋 1
縮

＂＇ー
過

図 3 高血圧性血管病の病態生理における

Rho-kinaseの役割

Rho-kinaseが末梢血管抵抗の増大，つまり血圧

の上昇に関与していることが示唆される．

本研究ではさらに，膜透過標本において，アゴ

ニストによる Ca2十感受性調節におけるRho-

kinaseの関与についても検討した．その結果，

Rho-kinase阻害薬により， SHRにおける

GTPySによる C的感受性の増強効果がWKY

のレベルまで抑制され， SHRにおける Ca2十感受

性の充進のほとんどがRho-kinaseにより生じて

いることが示された．

生化学的検討では， Rho-kinaseの発現および

Rho-kinaseの基質である MBSのアゴニスト刺

激時におけるリン酸化の程度が，SHR血管にて有

意に冗進していることを示した．これらの結果は，

張力測定の結果と合致するものである．総合する

と， Rho-kinaseの機能充進により MBSのリン

酸化を介して MLCPhの機能が抑制され，その結

果MLCのリン酸化が充進し， SHRの血管の収縮

能充進が生じていると考えられる．

また， Rho-kinaseの機能充進は，若年齢の

SHRにおいても有意に認められ，さらに若年齢

SHRにおける hydroxyfasudilの抑制効果は，成

熟期の SHRよりもむしろ大きい傾向があった．

これらの知見は， Rho-kinaseの機能充進が高血

圧の発症に先行していることを意味し， Rho-

kinaseの機能冗進が高血圧の結果として生じて

いるのではなく，高血圧の発症そのものに関与し

ている可能性を示すものである．

In-vivoにおける Rho-kinase阻害薬

(Fasudil)長期投与の結果より， Rho-kinaseが高

血圧性血管病変の形成（中膜肥厚や血管周囲線維

化）に重要な関与をしていることが示唆された．

Rho-kinase阻害薬の効果は血圧を低下させない

用量でも有意に認められ，これらの血管病変が高

血圧の結果としてのみ生じているわけではないこ

とが示唆される． Rho-kinaseが関与する細胞機

能は多岐にわたるので，長期間のRho-kinase阻

害薬投与による血管病変形成の抑制の機序は，複

雑であると考えられる．これまでの知見とも考え

合わせると，血管病変の形成におけるいくつかの

重要な段階，例えば血管平滑筋や線維芽細胞の増

殖や遊走，血管内からのマクロファージなどの炎

症細胞の動員および集躾などをRho-kinase阻害

薬が抑制した可能性が高い．また， HMG-CoA

redutase阻害薬 (statin)がRhoの抑制を介して

内皮一酸化窒素合成酵素を増加させるという報告

もあり，今回Rhoの主要な標的蛋白であるRho-

kinaseを慢性的に阻害した結果，血管における

NOの産生増加が生じ，病変抑制に貢献した可能

性も考えられる．

総括すると，本研究の結果は，高血圧性血管病

の病態生理における Rho-kinaseの重要性を示す

知見であり，この分子が高血圧における新たな治

療標的となりうる可能性が示された（図 3)．高血

圧の血管において，どのような機序でRho-

kinaseの発現と機能が充進するのかは，今後の検
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討が必要である．また，高血圧のみならず， Rho-

kinaseが広く血管病の病態に関与するという知

見が現在集積されつつある．したがって， Rho-

kinaseが関与するシグナル伝達の阻害が，広く血

管病，動脈硬化の予防や治療の手段として有効で

ある可能性も示唆される．
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