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血管周囲神経の再分布とアンジオテンシン受容体の役割
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The present study was designed to investigate involvement of angiotensin (Ang) II type 2 receptors (AT2R) in
restoration of perivascular nerve innervation injured by topical phenol treatment. Male Wistar rats underwent in vivo
topical application of 10％ phenol around the superior mesenteric artery to induce nerve injure. Phenol treatment mar-
kedly reduced densities of both calcitonin gene-related peptide (CGRP)-like immunoreactivity (LI)- and neuropeptide
Y (NPY)-LI-containing ˆbers. NGF restored densities of both nerve ˆbers to the Sham control level. Coadministration
of Ang II and losartan (AT1R antagonist) signiˆcantly increased the density of CGRP-LI-ˆbers but not NPY-LI-ˆbers
compared with saline control. The increase of the density of CGRP-LI-ˆbers by coadministration of Ang II and losartan
was suppressed by adding PD123319 (AT2R antagonist). Furthermore, NGF-induced CGRP-LI nerve regeneration was
inhibited by PD123319 treatment. NGF-induced increase of AT2R mRNA level was siginiˆcantly suppressed by AT1R
antagonist treatment in phenol treated rats dorsal root ganglia. These results suggest that selective stimulation of AT2R
by Ang II facilitates reinnervation of mesenteric perivascular CGRP-containing nerves injured by topical phenol appli-
cation in the rat.

Key words―angiotensin II type 2 receptor; nerve growth factor (NGF); calcitonin gene-related peptide (CGRP);
nerve regeneration

1. はじめに

血管周囲神経は血管緊張を維持し，血圧の調節・

維持に重要な役割を果たしているが，その調節異常

は高血圧発症の要因と考えられている．われわれは

これまでに高血圧自然発症ラット（SHR）におい

て，血管拡張性神経であるカルシトニン遺伝子関連

ペプチド（CGRP）含有神経の分布量と機能が加齢

に従って減少する血管周囲神経リモデリング説を提

唱し，高血圧の進展維持に関与している可能性を示

唆している．1)さらに，SHR に ACE 阻害薬（temo-

capril）あるいは AT1 受容体拮抗薬（losartan）を

長期間投与することによって，血管拡張性神経であ

る CGRP 含有神経分布量，及び脊髄後根神経節に

おける CGRP mRNA 量が増加することを明らかに

してきた．1,2)この神経分布量の増加は，hydralazine

投与群ではみられなかったことから，単なる血圧の

低下が神経分布促進を起こすわけではなく，レニン

アンジオテンシン系が関与する可能性が考えられる．

Angiotensin Ⅱ（Ang Ⅱ）受容体には type 1 recep-

tor（AT1R）と type 2 receptor（AT2R）が存在す

るが，AT2R は細胞増殖や神経再生に関与している

ことが明らかとなっている．そこでわれわれは，

SHR の加齢に伴う CGRP 含有神経の分布減少に

AT2R の関与があると推察した．ラットを長期間飼

育し，加齢による神経の分布減少を観察するのは時

間・労力ともに困難なため，人為的に神経分布の減

少を起こす血管周囲神経リモデリングモデルラット

を作製し，このモデルラットを用いて抵抗血管周囲

神経の分布再生に対する AT2R の役割について検
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Fig. 1. EŠects of Topical Phenol Treatment in Rat Superior Mesenteric Arteries
Representative confocal laser microgrpahs showing changes in the density of calcitonin gene-related peptide (CGRP)-like immunoreactive (LI)-containing

nerve ˆbers in mesenteric arteries after topical phenol treatment of the superior mesenteric arteries. Upper and lower images show arteries isolated from Sham-oper-
ated rats and phenol treatment rats, respectively. The scale bar indicates 100 mm.
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討した．

2. Phenol 局所塗布法による血管周囲神経リモ

デリングモデルラットの作製

8 週齢の Wistar 系雄性ラットをペントバルビ

タール麻酔下にて開腹し，腹部大動脈と上腸間膜動

脈の分岐部に 10％ phenol 溶液を塗布し，閉腹し

た．手術 314 日後に麻酔下にて開腹し，phenol 塗

布部から遠位の腸管付近の小動脈を摘出固定し，血

管周囲神経分布を免疫組織化学的に定量化した．そ

の結果，術後 3 日目から血管拡張性神経である

CGRP 含有神経の分布が Sham ラットに比べ有意

に減少していた（Fig. 1）．また，交感神経に含ま

れるニューロペプチド Y（NPY）含有神経分布量

は，術後 5 日目に有意な減少がみられた．これら神

経の分布減少は術後 14 日まで持続してみられた．

術後 7 日目において，摘出腸間膜動脈灌流標本の血

管周囲神経経壁電気刺激（PNS）による交感神経

性収縮反応とノルエピネフリン遊離量の減少及び

CGRP 神経を介する拡張反応の減弱が生じた．3)こ

れは神経の分布減少による神経機能減弱が起こった

ためと考えられる．さらに，同モデルに神経成長因

子（NGF）を Phenol 塗布術後 7 日間持続投与した

結果，CGRP 神経及び NPY 神経は Sham 群と同様

のレベルまで回復し，血管周囲神経が再分布するこ

とが明らかとなった（Fig. 2）．以上の結果より，

血管周囲神経のリモデリングを実験的に起こすこと

に成功し，なおかつ NGF 投与により血管周囲神経

のリモデリングが正常レベルにまで回復したことか

ら，本モデルは新たな血管周囲神経伸長作用を有す

薬物を探索するのに有効な実験モデルであると考え

られる．

3. 血管周囲神経の再分布と AT2R の役割

血管収縮作用やカテコールアミン促進作用など，

よく知られているアンジオテンシンⅡの生理作用の

ほとんどは AT1R を介したものである．AT2R は

胎児期に多く発現がみられ，生後数日で減少する．

生理作用は AT1R と相反し，血管拡張作用，アポ

トーシス誘導，神経分化促進作用が報告されている．

われわれは SHR において，腸間膜動脈血管周囲

CGRP 神経の分布量減少が加齢とともに起こり，

これが SHR における高血圧発症に関与しているこ

と，また加齢による CGRP 神経分布量減少がアン

ジオテンシン受容体拮抗薬である losartan（AT1R

antagonist）投与により抑制されることから，

CGRP 神経の再分布作用に AT2R が関与している

のではないかと仮説を立てた．そこで phenol 局所

塗布法による血管周囲神経リモデリングモデルラッ

トに Ang II, losartan, PD123319（AT2R antagonist）
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Fig. 2. EŠects of NGF Treatment to Phenol-treated Rats in Perivascular Nerves
Typical images and bar graph showing the eŠect of NGF treatment for 7 days on the density of CGRP-LI (A) and NPY-LI (B) containing nerve ˆbers after

topical phenol treatment of the superior mesenteric artery.
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を投与し，血管周囲神経分布変化を検討した．4)そ

の結果 CGRP 含有神経分布量は Ang Ⅱ＋losartan

群において saline 投与群と比べて有意な増加がみら

れた（Fig. 3）．また，Ang Ⅱ＋losartan＋PD123319

群においては Ang Ⅱ＋losartan 群でみられたよう

な神経の増加はみられず，CGRP 神経再分布には

AT2R が関与していることが示唆された．NPY 含

有神経分布量はいずれの薬物投与群でも有意な変化
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Fig. 3. EŠects of Angiotensin II Receptors Activation in CGRP-LI Nerve Fibers Density of Phenol-treated Rats
A: Representative confocal laser micrographs showing changes in the density of CGRP-LI-containing nerve ˆbers in mesenteric arteries 7 days after topical

phenol treatment and administration of saline (saline), angiotensin II (Ang II), co-administration of angiotensin II with losartan (Ang II＋Los), co-administration
of angiotensin II with losartan and PD123319 (Ang II＋Los＋PD) or nerve growth factor (NGF). The horizontal bar in the right lower corner of each panel indi-
cates 100 mm. B: Changes in density of CGRP-containing nerve ˆbers in distal mesenteric arteries after topical phenol treatment of the superior mesenteric artery. p
＜0.01 vs. Sham control. Each bar indicates mean±S.E.M.

1192 Vol. 130 (2010)

は得られなかった．4)本実験において NPY 含有神

経分布量の変化に有意な差がみられなかった原因と

して，交感神経の分布量は CGRP 含有神経分布量

に比べ密であり，差が出にくかった可能性が考えら

れる．さらに Ang II 投与により交感神経上の

AT1R を介して神経伝達を強めるものの，AT2R を

介してはその作用を起こさないという報告もあ

り，5) AT2R 刺激により交感神経と CGRP 含有神経

においてそれぞれ異なった神経再生変化を示したの

は，神経における AT2R の分布が異なるためと考

えられる．以上の結果より AT2R 刺激は交感神経

の分布に影響を及ぼさず，CGRP 神経の再分布に

関与すると考えられる．

4. NGF による神経伸長反応と AT2R の関与

Phenol 局所塗布法による血管周囲神経リモデリ

ングモデルラットを用いて，NGF 投与により

CGRP 神経の再分布が起こること，また CGRP 神

経の再分布には AT2R の働きが重要であることを

明らかにしてきた．そこで次にわれわれは NGF に

よる神経伸長反応に AT2R が関与するかどうかを

検討するため，phenol 局所塗布法による血管周囲

神経リモデリングモデルラットに NGF を投与し，

さらに losartan, PD123319 を同時に投与すること

で NGF による CGRP 神経再分布量の変化におけ

る AT1R, AT2R の関与を検討した．さらに脊髄後

根神経節における AT2R mRNA 量を測定し，神経
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Fig. 4. EŠects of NGF Treatment and Angiotensin II Receptors Activation in the Density of CGRPLI Nerve Fibers
A: Representative confocal laser micrographs showing changes in the density of CGRP-LI-containing nerve ˆbers in mesenteric arteries 7 days after topical

phenol treatment and administration of saline, NGF, co-administration of NGF with PD123319, co-administration of NGF with losartan or NGF with PD123319
and losartan. The horizontal bar in the right lower corner of each panel indicates 100 mm. B: Changes in the density of CGRP-containing nerve ˆbers in distal mesen-
teric arteries after topical phenol treatment of the superior mesenteric artery. Each bar indicates mean±S.E.M. p＜0.05 vs. Sham control.†p＜0.05 vs. phenol-
saline.
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細胞体における受容体 mRNA 発現量がどのように

変化するか検討を行った．NGF＋ losartan 群では

NGF による CGRP 神経再分布量に変化を示さなか

ったが，NGF＋PD123319 群及び NGF＋losartan＋

PD123319 群におていは，有意に NGF による

CGRP 神経再分布作用を抑制した（Fig. 4）．この

ことは NGF による CGRP 神経伸長作用に AT1R

ではなく，AT2R が関与していることを示唆する．

また AT2R mRNA 量は NGF 投与群で著明な増加

がみられた．この NGF による AT2R mRNA 量増

加は losartan 投与により抑制されたが，PD123319

投与によっては変化を示さなかった（Fig. 5）．神

経細胞体の AT2R mRNA レベルは AT1R 遮断によ

り減少することが示唆される．Ang Ⅱをラットに

投与した実験においても，AT2R mRNA 量は増加

したが，AngII＋valsartan（AT1R antagonist）投

与群では AT2R mRNA 量が減少したという報告6)

もあり，本実験結果を支持する．以上の結果より
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Fig. 5. EŠects of NGF Treatment and Angiotensin II Receptors Activation in AT2R mRNA Levels of DRG
A: Typical bands showing expression of the angiotensin II type 2 receptor (AT2R) and GAPDH mRNA in the dorsal root ganglia. (Sham) (lane 1), Phenol＋

Saline (lane 2), Phenol＋NGF (lane 3), Phenol＋NGF＋PD123319 (lane 4), Phenol＋NGF＋losartan (lane 5) or Phenol＋NGF＋PD123319＋losartan (lane 6)
B: Quantitative gene expression analysis of AT2R mRNA. Each bar indicates mean±S.E.M.
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NGF が起こす CGRP 神経再分布作用には AT2R が

関与し，さらに NGF 投与により神経節細胞の

AT2R mRNA 量の著明な増加が losartan によって

抑制されたことから，AT1R も AT2R の神経再分

布機能あるいは発現調節に重要な役割を果たしてい

ることが示唆された．今後は受容体阻害により

AT2R や AT1R タンパク発現量が抑制されるのか，

NGF 投与による神経軸索伸展作用が AT2R 遮断時

にどのように変化するか，細胞内情報伝達機構に着

目して検討を行う予定である．

5. おわりに

Phenol 塗布法によって遠位の小動脈の血管周囲

神経分布が著減することから，この方法は血管周囲

神経の分布再生を検討するのに有用であると考えら

れる．この方法によって減少した血管周囲神経が神

経成長因子によって再分布することが明らかとなっ

た．特に血管拡張性 CGRP 含有神経の再分布に

AT2R が重要な役割を果たしていることが示唆され

る．
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