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	1．脳血管制御機構の解明と臓器・器官特異的な血管発生機構の解明

	プロジェクトに参加する研究者数
	                    人
	研究期間
	平成16年～平成20年

	プロジェクトの研究代表者
	（職）      教授     （所属） 医学部     （氏名）佐々木　和彦

	１　研究プロジェクトの研究の概要

	○研究分野
研究代表者は、生理学が専門であるが、統括する参加スタッフは基礎医学生理系～病理系、および臨床医学系の多岐にわたっている。それぞれの得意とする分子生物学、機能形態学、電気生理学、細胞生物学などの研究手法で、本プロジェクトに参画する。
○研究内容
脳組織に分布する血管は、その収縮機構や発生過程、病変に関して不明な点が多い。他の臓器に分布する血管と異なった、脳血管特有の性質を明らかにするのが、本プロジェクトの目的である。具体的には、脳出血後に見られる脳血管攣縮機構の解明、ゼブラフィッシュ胚を用いた脳血管発生機構の解明と、骨髄幹細胞を用いた血管再生を試みる。また、血管壁の重要な構成要素である結合組織成分を調べる。あわせてEBウイルスにより引き起こされる血管炎の病態を解明する。

○達成目標
３年目まで：おもに研究のベースとなる基礎実験に主眼をおくが、論文発表ができるだけの成果を上げることとする。
脳血管平滑筋標本を用いて種々のagonistによる収縮に関与する細胞内機構を明らかにする。脳血管発生機構の特異性を実験動物レベルで検討する。血管結合組織の変化を画像解析で定量化する。また、EBV陽性ＴないしＮＫ細胞と血管構成細胞との相互作用を明らかにする。
５年目まで：臨床応用を視野に入れ、in vivoの仕事をin vitroへ、あるいはin vitroの所見をin vivoで検証する作業をおこない、成果発表する。
種々の受容体による収縮の増強や抑制に関わる細胞内分子の相互のシグナリング機構を明らかにする。あわせて、この機構が高血圧性の病変をきたした血管で、どのような変容をきたしているか検討する。血管発生機構と再生メカニズムに関与する遺伝子を検索する。また、血管炎におけるEBVの責任遺伝子を明らかにする。
○期待される効果（社会への貢献及び学術上の意義等について記述してください。）

生活習慣病の多くが、血管病変を伴っている。脳血管収縮及びその調節の細胞内機構が明らかになれば、致死的脳血管攣縮予防と治療につながるであろう。更に、これを、プロジェクト２の非観血的画像診断法で検証することが可能である。また、血管形成過程を明らかにすることは、脳動脈奇形の病因解明の基礎となる。
○学内の他の研究機関等との協力体制

本学電子顕微鏡室、DNA解析室、超高磁場MRI研究施設および動物実験施設がサポートにあたる。なお、米国NIHなどの国内外の研究施設と共同研究を企画している。
○研究成果の公表の計画
プロジェクト構成メンバーが国際雑誌に投稿ならびに国際学会に発表する。隔年に斯界のトップ研究者を招いてハイテクリサーチシンポジウムを開催するが、その際に成果発表とディスカッションをおこない、講評を受ける。


	２　年度別の具体的研究内容

	平成16年度
	初年度はこれまでの実績を踏まえた実験系の発展、あるいは新たな実験系の確立に主眼をおく。

1. ラット脳血管標本（中大脳動脈～細動脈～終末細動脈）を用いて、各種刺激物を投与した場合に発生する収縮と細胞内カルシウムイオン濃度変動を観察し、受容体の型を薬理学的に同定する。
2. 遺伝子工学的に血管発生に関与する遺伝子を強制発現あるいはノックアウトしたゼブラフィッシュを用いて、血管形成のバイオイメージングをおこなう。
3. マウスからABC (ATP-binding cassette) トランスポーターを強発現している骨髄幹細胞を同定分離する。
4. 弾性動脈の血管内皮、弾性線維と平滑筋線維、膠原線維、その他プロテオグリカンなどの状態を画像解析装置を用いて計測する。
5. BV感染ＮＫ/Ｔ細胞での接着因子発現をリアルタイムRT-PCRおよびフローサイトメトリーで検討する。

	平成17年度
	本年度は、確立した実験系をもとに、分子生物学的なアプローチで細胞内の機構に踏み込んだ実験をおこなう。
1. 脳血管平滑筋収縮に関わるシグナル蛋白について、収縮の発生機構に働いているものかあるいは収縮の増強機構に働いているシグナルかを明らかにする。また、受容体の型を分子生物学的に同定する。

2. ゼブラフィッシュの血管発生過程を、脳と体節の血管とわけて解析し、脳血管発生の特異性を明らかにする。
3. GFP (Green Fluorescent Protein) マウス由来の骨髄幹細胞を、放射線照射した障害モデルマウスに骨髄移植する。次いで組織障害後の修復過程で移植幹細胞由来の細胞がどのように移動するか観察する。
4. 高血圧症患者の剖検例から弾性動脈の各成分の割合やアポトーシスに陥った細胞を組織学的に定量する。
5. 培養血管内皮細胞とEBV感染ＮＫ/Ｔ細胞との接着、相互作用を共培養系で明らかにする。

	平成18年度
	更にデータを積み上げるとともに、成果を公表し（論文・学会）、プロジェクトの妥当性と将来性を相互評価で検討する。また、新たなシーズが生まれてきた場合は、他のプロジェクトとともに組織改編を随時おこなうこととする。
1. 収縮の増強に複数のシグナル蛋白が関わっていることが明らかになった場合、それらのシグナル蛋白が同一の経路でcascadeを形成するか、あるいは全く異なるシグナル系列なのかについて明らかにする。

2. ゼブラフィッシュの脳血管発生に特異的な遺伝子発現があるかどうか検索する。

3. 骨髄幹細胞の体外増幅と、血管形成における分化誘導法を開発する。

4. 高血圧患者で平滑筋に高度に発現しているといわれるRho-kinasa の動態、発現について、ヒトの組織を用いて蛋白の証明とin situ hybridization によるmRNAの症例を検討する。
5. 遺伝子導入の手法によりEBV遺伝子発現ＴあるいはＮＫ細胞クローンの樹立を行う。

	平成19年度
	In vivoで得られたデータをIn vitroの実験系で分子生物学的に検証するとともに、臨床医学への応用を模索する。
1. 脳血管から単離した平滑筋を初代培養して培養ゲル中で配列をそろえて培養した平滑筋標本を用いて、各種阻害剤の投与や阻害蛋白の遺伝子導入によりより詳細な細胞内機構を明らかにする。また、これまでのin vivoの実験系で示された痙攀誘発機構が培養系でも維持されるような実験モデルを作製する。
2. ゼブラフィッシュの脳血管発生に特異的な遺伝子発現を哺乳動物でも検証する。
3. 骨髄幹細胞に由来する細胞が、脳血管の形成に与かるかどうか検討し、その細胞がゼブラフィッシュの実験で得られた遺伝子を発現しているかどうか明らかにする。

4. 弾性動脈の中膜におよぼす影響が如何なる因子、機序によって引き起こされるについて、中膜を構成する細胞の細胞内蛋白あるいはテロメアなどとの関係で明らかにしていく。
5. 樹立したEBV遺伝子発現クローンでの接着因子およびサイトカイン発現の変動を検討する。

	平成20年度
	プロジェクト参加者は各自研究成果を公表（論文・学会）するとともに、発展的な問題提起となる実験を開始する。
1. 前年度とは逆に、培養平滑筋モデルで得られた知見を、組織形態を保ったままの標本系で検証する。
2. ニワトリ胚やラット胎子の血管発生のバイオイメージングを試みる。

3. 体外増幅した骨髄幹細胞が、損傷臓器における修復に有用かどうか検証する。

4. 加齢および高血圧症の弾性動脈の壁の変化とその機序の全体像を明らかにする。
5. EBVの影響が脳血管と他の組織の血管で相違があるかどうか検討する。


	３　研究プロジェクトに参加する研究者の主な研究業績（最近５ヶ年において発表した主な学術研究論文（掲載された雑誌名を必ず記載してください。ただし，口頭発表は含みません。），学術研究著書を研究者ごとに発表年次の順に記入してください。）（構想調書作成上の留意事項を参照し，研究プロジェクトに関連する業績を中心に十分に記入してください。）

	所属・職
	研究者名
	発表年月日
	          発表論文名・著書名　*：レフェリーのある雑誌を示す

	医学部・教授
	佐々木　和彦
	1999
	Kawasaki S, Kimura S, Fujita R, Takashima K, Sasaki K, Sato M: Facilitatory effect of calmodulin-dependent protein kinase on the K+-current responses to dopamine, acetylcholine, and Phe-Met-Arg-Phe-NH2 in the ganglion cells of Aplysia. Slow Synaptic Responses and Modulation.  Kuba K, Higashida H, Brown D Yoshioka T ed, Springer, Amsterdam, pp 97-100

	
	
	1999
	*Watanabe M, Doi M, Tsuiki K, Suzuki M, Sasaki K, Ogawa, A: Involvement of protein tyrosine kinase activation in the mechanism of cerebral vasospasm. Cerebral Vasospasm. 6: 52-55

	
	
	1999
	*Doi M, Watanabe M, Tsuiki K, Suzuki M, Sasaki K, Ogawa A: Mechanism of the mutual augmenting effect of spasmogenic agents. Cerebral Vasospasm. 6: 97-99 

	
	
	2001
	*Fujita R, Kimura S, Kawasaki S, Takashima K, Matsumoto M, Hirano H, Sasaki K ATP suppresses the K+ current responses to FSH and adenosine in the folliculer cells of Xenopus oocyte. Jpn J Physiol 51: 491-500

	
	
	2001
	Kimura S, Kawasaki S, Takashima K, Sasaki K: Physiological and pharmacological characteristics of quisqualic acid-induced K+-current response in the ganglion cells of Aplysia. Jpn J Physiol 51: 511-521

	
	
	2001
	Yokota Y, Nara K, Miura H, Kimura S, Kawasaki S, Somei K: Dual roles of protein kinase C in regulation of synaptic transmission on the bullfrog sympathetic ganglia. J Iwate med Ass 53: 31-41

	
	
	2002
	*Takashima K, Kawasaki S, Kimura S, Fujita R, Sasaki K: Blockade of ionotropic receptor responses by progesterone in the ganglion cells of Aplysia. Neurosci Res 43:119-125

	
	
	2003
	*Tachikawa E, Kudo K, Hasegawa H, Kashimoto T, Sasaki K, Miyazaki M, Taira H, Lidstrom JM: In vitro inhibition of adrenal catecholamine secretion by steroidal metabolites of ginseng saponins. Biochem Pharmacol 66: 2213-2221

	
	
	in press
	*Kawasaki S, Kimura S, Fujita R, Sasaki K: The small GTP-binding protein RhoA regulates serotonin-induced Na+ current response in the neurons of Aplysia. Neurosci Res

	
	
	in press
	*Nishikawa Y, Doi M, Koji T, Watanabe M, Kimura S, Kawasaki S, Ogawa A, Sasaki K; The role of Rho and Rho-dependent kinase in serotonin-induced contraction observed in bovine middle cerebral artery. Tohoku J Exp Med

	
	
	in press
	*Koji T, Nishikawa Y, Kawasaki S, Kimura S, Doi M, Ogawa A, Sasaki K; Role of Rho-kinase and PI 3-kinases in the slowly developing contraction induced by thromboxane A2-receptor in the middle cerebral artery of bovine. Jpn J Physiol 

	医学部・助手
	齋野　朝幸
	2000
	*Mori S, Saino T, Satoh Y: Effect of low temperatures on compound 48/80-induced intracellular Ca2+ changes and exocytosis of rat peritoneal mast cells.  Arch Histol Cytol 63: 261-270

	
	
	2000
	*Shinohe Y, Saino T: Effects of ATP on intracellular calcium dynamics of the perineurium of peripheral nerve bundles.  Histochem Cell Biol 114: 497-504

	
	
	2001
	*Kumagai M, Saino T: Effects of ATP on intracellular calcium dynamics of neurons and satellite cells in rat superior cervical ganglia.  Histochem Cell Biol 115: 285-292

	
	
	2002
	*Saino T, Matsuura M, Satoh Y: Application of real-time confocal microscopy to intracellular calcium ion dynamics in rat arterioles.  Histochem Cell Biol 117: 295-305

	
	
	2002
	*Saino T, Matsuura M, Satoh Y: Comparison of the effect of ATP on intracellular calcium ion dynamics between rat testicular and cerebral arteriole smooth muscle cells.  Cell Calcium 32: 153-163

	
	
	2002
	*Kubo-Watanabe S, Satoh Y, Saino T: Adenosine-5'-triphosphate-induced intracellular calcium changes through gap-junctional communication in the corneal epithelium.  Jpn J Ophthalmol 46: 479-487

	
	
	2003
	*Kubo-Watanabe S, Goto S, Saino T, Tazawa Y, Satoh Y: ATP-induced [Ca2+]i changes in the human corneal epithelium.  Arch Histol Cytol 66: 63-72

	
	
	in press
	*Saino T, Satoh Y: Application of real-time confocal laser scanning microscopy to observe living cells in tissue specimens.   J Electron Microsc

	医学部・教授
	人見　次郎
	1999 Mar
	*Ushiki T, Hitomi J, Umemoto T, Yamamoto S, Kanazawa H, Shigeno M: Imaging of living cultured cells of an epithelial nature by atomic force microscopy.  Arch Histol Cytol 62(1):47-55.

	
	
	2002 May
	*Sato N, Hitomi J.: S100P expression in human esophageal epithelial cells: Human esophageal epithelial cells sequentially produce different S100 proteins in the process of differentiation.  Anat Rec 267(1):60-9

	
	
	2002 Jun
	*Hitomi J, Ishizaki F, Kimura E, Sato N: Development of a novel monoclonal antibody recognizing basal cells of human squamous epithelia. Arch Histol Cytol 65(2):201-8.

	
	
	2002 Dec
	*Kimura E, Hitomi J, Ushiki T: Scanning near field optical/atomic force microscopy of bromodeoxyuridine-incorporated human chromosomes.  Arch Histol Cytol  65:435-44

	医学部・講師
	磯貝　純夫
	2001 Feb
	*Isogai S, Horiguchi M, Weinstein BM: The vascular anatomy of the developing zebrafish: an atlas of embryonic and early larval development.  Dev Biol  15;230(2):278-301

	
	
	2003 Nov
	*Isogai S, Lawson ND, Torrealday S, Horiguchi M, Weinstein BM: Angiogenic network formation in the developing vertebrate trunk. Developmen. 130(21):5281-90

	医学部・助手
	八嶋　亜紀子
	1999
	*Oikawa H, Masuda T, Yashima A, Satodate R. Blood-flow route from the hepatic artery and portal vein to the sinusoid in normal human liver observed by confocal laser scanning microscopy. Anal Quant Cytol Histol 21: 255-261

	
	
	2002
	*Tarusawa M, Yashima A, Endo M, Maesawa C. Quantitative assessment of minimal residual disease in childhood lymphoid malignancies using an allele-specific oligonucleotide real-time quantitative polymerase chain reaction. Int J Hemato 7: 166-173

	
	
	2003
	*Maesawa C, Inaba T, Sato H, Iijima S, Ishida K, Terashima M, Sato R, Suzuki M, Yashima A, Ogasawara S, Oikawa H, Sato N, Saito K, Masuda T: A rapid biosensor chip assay for measuring of telomerase activity using surface plasmon resonance. Nucleic Acids Res 31: 15: (E4-4)

	
	
	2003
	*Uchiyama M, Maesawa C, Yashima A, Tarusawa M, Satoh T, Ishida Y, Ito S, Murai K, Enomoto S, Utsugisawa T, Motoyoshi K, Masuda T: Development of consensus fluorogenically labeled probes of theimmunoglobulin heavy-chain gene for detecting minimal residual disease in B-cell non-Hodgkin lymphomas. Cancer Sc 94: 877-885

	
	
	2003
	*Yashima A, Maesawa C, Uchiyama M, Tarusawa M, Satoh T,  Satoh M, Enomoto S, Sugawara K, Numaoka H, Murai K, Utsugisawa T, Ishida Y, Masuda T: Quantitative assessment of contaminating tumor cells in autologous peripheral blood stem  cells of B-cell non-Hodgkin lymphomas using immunoglobulin heavy chain gene allele-specific oligonucleotide real-time quantitative-polymerase chain reaction. Leuk Res 27: 925-934, 2003

	
	
	in press
	Uchiyama M, Maesawa C, Yashima A, Itabashi T, Satoh T, Ishida Y, Masuda T: Development of immunoglobulin variable heavy-chain gene consensus probes with conjugated 3'-minor groove binder groups for monitoring minimal residual disease in childhood acute lymphoblastic leukemia. J Clin Pathol

	医学部・教授
	澤井　高志
	1999
	*Watanabe M and Sawai T: Alteration of cross-linking amino acids of elastin in human aorta in association with dissecting aneurysm: Analysis using high

performance liquid chromatography. Tohoku J Exp Med. 187:291-303

	
	
	1999
	*Fukudo S, Abe K, Itoyama Y, Mochizuki S, Sawai T, Hongo M. Psychophysiological stress induces heat shock cognate protein 70 messenger RNA in the hippocampus of rats. Neurr sci 91(4):1205-08

	
	
	2000
	*Kubo Y, Suzuki M, Kudo A, Yoshida K, Suzuki T, Ogasawara K, Ogawa K, Kurose A, Sawai T:.Thrombin inhibitor ameliorates secondary damage in rat brain injury: Suppression of inflammatory cells and vimentin-positive astrocytes. J Neurotraum 17(2): 163-172

	
	
	2001
	*Uzuki M, Sasano H, Muramatsu Y, Totsune K,  Oki Y, Takahashi K,  Iino K, Sawai T, Urocortin in the synovial tissue of patients with rheumatoid arthritis. Clin Sci 100: 577-589

	
	
	2001
	*Umeda H, Takeuchi M and Suyama K: Two new elastin cross-links having pyridine 　skeleton. J Biol Chem 276(16): 12579-87

	
	
	2001
	*Umeda H, Nakamura F and Suyama K: Oxodesmosine and isooxodesmosine, candidates of oxidative maetabolic intermediates of pyridinium cross-linking in elastin. 　Archives of Biochemistry and Biophysics 385(1): 209-219

	
	
	2001
	*Umeda H, Kawamorita K and Suyama K: High-performance liquid chromatographic quantification of allysine as bis-p-cresol derivative in elastin. Amino Acids 　20: 187-199

	医学部・講師
	黒瀬　顕
	2000
	*KuroseA, Oyama, K, Murakami Y, Ohyama K, Segawa I, Sawai T: Dilated cardiomyopathy in Noonan syndrome: A first autopsy case. Hum. Pathol. 31 (6): 764-767

	
	
	2000
	*Kurose A, Beppu T, Miura Y, Suzuki M, Ogawa A, Arai H, Kubo Y,. Sugawara A, Sawai T: Desmoplastic cerebral astrocytoma of infancy intermingling with atypical glial cells. Pathol. Int. 50(9): 744-749

	
	
	2001
	*Kurose A, Yoshida W, Yoshida, M Sawai T: Effects of paclitaxel on cultured synovial cells from patients with rheumatoid arthritis. Cytometry 44 (4): 349-354

	
	
	2003
	*Yoshida W, Uzuki M, Kurose A, Yoshida M, Nishida J, Shimamura T, Sawai T: Cell characterization of mononuclear and villonodular synovitis. Hum Pathol 34 (1): 65-73

	
	
	2003
	*Beppu T, Inoue T, Shibata Y, Kurose A, Arai H, Ogasawara K, Ogawa A, Nakamura S, Kabasawa H:  Measurement of fractional anisotropy using diffusion tensor MRI in supratentorial astrocytic tumors. J Neuro-Oncol  63: 109-116

	
	
	2003
	*Miura Y, Kurose A, Kondo M, Maruyama A, Shibata Y, Kanno H, Sawai: T: Clear cell myoepithelial carcinoma of the breast: A case report. Tohoku J Exp Med 200(2): 103-109

	医学部・助教授
	菅野　祐幸
	1998
	Murakami, K., Ohsawa, M., Hu, S-X., Kanno, H., et al.(2): Large-vessel arteritis associated with chronic active Epstein-Barr virus infection. Arthritis Rheum. 41(2):369-373.

	
	
	1998
	Kanno, H., Ohsawa, M., et al.(5): Appearance of different clone of Epstein-Barr virus genome in recurrent tumor of pyothorax-associated lymphoma and a mini-review of pyothorax-associated lymphoma.  Leukemia 12(8):1288-1294

	
	
	1999
	Ohsawa, M., Nakatsuka, S., Kanno, H., et al.(5): Immunophenotypic and genotypic characterization of nasal lymphoma with polymorphic reticulosis morphology. Int. J.Cancer 81(6):865-870

	
	
	1999
	Kanno, H., Ohsawa, M., et al.(4): HLA-A alleles of patients with pyothorax-associated lymphoma: Anti-Epstein-Barr virus (EBV) host immune responses during the development of EBV latent antigen-positive lymphomas. Int. J. Cancer 82(5):630-634

	
	
	2000
	Miwa, M., Kanno,H., et al.(4): Induction of chromosomal aberrations and growth-transformation of lymphoblastoid cell lines by inhibition of reactive oxygen species-induced apoptosis with interleukin-6.  Lab. Invest. 80(5):725-734

	
	
	2000
	Kanno, H., Kojya, S., et al.(6): Low frequency of HLA-A*0201 allele in patients with Epstein-Barr virus-positive nasal lymphomas with polymorphic reticulosis morphology. Int. J. Cancer 87(2):195-199

	
	
	2000
	Kanno, H., Nakatsuka, S., et al.(2): Sequences of cytotoxic T-lymphocyte epitopes in Epstein-Barr virus (EBV) nuclear antigen-3B gene in Japanese population with or without EBV-positive lymphoid malignancy. Int. J. Cancer 88(4):626-632

	
	
	2001
	Aozasa, K., Kanno, H., et al.(2): EBV and malignant lymphoma with special emphasis on pyothorax-associated lymphoma. In Takada, K. (ed.) Current Topics in Microbiology and Immunology No. 258 Epstein-Barr virus and human cancer pp. 103-120. Springer,Berlin
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