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【背景と目的】もやもや病は頭蓋内内頚動脈に進行性の狭窄を呈する疾患であり、小児で

は脳梗塞などの脳虚血症状、成人では脳虚血症状もしくは脳出血を発症する。もやもや病

には現時点ではモデル動物が存在せず、疾患徳的細胞を得る手段も患者由来の検体のみで

あり、病態解析研究を行う上で困難があった。近年、もやもや病の感受性遺伝子として

RNF213 が同定された。RNF213 の一塩基多型(p.R4810K, c.14429G＞A, rs112735431)が、家

族性もやもや病の 95%, 孤発性もやもや病の 73%に認められることが明らかとなった。感

受性遺伝子の発見は、もやもや病の病態解析に新たな手法をもたらした。RNF213 knockout 

miceなどのモデル動物や、iPS 細胞を用いた病態解析の報告がなされている。もやもや病

患者の皮膚線維芽細胞から樹立した、もやもや病特異的 iPS細胞から血管内皮細胞の分化

誘導させた研究では、もやもや病血管内皮では in vitroでの血管新生能が低下していること

が報告されている。この結果から、iPS細胞から作製した血管内皮細胞が in vitroにおいて

もやもや病特異的な異常を再現しうること、もやもや病の病態解析研究において iPS細胞

が有用な手段となりうることが示された。本研究において我々は、線維芽細胞よりも低侵

襲に採取が可能な末梢血単核球からもやもや病特異的 iPS 細胞を作成し、血管内皮細胞へ

と分化誘導させ、細胞の基本的機能解析、遺伝子発現とタンパク質発現の網羅的解析を行

い、もやもや病血管内皮細胞の特性を解析した。 

【対象と方法】本研究では 3人のもやもや病患者から新規に iPS細胞を樹立した。過去に

樹立された 3人の健常者由来 iPS 細胞を controlとして用いた。十分な informed consentの

後、RNF213R4810Kを有するもやもや病患者 3 名から採血を行った。末梢血単核球を分離

し、抗CD3抗体にて刺激した後に、山中4因子を搭載したセンダイウイルスを感染させた。

感染後の細胞を mouse embryonic fibroblast上で培養した。iPS細胞のコロニーが確認できる

ようになったら、コロニーを物理的に pick upし、十分な細胞量とした後に、免疫染色、

RT-PCRにて未分化マーカーの発現を確認した。また、SCID マウス精巣に iPS 細胞を注入

し奇形種の作成を行った。また、G-bandにて染色体異常がないか確認した。iPS 細胞の樹

立後に、血管内皮細胞への分化誘導方法を検証した。Matrigel上に iPS細胞を播種し、

BMP4+bFGFで 24時間、VEGF+bFGFで 2日間、bFGF+VEGF+SB431542 で 3日間 treatment

を行った。Day6 にて FACS にて CD144
+
CD31

+細胞を sortingし、培養した後に内皮細胞の

マーカーの発現の確認を行った。また、細胞の増殖能、血管新生能の評価を行った。これ

らの機能解析の際、VEGF, bFGF, TGF-β, BMP4に対する反応性の評価も行った。また、内

皮細胞より RNA とタンパク質を抽出し、マイクロアレイ、プロテオミクスを行った。 

【結果】内皮細胞の増殖能に関し、control群ともやもや病群とで有意な差は認められなか

った。また、両群間で VEGF, bFGF, TGF-β, BMP4に対する反応性の違いも認められなか

った。一方、血管新生能に関しては、VEGF, bFGF, TGF-β, もしくは BMP4を加えた場合

と、加えなかった場合のいずれの条件においてももやもや病群において有意な低下が認め

られた。マイクロアレイでは、unsupervised clustering を行った結果、健常群ともやもや病



 

群間で明らかな遺伝子発現の差が認められた。もやもや病で有意に発現が低下している

probeが 88、もやもや病で有意に発現が上昇している probeが 117認められた。これらの

probeに対して、pathway analysis を行ったところ、もやもや病で有意に発現が低下してい

る遺伝子群の中には、extracellular matrix receptor関連遺伝子が有意に enrichされているこ

とが示された。また、もやもや病で有意に発現が上昇している遺伝子群の中には oocyte 

meiosis, progesterone-mediated oocyte maturation 関連の遺伝子が有意に enrichされていた。抽

出された extracellular matrix receptor関連の遺伝子の中には血管新生に重要な枠割をもつ

integrinβ3が含まれていた。RT-PCRにて integrinβ3の RNA レベルの発現を検証したとこ

ろ、もやもや病において有意に発現が低下していた。さらに、western blotを行い、integrin

β3の発現をタンパク質レベルで検証したところ、もやもや病におい有意な発現の低下が

確認された。次いでプロテオミクスを行った。抽出したタンパク質を二次元電気泳動した

ゲルを解析し、健常群ともやもや病群とで発現の差が 1.5倍以上あり、p-value<0.05以下で

ある spotを抽出した。もやもや病で有意に発現が低下している spotは 6, もやもや病で有

意に発現が亢進している spotは 12認められた。これらの spotからタンパク質を抽出し質

量分析計にてタンパク質の同定を行った。もやもや病で有意に発現が亢進しているタンパ

ク質の中には、hnRNP タンパク質や U2AF1 などの splicing regulatorが多く含まれていた。 

【考察】本研究では皮膚線維芽細胞ではなく、末梢血単核球から iPS細胞の樹立を行った。

本方法は検体の採取方法が低侵襲であるため、患者にとっては受け入れやすい手法と考え

られる。細胞の機能解析として増殖能、血管新生能を in vitroで評価した。増殖能に関して

はもやもや病特異的な差異は認めなかった。一方、tube formation assayではもやもや病血

管内皮細胞にて血管新生能が有意に低下していた。この結果は Hitomiらが行った、もやも

や病患者の線維芽細胞から樹立した iPS細胞由来血管内皮細胞を用いた tube formation 

assayの結果と一致する。この結果から、末梢血単核球から作製した iPS 細胞も、今後もや

もや病の病態解析の手段となりうると考えられる。本研究では、VEGF, bFGF, TGF-β, 

BMP4 に対する反応性を、proliferation assay, tube formation assayにて評価した。過去に

Aoyagiら、Yamamoto らより、もやもや病患者の頭皮の血管から採取した平滑筋細胞では

IL-6, IL-β1, PDGF-AA, PDGF-BB に対する反応性が異なっているという報告がなされてい

る。本研究では、angiogenic factorに対する、もやもや病内皮細胞に特異的な反応は検出さ

れなかった。今回検証した angiogenic factorの種類が少なかったため、今後さらに factor

の数を増やすことで異常を検出できる可能性もあると考えられた。マイクロアレイでは

unsupervised clusteringの結果、control群ともやもや病群とで明らかな遺伝子発現の違いが

見いだされた。また、もやもや病血管内皮細胞において integrinβ3などの extracellular matrix 

receptor関連遺伝子の発現が低下していることが示された。Extracellular matrix receptorは血

管新生において重要な役割を担っているが、これまでもやもや病で解析をされたことはな

い。今後、もやもや病の病態解析における新たな targetとなる可能性があると思われた。

また、プロテオミクスではもやもや病血管内皮細胞において多数の splicing regulatorの発

現亢進が認められた。Alternative splicingはタンパク質に多様性を与える上で重要な機構で

あり、細胞種、もしくは疾患特異的な splicing patternの存在が知られている。もやもや病

においてこれまで splicing pattern の解析がなされたことはなく、今後の研究が期待される

と考えられる。 

【結語】もやもや病特異的 iPS細胞由来血管内皮細胞では in vitroでの血管新生能が低下し

ており、extracellular matrix receptor関連の遺伝子発現が低下していた。また、プロテオミ

クスでは多数の splicing regulator関連遺伝子の発現亢進が認められた。 

 

 

 

 

 


