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研究成果の概要（和文）：iPS細胞より血管内皮細胞を分化誘導した。マイクロアレイを行った結果、もやもや
病血管内皮細胞において、tight junction関連遺伝子であるCLDN1, Focal adhesions and hemidesmosomes関連
遺伝子であるDST, NEXN, ITGB3が低下していた。RT-PCRでは、ITGB3はもやもや病血管内皮細胞において発現が
低下していたが、DST, NEXNは有意な差はなく、CLDN1は明らかなバンドが確認できなかった。血管透過性アッセ
イにおいてY-27632を添加した際に、健常群では透過性が低下したのに対し、もやもや病においては亢進した。

研究成果の概要（英文）：We differentiated vascular endothelial cells from iPS cells derived from 
healthy persons and moyamoya disease patients. The expression of cell junction related genes were 
analysed with microarray and the result showed that CLDN1, DST, NEXN and ITGB3 were down-regulated 
in moyamoya disease. RT-PCR showed that ITGB3 was significantly downregulated in moyamoya disease, 
however, there were no significat difference in the expression of DST and NEXN. We could not observe
 the band intensity of CLDN1 in neither RT-PCR and western blotting. In permeability assay, 
permeability was increased in endothelial cells of moyamoya disease when Y-27632 was added to 
medium, whereas permeability decreased in normal control.

研究分野：脳血管障害
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１．研究開始当初の背景 
 
 
もやもや病は両側内頚動脈終末部の進行
性狭窄を呈する原因不明の疾患である。小児
では一過性脳虚血発作や脳梗塞で発症する
ことがほとんどだが、成人の半数は頭蓋内出
血で発症する。 

 
 
もやもや病において頭蓋内出血は患者の

ADL を悪化させる最大の原因となっており、
再発率は 2～20年間の観察中で 30～65%と報
告されており、有効な予防法が切に望まれて
いる。血行再建術により出血率が抑制される
ことが報告されたが、それでもなお 5年間で
11.9%は再出血のリスクがあり、長期予後改
善のためにはさらなる発生の抑制が望まれ
る。もやもや病における脳出血は大脳基底核
に多発し、同部位を貫くもやもや血管の脆弱
性がその発生に関与していると考えられて
いる。その脆弱性が何に起因するのかこれま
で調べられていない。 

 
 
我々はもやもや血管において内皮細胞に
より制御される血管のバリア機能の低下が
あるために脆く破綻しやすくなっているの
ではないかと考えた。そして、その脆弱性を
患者由来 iPS細胞から作成した血管内皮を用
いて in-vitro で再現できれば、そのメカニズ
ムの解明と、治療薬の検討を行えると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 
本研究はもやもや病における脳出血発症
のメカニズムの特殊性を、もやもや病患者由
来 iPS細胞から作成した血管内皮細胞によっ
て in-vitro で解析し、さらにその予防薬につ
いて検討するものである。 

 
 
もやもや病における脳出血の発症はもや
もや血管の脆弱性が関与していると考えら
れている。我々は血管内皮細胞間の tight 
junction 機能が低下しているのではないかと
考えた。 

 
 
本研究では iPS細胞由来の血管内皮細胞を
用い、もやもや病において内皮細胞層のバリ
ア機能の低下がないかをさまざまな条件下
で検討し、さらにその分子機構について解析
を行う。さらに既知の内皮機能改善薬の効果
を検証する。 
 
 
 

３．研究の方法 
 
 
本研究では健常者およびもやもや病患者
由来の iPS細胞を用いて血管内皮細胞を分化
誘導し解析に用いる。Tight junction関連遺伝
子の発現の差異を microarray, PCRと western 
blotで確認する。In Vitro Vascular Permeability 
Kit を使用し、もやもや病における血管内皮
のバリア機能を健常群と比較する。次いで、
既知の内皮機能改善薬を培地に添加し、バリ
ア機能の変化を健常群ともやもや病群とで
比較する。 
 
 
４．研究成果 
 
 
1) 分化誘導した血管内皮細胞から RNA を
抽出し、マイクロアレイにて解析を行った。
Gene ontology termとして tight junctionを含
む遺伝子は 1482 個あり、もやもや病血管内
皮細胞で有意に発現が低下 (発現量 1/3 かつ
p<0.05)している遺伝子は 13 個であった。
Tight junctionに関わる遺伝子は Claudin1のみ
で あ っ た 。 Focal adhesions and 
hemidesmosomes に関わる遺伝子は Dystonin, 
Nexillin, ITGB3であった。 
 
 
2) RT-PCRにて ITB3はもやもや病血管内皮細
胞にて発現が低下していた。Caludin-1 は
RT-PCRおよび western blottingにおいて明ら
かなバンドが確認できず、内皮細胞において
発現量の低い遺伝子である可能性が考えら
れた。Dystonin, Nexillinは、RT-PCTにおいて、
もやもや病と健常群の間で明らかな発現の
差は認められなかった。 
 
 
3) Permeability assayにおいて、Y-27632を添
加した際に、健常人 iPS細胞由来血管内皮細
胞では血管透過性が抑制されたのに対し、も
やもや病血管内皮細胞では血管透過性が亢
進した。 
 
 
4) 特定の薬剤に対する血管透過性の変化の
違いが、RNF213の変異に関連しているのか、
クローンの特性に由来するものなのか今後
検証する必要がある。 
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