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研究成果の概要（和文）：HTRA1欠損マウスが、脳小血管の加齢性変化と類似するモデル動物となることを見出
した。定量的DIAプ ロテオミクスとGO解析にて、その主体が細胞外基質、マトリゾームの異常であり、ハブ蛋白
としてフィブロネクチンを起点と していることを見出した。フィブロネクチンの蓄積は加齢性の脳小血管変化
でもよく認める変化である。これをカンデサルタンが抑制することを見出した。また、合わせ て、脳血流、血
管拡張性の低下をもたらしていることを見出した。さらに、それがカンデサルタン投与で改善する事も見出し
た。脳内タンパク質のホメオスタシスに、細胞外プロテオスタシス機構が大きな役割を果たしていることを明確
とした。

研究成果の概要（英文）：We found that HTRA1-deficient mice serve as a model animal for age-related 
changes similar to those in small cerebral blood vessels. Quantitative DIA proteomics and GO 
analysis revealed that the main abnormality is in the extracellular matrix and matrizomes, with 
fibronectin as a hub protein as a starting point. Accumulation of fibronectin is a common phenomenon
 in age-related cerebral microvascular changes. We found that candesartan suppressed this change. In
 addition, they found that candesartan also reduced cerebral blood flow and vasodilatability. In 
addition, they found that treatment with candesartan improved the vasodilatory changes. The results 
clearly indicate that extracellular proteostasis plays a major role in the homeostasis of proteins 
in the brain.

研究分野： 医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HTRA1-/-マウスにおいて，マトリソームタンパク質の蓄積と脳動脈内膜の肥厚が，血管の拡張性と脳血流の低下
を引き起こすことの重要性を明らかにした．最も重要な知見は、カンデサルタンによってマトリソームタンパク
質の蓄積が改善されたことである。今後、他の類似薬の効果や、動脈硬化が進行した後でもカンデサルタンが有
効かどうかを明らかにする必要がある。また、脳小血管老化でのマトリソームタンパク質の蓄積に対する新しい
治療薬候補となり得る。これらのアプローチは、脳小血管老化の進行を防ぐための新しい道を開く可能性があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢化社会を迎え、加齢性脳疾患の克服は、喫緊の課題である。脳機能には様々な機能がある。そ

れゆえ加齢性脳疾患の表現型は多岐にわたり、表現型に応じて疾患分類が提唱されてきた。しかし、

生化学的には、主として僅か 4種類のタンパク質、βアミロイド、タウ、TDP-43、αシヌクレインの蓄積によ
る。これらが異なった特定の脳のシステムに蓄積し、特徴的な表現型を示す。蓄積という現象は、産生と

排泄のアンバランスとして理解される。よって、これらの病態機序は、従来は、産生過多や、分解抵抗性

というタンパク質側に主点をおいて解析されてきた。しかし、一部の遺伝性疾患の変異型タンパク質を

除き、多くの孤発性疾患では、これらタンパク質側の異常は不明で、この面からのアプローチは壁につ

きあたっていた。そのため、新たな視点からのアプローチが期待されていた。 
 一方、加齢性脳疾患は、神経系という隔壁のない臓器内を、特定のシステムに沿って広がる疾患で
ある。このことから、異常蓄積タンパクは細胞外に排出され、他の細胞に取り込まれ、病的状態が広がっ

ていく（プリオン仮説）と考えられている。さらに、近年、これらの蓄積タンパク質に対する抗体療法が注

目されている。特に β アミロイドに対する抗体により、β アミロイドの細胞外蓄積が、モデルマウスでもヒト
でも減少することは、驚きをもって迎えられ、精力的にこれらの関連蛋白に対する抗体の治験が展開さ

れている。2018年、ヒトでの βアミロイドに対する抗体の有用性が大規模臨床治験で報告されるに至り、
本症の画期的な治療方法になる可能性を秘めている。しかし、何故、抗体が有効であるのか、その機序

には十分に解明されていない。抗体療法が効果を示すという事実は、脳内の β アミロイドに、抗体が作
用できることを示しており、これら蓄積タンパク質が細胞外に排出されること、細胞間質の排出経路の重

要性を示唆している。しかし脳の排泄経路は十分に理解されていない。 
２．研究の目的 
本研究提案は、脳の排泄系に小血管系が動力となっているとする仮説を検証するものである。そのた

めには、小血管の壁細胞のみの障害を持つモデルでの検証が必要である。従来の脳小血管病のモデ

ルは、大血管の狭窄モデルで有り、この立証には適さない。我々は、我々が同定した遺伝性脳小血管

病 Cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy 
(CARASIL)の原因遺伝子 high temperature requirement A serine peptidase 1(HTRA1)の欠損マウスにて、

脳小血管の平滑筋細胞、周皮細胞が選択的に侵され、血流も低下することを見出してきた (Hara, 
Onodera et al. N Engl J Med. 2009;360:1729-39., Shiga, Onodera et al. Hum Mol Genet 2011;1800-1810., 
Nozaki, Onodera et al. Stroke 2014;45:3447-3453.)。このマウスを用いれば、小血管の諸排泄機構に対

する影響を、ヒト疾病に類似した状態で検証しうる。 
３．研究の方法 
解剖学的に排泄系を明らかとし、小血管障害による排泄経異常の有無を検討し、最後に加齢性脳疾

患関連タンパクの排泄経路を探る。 
1．脳のリンパ系と脳小血管の解剖学的検討 今まで脳でリンパ管が見いだされなかったのは、次の

二つの理由による。一つは、リンパ管の特異的分子及びその抗体が見出されなかったこと、もう一つは、

それが、骨や硬膜と密接に関係し、その関係を破壊せずに観察し得なかったことである。分子について

は後述し、後者について述べる。近年、骨・硬膜と脳実質との間には 3 つの脈管系が発見されている。

1)矢状静脈洞の脇にあるリンパ管(Nature 523:337–341, 2015)、2)硬膜から頭蓋内にいくリンパ管(Nature 
560:185–191, 2018)、3)骨髄から頭蓋内に骨髄細胞を運ぶ脈管（Nature Neurosci 21:1209–1217, 2018）
である。しかし骨や硬膜は、通常の脳の観察時には、脳から離断するため、骨、硬膜と脳実質の関係を

3 次元的に観察しえなかった。しかし、近年開発された CUBIC法は、これを克服しうる。本手法は、マウ

スの全身を骨ごと透明化して内部臓器の観察を可能とする。 
CUBIC 法は、マウス個体を 4%パラホルムアルデヒド水溶液で灌流固定し、続いて、1/2 に希釈した

CUBIC 試薬を、血管系を介して全身に循環させる。その後、皮膚を剥離したマウス個体を 2 週間

CUBIC 試薬に浸すことで個体全身丸ごとを透明化できる。さらに、シート照明型蛍光顕微鏡を用いるこ

とで、体内の解剖学的構造や遺伝子発現の様子を 1細胞解像度で三次元イメージとして高速に取得す

ることが可能となる。本法を用いて、血管の 3 次元構造と病変部を対比させ、平滑筋細胞、周皮細胞の

血管病変が小血管の 3 次元的構造と比較してどのように分布しているかを、マウス、ヒト脳にて観察する。 
2. 脳から加齢性脳疾患関連蛋白の排泄の有無の検討  αシヌクレインが、篩板部周囲のリンパ管、

及び頸部リンパ節、そしてその周囲の末梢神経細胞に蓄積していないか、免疫組織化学的検索で解

析する。これらによって、同部位にシヌクレインの蓄積があるか死後組織にて、同等部位の免疫組織学

的、生化学的解析を行う。 
3．小血管の分子署名の解析 脳の小血管の分子特性を RNAseq にてデーター駆動的に網羅的に

解析し、その部位的特殊性の有無について検討する。得られたマーカーについては、ヒト健常脳、加齢

脳、孤発性脳小血管病脳にて検討する。 
4．マウス脳小血管病モデルに於ける機能評価   脳小血管病モデルマウスにおける脳血流を測定

し、その障害を解明する。興味深いことに、我々は、このマウス脳において、不溶性 βアミロイドの増加を



 

 

見いだしている。RNAsecによる網羅的な解析で、βアミロイド関連の遺伝子レベルには変化がないため、

β アミロイドの排泄遅延を想定している。さらにこのモデルマウスは、の病態の進行抑制の検証に使える

か検討する。 
４．研究成果 
脳のリンパ系と脳小血管の解剖学的検討 

CUBIC 法を用いて、マウス、及びヒト脳にて、組織を透明化し、様々な抗体で染色し、観察することに

成功した。これにより、従来は解らなかった、脳小血管病変の全体像を推し量ることが可能となった。現

在、この変化を、数学的に解析し、血管構造に何が起こっているのかを明確化すること、さらに、この透

明化条件で使用できる抗体を検証中である。 
24 カ 月 齢 の HTRA1-/- お よ び

HTRA1+/+マウスの前・中大脳動脈につ

いて質量分析（MS）解析を行った．その

結果、7381 個のタンパク質が同定され、

416 個が 2 群間で存在量に有意な変化

を示した（増加タンパク質：389、減少タン
パク質：27）。Gene Ontology（GO）濃縮

解析の結果、HTRA1-/-マウスで増加し

たタンパク質は細胞外基質成分に高度

に濃縮されていた。155 個のマトリソーム

タンパク質が増加した。減少したタンパク

質（4 つのマトリソームタンパク質を含む）

は、どのGO用語においても有意に濃縮

されていなかった。 
プロテオミクスデータセットを用いてタ

ンパク質間相互作用ネットワークのトポロ

ジー解析を行い、ネットワーク内のハブを探索した。その結果、フィブロネクチン（FN）が最も重要なハブ

であり、すべての変化したタンパク質からなるネットワークと変化したマトリソームタンパク質からなるネット

ワークの両方で最高のインデックススコアであることが判明した。 
次に、Zellner らが HTRA1-/-マウスの脳実質小血管で変化を見出したマトリソームタンパク質に関す

るデータと比較検討した。その結果、両データセットで重複する 42 個の増加したマトリソームタンパク質

と 1 個の減少したマトリソームタンパク質を同定した。その中で、HTRA1-/-マウスで 2 倍以上増加した 6
つの最も豊富なタンパク質（FN, LTBP-1, LTBP-4, elastin, fibulin-5, metalloproteinase inhibitor 3 
[TIMP3] ）を脳血管の免疫ブロッティングによりさらに分析した。HTRA1-/-マウスでは、FN、LTBP-4、エ
ラスチン、TIMP3、fibulin-5が有意に増加したが、LTBP-1（は増加しなかった。 
脳から加齢性脳疾患関連蛋白の排泄の有無の検討   

αシヌクレインが、篩板部蓄積していないか、免疫組織化学的検索で解析した。しかし、明かな染色を

認めず、同部位への病的な蓄積は証明できなかった。興味深いことに、我々は、このマウス脳において、

不溶性 βアミロイドの増加を見いだしている。 
小血管の分子署名の解析  

カンデサルタンが影響する分子経路を探索するために，HTRA1+/+マウスおよび HTRA1-/-マウスの
前・中大脳動脈について，4 カ月齢と24 カ月齢のカンデサルタン投与有無によるRNA配列解析（RNA-
seq）を実施した。カンデサルタンは短期間（生後 4 ヶ月で 1 週間）または長期間（生後 4 ヶ月から 24 ヶ
月まで）投与した。まず、HTRA1 欠損によって発現レベルが変化する遺伝子を同定した。その結果、生

後 4 カ月と 24 カ月でそれぞれ 12 個と 11 個の発現量の異なる遺伝子を同定した。しかし、群間で重複

する遺伝子はなかった。 
次に、カンデサルタンが遺伝子発現に及ぼす影響について検討した。カンデサルタン投与と未投与

の HTRA1-/-マウスの遺伝子発現量を比較すると、カンデサルタン短期投与と長期投与の HTRA1-/-マ
ウスでそれぞれ 10 個と 84 個の遺伝子発現が異なっていた。いずれも、無処置の HTRA1-/-マウスと比

較して、Adamtsl2 mRNAの発現がカンデサルタンで抑制された。また、Fn1、EDA+ Fn1、Ltbp-4、Fbln5 
mRNAの発現もカンデサルタンで抑制された。 
本研究では，HTRA1-/-マウスにおいて，マトリソームタンパク質の蓄積と脳動脈内膜の肥厚が，血管

の拡張性と脳血流の低下を引き起こすことの重要性を明らかにした．最も重要な知見は、カンデサルタ

ンによってマトリソームタンパク質の蓄積と動脈硬化が改善されたことである。今後、他の AT1RBs の効
果や、動脈硬化が進行した後でもカンデサルタンが有効かどうかを明らかにする必要がある。また、散

発性脳小血管老化においても FN の血管内蓄積が知られていることから、FN を抑制する薬剤、

Adamtsl2 の発現を抑制する薬剤、HTRA1 の活性を高める薬剤は、散発性脳小血管老化のみならず

CARASILに対する新しい治療薬候補となり得る。 
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