
金沢大学・医学系・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３３０１

若手研究

2022～2020

脳動静脈奇形の発達過程を探る:in vivo血管新生モデルと臨床検体の統合解析

Exploring the developmental process of cerebral arteriovenous malformations: an 
integrated analysis of in vivo angiogenesis models and clinical specimens

８０８３７７３２研究者番号：

伊藤　行信（Ito, Yukinobu）

研究期間：

２０Ｋ１７９４８

年 月 日現在  ５   ６   ６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究課題ではウサギAVMモデルおよびヒトAVM標本でのオミックス解析を軸に研究を
行った。ヒトAVM標本は収集できた2例とコントロール群2例でRNA-seq解析およびsmall RNA-seq解析を行うこと
ができた。また、ウサギAVM標本については計画した解析を全て行い、現在は情報解析を行っている。ウサギAVM
モデルでのRNA-seq解析では、動脈および静脈に比較して新生血管で発現している遺伝子が少ない傾向が見られ
た。まだ成熟した血管に分化していないことが示唆される。発現が見られた遺伝子の中で、LGR5についてはいず
れの群でも発現が見られており、FFPE標本での免疫染色でも発現が確認された。

研究成果の概要（英文）：In this research, we focused on omics analysis of rabbit AVM models and 
human AVM specimens. RNA-seq analysis and small RNA-seq analysis could be performed on 2 human AVM 
specimens and 2 control groups. In addition, all planned analyzes were performed on the rabbit AVM 
specimens, and information analysis is now underway. RNA-seq analysis in the rabbit AVM model showed
 a tendency for fewer genes to be expressed in neovessels compared to arteries and veins. It is 
suggested that they have not yet differentiated into mature blood vessels. Among the genes that were
 found to be expressed, LGR5 was found to be expressed in all groups, and its expression was also 
confirmed by immunostaining of FFPE specimens.

研究分野： 循環器病理学

キーワード： 動静脈奇形　in vivo AVMモデル　血管新生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AVMは若年から発症し、脳出血などにより脳に重い後遺障害を残す重大な疾患である。しかしながら、発症頻度
の低さもあり、AVMの成因や形成過程については未だ不明な点が多い疾患である。本研究では、ヒトAVM標本に加
えてウサギAVMモデルを用いることにより、AVMの新生血管に発現する遺伝子を経時的に解析することに成功し
た。その中でAVMの形成過程で常に発現が亢進している遺伝子をいくつか同定することができた。本研究からAVM
の存在を覚知する新たなバイオマーカーの同定が期待される。また、それらをターゲットとした新規AVM治療薬
の開発を目指し、AVMの早期発見、早期治療へと繋げていきたい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

AVM は異常血管 nidus を介して、流入動脈と流出静脈とが接続した構造を有し、シャン

ト血流を生じる疾患である。ヒトの脳 AVM の血管は正常血管に比べて壁が脆弱で破綻しや

すいため、脳出血、クモ膜下出血を起こして死亡、または重い後遺症を生じることが多い。

一般的に、脳 AVM は出血やけいれんなどの症状出現前から長期間にわたって存在し、徐々

に成長するとされている。発症するまで気付かれないことから、その形成過程やメカニズム

についての大部分が不明である。 

2018 年に 26 例のヒト AVM 手術標本での網羅的遺伝子発現解析が報告され、AVM での

Kras の活性型変異が認められた(Nikolaev et al. N Engl J Med 378:250-261, 2018)。ERK の

活性化と Notch シグナルの亢進が認められ、MAPK-ERK シグナルの亢進が AVM の原因と

なることが報告された。しかし、ヒト AVM 標本での解析では、摘出時点の遺伝子発現のみ

しか捉えることができず、その経時的変化を捉えることはできない。AVM の形成過程には、

様々な遺伝子が発現して重層的かつ階層的に関与していることが予想されるが、ヒト AVM

標本のみの研究ではその全体像を把握することが難しく、AVM 研究の限界の一つであった。 

申請者らはウサギ頸動脈組織片を頚静脈へパッチ移植することによって、局所に、自発的

に、比較的太い新生血管が誘導される現象を発見し、その経時的な変化について報告した

(Ito Y, et al. Scientific Reports 8(1):3156, 2018)。本モデルでは新生血管を介した動静脈シャ

ントが自発的に形成され、その構造が AVM に非常によく似ており、AVM を in vivo で再現

した実験モデルになりうることを病理組織学的および分子生物学的に示した。この動物モ

デルの誕生によって AVM の形成過程を経時的を観察することが可能となった。そこで申請

者は、このウサギAVMモデルでの経時的な遺伝子発現解析およびmiRNA発現解析を行い、

ヒト脳 AVM にも共通して発現し、その発生と成長に関与する有意な遺伝子や miRNA の同

定が可能ではないかと考えた。そして、その結果から当該遺伝子を阻害する新規阻害薬の開

発につなげ、ヒト AVM の治療が可能となるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ウサギ血管新生モデルでの遺伝子発現解析および miRNA 発現解析を経時的

に行うと同時に、ヒト脳AVMでの遺伝子発現解析およびmiRNA発現解析も網羅的に行う。

その上で、数理学的解析などを用いてそれらの結果を解析し、AVM の主因となりうる遺伝

子や miRNA を同定し、それらを阻害する新たな治療法の開発を目指す。 

前項 1 で述べた通り、ヒト脳 AVM はその病因やメカニズムなどが解明されておらず、未

だ多くの謎に包まれている。これまで AVM を再現する適切な動物モデルが存在せず、AVM

を経時的に観察、解析した研究は皆無であった。昨年、申請者らが世界で初めて報告した in 

vivo 血管新生モデルでは、AVM に類似した構造を有する新生血管が自発的に形成されるモ

デルであり、病理組織学的、分子生物学的に AVM の動物モデルを確立することができた(Ito 

Y, et al. Scientific Reports 8(1):3156, 2018)。本研究の根幹となる「AVM における遺伝子発

現の経時的解析」はこれまでは適切な疾患モデルが無いために誰も行ってこなかったが、ウ

サギ AVM モデルを使用することによってそれが可能となった。この解析から AVM の発生

や成長に関与する有意な遺伝子を同定することができれば、AVM の新規疾患マーカーや、

それを阻害する新たな治療薬の開発など、今後の臨床への波及効果は大きいものと推測さ

れる。 



 
３．研究の方法 

本研究では申請者らが発見した in vivo 血管新生誘導モデルでの網羅的遺伝子発現解析を

を経時的に行い、ウサギ AVM モデルでの遺伝子発現の経時的変化を明らかとする。それと

並行して、ヒト AVM 手術標本でも網羅的遺伝子発現解析を行い、両者を比較検討する。こ

の比較解析の際には申請者がこれまで取り組んできた数理解析の手法も取り入れて解析を

行う。その中で得られた有意な遺伝子に着目し、ヒト AVM 標本で免疫組織学的、分子生物

学的に検討する。 

①ウサギ AVM モデルでの経時的な網羅的遺伝子発現解析 

ウサギ AVM モデルを経時的に作成し、cDNA マイクロアレイ解析および miRNA 発現解

析を行い、その経時的変化を明らかとする。具体的には、オスの日本白色ウサギの左総頸動

脈を約 7～10mm 結紮切離し、展開して楕円形の動脈片を作成する。それを左総頸静脈にパ

ッチワークのように縫い付ける。一定期間飼育した後、動脈移植片の周囲組織を採取して凍

結保存する。凍結組織から Total RNA を抽出し、cDNA マイクロアレイ解析および miRNA

解析を行う。 

新生血管は脂肪組織の中に埋まっているため、そのまま解析すると脂肪組織に発現する

遺伝子も拾ってしまう。そこで、新生血管を含む脂肪組織での発現遺伝子および miRNA か

ら脂肪や動脈、静脈で発現しているものを除き、新生血管のみに発現している遺伝子および

miRNA の経時的変化を明らかとする。Control, Day3, 7, 10, 14, 28 の 5 群で行うことを予

定している。 

②ヒト AVM 凍結標本での網羅的遺伝子発現解析 

申請者らが病理診断を行っている秋田大学附属病院で提出されたヒトAVM標本から凍結

標本をサンプリングする。その凍結標本から Total RNA を抽出し、次世代シークエンサーを

用いて RNA-Seq 解析および miRNA 解析を行い、それらの変動をみる。ここで、ヒト脳 AVM

は手術例自体が少なく、研究期間内に症例が集まるかは不確定である。そこで、秋田大学附

属病院に加えて、秋田県立循環器・脳脊髄センター 脳神経病理研究部 宮田 元 先生にも協

力していただき、同センターで手術された標本も収集することを予定している。秋田大学附

属病院では 2005 年から 2015 年までで 26 件の AVM 手術が行われており、秋田県立循環

器・脳脊髄センターでは 2005～2010 年までに AVM での摘出術が 17 例であったため、2 施

設を合わせると研究期間内に数例の標本を収集することが可能と考えている。 

③ウサギおよびヒトでの遺伝子発現解析の比較解析 

ウサギ血管新生モデルおよびヒト脳 AVM で行った網羅的遺伝子発現解析および miRNA

発現解析の結果を比較して、AVM の成長に関与している有意な遺伝子もしくは miRNA の

同定を進める。遺伝子発現や miRNA 発現を比較していくにあたり、数理学的な解析が有効

と考えられる。申請者はこれまで大阪大学 数理・データ科学教育センター 鈴木貴教授と

共に、日本学術振興会拠点形成事業「数理腫瘍学 国際研究ネットワークの構築」に参画し、

数理学的解析の研鑽を積み、習得した。今回の遺伝子発現解析にも数理学的解析を用いる。

この際に大阪大学 鈴木貴教授にもアドバイスをいただく予定である。 

④ヒト AVM パラフィン包埋標本での免疫組織学的検討 

前項①②③で得られた解析結果から AVM の成長に関与する有意な遺伝子発現および

miRNA 発現について、過去の手術標本を用いてそれらの発現の有無について免疫組織学的

または分子生物学的に検討する。具体的には、秋田大学および秋田県立循環器・脳脊髄セン



ターで過去に手術され、保管されている FFPE 標本を用いて検討する。可能な限り多数例

での検討を行い、より精緻な結果を求めたい。上記 2 施設で計 60 例程度の解析を目論んで

いる。現時点では、免疫組織化学染色などでの検討を予定しているが、候補遺伝子によって

は PCR やウエスタンブロットなどでの解析も予定したい。 

 

４．研究成果 

 本研究課題ではウサギ AVM モデルおよびヒト AVM 標本でのオミックス解析を軸に研究を行

った。本研究の開始とほぼ同時期に新型コロナウイルスの蔓延が始まり、緊急事態宣言なども相

まって、病院を受診する患者数が減少した。それらの影響もあり、ヒト AVM 標本の収集が遅れ、

さらに収集できた症例数も想定よりも少なかった。しかしながら、ヒト AVM 標本は収集できた

2 例とコントロール群 2 例での解析を行うことができた。また、ウサギ AVM 標本については計

画した解析を全て行い、現在は情報解析を行っている。本研究の成果について以下に記載する。 

①ウサギ AVMモデルでの遺伝子発現解析 

ウサギ AVM モデルを Control, Day3, 7, 10, 14, 28 の各群を

作製し、RNA-seq 解析を行った同一症例から新生血管、右頚

動脈、右頚静脈、新生血管をそれぞれ採取し、それぞれ RNA-

seq 解析を行った。脂肪組織を対照として、新生血管、動脈、

静脈それぞれに発現の亢進もしくは減弱している遺伝子の解

析を行ったところ、新生血管では脂肪組織に対して発現の減

弱している遺伝子が多く見られた（図 1）。現在、これらの遺

伝子発現の比較を行っている。また、血管新生に関与している

遺伝子の抽出も併せて行っており、それらの遺伝子の経時的発

現を追いかけている。 

②ヒト AVM標本での遺伝子発現解析 

 2 例のヒト AVM 標本と 2 例の正常脳血管（剖検症例）標本

で、RNA-seq 解析および small RNA-seq 解析を行った。AVM

で発現している遺伝子がいくつか同定され、現在追加で解析を

行っている。今後はヒト AVM 症例で見られた遺伝子発現とウ

サギ AVM モデルでの発現解析とを比較し、有意な遺伝子を同

定していく予定である。 

③ウサギ AVM モデルおよびヒト AVM パラフィン包埋標本で

の免疫組織学的検討 

ウサギ AVM モデルで発現が亢進している遺伝子の中に

LGR5 を同定した。新生血管の形成の全過程で発現が見られ

た。そこでウサギ AVM 標本を用いて免疫組織学的に検討を行

った。ウサギでは FFPE 標本でも LGR5 の遺伝子発現につ

いて確認することができた。一方、ヒト AVM 標本でも同様

図 1：ウサギ AVM モデルの遺伝子

発現解析（新生血管 vs.脂肪組織） 

図 2：LGR5 遺伝子発現の経時的検討 



に免疫染色を行ったが、明らかな陽性像は確認できなかった。今後も有意な遺伝子について

は発現を検討していく予定である。 
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