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研究成果の概要（和文）： 
家族性脳血管性認知症 CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts 

and leukoencephalopathy) において、これまで変異 Notch3の重合しやすい特徴が発症機序に関係

している可能性を報告した。本研究では、変異 Notch3を発現する細胞を用い、変異 Notch3の

重合を減少させる低分子化合物のスクリーニングを行った。また、変異型 Notch3ノックインマ

ウスを用い、変異 Notch3が引き起こす形態変化や分子の変化を解析した。 

 
研究成果の概要（英文）：  
We previously reported that the aggregate-prone property of mutant Notch3 might contribute to a 

pathogenic mechanism underlying familial vascular dementia CADASIL (cerebral autosomal dominant 

arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy). In this study, we searched for 

low-molecular compounds that decrease the amount of mutant Notch3 aggregates using the mutant 

Notch3 inducible stable cell lines. Furthermore, we analyzed the morphological and molecular changes 

by mutant Notch3 using the knock-in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
脳血管性認知症はその原因として脳出血や

脳梗塞による脳の血流障害などがあげられ

ているが、その詳細な分子メカニズムは全く

分かっていない。その中で家族性脳血管性認

知 症 の CADASIL (Cerebral Autosomal 

Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts 

and	 Leukoencephalopathy) は原因遺伝子と

して Notch3が同定されているが、いかにして

血管平滑筋細胞周辺への Notch3 の蓄積や平

滑筋細胞の変性・消失が引き起こされるかに

ついては不明である。これまで、我々はテト

ラサイクリンで野生型及び変異型 Notch3 を

誘導する HEK293 細胞系を作製し、変異

Notch3 による細胞への影響を調べたところ、

変異 Notch3は野生型 Notch3に比べて重合し

やすく、小胞体内にとどまっていることを明

らかとした。また、野生型は速やかに分解さ

れるのに対し、変異 Notch3のターンオーバー

は非常に遅いことも判明した。さらに、変異

Notch3の発現は野生型の発現に比べて、細胞

の増殖を低下させた。その上、変異 Notch3

を発現する細胞は、プロテアソーム阻害剤に

感受性が高く、細胞死が起こりやすいことが

判明した。これらの知見は小胞体内に変異

Notch3の重合体が長期間とどまることで、細

胞の増殖を低下させ、他のストレスに対して

脆弱になることを示唆することが考えられ

た。 

 

 

２．研究の目的 

血管性認知症において原因遺伝子 Notch3 が

同定されている家族性脳血管性認知症

CADASIL に着目し、Notch3 が血管の変性に

どのように関わるか検討を行い、血管変性メ

カニズムの解明を試みる。特に変異 Notch3

の重合しやすい特徴が、CADASIL の発症機

序に関係している可能性があるため、変異

Notch3 を発現する細胞さらには変異 Notch3

のノックインマウスを用い、分子レベルでの

解明を試みる。 

 

 
３．研究の方法 
（１）テトラサイクリンで野生型及び変異型 

(R133C 及び C185R) Notch3 を誘導する

HEK293細胞系を用い、変異 Notch3重合体の

分解を促進する化合物のスクリーニングを

行った。Notch3発現細胞は各々テトラサイク

リンで 24 時間培養した後、各々の細胞はそ

れぞれ各種低分子化合物及び化合物なし

(control) の標準培地で２日間培養を行い、

Notch3 抗体を用いたウエスタンブロットと

免疫細胞化学的解析によって化合物の効果

を検討した。 

（２）変異型 Notch3(C225Y)ノックインマウ

スを作製し、解析に用いた。対照群としては

野生型マウスを用いた。1日齢、1週齢、2週

齢、8 週齢、12 月齢、18 月齢、24 月齢の各

マウスについて、脳内に発現される Notch3

をウエスタンブロット法で検討した。脳小血

管を中心とした病理変化の解析には、12月齢、

18月齢、24月齢のマウスを用いた。 

（３）１年齢の野生型及び変異型 Notch3ノッ

クインマウス脳を用い、それぞれプロテアー

ゼ阻害剤を含む PBS 中でホモジェナイズし、

ガラスビーズカラムを用い微小血管を精製

した。集められた血管は RIPA バッファー等

で可溶化した。超遠心機を用い可溶性画分と

不溶性画分に分け、不溶性画分に関しては、

サルコシル、SDS等の界面活性剤、尿素、ギ

酸等を用いさらに可溶化を試みた。遠心機を

用い可溶性画分と不溶性画分に分け、可溶化



できたすべての画分は、電気泳動で蛋白質の

分離を行い、ゲルを CBB または銀染色によ

る蛋白染色を行い、変異型と野生型で蛋白質

の分布に違いがないか網羅的に解析した。ま

た、１年齢の野生型及び変異型 Notch3ノック

インマウス脳を用い、マイクロアレイによっ

て、野生型と比較して変異型で発現量が変化

する遺伝子を抽出した。これらによって変異

型ノックインマウスでは野生型に比べて

Notch3 を含め分子に変動がみられないか解

析を試みた。 

 

 
４．研究成果 
（１）野生型Notch3は化合物なしでもNotch3

重合体がすぐに消失するのに対し、変異型は

Notch3重合体が分解されにくかった。そこで、

変異型 Notch3 を誘導した後、各種低分子化

合物を添加し、その効果を検討した結果、現

在までに amyloid β（Aβ）のフィブリル形

成 を 阻 害 す る 化 合 物 で あ る 

4,5-dianilinophthalimide (DAPH) や

staurosporine aglycone (SA) 等が Notch3の重

合体の分解に効果があった。今回見つけた化

合物は細胞増殖を若干抑える作用もあるた

め、その効果についてはさらに検討する必要

がある。今後さらに各種低分子化合物を用い

てスクリーニングを行うことによって、より

効果的な薬剤を見つけることが課題である。

本研究で用いた変異 Notch3 を発現する細胞

を用いたスクリーニング法は CADASIL の治

療薬開発に有用であると思われる。 

（２）変異型 Notch3ノックインマウスを用い、

変異 Notch3 が引き起こす形態変化や分子レ

ベルでの変化を解析した。その結果、変異型

Notch3 ノックインマウス脳では野生型と比

較して、幼若期、老齢期で Notch3蛋白質の増

加が見られた。また、CADASIL の病理変化

は末梢の血管にもみられることから、尾の動

脈を観察したところ、平滑筋細胞層の形態的

変化、および Notch3蛋白質の蓄積が認められ

た。さらに、慢性ストレスを負荷したノック

インマウスでは、若年でも脳と尾の動脈にお

ける VSMCs マーカー蛋白質の減少と、尾動

脈における平滑筋細胞層の構造変化が認め

られた。このことから、変異遺伝子と環境要

因の相互作用により疾患の発症が促進され

る可能性が考えられた。今回構築した

CADASIL モデルマウスを、病理学的、生化

学的、分子生物学的にさらに詳細に解析する

ことで、CADASIL の発症機序の解明のみな

らず、大脳細動脈病変や皮質下性認知症など

の脳血管障害の病態解明に貢献できると思

われる。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

（３）変異型 Notch3ノックインマウス脳では

幼若期、老齢期で Notch3蛋白質の増加が見ら

れたが、当初計画していた１年齢の野生型及

び変異型 Notch3 ノックインマウス脳の網羅

的なプロテオーム解析では顕著な違いが見

られなかったことから、マイクロアレイによ

って、野生型と比較して変異型で発現量が変

化する遺伝子を検索した。マイクロアレイに

よって違いが見られた遺伝子の一つとして

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II

α(CaMKIIα)が抽出された。そこで、ウエス

タンブロットによって蛋白質レベルでの変

化を解析したところ、トータルの CaMKIIα

についてはそれほど違いが見られなかった

が、老齢ノックインマウス脳でリン酸化

CAMKIIαが増加していることが確認された。

変異 Notch3 ノックインマウスでは平滑筋細

胞層の形態的変化が観察されていることか

ら、今回同定した遺伝子もしくは蛋白質をさ

らに詳細に解析することで、CADASIL の発

症機序の解明に貢献できると思われる。	 
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