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研究成果の概要（和文）： 

モヤモヤ病は、両側内頚動脈の閉塞・狭窄と無数の毛細血管新生を特徴とする。私どもは、
全ゲノム相関解析により疾患感受性遺伝子 RNF213 を同定した。今回、RNF213 遺伝子の日本人
高頻度遺伝子変異の簡便な検出法を確立した。遺伝子変異検出には、以前開発した CASSOH 
(competitive allele-specific short oligonucleotide hybridization)法を用いた。本法は、
外来やベッドサイドにおいて迅速・簡便な発症リスク診断を可能にする。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Moyamoya disease (MMD) shows progressive cerebral angiopathy characterized by 
bilateral internal carotid artery stenosis and abnormal collateral vessels. A genome-wide 
association study was performed, which resulted in a strong association of chromosome 
17q25-ter with MMD risk. A single haplotype consisting of seven SNPs at the RNF213 locus 
was tightly associated with MMD (P=5.3x10-10). Mutational analysis of RNF213 revealed 
a founder mutation, p.R4859K, in 73% of non-familial MMD cases and 1.4% of controls; this 
mutation greatly increases the risk of MMD (P=1.2x10-43, odds ratio=190.8). We developed 
a genetic testing method for this founder mutation by using CASSOH (competitive 
allele-specific short oligonucleotide hybridization). The CASSOH method enables us to 
detect the target mutation with immunechromatography without expertize, which would be 
useful for evaluation of a risk for MMD risk in bedside and clinic. 
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１．研究開始当初の背景 
 
モヤモヤ病（MMD）は両側ウイリス動脈輪の
閉塞と異常側副血管新生による脳虚血・出血
を特徴とする疾患である。我が国では、慢性
特定疾患に指定され、現在薬 13000 人の患者
登録がなされている。発症ピークは、5 歳と
40 歳前後にあり、薬半数は小児期発症である。
小児期においては、動脈硬化などによる脳卒
中は珍しいため、MMD は小児脳卒中の主因と
なっている。 

発症には、一過性脳虚血発作（TIA）で発
症する症例が多く、次いで脳梗塞による発症
が多い。TIA による発症に比べ、脳出血発症
後の予後は悪い。最近、浅側頭動脈と中大脳
動脈とのバイパス手術による早期介入で治
療予後が改善する事が示されている。現在の
ところ、発症予知の方法は無いため、発症リ
スクの高い個体を見出し、MRI 検査と早期バ
イパス手術による介入を可能にする、スクリ
ーニング法の開発が望まれる。 

最近、申請者らは全ゲノム相関研究を行い
MMD 感受性領域を同定した。その中で 17 番染
色体領域から、MMD 感受性遺伝子 RNF213 を同
定し、その遺伝子内に MMD 患者の 73％が持つ
創始者変異を見出した。この変異により MMD
発症リスクが 190 倍に上昇するため、MMD リ
スク診断が可能となり、特許出願した（特願
2009-113706「遺伝子検出によるモヤモヤ病
発症リスク診断又は診断法」）。 
 
 
２．研究の目的 
 
MMD 患者の全ゲノム相関研究で見いだした疾
患感受性遺伝子 RNF213 内に存在する日本人
高頻度遺伝子変異 p.R4856K の有無を迅速・
簡便に検出する遺伝子検査法の開発を行い、
MMD 発症リスクの正確な評価を可能にするこ
とを目的にする。 
 
 
３．研究の方法 
 
遺伝子変異の検出には、申請者らが以前開

発した CASSOH 法（特願 2002-323419「遺伝子
変異検出法」）を利用する。CASSOH 法は、オ
リゴヌクレオチド・プローブの競合的な結合
を利用して、点変異の有無を検出する変異検
出法である（図１）。PCR による変異部分を含
む遺伝子断片を増幅後、その反応液をイムノ
クロマト紙に滴下することで、遺伝子変異の
有無を検出出来るため、非常に簡便である。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１CASSOH 法の手順 
 
 

実際には、変異を含む DNA 領域を PCR 反応
にて増幅後、増幅産物へのビオチン標識され
たオリゴヌクレオチドの結合を金粒子の標
識されたアビジンにて検出する（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２CASSOH 法の原理 
 
 
４.研究成果 
 
＜研究結果＞ 

日本人MMD患者の70％以上で共通な疾患感
受性 MMD 遺伝子変異 p.R4856K を迅速・簡便
に検出する遺伝子検査法を確立した。プロー



ブ DNA の結合の有無は、遺伝子産物を固相化
出来るイムノクロマトグラフィー法を利用
して検出した（図３、４に結果の例を示す）。
図３にクロマトグラフィーを終えたクロマ
ト・スティックの写真を示す。2 本の矢印の
上の方はクロマトグラフィーの成功を示す
コントロール・ラインであり、下の矢印は検
出用プローブの結合時に現れる表示ライン
である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３イムノクロマトグラフィー後の沈降線
の検出 
 
 

実際の変異の検出は、野生型プローブによ
る反応と変異型プローブによる反応の２種
類を組にして実施する。図４は 2組のプロー
ブを組にして実施した結果を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
図４CASSOH 法による遺伝子検査の結果判定 

 
 

正常 DNA を用いた場合、野生型プローブの
クロマトグラフィー・スティックのみに表示
ラインが現れ、一方変異 DNA を用いた場合、
変異プローブのクロマトグラフィー・スティ
ックのみに表示ラインが現れる。ヘテロ保因
者の DNA を用いた場合、野生型と変異型の両
クロマトグラフィー・スティックに表示ライ
ンが現れる。この事により被験者の遺伝子型
を検出することができる。 
 
＜考 察＞ 

検出プローブと競合配列を持つオリゴヌ
クレオチドを混合することにより、アレル特
異的なハイブリダイゼーションの特異度が
あがり、遺伝子型の正確な判定が可能になっ
た。この遺伝子検出法には、PCR 以外の検査
機器を必要としないため、クリニックやベッ
ド座位度における遺伝子判定が可能になる。
MMD 患者の約半数は小児である。家族に MMD
患者が存在する場合、子どもの MMD 発症のリ
スクは高くなるため、MMD 発症の不安が大き
い。今回の研究で開発した簡便迅速な遺伝子
検査遺伝子診断変を実施し、その保因者の
MRA アンギオグラフィー検査を実施すること
で、より確度の高い MMD の発症予測が可能に
なることが期待できる。今後、MMD 発症に関
わる新たな遺伝子が同定することにより、本
遺伝子検査に新たな遺伝子型判定を加える
ことにより更に確度の高い発症予測が可能
になると期待される。 
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