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研究成果の概要（和文）：CADASILは、血管壁細胞の変性などの血管病変と大脳白質障害を特徴とする遺伝性脳小血管
病である。原因遺伝子が壁細胞特異的な細胞膜受容体NOTCH3に特定されて以来、多くの研究がなされてきたが、血管の
形態・機能異常に至るメカニズムは依然として明らかになっていない。本研究では、我々はCADASIL患者の皮膚生検サ
ンプルからiPS細胞を作成し、壁細胞に分化させて、その細胞機能を健常人iPS細胞由来の壁細胞と比較した。その結果
、細胞の遊走・接着能に異常がみられることがわかり、病態メカニズムにアクチン代謝が関わっている可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and 
leukoencephalopathy (CADASIL) is a hereditary cerebral small vessel disease caused by the mutations in 
NOTCH3 gene expressed in mural cells. Although many studies have conducted, the exact pathogenesis 
remains unclear. Here, we generated induced pluripotent stem cells (iPSCs) from CADASIL patients and 
differentiated them into mural cells (MCs) to replicate the pathology in vitro. Comparison between 
control and CADASIL MCs revealed altered migration and adhesion ability of CADASIL MCs. Those results 
suggests that actin metabolism is deeply involved in the pathogenesis of CADASIL.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
加齢に伴い増加する白質障害は、認知症、

うつ、運動障害などの発症に重要な役割を果
たすことが示唆されてきた。近年、この白質
の変化の背景にある脳小血管病が注目を集
めているが、ヘテロな集団である Binswanger
病のみならず、遺伝性脳小血管病のうち原因
遺伝子の特定に至った CADASIL (Cerebral 
Autosomal Dominant Arteriopathy with 
Subcortical Infarcts and 
Leukoencephalopathy)などの疾患において
すら、未だ病態機序に不明な点が多い。 
脳小血管病の特徴的病理所見として血管

平滑筋細胞の変性・消失と血管反応性異常が
挙げられ、血管平滑筋細胞の機能異常が病態
機序に密接に関係していると考えられる。血
管平滑筋細胞は非筋細胞に近い性質を有し
ており、フィラメント状の F-アクチンが大部
分を占める心筋や骨格筋に比べ、アクチンの
単量体である G-アクチンが比較的多く存在
している。血管平滑筋細胞では、血圧上昇に
伴い G-アクチンが重合して F-アクチンが形
成され、収縮能が増強されるが、アクチン重
合阻害剤を投与すると G-から F-アクチンへ
の再編成が阻害されるため、圧誘発性の血管
反応性が低下し、最終的に basal tone の低
下と血管拡張に至る。一方、アクチン重合促
進安定化剤を投与すると、F-アクチンの脱重
合が阻害されるため収縮力が増強するが、過
重合によりアクチンの凝集が起こると細胞
死に至る。 
以上の点に加え、CADASIL の原因遺伝子

Notch3 が血管平滑筋特異的に発現している
こと、Notch3 が動脈平滑筋の分化・成熟に関
わっていること、CADASIL 患者において血管
拡張能、血管収縮能の異常が数多く報告され
ていることなどから、Notch3 変異により G-
アクチン⇔F-アクチン間の代謝が障害され
ている可能性が示唆される。実際、Notch3 欠
損マウスの血管平滑筋細胞ではアクチンの
脱重合障害が報告されている。その一方で、
CADASIL での検討は十分に行われておらず、
アクチンの脱重合障害または重合障害が原
因か、あるいは遺伝子変異型により障害機序
が異なるのかについては結論に至っていな
い。 
 

２．研究の目的 
本申請課題では、Notch3 変異による

CADASIL の病態機序として、①Notch3 変異に
より下流のRasファミリーG蛋白質のRhoAシ
グナルに異常が起こり、②RhoA で制御される
アクチン代謝が障害されることで ③ 平滑
筋細胞の変性（細胞死）と血管反応性の障害
に至り、④ 脳血流の低下および血管周囲排
出経路による老廃物や Notch3 細胞外ドメイ
ン凝集物の排出の障害を経て ⑤白質障害が
起こる という仮説を立て (図１)、Notch3 変
異とアクチン代謝の関係の解明を行った。 
 

 
３．研究の方法 
(1) iPS 細胞の樹立 
 NOTCH3変異が検出されたCADASIL患者３人
(C106R, R141C, R182C)の皮膚生検から得ら
れた繊維芽細胞に、OCT3/4, SOX2, KLF4, 
L-MYC, LIN28をレンチウイルスまたはエピソ
ーマルベクダーを用いて遺伝子導入し、iPS
細胞を樹立した。これらの iPS 細胞は、染色
体異常もなく、テラトーマ形成による３胚葉
への分化能も確認された。コントロールの
iPS 細胞としては、脳血管疾患および神経変
性疾患のない、N177, TIG107, TIG114, TIG120
を使用した。 

 
(2) iPS 細胞から壁細胞の分化誘導 
 iPS 細胞から壁細胞への分化誘導は、京都
大学代謝制御学の曽根正勝准教授らの手法
を改変して行った。まず、iPS 細胞を剥離、
小塊にピペッティングで破砕した後、WiCell
培地に懸濁してコラーゲンＩコートディッ
シュに播種した。次の日にiPS細胞が接着後、
WiCell 培地に Bio および B27/N2 を加えた培
地で３日間培養、その後さらに StemPro-34
に VEGF を加えた培地でさらに４日間分化誘
導を行った。FACS により TRA-1-60 陰性・
CAD144 陰性・flk1 陽性細胞を壁細胞として
採 取 し 、 実 験 に 使 用 し た 。壁 細 胞 の
Validation は細胞を平滑筋マーカーである
αSMA, Calponin, SMMHC2, PDGFRβで染色す
ることで行った。 

 
(3) 細胞機能の解析 
 壁細胞の基本的細胞機能の評価を行った。
評価項目は増殖能、収縮能、遊走能、接着能、
虚血応答性で、コントロールと CADASIL４ク
ローンずつで比較を行った。 
 増殖能：テトラゾリウム塩である WST-8

を 96 well plate に播種した壁細胞の培地
に加え、37℃1 時間培養、450nm の吸光度
を測定することで細胞数を定量した。 
 

 収縮能：コラーゲンゲルを用いた
contraction assay をで収縮能を評価した。
壁細胞を 2.5x104cells/ml で 0.5mg/ml の
コラーゲン Iゲルに懸濁し、24 well plate
に播種した。37℃で 1時間培養してゲルを
固まらせた後、培地を加えてゲルを剥離し、
3 日間ゲルの写真を撮影して大きさの変

図１ Notch3 変異と白質障害 



化を観察した。ゲルの大きさの評価は
ImageJ を用いて行われた。 
 

 遊走能：ibidi culture insert in μ-dish
を用いて創傷治癒アッセイを行った。
Culture insert に壁細胞 3.8x105cells/ml
を 70μl/well 播種し、次の日に insert
を除去してアッセイを開始した。開始直後
から 3 時間ごと、12 時間目まで写真撮影
を行い、画像の解析には WimScratch 
(Wimasis)を使用した。 
 

 接着能：細胞の細胞外基質への接着能を調
べるため、壁細胞を細胞外基質 (laminin 
421, laminin521, collagenI, collagenIV, 
poly-L-lysine, fibronectin)でコーティ
ン グ し た 96 well plate に
2x104cells/well で播種した。血清中の因
子の影響を最小限にするため、播種の６時
間前から無血清培地で培養を行った。播種
後、37℃で 1時間半培養し、PBS で洗浄し
て非接着細胞を除去し、4%PFA で固定した。
残った接着細胞は Toluidine blue で染色
し、これを 2%SDS/PBS で溶解することで、
それぞれの細胞外基質に対する接着細胞
数の定量を行った。 
 

 虚血応答性：細胞が虚血状態に置かれると、
HIF-1αが増加することが知られている。
虚血条件での培養は、三菱ガス化学のアネ
ロパック・ケンキ 5%を使用して、O2 濃度
1%以下、CO2濃度 5%前後で行われた。虚血
条件培養６時間後の HIF-1αの発現量を
western blotting で定量評価した。 
 

(4) アクチン構造の解析 
細胞内骨格である F-アクチンの構造およ

び分布を評価した。チャンバースライドに播
種した壁細胞を 4%PFA で固定後、Alexa Fluor 
488 で修飾された Phalloidine で染色し、写
真撮影を行った。 
 
４．研究成果 
(1) iPS 細胞由来壁細胞の validation 

iPS 細胞から誘導した壁細胞は、血管平
滑 筋 マ ー カ ー の α SMA, Calponin, 
SMMHC2, PDGFRβ で染色され、壁細胞に

分化していることが確認された。得られ
た壁細胞は、コーティングや培地の組成
の違いにより形態を変化させる、血管平
滑筋の特徴を有していた。 
 

(2) 細胞機能の解析 
iPS 細胞由来壁細胞は、増殖能に差はな
かったものの、遊走能および接着能に変
化が見られた。また、それに関連して、
遊走および接着に関わるPDGFRβおよび
Integrin β1 の発現量にも Control と
CADASIL で有意差が認められた。この際、
血 管 平 滑 筋 の 収 縮 に 関 係 す る
H-Caldesmon の発現にも変化が見られた
ため、遊走および接着だけでなく、収縮
能にも何らかの変化が見られる可能性
がでたため、現在解析中である。CADASIL
患者では、発症のごく初期から血管の収
縮や拡張機能異常が認められることが
報告されており、今回の結果はこのよう
な病態を裏付けるものであると考えら
れる。 
虚血応答性については、壁細胞を虚血状
態で培養したところ、6 時間では細胞死
などの差異は認められなかったものの、
CADASILでHIF1αの誘導量の有意な減少
が見られ、虚血への耐性が低下している
可能性が示唆された。 

 
(3) アクチン構造の解析 

(2)の結果をうけ、遊走および接着に関
係するアクチン代謝の関わりを調べる
ために、壁細胞をphalloidineで染色し、
F-actin の分布を調べたところ、F-Actin
線維の節状の凝集や分布異常などが認
められた。また、一部の細胞で、遊走に
関わる Bleb と呼ばれる構造体が有意に
増加していることもわかった。 

 
 
これらの結果より、CADASIL の病態にアクチ
ン代謝が深く関わっている可能性が示唆さ
れた。 
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