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研究成果の概要（和文）：本研究では血管内皮特異的Rnf213変異体Tgマウス、Rnf213 KOマウスを用いて1)低酸
素下飼育による脳低酸素モデルおよび2)両側総頸動脈狭窄（BCAS）法による脳低灌流モデルを作成し脳血管の評
価を行った。その結果血管内皮特異的Rnf213変異体TgマウスではangiogenesisがRnf213 KOマウスでは
arteriogenesisが障害されることが示唆された。以上より脳低酸素/低灌流モデルがもやもや病のマウスモデル
確立に有用である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used a vascular endothelial-specific Rnf213 mutant Tg 
mouse and Rnf213 KO mice to create 1) cerebral hypoxia models using hypoxic chamber and 2) cerebral 
hypoperfusion model by bilateral common carotid artery stenosis (BCAS) method and evaluated cerebral
 blood vessels. As a result, it was suggested that angiogenesis was impaired in the vascular 
endothelial-specific Rnf213 mutant Tg mouse, while arteriogenesis was impaired in in Rnf213 KO mice.
 These results indicate that the cerebral hypoxia/hypoperfusion model may be useful for establishing
 a mouse model of Moyamoya disease.

研究分野： 予防医学
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１．研究開始当初の背景 
もやもや病は、頭蓋内内頚動脈終端部の狭

窄を本態とする脳血管疾患である。我々はも
やもや病の感受性遺伝子として RNF213 遺伝
子を同定し、。p.R4810K 多型は日中韓のもや
もや病患者において非常に強く相関するが
（オッズ比 100 倍以上）、浸透率が低い（遺
伝子キャリアーの 300 人に 1人が発症）こと
を明らかにし、RNF213 p.R4810K の遺伝素因
になんらかのストレス負荷/環境因子が加わ
ることが発症のトリガーになると考えられ
る 

 
２．研究の目的 

(1) RNF213 R4810K の過剰発現が血管内
皮細胞の angiogenesis を低下させることが
示されている点から、RNF213 R4810K による
angiogenesis 低下を in vivo で検討する目的
で、血管内皮および平滑筋特異的 RNF213 
R4810K 相当変異体トランスジェニック（Tg）
マウスの作成と低酸素曝露による脳血管
angiogenesis の評価を行った。 

 
(2) 現在まで in vivo 実験により、

Rnf213 変異体（ヒト p.R4810K に相当）血管
内皮特異的トランスジェニック（EC-Mut-Tg）
マ ウ ス に お け る 脳 低 酸 素 下 で の
angiogenesis低下、Rnf213ノックアウト（KO）
における総頚動脈結紮下での血管リモデリ
ング変化の抑制が報告されている。本研究で
は、angiogenesis および血管リモデリングが
脳虚血への代償機構として機能する点に着
目し、遺伝子改変マウスで脳低灌流モデルを
作製して脳血流および脳血管変化を解析す
ることで、RNF213 が脳低灌流応答に果たす役
割の検討を行った。 

 
３．研究の方法 

(1) 野生型あるいは p.R4757K（ヒト
p.R4810K に相当）を有するマウス Rnf213 と
CAGプロモーター配列の間にloxPで挟まれた
停止配列が存在するベクターを用いて Tg マ
ウスを作成した後、組織特異的 Cre 発現マウ
スと交配を行い、血管内皮あるいは平滑筋特
異的 RNF213 Tg マウスを作成した。RNF213 
R4757K または RNF213 WT を血管内皮特異的に
発現する Tg マウス（①EC-Mut-Tg および②
EC-WT-Tg）、RNF213 R4757K を血管平滑筋特異
的に発現する Tg マウス（③SMC-Mut-Tg）、
RNF213 KO マウス（④KO）および野生型マウ
ス（⑤WT）の 5群のマウスを 3週齢より 2週
間 8%酸素下で飼育した後、小動物用 MRI によ
る脳血管画像解析を行った。さらに Glut1 免
疫組織化学により大脳皮質の脳毛細血管数
を計測し、angiogenesis を評価した。 

 
(2) EC-Mut-Tg、KO および WT の 3群につ

いて 8-10 週齢のマウスを実験に用いた。脳
低灌流モデルは 0.18 mm コイルを用いた両側
総頸動脈狭窄（BCAS）法により作成し、術後

28 日間の観察を行った。脳血流測定は術前、
7 日 後 、 28 日 後 の 時 点 で arterial 
spin-labelling MR イメージングで行い、ま
た T2 強調画像、拡散強調画像、MRA 画像の撮
影も行った。イメージング後には屠殺して脳
組織標本を作製し、Glut1 免疫染色による脳
毛細血管数の評価を行った。統計的検定は、
Kaplan–Meier 法による生存解析においては
ログランク検定で、その他の項目については
one-way ANOVA 後に Tukey 法による post hoc 
test で行った。 

 
４．研究成果 

(1) MRA イメージングの結果、EC-Mut-Tg、
EC-WT-Tg、SMC-Mut-Tg、KO、WT のいずれにお
いても低酸素曝露による脳血管狭窄、もやも
や血管の形成などの異常は認めなかった。低
酸素曝露による脳毛細血管数の変化を評価
した結果、EC-Mut-Tg 以外のすべてのマウス
で低酸素曝露により脳毛細血管が増加した
のに対し、EC-Mut-Tg では変化がなかった（図
1）。この結果は、マウスモデルにおいて、in 
vitro での結果と同様に、RNF213 変異体の血
管内皮発現が低酸素による angiogenesis を
抑制することを示している。 

 
(2) BCAS 術後に EC-Mut-Tg（8 匹）およ

び WT（15 匹）マウスではすべてのマウスが
観察期間中生存したのに対し、KO マウスでは
8匹中 3匹がそれぞれ術後 1、8、11 日に死亡
し、Kaplan–Meier 解析により KO と WT マウス
の間に有意な差が示された（p=0.033）。さら
に術後 11日で死亡した KOマウスについては
術後 7 日で行われた MR イメージングにより
脳梗塞が認められた。 

BCAS 術前の脳血流量は KO、EC-Mut-Tg、
WT マウスの間で差がなかったのに対し、術後
7日ではKOマウスの脳血流量が顕著に減少し、
WTマウスおよびEC-Mut-Tgマウスに比べて有
意な低下を示した（図 2）。さらに術後 28 日



では WT マウスと比較して KO および
EC-Mut-Tg の血流量の回復が十分でなく、有
意差が認められた（図 2）。MRA による検討で
は、術後 7日の前方循環でのシグナル低下と
28 日の部分的なシグナル強度の回復を認め
たが、KO、EC-Mut-Tg、WT マウス間での差は
なかった。また明確な脳血管狭窄やもやもや
血管の形成は観察されなかった。Glut1 免疫
染色による脳毛細血管の評価を行った結果、
術後 28日時点で KOおよび EC-Mut-Tg マウス
の脳毛細血管数はWTマウスより有意に低く、
angiogenesis の抑制が示された。 

 
本研究により、KO マウスが脳低還流後早

期に高度な脳血流低下を示すことが証明さ
れ、脳梗塞発生・生存率低下につながると推
測される。それに対し、脳低還流後の後期で
は KO のみならず EC-Mut-Tg マウスにおいて
も脳血流量の回復が阻害され、これには
angiogenesis 抑制が関与すると考えられる。
以上より、RNF213 が脳血流の維持に重要な役
割を果たすことが示唆された。脳虚血への代
償的応答として、早期には arteriogenesis
（側副血管の拡張とリモデリング）が、後期
には angiogenesis が主たる役割を果たすこ
とが知られている。したがって、RNF213 欠損
は arteriogenesis と angiogenesis に、

RNF213 変異体発現は angiogenesis に影響す
る可能性がある。 
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