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研究成果の概要（和文）： 
 Mysterin の R4810K 変異は、家族性もやもや病の感受性変異である。本研究では、もやもや

病患者から iPS を樹立し、内皮細胞に分化させたところ患者に特異的な遺伝子発現パターンが

認められた。また強制発現系では、増殖速度の抑制が認められた。また、ノックアウトマウス

では、Akita mouse との交配において糖尿病の進展の抑制が認められた。また遺伝疫学的検討

により東アジアに約 1500 万人の保因者と 5 万人患者が存在すると推定された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Myetsrin R4810K variant is a specific susceptibility polymorphisms for familial 

moyamoya disease. In the present study, we have established iPS cells from from patients. 
Endothelial cells differentiated from iPS cells had a unique gene expression profile and 
over expression in Huvec cells inhibited cell proliferation. In the KO mouse, ablation of 
mysterin delays diabetic phenotype. The genetic epidemiology studies revaled that the 
total umbers of carriers and patinets in East Asia accounted 15million and 50,000, 
respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究に関連する国内・国外の研究動向
及び位置づけ：もやもや病は、内頸動脈終末
部に慢性進行性の狭窄病変を生じ、医療受給
者は、2005 年段階で約 11,000 人に上り、
MRA/MRI の導入により近年増加している。
本疾患においては、家族集積性が認められる
ことから遺伝的素因の関与が考えられた。ま

た、もやもや病の患者に脳梗塞、心筋梗塞が
多発することから、動脈硬化と共通の機転が
想定されており、血管閉塞性病変の病因解明
に向け、もやもや病の原因の解明は注目され
ている。 
(2) これまでの研究成果を踏まえ着想に至
った経緯：我々により開発された Akita 
diabetic mouse は、小胞体ストレスのモデル
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として確立されるのみならず、糖尿病の合併
症 の モ デ ル マ ウ ス と し て Jackson 
Laboratory から市販され、関連論文はすでに
1000 件を超えている。全身性カルニチン欠
損症の遺伝子座の同定（被引用件数：381 件）、
Hartnup 病（約 150 件）、脳動脈瘤に関する
一連の検討（約 120 件）、その他、我が国で
の Osler-Rendu Weber 病の初めての遺伝疫
学（98 件）、リジン尿症蛋白不耐症の遺伝疫
学とマススクリーニング（Genetic. Testing. 
2003;7:29-35.）について、遺伝疫学研究を行
ってきた。 
既にもやもや病の原因遺伝子座として、
3p24-p26、8q23、6q25、17q25 が報告され
てきた。このうち 17q25 は、全ゲノム解析で
はなく 17番染色体長腕のみの解析であった。
そこで、我々は、常染色体優性遺伝形式を仮
定し、3 世代家系に焦点を当て遺伝子座を探
索することにした。我々は、このプロトコー
ルに基づき、国内 17 家系の協力を得てゲノ
ムワイドで連鎖解析を行い、17q25.3 に強い
連鎖を認めた。遺伝子の存在部位として、図
1 の様に、おおよそ物理地図上の 75-77.5Mb 
に存在することが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
免疫・炎症・Apoptosis をキーワードに、4
つの遺伝子を候補と定め、配列決定を網羅的
に遂行し未登録 SNPs ss161110142(既に位
置および Quality の審査を受け、NCBI での
登録を完了している。)を見出し、その minor 
allele 2(major allele を 1 とする)が家族性も
やもや 32家系で完全分離し（Lod Score 14.2, 
p=3.82x10-12）、日中韓で、患者対照研究で、
ss161110142 の allele 2 に強い相関（OR＝
52.20, p=10-48）を認めた。この allele 2 は、
我が国では一般人口中に 1％、韓国でも 1％
を認めたが、中国および Caucasian には認
めない。ss161110142 は、raptor 遺伝子の
promoter に存在しており、真の感受性遺伝
子が近傍に存在することおよび、変異は日韓

に共通する創始者変異である可能性を示し
た（Liu et al. EHPM）。我々はさらに解析を
進め、感受性遺伝子として近傍の遺伝子 X を
同定した。 
(3) この研究課題で発展させるべき内容：遺
伝子 mysterin は、NCBI の Genome View で
は漏れている遺伝子であり、新規の 550KD 
の巨大蛋白である。すでにクローニングも完
了し、特異抗体を用いた検討で腎・血管・肺
で発現していることを確認している。
Bioinformatics を用いた予測によれば、物質
輸送に係る機能が推測される。しかし、本蛋
白の機能、もやもや病に至るまでの病理的プ
ロセス、本蛋白の機能同定および病理プロセ
スの解明の結果明らかにされる治療・予防へ
の糸口等については未解明である。本研究で
は、これら未解明の点について研究を行う。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、以下の 4 点を行う。 
(1) 遺伝子 mysterin の細胞生物学的機能の
解明：この蛋白の局在が、核であるのか細胞
質であるのか、また細胞質中の endoplasmic 
reticulum や Golgi などの細胞小器官である
のかが不明であり、高解像度の免疫染色を用
いて、種々の細胞小器官マーカーを用いて局
在と動態を解明する。 
(2) ウィリス輪終末部位の閉塞性病変の成
因：血管構成因子である平滑筋細胞および内
皮細胞の機能異常を in Vitro で解明する。 
(3) 遺伝子破壊によるマウスでの病態の検
討：遺伝子 mysterin の破壊マウスを Gene 
target 法を用い開発する。得られた遺伝子破
壊マウスについて、病理検索をおこない、も
やもや病のモデルとなりうるものか検討を
行う。 
(4) 遺伝疫学的検討による予防手法の確
立：罹患に影響を与える環境要因を解明する
ことで、一次予防の手法の確立を目指す。日
中韓の遺伝的負荷の少ない孤発例を中心に
症例を収集し、遺伝子 mysterin の人口寄与
危険度を見出し、東アジアの人口での発症を
予測する。 
 以上をもって、もやもや病の病態の解明か
ら治療・予防の策定に資する。 
 
 
３．研究の方法 
4 つの課題を効率的に行うため、小泉を研究
代表者として 1 年目には、分子生物学的手法
により、遺伝子 mysterin の機能解析、病理
組織標本を用いて閉塞病変の病理的特徴付
けおよび培養細胞を用いた血管のバイオロ
ジー、遺伝子改変マウスの作成による個体形
質の観察、日中韓の連携による 3 カ国遺伝疫
学の着手を開始する。2 年目には、遺伝子改
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変マウスの作成完了により 1年目に得られた
知見をもとに病理解析を行う。遺伝疫学によ
り得られた知見に基づき、予防医学的知見を
まとめる。3 年目には、前年度までの成果に
基づき、もやもや病の病態の解明と予防手段
の糸口をつかむ。 
 
(1) 細胞生物学的機能の解明： 
 遺伝子 mysterin について主として分子レ
ベルでの機能の解析を行う。 
① 分子生物学的特徴付け：特異的抗体を用
いて以下の細胞内輸送系にかかわる蛋白群
との関係を明確にする。既にクローニングを
完了しており、得られたｃDNA を用いて強
制発現による影響を検討する。  
② 血管内皮細胞に着目した検討： In vitro
で成長因子が、遺伝子 mysterin の誘導、増
殖速度に与える影響について、RNAi による
遺伝子サイレンシングを用いて検討する。ま
た、内皮細胞で活発に行われる物質輸送につ
いて、遺伝子 mysterin の RNAi を用いて輸
送の抑制が見られるか、コルヒチン等の輸送
系阻害薬を用いて検討を行う。 
 
(2) 閉塞病変の病理プロセスの解明： in 

Vitro で観察するために iPS 細胞の樹立を行
う。また、病理標本を用い染色を行う。 
 

 (3) 遺伝子改変マウスを用いた検討 
① 改変動物の作成：標的とする遺伝子

mysterin のジェノミック DNA をもとに、相
同組み換えのためのベクターを構築し、相同
組み換え ES 細胞を得て、キメラ個体を作成
し、KO 個体を生産する。この手技について
は共同研究者の山崎が多くの経験を有して
おり、山崎の指導のもとに実施する。 
② 血管病変の検索：本 KO マウス個体にお
ける血管病変部位の検索を系統的に行う。検
索部位については、Zebra fish で認められた
異常に注目する。また、内頸動脈分岐部の異
常については病理組織を用いて検討する。 
③ 改変マウスを用いた検討：改変マウスか
ら、血管平滑筋および内皮細胞を分離し、In 
vitro での検討を行う。検討すべき項目は、(1)
－①、②、③に準じる。 
 
 (4) 遺伝疫学的検討 
① 制御要因の解明：遺伝子 mysterin の創
始者変異は、コホートは 38 家系を有してお
り、孤発例として 100 名以上の国内参加者を
得ている。今後も患者会の協力を得て、引き
続きコホートとして拡大していく。 
② 日中韓の遺伝疫学：もやもや病の頻度は、
従来 日＞韓＞中と考えられてきたが、現在
の遺伝疫学的知見では、日＝韓＞中と考えら
れる。さらに症例を増やし、日中韓のコホー
トを形成する。 
 
以上、研究の進捗は図 2の如くまとめられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 細胞生物学的機能の解明：  
遺伝子 RNF213(mysterin)について主とし
て分子レベルでの機能の解析を行った。 
① 分子生物学的特徴付け：作成した産物を
用い、高解像度の蛍光顕微鏡を用いて、細胞
内局在についての免疫染色を行い、細胞内輸
送系のうち tubulin の近傍に存在した。 
② iPS 細胞の樹立：2011 年度、患者 3 名の
皮膚生検組織の提供を受けた。この組織を用
いて iPS 細胞の樹立を行った。その後、血管
内皮細胞に分化させ、In vitro で影響につい
て遺伝子発現を検討した。その結果、患者に
特異的な発現パターンが認められた。 
③ RNAi による遺伝子サイレンシングを用
いて iPS 由来の血管内内皮細胞あるいは
Huvec で検討を行った。その結果、RNAi に
より血管内皮細胞では増殖抑制は認められ
なかったが、Huvec では抑制が認められた。 
 
(2) 閉塞病変の病理プロセスの解明：過去に
得られた病理標本を用い、種々のマーカーと
上記で得た遺伝子 RNF213(mystery)の特異
抗体で染色を行い、観察した。その結果、細
胞内および核内に存在することが明らかに
なった。また、患者由来の iPS 細胞の樹立を
行い、血管内皮細胞への文化に成功した。 
 
(3) 遺伝子改変マウスを用いた検討：①改変
動物の繁殖：ホモ個体を既に得ているので、
交配により増殖させた。②機能の検索：本
KO マウス個体における血管病変部位の検索
を系統的に行ったが、有意な所見は得られず、
糖尿病マウスである Akita mouse と交配し、
糖尿病の改善を見た。その結果、分解系に関
わる遺伝子である可能性が示唆された。 
 
(4) 遺伝疫学的検討：①日中韓の遺伝疫学：
もやもや病の頻度は、従来 日＞韓＞中と考
えられてきたが、現在の遺伝疫学的知見では、
日＝韓＞中と考えられた。また、保因者は、
日本・韓国では人口の 3%,中国では、0,8%の
保因者が認められ、東アジアでの保因者の人
口は、1500 万人と推定された。 
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