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研究成果の概要（和文）：我々は、本研究において、遺伝性の脳血管障害の原因遺伝子として我々が単離したらHtrA1
の欠損マウスを用い、本マウスにおいてサイトカインであるTGF-βシグナルの亢進の有無、微小循環系の形態変化、血
液脳関門機能の変化、血液脳関門構成タンパク質に及ぼす影響を検討した。まず、その形態変化を免疫組織科学的に検
討した。その結果、脳の小血管の平滑筋細胞層の変質を認め、結果として血管の収縮性の低下、内径の拡張を見いだし
た。本研究によりCARASILのモデルマウスの作成に成功し、また孤発性の脳小血管病に類似の病理像得た。本モデルマ
ウスの病態解明は孤発性の脳小血管病、さらに血管性認知症の解明にも寄与する。

研究成果の概要（英文）：Cerebral small-vessel disease is a common disorder in elderly populations; however
, its molecular basis is not well understood. We recently demonstrated that mutations in the high-temperat
ure requirement A (HTRA) serine peptidase 1 (HTRA1) gene cause a hereditary cerebral small-vessel disease,
 cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy (CARASIL). HT
RA1 belongs to the HTRA protein family, whose members have dual activities as chaperones and serine protea
ses and also repress transforming growth factor-beta (TGF-beta) family signaling. We investigated the mole
cular pathogenesis of CARASIL in HTRA1 null mouse. By immunohistochemical analysis we have found the alter
ation in cerebral small vessels in the model. This model mouse could be useful for the investigation of th
e pathogenesis of cerebral small vessel disease.
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１．研究開始当初の背景 

近 年 ， 脳 の 白 質 を 主 体 と す る 病 態
（leukoaraiosis: LA）が高齢者を中心に高頻
度で指摘され注目を集めている．LA は脳の
小血管を病態の首座として，大脳白質に，虚
血性変化と類似した病巣を示す．本症は，認
知症，脳梗塞，出血性脳梗塞の発症に密接に
関わっており，特に，血管性認知症への関与
が注目されている．しかし，進行が穏やかで，
かつ臨床症状が多彩で，また画像所見以外の
マーカーに乏しいため，その実態が明らかで
はなく，治療方法も確立されていない． 

LA は小血管を病態の首座とする．その病
態機序として，大血管による脳血管障害と同
様に，血管の閉塞機転が唱えられてきた．し
かし，高血圧を除き，LA と大血管による脳
血管障害では危険因子が異なる．また，大血
管による脳血管障害に対し有効な予防的介
入は，LA の予防に対しては無効である．さ
らに病理学的には小血管の閉塞性変化より，
むしろ平滑筋細胞層の消失と内径の拡大が
唱えられている．これらの事実は LA の病態
機序が，血管の閉塞機転ではないことを示唆
していた．近年，血管の閉塞機転に変わる病
態機序として，脳の小血管の重要な機能であ
る血液脳関門（blood brain barrier: BBB）
の異常が唱えられるようになった． 

BBB は一層の血管内皮細胞による小血管
を中心とし，その周囲を周皮細胞とアストロ
サ イ ト が 取 り 囲 み 形 成 さ れ る
（neurovasucular unit: NVU）．この構造は，
脳への選択的な物質輸送を可能とし，神経機
能の維持に大きな役割を担っている．BBB は
薬物動態面から研究が行われてきたが，疾患
との関連については研究が進んでいない．申
請者は BBB 機構と疾患との関係を検討する
手がかりとして，遺伝性脳小血管病に注目し
た．非遺伝性の病態の解明に遺伝性疾患の病
態解明が寄与してきたことは，枚挙にいとま
がない．遺伝性脳小血管病の中で Cerebral 
autosomal recessive arteriopathy with 
subcortical infarcts and 
leukoencephalopathy (CARASIL) は，病理
学的に孤発性 LA の脳小血管病理像と酷似し
ており，その病態機序の解明が孤発性 LA の
解明にも繋がると期待されていた．申請者は
本年 CARASIL の原因遺伝子 HtrA1 を単
離し，セリンプロテアーゼである HtrA1 の機
能低下により TGF-β ファミリーシグナルが
亢進することが本症の病態機序であること
を 報 告 し た (N Engl J Med. 
2009;360:1729-39.) (図 1)．患者の脳小血管
では，TGF-βの発現が亢進し，さらに TGF-β
シグナルの下流であるフィブロネクチンや
プロテオグリカンの一種であるバーシカン
の 蓄 積 を 認 め た  (N Engl J Med. 
2009;360:1729-39.)．本成果により，ヒトの
脳小血管の病態機序を TGF-β ファミリーシ

グナルから検討することの妥当性が得られ
た． 

脳の小血管に対する TGF-β ファミリーシ
グナルの影響としては，Stanford 大学の
Coray らの先行研究がある(Nature. 1997; 
389:603-6, Am J Pathol. 2000; 156:139-50.)．
彼らは，アストロサイト特異的に TGF-β を
強制発現させた遺伝子改変マウスを用い，脳
の小血管にアミロイドと未特定蛋白の蓄積
がおこることを示した．この変化は，一部の
アルツハイマー型認知症で認められる脳の
小血管の病理変化とも類似していた．彼らは，
これらのことから， TGF-β シグナルの亢進
がアルツハイマー病の病態機序に関与する
可能性を推察した．以前より，一部のアルツ
ハイマー型認知症で白質障害が高頻度で合
併すること，一部の老人斑が小血管を中心と
して形成されること，老人斑にアルブミンな
どの血清由来蛋白の混入があることより，ア
ルツハイマー型認知症でも BBB の機能異常
が推察されており，その背景として TGF-β
シグナルの異常が推察された． 

一方，TGF-β ファミリーシグナルと BBB
機能との関連について，既報を図 2 に模式図
として示す．TGF-βファミリーシグナルは受
容体 ALK5 を介し伝えられる．しかし血管内
皮細胞では，加えて ALK1 を介する．そのた
め血管内皮細胞は TGF-βシグナルによって，
ALK5 刺激では BBB の透過性亢進に，ALK1
刺激では BBB の透過性の低下に働くことが
推察されている．さらに山田らはアストロサ
イトで TGF-βファミリーの一つである BMP
の受容体，ALK3，を欠失させることにより，
血液脳関門の透過性の亢進が引き起こされ
ることを示し，TGF-βファミリーシグナルが
BBB の機能維持に重要であることを示して
いる(Mol Cell Neurosci. 2008;38:417-30)．
これらの事実は，TGF-βファミリーシグナル
の亢進と脳小血管，BBB の選択的透過性の制
御機構に密接な関連があることを示してい
る 
  
２．研究の目的 
本研究申請は，BBB の制御機構と病態との

関連を，TGF-βファミリーシグナルを中心と
したサイトカインシグナルを切り口として
明らかにしようとする物である．TGF-βファ
ミリー蛋白は，NVU において，周皮細胞や
アストロサイトから分泌されると考える．し
かし，細胞外環境刺激に応じてその分泌を制
御する機構，血管内皮細胞，周皮細胞，アス
トロサイト間でのサイトカインシグナルの
クロストークについては明確になっていな
い．本研究では，遺伝性脳小血管病である
CARASIL の病態をモデルとして,この NVU
でのサイトカイン分泌制御機構とその細胞
間クロストークを明らかとし，TGF-βファミ
リーシグナルと BBB 機能さらに LA の病態
との関連を明らかにすることを目的とする．



研究期間内に具体的目標として，孤発性 LA
患者剖検脳での TGF-β ファミリーシグナル
亢進の有無，CARASIL モデルマウスでの
BBB 機能異常の有無，NVU 構成細胞におけ
る TGF-β ファミリーシグナル制御機構を明
らかにする． 
 
３．研究の方法 
 申請者が保有しているCARASILモデルマウ
ス（HtrA1 欠損マウス）を用い，本マウスに
おいて TGF-βシグナルの亢進の有無，NVU の
形態変化，BBB 機能の変化，BBB 構成タンパ
ク質（claudin, occludin 等）に及ぼす影響
を検討した．手法としては，ウェスタンブロ
ッティング法，定量PCR法，免疫組織化学法，
電子顕微鏡を用いあ．TGF-βファミリーシグ
ナルの亢進に関しては，モデルマウス脳より
抽出した mRNA をもちい，TGF-β ファミリー
シグナル array を用い網羅的に解析した．解
析は，全体での解析と，初代培養系を用い，
アストロサイト，血管内皮細胞，周皮細胞に
て検討した．脳における血液脳関門機能の測
定法として，エヴァンスブルーを静注し，そ
の脳内漏出率を測定した．さらに，本マウス
において TGF-βシグナルの亢進の有無，NVU
の形態変化，BBB 機能の変化，BBB 構成タン
パク質に及ぼす影響をウェスタンブロッテ
ィング法，定量 PCR 法，免疫組織化学法，電
子顕微鏡にて検討した．  
 
４．研究成果 
我々は、本研究において、遺伝性の脳血管障
害の原因遺伝子として我々が単離したら
HtrA1 の欠損マウスを用い、本マウスにおい
てサイトカインである TGF-β シグナルの亢
進の有無、微小循環系の形態変化、血液脳関
門機能の変化、血液脳関門構成タンパク質に
及ぼす影響を検討した。まず、その形態変化
を免疫組織科学的に検討した。その結果、脳
の小血管の平滑筋細胞層の変質を認め、結果
として血管の収縮性の低下、内径の拡張を見
いだした。本研究により CARASIL のモデルマ
ウスの作成に成功し、また孤発性の脳小血管
病に類似の病理像得た。本モデルマウスの病
態解明は孤発性の脳小血管病、さらに血管性
認知症の解明にも寄与する。 
脳は血液脳関門という特徴的な機構を持つ。
血液脳関門は、脳への薬物輸送の面から注目
されてきた領域である。しかし、その研究の
難しさから、今まで、疾病との関連について
は十分に把握されていなかった。血液脳関門
の破綻は主に脳の白質の障害を起こす。血液
脳関門機能は、脳の小血管が担うが、私たち
は、人で遺伝性に、脳の小血管を侵す遺伝性
疾病 CARASIL の病態機序を明らかにし、炎症
性サイトカインである TGF-βファミリーシ
グナルの亢進がその背景にあることを示し
た。本研究では CARASIL の病態をモデルとし
て、TGF-βファミリーシグナルの脳小血管、
血液脳関門機能への役割を解明し、血液脳関

門機能と神経疾患との関連を明らかにする
ことである。CARASIL は脳の小血管の平滑筋
細胞層の消失と内膜の肥厚を伴い、病理像は、
孤発性脳小血管病と類似し、共通の病態機序
があることが推察されていた。我々は、本研
究において、遺伝性の脳血管障害の原因遺伝
子として我々が単離したらHtrA1の欠損マウ
スを用い、本マウスにおいてサイトカインで
ある TGF-β シグナルの亢進の有無、微小循
環系の形態変化、血液脳関門機能の変化、血
液脳関門構成タンパク質に及ぼす影響を検
討した。まず、その形態変化を免疫組織科学
的に検討した。その結果、脳の小血管の平滑
筋細胞層の変質を認め、結果として血管の収
縮性の低下、内径の拡張を見いだした。本研
究によりCARASILのモデルマウスの作成に成
功し、また孤発性の脳小血管病に類似の病理
像得た。本モデルマウスの病態解明は孤発性
の脳小血管病、さらに血管性認知症の解明に
も寄与する。 
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