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研究成果の概要（和文）：1) 患者血中EPCのFACS解析：患者33名、健康対照14名から採血を行った。術前では小児患者
、成人患者ともにEPCの有意な細胞数低下が示された。また、術後は有意なCD34+/CD133+細胞の低下がみられた。これ
ら所見は、病変部でのEPC消費亢進を示唆していると考えられた。
2) もやもや病患者由来iPS細胞の樹立：患者3名、正常対照3名からiPS細胞を作成した。血管内皮細胞への分化誘導を
行い検討したところ、患者細胞では管腔形成能の低下がみられた。マイクロアレイとプロテオミクス解析では、患者で
発現が低下している遺伝子/タンパク質に血管新生に関与するものが見出され、病因との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：1) Consumption of circulating EPC in MMD patients: Thirty-three patients with MMD 
and 14 healthy volunteers were registered to obtain mononuclear cells and plasma. In the patients, the 
circulating EPC was lower than control, and the circulating CD133+/CD34+ cells decreased after the 
operation, significantly. The level of bFGF was significantly lower in adult patients. The results 
suggested that EPCs would be consumed aggressively at the lesion. The pathological significance of bFGF 
in adult patients is still unclear.
2) Analysis of iPS cells from MMD patients: The iPS cell lines were established from PBMNCs of 3 MMD 
patients and 3 healthy persons. The endothelial differentiation was conducted on matrigel layer. The 
endothelial cells from MMD were impaired for the angiogenesis in vitro, significantly. In microarray 
analysis, it was found that KEGG pathway analysis of genes downregulated in MMD, that is, extracellular 
matrix receptor-related genes were significantly downregulated in MMD.

研究分野： 脳血管障害
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１．研究開始当初の背景 

 もやもや病は両側内頚動脈終末部に進行

性の狭窄が出現する原因不明の疾患で、小

児・成人両者に発生する、わが国をはじめと

する東アジアに好発する、約 20%で家系内発

症がみられるなどの特徴を有している。小児

では一過性脳虚血発作や脳梗塞で発症する

ことがほとんどだが、成人の半数は頭蓋内出

血で発症する。研究代表者、分担者らは、こ

れまで約 20 年にわたって本疾患の診断・外

科治療・予後解析・原因究明に努めてきた。 

これまで、本疾患の原因には感染症、遺伝

子異常などが示唆されていたが、2011年に本

疾患の感受性遺伝子(RNF213)が報告される

など、本疾患は病因論、治療法の面において

大きな変革点を迎えている。しかしながら、

その原因遺伝子がどのようなメカニズムを

介して疾患の発症に関与しているのかは、課

題として残されている。 

近年の研究によって血中に存在する内皮

前駆細胞 (endothelial progenitor cell; 

EPC)が、本疾患の成因に関与している可能性

が示唆されている。Yoshihara ら(2008)の報

告以来、患者血液から採取した EPC にはさま

ざまな機能異常や数的異常が存在すると報

告されているが、その意義や解釈にも不明の

部分が多い。 

また、本疾患には現時点で有効な動物実験

モデルや、in vitro 実験モデルが存在せず、

このことが原因究明や、外科的血行再建術以

外の有効な治療法の開発を阻んでいる。近年、

パーキンソン病、家族性自律神経障害、ALS

など様々な中枢神経疾患において患者由来

iPS 細胞(induced pluriopotent stem cell)

株が樹立し、病態解明研究に用いられている。

もやもや病患者由来 iPS 細胞作成の報告は、

本研究開始時点ではみられなかった。 

 

２．研究の目的 

 われわれは、もやもや病患者における血中

EPC の病態を明らかにすることで、血中 EPC

がもやもや病の発生と進展にどのように関

わっているのかを解明する。さらにもやもや

病患者の体細胞から iPS細胞を作成し、その

細胞株の血管内皮細胞への分化能、分化させ

た内皮細胞の機能解析などを通じ、もやもや

病の原因究明や、治療法開発の基盤研究を行

うことを目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1) 患者末梢血中 EPC の FACS 解析 

 新規に発生した患者から末梢血中の単核

球文革を分離した。CD34、CD133、VEGFR2 と

いった EPCの表面抗原に対してフローサイト

メトリー(FACS)を実施し、各患者における血

中 EPC数を測定した。対照群との比較や、血

行再建術前後での変化を検討して、本疾患に

おける血中 EPCと病因の関係について明らか

にすることを試みた。また保存した患者血漿

を用いて ELISA を行い、血漿中の VEGF、

SDF-1α、bFGF、HGF濃度を測定した。 

(2) もやもや病患者由来 iPS 細胞の樹立 

 患者から血液を採取し、単核球を分離する。

センダイウィルスを用いて山中 4 因子 

(c-Myc、Oct3/4、Sox2、Klf４)を導入する。

ウィルス感染約 30 日後に形成された iPS 細

胞コロニーを単離する。十分な細胞量になる

よう培養を行い、分化万能性・自己複製能を

検討後、研究に用いる。 

 

４．研究成果 

(1) 患者末梢血中 EPC の FACS 解析 

 患者 33 名(小児 14 名、成人 19 名)、健康

対照 14 名(小児 5 名、成人 9 名)から採血を

行った。術前採血では小児患者、成人患者と

もに EPC の有意な細胞数低下が示された。ま

た、術後採血が行われた症例では、術後に有

意な CD34+/CD133+細胞の低下がみられた。ま

た ELISA では、小児患者の術後で VEGF が増

加傾向を示していた。EPC 数の患者群での低



下所見は、病変部での EPC消費亢進を示唆す

る所見と考えられた。一方、小児患者術後で

の VEGF 増加傾向は、関節血行再建による良

好な側副血行と関連することが示唆された。

本結果は、国際学術誌に投稿準備中である。 

(2) もやもや病患者由来 iPS 細胞の樹立 

 患者 3 名、正常対照 3 名から、iPS 細胞を

作成した。樹立した細胞株から血管内皮細胞

への分化誘導を行った。培養後約 2 週間で免

疫染色を行い、CD31、VE-cadherin の発現を

確認した。得られた患者由来と正常対照由来

の内皮細胞を用いて比較検討したところ、患

者由来内皮細胞では管腔形成能の低下がみ

られた。これは、サイトカイン刺激によって

も変化が生じなかった。次に得られた内皮細

胞に対して、マイクロアレイ解析とプロテオ

ミクス解析により網羅的な探索を行った。も

やもや病で発現が低下している遺伝子/タン

パク質の中に血管新生に関与するものが見

出され、病因との関連が示唆された。本結果

は、国際学術誌に投稿準備中である。 
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