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研究成果の概要（和文）：世界に先駆けもやもや病の感受性遺伝子・RNF213を見出し、その血管形成に関わることを見
出した。またアジアにおいてR4810K多型が創始者変異であることを見出した。これら成果の上に立ち、以下検討した。
臨床研究では、R4810Kはもやもや病に合併することの多い虚血性心疾患の発症リスクを高めることを証明した。動物実
験においては、血管内皮細胞にR4757K(R4810Kのオーソログ変異)を高発現させると低酸素曝露で脳血管新生が抑制され
ることを、遺伝子改変マウスで見出した。さらに創薬標的として、RNF213のAAA-ATPase moduleの内、A　moduleの競合
分子が有効であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We found that RNF213 is the susceptibility gene for moyamoya disease (MMD and its 
R4810K variant is the founder mutation among Asians. In the present project、we expanded the research in 
three fields. First, we investigated association of R4810K with coronary artery disease (CAD), which is 
often complicated with MMD and found strong association between RNF213 R4810K and CAD. In the transgenic 
animal study, overexpression of R4757K in endothelial cells (human R4810K orthologue) was found to 
inhibit angiogenesis in brain under the hypoxia. Finally, we found that a small molecule which inhibits 
ATPase activity by interacting with A module is a promising candidate for drug development.

研究分野： 環境衛生学

キーワード： 分子遺伝疫学　予防医学　社会医学　衛生学　医歯薬学

  １版



１．研究開始当初の背景 
もやもや病は、東アジア人に多く家系内集

積性が存在する。我々は、家系に注目し、
17q.25.3 の遺伝子座を見出し、positional 
cloning により新規タンパクとしての読み
枠で RNF213 を同定した。我々が cloning し
た RNF213 は公共データベースに登録されて
いる遺伝子とは異なり、我々は新たに
Mysterin と命名した。Mysterin は 650kDa を
超える巨大タンパクであり、E3-ligase 活性
と AAA機能を有することを見出した。さらに、
Mysterin の変異 R4810K は我が国において、
90％以上の一般患者が有しており、韓国では
80％、中国では 20％以上が有していた。また、
本変異は、我が国及び韓国の一般人口の 3％、
中国の 0.9％、東アジア全体で 1500 万人のキ
ャリアーが存在すると予想され、概ねキャリ
アーのもやもや病の発症リスクは、野生型に
対し300倍と考えられる。またキャリアーは、
収縮期血圧が高いことを見出した。しかし、
Mysterin の生理機能、R4810K のもやもや病
における病態については、我々を含め世界で
も十分な研究はない。我々は、予備実験とし
て未解決の問題を解決する以下の研究成果
を得た。 
（1）iPS 細胞由来の内皮細胞の検討：患者
＋キャリアー（以下保因者と略）、健常者の
協力を得て繊維芽細胞からiPS細胞を樹立し、
血管内皮細胞（EC）を樹立した。EC 機能とし
て代表的な Tube formation assay を行った
と こ ろ 保 因 者 由 来 の EC 細 胞は Tube 
formation の形成に異常があることが判明
した。さらに、遺伝子発現の Array Profiling 
を行い、保因者と健常者を比較すると、線維
芽細胞では認められないが、EC 細胞で保因者
に特異的に遺伝子発現の抑制パターンが認
められた。以上、保因者由来の EC に特有の
遺伝子発現抑制が病態に関連すると考えら
れた。 
（2）強制発現系での機能異常：機能解析を
行うため、Mysterin wild type mCherry 及び
R4810K を作成し HUVEC に導入したところ、
Tube formation の機能は、R4810K 導入によ
り抑制されていた。また、HeLa 細胞に導入し
たこところ細胞死を R4810K に特異的に認め
た。 
（3）正常細胞での検討：保因者において内
頚動脈終末部の閉塞性病変を除き著明な形
質を認めないことから、我々は、強制発現系
での顕著な形質に当惑し、保因者での代償が
存在するものと考えた。そこで、種々の薬剤
への感受性を検討したところ、患者由来の線
維芽細胞は薬剤Xに対して極めて敏感に反応
し細胞死することを見出した。 
（4）Mysterin KO mouse での知見：Mysterin 
野生型の機能を見るために一型糖尿病のモ
デルマウスである Akita mouse と交配し観察
した。その結果、KO マウスでは、体重増加が
ほぼ 10％程度対照マウスに比較し抑制され
る以外には著明な形質異常は認められなか

った。しかし、Ins2 Akita を有するノックア
ウト個体においては耐糖能が改善していた。
そこで、血中インスリンおよびプロインスリ
ンを測定したところ、KO マウスでは、プロイ
ンスリン分泌が増加していることが見出さ
れた。このことから、持続的にプロインスリ
ンの分泌を行う構成的経路が増加し、この経
路ではタンパクの折りたたみが不要なため
代償的に、Ins2 Akita による小胞体ストレス
を相対的に軽減している可能性が示唆され
た。 
（5）知見から導かれる仮説：我々の成果か
ら、Mysterin の機能は、分泌や細胞死に関
連するモータータンパクである可能性が示
唆された。これらのタンパクとして dynein 
あるいは kinesin が知られているが、
Mysterin は新たなモータータンパクと思わ
れる。また、R4810K は、薬剤 Xの誘導する細
胞死への感受性を高める。さらに、血管内皮
細胞では、広範な遺伝子発現抑制を発現し、
明らかにストレス耐性能の低下が存在して
いることが証明された。以上から、もやもや
病では内皮細胞のストレス耐性の低下によ
り細胞死が誘発され、これを契機として内皮
細胞の血管壁から細胞の脱落が生じ、血管平
滑筋細胞の増殖を引き起こし閉塞性病変を
はじめとし、もやもや病を発症するものと思
われる。 
 

２．研究の目的 
もやもや病は東アジアに多く、家系内集積

性が存在することにより遺伝要因の存在が
疑われてきた。我々は、感受性遺伝子として
Mysterin を世界に先駆け見出すとともに、東
アジアに多発する原因として東アジアに共
通する感受性遺伝子 Mysterin の創始者変異
R4810K を見出した。我々の研究目的は、感受
性変異 R4810K の脳血管の閉塞性病変におけ
る分子病態を明らかにするとともに、同時に
Mysterin の生理機能を明らかにし、発症前診
断、環境要因を解明し予防法および創薬など
translational research に道を開くことに
ある。 
 
３．研究の方法 
H25 年度 
（1）RNF213 R4810K により感受性の高まる
病態群の解明：①2006 年から追跡を開始した
50家系中の家系においてMRAにより（脳、心、
腎）動脈の狭窄病変の有無でリスクを検討す
る。内頚動脈終末部における狭窄病変の進展
については既に撮影している基本画像と比
較する。②環境要因の探索：感染症を環境要
因として想定し、コホート参加者に過去の感
染症の既往歴について聞き取りを系統的に
行う。 
（2）RNF213 R4757K 高発現 Transgenic mouse
の作製と形質の評価：血管内皮細胞に特異的
に RNF213 R4757K（ヒト R4810K のオルソログ）
を高発現するトランスジェニックマウスを



作成する。R4810K 相同の変異を入れた発現ベ
クターを受精卵に打ち込み、F1 を得て、
Tie2-LoxPマウスと交配しECにのみ特異的に
高発現するマウスを得る。発現ベクターでは、
promoterとして強力な発現を引き起こすCAG
配列を用いる。 
（3）もやもや病発症にあたり RNF213 R4810K
ともに作用する環境要因の解明：R4810K の過
剰発現を引き起こす契機の同定と過剰発現
が与える影響について系統的に探索する。① 
Promoter Assay: Interferon によりヒト臍帯
静脈都胞（HUVEC）において、RNF213 が極め
て強力に誘導される結果を得ている。我々は、
キャリアーでは R4810K が過剰となると考え
RNF213 の転写因子結合部位を promoter 
assay で特定する。②Interferon 1 による
iPSEC の細胞周期への影響：患者由来の iPS
を用いて、RNF213 の誘導を確認し R4810K に
特異的に細胞周期異常が生じるかどうか検
討する。Appotosis を含め細胞周期異常の検
出を試み、検出には Flow cytometry で観察
を行う。③RNF213 R4810K の MAD2 との結合メ
カニズムとM期関連遺伝子抑制を引き起こす
メカニズムの解明：R4810K が、M期進行の司
令塔タンパクである MAD2 と結合する。さら
に、iPS 細胞を用いた検討では、R4810K は、
ECへの分化特異的に Securin や SKA3、SGO1、
CDC20 および BUB1 の発現抑制を引き起こす。
これら発現抑制のメカニズムの解明を行う。 
H26 年度 
（1） RNF213 R4810K により感受性の高まる
病態群の解明：①2006 年から追跡を開始した
50家系中の家系においてMRAにより（脳、心、
腎）動脈の狭窄病変の有無でリスクを引き続
き検討する。内頚動脈終末部における狭窄病
変の進展については既に撮影している基本
画像と比較する。②環境要因の探索：感染症
を環境要因として想定し、コホート参加者に
過去の感染症の既往歴について聞き取りを
継続し、系統的に行う。 
（2）RNF213 R4757K 高発現 Transgenic mouse
の作製と形質の評価：現在ヒト遺伝子の
syntheny である RNF213 R4757K および wild 
type の RNF213 を、CAG 配列を Promoter とし
LoxP の系に挿入し、過剰発現系 Transgenic 
mouse を作成した。また得られた Transgenic 
F1 は、現在 Tie-Cre および SM22α-Cre と交
配を開始した。これらマウスについて、まず、
臓器発現量の評価を行い、同時に血管病変を
組織学的に観察する。また 10-20 週齢で、MRA
を実施する。 RNF213 の Null と Akita mouse
の交配の結果生まれた、RNF213null マウス
Akita+/-では、糖尿病進展が明らかに遅延す
る。このメカニズムは、RNF213 の生理機能に
よるものと考えられる。現在、RNF213 によ
ることを確認するため、戻し交配を行いつつ
ある。その結果を見極め、インスリンの
processing および ER stress の視点から機
能解析を行う。 
（3）もやもや病発症にあたり RNF213 R4810K

ともに作用する環境要因の解明：R4810K の過
剰発現を引き起こす契機の同定と過剰発現
が与える影響について系統的に探索する。
Promoter Assay: Interferon によりヒト臍帯
静脈都胞（HUVEC）において、RNF213 が極め
て強力に誘導されるStat1を介することを示
す証拠を得た。転写因子結合部位を promoter 
assay で特定する。 
H27 年度 
（1）RNF213 R4810K により感受性の高まる
病態群の解明：①頭蓋内動脈狭窄病変の進
展：2006 年から追跡を開始した 50 家系中の
家系においてMRAにより内頚動脈終末部の進
展について、R4810K の影響を評価する。②虚
血性心疾患の有無：家系内に若年で明らかな
リスク要因が存在しないケースを認めるた
め虚血性心疾患のリスク要因となるか検討
する。③糖尿病：RNF213 の Null と Akita 
mouse の交配の結果生まれた、RNF213null マ
ウス Akita+/-では、糖尿病進展が明らかに遅
延する。一方、RNF213 R4757K (R4810K オー
ソログ) では、糖尿病の進展は促進した。今
年度は分泌能について評価する。 
（2）RNF213 R4757K 高発現 Transgenic mouse
の作製と形質の評価：現在ヒト遺伝子の
syntheny である RNF213 R4757K および wild 
type の RNF213 を、CAG 配列を Promoter とし
LoxP の系に挿入し、過剰発現系 Transgenic 
mouse を作成した。昨年度は、得られたマウ
スを用い、angiogenesis が低下することを見
出した。本年度は、内頚動脈の狭窄病変を導
入し、arteriogenesis を評価する。これによ
り狭窄病変が認められるかどうかを評価す
る。  
 
４．研究成果 
H25 年度 
（1）RNF213 R4810K により感受性の高まる
病態群の解明：2006 年から追跡を開始した家
系において MRA により（脳、心、腎）動脈の
狭窄病変の有無でリスクを検討した。内頚動
脈終末部における狭窄病変は、進行している
ことが確認できた。上記追跡調査にあわせて、
過去の感染症の既往歴について聞き取りを
行った。 
（2）RNF213 R4757K 高発現 Transgenic mouse
の作製と形質の評価：現在ヒト遺伝子の
syntheny である RNF213 R4757K および wild 
type の RNF213 を、CAG 配列を Promoter とし
てLoxPの系に挿入し、過剰発現系Transgenic 
mouseを作成した。また、得られたTransgenic 
F1 は、現在 Tie-Cre および SM22a-Cre と交配
を開始した。 
（3）もやもや病発症にあたり RNF213 R4810K
とともに作用する環境要因の解明：R4810K の
過剰発現を引き起こす契機の同定と過剰発
現が与える影響について系統的に探しつつ
ある。Promoter Assay: Interferon によりヒ
ト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）において、
RNF213 が極めて強力に誘導される結果を確



認した。Interferon b による iPSEC の細胞
周期への影響を検討したところ、もやもや病
を有さない提供者由来の iPS 細胞では、刺激
の無い状況では mitotic failure を起こさず、
interferon b の投与により mitotic failure
を引き起こすことを見出した。この一方、
R4810K を有する患者由来の iPS では、
interferon b の刺激がなくとも mitotic 
failure の率が高く、刺激によってさらに増
加することはなかった。 
H26 年度 
（1）RNF213 R4810K により感受性の高まる
病態群の解明：2006 年から追跡を開始した家
系においてMRAにより脳動脈の狭窄病変の有
無でリスク評価を開始した。内頚動脈終末部
における狭窄病変は、進行していることが確
認できた。 
（2）RNF213 R4757K 高発現 Transgenic mouse
の作製と形質の評価：現在ヒト遺伝子の
syntheny である RNF213 R4757K および wild 
type の RNF213 を、CAG 配列を Promoter とし
てLoxPの系に挿入し、過剰発現系Transgenic 
mouse を作成した。血管内皮細胞、平滑筋細
胞、遺伝子破壊マウス、野生型マウスを用い
て、脳低酸素曝露を行ったところ、R4757K を
血管内皮細胞に過剰発現するマウスにおい
ては、Angiogenesis は抑制されていた。 
（3）もやもや病発症にあたり RNF213 R4810K
とともに作用する環境要因の解明：R4810K の
過剰発現を引き起こす契機の同定と過剰発
現が与える影響について系統的に探し
Interferon によりヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVEC）において、RNF213 が極めて強力に
誘導されるメカニズムについて Promotor に
存在するSATAXが関与することを証明できた。
また、RNF213 が、AAA+であることから、その
構造に注目し、First AAA の deletion、Walker 
B Motif の変異体を作り、Angiogenesis への
影響をみた。Walker Ｂの変異により、
Angiogenesis が抑制され、AAA+の削除変異で
は、影響が認められないことが判明した。ま
た R4810K の ATPase 活性の測定を行い、低下
を認めた。以上のことから、R4810K は
dominant negative 機構によりAngiogenesis
を抑制すると考えられた。 
H27 年度 
（1）RNF213 R4810K により感受性の高まる
病態群の解明：①頭蓋内動脈狭窄病変の進
展：2006 年から追跡を開始した 18 家系中 59
名においてMRAにより内頚動脈終末部の進展
を評価した。その結果、34 例の R4810K キャ
リアーの内、6 名で狭窄が認められた。一方
25 名の野生型では狭窄は認められなかった。
追跡では、11名中2名で新たに狭窄が出現し、
1 名で進展が見られた。一方 8 名の野生型で
は認められなかった。これらの所見は何れも
キャリガー有意に頭蓋内病変のリスクが高
いことを示した。②虚血性心疾患の有無：家
系内に若年で明らかなリスク要因が存在し
ないケースを認めるため虚血性心疾患のリ

スク要因と検討したところ、case では 956
例中 37 名の R4810K キャリアが認められ、対
照では 714 名中 13 名にキャリアーが認めら
れ、有意に虚血性心疾患と相関した（odds 
2.74, ｐ=0.013）。 
（2）RNF213 生化学：我々は環境要因と
RNF213 の関係を知るために、PDGF, VEGF, 
Cytokines, TGFb の影響を検討したところ、
INFb, INFg で顕著な誘導が認められた。本誘
導は Stat を介することも判明した。また、
INFb は血管新生を抑制することが知られて
おり、この抑制作用には、RNF213 の誘導が関
与することが判明した。また、血管内皮細胞
に特異的に Rnf213 R4757(R4810K のオーソロ
グ)過剰発現させたマウスでは、低酸素によ
る脳の血管新生が抑制された。以上から、
RNF213 R4810K 変異は血管新生を抑制するこ
とが示唆された。 
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