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研究成果の概要（和文）：RNF213は、もやもや病など多様な動脈閉塞性疾患に関わる遺伝子であり、R4810K変異
はその感受性要因となるが、環境因子および分子レベルでの病理メカニズムは不明であった。本研究では、未病
から発病に至る環境要因として免疫系要因に着目した疫学研究を行い、また、RNF213の機能解明を行った。具体
的には、(1)血管閉塞に関わるRNF213シグナル系、(2)アポトーシスに至る細胞分裂異常とRNF213との関連、(3) 
アポトーシスを引き起こす小胞体ストレスにおけるRNF213の役割、及び、(4) 免疫系の攪乱因子であるウィルス
及び腸内細菌との関連、を解明する4課題を通じて、攪乱の解明を目指した。

研究成果の概要（英文）：We previously identified that RNF213 is a major susceptibility gene for 
moyamoya disease (MMD) and its founder variant p.R4810K is a risk factor for not only MMD but also 
several other vascular occlusive diseases. The environmental factors and molecular mechanisms of MMD
 pathogenesis are largely unknown. To clarify them, in this project, we carried out epidemiological 
studies focusing on immunological factors in MMD, and elucidated cellular functions of RNF213. 
Specifically, we analyzed (1) RNF213-mediated signaling pathways involved in vascular occlusion, (2)
 relevance between mitotic failure and RNF213, (3) roles of RNF213 in response to endoplasmic 
reticulum (ER) stress, and (4) involvement of viral infection and gut microbiota in MMD 
pathogenesis.

研究分野： 衛生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、RNF213が炎症、アポトーシス、小胞体ストレス、細胞分裂、受容体型チロシンキナーゼなど、多
様な細胞応答のシグナル制御に関わることが明らかとなった。RNF213の機能解明が進み、もやもや病をはじめと
した、RNF213関連血管障害の疾患メカニズムの解明、ひいては、これらの疾患の予防・治療法の構築への貢献が
期待できることに、本研究の学術的・社会的な意義がある。また、もやもや病の発症機構を理解する上で、ウィ
ルス感染や腸内細菌叢の関与を精査したことにも意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
心および脳血管疾患は死因の上位を占め、その基盤には遺伝的要因と環境要因による攪乱が共
通して認められる。もやもや病は、ウイリス動脈輪近傍動脈の閉塞を必発として、全身の動脈に
も頻繁に閉塞性病変が認められる動脈疾患である。代表者らは、その感受性遺伝子として RNF213
を同定し、東アジア（日中韓）の創始者変異である R4810K を見出し、1500 万人の未病状態のキ
ャリアーが存在することを見出した（Liu ら、PLoS One. 6:e22542, 2011）。R4810K は浸透率が
低く（1/150）、この遺伝子変異単独では閉塞性病変の惹起を説明できない。しかしながら、もや
もや病の環境因子および分子レベルでの病理メカニズムは不明であり、これらを解明すること
が喫緊の課題であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、もやもや病の環境因子および分子レベルでの病理メカニズムを明らかにすること
を目的とした。そこで、未病から発病に至る環境要因として免疫系要因に着目し、疫学研究を実
施した。また、ATPase 活性を持つ AAA+ドメインとユビキチンリガーゼ (E3) 活性を持つ RING ド
メインを有する巨大タンパク質 RNF213 について、E3 リガーゼに関わるユビキチン化シグナル
経路での変動などに注目した研究を進めた。具体的には、(1) 血管閉塞に関わる RNF213 シグナ
ル系、(2) Apoptosis に至る細胞分裂異常と RNF213 との関連、(3) Apoptosis を引き起こす小
胞体ストレスにおける RNF213 の役割、および、(4) 免疫系の攪乱因子であるウィルス及び腸内
細菌との関連、を解明する 4課題を通じて、攪乱の解明を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 血管閉塞に関わる RNF213 シグナル系の解明 
 
① RNF213 の RING ドメインが持つ E3活性の特性や、当該 E3活性に対するもやもや病患者変異
の影響を検討するために、RING ドメインを含む RNF213 部分断片を GST 融合タンパク質として、
大腸菌に発現させ、その精製タンパク質と、精製 E1・E2・ユビキチンを用いて、in vitro ユビ
キチン化アッセイを行った。また、RNF213 による NFkappaB/Apoptosis 経路の制御を検討するた
めに、HEK293T 細胞に全長 RNF213（野生型、または、変異体）を強制発現させ、ルシフェラーゼ
アッセイや FACS 解析により、NFkappaB/Apoptosis 経路の誘導活性を評価した。 
② CRISPR/Cas9 技術により、RNF213 欠損培養細胞株を樹立した。ウェスタンブロットや Real-
time PCR 法を用いて、その親株との比較解析を行い、種々の細胞内シグナル経路が RNF213 の欠
損により障害されるか否かを検討した。 
③ 遺伝子修復技術を用いて、もやもや病患者由来 iPS 細胞(RNF213 R4810K 変異型)から、その
野生型修復 iPS 細胞を樹立した。その両者より分化誘導して得られた血管内皮細胞を比較する
ために、種々の細胞アッセイとシングルセル遺伝子発現解析を行った。 
 
(2) Apoptosis に至る細胞分裂異常と RNF213 との関連の解明 
 
代表者らが樹立した RNF213 欠損マウス(KO マウス：小林ら、BBRC. 432:519-25,2013)と RNF213 
R4810K 型ノックインマウス（KI マウス：マウスでは R4757K に相当する）を用いて、mouse 
embryonic fibroblast（MEF 細胞）を樹立した。JuLI FL,single scope system（NanoEntek 社）
を用いたリアルタイム観察などにより、これら MEF 細胞の細胞分裂期における異常を比較解析
した。また、アクチンファイバーや分裂期キナーゼ CDC2 の解析も行った。 
 
(3) Apoptosis を引き起こす小胞体ストレスにおける RNF213 の役割の解明 
 
siRNA 法により RNF213 の発現を抑制した HeLa 細胞（ノックダウン細胞）と RNF213 KO マウスよ
り樹立した MEF 細胞（ノックアウト細胞）を用い、tunicamycin や thapsigargin により誘導し
た小胞体ストレスにおける RNF213 の役割を検討した。具体的には、ウェスタンブロットや Real-
time PCR 法を用いて、小胞体ストレスのマーカーである sXBP-1 や CHOP、また、小胞体関連分解
(ERAD, ER associated protein degradation)の制御因子である SEL1L や HRD1 の発現レベルを
検討した。また、ERストレスによる一型糖尿病のモデルマウス（Akita マウス：吉岡ら、Diabetes. 
46: 887-894, 1997）とその RNF213 欠損マウス（RNF213 KO/Akita マウス：小林ら、BBRC. 432:519-
525,2013）の膵島における SEL1L の発現レベルを免疫組織染色により比較した。 
 



(4) 免疫系の攪乱因子であるウィルス及び腸内細菌との関連の解明 
 
もやもや病の発症に対するウィルス感染の影響を調べるために、RNF213 R4810K 変異を持つ 111
名のもやもや病患者（うち家族性 45名、孤発性 66 名）と、同変異を持つ対照者 67 名について、
種々のウィルスに対する血中 IgG 抗体価を比較・検討した。検討したウィルスは、血管障害との
関連性が示唆されている以下の 11 種のウィルスである：cytomegalovirus, varicella-zoster 
virus, measles virus, rubella virus, herpes simplex virus, mumps virus, Epstein Barr 
virus, human parvovirus B19, human herpesvirus 6, human herpesvirus 8, 及び, John 
Cunningham virus。また、もやもや病の発症に対する腸内細菌叢の影響を調べるために、糞便の
16S rRNA 解析を実施し、もやもや病患者と対照者の腸内細菌叢の比較解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 血管閉塞に関わる RNF213 シグナル系の解明 
 
① RNF213 が AAA+ドメイン依存的に、NFκB/Apoptosis 経路を正に制御することを発見した。ま
た、もやもや病患者で同定されている RING ドメイン内変異の多くが RING 依存性ユビキチンリ
ガーゼ活性を減弱させ、上記 NFκB/Apoptosis 経路を亢進させることを見出し、RNF213 の変異
が当該経路の制御を破綻させることにより、血管閉塞を引き起こすことが示唆された(武田ら、
BBRC. 525:668-674,2020)。 
② 受容体型チロシンキナーゼ系や脂質シグナル系、炎症シグナル系も RNF213 により制御され
ることを見出し、研究を継続している。 
③ もやもや病患者由来 iPS 細胞とその野生型修復 iPS 細胞から分化させた血管内皮細胞につい
て、シングルセル遺伝子発現解析により、両者の差異を見出し、更に、比較解析を進めている。
上記シングルセル遺伝子発現解析は、本新学術領域研究の総括班である松島班、藤渕班、池尾班
との共同研究である。 
 
(2) Apoptosis に至る細胞分裂異常と RNF213 との関連の解明 
 
細胞分裂期の異常と RNF213 の関連性を明らかするために、RNF213 KO マウス、R4810K ノックイ
ン(KI)マウスより樹立した MEF 細胞を解析した。その結果、RNF213 KO 及び KI細胞の両者にお
いて、細胞分裂期の異常が観察された。さらに分裂期細胞でのアクチン骨格を観察した結果、分
裂期細胞でのアクチンファイバーストレスが KO,KI 細胞で観察され、分裂期移行に障害が起き
ている可能性が高いことが示唆された。また、分裂期移行に重要で様々な下流因子をリン酸化す
るマスターキナーゼ CDC2 のリン酸化状態の異常が起きているからも、分裂期の進行異常が起き
ていることが示唆された。KO,KI 細胞に RNF213 発現を回復させることで、これらの異常形質が
元に戻るかを見たところ、多くの形質においてその回復ができず、野生型 RNF213 の過剰発現は
より異常を増すことから、内在性の RNF213 による至適な発現量があることが推定され、この仮
説に基づき研究を継続している。 
 
(3) Apoptosis を引き起こす小胞体ストレスにおける RNF213 の役割の解明 
 
RNF213 ノックダウンおよびノックアウト細胞に ER ストレス誘導試薬処理を行ったモデルを用
いて、RNF213 欠乏が小胞体ストレスマーカーの上昇を抑制することを証明した。RNF213 欠乏が
小胞体関連分解(ERAD)の key molecule である SEL1L の上昇につながることを in vitro および
in vivo で示し、さらに SEL1L が RNF213 欠乏による小胞体ストレス抑制の主たるメディエータ
ーであることを明らかにした。また、SEL1L と複合体をつくり ERAD に重要な役割を果たす HRD1
も小胞体ストレス下で RNF213 欠乏により増加した。以上より、RNF213 欠乏は、SEL1L-HRD1 複合
体を増加させ、ERAD を促進することにより、小胞体ストレスを抑制することが示唆された(Ahmed
ら、BBRC. 609:62-68,2022)。 
 
(4) 免疫系の攪乱因子であるウィルス及び腸内細菌との関連の解明 
 
RNF213 R4810K 変異を有する患者・対照者の血液を用いて、上述の 11種のウィルスについて、
ウィルス感染の既往の評価を行った。その結果、もやもや病患者で有意に多い陽性抗体は認めら
れなかった(中村ら、J Stroke Cerebrovasc Dis. 31:106509,2022)。また、もやもや病患者・対
照者の糞便の 16S rRNA 解析によりヒト腸内細菌叢の解析を行った結果、患者で 23 種の細菌の
増減が認められた。 
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