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研究成果の概要（和文）：脳動脈瘤罹患者７名を含む脳動脈家系を対象に解析を行なった。本家系の罹患者全員
で共有される機能的低頻度バリアント13q14.13に位置するSPERT遺伝子が特定できた。次に、候補遺伝子とし
て、脳動脈瘤を高率に合併するPKD1遺伝子（16p13.3)とPKD2遺伝子（4q21)に注目した。家族性脳動脈瘤患者150
例と脳動脈瘤と遺伝性腎疾患がない対照群150例を対象に、次世代シーケンサーを用いてADPKD遺伝子のターゲッ
トリシーケンスを行った。結果、患者群で33人に26個、対照群では20人に21個の候補レアバリアントが検出され
た(オッズ比1.80、WSS法P値0.026、SKAT法P値0.044)。

研究成果の概要（英文）：Family including 7 affected persons with intracranial aneurysms (IAs) was 
analyzed and rare functional variant, SPERT at 13q14.13 was found. We investigated whether IAs 
without obvious renal diseases were also associated with PKD1 (16p13.3) and PKD2 (4q21). We 
performed next-generation sequencing of the ADPKD genes in 150 Japanese familial IA patients and 150
 non-IA controls. A total of 44 rare candidate variants were confirmed by Sanger sequencing; 26 were
 identified from 33 patients, whereas 21 were identified from 20 controls. The candidate variants 
were all missense variants, except for one, and showed consistent association with IA in both burden
 and variance component tests (odds ratio [OR] = 1.80; WSS, P = .026; SKAT, P = .044). This 
association was largely derived from the variants found in the extracellular structural domains of 
PKD1 (OR = 2.06; WSS, P = .030; SKAT, P = .029). ADPKD genes are susceptibility genes for IA even in
 patients without ADPKD.

研究分野： neurosurgery
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１．研究開始当初の背景 
脳動脈瘤は頭蓋内の主幹動脈の分岐部に生
じる囊状の血管の病的な膨らみで、その破裂
によりクモ膜下出血を生じる。クモ膜下出血
を来した患者の転機は、その半数以上が死亡
または重大な後遺症を残す重篤なもので、診
断法•治療法が進歩した現在においても、医
療上重要な疾患のひとつと考えられている。 
脳動脈瘤の成因としては、高血圧症、喫煙、
血行力学的要因などの環境要因と、家族集積
性•脳動脈瘤を合併しやすい遺伝性疾患の存
在から遺伝要因が想定され、これらの複合的
作用により発生すると考えられている。この
ような遺伝的背景の存在から、成因の解明を 
目的に遺伝要因の解析が盛んに行われてき
た。その解析手法として、かつては罹患家系
を用いた連鎖解析が行われ、我々も当時は脳
動脈瘤では前例がなかったゲノムワイド連
鎖解析を行い、第 5、7、14 番染色体に連鎖
領 域 を 特 定 し た (Am J Hum Genet 
69:804-819,2001)。これを皮切りに国内外で
多数の連鎖解析や関連解析が相次いだが、サ
ンプル数が少なく結果の信頼性が低いもの
も多かった。現在では高密度マイクロアレイ
を用いた大規模コホートでのゲノムワイド
関連解析（Genome wide association study、
GWAS）が主流となり、脳動脈瘤においても
我々とエール大学等の多施設国際共同研究
により再現性•信頼性の高い感受性領域がい
くつか特定されている(NatGenet 40:1472–
1477,2008; Nat Genet 42:420–425,2010; 
PNAS:108,19707-12,2011 )。いずれも機能的
にも有望な遺伝子座ではあるが、脳動脈瘤発
生のメカニズムとの分子生物学的関わりに
ついてはほとんど検証されていないのが実
情である。効果サイズが小さく、リスクアレ
ルによりもたらされる生物学的効果が軽微
であるのも一因であろう。近年、画像診断技
術の進歩、普及に伴い、未破裂脳動脈瘤が容
易に診断されるようになってきた。脳動脈瘤
の破裂は働き盛りの人を突然に死に至らし
めるため、病態解明およびオーダーメイド医
療（特に偶発的に発見された未破裂脳動脈瘤
患者に対して）への社会的な要望は高いと考
えられ、そのために効果サイズの高い遺伝要
因の解明が求められている。脳動脈瘤のよう
な多因子疾患においては、GWAS のアプロ
ーチでは頻度が低く効果サイズが高いバリ
アント(いわゆる rare variant)を検出し得な
い問題も指摘されている。 近年、次世代型
シーケンサーの登場により、次々に単一遺伝
子疾患の原因遺伝子が特定されているが、多
因子疾患においても GWAS では捉えられな
い遺伝要因の同定にその応用が期待されて
いる。本研究では、本学で既に稼働の実績が
ある次世代型シーケンサーを駆使し、ゲノム
網羅的解析法による疾患感受性遺伝子の特
定を目指す。 
 
２．研究の目的 

脳動脈瘤は重篤な脳卒中をきたす多因子疾
患であるが、いまだその成因を十分に説明で
きるような疾患感受性遺伝子の同定にまで
には至っていない。今回、我々は既に保有し
ている多数の家族性脳動脈瘤家系を対象に、
ゲノム上の全エクソン配列を抽出し、次世代
高速シーケンサーで配列決定を行う（全エク
ソーム•シーケンシング）。ここから、家系内
で疾患とともに伝達している遺伝子変異の
検索を行い、さらに多数の患者•対照サンプ
ルを用いた関連解析を加え、脳動脈瘤の成 
因解明およびオーダーメイド医療につなが
る感受性遺伝子の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、 今一度、遺伝的背景が濃厚な
家系サンプルに立ち返って解析を行う。我々
はかつてゲノムワイド連鎖解析を行ったサ
ンプルを中心に 89 の脳動脈瘤家系サンプル
(210 罹患メンバー、うち破裂脳動脈瘤 155 
例) を保有している。罹患同胞対が主体の小
さな家系サンプルではあるが、世界にこれほ
どまでの数の家系サンプルを有している研
究施設は他にないと思われる。これらを対象
に本学の最新鋭次世代シーケンサー
SOLiD5500Wildfire シ ス テ ム
(LifeTechnologies)による全エクソーム•シ
ーケンシングを行い、疾患と連鎖している機
能的 rare variant を明らかにする。これに
より得られた候補遺伝子に対し、さらにリシ
ーケンシングによる患者•対象関連解析も行
う。関連解析に係るリシーケンシングには 
SOLiD システムよりも汎用性の高い Ion PGM 
シーケンサー(LifeTechnologies)を利用し
て効率をあげる。この種の関連解析では 
Combined Multivariate and Collapsing 法
(CMC)などを用いても多変量の解析になるこ
とが想定され、検定力を確保するためにより
多数の検体が必要となる。関連を検定するた
めのサンプルとして、患者検体 400 例と対象
検体 400 例の調整が完了している。 
 
４．研究成果 
①家系の抽出と全エクソームシーケンシン
グ 
添付の図に示した脳動脈瘤罹患者７名を含
む脳動脈家系を対象に解析を行なった。本家
系は、我々が世界に先駆けて行なった罹患同
胞対連鎖解析に使用した家系である。その当
時は、第 III 世代の罹患姉妹３例を含めた罹
患同胞対連鎖解析を行なっており、この３姉 
妹は有意な連鎖を示した１４番染色体、７番
染色体のマーカーを共有していた。その後の
フォローにより、次の世代に脳動脈瘤患者が
生じたことから、次世代シーケンスを用いた
網羅的解析に供することとした。第 III 世代
の６姉妹およびその子の世代の罹患者１例
で、イルミナ社の SNP アレイ、および HiSeq
シーケンサーによる全エクソームシーケン
シングを実施した。まず、SNP アレイのデー



タを用いて本家系で疾患と連鎖している染
色体領域を特定し、その領域に存在するレア
バリアントを候補とする戦略をとった。 
 まず、連鎖解析の結果であるが、先に見出
した１４染色体の連鎖領域は子の世代にも
連鎖しており、最も有望な領域と考えられた。
しかし、エクソーム解析ではこの領域のエク
ソンには有望な変異は検出されなかった。今
後、ノンコーディンング領域も含めた詳細な
解析を加える余地はあるものの、今回は他の
領域の検索に移ることにした。 
 かつての罹患同胞対連鎖解析で最も有意
な連鎖を認めた７番染色体連鎖領域は、子の
世代には伝達していないことが判明した。し
かし、A80 と付番される第Ⅳ世代罹患者の親
は、脳動脈瘤を発症していないので、脳動脈
瘤のようなありふれた疾患ではこのような
遺伝様式は十分に想定されうる。第 III 世代
に限定して連鎖している領域で検討してみ
ると、果たして有望な病的変異が検出された。
7q21.11に存在するCD36遺伝子のフレームシ
フト変異である。この CD36 遺伝子は近年、
冠動脈疾患などの動脈硬化性疾患において
重要な役割を果たす分子として注目を集め
ている。かつての罹患同胞対連鎖解析ではこ
の遺伝子の異常を捉えていた可能性があり、
現在、リシーケンスによる検討を行っている
ところである。 
 脳動脈瘤のような多因子疾患では、同一家
系においても関連する遺伝要因は単一では
なく、いくつかの相乗効果によって発症に至
ると考えられている。そこで、かつての連鎖
領域にこだわらず、第 III 世代と第 IV 世代
でも共有される新たな感受性遺伝子の検索
も行った。その結果、本家系の罹患者全員で
共有される機能的低頻度バリアントの特定
に至った。13q14.13 に位置する SPERT 遺伝子
である。本家系に加え、他の２家系でもこの
遺伝子バリアントが検出されたことから、さ
らに詳細に検討を加えた。SPERT は未だその
機能が未知のあらたなロイシンジッパー蛋
白をコードし、これが脳血管平滑筋に発現し
ていることを RT-PCR 法および免疫染色法で
確認した。本家系で検出されたバリアントは、

コイルドコイルドメインに存在するミスセ
ンス変異で、この変異により細胞質において
タンパクの異常凝集が惹起されることを、細
胞生物学的実験により証明した。脳血管平滑
筋細胞に異常凝集蛋白が蓄積することによ
り、脳血管平滑筋細胞の障害、ひいては血管
壁の脆弱性を来たし脳動脈瘤の誘因となる
機序が想定された。 

 
②PKD1 PKD2 遺伝子の関連解析 
候補遺伝子として、脳動脈瘤を高率に合併す
る常染色体優性多発性嚢胞腎（ADPKD）の原
因遺伝子であるPKD1遺伝子（16p13.3)とPKD2
遺伝子（4q21)に注目した。我々は、家族性
脳動脈瘤患者150例と脳動脈瘤と遺伝性腎疾
患がない対照群 150 例を対象に、次世代シー
ケンサーを用いてADPKD遺伝子のターゲット
リシーケンスを行った。解析の対象とするレ
アバリアントは、1000 人ゲノムプロジェクト
のデータベースとコントロール群150例にお
けるマイナーアレル頻度が 0.5％以下のもの
と定義した。結果、患者群で 33 人に 26 個、
対照群では 20人に 21個の候補レアバリアン
トが検出され、PKD2 遺伝子のナンセンスバリ
アント (p.Q924X)の 1個を除いてすべてミス
センスバリアントであった。Weighted-sum 
statistic (WSS) と  sequence kernel 
association test (SKAT)の 2 つの統計解析
法において再現性をもって脳動脈瘤との関
連を認めた(オッズ比1.80、WSS法P値0.026、
SKAT 法 P 値 0.044)。この関連は、PKD1 遺伝
子の細胞外ドメインで強く認められた(オッ
ズ比 2.06、WSS 法 P 値 0.030、SKAT 法 P 値
0.029)。ADPKD 遺伝子は、脳動脈瘤の疾患感
受性遺伝子であると考えられる。 
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