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研究成果の概要（和文）：　もやもや病は両側ウイリス動脈輪の閉塞と異常側副血管新生による脳虚血・出血を
特徴とする。脳動脈再建術による早期介入を可能にするには、発症リスクの高い個体を見出す方法の開発が望ま
れる。申請者らは日本人もやもや病患者の全ゲノム相関解析を行い、発症リスクを190倍に高めるRNF213創始者
変異c.14576G>Aを同定した（J Hum Genet,2011）。
　本研究では、RNF231遺伝子c.14576G>A変異の簡単・迅速な検査法の確立した。この遺伝子検査と血中MMP9濃度
測定を組合わせてもリスク予想を改善しなかったことから、今後新たなバイオマーカーの探索が必要なことが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Moyamoya dissease is characterized by stenosis of occlusion of terminal 
portion of bilateral carotid artery and development of fine capillary vessel network. Development of
 test for risk evaluation for moyamoya disease would be desired for improvement of prognosis by the 
bypass operation. We have identified the founder variant of c.14576G>A in RNF213 gene,which 
increases risk for moyamoya disease by 190 hold (J Hum Genet, 2011). In this study we developed a 
simple and rapid genetic test for detection of c.14576G>A in RNF213 gene. We also evaluated the 
efficiency of combination test of the c.14576G>A genotyping and the blood MMP9 level. This combo did
 not increased the efficiency of risk evaluation compared with the genotyping alone. A new biomarker
 would be necessary for better prediction of moyamoya disease.  

研究分野： 小児科学
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１．研究開始当初の背景 
 
もやもや病（MMD）は両側ウイリス動脈

輪の閉塞と異常側副血管新生による脳虚
血・出血を特徴とする疾患で、一過性脳虚血
発作(TIA)で発症する場合に比べ、脳出血で
発症する症例の予後は悪い。最近、浅側頭動
脈と中大脳動脈とのバイパス手術による早
期介入で予後が改善する事が示されている。
実際に脳ドックにより無症状で診断され、早
期に介入された症例の予後は良い。MMD の
予後を改善するには、発症リスクの高い個体
を見出し、早期バイパス手術による早期介入
が望まれる。 
 
申請者らは全ゲノム相関研究を行い、

MMD 感受性領域を同定した。その中で 17
番染色体領域から、MMD 感受性遺伝子
RNF213 を同定し、その遺伝子内に MMD 患
者の 70％以上の症例が持つ創始者変異
（c.14576G.A）を見出した（J Hum Genet, 
2011）。この変異により MMD 発症リスクが
190 倍に上昇するため、MMD の発症リスク
の高い個体の同定が可能となり、特許出願し
た（特許第 5585976 号「遺伝子検出によるモ
ヤモヤ病発症リスク診断又は診断法」）。その
後、多数の RNF213 遺伝子変異を解析した結
果，この高頻度創始者変異 c.14576G>A のホ
モ接合体はヘテロ接合体に比べ，4 歳未満の
早期発症者が多く、一過性脳虚血発作よりも
重篤である梗塞で発症する症例が多く、予後
の予測にもこの遺伝子変異の検出は有効で
あることが判明した（Neurology, 2012）。 

 
最近、申請者らは Rnf213 ノックアウト

(KO)マウスの解析により、MMP9 遺伝子発
現が野生型マウスに比べ高いことを見出し
た（Neuroreport, 2014）。更に MMD 患者の
血中 MMP9 濃度は高値を示すことを報告し
ている（Surg. Neurol, 2009）。以上の知見か
ら、本研究では RNF231 変異の検査法の確立
し、血中 MMP9 濃度測定を組合わせること
により、発症リスク診断法の確立を目的とす
る。 
 
２．研究の目的 

MMD の発症リスク診断を効率的に実施す
る方法を開発することを目的にしている。実
際には、次の 2 つを行う。 
（１）迅速遺伝子検査法の開発 

MMD感受性遺伝子RNF213内に存在する
日本人高頻度遺伝子変異 c.14576G＞A の有
無を迅速・簡便に検出する遺伝子検査法の開
発を行う。 
（２）血中 MMP9 濃度測定による診断効率
向上 
血中 MMP9 濃度測定を RNF213 遺伝検査

に加えることにより、リスク診断効率の向上
が可能であるかどうかを検証する。 
 

３．研究の方法 
 
（１） 遺伝子変異の検出方法 
変異の検出には、以前開発した CASSOH 

(competitive allele-specific short 
oligonucleotide hybridization) 法を利用す
る。CASSOH 法は、10-15 塩基の短いオリゴ
ヌクレオチド・プローブの競合的な結合を利
用して、点変異の有無を検出する変異検出法
である。実際には、PCR 反応にて変異部位を
増幅し、その後反応液をイムノクロマトグラ
フィーストリップ上に添加する。このストリ
ップの下端を展開液に浸すことにより、展開
液に沿って検出用プローブと競合的プロー
ブとの間で、競合的ハイブリダイゼーション
が起こる。この競合を勝ち抜き、ハイブリダ
イズしたプローブは、ストリップ上に現れた
紫色のバンドとして検出するだけであるた
め、非常に簡便・迅速な検出が可能になる。 
プローブとして用いる合成オリゴ DNA は、
配列の異なるものを数種類作成し、シグナル
とノイズ比の最も大きい配列を採用した。 

 
（２） 血中 MMP9 濃度の測定 
 MMD 患者とその家族から血液検体を採取
し、血漿を分離する。直ちに-80 度 C に保存
し、測定時まで保存する。血漿中の MMP9
濃度の測定には、ELISA キットを使用し、既
報の方法で測定した（Fujimura M, Tominaga T, 
et al., Increased expression of serum Matrix 
Metalloproteinase-9 in patients with moyamoya 
disease. Surg Neurol. 2009;72:476-80） 
 
（３）倫理的配慮 
 検査の施行に当たっては、インフォーム
ド・コンセントを書面で取得する。本研究は、
東北大学医学部倫理委員会の承認を得てい
る（承認番号 2010-424、平成 22 年 12 月 27
日承認）。 
 
 
４．研究成果 
 
MMD患者の 70％以上が共通に持つ日本人高

頻度変異 c.14576G>A を PCR 後、イムノクロ
マト法で簡便に検出する方法を確立した。こ
の遺伝子検出法には、PCR 以外の検査機器を
必要としないことに加え、手技の熟練を必要
としないため、クリニック、ベッドサイド、
脳ドックなどでの利用が可能になる。この方
法では、ヘテロ接合体とホモ接合体の区別が
可能になる。ホモ接合体はヘテロ接合体に比
べ、発症が早く、症状が重篤であることが判
明しているため、遺伝子型の検出はリスク予
測に寄与する。 
 
血中 MMP9濃度が対照者と比べて高値である
ことから、RNF213 遺伝子検査と血中 MMP9 濃
度を組合せてリスク診断効率の向上を試み
た、しかしながら、遺伝子検査単独と両者を



組合わせた場合で診断率の向上は得られな
かった。従って、診断効率の向上のためには
別のバイオマーカーの検索が必要であるこ
とが明らかになった。 
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