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研究成果の概要（和文）：先行研究において、我々は破裂脳動脈瘤と未破裂脳動脈瘤で顕著な差異が認められる
遺伝子群から、マクロファージを介した炎症反応亢進が脳動脈瘤破裂と関連する分子特性であることを明らかに
した。破裂脳動脈瘤と関連する炎症反応性遺伝子には、多数の転写因子が含まれていた。これら転写因子の結合
認識部位近傍に存在する遺伝子の発現データを検討し、下流遺伝子群の動態を明らかにした上で、遺伝子群の発
現レベルの相関関係や転写因子―標的遺伝子の関連性に基づき、階層的転写制御ネットワークを構築した。脳動
脈瘤破裂と関連する炎症性転写因子が寄与する生物学的パスウェイをネットワークレベルで解明するための重要
な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, we demonstrated that macrophage-mediated inflammation
 is a key biological pathway for the rupture of intracranial aneurysms. We focused on the 
inflammatory transcription factors associated with the rupture of intracranial aneurysms. We 
explored the expression profiles of genes with binding motifs of these transcription factors, and 
constructed a hierarchical transcriptional regulatory networks associated with the rupture of 
intracranial aneurysms. We performed epigenetic analysis of these genes.  

研究分野： 統計遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 脳動脈瘤の破裂は生命の危険を伴う重篤
な疾患であるくも膜下出血を起こすため、破
裂前診断が予防のために重要となる。我々は、
国際共同研究による脳動脈瘤ゲノムワイド
関連解析(GWAS)により、脳動脈瘤発症に関与
する複数の遺伝子座を同定してきた(Yasuno 
et al. 2010 Nat Genet; Akiyama et al. 2010 
J Hum Genet)。さらに、脳動脈瘤は、破裂・
未破裂、多発性、病変部位や瘤のサイズなど
の表現型(subphenotype)が患者の転帰に差
異をもたらす疾患であることから、GWAS で同
定した SNPs が特定の subphenotype と強く関
連する可能性について検討した。その結果、
9p21 領域の SNP の効果は、脳動脈瘤の発症部
位によって異なり、破裂リスクの高い後交通
動脈および後方循環の瘤の形成に強く関連
することを明らかにした(Nakaoka et al. 
2010 Stroke)。これらは、脳動脈瘤の発症メ
カニズムという複雑な生命現象の解明に向
けた基盤的知見になりうる。しかし、同定し
た SNPs は脳動脈瘤リスクを 1.3 倍程度高め
る効果しかなく、これだけで病態に迫ること
はできないと考えられる。 
 一年あたりの脳動脈瘤破裂リスクは約 1%
と推定されており、生涯にわたり未破裂のま
まである可能性も高い。先制医療として適切
な治療介入を決定する上で、脳動脈瘤の将来
の破裂リスクと関連する分子表現型同定が
最重要課題である。脳動脈瘤病変組織を用い
た網羅的遺伝子発現解析が行われてきたが、
脳動脈瘤組織の状態は患者ごとに一様では
なく、破裂を特徴づける遺伝子を多数同定す
るには至らなかった。そこで、申請者らは、
網羅的遺伝子発現プロファイルに対して、次
元縮約法に基づく統計解析を適用し、破裂・
未破裂脳動脈瘤検体を均一なサブセットに
分類することで、破裂脳動脈瘤検体が発症時
年齢によって若年と高齢患者で異なる遺伝
子発現パターンを示すことを世界に先駆け
て報告した(Nakaoka et al. 2014 Stroke)。
さらに、若年破裂脳動脈瘤は、破裂しやすい
脳動脈瘤の分子的特性を有していると考え、
若年破裂と未破裂脳動脈瘤の遺伝子発現量
を比較し、有意な差異が認められる 1,047 遺
伝子を同定した。同定した遺伝子群は、マク
ロファージを介した炎症反応亢進が脳動脈
瘤破裂と関連する分子特性であることを示
唆するものであった(Nakaoka et al. 2014 
Stroke)。 
 上述の研究で同定した遺伝子群は、血中バ
イオマーカーや治療標的分子探索に有益な
情報をもたらすと考えられる。破裂脳動脈瘤
で顕著な発現減少が認められた、抗炎症に関
わる転写因子である KLF ファミリー
(KLF2,KLF12,KLF15)に注目している。スタチ
ン投与がKLFの発現上昇を介して血管の炎症
や動脈障害を抑制する(Bu et al. 2010 J Clin 
Invest)、また、脳動脈瘤動物モデルでスタ
チン投与が瘤増大抑制効果を示す(Aoki et 

al. 2008 Stroke)という知見から、脳動脈瘤
破裂に関連する分子表現型であるKLFファミ
リー発現低下を、スタチン投与によって補う
ことで、脳動脈瘤増大抑制が期待でき、ひい
ては破裂予防効果につながると考えられる。
科学的発見から臨床応用の可能性を検討す
る上で、これら炎症反応関連遺伝子が破裂脳
動脈瘤組織において発現異常を呈する分子
メカニズム解明が求められる。 
 
２．研究の目的 
 先行研究で同定した脳動脈瘤破裂と関連
する炎症反応性遺伝子には、KLF ファミリー
だけではなく、多数の転写因子が含まれてい
た。本申請課題では、これら転写因子が結合
する認識部位近傍の遺伝子発現データを検
討することで、下流遺伝子群の動態を明らか
にし、脳動脈瘤破裂と関係する炎症性転写因
子が寄与する生物学的パスウェイをネット
ワークレベルで解明する。 
 また、脳動脈瘤血管内皮細胞の DNA メチル
化状態の変化によって炎症反応関連遺伝子
が発現異常をきたし、血管の恒常性が破綻す
ることが、脳動脈瘤破裂に繋がっている可能
性について検証するため、メチローム解析に
よって、破裂および未破裂脳動脈瘤組織につ
いてDNAメチル化レベルが異なる領域を同定
し、破裂脳動脈瘤を特徴づける炎症反応関連
遺伝子の転写制御メカニズムを解明する。 
 脳動脈瘤組織収集の困難が、脳動脈瘤破裂
の分子機構解明への研究の大きな障害とな
っている。そこで、110 歳以上の超百寿者か
ら樹立したiPS細胞を血管内皮細胞へと分化
させ、これを正常な血管内皮細胞モデルとし
て利用することが可能になれば、検体収集の
困難を克服できるのではないか考えた。超百
寿者は大きな疾病に罹患せず、動脈硬化、糖
尿病、がんが少ないといった事実から、強い
ストレス耐性を持っていると推測され、頑健
な遺伝子発現ネットワークの最適なモデル
となりうる。そこで、超百寿者 iPS 細胞から
分化させた血管内皮細胞が正常な血管内皮
細胞モデルとして有用であるかを評価する
ため、血管内皮細胞への低酸素ストレスに対
する頑健性を、百寿者由来内皮細胞と一般健
常人由来内皮細胞で比較することによって
検証した。次世代シーケンサーを用いた
RNA-sequencing に基づく網羅的遺伝子発現
解析を行った。 
 
３．研究の方法 
 先行研究で同定した脳動脈瘤破裂と関連
する炎症反応性遺伝子には、KLF ファミリー
だけではなく、多数の転写因子が含まれてい
た。そこで、先行研究において破裂・未破裂
脳動脈瘤で発現量に顕著な差異が認められ
た遺伝子のプロモーターおよびエンハンサ
ー領域に対して、これら転写因子の結合モチ
ーフが存在するかどうかをバイオインフォ
マティクス・ツールによって評価する。この



解析によって、脳動脈瘤破裂と関係する炎症
性転写因子が寄与する生物学的パスウェイ
をネットワークレベルで同定する。 
 
４．研究成果 
 先行研究で同定した脳動脈瘤破裂と関連
する炎症反応性遺伝子には、多数の転写因子
が含まれていたことから、これら転写因子の
結合認識部位近傍に存在する遺伝子の発現
データを検討し、下流遺伝子群の動態を明ら
かにした。破裂脳動脈瘤で顕著な発現減少が
認められた、抗炎症に関わる転写因子である
KLF ファミリー(KLF2,KLF12,KLF15)結合認識
部位を遺伝子近傍のプロモーター領域やエ
ンハンサー領域に有し、破裂脳動脈瘤で顕著
に発現量が変動している遺伝子群を同定す
ることに成功した。これら遺伝子群の発現レ
ベルの相関関係や転写因子―標的遺伝子の
関連性に基づき、階層的転写制御ネットワー
クを構築した。脳動脈瘤破裂と関係する炎症
性転写因子が寄与する生物学的パスウェイ
をネットワークレベルで解明するための知
見が得られた。 
 さらに詳細な分子メカニズムを探索する
ため、上述の遺伝子近傍領域におけるエピゲ
ノム解析を検討した。さらに、動脈に浸潤す
る免疫細胞におけるエピジェネティックな
転写制御について検討した。 
 超百寿者iPS細胞から分化させた血管内皮
細胞が正常な血管内皮細胞モデルとして脳
動脈瘤研究に有用であるかを評価するため、
血管内皮細胞への低酸素ストレスに対する
頑健性を、百寿者由来内皮細胞と一般健常人
由来内皮細胞を比較した。内皮細胞への低酸
素ストレス負荷によって変化する転写制御
ネットワークを捉えるために、TFmiR を用い
た解析を行った(Hamed et al. 2015 Nucleic 
Acids Res)。百寿者由来内皮細胞と一般健常
人由来内皮細胞で低酸素ストレスに対する
発現応答に差異の認められた289遺伝子のう
ち、”hypoxia”に関わるオントロジーを有
する遺伝子について、TFmiR を適用した。そ
の結果、これら遺伝子と相互作用することが
推測される 17 microRNA を含む転写制御ネッ
トワークが得られた。ネットワークには加齢
に伴う疾患との関連が示唆される microRNA
が有意に集積していた。 
 内皮細胞における低酸素状態によって誘
導される、一酸化窒素産生から心筋肥大に至
る経路に関わる重要な遺伝子が、本研究で構
築した遺伝子発現ネットワークモデルに含
まれていた。低酸素ストレス負荷によって、
これらの遺伝子が一般人健常者と超百寿者
で異なる発現動態を示すことが明らかにな
った。RGS4発現パターンに基づいて同定され
た Akt/mTOR 経路およびカルシニューリン
/NFAT 経路において、低酸素処理前後での遺
伝子発現変化は超百寿者に比べて一般健常
人で大きかった。このことは、ストレス負荷
によって誘導される転写調節異常に対して、

超百寿者が何らかの維持機構(resilience)
を有しているという仮説を支持するもので
ある(Friend SH & Schadt EE. 2014 Science)。
iPS 細胞由来の内皮細胞は、CD31 や VE カド
ヘリンといったマーカー分子発現や血管内
皮細胞管形成能評価から、血管関連研究モデ
ルとしての有用性が示されているが、本研究
ではストレス耐性の観点から超百寿者由来
iPS 細胞から分化させた内皮細胞が優れたモ
デルになりうることを示すことができた。ま
た、本研究の成果は、一般健常者と超百寿者
という生物学的に決定的な差異があるとは
考えにくい細胞間であっても、ストレス負荷
によって差異を顕在化させることが可能で
あることを示唆しており、iPS 細胞がヒト疾
患や複雑形質における分子メカニズムを理
解する上で優良な実験モデル系として利用
可能性があることを示唆するものである。 
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