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研究成果の概要（和文）：頭蓋内主幹動脈狭窄による脳梗塞の発症予測の予防的治療確立を目指して、基盤的遺
伝子解析研究を行った。1200名を越える様々な脳血管疾患患者からなるDNAサンプルと臨床情報を兼ね備えた、
コホートを構築した。RNF213 c.14576G>Aを有する頭蓋内主幹動脈狭窄の特徴を報告した。発症に関わる新たな
遺伝子同定に向けて、基盤となる網羅的な遺伝子解析を行なった。今後のさらなる研究の発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：We have conducted a basic research aiming at the establishment of preventive
 medicine for ischemic stroke caused by intracranial major artery stenosis. We have collected DNA 
samples and clinical information from over 1200 patients with various cerebrovascular diseases. We 
have reported several clinical characteristics of the intracranial major artery stenosis with RNF213
 c.14576G>A variant. We have performed comprehensive genetic analysis aiming at the identification 
of the novel genetic variant causative for the onset of ischemic stroke. 

研究分野： 脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
虚血性脳卒中（脳梗塞）の主要な原因の 1

つに頭蓋内主幹動脈狭窄が挙げられる。頭蓋
内主幹動脈は、内頚動脈から前大脳動脈、中
大脳動脈といった頭蓋内の主要な動脈の近
位部の位置の血管を指す。頭蓋内主幹動脈狭
窄は発症のアジア人種に多い発症が知られ
ており、頚部頚動脈や冠動脈などの動脈硬化
とは異なる危険因子や遺伝的背景が存在す
ることが示唆されており、我々はこれまで
様々な疫学データを報告してきた（Miyawaki 
et al J Stroke Cerebrovasc Dis 2014, Neurol 
Med Chir (Tokyo) 2014 ）。さらに我々は遺伝
的背景に着目し、日本人において頭蓋内主幹
動脈狭窄に強い関連を持つ遺伝子変異を同
定した（Miyawaki et al Stroke 2012）。それは
頭蓋内主幹動脈の進行性狭窄を主たる病態
とする特発性疾患である「もやもや病」の関
連遺伝子と同定された RNF213 という遺伝子
のミスセンス変異（c.14576G>A, p. R4859K, 
rs112735431）であった。 
 我々は先行研究において脳卒中患者の大
規模な疫学調査および RNF213 の遺伝子変異
の関連解析を行った。様々な脳血管疾患の患
者 519 例において遺伝子変異  RNF213 
c.14576G＞A の有無を検証した。結果として
この変異は特発性疾患であるもやもや病だ
けでなく、一般の動脈硬化性の頭蓋内主幹動
脈狭窄に関連が強いことが明らかとした
（29/125 23.2%に変異が存在。Miyawaki et al, 
Stroke 2013）。 
 RNF213 変異（c.14576G>A）は、日本人全
体の 2%と比較的高頻度に認められる、いわ
ゆ る 一 塩 基 多 型 （ Single Nucleotide 
Polymorphism: SNP）であり、主幹脳動脈狭窄
の発症には RNF213 c.14576G>A に加えて別
の遺伝子変異が存在することが示唆される。 
 
２．研究の目的 
 本 研 究 に お い て は 、 RNF213 変 異
（c.14576G>A）に加えて、脳梗塞の発症や重
症度に関わる別の新たな遺伝子変異を同定
することを目指す。こうして RNF213 および
その関連遺伝子の解析を通じて、脳梗塞の遺
伝子型に基づく発症リスク評価法の確立す
ることを本研究の目的とする。具体的な目標
は以下の通りである。 
(1) 正確な臨床情報・画像診断に基づくサン
プル収集 
(2) 疾患に関連する RNF213 変異の網羅的な
探索 
(3) RNF213 c.14576G＞A に加えて発症に関わ
る遺伝子変異を明らかにする 
(4)組織切片における網羅的な分子動態解析
の手法確立のための基礎研究 
 
３．研究の方法 
(1) 正確な臨床情報・画像診断に基づくサン
プル収集 
本研究において鍵となるのは正確な臨床情

報および画像診断に基づくサンプル収集で
ある。患者さん説明同意を得た後に末梢血採
血を行い、リンパ球より遺伝子解析用の
genomic DNA を抽出する。我々は先行研究か
ら継続してこうした正確なサンプル収集を
継続しており、すでに 1200 例のサンプル収
集を終えている（図 4）。また、関連病院と連
携してサンプル収集を継続しており、最終的
には 1000 例程度のデータベース構築を目指
している。 
(2) 疾患に関連する RNF213 変異の網羅的な
探索 
RNF213 は 17 番染色体に存在し、exon の数
が 68 もある大きな遺伝子である。Genomic 
DNA としては 137kb、mRNA としては 21kb
の大きさであり（NCBI Reference Sequence: 
NM_001256071.1）、アミノ酸の数は 5226 も
ある大きな遺伝子である。c.14576G>A 以外
の RNF213 の変異の同定を目指す。次世代シ
ークエンサーを用いて target resequence を
行い、変異解析を行う。 
(3) RNF213 c.14576G＞A に加えて発症に関わ
る遺伝子変異を明らかにする 
RNF213 c.14576G>A に加えて別の遺伝子変
異を保有する場合は脳梗塞発症の可能性が
高くなり、保有しない場合は健常の可能性が
高くなるような遺伝子変異の同定を目指す。 
 まず収集したサンプルすべてにおいて、
RNF213 c.14576G>A の変異の有無を解析す
る。PCR にて RNF213 c.14576G>A の周辺領
域を増幅した後に、ダイレクトシークエンス
にて変異の有無を評価する。 
 続いて、網羅的な遺伝解析（候補となる遺
伝子の数を絞った target resequence と whole 
exome sequence を計画）を行い、c.14576G>A
の有無にて層別化した上で case-control study
を行い、c.14576G>A に加えて発症に関わる遺
伝的要因を明らかにする。 
(4) 組織切片における網羅的な分子動態解析
の手法確立のための基礎研究 
 上記まで germline のゲノム解析にて疾患発
症に関わりのある遺伝子変異の同定を目指
すわけだが、実際の血管組織における遺伝子
発現変化、あるいは蛋白質あるいはリン脂質
レベルでの変化を解析することにより、疾患
発症の key molecule 同定を試みるという方向
性の解析を今後おこなっていく必要がある。
血管組織などの組織切片上で網羅的な分子
動態を解析する手法として imaging mass 
spectrometry という手法がありその最適化の
ための基礎的な研究をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) 正確な臨床情報・画像診断に基づくサン
プル収集 
複数の共同研究施設からサンプル収集を

継続的に行い、1242 名のサンプル収集を行う
ことができた。うち脳血管狭窄の症例は 560
例、動脈硬化性の頭蓋内主幹動脈狭窄は 381
例あった。 



 こ れ ら の 症 例 に 関 し て 、 RNF213 
c.14576G>A の変異解析を行うと同時に、様々
な臨床的な解析行った。 
 「類もやもや病」と呼ばれる先天異常や自
己免疫疾患などを基礎疾患にもつ血管狭窄
疾患群に対して RNF213 c.14576G>A の変異
解析を行ったところ、9 名の類もやもや病に
おいては RNF213 c.14576G>A を認めず、この
成果を論文発表した（Miyawaki et al, J Stroke 
Cerebrovasc Dis 2015）。 
 また RNF213 c.14576G>A の結果の外径に
与える影響を臨床的な画像解析から行い、
RNF213 c.14576G>A を有する血管狭窄は血
管外径が縮小しており、negative remodeling
に関わっていることを示唆する結果を得た
（図 1）（Hongo et al, Surg Neurol Int 2017）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また RNF213 c.14576G>A が頭蓋内主幹動
脈狭窄のうちで、前方循環（内頚動脈、中大
脳動脈、前大脳動脈）により特異的に有意に
関連している事を明らかにした（論文投稿中 
under revision）。 
 (2) 疾患に関連する RNF213 変異の網羅的な
探索 
動脈硬化性の頭蓋内主幹動脈狭窄 168 例、

control 141 例の解析の結果、RNF213 の exon
上に認められたのは 66 の変異で missense 変
異 39、silent 変異 27 で、silent や nonsense、
frameshift 変異は認められなかった。 
関連解析の結果、統計学的有意差を認めた

変異は c.14576G>A (p.R4859K) 以外には
p.A3517V が同定された。p.A3517V は control
群の頻度の方が高く（動脈硬化性頭蓋内主幹
動脈狭窄 2/166, Control 9/132）、p.R4859K の
みが ICAS に有意に関連するという結果とな
った（ICAS 42/126, Control /2/139 : p=6.07×
10-9）。 
 また頻度の低い rare variant に関しては 18
種同定され、うち c.14576G>A ( p.R4859K) 陰
性例において 10 種認められた。RNF213 はも
ともと、ICAS と同じく頭蓋内主幹動脈狭窄
を特徴とするもやもや病の関連遺伝子とし
て同定された遺伝子であるが、この 10 種の
rare variant の中に先行文献においてもやもや
病関連変異として報告されたものを 1 種類
（p.L2405F）認めた。 
RNF213 全体の遺伝子解析の結果からは

c.14576G>A （p.R4859K）以外に統計学的に
有意な疾患関連遺伝子変異を認めず、RNF213 
c.14576G>A の重要性が再確認される結果と
なった。 rare variant の中では、 RNF213 
p.L2405F が頭蓋内動脈狭窄関連変異である
可能性が示唆された。（論文投稿準備中） 
(3) RNF213 c.14576G＞A に加えて発症に関わ
る遺伝子変異を明らかにする 
発症に関わるための遺伝子変異の同定の

ために、まず候補となる遺伝子を 100 種類程
度に絞り込み、target resequence を行った。そ
の上で c.14576G>A の有無で層別化した関連
解析を行った。結果としては、RNF213 
c.14576G>A を有しない血管狭窄において、発
症と関連が示唆される遺伝子変異 X を同定
した。遺伝子変異 X は冠動脈などの動脈硬化
疾患においてもその関連を認められており、
さらには治療薬により発症のリスクを減ら
すことが示唆されており、重要な変異と考え
られる。現在、別コホートにおいて validation 
study を行っている。 
 また同時に全ゲノム領域から発症に関わ
る修飾因子探索のための解析を開始してい
る。RNF213 c.1576G>A を有する血管狭窄群
130 例の全エクソンシークエンスを行った。
Control としては東京大学ゲノム医学センタ
ーのデータベース上の RNF213 c.14576G>A
変異を有する群を利用することとしている。
関連解析へ向けた基盤を整えた。さらに症例
を蓄積して関連解析を行い、発症に関連をも
つ遺伝子変異の同定を目指している。 
(4) 組織切片における網羅的な分子動態解析
の手法確立のための基礎研究 
 組織切片上で網羅的な分子動態を解析す
る手法として imaging mass spectrometry とい
う手法がありその最適化のための基礎的な
研究をおこなった。ラット海馬の虚血急性期
の分子変化を visualize することができ、血管
壁の解析等に応用できるものと考えられた
（図 2）(Miyawaki et al, Neuroscience 2016)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Imaging mass spectrometry による海馬の
解析結果 
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