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研究成果の概要（和文）：認知症の克服は喫緊の課題であり、脳血管性認知症は主因の一つである。この病変と
して、脳の小血管が注目され脳小血管病と称される。この病態として、近年、神経活動依存性血流調節機構の障
害が唱えられている。しかし、その分子病態は不明である。我々は遺伝性脳小血管病の原因遺伝子HTRA1を単離
し、本症が組織増殖因子シグナルの亢進によることを明らかとした。さらに、非遺伝性の脳小血管病類似の平滑
筋・周皮細胞の変性を伴うマウスにて脳小血管病の分子病態、特に、組織増殖因子シグナルによる小血管障害機
構を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Overcoming dementia is an urgent task, and vascular dementia is one of the 
leading causes. Recently, a cerebral small vessel is noted and is called cerebral small vessel 
disease. Disorders of neural activity-dependent blood supply regulatory mechanisms have been 
advocated as the pathological condition. However, its molecular mechanism has not been well 
characterized. We isolated the causative gene for hereditary cerebral small vessel disease, HTRA1, 
and clarified that this disease is due to an increase in tissue growth factor signal. Furthermore, 
we defined the molecular pathogenesis of cerebral small vessel disease in mice with degeneration of 
smooth muscle and pericytes similar to sporadic cerebrovascular disease.

研究分野：神経内科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
認知症の主因である脳血管性認知症の治療方法を見出すために，その機序を明らかとした点は大きい．また脳小
血管病に関する研究領域を開拓し，今後の認知症治療研究への新たな方法を見出した．さらに小血管を保護する
シーズを見出した．この成果により，現在，ヒトでの臨床応用を見据え，シーズの最適化を行うに至っている．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
認知症の克服は喫緊の課題である．認知症の主因として脳血管性認知症がある．脳血管は大
血管と小血管に大別され，従来，脳血管性認知症は大血管の障害による末梢の循環不全という
観点で論じられてきた．しかし，遺伝性の脳小血管病の解明によって，脳の小血管には大血管
とは異なる病態があることが示され，脳小血管病と称されるようになった．小血管は，大血管
とは組織学的に異なり，また特徴的な機能を持つ．しかし，その分子病態は解明されていない．
一方，脳小血管病は，近年では，アルツハイマー病とも病態面で深く関わるとされている
(Gorelick et al. Stroke 2011;42;2672-2713)．アルツハイマー病の抜本的な治療方法が見出せない現
在，脳小血管保護からの認知症へのアプローチは，脳血管性認知症だけでなくアルツハイマー
病の新たな治療戦略として期待される．  
脳小血管病による認知症の克服には，脳小血管の特殊性と病態を理解する必要がある．従来，
本症は，皮質の梗塞では同領域の機能喪失，白質の梗塞では皮質間の連絡障害というように，
小血管閉塞による梗塞巣の機能障害として理解されてきた．しかし，脳小血管そのものの機能
障害という観点が取り残されていた．脳小血管の機能としては血液脳関門に焦点が当てられて
きた．しかし，近年，リンパ系としての役割や神経活動依存性の血流調節機構等，新たな機能
が注目されている．特に後者は，神経活動に応じた効率よい血流の再分布を可能とし，膨大な
エネルギーを必要とする脳活動を維持している．この機能の障害は，従来の記憶の量の評価の
ような静的な方法では計れず，むしろ，様々な脳活動をどれだけ迅速に遂行，切り替えうるか，
という動的な機能を評価する必要がある．この点で，脳血管性認知症は，新たな概念の創出を
要求されている．神経活動依存性の血流を調節する細胞については，毛細血管レベルの周皮細
胞(Carherine et al. Nature 2014;508;55-60)，もしくは細動脈から毛細血管分岐部に位置する平滑筋
細胞(Robert A et al. Neuron 2015;87;95-110)が提唱されている．実際，脳小血管病理では，最終像
として硝子化，動脈硬化性変化を認めるが，早期変化としては，内膜の肥厚，平滑筋細胞の変
性，内弾性板の異常，これらが eaten-pipe (一様ではない変性像)様になっていることが特徴であ
る(Okeda et al. Neuropatho 2004;24, 21–29)．この事から早期から血流調節機構の障害が疑われる． 
脳小血管病を理解し，その分子病態を解明するためには，脳小血管病の血管病理像を反映し
たモデル動物を用い神経活動依存性の血流調節を検討する必要がある．しかし，今までの脳小
血管病のモデル動物は，主として大血管の狭窄モデルであり，小血管の血管病理を反映してい
なかった．我々は 2009 年，単一遺伝子異常による脳小血管病 Cerebral autosomal recessive 
arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy (CARASIL)の原因遺伝子として high 
temperature requirement A serine peptidase 1(HTRA1)を同定した(Hara, Onodera et al. N Engl J Med. 
2009;360:1729-39.)．さらに，本年，我々や Verduraらのグループは HTRA1遺伝子変異の一部が
優性遺伝性に脳小血管病を引き起こし，その頻度は若年性孤発性脳小血管病患者の 5-10％に至
ることを明らかとした(Nozaki, Onodera et al. ICVD2015, Verdura et al. Brain 2015;138:2347-58)．こ
の事実は，HTRA1関連脳小血管病の裾野が広い可能性を示唆する．本疾患の分子病態として，
我々は transforming growth factor(TGF)-β シグナルが亢進していることを示してきた(Hara, 
Onodera et al. N Engl J Med. 2009;360:1729-39., Shiga, Onodera et al. Hum Mol Genet 
2011;1800-1810., Nozaki, Onodera et al. Stroke 2014;45:3447-3453.)．TGF-βシグナルの亢進は，従
来から高血圧性や糖尿病性の血管病変でもその関与が疑われてきたシグナルである．また，
CARASIL は，内膜の肥厚，中膜の変性像という孤発性の脳小血管病に類似した血管病理像を
示す．そこで，脳小血管病の小血管病変を示す動物モデルとして，CARASIL の原因遺伝子で
ある HTRA1の遺伝子欠損マウスの解析により，脳小血管病について次の 2点，脳小血管病の
分子病態機序と，脳小血管病における活動依存性血流調節機構の異常を明らかに出来ると着想
した．また HTRA1欠損による分子病態として，我々を初めとするグループは TGF-βシグナル
が亢進するとしてきた．しかし Dichgans らのグループは TGF-β シグナルが抑制されると報告
した(Beaufort et al. PNAS 2014;111:16496-501)．この議論にも決着を付けたいと考えた． 
 
２．研究の目的 
次の仮説を検証する． “内皮細胞から分泌される物質が内膜に蓄積し，その過剰な細胞外基
質に TGF-βが過剰に蓄積する．この結果，炎症などの刺激により放出される TGF-βが過剰とな
り，平滑筋の変化，具体的には収縮関連タンパクの減少による収縮性の低下，変性を引き起こ
し，神経活動依存性の脳血流調節を障害し，高次脳機能障害に繋がる”. 
具体的には小血管病変病理の分子病態機序の解明，小血管病変への TGF-βシグナルの寄与の
立証，モデルマウスでの小血管の立体的，動的機能の解析の 3点について明らかとする．小血
管病変病理の分子病態機序の解明については，小血管病理の経時変化，内膜へのTGF-βの蓄積，
中膜変性の背景にある収縮関連蛋白の変化，周皮細胞の異常，内弾性板異常のメカニズム，ヒ
ト孤発性脳血管病脳での類似変化の有無について検討する．血管病変への TGF-βシグナルの寄
与の立証については，TGF-β過剰発現マウスの小血管病変の検討，TGF-βの遊離の証明と小血



管中膜構造への影響，TGF-βシグナルの抑制による脳小血管病変への治療効果の検討，小血管
構成細胞での TGF-βファミリーシグナル受容体の質的・量的多様性の解明を行う．小血管の立
体・動的機能の解析では，神経活動依存性血流調節力を検討し，脳全体の小血管病変の全体像
を透明化技術により明らかとする． 
本モデルマウスの血管病変の分子病態を組織学，生化学的に検討し，次にその増悪，改善因
子を TGF-βシグナルとの関連で検討する．それにより “内皮細胞から分泌される fibronectinが
内膜に蓄積され，その過剰な細胞外基質に LTBPと TGF-βが過剰に蓄積する．この結果，炎症
などの刺激により，一時的に過剰な TGF-βが放出され，平滑筋の変化，具体的には収縮関連タ
ンパクの減少による収縮性の低下を引き起こす．これにより，神経活動依存性の脳血流調節が
障害される”という仮説を証明する． 
 
３．研究の方法 
 研究計画の内容は，小血管病変病理の分子病態機序の解明，小血管病変への TGF-βシグナル
の寄与の立証について遂行する．定量的解析の方法としては，各細胞レベルでの挙動をみるた
め，蛋白質は免疫蛍光染色，免疫電子顕微鏡を用い，定量的解析には画像解析ソフト Imarisを
使用する．mRNAの解析には，定量 PCR法に加えて，近年開発された定量的 in situ hybridization 
法，Laser micro-dissection 法，droplet digital PCR法を用いる．  

1. 小血管病変病理の分子病態機序の解明 
(ア) 小血管病理変化の経時的検討．内膜の肥厚に関しては fibronectinと LTBP，中膜は α smooth 

muscle actin, 内弾性板は elastinについて解析する．  
(イ) 内膜肥厚部への TGF-βの蓄積の検討． TGF-βおよび他の TGF-βファミリーシグナル関連
蛋白の蓄積を検討する． 

(ウ) 中膜変性の分子病態の解明．質量分析法，網羅的な mRNA解析，定量 PCR法により検討
する． 

(エ) 周皮細胞異常の検討．周皮細胞と内皮細胞の関連を定量的に解析する． 
(オ) 内弾性板異常のメカニズムの解明．脳小血管病では内弾性板の異常が指摘されている．し
かし，何故，内弾性板に異常が起こるか，その機序は不明であった．内弾性板は elastin
の線維形成について免疫組織化学的に解析を加える． 

(カ) ヒト孤発性脳血管病での LTBP蓄積の検討．孤発性の脳小血管病脳にて同様に免疫組織化
学法にて検証する． 

2．小血管病変への TGF-βシグナルの寄与の立証 
(ア) TGF-β過剰発現マウスを用いた検討 アストロサイトから活性化 TGF-βを分泌するマウ
ス（Wyss-Coray et al.. Am J Path, 2010;156(1), 139–150）で同様の変化が得られると推定し，
このマウスをさらに解析し，中膜の変性の背景にある収縮性蛋白質の変化，周皮細胞と内
皮細胞との接合の減弱の有無（周皮細胞の毛細血管被覆率）を検討する．  

(イ) TGF-βシグナルの抑制による脳小血管病変への治療効果の検討．モデルマウスの病態に
TGF-βシグナルが関与していることをさらに立証するために，抑制効果を持つ薬剤の効果
を検討する． 

(ウ) 小血管構成細胞での TGF-βファミリーシグナル受容体の解析．TGF-βファミリーシグナ
ルは複数の受容体をもち，その複合体，量的多様性によりシグナルに影響を与えている．
しかし，脳小血管構造の構成細胞において，これらの受容体がどのようになっているのか，
未だ検討されていない．正常状態，および病的な状態で，TGF-βファミリーシグナル受容
体の量比に変化がないか検討する． 
 

４．研究成果 
電子顕微鏡を用いて脳底部のくも膜下血管の微細構
造を観察した。野生型マウスでは、血管内皮細胞と平
滑筋細胞との間に、やや電子密度の低い部位として、
ほぼ均一に、弾性板が帯状に観察された。一方、
HTRA1-KOマウスでは、同領域が肥厚し、管腔側に電
子密度の高い帯状の層を全周性に認めた。この電子密
度の高い部分と低い部分との境界は不明瞭であった。
同部の厚さは、野生型の弾性板と比較し、肥厚してい
た（右図）。 
次に、くも膜下血管弾性板の肥厚部の蓄積蛋白を同
定する目的で、LCM法により，くも膜下血管を切り出
し、質量分析法による解析を行なった。その結果、
HTRA1-KOマウス脳血管のみで同定された分子もしく



は、KOマウスで野生型と比較して 2倍以上に上昇している分子を 18種類同定した。 
次に同定した蛋白質の内，2 種
（Protein X, Protein Y）について免疫組
織化学法にて検討した。HTRA1-KOマ
ウスでは、全周性にこれらの蓄積を認
めた。一方、野生型マウスではこれら
の蓄積は、ほとんど見られなかった。
この蓄積の程度を定量的に解析し KO
マウスでは野生型と比較して、増加し
ていた (右図。 
次に、CARASIL 患者脳血管でのこれらの蛋白質の蓄積の有無に関して検討を加えた。

CARASIL 2症例とコントロール 2 症例の剖検脳パラフィン切片にて行った。免疫組織染色解析
の結果、CARASILでは 2症例共に、脳表のくも膜下動
脈の血管内膜下に、Protein X, Protein Yの陽性所見を認
めた。一方で、control 症例では、このような染色性を
認めなかった。これらと血管内皮細胞との 2 重染色を
行った。血管内皮細胞のマーカーとして、lectinを用い
た。その結果、Protein Xは内皮細胞の反管腔側に隣接
していた。さらに、Protein X, Protein Yの 2重染色を行
った。その結果、Protein X, Protein Yの局在の一致を認
めた。さらに、戻し電子顕微鏡観察法にて Protein Xの
蓄積部位を検討した。その結果、Protein Xは電子密度
の濃い、肥厚部の管腔側に存在した (右図)。 
血管病変の分子病態機序を明確とするために、TGF
－βの阻害剤の投与による、血管病変の変化を検討し、
一部の阻害剤が脳小血管病変に対し保護的に働くこと
を見出した。 
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