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研究成果の概要（和文）：Notch3 の変異部位が異なる 3 名の CADASIL 患者のヒト皮膚線維芽細

胞を採取した． CADASIL 患者の iPS 細胞から誘導した血管内皮・平滑筋細胞を用いて，表現型

解析を行い，健常者から誘導された血管内皮・平滑筋細胞との比較を行い， CADASIL の病態機

序を in vitro で検討した．さらに，新規入手した Notch3 トランスジェニックマウスを用いて，

in vitro の系で確認した表現型をモデル動物にて確認を行うことで，CADASIL の病態解析を試

みた． 

 

研究成果の概要（英文）：Skin fibroblasts were isolated from three CADASIL patients with 

different mutations in Notch 3 gene. Three lines of iPS cells have been established by 

using the fibroblasts derived from one patient with CADASIL and endothelial cells and 

vascular smooth muscle cells were induced from the iPS cells. Their phenotypes were 

compared with those derived from normal controls. Furthermore, Notch 3 transgenic mice 

were obtained to investigate the pathogenesis of CADASIL in vivo and to compare the in 

vitro and in vivo phenotypes.  
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１．研究開始当初の背景 

脳血管障害はわが国における三大死因の一

つであると同時に，認知症や身体障害などに

よる要介護・寝たきり状態の最大の原因であ
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る（平成 19年国民生活基礎調査）．近年では，

血管病変のアルツハイマー病への関与が示

唆され (Bell RD and Zlokovic BV. Acta 

Neuropathol 2009)，血管性認知症への関心

も高まっている．しかし，血管性認知症を研

究する上で障壁となるのが，その多くが孤発

性であるが故の危険因子あるいは病型の多

様性である．年齢，高血圧，糖尿病や脂質代

謝異常症などの要因が複雑に絡み合い，病態

生理の特定を困難にしている．そこで，遺伝

性の脳血管障害である CADASIL (cerebral 

autosomal dominant arteriopathy with 

subcortical infarcts and 

leukoencephalopathy) が 注 目 さ れ る ．

CADASIL は，血管平滑筋細胞の変性を主とす

る血管病変と大脳白質障害を特徴とする血

管性認知症である．主に 20～40 代頃から前

兆を伴う片頭痛 (22%)や欝などの気分障害 

(20%) が現れ，50 代頃からは皮質下梗塞およ

び一過性脳虚血発作 (84%) を繰り返し，進

行性の認知症 (31%) に至る (Chabriat H, 

et al. Lancet 1995)．病理学的特徴として

は，MRI 上の特徴的な白質病変，血管平滑筋

膜上の Notch3 細胞外ドメインの凝集，血管

平滑筋近傍の GOM (granular osmiophilic 

material) などが挙げられる．これまで，

Notch3 遺伝子変異が原因遺伝子として特定

され(Joutel A, et al. Nature 1996)，Notch3

が血管平滑筋に特異的に発現するタンパク

質であることが明らかにされたが，Notch3 変

異から血管平滑筋細胞の変性，さらに脳組織

障害に至る機序は不明である．そのため，

CADASIL の病態を研究することで，孤発性血

管性認知症の病態解明・治療法開発のヒント

が得られると期待される． 

 

２．研究の目的 

世界で初めて樹立を試みる CADASIL iPS 細胞

とその誘導血管内皮・平滑筋細胞を用いて

CADASIL の病態生理を検証すると同時に，

CADASIL モデルマウスを用いて，生体内の病

態生理と低酸素細胞選択的薬物送達法によ

る新規治療法の可能性を探る． 

 

３．研究の方法 

1) CADASIL iPS 細胞の誘導: 

CADASIL 患者から採取した iPS 細胞を用いて

血管平滑筋の分化能を評価する．京都大学代

謝内分泌内科との共同研究により iPS細胞か

らの血管平滑筋細胞および血管内皮細胞へ

の分化法は既に確立されている (Taura D, 

et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2009）．

また，CADASIL 患者から採取した皮膚線維芽

細胞から iPS 細胞を現在樹立中である． 

 具体的には，まず，皮膚生検により CADASIL

患者のヒト皮膚線維芽細胞を採取する．その

線維芽細胞を 100 mm 培養皿で培養し，それ

にレンチウイルスを含有した培地を入れる

ことによりマウスエコトロピックレセプタ

ーSlc7a1 を導入する．更に，このエコトロピ

ックレセプターを介して感染するレトロウ

イルスを含有した培地を入れることにより 4

つの初期化因子(Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc)

を線維芽細胞に導入する．レトロウイルス感

染後 6日目に，感染済み線維芽細胞を SNL フ

ィーダー細胞 (mytomicin C 処理したもの)

でコーティングされた 100 mm 培養皿に播種

すると約 2週間後に iPS 細胞コロニーが出現

してくる．この iPS 細胞コロニーをピックア

ップし，新たに調製した SNL フィーダー細胞

上に播種する．更に拡大培養を行い，十分な

細胞数になったものを品質確認した後に，

iPS 細胞として使用する． 

 

2) iPS 細胞から誘導された血管内皮・平滑筋

細胞の機能解析： 



 

 

血管平滑筋細胞の誘導は次の通り行う．まず，

CADASIL 患者由来 iPS 細胞を分化培地を用い

て OP9 フィーダー上で 10 日間培養する．更

に FACS を用いて Flk1 陽性 VE-cadherin 陰性

TRA-60 陰性細胞をソーティングし，PDGF-BB

を添加した培地で培養することによりαSMA

陽性かつ calponin 陽性の血管平滑筋細胞が

誘導される．この CADASIL 患者由来血管平滑

筋細胞の形態学的解析および一酸化炭素負

荷や張力負荷による生理機能解析を行うこ

とにより，CADASIL の病態解析を試みる．コ

ントロールの iPS細胞から分化させた血管平

滑筋と比較して，その分化能が異なるのか，

TGF-βシグナルの異常が見られるのか，さら

には，Endothelial Tube Formation Assay を

用いて血管内皮細胞の血管形成能の変化を

評価する． 

 

3) CADASILモデルマウスに対する慢性脳低灌

流負荷実験： 

Notch3 トランスジェニックマウス（長寿研渡

辺教授グループ，Harvard Medical School, 

Artavanis-Tsakonas 教授グループより入手

約束）に申請者が独自に確立した慢性脳低灌

流侵襲（Stroke 2004,2006,2007,2010a/b/c）

を加え，画像診断，認知行動解析や病理組織

学的観察によりこれらの経時的変化を観察

する． 

 

４．研究成果 

Notch3 の変異部位が異なる 3 名の CADASIL

患者のヒト皮膚線維芽細胞を採取した．１患

者において，その線維芽細胞を 100 mm 培養

皿で培養し，それにレンチウイルスを含有し

た培地を入れることによりマウスエコトロ

ピックレセプターSlc7a1 を導入した．更に，

このエコトロピックレセプターを介して感

染するレトロウイルスを含有した培地を入

れることにより 4 つの初期化因子（Oct3/4, 

Sox2, Klf4, c-Myc）を線維芽細胞に導入し

た．レトロウイルス感染後 6日目に，感染済

み線維芽細胞を SNLフィーダー細胞でコーテ

ィングされた 100 mm 培養皿に播種し約 2 週

間後に出現してきた iPS細胞コロニーをピッ

クアップし，新たに調製した SNL フィーダー

細胞上に播種する．更に拡大培養を行い，十

分な細胞数になったものを品質確認した後

に，iPS 細胞として使用した．iPS 細胞の 3

ラインを樹立した． 

 CADASIL 患者の iPS 細胞から血管内皮・平

滑筋細胞を誘導することができた．CADASIL

患者由来の iPS 細胞から誘導した血管内皮・

平滑筋細胞を表現型解析を行った．健常者か

ら誘導された血管内皮・平滑筋細胞との比較

を行い， CADASIL の病態機序を in vitro で

検討した．さらに，新規入手した Notch3 ト

ランスジェニックマウスを用いて，in vitro

の系で確認した表現型をモデル動物にて確

認を行うことで，CADASIL の病態解析を試み

た． 
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