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研究成果の概要（和文）：もやもや病患者（MMD）の髄液に対しプロテオミクス解析を行いバイオマーカー候補を発見
した。このペプチドはMMDとりわけ小児群において高値を示し、術後の血管新生や血管の狭窄性変化との高い相関関係
があった。次にこのペプチドの物質同定を行った。PENK 143-183(uniprotkb: P01210 143-183)であった。Sandwhich E
LISAにより、MMD群とcontrol群における髄液中の濃度を測定した。PENK 143-183がMMDの髄液中において有意に上昇し
ておりMMD診断に有効なバイオマーカーとなり得た。今後さらにPENK 143-183の生理活性を明らかにしたい。

研究成果の概要（英文）：We previously discovered elevated levels of m/z 4588 and m/z 4473 peptides in 
cerebrospinal fluid（CSF) in moyamoya disease(MMD) patients and the age dependent decrease of m/z 4473 
peptide, and correlation between m/z 4473 peptide and postoperative angiogenesis were also suggested.
These peptides were revealed to be a proenkephalin 143-183. We quantified the concentration of 
proenkephalin 143-183 in the samples using sandwich ELISA. It was significantly higher in MMD (median 
8,270pmol/L) than in control(median 3,760pmol/L)(P<0.001), and decreased as age dependent manner in 
MMD(r=-0.57; P<0.001). The AUC of the ROC curve in children (age<18 y.o) was 0.085 (95%CI, 0.741-1). A 
proenkephalin 143-183 in CSF may be a promising diagnostic biomarker, especially in pediatric MMD 
patients.
The etiology of MMD is unknown, but the effect of enkephalin peptides through opioid growth factor 
receptor or delta opioid receptor might be associated with the pathophysiology of MMD.

研究分野：脳血管障害
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
 

（１）もやもや病は原因不明の脳血管疾患で、

ウィリス動脈輪閉塞症ともよばれ、両側内頸

動脈終末部の緩徐進行性の狭窄や閉塞と脳

底部を中心とした拡張した血管（もやもや血

管）の出現を特徴とする。発症年齢は 5歳を

中心とした高いピークと 40 歳を中心とした

低いピークの二峰性を示し、その診断は放射

線学的な特徴によってなされる。虚血症状を

呈する場合手術が有効で、硬膜を介した血管

新生が得られることがもやもや病の特性と

して示されている。1963 年に日本人により初

めて報告された疾患で、難病特定疾患に指定

されており、おおよそ本邦で 13000 人の医療

受給者がいる。家族性発症を全体の 10-15％

に認めることや他の地域と比べ東アジア地

域に多い疾患であることから、遺伝的要因が

その発症と関連すると考えられている。また、

ダウン症候群、レックリングハウゼン病、放

射線照射後血管閉塞、動脈硬化性病変、髄膜

炎、その他の血管閉塞性疾患などとも合併す

ることがあり、その場合には類もやもや病と

呼ばれ、もやもや病と類似の病態として扱わ

れる。 

（２）もやもや病の病因に関する研究として

現在までにさまざまな側面からの研究がな

されてきた。病理学的側面からは、血管の中

膜から内膜への平滑筋細胞の移動、増殖させ

る因子として考えられている basic 

fibroblast growth factor(bFGF) 、 

transforming growth factor-β（TGF-β）、

platelet-derived growth factor（PDGF）、

hepatocyte growth factor(HGF)など種々の

growthfactor や、脳血管障害時に強く発現

さ れ る intercellular adhesion 

moleculetype1(ICAM-1) 、 vascular cell 

adhesionmolecule(VCAM-1) などの炎症反応

のプロセスで白血球の活性化や、組織への遊

走を促進させる adhesion molecules がター

ゲットとなり、それぞれがもやもや病の患者

で有意に高いことが示された。また家族性も

やもや病患者が 10％程度存在することより、

その発病に遺伝的要因が関連するとも考え

られ、３世代にわたり家系内にもやもや病の

患者がいる８家系に対して遺伝子解析がさ

れ RNF213 というもやもや病の感受性遺伝子

が同定された。しかしまだそれらの遺伝子異

常と、病因との関連は明らかにされていない。

以上のようにもやもや病の病因に関して

種々の側面からの研究がなされているが、未

だそのbiomarkerとも呼ぶべき因子は特定さ

れていない。その理由としては、これらの因

子が直接病因となるのか、単に疾患発症に関

連しているのみであるのかが不明であるか

らである。また、死亡率が少ない疾患である

ことと、外科的に摘出可能な血管病変の採取

が限られていること、動物モデルが存在しな

いことなどから研究となる対象が限られる

ことも要因として考えられる。 

 
2. 研究の目的 
（１）本研究においては、もやもや病および

類もやもや病患者を対象に、手術中に比較的

容易に採取される検体として髄液を用い、髄

液中に含まれる蛋白の網羅的蛋白質量分析

（プロテオミクス）を行い対照群との比較検

討 を 行 う 。 プ ロ テ オ ミ ク ス に は

Surface-enhanced laser desorption 

/ionization time-of-flight mass 

spectrometry (SELDI-TOF MS)法を採用し、

タンパク質専用質量分析装置として Bio-Rad

社製のプロテインチップシステムを用いる。

この方法は多数のサンプルの中から迅速に

蛋白の発現データを解析可能であり、疾患の

メカニズム解明や創薬のターゲット抽出ま

た臨床的には癌の早期診断、 進行度および

予後予測、感染症の診断、Alzheimer 病 やパ

ーキンソン病などの神経疾患の原因解明な

どに使用され始めている。本研究の目的は、

日本人に特有なもやもや病および類もやも

や病患者の髄液中の蛋白の分子レベルにお



ける研究を包括的に実施することにより、そ

の治療、診断に応用、貢献することである。

質量分析装置は、Bio-Rad 社製の Protein 

Chip システムを用いる。解析法として

SELDI-TOF-MASS 法を採用する。この測定方法

を用いて、収集したもやもや病、類もやもや

病患者の髄液検体のタンパク質発現プロフ

ァイルを比較、あるいはもやもや病、類もや

もや病以外の脳脊髄疾患患者の髄液検体と

の比較をおこない、スペクトルの差異から特

有のプロファイルを見出し、もやもや病、類

もやもや病のマーカー（シングルマーカー、

マルチプルマーカー）を探索することを目標

とする。脳脊髄液の bFGF の測定等、単一の

ファクターの発表はすでに散見されるが網

羅的研究はなく、また今回の study design

のように類縁疾患も含めグループ分けを行

なった報告はない。この研究によりもやもや

病の成因や治療予後因子を解明が期待でき

る。 

 
３．研究の方法 

Protein Chip法の条件検討を行い最良の検出

手法を確立した後、疾患特有のプロファイル

を見出し、もやもや病、類もやもや病のマー

カー（シングルマーカー、マルチプルマーカ

ー）を探索する。次に、得られたもやもや病

や類もやもや病のマーカー情報と、それらの

臨床情報（鈴木 stage 分類、治療法と効果、

予後等）を詳細に照合し、治療感受性や予後

に関する因子を抽出し、scoring system を構

築する。 

（１）Protein Chip 法の条件検討 

ProteinChip  SELDI システム（ Bio-Rad 

Laboratories, K.K.,Tokyo,Jpn）による網羅

的蛋白質量分析（プロテオミクス）法 

ProteinChip にはクロマトグラフィーチッ

プ、活性型チップ、SEND （Surface-Enhanced 

Neat Desorption） ID チップがあり、目的に

応じてどのチップを使用するか検討する必

要がある。そのためそれぞれ異なる性質をも

つチップにおいて検体と反応させ、イオン

化・レーザー技術を駆使したレーザー脱離イ

オン化飛行時間型質量分析計 （SELDI-TOF 

MS） を使用し ProteinChip 上に選択的に捕

捉された微量のタンパク質を解析した。さら

にチップ選択の後、より高い再現性を得られ

る測定条件を検討した。 

ProteinChip SELDI システムによるプロテ

オミクスには簡便には以下の手順がある。 

① サンプルの添加とインキュベーショ

ン 

② チップの洗浄 

③ エネルギー吸収分子 （EAM） の添加 

④ ProteinChip リーダーによる測定 

⑤ 専用ソフトウェアによる解析 

上記においてそれぞれの条件を変更するこ

とにより最も最適な解析条件を検討し、その

条件にて得られた結果の再現性を確認した。

2009 年１月から 2012 年 7 月にかけて、我々

は脳血管撮影により確定診断した 21 症例の

連続したもやもや病、類もやもや病、片側も

やもや病（男性8症例女性13症例 平均21.3

歳 3 歳-46 歳）から髄液を採取した。対照群

の 17 症例（男性 13 症例女性 4症例 0-58 歳 

平均 27.9 歳）から同様に髄液を採取した。

すべての髄液サンプルは SELDI-TOF-MS によ

り陰イオン交換樹脂のプロテインチップ

（Q10）でバッファー条件を変えて測定をお

こない、前回の報告結果１と比較した。もや

もや病群は 19 歳以下（小児もやもや病 12

症例）と 20 歳以上（成人もやもや病 9症例）

の２群に分け、それぞれ年齢をマッチさせた

コントロール群と比較した。追加的な臨床デ

ータとして、①術前後の主幹動脈の狭窄閉塞

性変化と②血管新生の評価をそれぞれもや

もや病グレーディングスコアと MRA TOF 画像

を用いた方法で点数化した。それぞれの変数

についてバイオマーカー候補のペプチドと



の相関関係をピアソンの相関係数の検定、ス

ピアマン順位相関係数検定によって調べた。 
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（２）得られた疾患特異的タンパクの同定 

測定結果を用いて、収集したもやもや病、類

もやもや病患者の髄液検体のタンパク質発

現プロファイルを比較、あるいはもやもや病、

類もやもや病以外の脳脊髄疾患患者の髄液

検体との比較をおこない、スペクトルの差異

から特有のプロファイルを見出し、もやもや

病、類もやもや病のマーカー（シングルマー

カー、マルチプルマーカー）を探索する。 

①SDS-PAGE によるターゲットとするタンパ

クの分離、In gel digestion、PMF 法(Peptide 

mass 

fingerprinting method)によるアミノ酸配列

同定上記により得られた結果から、

biomarker の候補となるタンパクを Crude な

髄液検体より分離するため、SDS をリガンド

とした電気泳動を行い、銀染色後ターゲット

とする Molecular weight 付近のバンドの存

在を確認した。今後、トリプシンによるIn gel 

digestion を施行し切断されたペプチドを抽

出の上、Fingerprinting method によりアミ

ノ酸配列同定を行う。 

②  ӒKTA purifier 、 SMART  SYSTEM(GE 

Healthcare,Tokyo,Jpn)を用いたタンパク精

製Biomarkerの候補となるタンパク量が髄液

検体内に pM – fM(10-12-10-15)オーダー程度で

存在することが上記 SDS-PAGE などの予備実

験にて得られたため、我々はその同定をすす

めるべく以下のような方針でさらに検討し

た。Crude な髄液検体から上記により得られ

た Molecular weight のタンパクを精製する

ため、いくつかのカラムを最適な条件で組み

合わせてクロマトグラフィーを施行し、それ

により精製単離されたターゲットとするタ

ンパクにつき最終的にアミノ酸配列を同定、

機能解析を行う。クロマトグラフィーシステ

ムには、ӒKTA purifier、SMART SYSTEM を採

用する。このシステムは高精度な流速コント

ロール、高いシステム耐圧を基本としており、

標準的なゲルろ過、イオン交換、アフィニテ

ィーへの対応している。ターゲットとする

low abundance protein を精製するにあたり、

遠心式限外濾過デバイスなどを用いて Crude

な髄液検体に含まれる Albumin , IgG などの

質量の大きなタンパクを除去しながら、カラ

ムを組み合わせ、事前の最適な条件検討（ス

カウティング）を行い、アミノ酸解析を実施

可能な純度までの精製を短時間で効率的に

行う。カラムにはイオン交換カラム、ゲルろ

過カラム、逆相カラムなどを適宜組み合わせ

て使用する。 

（３）もやもや病に対する biomarker 定量に

よる予後・治療感受性因子の探索と scoring 

system の構築 

得られたもやもや病や類もやもや病のマー

カー情報と、それらの臨床情報（鈴木 stage

分類、治療法と効果、予後等）を詳細に照合

しもやもや病の確定診断因子（現在の確定診

断は、画像情報に加え除外診断としてダウン

症候群、レックリングハウゼン病、放射線照

射後血管閉塞、動脈硬化性病変、髄膜炎、そ

の他の血管閉塞性疾患などの合併のないこ

ととしている。）の検出や治療感受性や予後

に関する因子を抽出し、scoring system を構

築する。 

 

4. 研究成果 



（１）髄液のプロテオミクス解析により複数

のバイオマーカー候補が得られた。その中で

pH5 pH7 バッファー条件下において 4473Da の

ペプチドが小児もやもや病、成人もやもや病

両方においてで有意差が見られ、小児もやも

や病の患者においてより高いピークを示し

た。4473Da ペプチドのピークは年齢依存的な

直線的減少を示し、4473Da ペプチド-年齢の

プロットと術前後の MRA score の差-年齢、

angiogenesis score-年齢のプロットがそれ

ぞれ高い相関関係を示した。（P=0.0008, 

P=0.001 R=0.68）つまり、4473Da ペプチドの

分布は術後の血管新生や血管の狭窄性変化

に高い相関関係が示された。この結果、もや

もや病の診断バイオマーカーとして高い感

度、特異度を示した。 

 
図１MMD バイオマーカーピーク値 

 

 
図２間接結構再建術後の血管新生スコアー 

 

（２）４kDa のペプチドの精製、物質同定 

精製、Trypsin 消化した m/z 4588, m/z 4473 

の断片 peptide を LC-MS/MS によりイオンを

開裂させ、得られた mass spectrum に対し

MS-Tag を用いたデータベース検索を行った。

その結果、4種類の Trypsin 消化断片が生じ

ており、これらは PENK 143-183(uniprotkb: 

P01210 143-183)を構成する peptide であっ

た。化学発光基質を用いた Sandwhich ELISA

により、MMD 群と control 群における髄液中

の PENK 143-183 濃度を測定した。 

MMD 群は control 群に比べて有意に上昇して

いた(P<0.001)。小児(age<18 y.o)および成

人(age≧18 y.o)に分けて比較した場合でも、

MMD 群において PENK 143-183 濃度は有意に

上昇しており、小児(P<0.001)の方が成人

(P<0.01)より顕著であった。MMD 患者 17 例、

19 側の手術時に採取した血清検体中の PENK 

143-183 濃度を Sandwhich ELISA を用いて測

定した。測定感度の下限は 12.5pmol/L であ

った。これらの患者で髄液濃度と血清濃度と

の相関関係を調べたところ、有意な相関は認



められなかった(r=0149, p=0.53)。今回の研

究で我々は、髄液中の pH 5 m/z 4588 と pH 7 

m/z4473 のペプチドが、ともに PENK 143-183

を構成することを明らかにした。免疫学的ア

ッセイ法を用いて MMDと非 MMD患者の髄液中

の PENK 143-183 の濃度の定量を行い、PENK 

143-183 がもやもや病患者の髄液中において

明らかに(significant)上昇しおり髄液中の

PENK 143-183 が MMD診断に有効なバイオマー

カーとなり得ることを示した。今後 PENK 

143-183 の生理活性を明らかすることが必要

であると考えられた。 

 
図３ PENK 精製、同定。４つのフラグメント 
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