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研究成果の概要（和文）：後天的な要因が強いと考えられる多因子疾患である脳卒中の分野において、遺伝子変
異に基づくリスク予測法の確立を目指し脳卒中関連遺伝子RNF213に関して多角的に検討をおこなった。大規模な
疫学調査により、RNF213 c.14576G>Aが様々な程度の脳血管狭窄と関連していることを明らかにした本研究の重
要の成果と言える。また、RNF213変異を有する血管狭窄の特徴としてnegative remodelingに関連していること
や前方循環の血管狭窄と有意に関連していることなどを明らかにした。大規模なゲノム解析を通じて、発症や重
症度に関わる修飾因子の候補が同定され今後発展的解析の基盤を整えることができた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed stroke related gene, RNF213 through various approaches aiming at
 the establishment of novel preventive treatment for ischemic stroke based on the genetic 
background. One of the most important results of this study is that genetic variant RNF213 c.14576G>
A had significant association with various phenotypes of intracranial major artery stenosis / 
occlusion (ICAS), confirmed by a larger cohort study. Moreover, we clarified several characteristics
 of ICAS with RNF213 c.14576G>A　variant. ICAS with RNF213 c.14576G>A　variant showed negative 
remodeling at the stenotic lesion and RNF213 c.14576G>A　was specifically associated with ICAS of 
anterior circulation. Through large scale genomic analysis, we have identified the several candidate
 genetic variants which modify the onset and severity of the ischemic stroke. These results would be
 the basis for the further studies.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 脳卒中　脳卒中関連遺伝子　頭蓋内主幹動脈狭窄　もやもや病　類もやもや病　RNF213　脳卒中リスク
アレル
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１．研究開始当初の背景 
脳梗塞の主たる原因の 1 つであるアテロー
ム硬化性の頭蓋内血管狭窄病変は、高血圧を
はじめとして、糖尿病、高脂血症を主因とす
る生活環境によると考えられている。特に、
アジア人種において、アテローム硬化性の頭
蓋内血管狭窄病変の発生頻度が、ヨーロッパ、
アメリカなどの白色人種と比較して有意に
高いことから遺伝的な背景が関連している
可能性が示唆されてきた。しかし、この人種
差を説明する遺伝的要因はこれまで不明で
あった。最近、日本を始めとした東アジアに
多く発生し、特発性の頭蓋内血管狭窄（両側
内頚動脈終末部の進行性狭窄）を病態とする、
もやもや病の感受性遺伝子変異が特定され
た。 
その遺伝子変異は germline 上の 17 番染色体
に存在する RNF213 という遺伝子上にあるミ
スセンス変異（c.14576G>A p.R4859K）で、
日本人のもやもや病発症者の 90%が同一の
遺伝子変異を持っていることが明らかとな
った。我々はこの遺伝子変異が頭蓋内血管狭
窄をきたす遺伝的要因であるかどうかを、
196 例の種々の脳血管疾患に関して遺伝子解
析を行った。従来の診断基準ではもやもや病
に当てはまらず、明らかにアテローム硬化性
と診断される頭蓋内血管狭窄の中にこの変
異がある一定以上の高率（41 人中 9 人 21.9%）
で存在することを見出し脳卒中の関連遺伝
子として報告した（Stroke 2012）。本研究にお
いて、後天的な要因が強いと考えられる多因
子疾患である脳卒中の分野において、遺伝子
変異に基づくリスク予測法の確立を目指し
た。 
 
２．研究の目的 
脳 卒 中 の 関 連 遺 伝 子 変 異 （ RNF213 

c.14576G>A）を多角的に解析することを目的
とした。以下を具体的な目標して研究を進め
た。 
(1) 脳卒中患者の大規模な疫学調査によこの
RNF213 の遺伝子変異が脳血管狭窄に関わる
寄与度を明らかにする。 
(2) RNF213変異を有する脳血管狭窄の特徴を
明らかにする。 
(3) ゲノム解析により病態の発症・重症度に
関わる他の遺伝的要因を探索する。 
(4) RNF213 の生化学的機能解析を行い、脳血
管狭窄発症のメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 大規模な RNF213 c.14576G>A の疫学調査 
 (a)一般的な動脈硬化性脳血管狭窄におけ
る RNF213 c.14576G>A の解析 
RNF213 c.14576G>A が一般の動脈硬化性の
脳血管狭窄と関わっていることを明らかに
した先行研究は単一施設の限定されたコホ
ートでの結果であったため、複数施設からサ
ンプリングを行い、解析をおこなった。 
 (b)類もやもや病における c.14576G>A 

「類もやもや病」とは先天性疾患や動脈解
離、血管炎、その他血管狭窄を来す基礎疾患
を有し、画像上もやもや病あるいは片側もや
もや病に合致する所見を呈するものを指す。
この群に関して RNF213 c.14576G>A を遺伝
的背景として持つかを検証した。 
 

(2) RNF213変異を有する脳血管狭窄の特徴の
解析 

(a) 血管外径、negative remodeling の解析 
 脳血管狭窄には、血管の外径が保たれな

がら内腔が狭窄するパターンと血管の外径
そのものが縮小し狭窄するパターン（negative 
remodeling）とか存在することが知られてい
る。RNF213 c.14576G>A に関連する血管狭窄
において、血管狭窄パターン示すかを解析し
た。 

(b)前方循環、後方循環別の解析 
 脳血管は、前方循環（内頚動脈・中大脳動
脈・前大脳動脈）と後方循環（椎骨動脈・脳
底動脈）とに大きく 2 つに大別され、発生学
的背景が異なる。RNF213 c.14576G>A に関連
する血管狭窄は前方循環・後方循環のいずれ
と関連が強いかを解析した。 
 
(3) ゲノム解析 
 (a) RNF213 全体の解析 
 RNF213 は exon 数が 69 ある遺伝子であり、
p.R4859K 以外に ICAS と関連する変異・多型
が存在するか検証した。東大病院および関東
脳神経外科病院において主幹脳動脈硬化症
例 168 例、control 141 例に対し同意を得て採
血を行い genomic DNA サンプルを収集。次世
代シークエンサーを用いた target resequence
により RNF213 の全エクソン解析を行ない、
主幹脳動脈硬化群と対照群の 2 群間で関連解
析を行った。 
 (b) 修飾因子の探索 
  疾患発症や重症度を高める遺伝子変異同
定のために、約 100 種類の遺伝子変異を次世
代シークエンサーを用いた target resequence
により解析し、修飾因子となりうる遺伝子変
異の探索を行った。 

(c) 全エクソン領域の解析による修飾因子
の同定 
さらに解析を進め、RNF213 c.14576G>A を

有して血管狭窄を発症している群と、同変異
を有して血管狭窄を発症していない群の 2 群
において全ゲノム領域のエクソン解析を行
い 、 関 連 解 析 を 行 う こ と で 、 RNF213 
c.14576G>A の他に血管狭窄発症に関わる遺
伝子変異の探索を行った。 

 
(4) RNF213 の生化学的解析 
 RNF213 ユビキチンリガーゼであり、ユビ
キチン化を受ける基質が存在すると考えら
れる。RNF213 を培養細胞で強制発現させて、
RNF213 の共免疫沈降物を質量分析に供し、
細胞内で RNF213 と結合するタンパクの網羅
的解析を行う。同時に変異（c.14576G>A）タ



ンパクも別に発現させて、同様に結合タンパ
クの網羅的解析を行う。この野生型・変異型
RNF213 との間で結合に差が観察されるタン
パク質が頭蓋内血管狭窄に発症に関わるタ
ンパク質の可能性が高いと考えた。具体的に
は、以下の流れで解析を進める。 
(1) Human total RNA（RNF213 が発現している
ことが知られている胎盤由来の libraryを使用
する）を用いて変異 c.14576G>A の存在する
RING domain より C 末端側の 4000 bp 程度の
領域の配列の cDNA を PCR クローニングす
る。 
(2)クローニングした塩基配列に c.14576G>A
の変異を入れる。 
・野生型と変異型のクローンを取得（FLAG 
tag を付加しておく）。 
(3)培養細胞に強制発現 
・培養細胞はヒトの胎生期腎細胞由来の 293T
細胞株を使用する。作成した 2 種類のクロー
ンを遺伝子導入し強制発現させる。 
(4)RNF213 の共免疫沈降物を質量分析に供し
結合蛋白質の探索を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 大規模なRNF213 c.14576G>A の疫学調査 
 (a)  一般的な動脈硬化性脳血管狭窄にお
ける RNF213 c.14576G>A 
複数の施設からサンプル収集を行い、519

名の様々な脳血管疾患のコホートにおいて
解析を行った。RNF213 c.14576G>A は、先に
提示したように、もやもや病群で 82.8% 
(53/64; 51 heterozygote, 2 homozygote) の頻度
で認められた。一方で、片側もやもや病群で
57.1% (8/14; 8 heterozygote)、頭蓋内狭窄群で
23.2% (29/125; 28 heterozygote, 1 homozygote) 
の頻度で認められた。その他の群については、
頚動脈狭窄群においては 1.8% (1/55; 1 
heterozygote) 、脳動脈瘤群では 1.0% (1/105; 1 
heterozygote)、脳内出血群では 0% (0/21)、健
常者群では 1.5% (2/135)という結果であり、
ほとんど変異を認めなかった。関連解析の結
果は、従来の報告通り、RNF213 c.14576G>A
はもやもや病群と有意に関連することが示
された（p < 0.0001, odds ratio 320.4, 95% CI 
68.6-1494.4）。また、片側もやもや病群（p 
<0.0001, odds ratio 88.6, 95% CI 15.3-511.3）や
頭蓋内狭窄群（p <0.0001, odds ratio 20.0, 95% 
CI 4.68-86.2）とも有意な関連が示された。一
方その他の群（頚部頚動脈狭窄群、脳動脈瘤
群、脳内出血群）とは有意な関連は認められ
なかった。以上より RNF213 c.14576G>A は
様々な程度の表現型の頭蓋内主幹動脈狭窄
病変と関連することが明らかにし論文に発
表した。（Miyawaki et al Stroke 2013） 
 (b) 類もやもや病 
 我々は 9 例の類もやもや病患者において
RNF213 変異の解析を行った。基礎疾患の内
訳を表 4 に示す。結果としてはその全てが
RNF213 変異を有していなかった。今回解析
対象となった類もやもや病患者においては

RNF213 変異を遺伝的背景として持たなかっ
た。 （Miyawaki et al J Stroke Cerebrovasc 
Dis 2015） 
 
(2) RNF213変異を有する脳血管狭窄の特徴の
解析 

 (a) 血管外径、negative remodeling の解析 
 片側中大脳動脈の動脈硬化性高度狭窄
RNF213 variant 群 28 例、wild type 群 19 例の
臨床的な背景に大きな差はなかった。RNF213
変異を有する群の狭窄側 M1 外径は変異を有
しない群の狭窄側 M1 外径に比し小さかった
（p=8.3×10-6）。RNF213 変異を有する群にお
いては、健側 M1 外径も変異を有しない群に
比し小さかった（p=0.0052）。さらには狭窄側
/健側比についても、変異を有する群で有意に
小さかった（p=1.5×10-5）。以上より RNF213
変異は血管の negative remodeling に関連して
いることが示唆された（Hongo et al Surg 
Neurol Int 2017 in press）。 
 (b)前方循環、後方循環別の解析 
 これまでのコホートとは独立した 221 例の
コホートにおいて解析をおこなった。 
 前方循環の血管狭窄は 43 名解析し、うち
10例でRNF213変異を認め有意な関連を認め
た（P=6.069×10-9）。一方で後方循環の血管狭
窄は 61 例解析し変異を認めなかった。以上
より RNF213 変異は前方循環の血管狭窄に特
異的な遺伝子変異と考えられた（論文投稿中 
in revision）。 
 
(3) ゲノム解析 
(a) RNF213 全体の解析 
 主幹脳動脈硬化症例 168 例、control 141 例
の解析の結果、66 の変異・多型が認められた
（missense 変異 39、silent 変異 27）。case-control
関連解析の結果、統計学的有意差を認めた変
異はp.R4859K以外にはp.A3517Vのみであっ
た。p.A3517V は control 群の頻度の方が高く
（ICAS 2/166, Control 9/132）、p.R4859K のみ
が ICAS に有意に関連した（ICAS 42/126, 
Control /2/139 : p=6.07×10-9）。また rare variant
は 18 種、うち 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 
p.R4859K 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） 
(b) 修飾因子の target resequence 
  修飾因子の同定のために、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。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。現在、別コホートにおいて validation 
study を行っている。 
 (c) 全エクソン領域の解析による修飾因子
の同定 
 RNF213 c.14576G>A の他に血管狭窄発症
に関わる遺伝子変異の探索のために 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。  
(4) RNF213 の生化学的解析 
  RNF213 の c.14576G>A が存在する C 松
側の約 4000bp の領域のクローニングを行い
コンストラクト、さらに c.14576G>A の変異
を導入した変異を有する コンストラクトを
作成した。HEK293 細胞において強制発現の
後、RNF213 の共免疫沈降物を質量分析に供
し結合蛋白質の探索を行ない、結合蛋白質の
候補を数種得た。今後、強制発現させる細胞
をHEK293以外のもの使用、あるいはRNF213
全長のコントラクトを使用して、同様の実験
を行っていき、候補蛋白質のさらなる絞り込
みを行っていく予定である。 
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