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研究成果の概要（和文）：モヤモヤ病は両側ウイリス動脈輪の閉塞による脳虚血と異常側副血管新生による出血とを特
徴とし、小児脳卒中の主因をなす。申請者らは、日本人MMD患者の全ゲノム相関解析により疾患感受性遺伝子RNF213を
特定し、MMD患者の72％に共通なミスセンス変異を同定した。。本研究では、まず、アレル特異的オリゴヌクレオチド
・ハイブリダイゼーションと免疫クロマトグラフィー法を組合わせた方法で、高頻度ミスセンス変異を迅速に検出する
簡易遺伝子検査法を確立した。さらに簡易遺伝子検査と頭部MRアンギオグラフィー(MRA)をもやもや病家系で検索する
ことで、MMDの発症リスク予測を検討した。

研究成果の概要（英文）：Moyamoya disease is characterized by progressive bilateral internal carotid 
artery stenosis/occlusion and development of abnormal collateral vessels. A genome-wide association study 
was performed, which resulted in a strong association of RNF213 gene region with risk for Moyamoya 
disease. Mutational analysis identified a founder mutation c.14576G>A in 73% cases with Moyamoya disease 
and 1.4% of control individuals, suggesting that the mutation carriers have increased risk for Moyamoya 
disease, odds ratio, 190.9 (P=1.2x10-43). We developed a genetic testing for this founder mutation by 
combination of immunochromatography and allele specific oligonucleotide hybridization. We performed this 
genetic test and MRI angiography in Moyamoya disease patients and their families for development of 
presymptomatic diagnosis of Moyamoya disease.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
モヤモヤ病（MMD）は両側ウイリス動脈
輪の閉塞と異常側副血管新生による脳虚
血・出血を特徴とする疾患で、脳出血発症後
の予後は悪い。最近、浅側頭動脈と中大脳動
脈とのバイパス手術による早期介入で予後
が改善する事が示されている。実際に脳ドッ
クで見出された症例の予後は良い。発症リス
クの高い個体を見出し、早期バイパス手術に
よる介入を可能にするスクリーニング法の
開発が予後改善に有用と考えられる。 
 
申請者らは全ゲノム相関研究を行い、

MMD 感受性領域を同定した。その中で 17
番染色体領域から、MMD 感受性遺伝子
RNF213を同定し、その遺伝子内にMMD患
者の 73％が持つ創始者変異（c.14576G.A）
を見出した（J Hum Genet, 2011）。この変異
によりMMD発症リスクが190倍に上昇する
ため、MMDリスク診断が可能となり、特許
出願した（特許第 5585976号「遺伝子検出に
よるモヤモヤ病発症リスク診断又は診断
法」）。 
 
 その後、多数の RNF213遺伝子変異を解析
し た 結 果 ， こ の 高 頻 度 創 始 者 変 異
c.14576G>A のホモ接合体はヘテロ接合体に
比べ，4 歳未満の早期発症者が多く、一過性
脳虚血発作よりも重篤である梗塞で発症す
る症例が多く、予後に関連することを示した
（Neurology, 2012）。 
 
２．研究の目的 
 
～次の２つを目的として研究を実施する 
（１） 迅速遺伝子検査法の開発 
MMD患者の全ゲノム相関研究で見いだした
疾患感受性遺伝子 RNF213 内に存在する日
本人高頻度遺伝子変異 c.14576G.A の有無を
迅速・簡便に検出する遺伝子検査法の開発を
行い、MMD発症リスクの正確な評価を外来
やベッドサイドで可能にすることを目的に
する。 
 
（２） MR アンギオグラフィー所見の解
析 
MMD患者家系でこの遺伝子検査を実施し変
異保有者を同定する。同定された変異保有者
に対し、MRアンギオグラフィー検査を実施
することで、発症前診断に利用可能なMRア
ンギオグラフィー上の所見を見いだす。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１） 検出方法 
変異の検出には、申請者らが以前開発した

CASSOH(competitive allele-specific short 
oligonucleotide hybridization)法を利用する。

CASSOH法は、10-15塩基の短いオリゴヌク
レオチド・プローブの競合的な結合を利用し
て、点変異の有無を検出する変異検出法であ
る。 

 
実際の手技は、図１に示すような大変簡単
な手技で実施可能である。まず、PCR反応に
て変異部位を増幅し、その後反応液をイムノ
クロマトグラフィーストリップ上に添加し、
展開液に浸すことにより、競合的ハイブリダ
イゼーションが実施され、その結果をストリ
ップ上に現れた紫色のバンドとして検出す
るだけであるため、非常に簡便・迅速な検出
が可能になる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１CASSOH法の手順 

 
（２） 実際の検出原理 

PCR反応にて増幅された変異を含む DNA
断片とビオチン標識されたオリゴヌクレオ
チドの結合を金粒子の標識されたアビジン
にて検出する。この際、遺伝変異がありミス
マッチが存在すると、オリゴヌクレオチドの
結合が弱まる事を１塩基置換検出の基本原
理としている。野生型遺伝子配列と相補的な
変異型遺伝子配列と相補的な遺伝子配列を
持つオリゴヌクレオチド・プローブをそれぞ
れ合成し、5’末端をビオチン標識する。 

 
この標識されたオリゴヌクレオチドを競
合させる非標識のオリゴヌクレオチドを競
合体として反応系に添加することで、点変異
検出の特性性を向上させる。この競合体とし
て用いるのは、10-15塩基対という比較的短
いオリゴヌクレオチドで、この短い競合体オ
リゴヌクレオチドの配列を工夫することで、
非特異的結合を押さえながらシグナル強度
を保つことができる。 
 
（３）倫理的配慮 
 遺伝子検査およびMRA検査の施行に当たっ
ては、インフォームド・コンセントを書面で
取得する。モヤモヤ病患者の遺伝子解析によ
る疾患感受性遺伝子の同定に関する研究は、
東北大学医学部倫理委員会の承認を得てい
る（承認番号 2010-424、平成 22 年 12 月 27
日承認）。 



４．研究成果 
 
検出プローブと競合配列を持つオリゴヌ
クレオチドを混合することにより、特異的な
遺伝子型の判定が可能になった。この遺伝子
検出法には、PCR 以外の検査機器を必要とし
ない。MMD 患者の約半数は小児である。家族
に MMD 患者が存在する場合、子どもの MMD 発
症のリスクは高くなるため、MMD 発症の不安
が大きい。今回の研究では、病院の検査室の
みならず、クリニックにおいて遺伝子診断変
を実施し、その保因者の MRA アンギオグラフ
ィー検査を実施することで、より確度の高い
発症予測が可能になることが期待できる。 
 
遺伝子検出に用いる二つのPCR反応液には、
増幅プライマーのみならず、検出プローブや
競合オリゴヌクレオチドを加えた状態で PCR
サイクルを実施するため、予め増幅・検出に
必要な全ての試薬が含まれたプレミックス
を準備することが可能である。検出プローブ
や競合オリゴヌクレオチドは長さが短いた
め、55～94℃といった PCR 反応の温度条件で
は、常に非結合状態となるため、一緒に PCR
反応を行っても増幅反応が阻害される恐れ
がないことが、このプレミックスの作成を可
能にしている。 
 
今後は、症例数を増やすと共に、MR アンギ
オグラフィーだけで無く、MRI 検査における
基底核 flow void や脳表の ivy sign を含む
軽微な画像変化、等を注視し、未発症保因者
の持つ MRI 所見を検討していく予定である。 
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