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研究成果の概要（和文）：CADASILの病態生理の手がかりを解明するためにプロテオミクス解析および組織化学解析を
行った。脳動脈の中膜顆粒変性をレーアーマイクロダイセクションで採取して、LC-MS/ MSを用いて、その構成蛋白を
解析した結果、病態生理に関係する蛋白質を検出した。また、Granular Osmiophilic Material(GOM)の化学的性質を組
織化学的手法で解析した結果、GOMに酵素活性を見出した。両解析手法を組み合わせることでCADASILの病態生理に迫る
結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We detected key molecules of CADASIL using proteomics and histochemical analysis. 
We analyzed coexistence proteins of Notch3 ectodomain, using brain samples of two CADASIL cases. We cut 
small arteries of brain sections on the glass by Laser microdissection. We analyzed coexistence proteins, 
using LC-MS/ MS. In this study, we detected some key molecules that are associated with vascular 
remodeling. In addition, we analyzed chemical features of Granular Osmiophilic Material (GOM), using 
histochemical analysis on the slide glass under light microscopy. We detected some enzymatic activity of 
GOM. These key molecules may be important to reveal the pathogenesis of CADASIL.
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１． 研究開始当初の背景 
 

 Cerebral Autosomal Dominant 
Arteriopathy with Subcortical Infarcts and 
Leukoencephalopathy (CADASIL)は、単一
遺伝子異常による常染色体優性遺伝性脳血
管障害であり、片頭痛やラクナ梗塞の病態解
明にとって重要な疾患である。1996 年に原
因遺伝子が血管平滑筋に発現し、動脈の分化
に関与する NOTCH3 と同定され (Joutel, et 
al. Nature 1996)、その臨床像、画像、病理
の特徴が明らかにされつつあるが、その病態
は未だ解明されていない。 
 CADASIL は Notch3 細胞外ドメインのア
ミノ酸の１置換により 10〜30 歳代で片頭痛、
40~50 歳代でラクナ梗塞を繰り返し、60 歳代
で脳血管性認知症に至る(Chabriat, et al. 
Lancet 1995)。画像で広汎な大脳白質病変を
認め、多発性ラクナ梗塞が穿通動脈領域に加
え、半卵円中心にも形成され、病理学的には、
髄膜の小動脈にびまん性の中膜変性を認め、
その下流にある髄質動脈や皮質下動脈に血
管障害を来す。血管変性部位には Notch3 細
胞外ドメインの蓄積がみられる。 
 CADASIL の病態に関しては、これまでの
遺伝子解析で、遺伝子変異により Notch3 の
細胞外ドメインに不対のシステイン残基が
形成され、蛋白解析により切断されたNotch3
細胞外ドメインが蓄積することが明らかに
されている(Joutel, et al. J. Clin. Invest 
2000)。病理解析では、本疾患特異的な
Granular Osmiophilic Material (GOM)を認
め、Notch3 細胞外ドメインが GOM の主な
構成成分であることが明らかにされている 
(Ishiko, et al. Acta Neuropathol 2006)。
GOM の蓄積が血管変性に関与していると推
定されているが、その血管変性の機序は未解
明である。 
 本研究において、我々は GOM の生化学的
性質に注目した。GOM は Notch3 細胞外ド
メインで構成され、Notch3 の変異部位を含
む構造物である。従って、GOM の生化学的
性質は遺伝子変異により新たに形成された
変異 Notch3 蛋白の生化学的性質を反映して
いる可能性がある。GOM の生化学的性質を
病理組織切片上で組織化学的手法により解
析することができれば、Notch3 の変異部位
に加わった生化学的性質を推測することが
でき、CADASIL の病態解明の手がかりにな
るのではないかと考えた。従来、GOM は電
子顕微鏡下で観察され、1 µm 未満の顆粒状
物質であるため、光学顕微鏡では観察できな
い所見とされていたが、我々は独自に GOM
を光学顕微鏡で観察する方法を開発した 
(Ueda, et al. Neuropathol and Applied 
Neurobiol 2009)。本研究では、光学顕微鏡下
の GOM 観察方法を活用して、GOM の生化
学的性質を組織化学的手法により解析した。 
 近年の蛋白解析技術の進歩により、網羅的
な蛋白解析が可能になっており、本技術を

CADASIL の病態解析に導入した。過去の蛋
白解析においては CADASIL の NOTCH3 細
胞外ドメイン蓄積と関連性を示す蛋白質と
して、Tissue inhibitor of metalloproteinases 
3 (TIMP3)が同定されている (Monet-Leprê 
tre, et al. Brain 2013)。本検討では、病理組
織上の構造物をプレパラート上で切除する
手法であるレーザーマイクロダイセクショ
ンと液体クロマトグラフィーで断片化ペプ
チドを分離して、アミノ酸配列を解読して、
蛋白質を同定する手法である LC-MS/ MS を
用いて、網羅的蛋白解析を行った。CADASIL
では脳の髄膜動脈の中膜血管平滑筋層が変
性消失し、Notch3 細胞外ドメインの蓄積が
生じる。本研究では Notch3 が蓄積して、脳
血管が変性した脳髄膜動脈中膜の共存蛋白
を網羅的に解析し、他疾患の共存蛋白と比較
することで、CADASIL に特徴的な蛋白発現
について検討した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではプロテオミクス解析および組
織化学的手法を用いて、脳動脈の中膜顆粒状
変性の共存蛋白を解析するとともに GOM の
生化学的性質を組織化学的手法により解析
することでCADASILの病態発現の機序解明
の手がかりを見出す事を目的とした。 
 
３. 研究の方法 

 
① プロテオミクス解析 

 CADASIL 剖検例の 2例（NOTCH3 R133C 変異 
62 歳男性、NOTCH3 R449C 変異 62 歳男性）の
脳組織を用いた。ホルマリン固定した脳組織
をパラフィン包埋して、3 µmの厚さの切片を
作成した。本切片を膜でコーティングしたス
ライドガラスに貼付けた。本切片を顕微鏡下
で観察しながら、解析の対象である径 100 µm
の脳動脈を選択して、レーザーマイクロダイ
セクションで脳動脈を採取した。採取した組
織を LC-MS/ MS で解析した。比較対照として、
非CADASIL症例の剖検脳組織でも同様の解析
を行った。両者の検出蛋白を比較することで
CADASIL に特徴的な病態関連蛋白質の状況を
調べた。 
 
② 組織化学解析 

 CADASIL 剖検例の 2例（NOTCH3 R133C 変異 
62 歳男性、NOTCH3 R449C 変異 62 歳男性）の
骨格筋組織を用いて、組織化学解析を行った。
非 CADASIL 症例としては、CADASIL が疑われ
たものの、組織解析により NOTCH3 の蓄積を
認めず、CADASIL が否定的であった症例を用
いた。未固定の骨格筋組織を 10 µmの厚さに
クリオスタットで切り、未固定の状態でスラ
イドグラスに貼付けた。抗 Notch3 細胞外ド
メイン抗体 (1G5)の免疫組織染色を行い、光
学顕微鏡にて、GOM の形態を観察した。次に
組織化学染色を行い、GOM を染色して可視化



し、GOM の生化学的性質を解析した。 
  
４．研究成果 
 
① 蛋白解析 
 CADASIL 例において、1326 ペプチド（205
種類の蛋白質）が検出された。一方、非
CADASIL 例 5例において、2655 ペプチド（320
種類の蛋白質）が検出された。両者のペプチ
ド数を比較したところ、CADASIL 例において、
非 CADASIL 例と比較して、CADASIL 例に有意
に多い蛋白質が複数検出された。そのなかで
もCADASILの病理変化に関連性が強い蛋白質
に注目して、CADASIL 例の病理組織で局在を
確認したところ、脳血管に選択的に染色され
る蛋白質が確認された。一方、非 CADASIL で
は CADASIL 関連蛋白質は検出されず、組織で
の染色性もなかった。本蛋白質は細胞外マト
リックス関連蛋白質であり、肥厚した新生内
膜や変性が軽度の血管に高頻度に見られた。
以上の所見から、本蛋白質は、CADASIL の初
期の病態に関連する可能性が推測された。 
 
② 組織化学解析 
 組織化学的手法によるGOMの生化学的解析
においては、GOM に酵素活性が検出された。
アミン酸化酵素染色でGOMの形態に一致して、
染色性が得られた。基質としてはセロトニン
の類似物質で安定な塩酸トリプタミンを使
用した。アミン酸化酵素活性により産生され
た過酸化水素は西洋わさびペルオキシダー
ゼ(HRP)を用いて、発症させて検出した。光
学顕微鏡での観察において、Notch3 細胞外ド
メインによる染色性の特徴に一致した顆粒
状の染色性が観察された。また、本染色を電
子顕微鏡で観察したところ、GOM の形態と局
在に一致した染色性が得られた。本染色方法
では、GOM に加えて、血管平滑筋細胞内にも
染色性があり、ミトコンドリアの形態に一致
していた。 
 今後の課題としては、本染色方法は骨格筋
以外の組織で行うと周囲の染色性が強く、観
察に耐えない。特に脳組織では脳実質内の血
管以外の組織の染色性が強い。本染色方法の
今後の研究に活用するためには最良の染色
条件を模索する必要がある。特に染色時間、
基質や受容体の濃度、溶媒の pH などの条件
設定が必要である。 
 本研究で得られたGOMの染色性については
Notch3 の変異部位の性質を反映している可
能性を考えられる。しかし、今回得られた GOM
の染色性については、変異とは関係なく
Notch3細胞外ドメインのEGFドメインが本来
有している性質や Notch3 細胞外ドメインと
共存する共存蛋白や共局在する物質の性質
を反映している可能性もあり、今後の検証が
必要であると考えられた。 
 本研究において、脳動脈の中膜の顆粒状変
性のプロテオミクス解析による共存蛋白の
解析とGOMの組織化学解析を組み合わせるこ

とでCADASILの病態発現の機序の手がかりが
得られた。 
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