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研究成果の概要（和文）：我々はもやもや病感受性遺伝子mysterin（RNF213）と東アジアに共通する創始者変異
R4810Kを同定した。インターフェロン（IFN）-βは、ヒト臍静脈内皮細胞でmysterin発現を増加し、IFN-βによ
るanti-angiogenic effectはmysterin抑制によってレスキューされた。また、IFN-βはもやもや病患者および健
常者のiPS細胞由来血管内皮細胞においてもmysterin発現を増加し、血管形成能を減少させた。MysterinはIFN-
βによるangiogenesis抑制の重要なmediatorであり、感染症がもやもや病発症に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mysterin (RNF213) is a susceptibility gene for moyamoya disease (MMD) and 
its coding variant, p.R4810K, is a common founder variant in East Asian countries. Several 
angiogenic and anti-angiogenic factors [including interferons (IFNs), IFN-β and IFN-γ] induced 
transcriptional expression of mysterin in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). In 
HUVECs, upregulation of mysterin by IFN-β is mediated by a STAT1-binding site on the mysterin gene 
promoter. The anti-angiogenic activities of IFN-β are partially rescued by siRNA for STAT1, and 
completely rescued by siRNA for mysterin. Treatment with IFN-β induced mysterin mRNA and decreased 
angiogenesis in induced pluripotent stem cells-derived vascular endothelial cells (iPSECs) derived 
from control subjects and patients with MMD. Our data suggest that mysterin mediates the IFN-β 
anti-angiogenic signaling pathway; MMD may impair angiogenesis in patients with infectious or 
autoimmune disease.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
もやもや病は、若年性脳卒中の主要な原因
のひとつであり、東アジア地域、特に日本で
多発し、我が国では特定疾患に指定されてい
る。若年で発症することから、患者本人はも
とより、患者を支えている家族の負担も大き
く、また長期の治療を要するため、医療経済
的にも重大な課題となっている。これらの問
題を解決するために、早急な病態の解明が望
まれる。 
近年、我々はもやもや病感受性遺伝子とし
て mysterin(RNF213)を同定し、東アジアに
共通する創始者変異 R4810K を見いだした
（Liu W, et al. PLoS ONE,6(7): e22542, 
2011)。もやもや病患者の協力によりもやも
や病疾患 iPS 細胞を樹立し、分化誘導した罹
患細胞種である血管内皮細胞（iPSECs）に
おいて、健常者と比較し R4810K 保因者は
tube formation形成異常や M期関連遺伝子
群の発現が低下していることが分かった
(Hitomi T. et al. Biochem Biophys Res 
Commun, 438(1): 13-19, 2013) 。 ま た
mysterin R4810K過剰発現によりM期の延
長とmitotic failureおよびアポトーシスの増
加が見られた(Hitomi T. et al. Biochem 
Biophys Res Commun, 439(4): 419-26, 
2013)。 
これまでに得られた知見から、mysterin
は細胞分裂やアポトーシスに関与しており、
もやもや病においては mysterin R4810Kが
血管内皮細胞の機能異常や脱落を通じて脳
血管病変を引き起こすと考えられる。しかし
ながら、R4810K保因者のうちもやもや病を
発症するのは 300人に 1 人であることから、
発症には環境要因が必須であると考えられ
る。我々は感染症に関連するインターフェロ
ン(IFN)が mysterin タンパクを強く発現誘
導するという結果から、感染症が発症の引き
金になると想定し、以下のような仮説を持っ
た。血管壁では、内皮細胞の障害や脱落が起
こると、残存した周囲の血管内皮細胞や血液
中の血管内皮前駆細胞が分裂・分化して補充
が行われる。R4810K保因者においては、感
染症による高 IFN状態がmysterin変異体を
過剰発現させることにより血管内皮の機能
低下、M期異常、アポトーシスが引き起こさ
れることで、内皮細胞の修復が遅れ、その結
果、血管平滑筋細胞の増殖を引き起こし、血
管の閉塞性変化となり、もやもや病を発症す
ると考えられる。本研究では、上記の仮説を
検証するために IFN による mysterin 誘導、
R4810K を有するもやもや病患者由来
iPSEC での IFN 処理による影響、R4810K
による他分子との相互作用について検討す
る。 
我々は、もやもや病が脳血管に特有な細胞
構築とWillis輪の形成という血行動態の特性
を場として mysterin R4810Kにより血管構
造に破綻が生じた病態と考える。従って、IFN

によるmysterin遺伝子の発現機構を解析し、
その病態を明らかにすることは、もやもや病
の病態だけでなく、脳血管疾患に共通した脳
血管特異的な機能上、構造上の分子メカニズ
ムを明らかにし、脳血管疾患の新たな予防医
療の確立、展開につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
我々は東アジアに共通するもやもや病感受
性遺伝子 mysterin および創始者変異
R4810Kを同定した。疾患 iPS細胞から得ら
れた結果から、R4810Kは血管内皮で細胞分
裂異常やアポトーシスを起こすことが示唆
されたが、日中韓で 1,500万人以上保因者が
存在することから R4810K がもやもや病を
引き起こすためには、環境要因の関与が必要
である。 
本研究では感染症がもやもや病の環境要因
であるという仮説を、①mysterin発現活性化
因子のスクリーニングおよび IFN による
mysterin 遺伝子発現解析、②IFN 処理した
もやもや病患者 iPS細胞由来血管内皮細胞を
用いた mysterin R4810K過剰発現による細
胞分裂異常およびアポトーシスの検討、③
R4810Kによる他分子との cross talkについ
て検討することで証明し、脳血管疾患に共通
した脳血管特異的な機能上、構造上の分子メ
カニズムを解明し、もやもや病をはじめとし
た脳血管疾患の新たな予防医療の確立を目
指す。 
 
３．研究の方法 
 
我々は、本研究を遂行するに先立ち、もや
もや病患者由来の iPS細胞作製において「ヒ
ト疾患特異的 iPS細胞の作製とそれを用いた
疾患解析に関する研究」「ヒト疾患特異的 iPS
細胞を用いた遺伝子解析研究」および本研究
の三省合同指針に基づいた研究計画書を京
都大学医学部医の倫理委員会に提出し、すで
に承認を得ている。Mysterin活性化因子のス
クリーニング、IFNによる mysterin遺伝子
発現解析、血管内皮細胞を用いた IFNによる
もやもや病感受性遺伝子 mysterin 変異体
R4810Kの分子メカニズムの解明と内皮機能
障害を検討する。 
 
(1) Mysterin 発現活性化因子のスクリーニ
ング 
ヒト子宮頸癌細胞HeLa細胞およびヒト臍
静脈内皮細胞 HUVECs を用い、感染症に関
連するTransforming growth factor (TGF)-β、
Interleukin (IL)-1β、Vascular endothelial 
growth factor (VEGF) お よ び
Platelet-derived growth factor (PDGF)-BB
の 4つの angiogenic factorと IFN-α、IFN-β
および IFN-γ の 3 つの anti-angiogenic 
factor による mysterin 遺伝子発現への影響
を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び



Realtime-qPCR法により評価した。 
 
(2) IFN-β による mysterin 遺伝子プロモー
ターへの影響 

Mysterin 遺伝子の転写開始点より上流
-513～ -505 の STATx (TF search, score 
86.5)を含む mysterin 遺伝子プロモーター
および STATx に変異をいれたコンストラク
トを使用し、IFN-β による mysterin 遺伝子
プロモーターの活性化をルシフェラーゼア
ッセイにより評価した。また、STAT1 siRNA
により、IFN-β による mysterin 発現への影
響をウエスタンブロット法により評価した。 
 
(3) IFN-β による mysterin 野生型および
R4810Kの血管内皮機能への影響 

HUVECs および iPS 細胞から分化誘導し
た血管内皮細胞（iPSEC、家族性もやもや病
患者（R4810K）および健常者由来）を用い
て、 IFN-β による angiogenesis を tube 
formation assayおよびmigration assayで
検討した。Mysterin siRNAによる発現抑制
下においても同様に検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) Mysterin 発現活性化因子のスクリーニ
ング 
検討した因子のうち、HeLa 細胞では IFN-
γのみmysterinの発現を増加し、HUVECs
では IFN-βおよび IFN-γがmysterinの発現
を誘導し、IFN-β は血管内皮細胞において
IFN-γ より低濃度で mysterin の発現をより
強く誘導した（図１）（雑誌論文 5. Kobayashi 
H. et al. J Am Heart Assoc. 4: e002146, 
2015.）。 

 
(2) IFN-β による mysterin 遺伝子プロモー
ターへの影響 

HUVECsにおいて、IFN-βはmysterin遺
伝子プロモーター上の STAT1 結合部位を介
して mysterin 発現誘導を行うことが明らか
となった。 
 
(3) IFN-β による mysterin 野生型および
R4810Kの血管内皮機能への影響 
 HUVECsにおいて、Tube formation assay
（図 2A）およびMigration assay（図 2B）
により、IFN-βによる anti-angiogenic effect
は siRNAによるmysterin抑制により、血管
内皮機能をレスキューされることが示され
た。 

また、IFN-βはもやもや病患者および健常
者由来の iPSECにおいてもmysterin発現を
増加し、angiogenesisを減少させた。 
 
もやもや病感受性遺伝子 mysterin は

IFN-β による angiogenesis 抑制の重要な
mediatorであることが証明され、感染症がも
やもや病発症に関与する可能性が示唆され
た。 
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