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研究成果の概要（和文）：本研究ではCerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Sub- cortical 
Infarcts and Leukoencephalopathy (CADASIL)の原因蛋白であるNOTCH3細胞外ドメイン断片のtransendocytosis
を定量化を目的とした。Jagged1を発現するCos7細胞を作成し、野生型と変異型NOTCH3細胞外断片を加え、
endocytosisの有無を検討した。野生型NOTCH３細胞外ドメイン断片はJagged1発現細胞内に取り込まれていた
が、変異型R332C細胞外ドメイン断片は取り込まれてないことを示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the pathomechanism of Cerebral Autosomal
 Dominant Arteriopathy with Sub- cortical Infarcts and Leukoencephalopathy (CADASIL). We hypothized 
that endocytosis into ligand expressing cell might be disturbed after activation of notch signaling 
in CADASIL We analyzed the endocytosis of fragment of NOTCH3 extracellular domain into transient 
Jagged1 expressing cell. The fragment of wild NOTCH3 extracellular domain was found in the Jagged1 
expressing cell. In contrast, the fragment of mutant NOTCH3 extracellular domain was not found in 
the Jagged1 expressing cell. These results supported that endocytosis into ligand expressing cell is
 disturbed in CADASIL.

研究分野： 神経内科学

キーワード： CADASIL　遺伝性脳小血管病　NOTCH3　transendocytosis
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１．研究開始当初の背景 

 Cerebral Autosomal Dominant 

Arteriopathy with Sub- cortical Infarcts 

and Leukoencephalopathy (CADASIL) は
NOTCH3 が原因遺伝子である遺伝性脳小血
管病だが、その発症機序はまだ十分に解明さ
れていない。NOTCH3 は一回細胞貫通型蛋
白の NOTCH family の一つで、細胞間シグ
ナルに関わり、神経血管系の組織発生・幹細
胞分化を制御し、成人では主として血管平滑
筋に発現、血管系の維持制御に関わることが
明らかにされている。NOTCH3 の構造は細
胞外に受容体として働く Epidermal growth 

factor like repeat(EGFR)を有し、DSL(Delta, 

Serrate, Lag-2)リガンドと結合する。Notch

シグナルはこれまでリガンドと細胞外受容
体が結合すると、酵素学的に ADAM10 によ
り細胞外ドメインが切断、続いてγセクレタ
ーゼにより細胞内ドメインが切り出され、核
内へ移行し遺伝子発現を調節していると想
定されてきた。しかし 2007 年 Notch シグナ
ルは、Notch 細胞外ドメイン(NECD)がリガ
ンドと結合し、リガンド発現細胞による
endocytosis で NECD が引き延ばされること
を契機に ADAM10 で切断され、さらにγセ
クレターゼで切断後 NICD が核へ移行する
ことで活性化し、一方切断された NECD は
リガンドと共にリガンド発現細胞内へ
endocytosis され、lysozome で分解されるこ
とが示された。この現象は transendocytosis

と命名されている。 

 CADASIL の遺伝子変異は大多数が EFGR

をコードする NOTCH3 exon2-24 のシステ
イン残基に関わるミスセンス変異であり
exon3,4 に変異が集中している。CADASIL

の発症機序はミスセンス変異により EGFR

内の偶数個システイン残基が奇数個となり、
3 対のシステイン残基の S-S 結合が崩れ、
EGFR の高次構造が変化すると想定されて
きた。一方 CADASIL 脳血管には NECD が
蓄積することから、変異型 NECD 中の奇数
個となったシステイン残基同士が共有結合
により異常蛋白凝集を生じ、その結果血管平
滑筋細胞を障害すると現在考えられている。
変異型 NECD の異常蛋白凝集が細胞外基質
を増加させることは報告されたが、何故変異
型 NECD のみが細胞外で異常蛋白凝集が生
じるかについては現在も不明である。申請者
らは transendocytosis に着目し、細胞実験で
野生型 NOTCH3 がリガンド細胞内へ
transendocytosis を生じるが、CADASIL 変
異型 NOTCH3 では障害されていることを報
告し、変異型 NECD がシグナル伝達後
endocytosis されずに細胞外で蓄積すること
がCADASIL発症機序である可能性を提唱し
た(Exp Neurol 233:p303,2012)。 

 

 

 

 

２．研究の目的 

 本研究ではこの知見に基づき、endocytosis

阻害因子の除去、 endocytosis の強化が
CADASIL の根本治療となると考え、まずそ
のために transendocytosis の状況を可視化
して定量的に把握し、治療法の評価を可能と
する系の作成を目的とした。 

 

３．研究の方法 

①HEK293 以外の NOTCH3 発現培養細胞系樹立 
これまで用いてきた FLP-In-T-REX を用いた
NOTCH3 全長を発現する HEK293 細胞株では
transendocytosis の可視化が困難であった
ため、lipofectamine を用いた GFP 導入効率
が安定していた MDCK 細胞株、CaCO2 細胞株、
HepG2 細胞株へ NOTCH3 全長の導入を試みた。 
 
②FLP-In-T-REXを用いた Jagged 発現細胞株
の樹立 
リ ガ ン ド で あ る Jagged 発 現 細 胞 の
endocytosis を評価するため、FLP-In-T-REX
を用いて、Jagged1C 末端に myc-His-tag を付
けたものと付けない 2 種類のプラスミドを
HEK293 へそれぞれ transfect して恒常的
Jagged1 発現細胞株を作成した。 
 
③一時的な Jagged 発現細胞株の作成 
同様のプラスミドを一時的に HEK293、大腸上
皮細胞である A431、Cos7 細胞へ導入して、
Jagged1 を一時的に発現する細胞を作成した。 
 
④NOTCH３細胞外ドメイン断片の作成 
 C末側に近く 5回の EGFリピート（EGF7-11）
含む野生型と変異型(R332C と C388Y) NOTCH3
細胞外断片を含むプラスミドを作成し、
HEK293F へ transfect して培養液中に分泌さ
れる蛋白を回収した。 
 
⑤NOTCH３細胞外ドメイン断片の取り込み 
A. 市販されている NOTCH3細胞外ドメイン断
片 で あ る Recombinant Human Notch3 Fc 
chimera protein (R&D systems)に予め 2 次
抗体 Alexa488を 4℃で加えて 1時間反応させ、
その後 Jagged1発現細胞培地に加えて 37℃で
1時間培養した。培養後細胞固定して Jagged1、
EEA-1, Lamp1、Notch3 で免疫染色を行った。 
B. ④で作成した野生型と変異型(R332C と
C388Y) NOTCH3 細胞外断片を同様に加えて培
養を行い、培養後細胞固定して Jagged1、
EEA-1, Lamp1、Notch3 で免疫染色を行った。 
 また細胞から回収した蛋白質で Western 
blot を行った。 
 
４．研究成果 
①HEK293 以外の NOTCH3 発現培養細胞系樹立 
NOTCH３全長を導入すると十分な細胞増殖が
得られず、断念した。 
 
②FLP-In-T-REXを用いた Jagged 発現細胞株
の樹立 



FLP-In-T-REXを用いた恒常的 Jagged1発現細
胞株では Jagged1の発現を細胞質内にドット
状に認め、細胞膜表面への輸送が十分なされ
ないため、実験に用いることを断念した。 
このドッド状の所見は LAMP-1 や EEA-1 とは
共共在しておらず、ライソゾーム内に凝集し
ているとは考えにくかった 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③一時的な Jagged 発現細胞株の作成 
コメント 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
④NOTCH３細胞外ドメイン断片の作成 
 HEK293F へ transfect して培養液中に分泌

される蛋白を回収して western blot を行い、
回収した N3 細胞外ドメインを確認した。 
 
⑤NOTCH３細胞外ドメイン断片の取り込み 
A. Recombinant Human Notch3 Fc chimera 
protein＋Alexa488（N3Fc-488）を Jagged1
を発現する Cos7 に加えて培養して、NOTCH3
細胞外ドメイン断片の endocytosisを確認し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N3Fc-488 は初期エンドゾームのマーカーで
ある EEA1 とは共局在しなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方 N3Fc-488 は後期エンドゾームからライ
ソゾームのマーカーで有る LAMP1とは共局在
を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
B. 野生型と変異型(R332C と C388Y) NOTCH3
細胞外断片を Jagged1 を発現する Cos7 に加
えて培養して、NOTCH3 細胞外ドメイン断片の
endocytosis の有無を確認した。 
 野生型 NOTCH３細胞外ドメイン断片は
Jagged1 発現細胞内に取り込まれていること
を確認した。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方変異型 R332C 細胞外ドメイン断片は
Jagged1 発現細胞内に取り込まれていなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また変異型 C388Y 細胞外ドメイン断片も
Jagged1 発現細胞内に取り込まれていなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 以上の結果から野生型に比して変異型
NOTCH３細胞外ドメインは endocytosis が障
害されていることが示唆された。 
 今後 endocytosisの生じる表面での接着か
らライソゾームへの移行過程を可視化して、
野生型と変異型 NOTCH３の endocytosis の挙
動の違いを明らかにして、transendocytosis
の定量化を目指す。 
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