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研究要旨 

 High temperature requirement A1 (HTRA1) は遺伝性脳小血管病の一つである cerebral autosomal 

recessive arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy (CARASIL)の原因遺伝子であ

る．CARASILは HTRA1遺伝子変異による HTRA1のプロテアーゼ機能喪失によっておこる．実際に，高齢

の HtrA1欠損マウスでは，CARASIL患者と同様の脳小血管における血管平滑筋細胞の変性を認める． 

 CARASILの脳小血管における血管変性の背景には，HTRA1の基質である TGF-βが過剰になることによ

る，TGF-βシグナルの亢進があると考えられている．本研究の目的は，生体脳においてHTRA1機能の喪失

が実際にTGF-βシグナルの亢進を引き起こすことを実証することである．HtrA1欠損マウス脳内のTGFβ受

容体下流の smad リン酸化シグナルレベルの検出をイムノブロッティングによって行い，野生型と比較を行っ

た．また，HTRA1機能喪失下における，HTRA1プロテアーゼの基質であるTGFβの量自体の変動を捉える

目的で，HtrA1欠損マウス，野生型マウスより脳脊髄液，血漿を，さらに HTRA1発現細胞であるアストロサ

イト，血管内皮細胞をHtrA1欠損マウス，野生型マウスより確立し，順化培地 (conditioned medium)のサン

プリングを終えた． 

 

A. 研究目的  

  脳血管性痴呆は，アルツハイマー病とともに
頻度の高い痴呆性疾患であり，今後高齢化社
会が進む中で，その対策は，さらに重要となっ
てくると考えられる．脳血管性痴呆の臨床病型
としては，広範虚血型，多発脳梗塞型，限局性
脳梗塞型があり，各病型で危険因子や病態機
序が異なることが知られているが，本邦では広
範虚血型，いわゆる Binswanger 型白質脳症
が多い．また高齢者には，高血圧や糖尿病，
高脂血症などの危険因子がなくても，大脳白
質の瀰漫性虚血性病変を認める例が多くあり，
その病態機序の解明が待たれている． 

   Cerebral autosomal recessive arteriopathy 
with subcortical infarcts and 
leukoencephalopathy (CARASIL)は劣性遺

伝性形式を示す遺伝性脳小血管病である． 
CARASILの病変は，脳の細小血管を主体とし
た動脈硬化を示し，一般の高齢者における脳
血管の変化に極めて近い．CARASIL の原因
遺伝子は HTRA1 である．CARASIL は
HTRA1 遺伝子変異による HTRA1 の機能喪
失によっておこる． 

   セリンプロテアーゼである HTRA1は，TGF-β
を基質としている．HTRA1 機能を喪失した
CARASIL 患者の脳血管では TGF-β タンパク
質の異常蓄積や TGF-β シグナルの下流遺伝
子産物の発現の増強が確認されている，
TGF-βファミリーは血管の発達・機能維持に深
く関わっていることが知られており，TGF-β シ
グナルの亢進が CARASIL 病態発症に関与し
ていることが強く疑われる．本研究の目的は，
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HtrA1欠損マウス脳内において，Htra1の喪失
が，実際に生体レベルで TGF-βシグナルの亢
進を引き起こすことを実証することである． 

B. 研究方法  

1) イムノブロッティングによるリン酸化
smad2/3の検出 

HtrA1欠損マウス，野生型マウス脳内のリ
ン酸化smadのレベルをイムノブロッティン
グにより検出し，比較検討を行った．サン
プルは大脳皮質，線条体，海馬を解剖し
サンプルとした． 

2) マウス脳脊髄液，血漿サンプリング 

マウス脳脊髄液中，または血中の TGFβ
の定量のため HtrA1 欠損マウス，野生型
マウスよりサンプルを回収した．脳脊髄液
はガラスキャピラリーを用いて大槽腔より
サンプリングを行った．血漿は心採血より
回収した血液に抗凝固剤 (EDTA)を加え，
遠心により調整した． 

3) マウス血管内皮細胞，アストロサイト初代
培養 

  2～4 ヶ月齢のマウス脳よりマウス脳毛細
血管を調整し，puromycin による脳血管
内皮細胞選択培養により，純正血管内皮
培養を行った．アストロサイトは生後 3 日
齢の新生仔マウス大脳皮質から trypsin
細胞分散によって調整した．両細胞とも
80～90 コンフルエントの時点で順化培地
を回収した． 

 (倫理面への配慮) 

動物の愛護及び管理に関する法律に基づいて
行うとともに，新潟大学の動物実験規則および
組換え DNA実験安全管理規則に従い，学長
許可を受けて実施した． 

C. 研究結果 

1) イムノブロ ッテ ィングによるリン酸化
smad2/3の検出 

 イムノブロッティングにより TGFβ シグナル下
流カスケードである，脳内リン酸化 smad2/3レ
ベルを HtrA1 欠損マウス，野生型マウス間で
比較した結果，大脳皮質，線条体，海馬いづ
れの領域でも HtrA1 欠損マウスと野生型マウ
スの間に差は見られなかった． 

2) TGFβ定量を目的とした生体試料サンプリ 

ング 

HTRA1 喪失下における HTRA1 プロテア
ーゼの基質である TGFβ ファミリーの定量の
ため，血管変性所見を示す，高齢期 (24 ヶ月
齢) HtrA1 欠損マウスと対象野生型マウスよ
り脳脊髄液と血漿をサンプリングした．サンプ
ルは HtrA1 欠損マウス n=5，野生型マウス
n=4 のサンプリングを終えた．また in situ 
hybridizationによりHTRA1の発現が in vivo
にて観察された脳アストロサイトと脳血管内
皮細胞の初代培養系を確立し，両細胞の順
化培地を回収した．また，両細胞より調整した
mRNA を用いた定量 RT-PCR 解析の結果，
両細胞とも高レベルの HTRA1 の発現が in 
vitroでも確認された．  

D. 考察 

  昨年度行ったリン酸化 smad2/3 の免疫染色
による比較では，HtrA1 欠損マウス脳内でリン
酸化 smad2/3 の陽性細胞数に増加が見られ
たものの，個体差が大きく統計学的な差を検
出することが困難であった．そこで，今年度は，
より定量性に優れたイムノブロッティングによ
る比較を行った．しかしながら，HtrA1 欠損マ
ウスと野生型の間にリン酸化 smad レベルに
差を見出すことは出来なかった．イムノブロッ
ティングではマクロに脳をサンプリングするた
めに，HTRA1制御下にあるTGFβシグナルの
特異的シグナルが埋没してしまったことが，大
きな理由であると考えられる． 

   そこで，シグナルカスケードではなく，
HTRA1 の分解制御を受ける TGFβ ファミリー
分子そのものの定量により TGFβ 量の亢進を
示す方向に切り替えを行った．分泌タンパク質
である HTRA1は血管内皮細胞とアストロサイ
トに発現が見られることから，両細胞に接して
循環する脳脊髄液と血液中の TGFβ を標的と
し，HtrA1 欠損マウスと野生型マウスよりサン
プリングを行った．また，より直接的な量的変
動を捉えるために，HTRA1 発現細胞である血
管内皮細胞とアストロサイトの初代培養系を確
立した．両細胞より分泌されるTGFβへの影響
を定量するため，順化培地をサンプリングした．
これまでの緩慢な持続的シグナルを in vivoで
検出する，リン酸化レベルの検出よりも，直接
的に基質である TGFβ を定量する本手法によ
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り，HTRA1 喪失による影響をより鋭敏に捉え
ることが出来ると考えられる．回収されたサン
プルは高感度にサイトカイン量を定量可能な
luminex multiplex arrayにて解析を進める予
定である． 

E. 結論 

   変動の少ない持続的な入力をシグナルカス
ケードでは十分に捉えられないことから，基
質であるリガンドそのものの定量を目的とす
る実験手法に切り替えを行った．これにより，
HTRA1 プロテアーゼ喪失による真の TGFβ
量の変動を直接的に捉えることが可能である
と考えられる． 
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