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研究要旨 

 遺伝性脳小血管病の一つである CARASIL (cerebral autosomal recessive arteriopathy with 

subcortical infarcts and leukoencephalopathy)では脳小血管に特異的な壁細胞の変性がおこる．

CARASIL の原因遺伝子は HTRA1 (High temperature requirement serine peptidase A1) であり，同

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，HtrA1 オルソログである

Prss11 を欠損したマウスでは，高齢期に CARASIL 患者と同様の脳小血管における壁細胞変性を認め

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．本年度は，

Prss11 欠損マウス脳における TGF-β シグナルをイムノブロッティングによって評価し，野生型と比較を

行った．また，Prss11 欠損マウスより脳脊髄液，血漿を採取し，さらに PRSS11 発現細胞であるアストロ

サイト，血管内皮細胞を確立し，順化培地 (conditioned medium)のサンプリングを行った．これらのサ

ンプルについて TGF-β の定量を試みた． 

 

A. 研究目的  

  脳血管性認知症は，アルツハイマー病に次
いで頻度の高い認知症である．その臨床病型
には，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．このうち，本邦では広範虚血型の頻
度が多いと考えられている．この病型では，脳
の小血管に壁細胞変性がみられるが，その病
態機序は明らかになっていない． 

   CARASIL（cerebral autosomal recessive 
arteriopathy with subcortical infarcts and 
leukoencephalopathy）は常染色体劣性遺伝
形式の広範虚血型脳血管性認知症である． 
CARASIL 患者では脳の小血管に特異的な壁
細胞変性を呈する．この所見は孤発性の広範

虚血型脳血管性認知症の脳血管でみられる
病理変化に類似しており，CARASIL と孤発性
の広範虚血型脳血管性認知症の間に共通の
病態が存在することを示唆している（Oide T, et 
al. Neuropathology）． 

    CARASIL は HTRA1 (High temperature 
requirement serine peptidase A1)遺伝子異
常により HTRA1 蛋白のプロテアーゼ機能が
失われる結果，発症する（Hara K, et al. N 
Eng J Med 2009）．HTRA1 は血管の恒常性
維持に重要な役割をもつ TGF-β を基質とし，
そのシグナルを制御している．CARASIL 患者
の脳小血管では TGF-β の異常蓄積や TGF-β
シグナルの増強が確認されており（Shiga A, et 
al. Hum Mol Genet 2011），TGF-β シグナル
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の慢性的な亢進が CARASIL における脳小血
管病変の発症に関与していることが疑われる．
しかし，その因果関係を検討するためには剖
検例の解析では不十分であり，モデル動物の
解析が必要になる． 

   HtrA1 オルソログである Prss11 を欠損したマ
ウスでは，高齢期に CARASIL 患者と同様の
脳小血管における壁細胞変性を認める．これ
は理想的な CARASIL のモデル動物といえる．
本研究の目的は，Prss11 欠損マウス脳内にお
いて，TGF-β シグナルの亢進がおこるかどう
かを検証することである．昨年度行ったリン酸
化 smad2/3 の免疫染色による比較では，
Prss11 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，本年度は，より定量性に
優れたイムノブロッティングによる smad2/3 の
比較を行い，あわせてマウスの脳脊髄液，血
漿およびマウスの血管内皮細胞，アストロサイ
トの初代培養を用いて TGF-β の定量化も試み
た． 

B. 研究方法  

1) イムノブロッティングによるマウス脳組織にお
けるリン酸化 smad2/3 の検出 

24 ヵ月齢の Prss11 欠損マウス，野生型マウ
スの大脳皮質，線条体，海馬を解剖しサンプ
ルとした．TGF-β シグナルのセカンドメッセン
ジャーであるリン酸化 smad2/3 をイムノブロッ
ティングにより検出し，量について比較検討を
行った．  

2) マ ウ ス 脳脊髄 液 ，血 漿の サ ン プリン グ と
TGF-β の定量 

マウス脳脊髄液中，または血中の TGF-β の
定量のため Prss11 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（Prss11 欠損マウス n=5，野生型マウス
n=4）．ルミネックス法によって，サンプル中に
含まれる TGF-β の定量を行った． 

3) マウス血管内皮細胞，アストロサイト初代培
養の確立と TGF-β の定量 

  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．ELISA によって，サンプル中
に含まれる TGF-β の定量を行った． 

 (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) マウス脳組織のリン酸化 smad2/3  

イムノブロッティングにより TGF-β 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 Prss11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，海馬いずれの領域でも有意差は
見られなかった． 

2) マウス脳脊髄液，血漿に含まれる TGF-β 

脳脊髄液，血漿のいずれのサンプルにお
いても，Prss11 欠損マウス，野生型マウ
ス間で有意差は見られなかった． 

3) マウス血管内皮細胞，アストロサイト初代
培養から分泌される TGF-β 

血管内皮細胞の初代培養では，Prss11
欠損マウス，野生型マウスの間に有意差
は見られなかった．アストロサイト初代培
養では，ELISA による検出感度未満であ
った．  

D. 考察 

 本年度の研究では，マウス脳組織における
リン酸化 smad2/3 のイムノブロッティング，マ
ウス脳脊髄液と血漿の TGF-β 量，マウス血
管内皮細胞とアストロサイト初代培養におけ
る TGF-β 分泌量について解析を行ったが，い
ずれの実験でも，野生型と Prss11 欠損マウ
スの間に有意差は認めなかった．これらの結
果からは，生体内の脳小血管という限局され
た微小環境条件においてのみ TGF-β 分泌量
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が増加する，特定のストレス下においてのみ
TGF-β 分泌量が増加する， Prss11 欠損マ
ウスではTGF-β分泌量の増加がおこらない，
などの可能性などが考えられる．これらを明
らかにするためには，生体内の TGF-β 分泌
量あるいは TGF-β シグナルを高感度に検出
できる手法を開発する必要がある． 

E. 結論 

   Prss11 欠損マウスの生体内で TGF-β シグ
ナルの亢進がおこっていることを示すデータ
は得られなかった． 

F．健康危険情報 

なし 
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