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A. 研究目的 

RNF213 遺伝子 p.R4810K 多型は東アジア

においてもやもや病と非常に強い相関を示し、

また近年は他の血管狭窄性疾患のリスクを上

昇させることも報告されている。さらに、脳梗

塞、肺高血圧や心筋梗塞の発症との相関も報告

され、RNF213 は、頭蓋内血管病変に関わら

ず多くの循環器系疾患の発症に関与すること

か ら RNF213  vasculopathy （ Bang 

et.al .2019）の概念が提唱されるに至った。 

RNF213は、機能的には ATPを使い物理的

にエネルギーに変換する AAA+ドメインと,蛋

白の分解や蛋白間のシグナル伝達の機能を有

するE3ユビキチンリガーゼドメインを有する。

もやもや病発症における RNF213 の変異の役

割は不明である。もやもや病の発症と相関を有

する変異の一部は、Bioinformaticsの予測によ

ればE3ユビキチンリガーゼの機能喪失変異を

有することが予測される。 

本研究においては、RNF213 の機能に注目

し、１）現在未知である E2 を明らかにし

Ubiquitin Ligaseの性格の解明、２）もやもや
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病の発症との相関が報告されている変異体の

うち E3ligase ドメインに存在する変異に関

して Ubiquitin ligase の活性を評価、３）

E3ligase によって制御を受け RNF213 との

関連が示唆される NFｋB 活性化による

Apoptosisシグナル系に注目し、E3ligaseの変

異体の影響の評価およびE3以外の機能ドメイ

ンである AAA+の役割の解明、の 3点にわたり

解明することを目指す。以上をもって、

RNF213 による機能及び関与するシグナル系

を解明し RNF213 vasculopathy の解明に資

する。 

 

B. 研究方法 

   本研究においては、研究対象は Human 

embryonic kidney 293 (HEK293T)cellsを用

いた。E3ligase の生化学的特徴付けにおいて

は、DNA constructs として、12 種類の E2, 

GST-RNF213 RNG WT(野生型) および変異

体を用いた。また、NFｋB の活性化に関して

は、NFｋB の応答エレメントにルシフェラ

ーゼを接合した Plasmid を用い、ルシフェラ

ーゼ活性で評価した。Full lengthのRNF213 

WTおよび、AAA+を喪失した変異体、E3ligase

の変異体を用いて HEK293T に transfection

を行い、Apoptosisを検討した。尚 Apoptosis

の評価は、FACSを用いて行った。詳細は論文

に記載した（Takeda et al. 2020）。上記研究は、

京都大学遺伝子組み換え実験委員会の承認の

もとに実験を行った。 

C. 研究結果 
   １）E3 Ligaseの特徴付け：12の E2を検

討した結果、Ubc13のみがRNF213とcomplex

を形成し、RNF213を autoubiquitin化するこ

とを見した。次いで、Ubiquitin 鎖の特定を試

みたところ、K48 を ubiquitin 化せず、K63

を選択的に ubiquitin化することを見した。以

上の結果から、RNBF213は、Ubc13を E2と

して、K63 の lysine 残基を polyubiquitin 化

すると結論された。 

２）RNF213の変異体の E3活性：現在ま

で、9種類（C3997Y CY, P400R PR, D4013N 

DN, H4014N HN, C4017S CS, R4019C RC, 

W4024R WR, C4032R CR, P4033L PL） の

E3ドメイン内部の変異が、もやもや病患者

および家族で報告されている。そこで、これ

らの変異を用いて、CA変異を喪失変異の対

照として、E3ligase活性を見た。DN、CR, 

WR の３変異を除いて残り 6 変異で

CY,PR,HN,CS,RC, PLの何れも E3の活性

は低下していた。 

３ ） NF ｋ B の 活 性 化 ： K63 の

Ubiquitinationは、NFｋBを含む多くの細

胞内でのシグナル経路にかかわることが示

唆されてきた。そこで、NFｋB の活性化と

E3ligase の関係を見たところ、E3ligase の

活性があるWT, DN, CR, WRでは、NFｋB

の活性化はなかったが、E3ligase の活性を

喪失する 7変異（CA, CY, PR, HN, CS, CR, 

PL）では、NFｋBを強く活性化していた。 

４）E3ligase 活性の喪失による AAA+依

存性 Apoptosis の誘導：最近、RNF213 の

ノックダウンにより palmitate による NF

ｋB 活性化による Apoptosis の抑制が起こ

ることが報告されている。そこで、CAを陰

性対照として E3 の活性喪失型変異が、

Apoptosisを誘導するか検討してみた。その

結果、E3ligase の活性を喪失させる 6 変異

（CY, PR, HN, CS, CR, PL）で、Apoptosis

は増加していた。一方、E3活性を喪失させ

ない 3変異では、apoptosisの誘導は見られ

なかった。NFｋB 活性化との関連を見るた

めに、NFｋBの抑制剤（QNZ）で処理した

ところ CY, NH ともに apoptosis の誘導は

QNZ 処理で抑制された。また、Apoptosis

の誘導に介在する Caspase3 の分解を見た

ところ、WTで認められなかった分解が CY, 

HN では検出され、Apoptosis は caspase3



を介するシグナルによって仲介されている

ことが分かった。さらに、AAA+の影響を、

CY, HNを用い検討したところ、AAA+を喪

失させた変異体では、NFｋB の活性化が認

められず、同時に Apoptosisの誘導も抑制さ

れていた。以上の結果から、E3ligase の機

能喪失は、NFkB の活性化に引き続く

Caspase3の分解を介して Apoptosisを誘導

することが明らかになった。さらに、このシ

グナル系の活性化には、AAA+ドメインが必

要なことが判明した。 

Ｄ．考察 

 本研究では、RNF213は Ubc13を E2とし

て complexを形成してE3ligase活性を発現さ

せることが見いだされた。E3ligase による

ubiquitin化は、K48に関わるタンパク分解系

の経路あるいは K63 を介するシグナル伝達系

など細胞機能制御に関わる経路の 2 つが知ら

れているが、RNF213 では K63 の ubiquitin

化することから後者の細胞機能制御に関わる

ことが判明した。さらに本研究では、そのシグ

ナ ル 系 の 一 つ と し て NF ｋ

B-Caspase3-Apoptosisの経路を見した。 

 RNF213は, 既に 2011に我々が証明したよ

うに ubiquitin活性を有するが、もう一つの機

能性ドメインとして AAA+がある。AAA+は、

ATPase活性を有するが、その活性は 6量体な

ど高次構造の形成に必要である。本研究におい

て、高次構造を形成できない場合、E3ligase 活

性を喪失する変異を有していてもNFｋBも誘

導せず、Apoptosisを誘導しないことが明らか

になった。このことは、RNF213 が NFｋ

B-Caspase3-Apoptosisを活性化させるために

は、RNF213 の高次構造の形成が必要なこと

を意味している。多くの AAA+では、高次構造

をとることで、物理的な運動などの機能が付与

され、細胞内輸送などを通じて機能を発現する

ことが知られている。以上から、RNF213 の

変異のうち、E3ligaseの活性中心の変異では、

Gain of  function あ る い は Dominant 

negative 機 序 に よ り NF ｋ

B-Caspase3-Apoptosisの経路を活性化されて

いる可能性が強く推測される。 

 一方、活性中心に変異を有する DN, RC, WR

に関しては、E3ligase 活性は有していた。し

かし、これらの変異は患者で証明されていた。

このうち DN 変異は、ヨーロッパにおける創

始者変異であり、浸透率が低いことと関連する

可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な allelic 

heteorogeneity に関しては今後さらに検討が

必要である。 

 最後に、本研究で明らかにされたように、

AAA+の喪失変異は、E3ligaseドメインの変異

や他の部位の変異を null 化する可能性が示唆

された。また RNF213 機能をノックアウトさ

れたマウスで特異的な形質上の異常が確認さ

れないという事実にから AAA+のNullの健康

への機能障害は少ないものと考えられる。この

点は創薬上重要であり、AAA+の拮抗剤は、

RNF213の変異体による vasculopathyに対し

て創薬の候補となる可能性を示唆する。また、

本研究で明らかにされた事実から、RNF213 

vasculopathyは、NFｋB-Caspase3-Apoptosis

経路の活性による内皮細胞の apoptosis の可

能性が示唆される。今後さらなる検証が待たれ

る。 

 

D. 結論 

RNF213は、Ubc13を E2として Complex

を形成し E3ligase 機能を発揮する。この

E3Ligase は K63 残基を ubiquitin 化し、

E3ligaseの機能喪失は、NFｋBの活性化を引

き起こす。この NFｋBの活性化は、AAA+依

存性であり高次構造の形成を前提とすること

が明らかとなった。 
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