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脳小血管病患者でへテロ接合性に認められた
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変異の病的意義の検討
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要 旨

f力"-tempezar"rere9""e"7e"rAseri"epep"ぬseI("7YMI)変異のホモもしくは複合へテ

ロ接合体は遺伝性脳小血管病をおこす．一方，近年，脳小血管病患者においてHTRAZ変異の

ヘテロ接合体が複数例報告された. HTRA1はセリンプロテアーゼであり, 3量体となる事で

その活性を調節している．筆者らは,"7YMI変異へテロ接合体で認められた〃刀MI変異の

病態機序として，変異型HTRAlが優性阻害効果(dominantnegativeeffects:DN)を示すこと

を提唱してきた．本研究では,既報の変異型HTRAlのDNの有無を解析し,本仮設を検証した．

まず，既報の15種(S121R,A123S,R133G,R166C,R166L,A173P,A173T,S284G,

S284R,P285Q,F286V,G295R,A321T,L364P,D450H)の変異型H7YMIの精製蛋白を作

成し， カゼインを基質としてプロテアーゼ活性を測定した． その結果， 11種(S121R,R166C,

R166L,A173P,A173T,S284R,P285Q,F286V,G295R,A321T,L364P)で， 野生型

HTRA1と比較して有意な低下を認めた．次に，野生型HTRA1と変異型HTRA1を混合しプ

ロテアーゼ活性を測定したところ， 5種(R166L,A173P,A173T,S284R,G295R)でDNを認

めた． さらに，ゲル濾過クロマトグラフィーにて3量体形成能を解析したところ, DNを認め

る5種の変異のうち， 4種(R166L,A173P,A173T,G295R)で3量体の形成不全を認めた．

最後にDNを認めたヘテロ接合体変異例17例とDNを認めないヘテロ接合体変異例9例の臨

床像を比較したところ, DNを認める群で症候性脳小血管病の頻度が有意に高かった(76.5%

vs33.3%,p<0.046).以上の結果から, DNを認める変異型HTRA1は，ヘテロ接合体で症候

性脳小血管病の発症に寄与するという仮説が支持された．
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緒 変異をヘテロ接合性で有し， 中年期以降に脳小血

管病を呈する症例が複数報告された6) 9） （図l).

しかし，脳小血管病症例でヘテロ接合性に認めた

"7RAI変異の病的意義について議論が続いてい

る6)7)． これらの変異は， 1例を除いて9)， ミス

ｾﾝｽ変異であった6)-8) 10).実際ﾅﾝｾﾝｽ変

異をホモ接合体で有するCARASIL患者のほかの

家系では， ヘテロ接合体変異を有する発端者の両

親は脳小血管病を発症していない3)11)-16)． これ

らのナンセンス変異ではナンセンス変異依存性

mRNA分解機構により変異アレルからの蛋白発

現は， ほぼ皆無となる． この事実はHTRAlの活

性の50%低下は，脳小血管病発症の十分条件に

はならないことを示唆している． この事から，

"ZRAI変異へテロ接合体では，残存活性が50%

以下となる事が推察される．

筆者らの研究グループは,"7RAI変異へテロ

接合体で認められた変異型HTRAlによる脳小血

管病の発症機序として，変異型HTRA1の優性阻

害効果(dominantnegativeeffects:DN)を提唱し

ている7). HTRA1は3量体を形成し, LDドメイン

(283-291アミノ酸残基） とL3ドメイン (301-319

アミノ酸残基） を介し，隣接するHTRAlを活性

化する'7)． これまで筆者らは，複数の重度の脳

小血管病患者に,"7WAI変異をヘテロ接合性に

一
一
一
一
口

脳小血管病は脳内小血管の障害により， ラクナ

梗塞脳出血認知症や歩行障害などを起こす病

態である')．脳小血管病は高血圧や加齢が危険因

子となり，初老期以降に高頻度に見られる． 多く

は非遺伝性であるが，遺伝性脳小血管病として

cerebral autosomaldominantarteriopathywith

subcortical infarctsandleukoencephalopathy

(CADASIL) 2) , cerebral autosomal recessive

arteriopathywithsubcortical infarctsand

leukoencephalopathy (CARASIL) 3)などがある．

CARASILはん誠-remperar"rereqz"reme"t

Aseri"epep"ぬseI ("TRIZノの変異によって

起こる常染色体劣性遺伝|生の脳小血管病である．

若年成人期に白質病変を伴う認知症を発症し，

脊椎症や禿頭を合併する3).HTRA1は血管,骨，

皮層組織などに広く発現しているセリンプロテ

ァーゼであり，様々な細胞外マトリックス蛋白

やシグナル関連分子を切断することにより，組

織の恒常性維持に重要な役割を相っている4)5)．

CARASILではHTRA1のう｡ロテアーゼ活性の喪

失により，脳小血管病を発症する3)．

CARASILはHTRAIのホモ， もしくは複合へ

テロ接合体変異によっておこるが，近年,"TRAZ

LD L3

(283-291) (301-314)
1 1
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図l 〃刀ZAIへテロ接合体変異で報告された症例

略語; SP: signal peptide, IGFBP: insulin-likegrowthfactorbindingproteins, KM:Kazal typeserineprotease
inhibitOrmotif,ProteaSe: trypsin-likedOmain, PDZ:PDZdomain

青字の変異はヘテロ接合体において明らかな脳小血管病の発症例が確認されていない．
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見いだし， これらの変異がDNを持ち残存活性が

50％以下となることを示した7)． その機序として，

3量体形成ができない， もしくは，変異がLDドメ

インまたはL3ドメインにあることを報告した7).

本研究では，ヘテロ接合体で報告された，他の

"7YMI変異について，筆者らの仮説を検証する

ことを目的とした．

HTRA1プロテアーゼ活性の測定

ま哉野生型(WT)HTRA1cDNAをpcDNA3.1

/myc-Hisベクター(Invitrogen)にクローニングし

た． このコンストラクトをテンプレートとして, Gene

ArtSitedirectedMutagenesisKit (Thermo

FisherScientific, A13282)を使用して, C末端

にmyc-His6を付加した変異型HTRA1を発現す

るベクターを作製した． それぞれのベクターは

Quant-iTPicoGreendsDNAAssayKit

(Invitrogen)を用いて濃度測定を行った7).

次に，作成したHTRA1発現ベクター30jlg

を293fectinTransfectionReagent (Invitrogen,

12347-019)を用いてFreeStyle293細胞(Invitrogen,

R370-07)にトランスフェクションした. 72時間後に

細胞培養液を回収し, HisTrapFFcrudecolumn

(GEHealthcare, 17528601)を用いてHTRA1蛋

白の精製を行った．精製蛋白はイミダゾール含有バ

ツフアー(20mMphosphate,500mMNaCl,500

mMimidazole,pH7.4)で溶出した後, SlideA

LyserDialysisCassettes(Invitrogen,0087722)

を用いてイミダゾール非含有バッファー(100mM

Tris-HCl, 150mMNaCl, pH8.0)に置換した．

精製したそれぞれのHTRA1蛋白1.011gにつ

いて, fluoresceinisothiocyanate (FITC) -labeled

casein(Invitrogen,0023267) 1.0j,gを基質とし

て， 37℃, 10分間のプレインキユベーシヨンの

後にFilterMaxF5Multi-ModeMicroplate

Readers (MolecularDevices,5008528A)を用い

て，経時的に90分間蛍光値を測定して，プロテ

アーゼ活性を解析した． この際WTとHTRA1

のプロテアーゼ活性を喪失した活性中心の変異で

あるS328Aをそれぞれ陽性と陰性コントロール

として用いた7)．

材料と方法

解析の対象とした〃7剛7遺伝子変異

脳小血管病患者で報告されている15種類の

HTYMIミスセンス変異を解析の対象とした(S121R,

A123S,R133G,R166C,R166L,A173P,A173T,

S284G,S284R,P285Q,F286V,G295R,A321T,

L364P,D450H) 6)8)10)-12)16)18)19) (表1). これ

らの変異のうち, 10種類はヘテロ接合体変異

(S121R,A123S,R133G,R166L,A173P,S284G,

S284R,P285Q,F286V,D450H) 6),3種類はホ

モ接合体または複合へテロ接合体変異(A173T,

A321T,L364P)11)16)19),2種類はホモ・ヘテロ

接合体変異の双方(R166C,G295R)8)10)12)18)で

報告されていた．

〃7剛7遺伝子へテロ接合体変異を有する脳小血

管病患者の臨床情報の収集と解析

文献検索により，前述のHTRAIミスセンス変異

を有する既報19例に本邦の優性阻害変異をヘテ

ロ接合体で有する既報8例の臨床情報を加え，後

方視的に解析を行った．これらのうち,75歳未満で，

頭部magneticresonanceimaging(MRI)所見が確

認できた26例について, DNが症候性脳小血管

病の発症に与える影響を検討した6)-8)10)11)． 白

質病変の重症度については，頭部MRIで認めら

れる白質病変の半定量的な分類方法である

Fazekas分類でGrade3かつⅢの場合を重度白質

病変と定義した．重度白質病変に加え，認知機能

障害または歩行障害を認める症例を，症候性脳小

血管病と定義した．症例を優性阻害変異の有無で

2群に分け，症候性脳小血管病の頻度について比

較検討を行った．

変異型HTRA1によるDNの評価

既報に従い, DNの評価は，精製WTHTRA1

と精製変異型HTRA1の混合ではなく,WT

HTRA1と変異型HTRA1を共発現したサンプル

の精製によって得られた混合HTRA1蛋白を用

いて行った7)． まず, PCRによりWTHTRA1

cDNAのC末端にHis6タグー停止コドンを付加
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表1 〃刀M1ヘテロ接合体ミスセンス変異で報告された症例

略語;AA=AminoAcids,DN=dominantnegativeeffects,N.A=Notavailable.重度白

質病変はFazekasgrade3かつⅢと定義症候性脳小血管病は重度白質病変に加

え認知機能障害または歩行障害を認める症例と定義．

NC AA/

c・DNA

多量体

構造

プロテアーゼ

活性

DN 症例

(n)

重度白質

病変

(n)

症候性

脳小血管病

(n)

文献

1 Sl21R

c､361A>C

Trimer 低下 1 0 0 6

2 Al23S

c､367G>T

N､A 増加 1 0 0 6

3 Rl33G

c､397C>G

N・A 増加 1 0 0 6

4 R166C

c.496C>T

Monomer 低下 1 1 1 10

5 Rl66L

c､496G>T

Monomer 低下 十 3 2 2 6

6 A173P

c､517G>C

Monomer 低下 ＋ 1 1 1 6

7 G283E

c､848G>A

NoPeak 低下 ＋ 1 1 1 7

8 S284G

c､517G>A

Trimer 同等 1 1 0 6

9 S284R

c､852C>A

Trimer 低下 ＋ 1 1 0 6

10 P285Q

c､854C>A

Trimer 低下 1 0 0 6

11 P285L

c､854C>T

Trimer 低下 十 2 2 2 7

12 F286V

c､856T>G

Trimer 低下 1 1 1 6

13 G295R

c､883G>A

Monomer 低下 ＋ 4 2 2 8

14 R302Q

c､905G>A

Trimer 低下 ＋ 4 4 4 7

15 T3191

c､956C>T

NoPeak 低下 ＋ 1 1 1 7

16 A321T

c､961G>A

Trimer 低下 1 0 0 11

17 D450H

c､1348G>C

Trimer 同等 1 1 1 6



上村：脳小血管病患者でヘテロ接合性に認められた力妙-te"7peramrer･eq"ireme"rAseri"epep""seI 109
"7YMIノ変異の病的意義の検討

表2優性阻害効果の有無と臨床症状との解析

略語;DN=dominantnegativeeffect

し, pcDNA3.1/myc-Hisベクターにクローニング

した．次にWTHTRA1C末His6発現ベクター

と変異型HTRA1C末myc-His6発現ベクターを

15j'gずつ（合計301'g) 293fectinTransfection

Reagentを用いてFreeStyle293細胞にトランス

フェクションし,WTHTRA1と変異型HTRA1

を共発現した． 72時間後に培養液を回収し，前

述と同様の方法でHTRA1蛋白を精製した.WT

HTRA1と変異型HTRA1の混合した精製

HTRA1蛋白1.0jlgについて, FITC-labeled

caseinl.0jlgを基質として，前述と同様の方法を

用いて蛍光値の測定を行った． この際，既報にて

DNを認めないHTRA1A252TとWTHTRA1の

混合蛋白(A252T/WT)を陰性コントロールに，

DNを認めるHTRA1G283EとWTHTRA1の混

合蛋白(G283E/WT)を陽性コントロールに用

いた7)．またプロテアーゼ活性を喪失しているが，

3量体を形成し， さらにL3とLDドメインの変

異でもない人工変異体S328AとWTHTRA1の

混合蛋白(S328A/WT) をDNの基準として用

いた7)． この混合蛋白よりも有意に低い値を示す

変異型HTRA1とWTHTRA1の混合蛋白をDN

ありと判定した7)．

濾過クロマトグラフィーで評価した． それぞれの

変異型HTRA1蛋白を0.51,g/mLに調整し，

37℃， 30分間でプレインキュベーションした後に

50011L注入して解析した．解析したデータを元

にして， キャリブレーション曲線を作成した． この

実験では，既報に従い， 3量体形成を認める

S328Aと3量体形成が阻害されている人工変異

体Y169E/F171Eをコントロールとして用いた7).

統計学的解析

統計解析はR3.2.2を使用した. One-way

analysisofvariance (ANOVA)を実施した後に，

posthoc解析としてDunnettの検定を行った． ま

た臨床症状の比較検討にはFisher'sexacttestを

使用した. P-value<0.05を統計学的有意差あり

と判定した．

結 果

変異型HTRA1のプロテアーゼ活性解析

15種類の変異型HTRA1 (S121R,A123S,

R133G,R166C,R166L,A173P,A173T,

S284G, S284R,P285Q,F286V,G295R,

A321T,L364P,D450H)のプロテアーゼ活性を解

析した（図2A). その結果,WTと比較して, 2変

異(A123SとR133G)で有意に高く,2変異(S284G

とD450H)は有意差がなく, 11変異(S121R,

R166C,R166L,A173P,A173T,S284R,P285Q,

F286V,G295R,A321T,L364P)は有意に低下し

ていた．以後の実験では,WTに比してプロテア

HTRA1蛋白の多量体形成の評価

HTRA1蛋白の多量体形成はTris-buffered

saline (100mMTris-HCl [pH8.0], 150mM

NaCl)で平衡化したSuperdex20010/300GL

column(GEHealthcare)を使用し, AKTAFPLC

workstation (AmershamBiosciences)によるケル

DN(+)

n=17

(65.4％）

DN(-)

n=9

(34.6％）

p-value

重度白質

病変

14

(82.4％）

4

(44.4％）

0.078

症候性

脳小血管病

13

(76.5％）

3

(33.3％）

0.046
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図2 変異型HTRA1の機能解析

(A)"TR4I変異を組み込んだ発現ベクターをFreeStyle293にトランスフェクションした後にml収した培養液より変

異HTRA1蛋白を精製した． プロテアーゼ活性は精製HTRA1蛍白1.0119とfluorescein isothiocyanate (FITC) -

labeledcasein1.01'9を基質として経時的に蛍光{l白を測定することにより解析した． この実験では，野生型(WT)

HTRAlを|場性コントロールとし，人工的にプロテアーゼ活性に変異を加えたS328Aを陰性コントロールとして使用

した． プロテアーゼ活性は,WTと比較して, 2変異(A123SとR133G)で有意に高く, (S284GとD450H)はWT

とlpl等であり，残りの11変異(S121R,R166C,R166L,A173P,A173T,S284R,P285Q,F286V,G295R,A321T,

L364P)は有意に低下していた. (B,C)WTを糸l1み込んだ発現ベクターと〃7YMI変異を組み込んだ発現ベクターを

FreeStyle293に等量ずつトランスフェクションした後, I111収した培養液から混合変異HTRAl蛋白を精製した． プロ

テアーゼ活性はFITC-labeledcaSeinを基質として測定した. S328A/WTを基準とし， これより低いものを優性阻害

効果ありと判定した． この実験ではG283E/WTを陽性コントロールに, A252T/WTを陰性コントロールとした. 13

変異の中で7変異(S121R/WT, S284G/WT,P285Q/WT,F286V/WT,A321T/WT,L364P/WT,D450H/WT)は

S328A/WTよりも有意に上昇していた. 1変異(R166C)はS328A/WTと有意差を認めなかった. 5変異(R166L,

A173P,A173T,S284R,G295R)はS328A/WTよりも有意に低下していた．

*p<0.05,…p<0.0001
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図3変異型HTRA1の3量体形成能

(A)HTRAl蛋白の多量体形成は平衡化したSuperdex20010/300GLcolumn (GEHealthcare) を使用し, AKTA

FPLCworkstation (AmershamBiosciences)によるゲル濾過クロマトグラフィーで評価した．分子量は標準蛋白であ

るthyroglobulin (669kDa), ferritin (440kDa), aldolase (158kDa), conalbumin (75kDa), ovalbumin (44kDa)

でキャリブレーション曲線を作成して推定した．空隙容積(voidvolume :Vo)はdextran2000を使用して決定した．

Voと標準蛋白はそれぞれグラフ上部の矢頚で示している. S328Aは3竜体のコントロールとして使用した．一方, 3

量体形成能が障害されているY169E/F171Eは単量体のコントロールとして使用した． ゲル濾過クロマトグラフィー

後に， キャリブレーション曲線を作成したところS328Aでは約295kDaに, Y169E/F171Eでは約95kDaにllll線の

ピークを認めた. (B) ホモ接合体もしくは複合咽へテロ接合体で認められた5変異のうち, 3変異

(R166C,A173T,G295R)で約95kDaに曲線のピークを認めた. (C)ヘテロ接合体のみで報告されている残る8変異

のうち， 2変異(R166L,A173P)で約95kDaにllll線のピークを認めた．優性阻害効果を認めたS284Rは約295kDa

に曲線のピークを認めた．

－ゼ活性が高いA123SとR133G変異を除外した

13変異を解析対象とした．

有意に低下しており, DNを認めた（図2B,C).

その他, 1変異(R166C/WT)はS328A/WTと

有意差がなく， 7変異(S121R/WT,S284G/WT,

P285Q/WT,F286V/WT,A321T/WT,L364P/

WT,D450H/WT)ではS328A/WTよりも有意に

上昇していたため， これら8変異についてはDN

なしと判定した．

変異型HTRA1のDNの解析

次に， 13種類の変異型HTRA1 (S121R,A123S,

R133G,R166C,R166L,A173P,A173T,S284R,

P285Q,F286V,G295R,A321T,L364P)について，

WTHTRAlのプロテアーゼ活性に対するDNを

既報に準じて検討した（図2B,C) 7). その結果，

5変異(R166L/WT,A173P/WT, A173T/WT，

S284R/WT,G295R/WT)でWTHTRAlとの混

合蛋白のプロテアーゼ活性がS328A/WTよりも

変異型HTRA1の多量体構造の評価

続いて, DNを検討した13変異について， 多

量体の形成をゲル濾過クロマトグラフィーで評価

した（図3) ． 3量体となるS328Aでは約295
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病に対して， より病的意義を持つと推察した．

一方,WTと比較して，活性の低下を認めなか

った4変異A123S, R133G, S284G, D450Hに

関しては,ホモ接合体のCARASILの報告も無く，

病的意義は無いと考える6)． これらは何れもin

silico解析では病原性が疑われていた稀な変異で

ある． このような新規変異に関する病原性につい

ては，従来いわれているように, insilico解析の

みでは不十分で，家系内解析や，症例の集積， さ

らに生化学的解析が必須であることを示す20)．

特に脳小血管病は，初老期ではありふれた病態で

あり，ヘテロ接合体での病的意義の解釈は， より

慎重であるべきである．

また, HTRA1のプロテアーゼ活性低下を示す

がDNを示さなかった6変異(S121R,R166C,

A173T,P285Q,F286V,A321T,L364P)につい

ては，ヘテロ接合体の状態で，脳小血管病の発症

に寄与する可能性は否定できない． これらは， ホ

モ接合体であればCARASILを来しうると考え

あれ，実際R166CとA173T変異のホモ接合体

ではCARASILの報告がある16)18)． しかし, 40

歳代で重度白質病変を伴う歩行障害を呈した

F286Vへテロ接合体症例を除き6),重度白質病

変を伴わないか，症状が無く， さらに各変異につ

いて各々一例の報告しか無い6)． これらの変異型

HTRA1の病的意義については， さらなる症例の

集積，家系解析を行う必要がある．

DNを持つH7YMI変異のヘテロ接合体でも，

全例が症候性脳小血管病を呈してはいなかった．

これまでに，筆者らは高血圧，喫煙，大酒などの

血管病危険因子が病態を修飾する可能性を指摘し

てきた7)． また, HTRAlの転写調節領域におけ

る一塩基多型が〃刀MIの発現量に関与している

ことが報告されている2')． この様な環境，遺伝

子による修飾が，脳小血管病の病態に寄与してい

る可能性もあり，今後これらの解析が必要である．

kDaに，単量体となるY169E/F171Eでは約95

kDaにピークを認めた（図3A). DNを認めた5

変異中4変異(R166L,A173P,A173T,G295R)

に加え, R166Cで約95kDaにピークを認めた．

DNを認めた5変異のうち，変異がLDドメイン

に位置するS284Rは約295kDaにピークを認め

た（図3B).

〃7剛7優性阻害変異のヘテロ接合体と脳小血管

病の重症度の関連

〃T/MI変異をヘテロ接合体で有する脳小血管

病患者26例の臨床像を， 自験例と，文献例を合

わせて検討した6)-8)10)11). DNを有する8変異17

症例(R166L,A173P,G283E,S284R, P285L,

G295R,R302Q,T3191) とDNを認めなかった

9変異9症例(S121R,A123S,R133G, R166C,

S284G,P285Q,F286V,A321T,D450H)の2群

に分けて症候性脳小血管病の頻度を比較した． そ

の結果，症候性脳小血管病の頻度はDNを有する

群で有意に高かった(76.5%vs33.3%, p=0.046).

考 察

本研究では，脳小血管病患者でヘテロ接合性に

報告された15種のH7YMI変異について解析を

行った． その結果，新たに5種のDNをもつ変異

を同定し， それらの変異が3量体を形成しないも

の(R166L,A173P,A173T,G295R) とLDドメ

インに位置するもの(S284R)に分類できること

を示した．前者はHTRA1の3量体形成に影響し，

後者は3量体形成後の活性化機序に影響し，変異

型HTRA1のプロテアーゼ活性だけでなく，正常

アレル由来のHTRA1のプロテアーゼの活性も阻

害すると推察される． この結果は，筆者らのグル

ープが提唱している， 3量体を形成しない変異，

もしくはLDあるいはL3ドメインの変異により，

DNを示すという仮説を支持した7).最後に，脳

小血管病症例をDNの有無によって2群に分けて

臨床像を比較し, DNを認める症例では症候性脳

小血管病を呈する頻度が有意に高いことを示し

た． このことから, DNを持つ変異は，脳小血管

結 三五
口ロ

DNを示すH7RAI変異は, 3量体を形成しな

い変異， またはLDもしくはL3ドメインの変異
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であり，ヘテロ接合体でも症候性脳小血管病の発

症に寄与する．
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