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１．はじめに 

 

諸言 

大動脈壁の局所的拡張を起こす大動脈瘤は突然の解離や破裂により生命を脅かす。大動脈瘤形成の分子

メカニズムの理解に基づく、有効な内科的予防・治療法は未だ確立していないのが現状である。 

 

 目的 

我々は、細胞外基質fibulin-4を血管平滑筋細胞特異的に欠損させ、生後1ヶ月で全例に発症する上行大

動脈瘤のマウスモデル（SMKO）を確立した (Huang et al. Circ Res 2010)。大動脈壁の局所的なアンギ

オテンシン変換酵素の発現増加とアンギオテンシンII（AngII）の産生が大動脈瘤の形成に関与している

ことを報告し、アンギオテンシン受容体拮抗薬の早期投与が大動脈瘤の発生を抑えるのに有効であるこ

とを報告した（Huang et al. Sci Transl Med 2013）。しかしアンギオテンシンII 1型受容体拮抗薬ロ

サルタンを生後1ヶ月以降に投与開始しても大動脈瘤に対する治療効果は認められなかった。したがって

本研究では、１）大動脈瘤初期病変を形成する血管平滑筋細胞内におけるシグナル伝達系の解明と、２）

創薬ターゲットとしてのあらたな分子の同定、を目的として研究を行なう。 

 

背景 

近年家族性胸部大動脈瘤の原因遺伝子探索が進む中、細胞外基質（ECM）や血管平滑筋収縮タンパクをコ

ードする遺伝子の変異が報告されてきた（Gillis et al, Circ Res 2013）。マルファン症候群では原因

遺伝子であるECMのfibrillin-1の構造蛋白としての機能異常に加え、TGFの細胞外制御機構の破綻が大

動脈瘤形成に関与しているとして注目された。またTGF2遺伝子やTGF受容体の変異が大動脈瘤を起こ

す事が報告された。さらにTGF遮断目的で投与されたロサルタンが、TGFシグナル過剰を伴う大動脈瘤

モデル、すなわちマルファンマウスやTGF受容体遺伝子異常のロイス・ディーツ症候群マウスの大動脈

瘤に有効であることが報告された。その結果、大動脈壁でのTGFシグナル過剰説を胸部大動脈瘤の共通

要因として提案する流れがおこった。一方、血管平滑筋細胞特異的TGFI・型受容体の欠損が逆に大動

脈瘤を悪化させることがマウスで報告された。さらに血管平滑筋細胞のアクトミオシン構造タンパクや

収縮能力に影響を及ぼす分子の異常も大動脈瘤の原因として報告され（Milewicz, Arterioscler Thromb 

Vasc Biol 2016）、血管壁への機械的ストレス が大動脈瘤の原因として示唆された (Humpherey, Science 

2014) 。昨年にはマルファン症候群の罹患者603人を対象として大動脈起始部瘤の成長を指標とした遮

断薬アテレノールとロサルタンの効果を比較する臨床試験の結果が米国から発表されたが、予想に反し

て両者には大きな違いが認められなかった（Lacro et al. NEJM 2015）。これらのことから、各大動脈

瘤における 病理的特徴および分子変化を明らかにし、血管壁でのシグナル伝達機構を解明し、あらたな

大動脈瘤の治療標的を見出すことが重要であると考えられる。 

 



 

序論 

我々は、SMKOマウス大動脈の経時的変化を野生型マウスと比較してプロテオミクスにより解析を行い、

SMKOマウスで大動脈の局所的組織変化が見られる生後７日から、Cofilin脱リン酸化酵素Slingshot-1

（Ssh1）の発現が上昇していることを報告した（Yamashiro et al, Sci. Signal 2015）。Ssh1の増加に

よりCofilin の活性化（=脱リン酸化）が誘導され、アクチン脱重合化促進によりアクチンフィラメント

が断裂していることを見いだした。また、PI3キナーゼ阻害薬によりSsh1の発現を低下させると、大動脈

瘤の発症が抑制されることも報告した。我々は、Ssh1の発現増加が大動脈壁の構造異常で生ずる機械的

ストレスによって引き起こされると考え、「Ssh1-cofilin経路を制御することによって、大動脈瘤の発

症を防ぐことができる」という仮説のもと、SMKOマウスを用いてin vivo で検証することを提案した。  

 

２．方法 

Aim 1）生体内の大動脈壁における Ssh1 活性測定系の確立。 

大動脈瘤の病態と Ssh1 活性の相関を調べるために、Ssh1 のカルボキシル末端に FLAG タグを付加した

Ssh1-FLAG ノックインマウスの作製に着手した。これはどの年齢のマウスにおいても、同じ抗体で同じ効

率で Ssh1 を調整することを意図した。CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を用いて、はじめに C2C12 細胞を用い

てターゲティングイベントを確認した。筑波大学生命科学動物資源センターとの共同研究により、ノック

インマウスの作製を行った。 

 

Aim ２）ゲノム編集法を用いた Ssh1 および Ssh2 ノックアウトマウスの作製。 

SMKOにおける大動脈瘤形成にSsh1が関与していることを遺伝的に検証するために、Ssh1ノックアウトマ

ウスをCRISPR/Cas9を用いて作成した。当初はホスファターゼ不活性型（Ssh1C393S-FLAG）を発現するマ

ウスをゲノム編集法によるノックインにより作製することを計画していたが、ノックイン効率がやや低

く、スクリーニングに時間を要することから、ノックアウトマウス作製に変更した。Ssh1と同じSshファ

ミリーであるSsh2に対するガイドRNA（gRNA）もデザインし、同時に２遺伝子をノックアウトできるよう

にゲノム編集を行った。 

 

３．結果・研究成果 

Aim 1） Ssh1-FLAGノックインマウスはHindIIIによる切断を示した２匹のputative foundersを得られた

が、その後のシークエンスの解析で、挿入されたドーナーDNAがgRNAに認識されて再び切断されたため、

FLAGを発現しているfounder を得ることができなかった。ドーナーDNAの中のgRNA配列を変えて、現在新

しいマウスを作製中である。 

 

Aim 2）Ssh1変異マウスから１種類のfounder が得られ、F2世代にも変異アリールが遺伝することを確認

できた。Ssh2変異マウスからは２種類のfounder が得られ、F3世代になってそれぞれの系統のマウスラ

インを確立することができた。しかし2 founder ともに変異はインフレームをきたす部分的欠損である

ことがわかった。Ssh1とSsh2のダブル変異マウスは致死であることがわかり、現在解析中である。 

 

４．考察・まとめ 

Ssh1-FLAGマウスは生体内のSsh1活性、Cofilinの脱リン酸化、アクチン線維の形状を結びつける上で非

常に有用だと考えている。今後ドーナーDNAを改良したゲノム編集法により、マウスラインを樹立する予

定である。Ssh1ノックアウトマウスに関しては、ホモ接合体の発生障害、生後の発育、各臓器の病理等

を綿密に観察することが大切である。また、Ssh1のRNAやタンパクレベルでの発現消失を確認し、

Fbln4SMKOとの交配を開始する。リードアウトとして、大動脈瘤の形成が抑制されるかどうかを判定し、

同時に、大動脈の血管平滑筋のアクチン線維の形状、G/F アクチンの測定等を行う予定である。 
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