
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ５月 ７日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：アポ E は、神経細胞でのコレステロール代謝恒常性維持に中心的役割を果た

しているタンパク質である。本研究では、アポ E の遺伝子多型（アイソフォーム）の一つであ

るアポ E4 がアルツハイマー病発症を引き起こす分子機構の解明を目的として、アポ E アイソ

フォームによる脳内コレステロール代謝調節機能の異常を、アイソフォーム間での高次構造変

化とそれによる細胞膜脂質や細胞表面糖鎖との相互作用変化などの機能異常に基づいて解析を

行った。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 2,800,000 840,000 3,640,000 

２００８年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・物理系薬学 
キーワード：生物物理化学、脂質代謝異常、アルツハイマー病、アポリポタンパク質、脂質膜、 
      グリコサミノグリカン 
 
１．研究開始当初の背景 
アポ E は、血中や脳内でのコレステロール

輸送を担うアミノ酸 299 残基からなるタンパ
ク質であり、そのアイソフォームであるアポ
E4 は老化についで強力なアルツハイマー病
発症危険因子として知られている。近年、ア
ルツハイマー病発症と高コレステロール血
症との相関が報告され、脳内におけるアポ E
のコレステロール輸送機能とアルツハイマ
ー病発症との関連が注目されていた。さらに

最近、アポ E4 が神経細胞内で C 末端の切断
を受け、生成した C 末端欠損アポ E4 フラグ
メントが蓄積することで神経細胞毒性を示
すことが相次いで報告され、フラグメント化
したアポ E自身が神経細胞毒性を示す可能性
も示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 アポ Eアイソフォームがアルツハイマー病
発症を引き起こす分子機構の解明を目的と
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して、アポ E アイソフォームによる脳内コレ
ステロール代謝調節異常を、アイソフォーム
間でのコンフォメーション変化（構造異常）
とそれによる機能異常（細胞膜脂質や細胞表
面グリコサミノグリカン(GAG) との相互作
用変化）に基づいて解析を行う。特に、アポ
E4 におけるアミノ酸変異（C112R）による構
造変化と機能異常の相関を明らかにするこ
とで、アポ E の構造異常を阻害するという、
新たな観点からのアルツハイマー病の予
防・治療法の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌 BL21(DE3)株を用いて発現・精製し
た各種アポ Eアイソフォームや変異体の構造
及び機能評価として、 
(1) アミノ酸変異による N末及び C末ドメイ
ンのコンフォメーション変化 

(2) 神経細胞毒性を引き起こす C末端欠損ア
ポ Eフラグメントの構造活性相関 

(3) アポ E変異体の神経細胞ならびに細胞膜
脂質・細胞表面 GAG との相互作用変化 

などの項目について、特に野生型であるアポ
E3 とアポ E4 (C112R) との比較に焦点を絞り
詳細な解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) C 末端欠損によるアポ E 高次構造変化と
神経細胞毒性のメカニズム 

 神経細胞毒性を示すことが報告されてい
る C 末端欠損アポ E4 変異体 apoE4 1-272、
1-260、1-250 などを作製し、それらの立体構
造や水溶液中での会合構造、人工細胞膜に対
する結合親和性等を野生型であるアポ E3 と
比較評価した。その結果、C 末端ヘリックス
部位を段階的に欠損することで、水溶液中で
のアポ E分子の会合構造が破壊され、脂質膜
結合が促進されることが明らかとなった。特
にアポ E4 では、C末端アミノ酸 273-299 残基
を削除することで完全に単量体化し、疎水性
ヘリックス部位（アミノ酸 261-272 残基）の
露出に伴って非常に強い脂質結合性を示し
た（Fig. 1）。 

Fig. 1. Comparison of solubilization efficiency of 
dimyristoylphosphatidylcholine multilamellar vesicles 

by the apoE C-terminal- truncated mutants. 
 
さらに、アポ E4 に特異的な N 末-C 末ドメ

イン間の塩橋形成による相互作用（ドメイン
間相互作用）が C末ドメイン構造に与える影
響を調査するため、C 末ドメインのみにトリ
プトファンを有する単一トリプトファン変
異体 W@264 を作製し、トリプトファン蛍光の
環境依存性やダイナミクスを詳細に解析し
た。その結果、アポ E4 の C 末ドメインは、
アポ E3 に比べてより水相に露出した環境に
あることが明らかとなり、その会合構造との
関連が示唆された（Fig. 2）。 

Fig. 2. Fluorescence spectra of single tryptophan 
mutants of apoE3 and apoE4 isoforms. 
 
 以上の結果から、アポ E4 の C 末ドメイン
はN末-C末ドメイン間相互作用によってC末
端が切断を受けやすい環境にあり、疎水性の
高いヘリックス部位（アミノ酸 261-272残基）
が露出することで細胞膜破壊作用などの神
経細胞毒性を示す可能性が明らかとなった。 
 
(2) アポ E N 末及び C末ドメインの構造変化
と神経細胞コレステロール搬出作用 

 マウス初代培養ニューロン及びアストロ
サイト細胞を用いたコレステロール搬出実
験から、野生型のアポ E3 に比べてアポ E4 は
コレステロール搬出作用が非常に低く、さら
にN末及びC末ドメインフラグメント間の比
較から、分子内 N末-C 末ドメイン間の静電的
相互作用並びに分子間N末ドメインS-S結合
を介した二量体化が、アポ E アイソフォーム
間でのコレステロール搬出能の違いに重要
であることが示唆された（Fig. 3）。 



 

 

Fig. 3. Lipid efflux by dimeric and monomeric apoE3 
N-terminal domain fragments from neurons. 
 

そこで、C 末ドメイン長を段階的に変化さ
せた C 末端欠損アポ E や二量体化アポ E3 な
どを作製し、それらの立体構造や水溶液中で
の会合構造、人工細胞膜やチップ上に固定化
したヘパラン硫酸に対する結合親和性等を
評価した。その結果、二量体化などの会合体
形成によって、アポ E3 はアポ E4 に比べて多
数のN末ドメイン作用部位による協同的相互
作用が可能であり、細胞表面膜脂質や GAG な
どの細胞表面糖鎖に対する結合におけるN末
ドメインを介した協同性効果が、アポ E の脳
内コレステロール輸送機能に重要であるこ
とが示唆された。 
 以上の結果から、アポ E4 アイソフォーム
による脳内脂質輸送機能の異常は、N 末ドメ
イン多量体化能の欠損並びに C末ドメイン会
合性の低下による細胞表面 GAGとの相互作用
異常などが原因であることが示唆された。 
 

本研究成果による脳内コレステロール代
謝異常を引き起こすアポ E4 の構造特異性に
関する解析結果は、アポ E をターゲットとし
たアルツハイマー病発症の予防・治療法の開
発において基盤的知見となるものと期待さ
れる。 
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