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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）の病態に関与する遺伝子（群）を同定する

ために、ヒト死後脳を用いた遺伝子発現解析を行った。Braak らの老人斑（SP）、及び神経原

線維変化（NFT）ステージ分類を指標に、AD 以外の顕著な脳病変を認めないヒト死後脳 71
症例を用いた。遺伝子発現解析に加え、APOE、一塩基多型、コピー数多型の遺伝型を決定し

た。Braak SP・NFT ステージに依存して発現変動する遺伝子を複数同定し、アノテーション

情報の整理、APOE遺伝型の寄与等の解析を行なった。これら遺伝子の機能と AD 脳病理との

関連を、文献情報を加味して検討した。 
 
研究成果の概要（英文）: Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia in 
the elderly. Molecular mechanisms underlying the progression of AD neuropathological 
hallmarkes, senile plaques (SP) and neurofibrillary tangles (NFT), in the brain remains to 
be resolved. To identify genes associated with Braak SP-NFT stage criteria, we conducted a 
genome-wide gene expression analysis. Postmortem brain tissues from 71 brain donor 
subjects were used. Genomic DNAs were prepared from the frontal cortices for APOE 
genotyping as well as whole-genome single nucleotide polymorphisms and copy number 
variation genotyping. Total RNAs were isolated, and then used for expression profiling of 
whole-exon transcripts. Seventy-one brain donors were grouped into several groups 
according to Braak SP-NFT stages, and expression levels of each gene were compared in 
view of APOE genotypes. We found that more than 10 genes were significantly associated 
with Braak SP-NFT stage criteria.     
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１．研究開始当初の背景 
	
 高齢化率の上昇と共にアルツハイマー病

(Alzheimer’s	
 disease,	
 AD)は急増している。
AD	
 はありふれた疾患で、一卵性双生児研究
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から遺伝要因が 60〜80％関与すると推定さ
れている	
 (1)。罹患同胞対解析により、染色
体	
 9	
 番、10	
 番、19	
 番に	
 AD	
 感受性遺伝子
の存在が示唆されている	
 (2)。AD	
 感受性遺
伝子として遺伝統計学的に解析された遺伝
子は、現時点で約	
 650	
 を数えるが、人種を
越え再現性のある遺伝子は染色体	
 19	
 番の
APOEだけである	
 (3)。	
 
	
 1	
 塩 基 多 型 (single	
 nucleotide	
 
polymorphism,	
 SNP)によるゲノム網羅的な相
関 解 析 (genome-wide	
 association	
 study,	
 
GWAS;	
 4-7)によって、APOE	
 周辺領域が再び
注目されている。ゲノム全体を探索しても、
AD	
 と強力に再現良く相関	
 するのは	
 APOE	
 
周辺領域しかなかったからである。申請者は
APOE	
 周辺領域約	
 200	
 kb	
 に渡り高密度に	
 
SNP	
 を設定し、遺伝統計学的に解析した	
 (8)。
その結果、PVRL2	
 から	
 APOC1P1	
 にかけて存
在する	
 36	
 SNP	
 が	
 AD	
 と有意に相関した［図
1,2］。この	
 AD	
 相関領域	
 は組換えホットス
ポットに挟まれ、その広がりは約	
 55	
 kb であ
った［図 2］。遺伝統計学的に考察すると、こ
の領域に含まれる 6 遺伝子のどれもが AD	
 感
受性遺伝子と考えられる。ゲノムは高次構造
を形成し、ゲノム領域が相互作用しながら機
能を発揮する。従って、この領域全体はどの
ようなゲノム機能を有するのか？遺伝子発
現はどうか？との疑問が湧いた。この問いに
答えるべく本研究プロジェクトを立案し、実
施した。	
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図 1.	
 APOE 周辺領域。染色体	
 19	
 番長腕

（19q13.2）の	
 PVRL2	
 から	
 APOC1P1	
 に至る
約	
 100	
 kb	
 のゲノム領域を示す（NCBI	
 build	
 
36.3）。上流から PVRL2、TOMM40、APOE、APOC1、
LOC100129500、APOC1P1 の順に並んでいる。
APOC1P1、LOC100129500 は最近データベース
に登録された。矢印は転写方向を表す。APOE
のエクソン 4 にあるアミノ酸置換を伴う SNP	
 
rs429358（TGC→CGC,	
 Cys112Arg）は図中で
白抜きで表記されている。	
 
 

図 2.	
 APOE 周辺領域の相関解析。文献(8)の
図 1 を改変した。172	
 SNP のアリル	
 P 値
(-Log10 変換)がプロットしてある(Y 軸左)。
薄い赤線	
 は組み換え率(4Ner/kb)を示す(Y	
 
軸右)。AD	
 と相関する領域は組換えホットス
ポット(HS1、HS2)に挟まれていた。その領域
には図 1 に示す 6 遺伝子(PVRL2〜APOC1P1)が
位置している。最も有意な	
 SNP	
 は	
 rs429358
で、図中でラベルしている。この図では
LOC100129500と APOC1P1は表記していない。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 GWAS によって、ありふれた疾患の感受性遺
伝子座が急速に同定されている。今後はそれ
らの発現レベルや発現制御メカニズムを解
析することが、疾患病態を解明する上で重要
であろう。疾患感受性遺伝子座の下流遺伝子
群を同定するために培養細胞実験系の構築
を最終目的に掲げた。解析対象遺伝子座とし
て、AD の強力な感受性遺伝子 APOE を含むゲ
ノム領域に着目した。	
 
	
 培養系の確立に先立ち、APOE近傍に位置す
る遺伝子の発現レベルや、SNP・コピー数変
異（copy	
 number	
 variation,	
 CNV）等のゲノ
ム多型情報が必要であると考えた。従って、
本研究プロジェクトではこれらの解析を優
先的に行った。	
 	
 	
 
 
３．研究の方法 
	
 AD 脳の神経病理学的な特徴は、神経細胞外
の老人斑(Senile	
 plaque,	
 SP)と神経細胞内
の神経原線維変化(NFT)である。前者はアミ
ロイドβタンパク、後者は高度にリン酸化さ
れたタウタンパクから主に構成されている。



 

 

病気の進行に伴い、これらの病変は一定の方
向性を持ち、緩徐に進展する［図 3］。	
 

図 3.	
 Braak ら(Neurobiol	
 Aging.	
 [1997]	
 
18:351-357)による	
 SP[左図]と	
 NFT[右図]	
 
のステージ分類。[左図]	
 SP はステージ A	
 で
は、新皮質に少量認められる。ステージ B で
は海馬でも観察され、ステージ C では脳全体
に及ぶ。認知機能障害との相関はない。[右
図]	
 NFT はステージ I/II では嗅内野にのみ出
現する。臨床的には認知機能は正常である。
ステージ III/IV では海馬を含む辺縁系に広
がり、認知症の初期症状を示す。ステージ
V/VI では新皮質にも達し、明らかな認知症と
診断される。	
 
	
 
	
 本研究プロジェクトでは、認知機能障害と
の関連が強い Braak らの NFT ステージ分類を
指標に、AD 以外の顕著な脳病変を認めない計
71 症例のヒト死後脳を選択的に選抜し、実験
に用いた（東京都健康長寿医療センター高齢
者ブレインバンク提供）。SP や NFT による障
害が強く認められる嗅内野（Entorhinal	
 
cortex,	
 EC）、側頭皮質（Temporal	
 cortex,	
 TC）、
前頭葉皮質（Frontal	
 cortex,	
 FC）に由来す
る脳組織片を各症例から切り出し、全検体
（71 症例×脳部位 3 カ所=213 検体）からゲ
ノムDNA（Qiagen:	
 QIAamp	
 DNA	
 Blood	
 Maxi	
 Kit）、
全 RNA（Invitrogen:	
 TRIzol®	
 Plus	
 RNA	
 
Purification	
 Kit）を抽出した。ゲノム DNA
は濃度測定後（Life	
 Technologies:	
 
Quant-iT™	
 PicoGreen®	
 dsDNA	
 Assay	
 Kit）、
APOEの遺伝型決定と SNP・CNV タイピング
（Affymetrix:	
 Genome-Wide	
 Human	
 SNP	
 Array	
 
6.0）に用いた。全 RNA はカラムで精製し、
DNaseI 処理を行った。濃度は RiboGreen 法
（Life	
 Technologies:	
 Quant-iT™	
 RiboGreen®	
 
RNA	
 Reagent	
 and	
 Kit）で測定し、品質は RIN
（RNA	
 integrity	
 number）を指標にチェック
した。磁気ビーズ法によって rRNA を除去し、
逆転写、in	
 vitro転写などを経て、エクソン
アレイチップ（Affymetrix:	
 GeneChip®	
 Human	
 
Exon	
 1.0	
 ST	
 Array）上のプローブと反応さ

せた。チップの遺伝子発現強度は RMA（Robust	
 
Multi-chip	
 Average）法で正規化し、Braak	
 
NFT・SP ステージ間の遺伝子発現量を比較し
た。エクソンアレイ解析の検証実験は、定量
的リアルタイム PCR 法（TaqMan 法）で行なっ
た。全 71 症例は新潟大学遺伝子倫理審査委
員会の承認を得て使用した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 APOE遺伝型	
 
	
 APOE遺伝型は、e2*2と e2*4は 0 例、e2*3
は 4 例（5.6%）、e3*3は 55 例（77.5%）、e3*4
は 9 例（12.7%）、e4*4は 3 例（4.2%）であっ
た。APOE-e2、e3、e4 アリル数はそれぞれ 4
（2.8%）、123（86.6%）、15（10.6%）であっ
た。71 症例を BraaK	
 NFT・SP ステージ分類で
それぞれ層別化し、e4アリルの保有者（e3*4、
e4*4）と非保有者（e2*3、e3*3）の頻度を比
較したところ、共に有意差を認めた（NFT,	
 
PFisher	
 =	
 0.0113;	
 SP,	
 PFisher	
 =	
 0.0049）。	
 
	
 
(2)	
 SNP・CNV ジェノタイピング	
 
	
 Genotyping	
 Console™	
 ver.4.1.2
（Affymetrix）を用いて、SNP・CNV ジェノタ
イピングを行った。71 症例中 70 症例はサン
プルレベルの quality	
 control をパスした
（contrast	
 QC	
 >	
 0.4:	
 平均	
 =	
 2.8,	
 標準偏
差	
 [SD]	
 =	
 0.4,	
 最小値	
 -	
 最大値	
 =	
 1.8	
 -	
 
3.6）。	
 
	
 
(3)	
 RNA 品質	
 
	
 RIN の平均値は EC で 7.2（SD	
 =	
 1.26；最
小値	
 -	
 最大値	
 =	
 2.9	
 -	
 9.0）、TC で 7.5（SD	
 
=	
 1.04；最小値	
 -	
 最大値	
 =	
 3.9	
 -	
 9.2）、FC
で 7.6（SD	
 =	
 1.12；最小値	
 -	
 最大値	
 =	
 3.6	
 -	
 
8.9）であった。RIN は脳部位ではなく個体に
依存することが分かった	
 [図 4]。脳部位間で
RIN を比較したところ有意差はなかった
（PANOVA	
 =	
 0.1427）。RIN と死後脳経過時間と
の相関を各脳部位で調べたところ、EC（P	
 =	
 
0.0023）と FC（P	
 =	
 0.0479）で弱い負の相関
を認めた。	
 

図 4.	
 症例ごとの RIN。RIN（平均）が低い検
体から順番に左から並んでいる。RIN が高い
ほど RNA の品質は良い。RIN は脳部位ではな



 

 

く個体依存的であった。すなわち、どの脳部
位でも RIN が低い症例がいる一方、どの脳部
位でも高い症例がいた。	
 
	
 
(4)	
 APOE周辺領域の遺伝子発現	
 
APOE、及びその周辺領域に位置する PVRL2、
TOMM40、APOC1 の遺伝子発現が Braak	
 NFT・
SP ステージ分類に依存して変動するかどう
かを調べた。全て有意差を示さなかった。	
 

図 5.	
 Gene	
 view の例。EC における APOEの遺
伝子発現パターンを示す。上図は Braak	
 NFT・
ステージ分類で層別化した場合、下図は
Braak	
 SP ステージ分類で層別化した場合。
APOE の遺伝子発現はどちらのステージ分類
とも相関しなかった。	
 
	
 
(5)今後の展開	
 
	
 APOE 周辺領域の SNP・CNV の遺伝型を決定
した後、遺伝子発現量との関連を調べ、培養
細胞実験系の確立に役立てる。また、全ゲノ
ムレベルで遺伝子発現量と SNP・CNV との関
連を精査し、AD 病巣の進展に関わる遺伝子群
を明らかにする。	
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