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研究成果の概要（和文）：ApoE4はアルツハイマー病（AD）の発症危険因子として知られている。近年の研究か
ら、ApoE4キャリアのAD患者では遺伝子発現の変化が認められ、その制御因子として我々が以前に同定したX11L
が報告された。本研究では、ApoE4-KI/X11L-KO等の遺伝子改変マウスの遺伝子発現解析を網羅的に行い、AD発症
に寄与する遺伝子の上流に共通して見出される核内受容体FXR結合モチーフを見いだした。X11LがApoEの発現を
制御しうる事を見いだし、その下流でFXRにより発現が制御される遺伝子がＡＤ発症に関わる可能性を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：ApoE4 is largest risk factor  of Alzheimer's disease (AD) except for aging.
Resent researches report a alternative gene expression in AD subjects of ApoE4 carriers compared to 
non-carriers.One of strong candidate to regulate ApoE gene expression is X11L gene that we 
identified previously. In this research using ApoE4-KI/X11L-KO mice, we analyzed gene-expression 
profiles, and we identified FXR-binding motif on genes involving in AD onset. Furthermore, we found 
that X11L regulates ApoE gene expression, which further regulates genes possessing FXR-binding 
motif, some of them may involve the pathogenesis of AD.

研究分野：神経生化学

キーワード： アルツハイマー病　アポリポタンパク質　遺伝子発現制御
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
AD は老化に伴う進行性の神経変性疾患であ
り、高齢化社会における患者数の増大が社会
的な問題となっている。このため、AD 発症メ
カニズムの解明とそれに基づく根本治療法
の開発が求められている。これまでの研究か
ら、AD 発症の分子機構は進展してきたが、未
だ根治的治療法は開発されていない。	 AD の
原因因子として知られるアミロイド前駆体
タンパク質 (Amyloid	 β 	(A β )-protein	
precursor,	APP)は、神経毒性を示す Aβ配列
を含み、APP 代謝の変化が AD 発症に深く関わ
っている。研究代表者は、APP 代謝を制御す
る細胞内タンパク質 X11L を世界に先駆けて
単離・同定してきた	(J.	Biol.	Chem.	[1999]	
274,	2243)、X11L 遺伝子ノックアウトマウス
を用いた解析から、X11L が脳内 APP 代謝の主
要な制御因子であることを実証してきた(J.	
Biol.	Chem.	[2006]	281,	37853;	J.	Biol.	
Chem.	[2008]	283,	35763;	Mol.	Neurodegener.	
[2010]	5,35)。	
	 一方、疫学調査から AD 発症危険因子とし
て、アポリポタンパク質 E(ApoE)が同定され、
3 種のアイソフォーム(ε2,	ε3,	ε4)の中、
ε4	(ApoE4)キャリアの人は	AD発症頻度が飛
躍的に増加することが知られていた。しかし
ながら、AD 発症に関わる ApoE4 の分子機構は
明らかにされていない。	
	 近年、ApoE が遺伝子発現を制御することが
大規模な遺伝子発現解析から明らかとされ、
ApoE の下流分子として X11L が同定された
(Nature	[2013]	500,	45)。同報告は後に取
り下げられたものの、著者らは遺伝子発現解
析には問題が無いことを表明しており
(Nature	[2015]	523,	626)、解析の正しさも
他 の 研 究 室 で 検 証 さ れ た
(http://www.alzforum.org/news/research-
news/apoe4-paper-retracted	 -nature)。従
って、ApoE の機能の一つとして遺伝子発現の
制御があり、X11L によってその発現が制御さ
れていること、及びその発現変化が AD 発症
に密接に関与していることが考えられた。	
	
２．研究の目的	
AD 発症に関わる、X11L を介した ApoE による
遺伝子発現機構の存在は示唆されたが、その
下流遺伝子群等の詳細は明らかとされてい
ない。本申請研究では、研究室に既存の
X11L-KO マウス及び、ヒト型 ApoE4(および
ApoE3)を発現するマウスを用いて、発現遺伝
子を野生型等と網羅的に比較することで同
機構により制御を受ける遺伝子群を明らか
にすると共に、同機構の破綻によって生じる
AD 発症に関わる分子メカニズムの解明に取
り組んだ。	
 
３．研究の方法	
（１）RNA-seq による網羅的遺伝子発現解析	
①シーケンシング	
	 ApoE4及びX11Lが関与する発現遺伝子を同

定するため、以下に示すマウスを用いた。	
野生型（WT）、X11L ノックアウト（KO）、ApoE3
ノックイン（E3）、ApoE4 ノックイン（E4）、
ApoE3 ノックイン/X11L ノックアウト（E3KO）、
ApoE4 ノックイン/X11L ノックアウト（E4KO）	
各マウス生後 7 日目の♀2 匹づつから全脳を
摘出し、Trizol（Thermo）を用いて total	RNA
を抽出した。得られた RNA を用いた品質検査、
ライブラリ作成及びシーケンシングは北海
道システムサイエンス社に委託した。シーケ
ンスは illumina 社 Hiseq により、101nt、
paired-end で行い、1 サンプル辺り 4〜5Gb
のデータを得た。	
②シーケンスデータの解析	
	 得られたリードを tophat2 を用いて、マウ
スゲノムにマッピングした。マッピング結果
を用いて、HTseq-count により各遺伝子発現
量のカウントデータを得た後、edgeR を用い
て発現変動遺伝子を抽出した。WT と KO、E3
と E3KO では発現変動せず、E4 と E4KO で発現
変動が認められた遺伝子群を目的候補遺伝
子群とした。また、本項目及び以下の項目に
おいて、 Gene	 Ontology 解析は GOrilla
（ http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/
）を用いて行った。	
③RT-PCR によるデータ検証	
	 得られた遺伝子群の妥当性を評価するた
め、ランダムに 8遺伝子を抽出し、その発現
を RT-PCR により検証した。	
（２）ApoE4 と X11L により発現制御される遺
伝子群の同定	
①ヒト脳組織における遺伝子発現データの
解析と ApoE4 及び X11L が関与するアルツハ
イマー病関連遺伝子の単離	
	 NCBI	GEO	GSE15222 からマイクロアレイ解
析データをダウンロードし、ApoE のアイソフ
ォーム別に発現変動を解析し、E4 特異的且つ
遅発性アルツハイマー病患者特異的な遺伝
子群を得た。更に、（１）-②で得られた遺伝
子群と共通する遺伝子群を単離した。	
②目的遺伝子群のプロモーター解析	
	 得られた遺伝子群のプロモーターに特徴
的に認められる DNA モチーフの探索を Homer
（http://homer.ucsd.edu/homer/）を用いて
行った。検索範囲は転写開始点の上流 1kb、
下流 100b である。	
（３）ApoE 及び X11L 発現細胞の樹立	
①遺伝子発現用レンチウイルスコンストラ
クトの作成	
	 ヒト ApoE3、ApoE4、X11L、及び FXR の cDNA
を pEN ベクターに組み込み、更に pSLIK ベク
ターにリコンビナーゼを用いて導入した。得
られたベクターと psPAX2、pMD2G を HEK293T
細胞に導入し、培養上清を濃縮してウイルス
溶液を得た。	
②マウス ES 細胞由来神経細胞を用いた上記
コンストラクトの発現細胞作成	
	 マウス ES 細胞を定法により神経細胞に分
化させ、ウイルスを感染させた後、1µg/mL ド
キシサイクリンによる発現誘導を行った。各



遺伝子の発現は、免疫染色及び western	blot
法により検証した。	
	
４．研究成果	
（１）マウス脳を用いた RNA-seq 解析	
	 ApoE 及び X11L が最も高い発現を示すマウ
ス齢を検証した結果、生後 7日目であること
を western	blot により明らかとした（図 1）。			 	
	 RNA-seq で得られたリードをゲノムにマッ
ピングした結果、約 80〜90%のリードがゲノ
ム上にマッピングされた（表１）。	

更に、遺伝子発現解析の為、各サンプルから
各遺伝子の発現量を測定し、以下の組み合わ
せにおける発現変動遺伝子の単離を行った。	

WT	vs	KO、E3	vs	E3KO、E4	vs	E4KO	
本研究では、ApoE4 が特異的に発現変動させ、
且つ X11L がその変動を修飾する遺伝子を探
索するため、WT	vs	KO,	E3	vs	E3KO で変化が
認められず、E4	vs	E4KO のみで発現変動する
遺伝子を抽出した。その結果、1,628 の候補
下流遺伝子を得た。RT-PCR による検証実験か
ら、得られたデータが妥当であると考えられ
た（図 2）。これら遺伝子群の GO 解析を行っ
たところ、グリア細胞、及びタンパク質輸送
に関わる遺伝子群が濃縮されていることが
分かった。	
（２）ヒト脳組織から得られたデータ解析	
	 GSE15222 のデータを用い、健常者で ApoE4
特異的に発現変動する遺伝子群、及び、ApoE3
のみを有する健常者とアルツハイマー病発
症者で発現変動する遺伝子群を単離し、共通

の遺伝子群を探索した。その結果、204 遺伝
子を得た。GO 解析を行ったところ、ミトコン
ドリア機能に関わる遺伝子群が濃縮されて
いることが明らかとなった。	
（３）（１）と（２）で共通の遺伝子群を遺
伝子名から探索した。その結果、37 遺伝子を
得た。	
（４）共通する転写因子結合配列の探索	
	 上記 37 遺伝子の発現が ApoE4 及び X11L の
存在、非存在によって変化していたことから、
これら遺伝子に共通する転写因子の存在が
考えられた。そこで、これら遺伝子のプロモ
ーター配列の解析から、共通転写因子の同定
を試みた。その結果、12 遺伝子において、核
内受容体である Farnesoid	X	receptor（FXR）
の結合配列を持つことが明らかとなった。
FXR は肝臓及び小腸に高発現する分子であり、
胆汁酸に応答して核内移行し、下流遺伝子の
転写を制御することが知られている。特に肝
臓では ApoE の発現を制御することが報告さ
れている（J.	Lipid	Res.	2002	43,	2037-41）。
脳組織における発現は極めて少ないながら、
存 在 が 確 認 さ れ て い る
（ http://www.informatics.jax.org/marker
/MGI:1352464）。	
	 これらの解析から、ApoE4 と X11L は FXR を
介して遺伝子発現に寄与することが考えら
れた。そこで、次にこれら分子が関与する分
子経路を探索する為、細胞系の樹立を試みた。	
（５）ヒト ApoE、X11L 及びマウス FXR の発
現系樹立	
	 ヒト ApoE2、ApoE3、ApoE4、X11L の cDNA
を組み込んだレンチウイルス系を構築し、目
的のウイルス溶液を得た。FXR の cDNA はマウ
ス肝臓から抽出した total	RNA から得て、同
様のウイルス溶液を得た。今後これらを用い
て細胞を用いた検証実験を進める予定とし
ている。	
（６）E3、E4、E3KO、E4KO マウス脳における
ApoE 及び X11L の発現解析	
	 これまでの結果から、ApoE4 及び X11L によ
り発現制御を受ける遺伝子群の存在が示唆
されたが、同分子経路における ApoE4 及び
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X11L の機能関連性については明らかではな
かった。そこで、これらを明らかにするため、
E3、E4、E3KO、E4KO マウス脳における ApoE
及び X11L 発現を western	blot 法により検証
した。その結果、E3 と E4 マウスの比較によ
り、ApoE4 の発現が ApoE3 よりも高いこと、
また、X11L の KO により ApoE4 の発現量が増
加することを見出した（図 3）。このことから、
X11LはApoE4選択的にその発現を制御してい
ることが示唆された。	
以上の研究から、ApoE4、X11L 及び FXR によ
って発現制御される遺伝子群が存在し、アル
ツハイマー病発症に寄与する可能性が明ら
かとなった。今後本研究成果を基に、更に検
証を重ねることで新規アルツハイマー病発
症機構を明らかにしたい。	
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