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研究成果の概要： アポリポ蛋白 E（ apoE）は LPS 刺激によるマイクログリア細
胞からの炎症性サイトカインの分泌を抑制した。これは TLR4 シグナル経路の
活性化を抑制することにより、炎症性サイトカインの転写を抑制していると考

えられた。また、apoE は TLR2,3 シグナル経路の活性化も抑制した。 apoE によ
る TLR シグナル抑制経路には LDL 受容体や LRP は関与せず、スカベンジャー
受容体 B が関与していた。
交付額

（金額単位：円）

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：神経科学 神経解剖学・神経病理学

キーワード：老化性痴呆疾患 アポリポ蛋白 E 自然免疫 炎症性サイトカイン ミクログリア

直接経費 間接経費 合 計

2007年度 1,900,000 0 1,900,000

2008年度 1,400,000 420,000 1,820,000

年度

年度

年度

総 計 3,300,000 420,000 3,720,000

１．研究開始当初の背景
アポリポ蛋白 E(apoE)の変異がアルツハイ

マー病の危険因子となることは国際的に合意
を得ている。apoEのアイソフォームの１つ
apoEe4 は晩期発症型アルツハイマー病の危
険因子である。しかし、apoEの変異がアルツ
ハイマー病の発症に至る分子機構は未だ解明
されていない。
一方、アルツハイマー病患者の脳では、補
体系の活性化や炎症性サイトカインの産生な
ど、慢性的な自然免疫機構の活性化が見られ
る。これまでこの自然免疫機構の活性化はア
ミロイドベータ（Aβ）などの病的産物を取り
除くための２次的な反応の結果によるものだ
と考えられてきた。しかし抗炎症剤の投与に

よりアルツハイマー病の発症頻度が低くなる
こと、進行が遅延することなどが相次いで報
告され、慢性的な自然免疫系の活性化がアル
ツハイマー病の発症と進行に直接関与するこ
とが示された。しかしそのメカニズムは全く
未知であった。
このような中、我々は培養マイクログリア
細胞を用いた研究で、apoEが炎症性サイトカ
インの産生に関わる事を見出した。このこと
は apoEが脳における免疫系、とくに自然免
疫に大きく関わっていることを示している。
apoEによる炎症抑制機構を知ることで、アル
ツハイマー病発症における apoEの役割とア
ルツハイマー発症や進行における炎症の役割
の両方を解明できると考えられた。
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２．研究の目的
研究の目的は「apoEが自然免疫を制御する
ことを証明し、そのメカニズムを明らかにす
る。」ことである。apoEがマイクログリア細
胞から産生される炎症性サイトカインを抑制
する事を証明し、TLRの下流シグナル経路に
着目し解析を行った。

３．研究の方法
(1) apoEによる炎症性サイトカイン分泌へ
の影響

apoEの免疫関連部位は受容体結合領域内
133から 149番目のアミノ酸配列にある。そ
こで、このアミノ酸配列のペプチド（Cog133）
を作製し、apoEのモデルとして本実験に用い
た。作製した Cog133の純度は 99.9％以上で
あった。

1x106cells/mlのマウスマイクログリア細胞
BV2を 12ウェルプレートで 37℃、5％CO2
の環境下で静置培養した。24時間後、LPSま
たは LPSと Cog133を加えた新しい培地に交
換しさらに 24時間培養を継続した。このとき
培養上清に含有される TNFα、IL-6の分泌量
を ELISA法で、一酸化窒素の分泌量を培養上
清の Nitrite を指標に Griess 法で計測した。
BV2の継代は 10％FCSを含む DMEM培地を
用い、実験には 1％FCSを含むフェノールレ
ッド不含 DMEM培地を用いた。ELISA法に
はアクティブモチーフ社製 ELISAキットを
用いた。
(2) apoEによるTLR4シグナル経路への影響

LPS刺激による一酸化窒素、TNFα、IL-6
など炎症性サイトカインの産生経路は TLR4
シグナル経路として知られている。この経路
の下流タンパク質である p38MAPキナーゼ、
JNK、ERK、IκBの活性化が Cog133の存在に
よりどのように変化するかウエスタンブロッ
ト法、ゲルシフト法を用いて計測した。BV2
細胞を 6ウェルプレートで培養し LPSまたは
LPSと Cog133を加えた新しい培地に交換 30
分後、細胞を 2回 PBSで洗浄、Laemmliサン
プルバッファーを 200ml加え、得られたタン
パク質溶解液を 95℃・5分で加熱し、ウエス
タンブロットのサンプルとした。ウエスタン
ブロット法に用いた p38MAPキナーゼ、JNK、
ERK、IκBおよびそれぞれのリン酸化抗体、
抗マウス IgGの抗体はいずれもセルシグナル
テクノロジー社製のものを用いた。ゲルシフ
ト法では 1x106cells/mlの濃度で BV2細胞を 6
ウェルプレートで培養し LPSまたは LPSと
Cog133を加えた新しい培地に交換 30分後、
細胞を 2回 PBSで洗浄、常法に従って核抽出
物を得た。γ-32Pによりラベルされた NFκB結
合配列の DNAをプローブとして核抽出物に
加え、氷上で１時間反応後電気泳動した。コ

ールドプローブはラベルしていないプローブ
を用い、スーパーシフトにはセルシグナルテ
クノロジー社製 p65NFκB抗体を用いた。
(3) apoE受容体の関与の測定

Cog133による炎症性サイトカイン分泌抑
制効果に既知 apoE受容体が関与するか調べ
た。BV2細胞を培養、トランスフェクション
試 薬 （ FuGENE6 、 ロ ッ シ ュ 社 ） と
RNAi（Ambion社）の混合試薬を培養上清に
加え細胞に取り込ませた。取り込まれた遺伝
子配列のタンパク質の発現が減弱している事
をリアルタイム PCR法またはウエスタンブ
ロット法にて調べ、50％以上減弱している細
胞の培養上清に LPSまたは LPSと Cog133を
加え 24時間後の培養上清の一酸化窒素分泌
量を調べた。
(4) apoEの TLR4以外の TLRファミリーへ
の効果
ペプチドグリカン（ PGN)、 PolyI:C、

Imiquimodをそれぞれ TLR2、TLR3、TLR7の
アゴニストとして培養上清に加え、２４時間
後の一酸化窒素分泌量を測定し、Cog133によ
る炎症抑制効果を評価した。PGN および
PolyI:Cは Sigma社、Imiquimodは Aldara社よ
り得た。
(5) 他細胞での効果

Cog133による炎症抑制効果がマウスマイ
クログリア細胞以外の細胞でも見られるか、
マウスマクロファージ細胞 RAW264.1、ヒト
単芽球系細胞 THP-1および THP-1を phorbol-
12-myristate-13-acetate（PMA)でマクロファー
ジ様に分化させた細胞を用いて 24時間後の
TNFαの産生量を測定し、Cog133による炎症
抑制効果を評価した。

４．研究成果
(1) apoEによる炎症性サイトカイン分泌へ
の影響

BV2細胞をLPS刺激し、24時間後のNO、IL-
6、TNFαといった炎症性サイトカインの分泌
量を培養上清中の濃度で計測した。LPS刺激
により NOは 17mM、TNFαは 69nM、IL-6は
7.4nMの分泌が見られた。さらにこの培養上
清に Cog133を加えておくと濃度依存的に炎
症性サイトカインの分泌を抑制した。
（Fig.1A, B, C) NO、IL-6、TNFαのいずれに
おいても Cog133濃度が 10µMまで抑制効果
が増加したが、それ以上の濃度では細胞死が
見られ、細胞あたりの炎症性サイトカインの
抑制効果に変化がなくなった。以上の結果か
ら Cog133にはマイクログリア細胞からの炎
症性サイトカインの分泌を抑制する能力を有
する事がわかった。また、今後の実験におい
て Cog133 は細胞死がほとんど見られない
10µMの濃度で用いた。



(2) apoEによるTLR4シグナル経路への影響
マイクログリア細胞において培養上清に添
加されたLPSはTLR4にて受容され、p38MAP
キナーゼ、JNK、ERK、IκB等がリン酸化さ
れる。これにより NOを産生する iNOSが活
性化し、IL-6や TNFα等炎症性サイトカイン
が分泌される。Cog133は LPSによる炎症性
サイトカインの分泌を抑制した。そこで、
Cog133がどのように LPS刺激により産生さ
れる炎症性サイトカインの分泌を抑制される
のかウエスタンブロット法あるいはゲルシフ
ト法を用いて調べた。LPS刺激 30分後、BV2
細胞では p38MAPキナーゼ、JNK、ERK、IκB
のいずれのタンパク質もリン酸化された。こ
のとき、Cog133を同時に加えると p38MAP
キナーゼ、JNK、ERK、IκBのいずれのタン
パク質もリン酸化が抑えられた。（Fig.2A)

さらに、p38MAP キナーゼの上流である
MKK3および 6のリン酸化も LPS刺激により
リン酸化がおこり、Cog133の存在によりリン
酸化が減少した。p38MAPキナーゼ、JNK、
ERKの総量はLPSや apoEで変化しなかった。
一方、IκBの総蛋白量は LPSの刺激により減
少し、Cog133は IκB量の減少を抑制してい
た。（Fig.2A)

IκBはリン酸化を受けると速やかに分解さ
れることが知られている。さらに、通常結合
している NFκBが IκBより遊離し、核に移行
して転写因子として働く。そこで、培養上清
に LPSあるいは LPSと Cog133を加えた BV2
細胞の核抽出を用いてゲルシフト法を行い、
核に移行した NFκB量を計測した。NFκBの
核移行は LPS刺激 30分で増加し、60分後に
最大となり、120分までに速やかに元の状態
に戻る事がわかった。さらに、培養上清に
Cog133を加えておくと NFκBの核移行は優
位に抑えられていた。（Fig.2B) 次に Cog133
の有無による核移行した NFκB量を比較する
ため、LPS刺激 60分後培養上清に Cog133を
加えた BV2細胞と加えなかった BV2細胞か
らの核抽出物を用いてゲルシフト法を行っ
た。プローブのみまたはプローブと刺激を行
っていない細胞からの核抽出物の混合液では
まったくバンドは見られなかった。（Fig.2 C
レーン 1および 2）しかし、LPS刺激を行っ
た核抽出物にプローブを加えるとバンドが見
られた。（Fig.2 C レーン 3）培養上清に
Cog133を含む細胞に LPS刺激を行い得られ
た核抽出物にプローブを加えたとき、バンド
は見られるものの Cog133を含まない培養細
胞より得られた核抽出物よりも明らかにバン
ドは減弱していた。（Fig.2 C レーン 4）以上
の結果から、Cog133は NFκBの核移行を抑制
する事がわかった。ここで見られたバンドが
NFκBであることを証明するために、放射性
同位体で標識を行っていないコールドプロー
ブを加えた。その結果、得られたバンドは消
失した。（Fig.2 C レーン 5）また、核抽出物
とプローブの反応液にさらに NFκBの抗体を
添加しておくとスーパーシフトバンドが見ら
れた。（Fig.2 C レーン 6）
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(3) apoE受容体の関与の測定
Cog133による炎症性サイトカイン分泌抑
制効果に既知 apoE受容体が関与するか調べ
た。あらかじめ apoE受容体 RNAiを取り込ま
せたミクログリア細胞に、LPS刺激で炎症性
サイトカインの産生を行った。このとき
Cog133に炎症抑制抑制効果に変化があるか
どうかを調べた。一酸化窒素を指標として用
い、刺激のない状態で 24時間に放出される一
酸化窒素量を 100としたときの変化を調べ
た。BV2細胞には apoE受容体の LDL受容体
または LRP、あるいはその両方の RNAiを取
り込ませた。apoE受容体の減弱がおこってい
ることはウエスタンブロット法で確認した。
LDL受容体または LRP、あるいはその両方の
RNAiを取り込ませた BV2細胞においても
LPS刺激により一酸化窒素の産生に変化はな
かった。さらに、培養上清に Cog133を添加
するとLPS刺激による一酸化窒素の分泌は減
少した。（Fig.3A) apoE受容体を減弱させて
もCog133の働きに変化がなかったことから、
Cog133による炎症抑制効果には apoE受容体
が関与していないと考えられた。
一方で近年 apoEがスカベンジャー受容体

に結合することが報告された。さらに、LPS
もスカベンジャー受容体に結合する。そこで、
Cog133がスカベンジャー受容体に結合しそ
の下流で TLRシグナル経路を抑制する可能
性を考え、apoE受容体と同様にスカベンジャ
ー受容体の RNAiを作製してその関与を調べ
た。また、RNAiが細胞内で働いていること
はウエスタンブロット法で調べた。スカベン
ジャー受容体 Aまたは CD36の RNAiを取り
込ませてもLDL受容体やLRPと同様、Cog133
による抑制効果に変化はなかった。（データ未
発表）しかし、スカベンジャー受容体 BIの
RNAiを取り込ませた細胞では LPS刺激によ
る一酸化窒素の産生に変化はなかったが、
Cog133 の抑制効果は減少した。（Fig.3B)
さらにスカベンジャー受容体Bのスプライシ
ングバリアントであるスカベンジャー受容体
BIIのバリアント部分由来の RNAiを取り込
ませた細胞を用いて Cog133の炎症抑制効果
を調べた。その結果、スカベンジャー受容体
BI由来の RNAiを取り込ませた細胞と同様、
Cog133による抑制効果は減少した。（Fig.3B)
スカベンジャー受容体Bのノックダウンによ
りCog133の炎症抑制効果が減弱した事から、
Cog133による炎症性サイトカイン分泌の抑
制効果にスカベンジャー受容体Bが関与して
いる事がわかった。
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(4) apoEの TLR4以外の TLRファミリーへ
の効果
ペプチドグリカン（ PGN)、 PolyI:C、

Imiquimodはそれぞれ TLR2、TLR3、TLR7の
アゴニストとして知られ、それぞれの下流シ
グナル経路の活性化を介して炎症性サイトカ
インの産生が起こる。そこで LPSの代わりに
これらを刺激として用い、それぞれの TLRの
下流シグナル経路を活性化させ炎症性サイト
カインの産生を行った。このとき Cog133が
炎症抑制効果を持つかどうかを調べた。
PGN、PolyI:C、Imiquimodで刺激することで、
BV2細胞は一酸化窒素の分泌を行った。一酸
化窒素の産生量はコントロール群と比較して
PGNは 4倍、PolyI:Cは 4.4倍、Imiquimodは
1.5倍であった。この培養上清に Cog133を加
えておくと、PGNまたは PolyI:C刺激による
一酸化窒素の分泌は抑制されたが、Imiquimod
刺激による一酸化窒素の分泌を抑える事はで
きなかった。（Fig.4) 以上の結果から、
Cog133は TLR4のみならず TLR2、TLR3の
下流シグナル経路も抑制することがわかっ
た。また TLR7の下流経路は抑制しないこと
がわかった。

(5) 他細胞での効果
Cog133による炎症抑制効果がマウスマイ
クログリア細胞以外の細胞でも見られるか調
べた。ヒト単芽球系細胞 THP-Iおよびマウス
マクロファージ細胞 RAW264.1を用い、LPS
刺激にて産生される TNFα の分泌量を
Cog133の有無で比較した。ヒト単芽球系細胞
THP-Iの培養上清に LPSを加えると TNFαの
分泌が増加した。このとき、培養上清に
Cog133を加えておくと TNFαの分泌は優位
に抑制された。（データ未発表) さらに THP-
Iを PMAを加えた培地で 3日培養し、ヒトマ
クロファージ様細胞に分化させLPSで刺激し
た。マクロファージ様細胞においても LPS刺
激により TNFαの分泌は増加し、培養上清に
Cog133を加えておくと TNFαの分泌を優位
に抑制した。（Fig.5) また RAW264.1細胞に
おいても LPS刺激により産生した TNFαを
Cog133は抑制した。（データ未発表）以上の
結果から、Cog133による炎症抑制効果はマウ
スのみならずヒトでも見られ、さらにマイク
ログリア細胞のみならず単球、マクロファー
ジ細胞などでも見られる事がわかった。
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以上の結果、apoEは TLRシグナル経路の活
性化を抑制する事でその下流の炎症性サイト
カインの分泌を抑制する事がわかった。また、
TLR4のみならずTLR3やTLR2シグナル経路
の活性化も抑制する事がわかった。この apoE
による炎症抑制効果はヒト細胞でも見られ、
マイクログリア細胞のみならず単球細胞やマ
クロファージ細胞でも見られる事がわかっ
た。
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