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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病脳の２大特徴である老人斑と神経原線維変化を指標にして分類された７１
人の凍結脳（嗅内野、側頭葉、前頭葉）の２１３箇所からRNAを抽出した。 エクソンアレイ法によるmRNA半定量、次世
代シークエンサーによる非翻訳RNA解析を行い、健康脳から病巣の進展に伴って変動する８種類のmRNAおよび５種類の
非翻訳RNAを同定した。リスクSNPがイントロンや遺伝子の外にあることを理解するために、SK-N-SHならびにU-251を用
いて、染色体上離れた遺伝子間相互作用を検出するゲノム高次構造解析のTethered Conformation Capture法の基盤技
術を確立した。

研究成果の概要（英文）：Major neuropathological features of Alzheimer’s disease are senile plaques and 
neurofibrillary tangles .To identify genes relevant to neuropathological expansion defined by the Braak 
stage, we conducted whole-genome exon array analysis with 213 human postmortem brain tissues from the 
entorhinal, temporal and frontal cortices of 71 brain-donor subjects. We identified eight mRNAs and 5 
non-coding RNAs associated with the progression of the characteristic lesion of Alzheimer’ disease brain 
diagnosed by Braak stage.We hypothesized that the phenotype-associated SNPs may spatially contact with 
distal genomic loci and may lead to regulate the gene expression. To analyze the relationship between the 
gene expression profiles by exon array and the higher-order chromatin structure data, we used the 
tethered conformation capture (TCC) method in the human neuroblastoma cell line, SK-N-SH, and the glioma 
cell line, U-251MG.

研究分野：神経分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
（１）アルツハイマー病は、個人ゲノムの
多様性を背景に体内外環境因子によって発
症すると考えられる。アルツハイマー病の
もっとも強力なリスク遺伝子として、第 19
番染色体の APOE が知られているが，λs
（5.0）＞λAPOE（2.5）であることから、
APOE に匹敵する感受性遺伝子がまだ存在
するとされた。新規アルツハイマー病リス
ク遺伝子の探索を目標に、高密度 SNP
（Single Nucleotide Polymorphism）を用
いたゲノムワイド関連解析 (GWAS ：
Genome-wide Association Study)が数年間
精 力 的 に 行 わ れ て き た 。 AlzGene
（http://www.alzgene.org/）によると、
1395の研究で695の感受性遺伝子が報告さ
れた。 
 
（２）孤発性アルツハイマー病のリスク遺
伝子は、SNP ベースの大規模関連解析によ
って同定されている。それらの SNP のほと
んどがイントロンまたは近傍の遺伝子上流
か下流にあるために、翻訳されるアミノ酸
配列は健常者と同じであり、タンパク構造
に異常をもたらさない。リスク SNP がアル
ツハイマー病発症にどのように関与するの
か、遺伝子発現に影響を与える核内ゲノム
の分子機構が不明の状況である。 
 
（３）次世代シークエンサーが開発され、
ハイスループット網羅的ゲノム構造解析
が可能になった。 
 
（４）タンパク間相互作用、転写制御領域
などの公開データベースが充実してきた。 
 
２．研究の目的 
多くの病気と同じようにアルツハイマー病
も遺伝素因が関係するが、最大のリスクは
加齢である。個人ゲノムの多様性をベース
に、細胞老化や生活習慣など体内・体外環
境の影響を受けて、アルツハイマー病を発
症すると考えられる。受精後の個人ゲノム
配列は変わらない。ゲノム配列に書かれて
いない遺伝子は存在しない。ではどのよう
にして、不変であるゲノム配列情報から多
種多様な環境に対応して遺伝子発現が起こ
るのか？この遺伝子発現制御の解明を目的
に焦点を絞り、正常〜発病〜進行過程を説
明するターゲット分子を同定する。 
 
（１）遺伝子発現解析：GWAS で得られるリ
スク領域の遺伝子によって、アルツハイマ
ー病を直接説明できるかを検討する。剖検
時に神経病理学的に診断された凍結ヒト脳
を対象に、脳病変の進行に伴って変動する
mRNA を定量する。リスク領域にある遺伝子
で病理組織学的な病勢が説明できるかを検
討する。 
 

（２）ゲノム高次構造解析：遺伝子発現は、
その遺伝子のプロモーターだけでなく核内
のゲノム高次構造がもたらすとの仮説を立
て、その分子機序を明らかにする。モデル
実験系として性質の異なる培養細胞を用い
て、染色体上離れた領域同士の空間的相互
作用をしらべる。 
 
（３）非翻訳 RNA 解析：リスク SNP がイン
トロンまたは遺伝子の外にあることから、
非翻訳 RNA の機能解析に焦点当てる。ヒト
凍結脳における非翻訳 RNA（マイクロ RNA）
の量的変動を測定し、マイクロ RNA がター
ゲットする mRNA を同定し、その mRNA がコ
ードするタンパク分子の機能とアルツハイ
マー病の発症過程との関連を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム高次構造の解析方法の確立：
転写制御はその遺伝子のプロモーターなど
の一次配列だけではなく、染色体上離れた
領域が３次元高次構造を介して互いに近接
して作用するとの仮説を、Chromosome 
Conformation Capture Sequence (3C-Seq)
法 を 改 良 し た Tethered chromosome 
Capture(TCC)法を採用して証明する。 
①そのための基盤研究として培養細胞実験
系を確立する。ニューロン由来の SK-N-SH 
とグリア由来の U-251MG 培養細胞を用いる。 
②SK-N-SH と U-251 のそれぞれの細胞で、
高発現 mRNA（5 個）、低発現 mRNA（5 個）、
同程度発現 mRNA（３個）をエクソンアレイ
で選別する。 
③培養細胞をフォルマリンで軽く固定し、
酵素処理を経て空間的に近接している DNA
同士を結合する。 
④次世代シークエンサーで人工的に連結さ
れた DNA の両端から解読し、ヒト全ゲノム
配列を参照にして、細胞ごとに異なって近
接する DNA および転写制御エレメントを同
定する。 
 
（２）凍結ヒト脳における遺伝子発現解析： 
アルツハイマー病脳は、２大組織病変であ
る老人斑と神経原線維変化の出現部位と程
度によって分類（Braak 分類）される。こ
の病巣の進展（嗅内野->側頭葉->前頭葉）
に伴って変動する mRNA 量をエクソンアレ
イで半定量する。 
 
（３）非翻訳 RNA（マイクロ RNA）解析：凍
結脳組織から非翻訳低分子 RNA を調製し、
次世代シークエンサーで解析する。シーク
エンスのリード数で発現量を計算し、公開
データベースの非翻訳低分子 RNA 配列情報
を参照して、アルツハイマー病脳病変に伴
うマイクロ RNA を探索し、発現変動する
mRNA との関連を調べる。 
 



（４）ゲノム相互作用解析：公開されてい
る既存データベースをもとに高度な情報学
を駆使して、転写制御領域と相互作用する
機能遺伝子群との関連をコンピューター上
で抽出し、実験から得られるアルツハイマ
ー病脳の変動遺伝子の生データを評価する。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子発現解析：アルツハイマー病
の発症や進行を説明するために、脳組織に
おける遺伝子発現状態を直接解析する研究
をおこなった。アルツハイマー病脳の2大特
徴である老人斑と神経原線維変化を指標に、
正常、中等度、重度の段階が病理学的に分
類（Braak分類）される。Braak分類された
７１人の脳3カ所（嗅内野、側頭葉、前頭葉）
からRNAを抽出し、 エクソンアレイ法によ
るmRNA半定量、ならびに次世代シークエン
サー解析をおこなった。健康脳から重症脳
へ病巣の進展に伴って変動する8種類の
mRNAを同定した。これらは大きく4つのクラ
スターに分けられ、相互に関連することが
示した。 
 
（２）非翻訳RNA解析：低分子RNA のうちア
ルツハイマー病脳の病巣進展を反映して、
有意に変動するマイクロRNAを数個見出し
た。 
 
（３）ゲノム高次構造解析：脳部位が固有
の機能を発揮しているのは、それぞれの細
胞に特異的な遺伝子発現があると考えられ
る。染色体上離れた転写調節機構をゲノム
高次構造から解明するTCC法を導入し、その
基盤技術を培養細胞系で確立した。ニュー
ロン由来のSK-N-SHおよびグリア由来の
U-251MG培養細胞をモデルに、TCC法を用い
て細胞特異的な染色体相互作用が存在する
ことを見出した。イントロンや遺伝子間に
転写制御領域があることが推測されるので、
アルツハイマー病に特徴的な病巣が時間経
過と解剖学的広がって変動する本質的な遺
伝子を同定し、その遺伝子がコードしてい
るタンパク分子の機能解析研究に展開する
結果が得られた。 
 
（４）高度な情報学解析：我々の生データ
および公開データベースを参照に、染色体
上離れたイントロンと変動遺伝子との相互
作用、タンパク間相互作用、同一代謝パス
ウェイまたは機能モジュールに存在する異
なるリスク遺伝子の同定、などについて情
報学的に解析を行った。これらの生物学的
証明は今後の課題であるが、一つの方法と
して、培養細胞系を用いた分子生物学実験
ならびに代謝マップや文献から検証する。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
http://alzdb.bri.niigata-u.ac.jp  
日本人の家族性アルツハイマー病のデータ
ベースを公開（JFAD: Japanese Familiar 
Alzheimer’s Disease Database）。 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 桑野 良三（KUWANO, Ryozo） 
 新潟大学・脳研究所・フェロー 
 研究者番号：20111734 
 
(2)研究分担者 
 池内 健（IKEUCHI, Takeshi） 
新潟大学・脳研究所・教授 
 研究者番号：20372469  
 
(3)連携研究者 
 宮下 哲典（MIYASHITA, Akinori） 
新潟大学・脳研究所・助教 
 研究者番号：60323995 
  
 中谷 明弘（NAKAYA, Akihiro） 
 新潟大学・研究推進機構・准教授 
 研究者番号：60301149 

 

 
 


