
403

原 著

リポ蛋白受容体LR11/SorLAによるisoform依存性

ApoE代謝調節機構の解析

矢 島 隆 二

新潟大学大学院医歯学総合研究科

分子細胞医学専攻神経内科学分野

(主任 :西揮正豊教授)

Isoform-dependent ApoE Metabolism Regulated by Lipoprotein 

Receptor LR11/SorLA

Ryuji YAJIMA

N1-1'gataUnjversllかGraduateSchoolofMedL'caImdDentalScJ'ence

Course血rMolecularandCellulaL･MedL'cL'ne

MolecularNeuTOSCJ'enceandBraL'nDL'seaseNeurology

(Dl'LleCtOT.lProLMasatoyoNISHIZ4W:A)

要 旨

アルツハイマー病 (AIzheimerdisease:AD)は最も頻度の高い認知症であり,その主要な病

理変化の一つに/ヲアミロイド (AP)の蓄積がある.ADの最大の遺伝的リスクとしてAPOE遺
伝子多型が知られている.Aβは,その代謝システムとしてアポリポ蛋白E(ApoE)と複合体

を形成し細胞内に取り込まれる機序が知られている.LRll/SorIJAはA/?の産生 ･代謝を調節

するリポ蛋白受容体であり,その細胞外領域にApoEと結合するドメインを有している.本研

究では,全長型LRll血11-1engthLRll:FL-LRll)がisoform依存性にApoEを細胞内に取り

込む可能性について培養細胞を用いて検討した.HEK293T細胞にApoE-GFPを遺伝子導入し,

その培養液をFL-LRllを導入したN2a細胞に添加し,分泌ApoE-GFPのN2a細胞への取り

込みを検討した.N2a細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察すると,培養液中のApoE-GFPが

LRllを介して細胞内に取り込まれた.ApoE2,E3,E4を遺伝子導入したドナーHEK293T細胞

とFL-LRllを遺伝子導入したレシピエントN2a細胞の共培養実験を行ったところ,LRllの強

制発現により分泌ApoE3及びApoE4のレシピエントN2a細胞内への取り込みが克進した.-
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方で,分泌ApoE2ではレシピエントN2a細胞への取り込みの冗進は認めなかった.共免疫沈降解

析を行ったところ,ApoEとIRllは細胞の内外で複合体を形成した.ApoE-IRll複合体形成量

は,ApoE4>ApoE3>ApoE2の順で増加していた.本研究により,FL-IRllはApoEisoform 依
存性にApoEと結合し,その親和性に応じてApoEを細胞内に取り込むことが示唆された.

キーワード:アルツハイマー病,LRll/SorIA,βアミロイド,アポリポ蛋白E

は じ め に

アルツハイマー病 (Alzheimerdisease:AD)は

老年期に生じる認知症の中で最も頻度が高い疾患

であり,人口の高齢化に伴って患者数が急増して

いる1)2).AD脳の主な病理学的特徴は,①βアミ

ロイド (Am yloid-P:AP)を主要構成成分とす

る老人斑,②リン酸化タウを主要構成成分とする

神経原線維変化,③大脳皮質や海馬を中心とする

神経細胞脱落である.老人斑の出現はAD病理の

最も初期のイベントと考えられ,AD病態の中心

的な役割をA,了が担うと考える｢アミロイド仮説｣

が広く受け入れられている3).AI?はアミロイド

前駆体蛋白 (amyloidprecursorprotein:APP)か

ら産生される.APPは二つの経路によりプロテア

ーゼ切断を受ける.一つ目は後期エンドゾ-ムに

おいてβセクレターゼとγセクレターゼ切断を受

けるA/ヲ産生経路,もう一つが細胞表面において

αセクレターゼ切断をうけるA/ヲ非産生経路であ

る.主なAβ分子種はA/940であるが,量は少な

いもの凝集性が高い分子種はA/942であり4),A

p42のオリゴマーは神経毒性が高い5).APの分

解システムは多様であるが,アポ リポ蛋白 E

(ApoE)との複合体形成を介しAβを除去する経

路が最近注目されている.

ADの危険因子としてAPOE遺伝子多型が知ら

れている.APOEE2はADの発症 リスクを減少さ

せ,APOEE4はADの発症 リスクを増加 させる.

APOEE3/3を基準とした日本人でのAD発症のオ

ッズ比は,E3/4で5.6,E4/4で33.1となること

が報告されている6).ApoEは中枢神経系ではグ

リア細胞より主に分泌 される7).High -density

lipoprotein(HDL)と結合 したApoEはAβと複

合体を形成し,リポ蛋白受容体を介して神経細胞

に取り込まれる機構が提唱されている8)9).ApoE

をリガンドとするリポ蛋白受容体であるLDL受

容体 (LDLR)を過剰発現 させると,脳内ApoE

及びA/ヲが減少する10).一方,LDLRを欠損した

マウスでは脳内A/9蓄積が元進することから11),

ApoEを介したAβの神経細胞内への取り込みは

AD病態に対して保護的作用があると推測される.

一方で,細胞内においてAPはライソゾームに輸

送されて濃縮され 12),酸性環境下で濃縮されたA

βは凝集性が高まることと合わせると13)14)細胞

内Aβは老人斑のシード形成を助長するという考

えも提唱されている9).このようにAβの細胞内

への取り込みがAD病態にどう寄与するのかはま

だ結論が出ていない.

Aβの産生および代謝を調節する分子としてリ

ポ蛋白受容体 LRll/SorIJAが注 目されている.

LRll/SORLlはLDL受容体遺伝子ファミリー分

子としてクローニングされたⅠ型膜蛋白 トポロジ

ーを有する-250kDaのリポ蛋白受容体であり,

神経細胞に強く発現している15卜 17).LRllは主

にゴルジ体やエンドゾームを主体とした細胞質内

に発現しており,約 10%程度が細胞表面に発現

している18)19).LRllは,LDLRのリガンド結合

領域に存在する11個の繰 り返 し配列 (comple一

ment-typerepeats)と,後期ゴルジでの蛋白輸

送 に重 要 な vacuolarproteinsorting10protein

(ⅥslO)に類似したドメインを有している15).坐

長型 LRll(full-1engthLRll:FL-LRll)はN末

端近傍のⅥ)SIO類似 ドメイン内でhrinによる切

断を受けて成熟型 となり16)20),さらに成熟型

LRllはメタロプロテアーゼであるTNF-α変換

酵素 (TACE)によって膜貫通領域直上の細胞外
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領域で切断を受ける20).TACEで切断 されたN

末断片は可溶型 LRll(solubleLRll:sLRll)と

して分泌 される.また細胞表面に発現 している

LRllはApoE含有 リポ蛋白を細胞内に取り込む

作用を有することから15)21),LDLRと頬似の機序

でAJタを神経細胞内に取 り込むことが想定され

る.SandwichELISA法を用いたAD患者におけ

る髄液中sLRllの定量解析では,AD患者髄液中

のsLRllは健常コントロールや前頭側頭葉変性

症と比較して有意に高値を示すことが報告されて

いる22).興味深いことに,APOEe4陽性のAD患

者では,APOEE4陰性のAD患者に比 してsLRll

が有意に高かった22).また,LRllの遺伝子多型

は孤発性ADの発病リスクになることが日本人を

含めた相関解析により示 されている23)24).最近

になり,LRllの ミスセンス変異が家族性アルツ

ハイマー病患者に同定された25).vpslOドメイ

ン内の二つの ミスセ ンス変異 (Tyr141Cys,

Gly511Arg)は)'nsL'11'co解析で病原性が高いと推

定されており,変異LRllがどのような機序でア

ルツハイマー病 ･病態に関与するかの解明が待た

れる.

本研究では,APOE遺伝子多型がADの発症リ

スクとなることに着目し,LRllがApoEisoform

依存性にApoE代謝を調節している可能性につい

て検討した.

材料と方法

1.プラスミドの作成

全長型ヒトLRllcDNAプラスミドは,プライ

マーとしてFL-LRllforwardprimer:5'-GGGCT

CGAGATGGCGACACGGAGCAGCAG-3'ぉよび

FL-LRllreversepnmer:5'-GGGGAm CGG

CTATCACCATGGGGACGTC-3',鋳型として全

長型ヒトLRllのcDNAORFclone(0rigene)を

用いて,FL-LRllの cDNA (GeneBankacces-

sionnumberNM_003105)をPCR法で増幅 させ

作成 した.得られたcDNAに刃】oIおよびEcoRl

で制限酵素処理を行い,DNAugationKit(Takara)

を用いてpcDNA3.i-mychisベクター(Invib･ogen)

に挿 入 した.ヒ トApoEcDNAプラス ミドは,

ApE3(NM_000041)humancDNAclone(0rigene)

を制限酵素処理し,DNALigationKit(Takam)を

用いてpeDNA3.1+ベクター (Invitrogen)に挿入

した.GeneTanersite-directedmutagenesissystem

(Invitrogen)を剛 ､,ApoE2cDNAおよびApoE4

cDNAを作成 した.EGFP発現 ヒ トApoEcDNA

プラスミドは,プライマーとしてKozak-ApoE

forwardprimer:5'-GGGGAm CAAGATGAAGG

TTCTGTGGGCmC-3'およびApoEreversepdm-

er:5'-GGGGGATCCGTGm GTCGCTGGGCAC

-3',鋳型としてApoE3-pcDNA3.1+cDNAプ
ラスミドを用いて,ApoE3のcDNAをPCR法で

増幅させた.得られたcDNAにEkoRIおよび月加止丑

で制限酵素処理を行い,DNALigationKt(Thkam )

を剛 1てpEGFP-N3ベクター (Clontech)に挿入

した.同様の実験をApoE2CDNA,ApoE4CDNA

に対 して行い,それぞれApoE2-GFP,ApoE4-

GFP-N3cDNAを得た.

2.細胞培養と遺伝子導入

Neuro2aマウス神経芽腫細胞 (N2a細胞),ヒ

ト胎児腎細胞 (HEK293T細胞)を使用した.N2a

細 胞 は,Dulbecco'smodi鮎dEagle'smedium

(DMEM)(Gibco)および Opti-MEM (Gibco)

を等量混合し,ウシ胎仔血清 (Fetalbovinesemm:

FBS)5%,非必須 ア ミノ酸 (Non-Essential

AminoAcids:NEAA)(Gibco)1%を添加した培養

液で培養 した.ヒトApoE2,3,4を各々安定発現

するN2a細胞を作成 し,同様の組成の培養液に

G-418(Calbiochem)200〃g/mlを添加 した培

養液を用いて培養した.HEK293T細胞はDMEM

にFBS10%を添加した培養液で培養した.遺伝子

導入にはLipofectamine2000(Invitrogen)また

はⅩ-tremeGENE(FugeneHD)を用いた.

3.ウェスタンブロット

細胞培養液 を回収 した後,PBS(Phosphate

bufferedsaline)で2回洗い,lysisbuffer(150mM

NaCl,50mMTriS-HCl(pH7.4),0.5% NP140,

0.5%Sodiunldeoxycholate,5mMEDTA)を用い
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て細胞を溶解し,遠心上清を細胞ライセイトとし

て回収 した.細胞 ライセイ トに samplebu鮎r

(95%hemmliSampleBuffer(BIO-RAD),5形

2-Mercaptoethanol(SIGMA))を加え,96℃で

5分間処理した.サンプルをSDS(Sodiumdode-

cylsulfate)ポリアクリルアミドゲルによる電気

泳動により分離し,PVI)F(Polyvinyhdenedifluo-

ride)膜 (Millipore)に転写した.FL-LRll及び

sLRll,ApoE,GFP,actinの検出には,それぞれ

抗 LRll抗体 (48/LRll)(BDTransductionI.abo-

ratories),抗ApoE抗体 (E6D7)(Sigma),抗GFP

抗体 (1E4)(MBL),抗Actin抗体 (ト 19)(Sanb

CmzBiotechnology)を1次抗体 として用いた.

HRPを標識 した二次抗体をImmobilonWestem

ChemiluminescentHRPSubstrate(Millipore)に

より可視化し,densitometryによる半定量化を行

った.

4.共焦点レーザー顕微鏡

Ⅹ-tremeGENE試薬を用いてApoE3-pEGFP-
N3cDNAをHEK293T細胞に対 し一過性に導入

した.また同時にN2a細胞をglassbo仙)mdish

に撒き直し,FL-LRllcDNAを遺伝子導入した.

遺伝子導入24時間後にN2a細胞の培養液を破棄

して,HEK293Tの培養液と交換 した.さらに24

時間後にN2a細胞の位相画像 (phase)とGFP

画像 (GFP)を共焦点レーザー顕微鏡で観察を行

い,細胞内に取り込まれたApoE3-GFPをAqua

Cosmos(HamamatsuPhotonics)で解析した.

5.共培養システム

HEK293T細胞をドナー細胞として1.OFLmpOre

の CellCultureInserts(BDFalcon)に培養 し,

レシピエント細胞であるN2a細胞と共培養を行

った.HEK293T細胞にApoE2,ApoE3,ApoE4の

各種ApoEcDNAまたはApoE-pEGFPcDNAを

一過性に遺伝子導入した.N2a細胞には,mock

もしくはFL-LRllcDNAを遺伝子導入した.過

伝子導入24時間後,ドナー細胞 (HEK293T)と

レシピエント細胞 (N2a)の共培養を開始 した.

共培養開始24時間後に培養液と細胞ライセイト

を回収してウェスタンブロットを行った.

6.共免疫沈降

HEK293T細胞に各ApoEgenotypeに対応する

ApoEcDNAとFL-LRllcDNAを同時に遺伝子

導入した.24時間後に培養液をOpti-MEMに交

換し,さらに24時間後に培養液と細胞ライセイト

を回収した.培養液を用いた共免疫沈降は,バッ

フ ァー (150mMNaCl,50mMHEPES(pH7.5),

0.4%CHAIS)を剛 1,細胞ライセイトには150ITiM

NaCl,50mMHEPES(pH7.5),1.00/0CHAISを含ん

だバッファーを用いた.免疫沈降には抗uill抗体

(48/LRll)(BDTransductionI.aboratories),玩

ApoE抗体 (AB947)(Millipore)を用いた.その

後 proteinGMagsepharose(GEHealthcare)を

加えて更に2時間反応 させ免疫複合体を回収 し

た.Samplebufferを加え,96℃で5分間処理後に

SDS-PAGEにてタンパクを分離後,免疫プロッ

トを行った.

7.統計解析

解析データは平均±標準誤差で表示した.2群

間の統計解析は studentのt検定 を行い,p<

0.05を有意水準とした.免疫プロットの定量は,

対照群の平均を基準とした時の対象群の相対平均

値を算出した.

結 果

1.FL-LRll一過性導入による培養液および細

胞内ApoE量変化

ApoE3を安定発現するN2a細胞にFL-LRll

cDNAを遺伝子導入し,培養液を交換後,培養液

および細胞ライセイトに含まれるApoEの経時的

変化をウェスタンブロットで検討 した (図 1A).

培養液中に分泌される34kDaのApoE3は培養液

を交換後,時間依存性に増加した.FL-LRll導入

細胞は,非導入細胞と比較すると細胞培養液中の

分泌ApoE量が低下していた (図 1B).次に,ヒ

トApo2,3,4を安定発現するN2a細胞 にFL-

LRllcDNAを遺伝子導入し,培養液および細胞
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図1ApoE安定発現細胞を用いたFL-LRllによるApoEの変化

(A)N2aApoE3安定発現細胞にFL-LRllcDNAを一過性に導入し,24時間後に培養液を交換後,培養液と細胞

ライセイトを経時的 (2,4,8,12,24時間)に回収してウェスタンブロットを行った.ローディングコント

ロールとして抗アクチン抗体によるプロットを行った.

(B)ApoEプロットをdensitometryにより定量し,培養液/ライセイトApoE比率を算出した (n-3).FL-LRll

の導入により,培養開始24時間後の培養液/ライセイトApoE比率は有意に減少した (辛,p<0.05).
(C)ApoE2,3,4を安定発現させたN2a細胞にFL-LRllcDNAを一過性に導入し,24時間後に培養液と細胞ライ

セイトを回収してウェスタンブロットを行った.細胞培養液中のApoE,細胞ライセイト中のFL-LRll及び

ApoEを免疫プロットで検出した.

(D)ApoEをdensitometⅣにより定量し,培養液/ライセイトApoE比率を算出した (n-3).FL-LRllの導入

により,ApoE3およびApoE4安定発現細胞の培養液/ライセイトApoE比率は有意に減少した (辛,p<0.05).

ライセイ トのApoE量をウェスタンブロットで検

討 した (図 1C).ApoE3,ApoE4安定発現細胞に
FL-LRllを遺伝子導入すると,FL-LRll非導入

細胞 と比較 して培養液/ライセイ トApoE比率は

有意に減少 した.一方,ApoE2安定発現細胞では

FL-LRll導入による培養液/ライセイ トApoE比

率の変化を認めなかった (図 1D).

2.共焦点レーザー顕微鏡を用いたApoE-GFP

の細胞内取り込み解析

分泌されたApoEが細胞内に取 り込まれる現象

を可視化するために,ApoE-GFP融合 タンパ ク

を用いた共焦点レーザー顕微鏡による細胞の蛍光

観 察 を行 った.HEIC293T細胞 に ApoE3-GFP

cDNAを一 過 性 に導 入 し,24時 間 後 に分 泌

ApoE3-GFPを含む培養液を回収 した.この培養

液 を,FL-LRllcDNAを導入 した N2a細胞に添

加 し,ApoE3-GFPの細胞内への取 り込みを共焦

点レーザー顕微鏡で観察 した (図 2A).FL-LRll

を導入したN2a細胞では,ApoE3-GFPの細胞内

への取 り込みが著明に増加 した (図 2B).
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(A)実験の模式図.HEK293T細胞にApoE3-pEGFPcDNAを一過性に導入した.また,glassbottomd豆sh上の

N2a細胞にFL-LRllcDNAを一過性に導入した 遺伝子導入24時間後,N2a細胞に分泌ApoE-GFPを含

有するHEK293Tの培養液を添加した.さらに24時間私 N2a細胞の位相画像 (phase)とGFP画像 (GFP)

を共焦点レ-ザ-顕微鏡にて観察した.

(B)細胞内に取り込まれたApoE3-GFPを共焦点レ-ザ-顕微鏡で観察 した.FL-LRllを強制発現 させたN2a

細胞では,ApoE3-GFPのN2a細胞内への取り込みが著明に増加した (bar-30/1m).
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図3 共培養システムの模式図とApoEの細胞内取り込みの検討

(A)共培蕎システムを用いた実験の模式臣乳 ドナ-HEK293T細胞に各ApoEgenotypeに対応するApoEeDNA

を一過性に導入した.またレシピエントN2a細胞にはFL-LRllcDNAを一過性に導入した,遺伝子導入24

時間後に其培養を開始し,さらに24時間橡に培養液とN2a細胞ライセイトを回収 してウェスタンブロット

を行った.

摘) ドナーHEK293T細胞にApoE3-PEGFP,軸oE3,GFPeDNAを一過性に導入し,レシピエントN2a細胞へ

の取り込みを評価 した.ApoEおよびApoE-GFP発現細胞では,レシピエント細胞内にApoEが取り込まれ

た.一方,GFP発現細胞では培養渦中にGFPが検出されたが,レシピエント細胞への GFPの取 り込凱 まみ

られなかった.
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図4 共培養システムを用いたisoform依存性のApoEの細胞内取り込みの検討

(A)ドナーHEK293T細胞に各ApoEgenotypeに対応するApoEcDNAを一過性に導入し,FL-LRllcDNAを一

過性導入したレシピエントN2a細胞へのApoEの取り込みを評価した.細胞培養液中のApoE,N2a細胞ライ

セイト中のFL-LRll,ApoE,actinを免疫プロットで検出した.

(B)免疫プロットで検出したApoEおよびactinをdensitometryにより定量した (n-3).FL-LRllの導入によ

りApoE3およびApoE4の培養液/ライセイ トApoE比率は有意に減少 した (辛,p<0･05,**,p<0･01)･
ApoE3およびApoE4のライセイトApoE/actin比率も有意に増加した (*,p<0.05).

cDNAを一過性導入したレシピエントN2a細胞へのApoE-GFPの取 り込みを評価 した.細胞培養液中の

ApoE-GFP,N2a細胞ライセイト中のFL-LRll,ApoE-GFP,actinを免疫プロットにより検出した･

(D)免疫プロットで検出したApoE-GFPおよびactinをdensitometryにより定量した (n-3).FL-LRllの導

入により,ApoE3およびApoE4の培養液/ライセイ トApoE-GFP比率は有意に減少した (*,P〈O.05,**,
p<0.01).またApoE3およびApoE4のライセイ トApoE-GFP/actin比率も有意に増加した (**,p<0･0虹

3.FL-LRllを介 した ApoEisoform毎の細

胞内取り込みの検討

FL-LRllを介したApoEの細胞内取り込みが

ApoEisofom 依存性に生じるか否かを共培養ア

ッセイにより検討した (図3A).まず,共培養ア

ッセイで ドナー細胞が分泌するApoEが,レシピ

エント細胞にApoE依存性に取り込まれるか否か

を検討した.ドナーHEK293T細胞にGFPタンパ

クを発現させた場合,分泌 GFP単独ではレシピ

エントN2a細胞に取り込まれなかった (図3B).

一方,ドナーHEK293T細胞にApoE単独もしく

はApoE-GFP融合タンパクを発現させると,そ

の分泌 ApoEはレシピエントN2a細胞に取 り込

まれた (図 3B).このことから,レシピエント

N2a細胞の細胞内取り込みがApoE依存性に生じ

ることが示唆された.

次に,ドナーHEK293T細胞にApoE2,ApoE3,

ApoE4の遺伝子導入を行い,ドナー細胞から分泌

されたApoEのレシピエントN2a細胞への取 り

込みを検討 した (図4A).FL-LRllを遺伝子導
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図5 共免疫沈降を用いたApoEとLRllの複合体形成の検討

(A)HEK293T細胞に,各ApoEgenotypeに対応するApoEおよびFL-LRllcDNAを同時に導入し,培養液とラ

イセイ トを回収 した.回収サンプルを抗LRll抗体および抗ApoE抗体 (AB947)を剛 1て共免疫沈降 し,ウ

ェスタンブロットを行った.免疫沈降の陰性コントロールとして非特異的IgG抗体を用いた.

(B)抗ApoE抗体と抗LRll抗体で検出されたバンドをdensitometryで定量した.免疫沈降 されたバンド/input

ライセイトのバンドを算出し,共免疫沈降の効率を検討した.ApoE2の免沈効率を基準に,ApoE3,ApoE4の

共免疫沈降の効率を算出した.

人したレシピエントN2a細胞とApoE3,ApoE4

を分泌するドナーHEK293T細胞の共培養を行う

と,培養液/ライセイトApoE比率は有意に減少

した (図4A,4B).またレシピエントN2a細胞ラ

イセイ ト中のApoEも有意に増加 した (図 4A,

4B).一方で,ApoE2を発現するドナー細胞との

共培養では,レシピェントN2a細胞のApoE量は

有意な変化を認めなかった (図4B).同様の実験

として,ドナーHEK293T細胞にApoE-GFP融

合タンパクを導入し,レシピエントN2a細胞との

共培養による解析を行った.図4Bで示 された結

果と同様に,ApoE3-GFPおよびApoE4-GFPを

分泌するドナー細胞との共培養では,レシピエン

ト細胞の培養液/ライセイトApoE-GFP比率は

有意に減少した一方で,ApoE2-GFP分泌 ドナー

細胞との共培養ではApoE-GFP比率に変化を認

めなかった (図4C,4D).

4.共免疫沈降法を用いたApoEとLRllの複

合体形成の検討

LRllによるApoEの細胞内取 り込みがApoE

isofom により異なることから,ApoEとLRllの

複合体形成がApoEisofom により変化するか否

かについて共免疫沈降により検討した.HEK293T

細胞にApoE2,ApoE3,ApoE4cDNAそれぞれと

FL-LRllcDNAを同時に遺伝子導入し,培養液

および細胞ライセイトを用いて共免疫沈降を行っ

た.培養液中および細胞ライセイトにおいて,玩

ApoE抗体を用いた免疫沈降により回収された複

合体は抗 LRll抗体で検出され,また抗 LRll抗

体により回収された複合体は抗ApoE抗体で認識

されたことから,ApoEとLRllは細胞の内外で

複合体を形成することが示唆 された (図 5A).

ApoE-LRll複合体形成量は,ApoE4>ApoE3>
ApoE2の順で増加していた (図5B).
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考 察

ApoEおよびLRllともにAD発症との関連が

示唆されている分子であるが,これらの分子がど

のような相互作用を有するかは明らかにされてい

ない.本研究では,APOE遺伝子多型がADの発

症リスクとなること6),神経細胞にApoE受容体

であるFL-IRllが強 く発現 していること 17),

LRllはApoE結合領域を有するという知見を背

景 に,ApoEisofom に着 目 した LRllによる

ApoE代謝調節を検討した.本研究により明らか

になった点として,1)ApoEの細胞内取り込みが

LRllの強制発現により増強する,2)その効果は

ApoEisofom により異なっている,3)細胞内外

でApoE-LRll複合体が形成され,その親和性が

ApoEisoformにより異なることがあげられる.

125卜VLDLを用いた培養細胞の実験では,細胞

表面のFL-LRllはApoEを細胞内に取り込む作

用が報告されている15)21).本研究の共焦点レー

ザー顕微鏡を用いた検討においても,分泌ApoE

がLRll依存性に細胞内に取り込まれることが観

察された.一方,FL-LRllとApoEの相互作用を

ApoEisofbm に着目し検討 した報告は今までに

ない.本研究で行った共培養システム解析では,

分泌されたApoE3,ApoE4に対してLRllは有意

にApoE細胞内取り込みを促進したが,ApoE2に

対してはその効果が乏しいことが示された.LDL

受容体ファミリー分子とApoEisoformの親和性

についての検討としては,LDLRがApoE2との親

和性が低いという報告がある26).その理由とし

て,ApoE2では158番目のアミノ酸がシステイン

であるため,ApoE分子内に生 じるsaltbridgeの

位置が他のisofom と異なり,その結果として受

容体結合領域に存在するArg150がAsp154とsalt

bridgeを形成す る機序 が考 えられている 27才

LRllがApoEを細胞内に取 り込む機序は明らか

でないが,共免疫沈降解析でApoE-LRll複合体

形成が示唆されたことから,リガンドー受容体の

相互作用によりApoEがLRllを介して細胞内に

取り込まれる可能性が考えられた.LDLRを介し

たエンドサイトーシスにクラスリン被覆が必要な

ことから28),LRllを介したエンドサイ トーシス

にもクラスリンの関与が想定される.

本研究で示 されたisoform 依存性ApoE-LRll

相互作用とAD病態の関連については未だ不明な

点が多い.生体内ではApoEはC末端部でA/･9と

結合し29)30),ヒトApoEはAD病態に保護的に働

くと考えられている31).また,AD患者剖検脳を

用いた検討や 32ト 34),LRllのノックアウ トマウ

スをADモデルマウスと掛け合わせた際の脳病変

の検討からは35),LRllはAD病態に対 して保護

的に働 くと想定されている36ト 38).本研究で示

されたLRllによるApoEの細胞内取 り込みの冗

進は,細胞内へのApoE/HDL/A/9複合体の取 り

込みによって細胞内で凝集AJヲのシード形成が促

進することによりAD発症に関与しているのかも

しれない.

生体内のApoEの多くは脂質化されており,髄

液 中の ApoEは主に HDLと結合 している 39)

LDL受容体 ファミリー分子の中で もLDLRや

lipoproteinreceptor-relatedprotein(LRP) は,

ApoEとの親和性の維持にApoEの脂質化が必要

であることが報告 されている 40)41).一方で,

vtDLRは脂質化されていないApoEとも親和性

を有 しており41),LDL受容体ファミリー分子の

ApoEへの影響には多様性がある事が示唆される.

ApoEとAPの親和性にも,ApoEの脂質化が影響

することが知 られている.脂質化 されていない

ApoE3,ApoE4はいずれもAβと結合 し,ApoE4

の方がApoE3よりも結合速度が速い42).FBSを

用いて脂質化すると,ApoE3はApoE4の20倍以

上のAβ結合親和性を有するようになる43).今回
の研究では,FBS非含有培養液を用いたアッセイ

系を用いているため非脂質化ApoEの挙動を観察

していることが想定され,その結果がヒト中枢神

経で実際に生じているApoEの挙動を反映するか

否かは今後の課題である.今後,ApoEを脂質化

した上でLRllやAPとの親和性をApoEisoform
毎に検討する必要がある.

本研究により,FL-LRllがApoEisoform 依存

性にApoEを細胞内に取り込む作用を有 している

ことが示 された.APO励 遺伝子多型がADの強
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力な発症 リスクになることは広 く知られている

が,ApoE4がどのような機序でAD発症を促進す

るかについては不明な点が多い.今後は,ApoE

の細胞内取り込みがAPの挙動に及ぼす影響を明

らかにすることで,ApoEisofom 依存性に生じる

AD病態解明の手がかりになることが期待される.
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