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要旨 18 

アポリポタンパク E（APOE：apolipoprotein E）は脂質代謝に関与し、その遺伝⼦ APOE19 

はアルツハイマー病（AD：Alzheimer’s disease）の強⼒な感受性遺伝⼦として知られて20 

いる。しかし、どのような分⼦メカニズムを介して AD 発症に寄与するのかは⼗分に解21 

明されていない。そこで本研究では APOE を取り巻く遺伝⼦を網羅的に同定する⽬的22 

で、APOE ⾼発現細胞であるヒト肝癌由来 HepG2 細胞を対象に、APOE をノックアウト23 

（KO：knockout）し、RNA シーケンシング（RNA-seq：RNA sequencing）を⾏った。近24 

年、ヒト⼈⼯多能性幹細胞由来の神経細胞を⽤いた研究によって、APOE が若年発症型25 

家族性 AD の原因遺伝⼦であるアミロイド前駆体タンパク（APP：amyloid beta precursor 26 

protein）遺伝⼦ APP の転写を間接的に制御することが報告された。そこで、上述の RNA-27 

seq データを⽤いて APP、及び APOE から APP へ⾄る 4 個の細胞内シグナルカスケー28 

ド関連遺伝⼦ MAP3K12（mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12）、MAP2K729 

（mitogen-activated protein kinase kinase 7）、MAPK1（mitogen-activated protein kinase 1）、30 

FOS（Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit）の発現量を APOE KO 群と対31 

照群で⽐較した。その結果、APOE KO 群において、APP と FOS の遺伝⼦発現量が有意32 
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に低下していることが分かった。APOE は細胞種を超え APP の転写に最終的に影響を33 

与えるものと推察される。RNA-seq データの網羅的⽐較解析では有意な発現変動を⽰す34 

遺伝⼦を 3,208 個同定した（多重⽐較補正後の P 値は 0.001 未満）。その上位 20 遺伝⼦35 

の中に APOE は含まれ、APOE 以外の脂質代謝に関わる遺伝⼦をさらに 3 個確認した36 

（ MID1IP1 ： MID1 interacting protein 1 、 ENPP2 ： ectonucleotide 37 

pyrophosphatase/phosphodiesterase 2、FADS2：fatty acid desaturase 2）。APOE依存的な遺伝38 

⼦発現調節機構を制御することによって、将来的には、AD の発症や進⾏を遅延させる39 

可能性が⽰唆された。 40 

 41 
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はじめに 52 

アポリポタンパク E（APOE：apolipoprotein E）は脂質代謝に関与するタンパクである。53 

末梢器官では肝臓、中枢神経系ではアストロサイトで主に産⽣・分泌される。317 個の54 

アミノ酸から成る未成熟型として合成されるが、N末端側の 18 個のアミノ酸はシグナ55 

ルペプチドとして切断され、最終的に 299 個のアミノ酸（34-kDa）から成る成熟型へと56 

変化する（⽂献 1）。通常、脂質と結合してリポタンパクを形成し、⾎液中を流れ、細胞57 

表⾯の APOE 受容体を介して細胞内へ取り込まれる（⽂献 2-3）。興味深いことに、末梢58 

器官と中枢神経系の APOE は⾎液脳幹⾨を境にそれぞれ独⽴したプールとして存在し、59 

往来することはないとされる（⽂献 4-6）。これは APOE と疾患の関連を解明する上で、60 

無視することのできない重要な知⾒である。 61 

 APOE は染⾊体 19 番⻑腕に位置する 4 つのエクソンから成る遺伝⼦ APOE に62 

よってエンコードされている（⽂献 7-8）。マイナーアリル頻度が 1%以上のアミノ酸置63 

換を伴う 2ヵ所のミスセンスコモンバリアント rs429358（T>c）と rs7412（C>t）の組み64 

合わせによって、APOE-e2（T-t）、e 3（T-C）、e 4（c-C）の 3 種類のアリルが存在する。65 

⼈種によって各アリルの頻度は異なるものの、APOE- e 3 アリルは最も頻度が⾼く、野66 

性型アリルとして中⽴的な位置付けである（⽂献 9-10）。次いで頻度が⾼いのは APOE-67 

 e 4 アリルである（⽂献 9-10）。APOE- e 4 アリルはアルツハイマー病（AD：Alzheimer’s 68 

disease）の発症年齢を若年化させるリスクアリルとしてこれまでに数々の報告（⽂献 11）69 

があり、動脈硬化（⽂献 12）や冠状動脈性⼼疾患（⽂献 13）との関連も指摘されてい70 

る。APOE- e 2 アリルは最も頻度が低く（⽂献 9-10）、⻑寿命との関連を⽰す（⽂献 14）71 

と共に、AD の発症リスクを軽減する効果がある（⽂献 15）。しかし⼀⽅で、脂質異常72 

症との関連が⽰唆されており、ホモ接合体に⾄っては動脈硬化を⾼頻度に合併する III73 

型⾼脂⾎症を発症するとの報告もある（⽂献 16）。このように APOE と疾患との関連は74 

これまで数多く提⽰され、議論されてきたが、その背景となる分⼦メカニズムは未だに75 

⼗分分かっていない。 76 

近年、APOE が家族性 AD の原因遺伝⼦であるアミロイド前駆体タンパク（APP：77 

amyloid beta precursor protein）遺伝⼦ APP の発現を間接的に制御していることが明らか78 

にされた（⽂献 17-18）。図 1 にその細胞内シグナルカスケードの模式図を⽰す。APOE79 

はその受容体に結合した後、MAP3K12（mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12）、80 

MAP2K7（mitogen-activated protein kinase kinase 7）、MAPK1（mitogen-activated protein 81 

kinase 1）、FOS（Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit）から成る細胞内シグ82 

ナルカスケードを介して、APP の発現を惹起する。そこで、本研究では APOE ⾼発現細83 
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胞株であるヒト肝癌由来の HepG2 細胞を対象に APOE をノックアウト（KO：knockout）84 

し、RNA シーケンシング（RNA-seq：RNA sequencing）を⾏った。その RNA-seq データ85 

を⽤いて APOE と APP、及びこれら細胞内シグナル伝達タンパクをエンコードする遺86 

伝⼦（MAP3K12、MAP2K7、MAPK1、FOS）の発現量を⽐較解析した。さらに、APOE87 

を取り巻く遺伝⼦を同定することを⽬的として、網羅的な⽐較解析を⾏なった。 88 

 89 

 90 

材料と⽅法 91 

細胞 92 

APOE を⾼発現するヒト肝癌由来細胞株 HepG2（JCRB 細胞バンク［⽇本］：cat# JCRB1054）93 

を本実験に⽤いた。培地はダルベッコ改変イーグル培地（サーモフィッシャーサイエン94 

ティフィック［TFS：Thermo Fisher Scientific］：cat# 11885084）にウシ胎児⾎清（ICN：95 

cat# 29-177-54）を終濃度 10%（v/v）で添加したものを⽤いた。培養は温度 37℃、CO296 

濃度 5%に設定した加湿機能付きのインキュベーター内で⾏った。 97 

 98 

APOEのノックアウト  99 

CRISPR-Cas9 システム（Origene：cat# KN200395）を適⽤し、HepG2 細胞の APOE を KO100 

した。Cas9 タンパクと標的ガイド RNA（gRNA：guide RNA）を共発現するプラスミド101 

DNA（PL001［標的配列：5’- tcaggagagctactcggggt -3’］）と APOE を KO するための tGFP-102 

Puro カセット（緑⾊蛍光タンパク［tGFP：turbo Green Fluorescent Protein］と抗⽣物質ピ103 

ューロマイシン［Puro：Puromycin］を発現する）を有するドナープラスミド DNA（PL003）104 

を、HepG2 細胞に同時にトランスフェクションした。対照として、Cas9 タンパクとス105 

クランブル gRNA を共発現するプラスミド DNA（PL004［スクランブル配列：5’- 106 

gcactaccagagctaactca -3’］）を PL003 と共にトランスフェクションした。 107 

トランスフェクション試薬は JetPRIME（Polyplus-transfection：cat# 101000027）108 

を⽤い、付属のマニュアル（CPT114 vK：November 2016）に従って細胞へプラスミド109 

DNA を導⼊した。その後、終濃度 2.0 µg/mL（w/v）のピューロマイシン（Sigma-Aldrich：110 

cat# P8833-25MG）を含有する培地を⽤いて、薬剤選抜を実施した。ピューロマイシン111 

耐性を⽰した細胞集団全体（バルク）を⽤いて、以後の実験を⾏った。細胞株（導⼊プ112 

ラスミド）とサンプル ID の対応、各解析に⽤いたサンプル数を表 1 にまとめた。 113 

 114 

核酸抽出：ゲノム DNA と全 RNA 115 
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APOE KO（サンプル c）、対照（=スクランブル［サンプル b］）、及び、未処理（=プラス116 

ミド DNA 未導⼊［サンプル a］）の HepG2 細胞株全てを対象に、ゲノム DNA と全 RNA117 

を抽出した（表 1）。 118 

ゲノム DNA に関して、10 cm培養⽫で培養された HepG2 細胞をペレットとし119 

て回収し、QIAamp DNA Blood Maxi Kit（Qiagen：cat# 51194）を⽤いて、抽出した。濃120 

度は分光光度計 Nanodrop OneC（TFS）により測定した。品質は Agilent 4200 TapeStation121 

システム（アジレントテクノロジー）で電気泳動し、DIN（DNA integrity number）を算122 

出することで評価した。DIN は 1 から 10 までのスコアで表され、スコアが⾼いほど123 

DNA は分解されておらず、品質が良いことを意味する（1 = 完全に分解、10 = 分解な124 

し）。 125 

全 RNA は、TRIzol Plus RNA Purification Kit（TFS：cat# 12183555）を⽤いて、126 

6⽳培養⽫で培養された HepG2 細胞から抽出した。濃度測定は Quant-it RiboGreen RNA 127 

Kit（TFS：cat# R11490）を⽤いた蛍光分析法で実施した。品質は Agilent 4200 TapeStation128 

システムを⽤い、RINe（RNA integrity number equivalent）を算出することで評価した。129 

DIN と同様に RINeも 1 から 10 までのスコアで表される。RNA の分解が少ないほどス130 

コアは⾼く、⾼品質であること意味する（1 = 完全に分解、10 = 分解なし）。 131 

 132 

PCR 133 

抽出したゲノム DNA を⽤いて、APOE アリルが KO されているかどうかを PCR によっ134 

て検証した。APOE の野性型アリル、KO アリルを検出するためのプライマーセットと135 

して、それぞれ 1 セット（PCR-a05）、3 セット（PCR-a02、PCR-a06、PCR-a08）を⽤い136 

た（表 2）。図 2A に各プライマーセットの増幅領域を⽰す。PCR産物の⼤きさを測定す137 

るために、Agilent 4200 TapeStation システム（アジレント）を⽤いた。 138 

 139 

RT-qPCR 140 

APOE KO（n=6）、及び対照（n=6）の両 HepG2 細胞株を対象に、APOE と APP の定量141 

的逆転写 PCR（RT-qPCR：reverse transcription quantitative PCR）を⾏った。0.5 µg の全142 

RNA に対して、PrimeScrip 1st strand cDNA Synthesis キット（TaKaRa：cat# 6110A）によ143 

り逆転写を⾏い、1 本鎖 cDNA を合成した。逆転写反応液は滅菌蒸留⽔によって 10 倍144 

希釈し、TaqMan アッセイ（TFS）による定量的リアルタイム PCR の鋳型（2.0 µL）と145 

して使⽤した。APOE の遺伝⼦発現量を定量するための TaqMan アッセイとして、146 

Hs00171168（エクソン 3-4 を検出）と Hs04194724（エクソン 4 を検出）を⽤いた。APP147 
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には Hs00169098（エクソン 11-12 を検出）と Hs01552282（エクソン 16-17 を検出）を148 

⽤いた。内在性コントロール遺伝⼦として GUSB（glucuronidase beta［Hs99999908］）を149 

⽤いた。⊿⊿Ct法（⽂献 19-20）により、対照群に対する KO 群の相対的な遺伝⼦発現150 

量を算出し、⽐較した。 151 

 152 

RNA-Seq 153 

TruSeq Stranded mRNA Library Prep（Illumina：cat# 20020594）を⽤いて、0.5 µg の全 RNA154 

から RNA-seq ⽤ cDNAライブラリーを調製し、次世代シーケンサーNextSeq 500（Illumina）155 

で配列を決定した。⻑さ 75 bp のペアエンドリードが約 4000 万本得られた。これらの156 

リードは Salmon（⽂献 21）を⽤いてヒト参照配列（hg38）にマッピングし、DESeq2（⽂157 

献 22）を⽤いて遺伝⼦発現変動解析を⾏った。False Discovery Rate（FDR）法（⽂献 23）158 

による多重⽐較補正後の P 値（PFDR）が 0.05 未満を⽰した遺伝⼦を統計的に有意とみ159 

なした。 160 

 161 

タンパク抽出とウエスタンブロティング 162 

APOE KO（n=4）、及び対照（n=4）の両 HepG2 細胞株から全タンパクを抽出した（表163 

1）。細胞培養⽫で数⽇間培養した細胞に、プロテアーゼ阻害剤カクテル（Abcam：cat# 164 

ab201111［1:200］）を添加した細胞溶解液（1×IP バッファー［終濃度］：50µM Tris-HCl・165 

pH7.4、150 µM NaCl、0.5% NP-40、0.5% DOC、5mM EDTA）を加え、全て回収した。166 

16,000×g で５分間冷却（4℃）遠⼼した後、上澄みを全細胞溶解液（WCL：whole cell 167 

lysate）として回収し、ウエスタンブロティング（WB：Western blotting）に⽤いた。 168 

得られた WCL に 3×サンプルバッファー（終濃度：176.5µM Tris-HCl・pH6.8、169 

7.1% SDS、35.3% Glycerol、0.12% BPB）と ß-メルカプトエタノールを加え，96°C で 3170 

分間熱変性処理を⾏った。その後、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動によりタンパ171 

クを分離し、ポリフッ化ビニリデン膜に転写した。 172 

APOE を検出するための 1 次抗体として ERP19392（Abcam：cat# ab183597173 

［1:5000］）、APP を検出するための 1次抗体として A8717（Sigma-Aldrich［1:5000］）を174 

⽤いた。ACTB（actin beta）をローディングコントロールとするために、8H10D10（Cell 175 

Signaling Technology：cat# 3700［1:10000］）を 1次抗体として⽤いた。 176 

2次抗体は⻄洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP：Horseradish peroxidase）で標識177 

されたマウス（DAKO：cat# P0447）、あるいはウサギ（DAKO：cat# P0448）の免疫グロ178 

ブリンを使⽤した。イモビロンウェスタン化学発光 HRP 基質（Millipore：cat# 179 
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WBKLS0500）により可視化し、ImageQuant LAS 800（GE Healthcare）を⽤いて半定量解180 

析を⾏った。 181 

 182 

統計解析 183 

APOE KO群と対照群の 2群間の⽐較解析には、対応のない t検定を⾏った。本解析に184 

は GraphPad Prismソフトウェアのバージョン９.0d（GraphPad Software）を⽤いた。185 

P < 0.05 を統計学的に有意とした（多重⽐較補正を伴う RNA-seq については上記参186 

照）。 187 

 188 

 189 

結果 190 

APOE KO 細胞株の樹⽴ 191 

APOE ⾼発現細胞である HepG2 細胞を対象に、CRISPR-Cas9 システムを⽤いて、APOE 192 

KO を試みた。本システムが機能した場合、ドナーベクター（DV：donor vector。PL003）193 

に由来する tGFP-Puro カセットが APOE のイントロン 1 に組み込まれる（図 2-A,B）。194 

その結果、細胞は tGFP陽性を⽰すと共に、ピューロマイシン耐性を獲得する。APOE の195 

両野性型アリルが KO されたホモ接合細胞では、APOE の転写産物、タンパクはほぼ完196 

全に失われると考えられる。ヘテロ接合細胞では、通常の半分量になると推定される。197 

本実験では細胞のクローニングは⾏っていない。すなわち、ホモ接合細胞、ヘテロ接合198 

細胞、さらには DV がホストゲノムにランダムに組み込まれた細胞が混在する状態で、199 

各種実験を⾏った。 200 

まず、ピューロマイシン耐性細胞株・サンプル c（導⼊プラスミド DNA：PL001201 

［APOE標的 gRNA］+PL003［DV］）において、APOE 野性型アリルのゲノム編集が実202 

際に起こったかどうかを、DNAレベルで検証した（図 2-A,B、表 1）。その結果、tGFP-203 

Puro カセットの組み込まれた APOE KO アリルを検出することができた（PCR-a02：レ204 

ーン 10、PCR-a08：レーン 13）（図 2-C）。未処理のサンプル a（導⼊プラスミド DNA：205 

なし）と対照のサンプル b（導⼊プラスミド DNA：PL004［スクランブル］+PL003［DV］）206 

では、APOE KO アリルを検出することができなかった（PCR-a02：レーン 8/9、PCR-a08：207 

レーン 11/12）（図 2-C）。 208 

次に、RNAレベル（図 3-A）、タンパクレベル（図 3-B,C）で APOE KO を評価209 

した。対照群に⽐べ、KO 群の APOE 遺伝⼦発現量（約 4割減少）、タンパク発現量（約210 

7割減少）は共に有意に低下していることが分かった。 211 
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以上の結果から、本 CRISPR-Cas9 システムは APOE 野性型アリルを標的とし212 

て機能し、結果として、APOE KO 細胞株を樹⽴することができたと考えられる。 213 

 214 

APOE KO 細胞株における APPの発現量解析 215 

APOE が細胞内シグナル伝達系を介して、APP の遺伝⼦発現調節に関与することが近年216 

報告された（⽂献 17-18）。そこで、APOE の KO によって、APP の遺伝⼦発現量、タン217 

パク発現量が変動するかを調べた。その結果、遺伝⼦発現量に関して、対照群（サンプ218 

ル b）に⽐べ KO 群（サンプル c）で有意な低下を認めた（図 4-A）。タンパク発現量に219 

ついては統計学的な有意差を認めなかったものの、KO 群で減少する傾向を認めた（図220 

4-B,C）。 221 

 222 

APOE関連シグナルカスケードに関与する遺伝⼦群の遺伝⼦発現量 223 

ヒト⼈⼯多能性幹（iPS：induced pluripotent stem）細胞由来の神経細胞では、APOE が224 

APP の転写を間接的に調節することが報告された（⽂献 17-18）。その細胞内シグナルカ225 

スケードを、関連する分⼦と共に図 1 に⽰す。APOE KO によって、これらタンパクを226 

エンコードする遺伝⼦の発現は影響を受けるのかを明らかにするために、RNA-seq デー227 

タを⽤いて、KO 群（n=6：サンプル c）と対照群（n=6：サンプル b）の遺伝⼦発現量を228 

⽐較した。APOE（図 5-A）と APP（図 5-B）に関して、上述の RT-qPCR の結果（APOE：229 

図 3-A、APP：図 4-A）と同様に、KO 群で有意に減少していることを確認した。APOE230 

と APP の間にある介在遺伝⼦群については、FOS（図 5-F）でのみ KO 群の有意な減少231 

を認めた。他の 3 遺伝⼦については、両群間に有意差を認めなかった（MAP3K12：図 5-232 

C、MAP2K7：図 5-D、MAPK1：図 5-E）。 233 

 234 

RNA-seq による網羅的な遺伝⼦発現解析 235 

APOE KO によって、どのような遺伝⼦の発現が影響を受けるのかを網羅的に236 

調べるために、RNA-seq 解析を⾏った。APOE KO 細胞株（サンプル c）の⽐較対照とし237 

て、スクランブル gRNA を発現するプラスミド DNA（PL004）が導⼊された細胞株（サ238 

ンプル b）を⽤いた。平均リード数が 10 以上の遺伝⼦を「発現遺伝⼦」と定義した。そ239 

の結果、解析対象である 35,965 遺伝⼦のうち、発現遺伝⼦は 12,729 個であった。この240 

12,729 遺伝⼦に対して、KO 群（n=6）と対照群（n=6）の遺伝⼦発現量を⽐較した。PFDR241 

が 0.05 未満、0.01 未満、0.001 未満を⽰した遺伝⼦は、それぞれ 5,542 個、4,304 個、242 

3,208 個であった。以後、PFDRが 0.001 未満を⽰した 3,208 遺伝⼦に着⽬し、解析を進め243 
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た。有意差ランキング（PFDRの低い順）上位 20 の遺伝⼦については表 3 に⽰す。予想244 

通り APOE の遺伝⼦発現量は KO 群で有意に低下しており（順位 = 11、倍数変化 = -245 

0.93、PFDR = 2.0E-165）、TaqMan アッセイを⽤いた RT-qPCR の結果（図 3-A）を⽀持す246 

る結果となった。上位 20 の中に APOE 以外にも脂質代謝に関与する遺伝⼦を 3 個確認247 

し た （ MID1IP1 ： MID1 interacting protein 1 、 ENPP2 ： ectonucleotide 248 

pyrophosphatase/phosphodiesterase 2、FADS2：fatty acid desaturase 2）。 249 

3,208 遺伝⼦の内訳を調べたところ、対照群に⽐べ KO 群の発現量が増加して250 

いた遺伝⼦は 1,481 個、減少していた遺伝⼦は 1,727 個であった。KO 群、対照群に加251 

え未処理群（サンプル a：n=6）を加えた 3 群に対して、3,208 遺伝⼦によるクラスター252 

解析を⾏なった。その結果、3 群を異なる 3つのクラスターに分けることができた（図253 

6）。すなわち、対照群と未処理群は似たような発現変動パターンを⽰し、同⼀クラスタ254 

ーに分類された（クラスターB）。⼀⽅、KO 群は対照群・未処理群とは明らかに異なる255 

発現変動パターンを⽰し、異なるクラスターに分類された（クラスターA）。 256 

 257 

 258 

考察 259 

AD の強⼒な感受性遺伝⼦として知られている APOE（⽂献 24-26）が APP の転写制御260 

に関与するとの報告が近年 Huang らによってなされた（⽂献 17-18）。APOE の機能喪失261 

（KO）、あるいは発現量の低下は APP の発現量低下を惹起する可能性が推察される。262 

そこで、本研究では APOE 依存的な APP の転写調節を検証する⽬的で、APOE ⾼発現263 

細胞であるヒト肝癌由来の HepG2 細胞を対象に、CRISPR-Cas9 システムを⽤いて APOE 264 

KO を試みた。PCR により APOE KO アリルを検出し（図 2）、RT-qPCR、WB の両発現265 

解析を通して APOE の遺伝⼦発現量、タンパク量の低下を認めた（図 3）。このことか266 

ら、CRISPR-Cas9 システムにより、APOE KO 細胞株（プール）を樹⽴したと考えた。 267 

本細胞株を⽤いて APP の発現変動を検証した。遺伝⼦発現量では有意な減少268 

を認め、タンパク量は統計的な有意差を認めなかったものの減少傾向にあった（図 4）。269 

Huang らの報告通り、APOE は APP の遺伝⼦発現調節に関与することが⽰唆された。270 

APOE の遺伝⼦発現量を抑制することで、APP の遺伝⼦発現量は減少し、結果として、271 

APP から切り出されるアミロイドベータタンパク（Ab：amyloid beta）の産⽣が減少す272 

る可能性がある。今後 APOE KO 細胞株の Abを定量することで、APOE→APP→Abの⼀273 

連の流れを検証し、考察することができると考えられる。 274 

APOE KO によって、⼀体どのような遺伝⼦の発現が影響を受けるのかを網羅275 
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的に探索するために、RNA-seq を実施した。KO 群（n=6）と対照群（n=6）との間で発276 

現量に有意差を認める遺伝⼦を複数（PFDR < 0.001：3,028 個）同定した（図 6, 表 3）。277 

KO 群では予想通り APOE（図 5-A, 表 3）と APP（図 5-B）の遺伝⼦発現量低下を認め278 

た。さらに、Huang ら（⽂献 17-18）が報告した細胞内シグナルカスケード（図 1）の⼀279 

部の遺伝⼦についても、その発現変動に有意差を認めた（FOS：図 5-F）。有意差の得ら280 

れなかった遺伝⼦（MAP3K12：図 5-C, MAP2K7：図 5-D, MAPK1：図 5-E）に関しては、281 

解析対象の細胞が異なることが原因かも知れない。すなわち、細胞の種類によって、282 

APOE から APP へ⾄る経路に関与するタンパクは異なると考えられる。本研究ではヒ283 

ト肝癌由来の HepG2 細胞、Huang ら（⽂献 17-18）はヒト iPS 細胞を誘導・分化して作284 

出した神経細胞をそれぞれ⽤いている。 285 

本研究の限界（limitation）としては、HepG2 細胞は正常細胞とは核型や性質が286 

明らかに異なる癌細胞であり、しかも神経系（ニューロブラストーマやグリオーマ）で287 

はなく肝臓由来の細胞である点を挙げることができる。脳の病気である AD を APOE と288 

の関連で論じるに際し、本研究で得られた結果を適⽤する場合には、⼗分な注意を払う289 

必要がある。今後はヒト剖検脳を対象とした解析を⾏い、脳内における APOE依存的な290 

APP の遺伝⼦発現調節メカニズムの解明を⽬指す。 291 

 292 

 293 

結論 294 

APOE ⾼発現細胞である HepG2 細胞の APOE を KO した。RNA-seq により有意な発現295 

変動を⽰す遺伝⼦を 3,000 個以上同定した。APOE の発現量低下と共に、APP の発現量296 

低下を認めた。従って、既報と同様、APOE依存的な APP の遺伝⼦発現調節メカニズム297 

は存在すると考えられる。APOE から APP へ⾄る細胞内シグナルカスケード関連遺伝298 

⼦は細胞ごとに異なると推察されるので、今後、複数の細胞に対して、APOE の機能喪299 

失実験、発現抑制実験を⾏うことで、細胞種を超えた共通の遺伝⼦が同定できるものと300 

期待される。 301 

 302 
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図の説明⽂ 395 

図 1：APOE による APPの遺伝⼦発現調節機構 396 

ヒト⼈⼯多能性幹細胞由来の神経細胞において、APOE は細胞表⾯の APOE 受容体に結397 

合し、DLK/MAP シグナルカスケードを介して、cFOS をリン酸化する。リン酸化され398 

た cFOS は、APP のプロモーター領域にある AP-1 転写因⼦結合配列に結合し、APP の399 

転写を惹起する。本研究では、RNA-seq によって得られた APOE、APP、MAP3K12（=DLK）、400 

MAP2K7（=MKK7）、MAPK1（=ERK/MAPK）、FOS（=cFOS）の各遺伝⼦の発現量を、APOE 401 

KO 群（n=6）と対照群（スクランブル：n=6）で⽐較した。結果は図 5 に⽰す。なお、402 

本図は Huang らの報告（⽂献 17）を元に作成した。 403 

APOE, apolipoprotein E；DLK, dual leucine zipper kinase；MAP3K12, mitogen-activated protein 404 

kinase kinase kinase 12；MKK7, mitogen-activated protein kinase kinase 7；MAP2K7, mitogen-405 

activated protein kinase kinase 7；ERK, extracellular signal-regulated kinase；MAPK, mitogen-406 

activated protein kinase 1；cFOS, Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit；APP, 407 

amyloid beta precursor protein；P, phosphate group；AP-1, activator protein 1。 408 

 409 

図 2：CRISPR-Cas9 システムによる APOE KO 410 

A：APOE の野性型アリルとノックアウト（KO：knockout）アリル、及び、tGFP-Puro カ411 

セットを有するドナーベクター（DV：donor vector）。ガイド RNA の標的部位（＊）は412 

イントロン 1 に位置し、そこに相同配列を有する DV の tGFP-Puro カセットが組み込ま413 

れる。APOE の野性型アリル（PCR-a05）、KO アリル（PCR-a08、PCR-a02）、及び DV414 

（PCR-a06）を検出するために、4 種類の PCR セットを準備した。 415 

B：ガイド RNA標的領域の塩基配列。A のアスタリスク（＊）に相当する。プラスミド416 

DNA「PL001」には「5’-tcaggagagctactcggggt-3’」の DNA配列が組み込まれている。PAM417 

配列（5’-cgg-3’）上流の Cas9 タンパクで切断される部位を灰⾊の⽮頭で⽰す。 418 

C：4 種類の PCR セットによる HepG2 細胞株の評価。レーン 1 にはサイズスタンダー419 

ド、レーン 2 からレーン 13 には各 HepG2 細胞株（サンプル a〜c：表 1）の PCR産物420 

が電気泳動されている。PCR-a05 セットでは 249 bp、PCR-a06 セットでは 513 bp、PCR-421 

a02 セットでは 674 bp、PCR-a08 セットでは 654 bp の PCR産物がそれぞれ検出される。422 

PL001（Cas9 タンパクと APOE を標的とするガイド RNA を共発現するプラスミド DNA）423 

と PL003（tGFP-Puro カセットを有する DV）をトランスフェクションされた細胞株（サ424 

ンプル c：KO 細胞株）でのみ、PCR-a02 と PCR-a08 の増幅バンドが検出され、想定通425 

り APOE の野性型アレルに tGFP-Puro カセットが組み込まれたことが分かる。KO 細胞426 
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株（サンプル c）はクローニングされていないので、APOE KO アリルのヘテロ接合体や427 

ホモ接合体の細胞、さらには PL003（DV）がホストゲノムにランダムに挿⼊され、ピ428 

ューロマイシン耐性を獲得した細胞が混在している。従って、野性型アリルを検出する429 

ための PCR-a05 セットでも増幅バンドを認める。 430 

Ex, エクソン；HR, 相同領域（homologous region）；PGK, PGK1（phosphoglycerate kinase 431 

1）プロモーター；pA, ポリ A 付加シグナル；PAM, プロトスペーサー隣接モチーフ432 

（protospacer adjacent motif）。 433 

 434 

図 3：APOE KO 細胞株の評価 435 

A：APOE の遺伝⼦発現量を対照群（スクランブル：n=6）と KO 群（n=6）で⽐較した。436 

2 種類の TaqMan アッセイ「Hs00171168」（エクソン 3-4 を検出）と「Hs04194724」（エ437 

クソン 4 を検出）を⽤いて、APOE の遺伝⼦発現量をリアルタイム PCR で定量した。438 

内在性コントロール遺伝⼦として GUSB を⽤い、APOE の遺伝⼦発現量を補正した。対439 

照群に⽐べ、KO 群の APOE 遺伝⼦発現量は有意に低下していた。 440 

B：APOE のタンパク発現量を対照群（スクランブル：n=4）と KO 群（n=4）とで⽐較441 

するために、WB を⾏った。内在性コントロールタンパクとして、ACTB を定量し、補442 

正に⽤いた。 443 

C：B の WB で検出されたバンドを定量し、⽐較した。KO 群の APOE タンパク量は、444 

対照群に⽐べ、有意に低下していた。 445 

対応のない t検定：**, P < 0.01；****, P < 0.0001 446 

 447 

図 4：APOE KO 細胞株における APPの評価 448 

A：APOE KO 群（n=6）と対照群（スクランブル：n=6）の間で、APP の遺伝⼦発現量449 

を⽐較した。2 種類の TaqMan アッセイ「Hs00169098」（エクソン 11-12 を検出）と450 

「Hs01552282」（エクソン 16-17 を検出）を⽤いて、リアルタイム PCR を⾏い、APP の451 

遺伝⼦発現量を定量した。内在性コントロール遺伝⼦として、GUSB を⽤いた。対照群452 

に⽐べ、APOE KO 群では APP の遺伝⼦発現量が有意に低下していることが分かった。 453 

B：APP のタンパク発現量を、対照群（スクランブル：n=4）と APOE KO 群（n=4）と454 

で⽐較するために、WB を⾏った。ACTB を内在性コントロールタンパクとして定量し、455 

補正に⽤いた。 456 

C：B の WB で検出されたバンドを定量し、⽐較した。統計的な有意差は認められなか457 

ったものの、APOE KO 群の APP タンパク量は、対照群に⽐べ、減少する傾向が認めら458 



16 
 

れた。 459 

ns, not significant。 460 

対応のない t検定：*, P < 0.05；**, P < 0.01。  461 

 462 

図 5：APOE関連シグナルカスケードに関与する遺伝⼦群の遺伝⼦発現量 463 

RNA-seq で得られた APOE（A）、APP（B）、MAP3K12（C）、MAP2K7（D）、MAPK1（E）、464 

FOS（F）の遺伝⼦発現量を、APOE KO 群（n=6）と対照群（スクランブル：n=6）との465 

間で⽐較した。APOE KO に伴って有意な発現変動を⽰した遺伝⼦は、APOE（A）の他466 

に、APP（B）と FOS（F）であった。いずれも、対照群と⽐較して減少していた。⼀⽅、467 

有意に上昇する遺伝⼦は認められなかった。 468 

ns, not significant。 469 

対応のない t検定：*, P < 0.05；**, P < 0.01。 470 

 471 

図 6：RNA-seq による網羅的な遺伝⼦発現解析 472 

APOE KO 群（n=6）と対照群（スクランブル：n=6）との⽐較で得られた有意な 3,208 遺473 

伝⼦（PFDR < 0.001）を⽤いて、KO 群、対照群、未処理群（プラスミド未導⼊：n=6）の474 

クラスター解析を⾏った。3群がそれぞれグループ化され、選別されているのが分かる。475 

また、対照群と未処理群は⽐較的同じような遺伝⼦発現パターンを⽰し（クラスターB）、476 

KO 群（クラスターA）とは明らかに異なることが分かる。 477 
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表1. 解析に⽤いた細胞株

RT-qPCR RNA-seq

未処理 - - → a → 1 - 6 -

対照 PL004† PL003 → b → 1 6 6 4

KO PL001# PL003 → c → 1 6 6 4

†, スクランブル配列を有するgRNAを発現する

#, APOE のイントロン1を標的とするgRNAを発現する

タンパク

(WB)
RNA

解析に⽤いたサンプル数導⼊プラスミドDNA

細胞株 サンプルID
gRNA+Cas9 tGFP+Puro

DNA

(PCR)



表2. APOE 野性型アリルのKOを評価するためのPCRプライマーセット

標的アリル 検出領域 プライマーセット†

（Taq）
プライマー名 鎖 配列（5'-3'） 増幅サイズ（bp）

1232-APOE-WT-F-3 センス CCAGGAGCCGGTGAGAAG

1233-APOE-WT-R-3 アンチセンス GCTTACATCCCAGTCCAGCT

1234-APOE-DV-tGFP-F-1 センス CCGCATGACCAACAAGATGA

1235-APOE-DV-tGFP-R-1 アンチセンス TTGCTGTGATCCTCCTCCAC

1262-APOE-KO-F-3 センス CACGCCTGGCTAACTTTTGT

1263-APOE-KO-R-3 アンチセンス GCTCTCGTCGCTCTCCAT

1226-APOE-KO-F-2 センス AAGAGGTTCACTAGGCGCG

1227-APOE-KO-R-2 アンチセンス CCAGGAATGTGACCAGCAAC

†, いずれの反応もアニーリング温度は62℃、サイクル数は33サイクル

DV, ドナーベクター (donor vector); tGFP, ターボ緑⾊蛍光タンパク（turbo Green Fluorescent Protein）; 5', DVの5'領域; 3', DVの3'領域; Taq, Taqポリメ
ラーゼ; Ampli, AmpliTaq Gold 360 master mix (TFS, cat# 4398876); LA, LA Taq Hot Start Version (TaKaRa, cat# RR042A)

PCR-a08
(LA)

PCR-a02
(LA)

249

513

654

674

PCR-a05
(Ampli)

PCR-a06
(Ampli)

DV-tGFP

DV-5'

DV-3'

KO

イントロン1野性型



表3. RNA-seq解析によって有意差を認めたトップ20遺伝⼦

遺伝⼦発現量

シンボル 名称 (標準化済み) 未補正 補正済み$

1 CYP24A1 cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 20 570 -3.07 0.0E+00 0.0E+00
2 TSPAN7 tetraspanin 7 X 556 -3.27 0.0E+00 0.0E+00
3 GPC3 glypican 3 X 37,046 -0.73 1.9E-290 8.2E-287
4 DEPP1 DEPP1 autophagy regulator 10 3,077 -1.37 1.8E-259 5.7E-256
5 FADS2 % fatty acid desaturase 2 11 1,219 4.63 1.1E-237 2.7E-234
6 BEX1 brain expressed X-linked 1 X 348 2.31 4.2E-232 8.9E-229

7 ENPP2 % ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 8 572 1.90 1.0E-230 1.9E-227

8 PLP1 proteolipid protein 1 X 484 2.09 7.8E-219 1.2E-215
9 FKBP11 FKBP prolyl isomerase 11 12 633 -1.81 6.2E-201 8.8E-198
10 TMEM45B transmembrane protein 45B 11 703 -2.15 2.0E-175 2.5E-172
11 APOE # apolipoprotein E 19 17,040 -0.93 1.7E-168 2.0E-165
12 MEP1A meprin A subunit alpha 6 592 -2.86 2.0E-165 2.1E-162
13 IER3 immediate early response 3 6 1,019 -1.06 4.7E-161 4.6E-158
14 AKAP12 A-kinase anchoring protein 12 6 1,375 -1.68 3.2E-159 2.9E-156
15 SUSD2 sushi domain containing 2 22 912 -1.76 1.1E-155 9.3E-153
16 MID1IP1 % MID1 interacting protein 1 X 222 -3.11 1.3E-152 1.1E-149
17 IMPDH2 inosine monophosphate dehydrogenase 2 3 2,140 1.04 3.5E-152 2.7E-149
18 ITPR3 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 6 499 -2.13 4.9E-143 3.5E-140
19 SQOR sulfide quinone oxidoreductase 15 233 -2.87 4.4E-137 3.0E-134
20 OSMR oncostatin M receptor 5 2,601 -0.85 4.1E-136 2.6E-133

†, 対照群に対するKO群の遺伝⼦発現量の倍数を算出。Log2変換済み
$, FDR法（⽂献23）によって多重⽐較補正を⾏ったP 値
#, KO対象となったAPOE は太字で強調
%, 脂質代謝関連遺伝⼦

染⾊体
P

倍数変化†
遺伝⼦


