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研究成果の概要（和文）：運動の効果に関連すると考えられるリポタンパクリパーゼ（LPL）の作用を明らかと
するためにCRISPR/Cas9システムを用いて遺伝子欠損ウサギを作出し、その特性を解析すること研究の目的とし
た。LPLはトリグリセリド（TG）の代謝に不可欠な酵素であり、ホモ欠損個体は致死となると考えられた。成体
まで生存し、かつ高TG血症を示したウサギ個体について、定量的PCR法により脂質代謝関連遺伝子の発現解析を
行った結果、ヒラメ筋においてはPGC-1α、GLUT4、CRT-1、HMG-CoA、FAS等の発現が低下していたのに対し、肝
臓ではPPAR-γ、SREP-2、CPT-1、FAS等の発現が上昇していた。

研究成果の概要（英文）：We challenged to establish lipoprotein lipase (LPL) knock-out rabbit to 
investigate the role of lipoprotein lipase which is related with exercise effects. LPL is an 
essential enzyme for triglyceride (TG) metabolism, and homo-deficient individuals were considered to
 be lethal. Sequence analysis on 
 a survived individual with high plasma TG showed some some gene modification around target site of 
CRISPR/Cas9, which seemed to be heterogenic.
Expression analysis of lipid metabolism-related genes by quantitative PCR was performed on the 
gene-modified individual and it was shown that PGC-1α, GLUT4, CRT-1, HMG-CoA, FAS were decreased in
 soleus muscle, and in contrast, expression of PPAR-γ, SREP-2, CPT-1, FAS were increased in the 
liver.

研究分野：脂質代謝学、実験動物学

キーワード： リポタンパクリパーゼ　中性脂肪　ノックアウトウサギ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
LPLは中性脂肪を遊離脂肪酸とグリセロールに加水分解し、血中の中性脂肪を低下させることから肥満・メタボ
リック症候群の治療ターゲットとなると考えられてきた。しかし、本研究により、LPLの作用は臓器により異な
る可能性が示唆され、治療ターゲトとする際には慎重な検討が必要であることが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肥満・メタボリック症候群は、心臓病や脳卒中などの動脈硬化性疾患誘起の危険

性を飛躍的に増大させるため、現代病として社会的な問題となっている。肥満・メタ

ボリック症候群に対しては、食事療法に加え、運動療法が中心的な改善法とされて

いる。持久的な運動は、骨格筋におけるリポ蛋白リパーゼ（LPL）活性を上昇させる

ことが知られている。LPL は骨格筋や脂肪組織などで産生される酵素で、中性脂肪を

遊離脂肪酸とグリセロールに加水分解する。申請者らの研究グループで開発した、

ヒト LPL を全身に発現する（LPL-Tg）ウサギでは、骨格筋における LPL 活性が野生

型ウサギの 4倍程度あり、低体重で、血中の中性脂肪や総コレステロール値が低く、

高脂肪食負荷によっても肥満やインスリン抵抗性が誘発されないことが明らかとな

っている。これらのことから、LPL は肥満・メタボリック症候群の治療ターゲットと

なると考えられるが、一方で、高脂肪食を負荷した際に LPL-Tg ウサギは脂肪肝を呈

することも確認されている。 

この病態が誘発されたメカニズムについては不明であるが、LPL の発現・活性を

強制的に上昇させるだけでは運動療法の効果を再現できない可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、LPLノックアウトウサギの特性を解析することで、LPLが各臓器にお

いてどのような作用を持ち、肥満・メタボリック症候群における作用を明らかと

し、ヒトにおけるより効果的な治療法の開発に寄与することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

ウサギのLPLに特異的なCRISPR/Cas9のガイドRNAを構築した。雌ウサギから受精卵

を採取し、マイクロインジェクション法により受精卵の雄性前核もしくは細胞質内

にCRISPR/Cas9のコンストラクトを注入し、偽妊娠させた仮親ウサギの卵管内に胚を

移植して仔ウサギを得た。 

出生したウサギのゲノムDNAのシークエンス解析を行うとともに、採血して血中の

脂質、糖の測定を行い、各臓器を採取して、定量的PCR法により脂質代謝関連遺伝子

の発現量を解析した。 

 

４．研究成果 

CRISPR/Cas9のコンストラクトを前核もしくは細胞質内にマイクロインジェクショ

ンした胚の移植により得た 21 匹の産子のゲノム DNA を抽出し、シークエンス解析を

行った。21 匹の内 8匹は明らかな野生型の遺伝子配列を示したが、残りの個体におい

ては何らかの遺伝子変異が確認された。しかし、多くの個体は離乳前に死亡し、生存

した個体のほとんどは野生型の遺伝子配列を示した。 

これらの内、離乳し、成体となったメス個体（LPL-GM）の安楽殺時における血中の

総コレステロール（TC）は 46 ㎎/ｄL、HDL-コレステロール（ｃ）は 19㎎/ｄL、トリ

グリセリド（TG）は 230 ㎎/ｄL、グルコース（Glu）は 109 ㎎/ｄL であった。血中 TC、

HDL-c、Glu 値は通常のウサギに比べて大きな差はみられなかったが、TG 値は通常ウサ

ギ（20～30 ㎎/ｄL 程度）より顕著に高値であった。この個体のゲノム DNA の塩基配列

のシークエンス解析を行ったところ、ガイド RNA を設定した領域の 3'側において遺伝

子配列が編集されたヘテロ接合様の波形が見られた（図 1）。この個体から産子（F1）

を得たが、いずれも高 TG 血症を示さなかったため、当該個体はモザイク体であると考



えられた。 

この個体の各臓器を採取し、トータル RNA を抽出して定量的 PCR 解析を行った。ヒ

ラメ筋においては、血中のグルコースを細胞内に取り込む GLUT4、LPL の発現を上昇さ

せる PPAR-γ、コレステロール代謝関連遺伝子の転写を制御する SREBP-2、コレステロ

ールの合成に関与する HMG-CoA 還元酵素、脂肪酸の合成に関与する FAS、運動により

発現が上昇し、ミトコンドリアを増加させる PGC-1α、ミトコンドリアでの脂肪酸の

代謝に関与する CPT-1 の発現が野生型ウサギに比べて低下していた（図 2）。一方、

肝臓においては、PPAR-γ、PPAR-α、SREBP-2、FAS、CPT-1 の発現量が野生型ウサギに

比べて上昇していた。 

これらの結果から、LPL の作用は臓器により異なり、治療ターゲトとする際には

慎重な検討が必要となる可能性が示唆された。 
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図2.ヒラメ筋における各遺伝子の発現量
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図3.肝臓における各遺伝子の発現量
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