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研究成果の概要（和文）：本研究では、CRISPR/Cas9システムを用いてC8γ欠損マウスを作製するとともに、こ
のマウスを用いてC8γの脂肪細胞分化・糖脂質代謝系における生理学的意義の解明を試みた。その結果、Exon5
から下流のイントロン部分にかけて302 bpの欠失が認められたマウスが得られた。またC8γの欠損は、通常時に
おいては糖脂質代謝系に特段の影響を与えなかったが、高脂肪食摂取時においては雄性マウスにおいて有意な重
量の低下作用が認められた。しがたってC8γは、高エネルギー摂取時の褐色脂肪の分化や形成に何らかの影響を
与えている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In our current study, we generated C8 gamma-deficient mice using the 
CRISPR/Cas9 system and investigated the physiological impact of C8 gamma in adipocyte 
differentiation and glycolipid metabolism using the mice. Seven deletion-mutant mice were obtained 
and one of them (C8g-KO#1) was observed 302 bp DNA deletion from Exon5 to the intron portion of the 
downstream. In addition, mRNA expression of C8gamma was not detected in any tissue of homo C8g-KO#1.
 The deficient of C8 gamma had no effect on lipidemia and body weight gain induced by high-fat diet,
 but promoted the reduction of brown adipocyte mass. Our findings suggest that C8 gamma may be 
involved in   brown adipocyte differentiation in obesity development.

研究分野：分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
リポカリン分子は、疎水性物質の運搬体と

して名付けられた分子量 15〜25K Daの細胞

外分泌タンパク質で、8 本の逆平行 β 鎖から

なる β-バレルと C 末端側の α-へリックスで

構成されている。脊椎動物のみならず、一部

の無脊椎動物や植物、細菌類にまで存在し、

現在では 65 種類以上の分子の存在が確認さ

れている。元来リポカリン分子は、疎水的な

有機物（レチノール、脂肪酸、ステロイドな

ど）と結合する分子として見いだされ、主に

その輸送に関わると考えられてきたが、近年、

予想もしなかった様々な生物機能に関与す

ることが明らかにされつつある。 
 その典型例としては、肝臓から産生される

レチノール輸送担体として見いだされた

Retinol-binding protein 4（RBP4）が挙げら

れる。RBP4 は、肝臓のみならず脂肪細胞か

ら も 産 生 さ れ 、 脂 肪 細 胞 の Glucose 
transporter 4（GLUT4）の発現を制御して

いることが近年明らかにされた。また最近で

は、インスリン抵抗性糖尿病の診断マーカー

としても応用されつつある[1,2]。この他にも

Lipocalin-2（LCN2）[3]、Fatty acid-binding 
protein 4（FABP4）[4]なども、脂肪細胞な

どから産生されることが明らかにされると

ともに、その血中濃度が肥満やインスリン抵

抗性糖尿病などと相関することが臨床的に

示されている。リポカリン分子については、

その機能に関する情報が極めて断片的であ

り、機能自体が不明な分子や一部の機能しか

解明されていない分子が多く残されている

が、我々は前述のような先行研究から、リポ

カリン分子が脂肪細胞分化や糖脂質代謝系

において、なんらかのネットワークを構築し

ているのではないかという作業仮説を立て

た。ここでいうところネットワークとは、サ

イトカインやステロイドホルモンのように、

それぞれの産生や作用を互いに制御し合っ

ているようなものを想定している。この作業

仮説のもと、我々はマウス胎生線維芽細胞

（MEF）を用いた脂肪細胞分化モデルや、高

脂肪食負荷をかけたマウスの白色脂肪組織

におけるリポカリン分子の遺伝子発現プロ

ファイルを検討した。その結果、脂肪細胞分

化に伴って発現が上昇する分子として C8γ
を新たに見いだした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CRISPR/Cas9 システムを用

いて C8γ欠損マウスを作製し、以下に挙げる

項目について検討を行うことで、C8γの糖脂

質代謝系における生理学的意義の解明を試

みる。（１）C8γ 欠損マウスの変異導入部位

の解析、（２）C8γ欠損マウスのライン化、（３）

通常時および高脂肪食負荷時における全身

でのリポカリンおよび C8γ 発現プロファイ

ルの解析、（４）高脂肪食負荷時における C8γ
欠損マウスの表現型および糖脂質関連因子

の解析 
 
３．研究の方法 
（１）C8γ欠損マウスの作製 
 C8γ欠損マウスは、pX330 ベクターに 2 種

類の sgRNA 配列（PAM 領域を含む 23 bp；
#1 と#2）を導入したプラスミドを C57BL/6
マウス由来の受精卵にマイクロインジェク

ションし、偽妊娠マウスに移植することで作

製した。マウスの飼育は、温度 23 ± 2 ℃、

湿度 50 ± 10 %、明期 12 時間暗期 12 時間

の明暗周期下で飼育し、水と餌は自由に摂食

させ、本研究におけるすべての動物実験は、

「岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会」

と「岐阜薬科大学バイオセーフティー委員

会」の承認を得た後、十分な動物擁護の配慮

下で行った。 
 
（２）変異導入の確認 
得られたファウンダーマウスのゲノム

DNA の標的部位を PCR で増幅し、ミスマッ

チ DNA 特 異 的 に 切 断 す る 酵 素 T7 
Endonuclease I （T7E1）で PCR 産物を処

理後、その切断状況を電気泳動により確認し

た。さらに変異導入が認められた検体につい

ては、詳細な変異状態を確認するためにシー

クエンス解析を行った。変異導入が確認され

たファウンダーマウスについては C57BL/6
マウスと交配し、ライン化を行った。 
 
（３）高脂肪負荷試験 
雌雄ともに 4 週齢から通常食（13 kcal% 脂肪

含有量）の代わりに高脂肪食（60 kcal% 脂肪

含有量）を 8 週間摂取させ、体重推移をモニ

タリングした。投与終了後、屠殺し、各臓器

を摘出するとともに重量を測定した。また採

血も行い、血清中のトリグリセリド濃度を測

定した。 
 
（４）定量リアルタイム RT-PCR 
 マウスの各臓器の Total RNA を抽出し、

cDNA を調整した。得られた cDNA を鋳型と

して、各糖脂質代謝関連因子を標的分子とし

て定量リアルタイム RT-PCR を行った。なお、

内部標準には β-actin を用い、各測定値を補

正した。 
 
（５）各組織の組織学的解析 
 得られた各臓器を 4 % パラホルムアルデ

ヒド液にて固定後、パラフィンに包埋した。

ミクロトームを用いて薄切切片を作成した

後にスライドガラスに伸展させ、ヘマトキシ

リン・エオシン（HE）染色を行った。その



後、オイキッドにて封入し、各組織の形態観

察を顕微鏡下にて行った。 
 

４．研究成果 

（１）C8γ欠損マウスにおける変異導入の確

認 
C8γは 7つのExonから構成されているが、

今回は Exon2 または 5 のそれぞれに変異を

導入できる二種類の sgRNA を用いて欠損マ

ウスの作製を行った。Exon2 に変異を導入し

て得られた 4 匹のファウンダーマウスでは、

いずれも Exon2 中に 2 bp の欠失が確認され

た。一方で、Exon5 に変異を導入したマウス

については、Exon5 から下流のイントロン部

分にかけて 302 bp の欠失が認められたもの

が確認された。またこれ以外にも Exon5 中で

11 bp が欠失したものや、3 bp が欠失して新

たに 13 bp が挿入されたものが確認された。

いずれの 7 匹ともに F1 世代でも同様の変異

が確認されたことから、生殖細胞列で変異が

維持されているものと判断し、各マウスのラ

イン化を行った。また sgRNA の上流配列全

20 bp に対し相同性の高い部位を検索し、上

位 10 遺伝子を対象にオフターゲット効果に

ついて検討を行ったところ、変異導入は確認

されなかった。 
 

（２）通常食飼育時における C8γ欠損の糖脂

質代謝系への影響 
302bpの欠失が認められたラインについて

ホモ化を行い、C8γ 欠損マウスを作製した。

このマウスを用いて、通常食飼育時における

C8γ欠損の糖脂質代謝系への影響を検討した。

その結果、ホモ欠損マウスでは雌雄共に肝臓

における C8γmRNA 発現およびタンパク質

発現の消失が確認された。また 4 週齢から 12
週齢まで通常食を与えて野生型マウスと比

較検討を行ったところ、体重変化に特段の差

は認められず、12 週齢における肝臓重量およ

び脂肪重量にも変化は認められなかった。ま

た雌雄マウスの各種血清マーカーについて

検討を行ったところ、グルコース、コレステ

ロール、トリグリセリド、中性脂肪の各レベ

ルには影響が認められなかった。また白色脂

肪中の糖脂質代謝関連遺伝子の発現にも影

響が認められなかった。しがたって C8γ は、

通常時においては糖脂質代謝系に特段の影

響を与えない可能性が示唆された。 
 

（３）高脂肪食負荷時における C8γ欠損の糖

脂質代謝系への影響 
次に4週齢から16週齢まで12週間高脂肪食

（60kcal% 脂肪含有量）負荷を与えた検討を

行った。その結果、体重増加には影響が認め

られなかった。また実験終了時の臓器重量に

ついても検討を行ったところ、肝臓、腎臓、

心臓、胸腺、脳、肺、精巣、精巣上体、前立

腺、白色脂肪では影響が認められなかったが

、褐色脂肪については、雄性C8γ欠損マウス

において有意な重量の低下が認められた。一

方で、糖脂質代謝系に与える影響を検討する

ために各種血清マーカーについても検討を行

ったが、グルコース、コレステロール、トリ

グリセリド、中性脂肪の各レベルには影響が

認められなかった。しがたってC8γは、褐色

脂肪の分化や形成に何らかの影響を与えてい

る可能性が示唆された。 
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