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研究成果の概要（和文）：研究代表者はこれまでに、エネルギー代謝調節機構に関わる新規脳内因子
（Neurosecretory protein GL ;NPGL及びNeurosecretory protein GM ;NPGM）の生理機能解析をおこなってき
た。本研究課題ではNPGL及びNPGMの遺伝子欠損マウスを作製・解析することで、両者の生理機能や分子メカニズ
ムを解明することを目的とした。本研究により、NPGL及びNPGM遺伝子欠損マウスの作出に成功した。さらに、
NPGL及びNPGM両遺伝子欠損マウスが食餌誘導性肥満を抑制することが明らかになった。今後、このモデルマウス
を用いてエネルギー代謝調節機構の解明を行いたい。

研究成果の概要（英文）：Neurosecretory protein GL (NPGL) and Neurosecretory protein GM (NPGM) were 
discovered as a neurosecretory protein involved in energy metabolism. However, physiological 
functions and molecular mechanisms of NPGL and NPGM remains to be elucidated. In this study, we 
established NPGL and NPGM knockout mice by CRISPR/Cas9 system. Furthermore, NPGL and NPGM double 
knockout mice suppressed diet-induced obesity. In the future, we would like to clarify the 
mechanisms of energy metabolism regulation using this model mouse.

研究分野：内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現代社会において肥満や肥満関連生活習慣病の増加が深刻な問題となっている。肥満の治療や予防法の確立に
は、食欲やエネルギー代謝調節機構の解明が必須である。本研究課題では、エネルギー代謝調節機構に関わる新
規脳内因子（NPGL及びNPGM）遺伝子欠損マウスを作出及び解析することで、その生理機能や分子メカニズムを解
明することを目的とした。本研究により、NPGL及びNPGM遺伝子欠損マウスの作出に成功し、さらに本モデルマウ
スが食餌誘導性肥満を抑制することを明らかにした。したがって、肥満を抑制する分子メカニズムの解明につな
がるモデル動物の作出に成功した。

※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 
 Neurosecretory protein GL（NPGL）及びNeurosecretory protein GM（NPGM）は、2014
年に視床下部より分泌性小タンパク質をコードする遺伝子として発見された(1)。ゲノムデータ
ベース解析より、両遺伝子は脊椎動物に高度に保存されていたことから、生理機能に重要な役割
を果たすことが推測された。また、鳥類（ニワトリ）や哺乳類（ラット及びマウス）を用いた解
析により、絶食負荷や肥満モデルにおいて、NPGLやNPGMの遺伝子発現量が変動することな
どから両遺伝子がエネルギー代謝調節機構に関与することが示唆されている。 
これまでに、NPGL及び NPGMの生理機能を解析するために、ニワトリやラット、マウスを
用いて投与実験や遺伝子過剰発現実験を行ってきた。ニワトリのヒナにNPGLあるいは NPGM
を投与すると、摂食量や体重増加に変動が認められたことから、NPGL及び NPGMがエネルギ
ー代謝調節機構に関与することが示された（1）。また、哺乳類のモデル動物であるラットならび
にマウスにおいても、NPGL及び NPGMの脳室内投与や視床下部への遺伝子過剰発現により、
脂肪組織における de novo 脂肪合成の亢進や高脂肪食給餌条件での摂食量の増加が生じること
が明らかになっている(2,3)。さらに、ラットを用いた食餌選択実験により NPGLを投与すると
炭水化物及び脂質、タンパク質の内、炭水化物摂取が増加することが示された。以上のことから、
NPGL 及び NPGM は脊椎動物においてエネルギー代謝調節機構や嗜好性などを含む脳内高次
機能に関与することが示唆された。 
このように、gain of functionの解析により、NPGL及びNPGMシステムがエネルギー代謝
調節機構に関与することを明らかにしてきた。しかしながら、内在性 NPGL 及び NPGM の生
理機能は明らかになっていないため、NPGL及び NPGMシステムの生理機能ならびに分子メカ
ニズムは未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、新規脳内因子（NPGL及び NPGM）のエネルギー代謝調節機構に関わる生
理機能や新たな生理機能を明らかにすることである。 
先行研究においては、脳室内投与や視床下部内への遺伝子過剰発現により、NPGL及びNPGM
の gain of function の解析をおこなってきたが、本研究では CRISPR/Cas9 システムを用いて
NPGL及び NPGMのノックアウトマウスを作製し、NPGL及び NPGMの loss of functionを
解析することで、NPGL及び NPGMの生理機能を追究する。さらに、表現型解析により、NPGL
及びNPGMがエネルギー代謝調節や情動や記憶などの脳内高次機能などに関与するかを解析す
る。 
 
３．研究の方法 
本研究では、CRISPR/Cas9システムを用いてゲノム編集を行い、NPGL及び NPGMの遺伝
子欠損マウスを作製した。まず、ガイド RNA（gRNA）設計ソフトウェアである CRISPRdirect
（https://crispr.dbcls.jp/）を用いて、オフターゲット効果が低く PAM配列を含む NPGLあ
るいは NPGM遺伝子に対する特異的 gRNAを設計し、NPGLあるいは NPGMに対する gRNA
を作製した。また gRNA に関しては、NPGL 及び NPGM の成熟タンパク質を確実に欠損させ
るために成熟タンパク質をコードする領域を挟むように 2種類の gRNAを使用した。次に、自
然交配させた C57BL/6系統の野生型マウスの卵管膨大部から受精卵を採卵し、NPGLあるいは
NPGMに特異的な 2種類の gRNA及び Cas9タンパク質をエレクトロポレーション法を用いて
受精卵に導入した。gRNAや Cas9タンパク質を導入した受精卵が 2細胞期に発生することを確
認した後に、これらの受精卵を仮親マウスの卵管内に移植し、F0マウスを作出した。得られた
産仔からゲノム DNAを抽出し、NPGLあるいは NPGM遺伝子それぞれに特異的なプライマー
を用いて PCRを行い、ジェノタイプを行った。また F1マウスのゲノム DNAから増幅した PCR
産物を用いて、DNAシーケンスを行い、遺伝子変異を確認した。さらに、作出したNPGLノッ
クアウトマウス及び NPGM ノックアウトマウスを交配させることで NPGL 及び NPGM ダブ
ルノックアウトマウスを作出した。次に、NPGL及びNPGMノックアウトマウスの表現型解析
をおこなった。これらのノックアウトマウスと野生型マウスを通常食及び高脂肪食給餌条件下
において飼育し、経時的に体重を測定した。 

 
４．研究成果 
 CRISPR/Cas9システムを用いてゲノム編集を行った結果、NPGLあるいは NPGMの成熟タ
ンパク質領域を含む約 400bp の領域を欠損した遺伝子配列を持つ、C57BL/6 系統の NPGL あ
るいは NPGM ノックアウトマウスを作出した。これらの F0 マウスを野生型 C57BL/6 マウス
と交配し、F1マウスを作製し、次世代に遺伝子変異が引き継がれることを確認した。さらに F1
マウスを用いて DNA シーケンスを行った結果、NPGL ノックアウトマウスに関しては 351 塩
基が、NPGM ノックアウトマウスに関しては 424 塩基が欠損していることが明らかになった
（図 1）。さらに、免疫組織化学により、NPGLあるいは NPGMノックアウトマウスにおいて、
それぞれ NPGL あるいは NPGM 陽性細胞が欠失していることを確認した。次にこれらのマウ
スを交配させ、NPGL及び NPGMダブルノックアウトマウス（NPGL/NPGM dKOマウス）を
作出した。 



次に、これらの遺伝子改変マウスの表現型
解析を行った。まずは、NPGL ノックアウト
マウスとコントロールマウスを通常食あるい
は高脂肪食給餌条件下で飼育し、体重を測定
した。 
普通食給餌条件下において体重を測定した
結果、NPGL ノックアウトマウスとコントロ
ールマウス間で体重に差は認められなかった
（図 2）。一方で、高脂肪食給餌条件下におい
ては、NPGL ノックアウトマウスの体重がコ
ントロールマウスに比べて減少する傾向が認
められた（図 3）。また、先行研究における gain 
of functionによる解析から NPGLと NPGM
は同様の生理作用を有することが示されてい
る。そのため、NPGL ノックアウトマウスで
は NPGM が代償的に作用している可能性が
あるため、NPGL/NPGM dKOマウスを用い
ることで、より顕著な表現型が得られると推
測し、現在解析を進めている。予備的な解析
ではあるが、高脂肪食給餌条件下で
NPGL/NPGM dKOマウスはコントロールマ
ウスに比べて有意に体重が減少していた。以
上より、NPGL/NPGM dKOマウスにおいて
食餌誘導性肥満を抑制することが示唆され
た。今後は、再現性を確認するために個体数
を増やして NPGL及び NPGMノックアウト
マウスの表現型解析を行う。さらに、このモ
デルマウスを用いて、NPGL/NPGMシステム
の分子メカニズムやエネルギー代謝調節機構
以外の生理作用にも関与しているかを解析し
ていく。 
 これまで、NPGL/NPGMシステムに関して
は投与実験などによる gain of function を解
析し生理機能解明を行っていたが、本研究に
より、loss of function の解析による内因性
NPGL/NPGM の詳細な生理機能解析が可能
となった。また、摂食行動の調節機構にはエネ
ルギーホメオスタシスを基盤とした調節機構
のみならず情動や記憶などの脳内高次機能が
関与しているため、今後、本モデルマウスを用
いて、NPGL/NPGMシステムの脳内高次機能
への関与を解析する予定である。本研究課題
を発展させることで、新たな中枢性エネルギ
ー代謝調節機構の解明に繋がり、肥満症改善
のための基礎医学的知見の発見に結び付くこ
とが期待される。 
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