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研究成果の概要（和文）：リン脂質代謝酵素GDE5がcholineの代謝経路に関与するかを明らかにするために、肝
臓特異的GDE5欠損マウスの作製に成功した。肝臓特異的GDE5欠損マウスの肝臓組織において
glycerophosphocholine量の蓄積とbetaineの減少が認められたことから、本酵素がin vivoの組織内で恒常的な
choline産生に関与することが明らかになった。肝臓組織において、SAMの減少およびSAHの増加、メチル化の指
標であるSAM/SAHの減少が認められたことから、GDE5を介した内在性のcholine供給は肝臓組織において細胞内の
メチル化反応に関与することが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Choline is an essential nutrient for the de novo synthesis of cell membrane 
phospholipid PC, methyl donor betaine, and neurotransmitter acetylcholine. It is well-known that 
choline deficiency causes various diseases such as fatty liver, whereas the nutritional importance 
of choline is under-recognized. Here, I tried to generate GDE5 KO mouse model using CRISPR-Cas9 
genome editing to show the involvement of GDE5 in choline synthesis in vivo and the nutritional 
importance of choline in a tissue-specific manner. In this study, I established liver-specific 
GDE5-deficient mice and showed that GPC was accumulated and betaine level was decreased. Also, 
S-adenocylmethionine, a major methyl donor, was decreased and, in contrast, S-adenocylhomocysteine 
was increased. This study firstly demonstrated that GDE5 has an important function in choline 
synthetic pathway and plays roles in methyl group metabolism in vivo.

研究分野：分子栄養学

キーワード： choline　ゲノム編集　GDE5　glycerophosphocholine

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、GDE5のcholine供給に果たす役割をin vivoで初めて実証するとともに、標的組織特異的にcholine
代謝を変動させ、同組織でのcholine代謝の重要性を検証する手法として利用されるものである。特に、肝臓組
織特異的なcholine欠乏による肝障害を誘導するためには、choline欠乏食による長期の飼育が必要であると考え
られているが、GDE5のcholine供給を遮断するマウスモデルとして利用することによって、より詳細なcholineの
栄養学的重要性を提示しえるものと期待される。

※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 

栄養素であるコリンは，生体膜のリン脂質合成の主要な材料としてだけでなく，神経伝達物質

であるアセチルコリンの合成や one carbon metabolism を介したメチル基の供給など，極めて

重要な生理作用が示されている．特に，米国食品医薬品局 (FDA)によってコリンの摂取推奨量は

設定されているものの，先進国の栄養調査においてコリン摂取量は基準に達しておらず，特に若

年層や妊娠期や授乳期の女性における摂取量不足が緊急の課題とされている．さらに，本邦では

ホスファチジルコリン（レシチン）を多く含み，コリンの主要な供給源である卵がコレステロー

ルに対する食事指導から摂取が控えられていることも深刻となる社会的背景である．コリンの

摂取量不足は，肝障害や骨格筋障害，さらにアセチルコリン量の低下に伴った認知症の発症など

との関連性が示されているが，コリンの補充を目的とした遊離コリンの摂取量の増加は，消化管

でのコリン作動性の副作用やトリメチルアミン（TMA）生成による魚臭様体臭の問題，さらに近

年では TMA と心疾患リスクとの関連性も指摘されている．一方，レシチンの過剰摂取において

は、その強力な乳化作用による下痢などの副作用が指摘されており，代替となるコリン供与体が

強く望まれている．その中で期待されているα-グリセロホスホコリン（GPC）は，元来，真核生

物の細胞内のコリン生成の前駆物質として考えられている一方で，母乳などにも豊富に含まれ

る天然成分として，その栄養機能に大きな期待が寄せられている．しかし，GPC の生理作用の理

解のために必要不可欠である生体内での GPC の代謝機構は未解明であるとともに，GPC を高含有

する食品素材の開発も未だ手付かずであるのが現状である． 

細胞内の GPC からコリン生成経路に関して，研究代表者は，ホスファチジルコリンが脱アシル

化された GPC の分解経路を担う細胞内酵素の存在を想定し，探索を行なった結果，GPC に対する

特異的な分解活性を有する GDE5 を単離した（J. Biol. Chem., 2010）．また最近，リゾホスファ

チジルコリンから細胞内コリンを供給する新規経路（J. Biol. Chem., 2015）も見出したが，特

にコリン代謝の 85%を担う肝実質細胞において GDE5 による GPC の分解が細胞内コリンの主要な

供給経路であることを明らかにしている（未発表）．本研究では，GDE5 が GPC 代謝経路，特に機

能性食品成分 GPC によるコリン供給経路における重要な鍵酵素であるとの仮説を立て，ES 細胞

を用いずに短期間での遺伝子欠損マウスの作製が可能なゲノム編集法を利用することで，特に

コリン代謝中心である肝臓特異的 GDE5 欠損マウスを新たに樹立し，全身のコリン代謝における

中心的な役割を検証する研究内容を着想した． 

 

２．研究の目的 

GDE5 は生体においても主要な細胞内 choline 供給経路を担うことが期待されることから，本

酵素の choline 供給に果たす役割を確立するためには，GDE5 欠損マウスを作出し，in vivo にお

いて本酵素の生理機能の解明を行うことが必要不可欠である．一方，これまでの choline の栄養

学的な役割に関する研究においては，choline 欠乏食を摂取させ，外部からの choline 供給を遮

断した際の各組織応答の解析研究が主として実施されており，この条件では全身性に choline 量

の低下が生じているため，choline 欠乏食によって誘導された組織障害が当該組織での choline

量の低下に直接的に起因しているのか，あるいは他組織の choline 欠乏による二次的な影響と

して障害が生じたのかを理解することは極めて困難であり，これは栄養学研究における普遍的

な課題である．組織間の連携における栄養素の生理的役割の解明は重要であるものの，choline

欠乏食による研究では，全身性の choline 量の低下に基づくマクロな重要性は提示可能である

が，各組織での choline 量の低下に基づいた組織障害の発症メカニズムの解明は不可能である．

特定の組織においてのみ choline 量の低下を実現し，組織特異的に choline 量を制御可能な動



物実験モデルを作出することが理想であることから，GDE5 の組織特異的 KOモデルの作成は，ま

さに組織特異的に細胞内 choline 供給を遮断することで，組織選択的に choline 代謝の破綻を

誘導できる有用な手段となり得ると考えた．本研究ではゲノム編集技術を用いて，choline 産生

酵素としての役割が期待される GDE5 の flox マウスを作製することで，組織特異的な GDE5 KO モ

デルを確立し，in vivo での本酵素のさらなる生理機能の解明を目指すとともに，本 KOモデル

を組織選択的な choline 供給の遮断ツールとして利用することで，choline のより詳細な組織レ

ベルでの重要性を提示することを研究目標とした． 

さらに本研究では，新たな choline 供給源として利用可能な健康食品素材を開発するために，

choline や GPC を高蓄積する酵母株を作出することを目的とした．そのために，実験室酵母と清

酒酵母の choline，および GPC の蓄積量の解析を行った．さらに，近年明らかとなった清酒酵母

のゲノム情報等を利用し，choline や GPC の蓄積に寄与する遺伝子群をゲノムワイド，かつ網羅

的に解析を行うことで，choline，および GPC の高蓄積酵母の育種に必要な遺伝的情報の取得を

試みた．酵母は真核モデル生物として利用されていることから，哺乳動物においても酵母と同様

の choline 代謝制御が行われていると予想されることから，哺乳動物における choline 代謝の

制御機構メカニズムに関する情報を入手することを目的として，酵母における choline や GPC 代

謝に関与する新たな遺伝子の発見と代謝経路の解明に取り組んだ． 

 

３．研究の方法 

（１）Gde5flox マウスの作出 

Gde5 flox マウスの作出には，相同組換え法と比較して高効率な組換えが期待される PITCh 法

を用いた．GDE5 の酵素活性領域をコードする exon 11 を loxP 配列で挟んだ flox 配列の両端に

50 bp のゲノムとの相同配列を有する配列が組み込まれた PITCh vector を作製した．C57BL/6 マ

ウス受精卵への Cas9 protein と PITCh vector のマイクロインジェクションにより，出生した

F0 世代の産仔において，exon 11 の上流の flox 配列を有する個体が確認され，この F0 マウス

と野生型 C57BL/6 マウスとの交配により得られた F1産仔において，exon 11 の両側に loxP 配列

が挿入された Gde5 flox マウス(Gde5fl/+)が産出された．遺伝子型の同定は，アルカリ溶解法に

よってマウステールから genome DNA を抽出した後，PCR 法により行った． 

（２）RNA 発現解析，および代謝物解析 

肝臓由来の total RNA の調製は，RNeasy Lipid Tissue Mini kit (QIAGEN)を用いて行い，

RevaTra Ace (Toyobo)を用いて cDNA の合成を行った．さらに，特異的 primer を用いて，GoTaq 

Green Master Mix (Promega)を用いた PCR 解析，あるいは THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix(Toyobo)

を用いた real-time PCR解析に供した．肝臓での遺伝子発現の解明を目的としたDNA microarray

解析には，Whole Mouse Genome オリゴ DNA マイクロアレイ(Agilent Technologies)を用いて行

った．調製した total RNA を用いて，Cy3，および Cy5 標識した cRNA 溶液を調製した．ハイブリ

ダイゼーションはオリゴ DNA マイクロアレイハイブリダイゼーションプロトコール(Agilent 

Technologies)に従って行い，画像解析に供した． 

組織内 choline 化合物は，Bligh&Dyer 法により水溶性画分，および脂質画分を回収し，LC-MS

法，または LC-MSMS 法によって解析を行った．特に水溶性 choline 化合物は HILIC カラムを用

いて分離し，ESI 法 (positive mode) により GPC を m/z=258 [MH+]，choline を m/z=104 [MH+]

でイオンを定量化した．また，肝臓を 2 M 過塩素酸(HClO4)で抽出し，LC-MS 法，または LC-MSMS

法によって SAM，および SAH の定量解析を行った．SAM を m/z=399.3[MH+]，SAH を m/z=385.3[MH+]

でイオンの定量化を行った． 



（３）酵母を用いた choline，および GPC の蓄積に関する QTL マッピング 

  K7H868 株（清酒酵母一倍体）と X2180-1B 株（実験室酵母一倍体）を掛け合わせ，ランダム

スポア法によって交雑株に胞子形成させ，単離した一倍体 100 株のマイクロサテライト DNA マ

ーカー142 個の遺伝型を PCR Genotyper3.0 software（Applied Biosystems）によって決定した

ものを使用した．酵母内 choline 化合物量は，MeOH 抽出し，LC-MS 法によって解析を行った．決

定した遺伝型と表現型の連鎖解析には，WinQTL Cartographer（version2.5）を用いて行った．

QTL マッピングの結果から QTL が存在すると示唆された DNA マーカーを解析し，DNA マーカーに

基づいて QTL に該当する遺伝子群をリストアップした． 

 

４．研究成果 

（１）Gde5 flox マウスの作出と GDE5 の遺伝子解析およびタンパク質解析 

 PITCh 法により，vector に組み込んだ exon11 の flox 配列をゲノムへノックインする編集を

試みた結果，exon11 の両側に loxP 配列が挿入された flox マウス(Gde5fl/+)を得た．Gde5fl/+

マウスの線維芽細胞を初代培養し，lipofection 法を用いて Cre 発現 vector を導入した結果，

この loxP 配列が Cre の発現で組換えられ，機能的であることを確認した．肝実質細胞特異的 Cre

発現マウス（Alb-Cre マウス）と Gde5fl/fl マウスとの交配により肝臓特異的 GDE5 欠損マウス

を作製した．本マウスの肝臓組織より抽出した total RNA から cDNA を調製し，GDE5 の exon 10

と exon 12 上に設計した primer を用いた realtime PCR 法による GDE5 遺伝子発現解析を行った

ところ，肝臓特異的 GDE5 欠損マウスの肝臓において GDE5 の遺伝子発現が有意に減少した．ま

た，Western blot 法による GDE5 タンパク質の検出を行った結果，肝臓特異的 GDE5 欠損マウス

の肝臓において GDE5 のタンパク質が著しく減少していることが明らかになった． 

（２）肝臓特異的 GDE5 欠損マウスの血液中，および組織中 choline 代謝物濃度の解析 

 LC-MS 法によって肝臓組織における水溶性 choline 代謝物（choline，betaine，GPC，Pcho）

濃度を測定した．その結果，野生型マウスと比較して肝臓特異的 GDE5 欠損マウスにおいて GPC

量の著しい蓄積が観察され，betaine 量の有意な減少が認められた．一方で，choline 量と Pcho

量に有意な変動は観察されなかった．次に，血液中の水溶性 choline 代謝物濃度を測定したとこ

ろ，野生型マウスと比較して肝臓特異的 GDE5 欠損マウスにおいて，choline と GPC の有意な増

加が観察された．さらに，他組織の水溶性 choline 代謝物濃度に関して，同様に測定したとこ

ろ，腓腹筋組織中では，choline と betaine の有意な減少が認められ，大脳皮質中では GPC の有

意な減少と，betaine の減少傾向が観察された．これらのことから，肝臓特異的 GDE5 欠損マウ

スは肝臓組織特異的に GDE5 の機能を欠損したマウスであるが，肝臓での choline 代謝の異常が

他組織の choline 代謝に影響を及ぼすことが明らかとなった． 

（３）肝臓特異的 GDE5 欠損マウスの one-carbon metabolism の代謝変動および遺伝子発現解析 

LC-MSMS 法によって S-adenocylmethionine (SAM)，および S-adenocylhomocysteine (SAH)濃

度を測定した．その結果，野生型マウスと比較して肝臓特異的 GDE5 欠損マウスの肝臓において，

SAM の減少傾向と SAH の有意な増加が認められ，さらに SAM/SAH 比は有意に減少した．また，

realtime PCR 法によって one-carbon metabolism 関連遺伝子についての遺伝子発現を解析した

ところ，野生型マウスと比較して肝臓特異的 GDE5 欠損マウスにおいて，methionine 

adenosyltransferase 1A，および betaine-homocysteine S-methyltransferase の遺伝子発現が

有意に増加していた．このことから，肝臓における GDE5 は one-carbon metabolism の代謝変動

を引き起こし，細胞内のメチル化反応に影響を及ぼすことが示された．肝臓における GDE5 の欠

損が生理機能に与える影響を探索するために，野生型マウスおよび，肝臓特異的 GDE5 欠損マウ



スの肝臓における遺伝子発現変動を DNA microarray 法を用いて解析を行った．その結果，肝臓

特異的 GDE5 欠損マウスの肝臓において mRNA の発現が有意に上昇する 233 個の遺伝子と有意に

減少する 260 個の遺伝子を単離した．発現量が変化した遺伝子群としては，monoacylglycerol 

O-acyltransferase 1，sphingomyelin phosphodiesterase 3，very low density lipoprotein 

receptor，lipin1 などの脂質代謝遺伝子群や aldolase, phosphoenolpyruvate carboxykinase 2

などの糖代謝遺伝子群が含まれていた． 

以上の結果から，肝臓特異的 GDE5 欠損マウスの肝臓組織において GPC 量の蓄積と betaine の

減少が認められたことから，本酵素が in vivo の組織内で恒常的な choline 産生に関与し，

choline 代謝へ影響を及ぼすだけでなく，細胞内 choline 供給酵素として GDE5 は重要であるこ

とが明らかになった．一方で GDE5 欠損マウスの血液において GPC 量の増加が認められ，肝臓組

織以外の他組織においても choline 代謝の変動が認められることから，肝臓組織における

choline 代謝の異常が全身の choline 代謝に影響を与え，組織間で choline 代謝が連携している

可能性が考えられた．また，本マウスの肝臓組織において，メチル化の指標である SAM/SAH の減

少が認められたことから，内在性の choline 供給は肝臓組織において細胞内のメチル化反応に

関与することが考えられた． 

（４）実験室酵母，清酒酵母，および交雑株における choline と GPC の蓄積量の解析 

実験室酵母と清酒酵母における choline，および GPC の蓄積量を明らかにすることを目的と

し，実験室酵母，および清酒酵母の，酵母内 choline，および GPC 量を測定した結果，培養後 24

時間における清酒酵母の choline 量は実験室酵母の約 60%，48 時間後では約 10%であった．同様

に，清酒酵母の GPC 量は培養後 24 時間において，実験室酵母の約 5％，培養後 48 時間には約

35%であった．これらの結果から，清酒酵母は実験室酵母と比較して choline，および GPC の蓄

積量が有意に低いことが示され，実験室酵母，および清酒酵母において choline，および GPC の

蓄積量に関する形質の差異が確認された．そこで，実験室酵母と清酒酵母の交雑株の choline，

および GPC の蓄積量を解析し，QTL 解析によって choline，および GPC の高蓄積に寄与する遺伝

子座の単離を試みた．その結果，交雑株の choline，および GPC の蓄積量は株毎に連続的に大き

く異なる数値を示したことから，choline，および GPC の蓄積量は複数の遺伝子座によって規定

されていることが示唆された． 

（５）choline，および GPC の蓄積量に関する QTL マッピング 

choline，および GPC は量的形質を示すことが明らかになったため，QTL 解析を行うことで，

その蓄積に寄与する遺伝子座を特定することを目的とした．そこで，マイクロサテライト DNA マ

ーカー142 個と WinQTL Cartographer（version 2.5）を用いて，choline と GPC の蓄積量に関す

る QTL 解析を行った．その結果，GPC の蓄積に関する有意な QTL が 12 番染色体上の DNA マーカ

ーである G1LTSNP3（600,019-822,592）近傍に見出された．また，GPC の高蓄積に寄与する遺伝

子型は実験室酵母型であることが明らかとなった．今後はこの DNA マーカーを指標として実験

室酵母型を示す清酒酵母の育種を行うことで，遺伝子組換えではない変異株の取得によって GPC

高蓄積株の作出が可能になると思われる． 
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