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研究成果の概要（和文）：新規の中性脂肪代謝研究モデル動物である、アポA-V欠損ウサギの作製に成功した。
アポA-V欠損ウサギは、血漿中性脂肪および中性脂肪リッチリポ蛋白が上昇した。その上昇は高コレステロール
飼料ならびに非絶食で増強されたことから、アポA-Vの異常と食後高脂血症との関連が示唆される。アポA-V欠損
ウサギはヒト中性脂肪代謝や食後高脂血症、動脈硬化性疾患などの病態解明に貢献できるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Apo A-V knockout (KO) rabbits were generated. Apo A-V KO rabbits showed 
increased plasma triglycerides (TG) and TG-rich lipoproteins levels. The elevations were exacerbated
 by a high cholesterol diet and postprandial state, suggesting a relationship between apo A-V and 
postprandial hyperlipidemia. Apo A-V deficient rabbits may become a valuable model for studying 
human triglycerides metabolism, postprandial hyperlipidemia, and atherosclerotic diseases.

研究分野： リポタンパク代謝

キーワード： アポA-V　リポタンパク　中性脂肪　脂質異常症　食後高脂血症　レムナントリポタンパク　動脈硬化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心筋梗塞や脳梗塞などの動脈硬化性疾患は本邦における死亡原因の上位を占める。本研究では心筋梗塞のリスク
遺伝子として同定されたアポA-Vに着目し、新規の動物モデルとしてアポA-V欠損ウサギ作製した。アポA-Vの欠
損により中性脂肪に富むリポ蛋白の代謝に異常をきたすことを明らかにした。本研究で樹立したアポA-V欠損ウ
サギの応用により、脂質異常症や動脈硬化性疾患の新たな予防・治療法の開発が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アポ A-V は分子量 39 kDa のアポリポ蛋白質で、血漿中ではカイロミクロン、超低比重リポ蛋
白質（VLDL）および高比重リポ蛋白質（HDL）に局在している。主な生理機能はリポ蛋白リパ
ーゼと協調してリポ蛋白中の中性脂肪の異化に関与していると考えられている。ゲノムワイド
関連解析研究においては、アポ A-V は LDL 受容体とともに心筋梗塞のリスク遺伝子として同定
されている（Nature. 2015）。これは LDL 代謝の異常に加えて、レムナントリポ蛋白などの中
性脂肪リッチリポ蛋白代謝の異常も心筋梗塞発症の重要な危険因子であることを示唆している。
しかし、アポ A-V のリポ蛋白代謝における役割および動脈硬化性疾患における病理学的意義は
十分に解明されていない。 
 
 
２．研究の目的 
ヒトと類似したリポ蛋白代謝系を持つウサギを用い、新規のモデル動物であるアポ A-V 欠損ウ
サギを作製し、アポ A-V のリポ蛋白代謝および動脈硬化性疾患における役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）CRISPR/Cas9 によるアポ A-V 欠損ウサギの作製 

① Single guide RNA（sgRNA）の設計 
ウサギ APOA5 ゲノム遺伝子配列
から、ゲノム編集ウェブツール
を用いて標的ゲノム領域を選定
し、エクソン 3 中の PAM 配列に
隣接する 20 塩基を標的として
sgRNA を作成した（図 1）。 

② 受精卵の採取、マイクロインジェクションおよび胚移植 
10 匹の雌性 New Zealand White ウサギを妊馬血清性性腺刺激ホルモン（PMSG）により過
排卵処置し、3日後に人工授精とともにヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG）を投与した。
人工授精 17～19 時間後に卵管灌流により受精卵を採取した。sgRNA および Cas9 蛋白質
を受精卵細胞質にマイクロインジェクション法により注入し、仮親に胚移植を行った。 

③ ジェノタイピング 
仮親から出産したウサギ産仔の尾組織を採取して、ゲノム DNA を抽出し標的ゲノム領域
の塩基配列をサンガー法により決定した。 

（2）アポ A-V 欠損ウサギの血漿脂質表現型解析 
① 飼育飼料 

離乳後、17週齢まで普通飼料（CR-3M、日本クレア）で飼育した。17週齢から高コレス
テロール飼料（0.3% コレステロール、3% 大豆油）で 2週間飼育した。 

② 採血 
血漿脂質測定のために、絶食（一晩絶食）および非絶食で採血を行った。耳介動脈から
血液を EDTA およびアプロチニンを添加した採血チューブに採取し、遠心分離により血
漿を分離した。 

③ 血漿脂質測定 
総コレステロール（TC）、中性脂肪（TG）、HDL コレステロール（HDL-C）を市販試薬（富
士フィルム和光純薬）で測定した。LDL コレステロール（LDL-C）は TC から HDL-C およ
び下記で測定した VLDL-C を減じて算出した。 

④ 血漿リポ蛋白分離 
卓上超遠心分離機（Optima MAX-TL、ベックマンコールター）用いて、VLDL（比重 1.006
浮上分画）を採取した。分画中の TCおよび TG含量を上記試薬により測定した。 

 
 
４．研究成果 
（１）CRISPR/Cas9 によるアポ A-V 欠損ウサギの作製 

CRISPR/Cas9 による APOA5 遺伝子変異導入成績を 表 に示す。10 匹の雌性ウサギから採取
した 402 個の受精卵のうち、238 個にマイクロインジェクションを行い 7匹の仮親に移植し
た。38 匹の産仔が出産し、そのうち 23 匹が離乳した（離乳率 61%）。ジェノタイピングの結
果、離乳産仔 23匹中 19匹に変異が認められた（変異導入率 83%）。また、変異導入個体 19
匹中 16匹が両アレルへ、3匹が片アレルへの変異導入が同定された。代表的な変異を 図 2 
に示す。また、全ての変異で早期終止コドンの導入が推定された。 



 
（２）アポ A-V 欠損ウサギの血漿脂質表現型解析 

野生型ウサギ（WT、4匹）と両アレルに変異が導入されたアポ A-V 欠損ウサギ（KO、16 匹）
の血漿脂質を比較した。普通飼料飼育下での絶食採血において、アポ A-V 欠損により血漿
TG および VLDL-C が上昇した（図 3）。KOウサギの血漿 TG は WT ウサギの 1.6 倍、VLDL-C は
3.2 倍に上昇した。血漿 TC および HDL-C はそれぞれ 1.2 倍の軽微な上昇を認めたが、LDL-
C は変動しなかった。 

 
高コレステロール飼料飼育下の絶食採血では、アポ A-V 欠損ウサギの血漿 TG および VLDL-
C の上昇が増幅された（図 4）。KO ウサギの血漿 TGは WT ウサギの 3.3 倍、VLDL-C は 2.8 倍
に上昇した。血漿 TC および HDL-C はそれぞれ 1.4 倍および 1.6 倍の軽微な上昇を認めた。
高コレステロール飼料の負荷により LDL-C は 300 mg/dL 程度まで上昇したが、KOおよび WT
ウサギ両群での差異は認められなかった。 

 
高コレステロール飼料飼育下の非絶食採血では、アポA-V欠損ウサギの血漿TGおよびVLDL-
C の上昇がさらに増強された（図 5）。KOウサギの血漿 TG は WT ウサギの 7.3 倍、VLDL-C は
3.7 倍に上昇した。血漿 TC、HDL-C および LDL-C の両群での変動の傾向は絶食採血と同様で
あった。 



 
高コレステロール飼料飼育下での絶食および非絶食採血の血漿脂質表現型の対比を 図 6 
に示す。KO ウサギにおいて、非絶食採血での血漿 TG および VLDL-C は絶食採血と比較して
上昇したのに対して、HDL-C は低下した。 

 
（３）まとめ 

新規の中性脂肪代謝研究モデル動物である、アポ A-V 欠損ウサギの作製に成功した。アポ
A-V 欠損ウサギは、血漿中性脂肪および中性脂肪リッチリポ蛋白が上昇した。その上昇は高
コレステロール飼料ならびに非絶食で増強されたことから、アポ A-V の異常と食後高脂血
症との関連が示唆される。アポ A-V 欠損ウサギはヒト中性脂肪代謝のメカニズムの解明に
有用な新しい疾患モデルになると考えられ、食後高脂血症や動脈硬化性疾患の病態解明に
貢献できるものと期待される。 
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