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研究成果の概要（和文）：妊娠時の重度高中性脂肪（TG）血症は重症膵炎・胎児死亡などの重篤な合併症を生じ
る。高TG血症性膵炎は妊娠中の膵炎の原因の第一位であるが、現時点で確立した治療法はない。高TG血症は遺伝
的素因に二次性要因が加わることにより増悪する。我々は本研究によりapoA-V欠損マウスはヒト妊娠時高TG血症
モデルマウスとして有用であることを示した。また、apoA-V;SREBP-1c両欠損マウスでは妊娠末期のTG上昇が軽
減されること、遺伝子発現解析によりこの機序を説明しうる遺伝子としていくつかの候補を見出した。これらの
成果をもとに作成したマウスモデルを用いた治療法の検討をすすめている。

研究成果の概要（英文）：Severe hypertriglyceridemia (HTG) during pregnancy results in 
life-threatening complications such as severe pancreatitis and fetal death. Hypertriglyceridemic 
pancreatitis is the leading cause of pancreatitis in pregnancy, but there is currently no 
established treatment. HTG is exacerbated by secondary factors in addition to genetic 
predispositions. In this study, we demonstrated that apoA-V-deficient mice are useful as a mouse 
model of severe HTG in human pregnancy. We also found that apoA-V;SREBP-1c deficient mice have 
reduced TG elevation during pregnancy and identified several candidate genes that may explain this 
rescue by gene expression analysis. These findings led us to search for therapeutic modalities using
 our mouse model.

研究分野： 脂質異常症
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
妊娠時の重度高中性脂肪（TG）血症は重症膵炎・胎児死亡などの重篤な合併症を生じる。高TG血症性膵炎は妊娠
中の膵炎の原因の第一位であるが、現時点で確立した治療法はない。その一因として適切なマウスモデルがこれ
まで存在しなかったことが挙げられる。我々は本研究によりapoA-V欠損マウスはヒト妊娠時高TG血症モデルマウ
スとして有用であることを示した。また確立したマウスモデルをもとに妊娠時高TG血症の治療を検討した。重篤
かつ難治性疾患の治療法開発に貢献した研究であったと考える。

※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 
健常者の場合、妊娠末期では非妊娠時に比較し血中中性脂肪(TG)値は 2-3 倍に上昇するが 1、

高 TG 血症の遺伝的素因（LPL、APOC2、GPIHBP1、LMF1、APOA5 など）を有する場合に
は重度高 TG 血症（～7,000 mg/dL）を来たす。妊娠時高 TG 血症は、妊娠中の膵炎の原因の第
一位であり、重症膵炎・胎児死亡などを生じる 2-6。これらの重篤な致死的合併症を予防するた
めに、妊娠時高 TG 血症の治療法開発は喫緊の課題である。 
妊娠中の重度高 TG 血症の治療法は、食事指導（脂質制限食）が基本となるが、有効性に乏し

い。その他の治療法として、ヘパリン・インスリン療法、血漿交換、フィブラート（本邦では禁
忌）などが報告されているが、確立した治療法はない 7。疾患の分子メカニズムに基づいた新規
治療法開発が求められる。 
妊娠時の高 TG 血症のメカニズムとして、肝臓での VLDL 分泌亢進や脂肪酸 β 酸化低下、脂

肪細胞での lipolysis によって放出される遊離脂肪酸（FFA）由来の VLDL 産生亢進、TG 含有
リポ蛋白（VLDL や CM）の TG を水解するリポ蛋白リパーゼ（LPL）の活性低下、などが示唆
されている 8-11。しかし、これらの仮説は重度高 TG 血症モデルマウスでは検証されておらず、
in vivo での実際の寄与は明らかではない。妊娠時重度高 TG 血症を再現したマウスモデルの確
立と、その発症機序の in vivo での解明が、有効な治療法開発のために求められている。 
我々の研究室では、重度高 TG 血症のマウスモデルの確立からの疾患メカニズム研究を行な

っている。これまで、ヒトの重度高 TG 血症の原因遺伝子（LPL、APOC2、GPIHBP1、LMF1、
APOA5）を遺伝子改変したモデルマウスが報告されていたが、これらのうち、apoA-V 欠損マウ
スが唯一、環境要因による重度高 TG 血症の研究に適することを我々は見出した（他のモデルで
は胎生致死あるいは生下時からの重度高 TG 血症となってしまう）。12, 13この報告では、「apoA-
V 欠損マウスは、二次性要因（高炭水化物食、加齢）により重度高 TG 血症（〜5,000 mg/dL）
を来す」ことを示し、さらに SREBP-1c 欠損マウスを用いて、「肝臓で脂質合成を制御する転写
因子 SREBP-1c による巨大 VLDL 産生が高炭水化物食や加齢による高 TG 血症増悪に必須であ
る」こと、を示した 12,13。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、所属研究室が確立してきたこれらのモデルを用いて、妊娠時の重度高 TG 血症マ
ウスモデルを確立し、分子機序を in vivo で解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①マウス 

Apoa5-/-マウスは Mutant Mouse Resource ＆ Research Centers（Stock #011467-UCD, 
FVB.129X1（B6）-Apoa5tm1Hgc/Mmucd）より、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスは The Jackson 
Laboratory から得た。明暗サイクルは 12/12h で、室温 22-24 ℃、自由飲水摂食とした。CLEA 
Rodend Diet CE-2（日本クレア株式会社）を用い、2～4 月齢の雌マウスを実験に使用した。 
交配は雄マウスと雌マウスを 1 匹ずつ同ケージに入れ、プラグチェックは暗期終了前後に行

った。採血はヘパリン処理した毛細管を用い、後眼窩静脈洞より採取した。5%EDTA+5%NaN3
を 1 μl 添加したチューブを用いた。特に記載がない限り採血は暗期終了前後に行い、採血検体
は 5000 rpm、4 ℃で 10 分間遠心し血漿を-20 ℃で凍結保存した。解剖は暗期終了前後に行い、
必要臓器を摘出した。検体は液体窒素で凍結し、-80℃で保存した。 
飼育や実験は東京大学の倫理規定に従った。 
 

②測定 
TG は L タイプワコーTG・M（和光純薬工業株式会社）、TC はコレステロール E-テストワコ

ー（和光純薬工業株式会社）を用いて測定した。血漿の測定は凍結血漿を融解後に測定した。 
血漿リポ蛋白質のサイズは gel-permeation HPLC system（LipoSEARCH®, Skylight Biotech, 

Inc.）により分析した 14。ゲル浸透カラムを直列に連結し、血漿リポ蛋白質を分離した。カラム
流出液の TG 濃度を測定し mV で示した。リポ蛋白質は component peak analyses with the 
Gaussian curve fitting technique を用いて粒子サイズにより分類した（CM・大型 VLDL（>80 
nm）, 15～19.1±1.0 min; VLDL（30～80 nm）, 19.1～22.7±1.0 min; LDL（16～30 nm）, 22.7
～25.1±1.0 min; HDL（8～16 nm）, 25.1～28.0±1.0 min）。CM・VLDL についてはさらに細か
く分類（#1～#4）し、直径 80 nm 超の CM・大型 VLDL を分画#1 とし、直径 30-80 nm の通常
の VLDL をサイズが大きい順に分画#2～#4 として結果の図示をした（#1>#2>#3>#4）。 

 
③RNA 抽出法、定量的 PCR 法 
凍結保存した臓器を適量とりわけ、ポリトロンホモジナイザーで破砕した後、RNA を Isol-RNA 
Lysis Reagent（フナコシ株式会社）または TRI Reagent（Molecular Research）によって抽出
した。High Capacity cDNA Reverse Transctription Kit（Thermo Fisher Scientific, Inc.）を用



いて complementary DNA を合成し、Light Cycler®480 システムⅡ、SYBR GreenI384-Ⅱ 
（F.Hoffmann-La Roche, Ltd. ）を用いて定量的 PCR （Quantitative Real Time PCR 
Analysis;qPCR）を行った。mRNA は比較 CT 法を用いて計算した。不変対照としては βactin
を用いた。 
 
④統計学的解析 
統計学的解析は graphpad prism7.04 を用いて行った。結果は平均±SEM で表示した。正規分

布の検定は Shapiro-Wilk 検定を用いた。正規分布のデータでは 3 群以上の有意差検定には Non-
repeated meausures ANOVA、Tukey 検定（n が異なる群間比較は Tukey-Kramer 検定）を用
いた。正規分布でないデータでは 3 群以上の有意差検定には Kruskal-Wallis 検定、Dunn 検定
を用いた。P <0.05 で有意差ありとした。 
 
 
４．研究成果 
①Apoa5-/-マウスによる妊娠時 HTG モデルマウスの確立 
野生型マウスと Apoa5-/-マウスにおける、周産期の自然経過での脂質代謝の変化を観察した。

野生型マウス（雌）と Apoa5-/-マウス（雌）を雄マウスと交配し、出産日まで週 2 回の採血を行
った。出産日を day20 とし、採血日の妊娠日数を逆算した。雄マウスは出産前に雌マウスとケ
ージを分離した（出産後の再交配はしていない）。生まれた仔マウスは実験中、雌マウスと同ケ
ージ内にて飼育をし、雌マウスにより授乳を行わせた。出産後は週 1 回の採血、体重測定、血糖
測定を行った。血漿 TG は Apoa5-/-マウスにおいて day9-12 に一過性に低下した後、day17-19
に著明に上昇した。出産後、授乳中の血漿 TG は低下し、授乳終了後の Day41 以降は非妊娠時
と同程度に戻った。野生型マウスにおいては同様の傾向がみられたが day9-12 の一過性の血漿
TG 低下はみられなかった。遺伝子型間の比較では day9-12、出産後授乳中は差がみられなかっ
たが、それ以外の区間では Apoa5-/-マウスにおいて血漿 TG が高値であった。血漿 TC は Apoa5-

/-において day9-12、出産直後に低下がみられたがそれ以外に関しては非妊娠時と同程度であっ
た。野生型マウスにおいても同様の経過であったが、出産直後の低下はみられなかった。以上か
ら Apoa5-/-マウスでは野生型マウスに比べ血漿 TG が上昇し、既報のヒトにおける妊娠時 HTG
と同様であることがわかった。妊娠時 HTG のマウスモデルとして Apoa5-/-マウスが活用できる
可能性が示唆された。 

 
②Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスによる妊娠時 HTG 機序の検討 
次に妊娠時 HTG における SREBP-1c の役割を明らかにするために、apoA-V;SREBP-1c 両欠

損マウスについて、同様に周産期の自然経過での脂質代謝の変化を観察した。Apoa5-/-マウス（雌）
と Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウス（雌）を雄マウスと交配し、出産日まで週 2 回の採血を行った。出
産日を day20 とし、採血日の妊娠日数を逆算した。出産直前の血漿、出産直後の血漿をそれぞ
れプールし HPLC を行った。雄マウスは出産前に雌マウスとケージを分離した。生まれた仔マ
ウスは実験中、雌マウスと同ケージ内にて飼育をし、出産後は週 1 回の採血を行った。血漿 TG
は Apoa5-/-マウスにおいて前の実験と同様の経過をたどったが、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスでは
day17-19 の出産直前の血漿 TG の著明な上昇がみられなかった。遺伝子型間の比較では day9-
12、出産後授乳中は差がみられなかったが、それ以外の区間では Apoa5-/-マウスにおいて血漿
TG が高値であった。血漿 TC は TG と同様の推移をたどり、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスでは
day17-19 の出産直前の上昇がみられなかった。 
同実験において出産直前・直後の血漿をプールし HPLC を行った。 リポ蛋白分画の TG 測定

結果からは Apoa5-/-マウスでは出産直前に TGRL が著明に蓄積していることがわかった。TGRL
のより詳細なサイズ別の分画での TG の定量的な比較では、分画#1, 分画#2 の著明な蓄積がみ



られた（分画#1 は直径 80 nm 超の CM・大型 VLDL、分画#2-4 は直径 30-80 nm の通常の VLDL
であり、数値順に大きな粒子を含む（#1>#2>#3>#4））。Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスではこの変化
が部分的に改善しており、特に大型の TRGL ほど蓄積が軽度となっていた。定量的な比較では、
#1, #2, #3, #4 分画の TG は Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスでは Apoa5-/-マウスに比べてそれぞれ
69.2%, 47.0%, 49.0%, 49.0%低下をしていた。出産直後の HPLC では出産前の TGRL の蓄積は
改善しており、遺伝子型による差はなかった。ここまでの実験において Apoa5-/-マウスはヒトの
妊娠時 HTG と同様に出産直前に HTG をきたし、その HTG は大型優位の TGRL の蓄積に由来
すること、またその変化は SREBP-1c に部分的に依存することがわかった。 

  
③SREBP-c 欠損による妊娠時 HTG 改善機序の遺伝子的解析 

Apoa5-/-マウス、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスにおける妊娠群・対照群での脂質代謝変化を肝臓の
遺伝子発現変化も含めて検討した。Apoa5-/-マウス（雌）、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウス（雌）を雌
マウスと遺伝子型を一致させた雄マウスと交配し、プラグチェックを行った。プラグの確認日を
day1 とし、day18 の時点で週齢をあわせた同遺伝子型の対照群と同時に解剖を行った。解剖時
に採血を行った。それぞれのマウスの血漿につき HPLC を行った。血漿 TG は Apoa5-/-マウス
では対照群に比べて妊娠群において有意に上昇していたが、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスでは妊娠
による血漿 TG の有意な上昇を認めなかった。また遺伝子型間の比較として妊娠時血漿 TG は
Apoa5-/-マウスに比べて Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスでは低下をしていた。 

Day18 の血漿について HPLC 解析を行った。リポ蛋白分画の TG 測定の結果では、どちらの
遺伝子型においても対照群に比べ妊娠群で TGRL 由来の TG 上昇がみられていた。Apoa5-/-マウ
スでは妊娠によりサイズがより大型の VLDL が優位に蓄積していたが、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウ
スでは、大型 VLDL の蓄積が改善していた。定量的評価では Apoa5-/-マウスにおいて妊娠時#1-
#4 分画が上昇しており、特に大型の VLDL ほど増加していたが、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスで
は大型の VLDL（#1, #2）に有意な増加は認めず、小型の VLDL（#3,#4）のみが有意に増加し
ていた。遺伝子型間の比較では Apoa5-/-;Srebp-1c-/-では Apoa5-/-に比べ特に妊娠時大型の VLDL
（#1,#2）が有意に低下しており、それぞれ 76.5%, 61.5%低下をしていたが、小型の VLDL（#3, 
#4）では、有意差を認めなかった。以上から、Apoa5-/-マウスでは妊娠により大型サイズ優位の
TGRL の蓄積がみられ、Apoa5-/-;Srebp-1c-/-では特に大型サイズの TGRL の蓄積が改善すること
がわかった。 
また、妊娠時の肝臓の mRNA 発現を qPCR により評価を行った。特に SREBP-1c 欠損によ

り HTG が改善するメカニズムに関連する遺伝子を検索することを目的とし、妊娠時 Apoa5-/-マ
ウスと妊娠時 Apoa5-/-;Srebp-1c-/-マウスで有意差がみられた遺伝子に着目をし、いくつかの候補
遺伝子を同定した。 
 



④確立したモデルマウスによる妊娠時高 TG 血症の治療介入検討 
確立したモデルマウスを使用し、妊娠時 HTG に対する治療法の検討を行った。現在のと

ころ、脂肪制限・ヘパリン投与・EPA 投与による治療法検討を行い、引き続きの検討を進
めている。 
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