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研究成果の概要：本研究によって、哺乳類細胞の脂肪滴上で中性脂質合成が行われている可能

性が提示され、その際脂肪滴上のアシル CoA 合成酵素が重要な役割を果たすことが示唆された。

ヒト肝由来培養細胞をモデルとした場合、細胞の周縁部に存在する脂肪滴で中性脂質合成が盛

んであるとの状況証拠が得られた。また、脂肪滴特異的脂質代謝酵素に緑色蛍光蛋白を融合さ

せた蛋白は、生細胞中で発現させると脂肪滴表面に蛍光が観察されることから、脂肪滴の動態

観察に有効と考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 

中性脂質は生物における主要なエネルギ
ー貯蔵物質として位置付けられている。真核
細胞の細胞内では、中性脂質の大部分は脂肪
滴と呼ばれる細胞内構造体に蓄えられてい
る。脂肪滴は、中心的な構成成分である中性
脂質（主に、triacylglycerol と cholesteryl 
ester）がリン脂質と遊離コレステロールか
らなる脂質１重膜によって覆われた構造を
している。しかし、脂肪滴に存在する脂質以

外の成分、特に蛋白についてはごく最近に至
るまでほとんど研究がなされていなかった。
そのため、脂肪滴における中性脂質の貯蔵に
関わる分子メカニズムが十分に解明されて
はいなかった。 
そこで筆者は、「脂肪滴に特異的に存在す

る蛋白が脂肪滴の形成や退縮などに機能し
ているのではないか」との仮説に基づき、脂
肪滴を構成する蛋白の解析に取り組んでき
た。そのために脂肪滴の大量高純度調製方法
を確立し、プロテオミクス解析によって脂肪
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滴構成蛋白の包括的な同定を行った。その結
果、脂肪滴は脂質代謝酵素に富んだ特異な蛋
白組成をしていることが明らかとなり、他の
オルガネラとは異なるユニークな細胞内構
造体であると考えられた。このように、蛋白
という観点で捉え直すことによって、脂肪滴
は新規なオルガネラとして再認識されつつ
あった。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、これらの成果に基づき、脂肪
滴に特異的に存在する蛋白に着目すること
によって、脂肪滴の形成ならびに退縮の機構
を明らかにしていくことを目的としている。
脂肪滴の形成は肥満、脂肪肝、動脈硬化症な
どの疾患の発症と深く関係している。さらに
は、それらの疾患のベースとも言えるメタボ
リックシンドロームの発症に、脂肪滴を中心
とした中性脂質代謝の異常が関与すること
も近年報告されている。したがって、脂肪滴
形成の分子メカニズムを明らかにしていく
ことによって、脂質蓄積性疾患の発症に関わ
る基盤的情報が得られることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)細胞培養および染色 
 脂肪滴に関連した細胞内脂質代謝を解析
するためのモデル系として、ヒト肝由来培養
細胞である HuH7 を用いた。細胞培養には、
終濃度 10%の牛胎児血清（FCS）を添加した
Dulbecco’s modified Eagle medium （DMEM）
培地を用いた。脂肪滴形成を誘導する実験で
は、培地に終濃度 0.6mM のオレイン酸を添加
して培養を行った。脂肪滴の検出は、細胞を
10%ホルマリンにて固定後、Oil red O および
ヘマトキシリンにて染色することによりお
こなった。細胞内での中性脂質合成を検出す
る目的の実験では、培地に蛍光標識脂肪酸を
添加して培養し、培養後に細胞を蛍光顕微鏡
にて観察した。 
 
(2)HuH7 細胞の分画、および脂肪滴の単離 

HuH7 細胞の分画は以下に記すように、ショ
糖密度勾配遠心によって行った。培養後に回
収した細胞をガラス－テフロンホモジナイ
ザーにより破砕した後、1000×g で 5 分間遠
心して脱核後上清を調製した。この脱核後上
清に終濃度 26%のショ糖を添加した。これを
51%、43%、35%ショ糖溶液からなる段階的シ
ョ糖密度勾配層の上に重層し、さらにその上
に 18%、10%、2%のショ糖溶液を順次重層した。
この段階的ショ糖密度勾を超遠心し（10万×
g、3 時間）、チューブ上端に浮上してくる脂

肪滴を得た。 
 
(3)脂肪滴画分の中性脂質合成酵素活性の測
定 
①アシル CoAを基質とする中性脂質合成活性
の検出 
細胞から単離した脂肪滴を 14C 標識

oleoyl-CoA と 30℃、30 分間反応させた。反
応液中の中性脂質を抽出するために、反応後
の溶液をクロロホルム/メタノール=1/2 と
混和し、遠心分離による 2層分配をおこなっ
て有機溶媒層を得た。 これをアルゴンガス
気流下にて濃縮し、シリカゲル TLC プレート
にスポットし、クロロホルム/メタノール/酢
酸(=98/2/1) の展開溶媒にて展開した。展開
後、TLC プレートを風乾し、BAS-1500 イメー
ジアナライザー（Fujifilm）を用いて放射活
性シグナルの検出と定量を行った。TLC プレ
ート上には、非標識の triolein および
cholesteryl oleate等の標品も同時に展開し
た。標品を展開したレーンを切り出し、3% 酢
酸銅／8% リン酸溶液浸漬後に 130℃で加熱
することによって中性脂質標品のスポット
を検出した。これと対照することによって放
射標識シグナルの帰属を行った。 
 
②オレイン酸を基質とする中性脂質合成活
性の検出 
細胞から単離した脂肪滴を 14C 標識オレイ

ン酸と 37℃、30 分間反応させた。反応系に
は適宜 ATP（終濃度 10mM）および CoA（終濃
度 0.5mM）も添加した。反応後、前述と同様
の手法によって反応液から脂質を抽出し、
TLC によって反応産物を検出・定量した。 
 
(3)17βHSD11－GFP 融合蛋白の発現 
遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 、 17 β

-hydoxysteroid dehydrogenase 11 (17 β
HSD11) のカルボキシ末端側に EGFPを連結し
た plasmid を調製し、リポフェクション法に
よって HuH7 細胞に導入した。EGFP に起因す
る蛍光を蛍光顕微鏡により観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、脂肪滴上に見出されてきた蛋

白のうち、脂肪滴における含有量が高く、脂
肪滴への分布特異性の高い 2つの脂質代謝酵
素 long-chain acyl-CoA synthetase 3 
(ACSL3) お よ び 17β-hydoxysteroid 
dehydrogenase 11 に着目して研究を行った。
その結果、以下のような研究結果が得られた。 
 
(1)脂肪滴における中性脂質の合成と分解 
 アシル CoA 合成酵素は脂肪酸と co-enzyme 
A（CoA）からアシル CoA を合成する酵素で



ある。アシル CoA はリン脂質や中性脂質の
生合成の際の基質となる。本研究課題の代
表者らは、アシル CoA 合成酵素の 1 種であ
る ACSL3 が脂肪滴に多く存在することを見
出していた。本研究ではこの事実に基づき、
脂肪滴において中性脂質の生合成が行われ
ているのではないかとの仮説を立て、その
検証をおこなった。HuH7 細胞から単離精製
した脂肪滴を 14C 標識 oleoyl-CoA と反応さ
せ、反応産物を薄層クロマトグラフィーで
解 析 し た 結 果 、 放 射 標 識 さ れ た
triacylglycerol (TG)と cholesteryl ester 
(CE) の産生が検出された。この反応系では、
中 性 脂 質 生 合 成 の 際 の 基 質 と な る
diacylglycerol (DG) を添加した場合に、
活性の顕著な増強が見られた。また、14C 標
識 オ レ イ ン 酸 を 用 い た 場 合 に も
triacylglycerol への放射活性の取り込み
が検出された。したがって、脂肪滴自体が
中性脂質合成能を有していることが明らか
となった。これらの結果から、脂肪滴上の
アシル CoA 合成酵素は脂肪酸を材料として
アシル CoAを産生・供給することによって、
中性脂質合成を促進するものと考えられた。
このような脂肪滴上での中性脂質合成能は、
脂肪滴の成長・発達に寄与しうるものと考
えている（図 1、および発表論文⑤、⑥）。 
 

 
一方、脂肪滴の退縮および消失の過程に脂

質代謝酵素が機能する可能性も調べた。長鎖
脂肪酸の一種であるオレイン酸は中性脂質
を構成する成分の 1つであり、実際、細胞に
オレイン酸を投与すると脂肪滴の発達が見
られる。オレイン酸投与によって細胞内に脂
肪滴を一旦形成させた後、アシル CoA 合成酵
素の阻害剤である triacsin C を添加してさ
らに培養を続けると、脂肪滴の消失がみられ

た（図 2、および発表論文⑥、⑧）。この結果
は、アシル CoA 合成酵素によるアシル CoA の
供給が絶たれた場合に、脂肪滴が退縮するこ
とを示しており、脂肪滴の存在は中性脂質の
合成と分解のバランスの上に成り立ってい
ることを示唆していた。そこで、triacsin C
の添加と同時にリパーゼ阻害剤も同時添加
したところ、脂肪滴の消失は強く抑制された。
このことから、脂肪滴の消失過程にはリパー
ゼ様の何らかの脂質加水分解酵素が関与す
るものと考えられた。 
 

 
(2)細胞内中性脂質合成部位の検出 
次に、細胞内における中性脂質合成部位の

可視化を試みた。そのために、蛍光標識脂肪
酸を細胞に投与し、生細胞中での脂質分子へ
の蛍光の取り込みを解析した。その結果、細
胞周縁部に顆粒状の蛍光が検出され、細胞周
縁部の脂肪滴で中性脂質合成が盛んなこと
が示唆された。一方、脂肪滴は細胞の中央部
分には少量しか検出されないことから、細胞
中央付近の脂肪滴の分布について、他のオル
ガネラの分布との比較を行った。その結果、
脂肪滴は核の存在する領域には検出されず、
また、ゴルジ体特異的蛍光染色との比較から、
ゴルジ体の分布する領域にも脂肪滴は殆ど
存在しないことがわかった。これらの結果か
ら、中性脂質合成とそれに引き続く脂肪滴の

図 2 Triacsin C による脂肪滴の退縮 

HuH細胞を0.6mMオレイン酸存在下に2日間培養する

と、脂肪滴の形成が顕著に促進された(OA(+/-)

2days)。2 日目にオレイン酸を除去してさらに 3日間

培養を続けても、脂肪滴の多くは細胞内に残存して

いた(OA(+/-) 5days)。しかし、オレイン酸除去後に

培地に triacsin C を添加した場合では、脂肪滴の経

時的な退縮が見られた((OA(+/-) TriC 5days)。

OA(-/-)は試薬未添加の対照。 

図 1 脂肪滴の中性脂質合成活性 

細胞から単離した脂肪滴を 14C 標識 oleoyl-CoA と反応

させ、生成した TG および CE を TLC で検出した（左）。

右はグラフ化したもの。LD、DG は脂肪滴および diacyl

glycerol の添加の有無を示す。 



形成は細胞の周縁部分からはじまり、脂肪滴
形成の進展にともなって細胞の中心方向へ
と進行していくことが考えられた。 
 
(3)17βHSD11－GFP 融合蛋白の発現 

脂肪滴は細胞の栄養状態に応じて成長や
退縮などの逐次的な変化を遂げるため、その
生理機能を解析していく上で、生細胞中にお
ける脂肪滴の動態観察が有効となる。そこで、
脂肪滴の動態観察を可能とする系の確立を
試みた。ここでは、脂肪滴に特異的に存在す
る脂質代謝酵素として見出されてきた 17β
-hydoxysteroid dehydrogenase 11 （ 17 β
HSD11）に着目し、17βHSD11 の C 末端側に
green fluorescent protein（GFP）を融合さ
せた蛋白の細胞内発現を行った。17βHSD11
－GFP 発現ベクターを作成し、ヒト肝由来培
養細胞株 HuH7 にトランスフェクトして細胞
内分布を観察した結果、脂肪滴と考えられる
球状の細胞内顆粒の表面に緑色蛍光が観察
された。細胞にオレイン酸を投与して脂肪滴
の発達を促進させたところ、蛍光を発する顆
粒の大きさも増大していた。また、同様の手
法によって、ATP-binding cassette トランス
ポーターの一種である ABCB9 の C 末端に GFP
を融合させたコンストラクトについても細
胞内分布を調べた。この場合にも、球状の細
胞内顆粒の表面に蛍光が観察されたが、この
蛍光は蛍光標識デキストランを貪食させた
場合の蛍光シグナルやリソソームマーカと
局在が一致することから、ABCB9－GFP はリソ
ソームに局在しており（発表論文②）、脂肪
滴とは分布が異なっていた。これらの結果か
ら、17βHSD11－GFP は確かに脂肪滴に特異的
に分布しているものと考えられた。今後は、
17βHSD11－GFP の安定発現株を樹立するこ
とが重要である。 
 
(4)研究結果のまとめ 

以上の結果をまとめると、哺乳類細胞では
脂肪滴上で中性脂質合成が行われている可
能性が考えられ、その際脂肪滴に存在するア
シル CoA 合成酵素 ACSL3 が重要な役割を果た
すものと思われた。ヒト肝由来培養細胞 HuH7
をモデルとした場合、細胞の周縁部に存在す
る脂肪滴で中性脂質合成が盛んであるとの
状況証拠が得られた。また、脂肪滴特異的脂
質代謝酵素である 17β -hydoxysteroid 
dehydrogenase 11 に GFP を融合させた蛋白は
生細胞中で脂肪滴表面に蛍光を発すること
から、脂肪滴の動態観察に適していると言え
る。 
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