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研究成果の概要（和文）： 

アセチル CoA シンテターゼ 2（AceCS2）を欠損する（AceCS2-KO）マウスは長期絶食状態に置く
と酢酸を利用できないため低血糖、低体温及び運動持久力の低下を引き起こす。我々は肝臓に
のみ AceCS2 発現する mAceCS2-Liv マウスを作製した。mAceCS2-Liv 及び AceCS2-KO マウスを 48
時間絶食させると著しい脂肪肝様の病態を示した。一方、これらのマウスに 0.5% クロフィブ
レートを 1週間与えると、脂肪肝の著しい改善効果が観察された。また同時に血糖値、体温及
び運動持久力の改善が認められた。これらの結果は、AceCS2-KO マウスに見られる長期絶食下
での低血糖、低体温、運動持久力の低下及び脂肪肝の形成は遊離脂肪酸の代謝障害が主要な原
因であると示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The mice lacking acetyl-CoA synthetase 2 (AceCS2-KO mice) show hypothermia, hypoglycemia and 
decreased exercise tolerance under the prolonged fasting due to impaired utilization of acetate. We 
generated the mice expressing AceCS2 only in liver (mAceCS2-Liv mice). When fasted for 48hrs 
AceCS2-KO and mAceCS2-Liv mice resulted in fatty liver. However, feeding of chow diet containing 
0.5% clofibrate for 1 week to those mice improved fatty liver under the fasting condition. In addition, 
hypoglycemia, hypothermia and decreased exercise tolerance were also ameliorated. These results 
suggest that the phenotypes such hypoglycemia, hypothermia, decreased exercise tolerance and fatty 
liver seen in AceCS2-KO mice under the prolonged fasting caused by impaired metabolism of free fatty 
aced. 
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貯蔵グリコーゲンが枯渇すると、脂肪組織よ
り脂肪酸とグリセロールが動員され、脂肪酸
は心筋、骨格筋等のβ-酸化によってエネル
ギーを供給すると共に、グリセロールは肝臓
や腎臓で糖新生に利用される。脂肪酸はまた、
肝臓でアセチル CoA に酸化された後、ケトン
体に生成され、直接脂肪酸を利用できない脳
にエネルギー源を供給すると考えられてき
た。しかし、最近我々は東京大学・酒井寿朗
教授との共同研究により、アセチル CoA シン
テターゼ（AceCS）2 遺伝子欠損マウスを用い
た解析から、長期飢餓状態下における新たな
脂 肪 酸 代 謝 経 路 の 重 要 性 を 発 見 し た
（Sakakibara et al. (2009) Cell Metab.）。
高等動物が長期飢餓状態に置かれると脂肪
組織より動員された脂肪酸が肝臓に流れ込
むみ、ケトン体だけでなく、ペルオキシソー
ムβ-酸化系で酢酸も生成され、肝臓から血
中に放出される。この酢酸は心筋、骨格筋や
褐色脂肪組織のミトコンドリアに局在する
AceCS2 によりアセチル CoA 化されることで、
重要なエネルギー源として機能しているこ
とが本欠損マウスの解析から明らかとなっ
た。 
 高等動物における酢酸代謝はほとんど注目
されてこなかっただけでなく、そもそも血中
を酢酸が流れていること自体を知らない研
究者が多い。また、我々を含めたこの分野の
研究者でも、酢酸は生理的にケトン体の一つ
であると考えるのが一般的であった。しかし、
AceCS2 欠損マウスを用いた研究により、酢酸
にはケトン体や脂肪酸とはオーバーラップ
しない重要な機能を有していることが示さ
れた。そもそも、AceCS は酢酸を主要な基質
とする脂肪酸活性化酵素（ACS）の一つで、
高等動物では２つのアイソザイム、AceCS1 と
AceCS2 の存在が我々によって明らかにされ
た（Fujino T et al. (2001) J. Biol. Chem.）。
AceCS は酢酸代謝の初発酵素で、本酵素によ
り酢酸からアセチル CoAに変換されなければ、
生体内で酢酸は代謝することが出来ない。
AceCS1 は肝臓、腸、脂肪組織、乳腺など、脂
質合成の盛んな組織中に高く発現する酵素
で、脂肪酸やコレステロール生合成に利用さ
れるアセチル CoAを供給すると考えられてい
る。これに一致して、肝臓の AceCS1 はコレ
ステロールによるステロール調節領域結合
タンパク質（SREBP）を介した発現調節を受
ける。一方、AceCS2 は酢酸に対して最も活性
が高く、プロピオン酸にも若干の活性を示す
酵素で、心臓、骨格筋、腎臓などのミトコン
ドリア・マトリクス内に局在するが、肝臓に
は全く発現していない。AceCS2 は長期飢餓状
態では心筋や骨格筋で著しい発現誘導を受
け、脂肪酸の分解によって肝臓で生じた酢酸
からエネルギー産生のためのアセチル CoAを
生成していると考えられている。また一方で、

AceCS1 及び AceCS2 が共にアセチル化による
修飾を受け、この修飾が酵素活性を調節して
いることが明らかとなった（Starai VJ et al.  
(2002) Science）。また、これら AceCS の脱
アセチル化を SirT1 及び SirT3 が担っている
ことも判明し、エネルギー代謝における
AceCS1 及び AceCS2 の新たな調節機構が示唆
された。カロリー摂取の制限は、広い生物種
において実験的に老化を延滞させ、寿命を延
長させる。近年、NAD 依存性脱アセチル化酵
素（Sirtuins）が老化・寿命の制御に重要な
役割を果たしている事が明らかにされた。ま
た Sirtuin は、その酵素活性に NAD を要求す
ることから、エネルギー代謝と老化制御を結
びつける重要な役割を果たしていると考え
られている。エネルギー代謝におけるタンパ
ク質アセチル化のターゲットの一つとして、
現在その調節に注目を集めているのがアセ
チル CoA シンテターゼである。Sirtuin は、
ヒストンやガン抑制遺伝子（p53）の脱アセ
チル化によるヘテロクロマチン形成を介し
た遺伝子発現のサイレンシングやゲノム安
定性の維持を通して、老化・寿命の制御に重
要な役割を果たしていると考えられている。
ほ乳類では、現在までに７つの Sirtuin
（SirT1～T7）アイソザイムの存在が知られ
ているが、ヒストンや p53 以外の脱アセチル
化ターゲットは明らかにされていない。アセ
チル化 AceCS1 の発見と Sirtuin による活性
の調節はエネルギー代謝における AceCSの新
たな機能の存在を示唆している。AceCS がア
セチル化によって活性が直接調節されてい
る事は大変重要で、Sir による AceCS のアセ
チル化制御機構の解明は、エネルギー代謝、
すなわち酢酸代謝と老化制御を結びつける
新たなメカニズムを示す可能性が考えられ
ている。 
 
２．研究の目的 
アセチル C o A シンテターゼ（ AceCS ） 2 遺
伝子欠損マウスは絶食状態に置くと、著しい
低血糖と共に低体温と運動持久力の低下を
引き起こし、48 時間以内に半数以上のマウス
が死亡する。不思議なことに、このマウスの
血中ケトン体及び遊離脂肪酸濃度は野生型
コントロール群と同程度であることから、こ
の表現型は酢酸を利用出来ないことが直接
の原因であり、これは脂肪酸やケトン体では
補えないことを示した。一方で、ピルビン酸
の投与は低血糖と低体温を素早く改善する
ことから、糖新生経路は正常である事が示さ
れた。すなわち、長期絶食状態の心筋、骨格
筋では、エネルギー源として脂肪酸を優先的
に使用することでグルコース消費量を節約
していると考えられてきたが、さらに酢酸も
グルコースを節約する上で重要なエネルギ
ー源であることが示唆された。しかし、長期



 

 

飢餓時に於いては生体エネルギー恒常性を
維持する上では、脂肪酸やケトン体だけでな
く酢酸も重要であることが示されたが、心筋、
骨格筋及び褐色脂肪組織で酢酸を必要とす
るメカニズムは依然として不明である。本研
究課題では AceCS2 欠損マウスの解析で明ら
かとなった、「飢餓時の生体エネルギー恒常
性維持における酢酸代謝の重要性」の基本的
なメカニズムを明らかにすることを目的と
している。 
 
３．研究の方法 
（1）肝特異的 AceCS2 発現マウスの作製 
 マウス AceCS2・cDNA をアルブミン・プロ
モーターの下流に連結し、更に SV40 由来の
ポリ A付加シグナルを連結することで、トラ
ンスジェニック（Tg）マウス作成用ミニジー
ンを構築した。ベクター部分を切り離したミ
ニジーンを受精卵前核にマイクロインジェ
クションし、偽妊娠マウスに移植することで、
肝特異的 AceCS2 発現（mAceCS2-Tg）マウス
を作製した。ミニジーンがゲノム中に挿入さ
れたマウスは、イントロンを挟む特異的プラ
イマーを用いて選別した。5 系統のマウスが
得られ、それぞれを AceCS2 欠損（AceCS2-KO）
マウスと掛け合わせることで肝でのみ
AceCS2 を発現するマウス（mAceCS2-Liv マウ
ス）を作製した。 
（2）血清中パラメーターの解析 
 血清中の酢酸濃度は FID検出器を備えたキ
ャピラリーカラム式ガスクロマトグラフ装
置（島津製作所）により解析した。カラム温
度は 140℃、検出温度は 300℃で行った。血
清の前処理段階でヘプタン酸を規定量加え
ることで内部標準とした。血清中の総及び遊
離コレステロール濃度、遊離脂肪酸濃度、ト
リグリセライド濃度、グルコース濃度、ケト
ン体濃度はそれぞれコレステロール E-テス
トワコー、遊離コレステロール E-テストワコ
ー、NEFA C-テストワコー、トリグリセライ
ド E-テストワコー、グルコース CII-テスト
ワコー、オートワコー総ケトン体（いずれも
和光純薬）を用いて測定した。 
（3）動物実験 
 動物実験は愛媛大学動物実験倫理規定に
従って行い、飼育に関しては動物実験倫理委
員会にて許可を受けた場所で行った。
AceCS2-KO 及び mAceCS2-Liv マウスは室温
25℃，明暗期をそれぞれ 12 時間に設定した
飼育室でローデントダイエット EQ-（日本
SLC）を用いて飼育した。ペルオキシソーム
増殖剤による誘導は、0.5% クロフィブレー
ト（和光純薬）を含むローデントダイエット
EQ を 1 週間、自由摂食させることで行った。 
（4）ウェスタンブロティング 
 組織サンプルはプロテアーゼ阻害剤（ナカ
ライ）を含む PBS 中で超音波処理し、等量の

2X サンプルバッファーを加えた。100℃で 5
分間、加熱後、ウェスタンブロッティングに
供した。タンパク濃度は DC プロテインアッ
セイキット（Bio-Rad）を用いて測定した。
SDS-PAGE 後、ゲル中のタンパク質は PVDF 膜
に転写された。膜上の目的タンパク質の検出
は特異抗体及びペルオキシダーゼ標識 2次抗
体（Vector）、化学発光試薬（和光純薬）に
よって検出した。 
 
４．研究成果 
（1）ミトコンドリア型の酢酸活性化酵素2欠
損（AceCS2-KO）マウスは長期絶食状態に置
くと、酢酸利用障害のため血中酢酸濃度が著
しく上昇し、これと共に低血糖、低体温及び
運動持久力の低下を引き起こす。しかし、本
マウスの血中脂肪酸及びケトン体濃度は野
生型コントロールと比較して有意な違いは
見いだされない。そこで、この表現型が血中
酢酸濃度上昇による心筋、骨格筋及び褐色脂
肪組織のエネルギー代謝障害、すなわち、ケ
トン体や長鎖脂肪酸の利用障害であるかど
うかを解析した。AceCS2を本来発現していな
い肝臓で発現するトランスジェニックマウ
ス（mAceCS2-Tg）を作製し、AceCS2-KOマウ
スと掛け合わせた。このmAceCS2-Livマウス
では、血中の酢酸濃度はある程度低下したが、
AceCS2-KOマウスとほぼ同様、低血糖、低体
温及び運動持久力の低下を特徴とする表現
型を示した。また、通常飼育環境下での
AceCS2欠損マウスの心拍を解析したところ、
野生型と比較して高頻度に不整脈が出現す
ることも明らかとなった。これらの結果は、
心筋、骨格筋及び褐色脂肪組織に於ける主要
なエネルギー源は酢酸であることが示唆さ
れた。さらに、AceCS2を欠損した雄マウスは
不妊で、精子の形態に異常は観察されないこ
とから、精子も運動のエネルギー源として酢
酸を利用していることが示唆された。 
（2）AceCS2-KOマウスは高カロリー食摂取に
よる肥満誘導に対して抵抗性を示す。そこで
mAceCS2-Liv マ ウ ス を 用 い る こ と で
AceCS2-KOマウスに見られる肥満抵抗性メカ
ニズムを解析した。高脂肪食負荷において
mAceCS2-LivマウスとAceCS2-KOマウスとの
間に体重増加に関する違いは見いだせなか
ったが、これらマウスを24～48時間絶食させ
ると肝臓において著しい脂肪肝様の病態を
示し、肝組織切片のオイルレッドO染色では
肝細胞の細胞質に多数の脂肪滴が観察され
た。また、脂肪蓄積量では明らかにAceCS2-KO
マウスよりもmAceCS2-Livマウスで高かった。
一方、AceCS2-Tgマウスの肝臓に脂肪滴はほ
とんど観察されなかった。これらの結果は末
梢組織における酢酸代謝に障害が起きると
肝細胞内の内のアセチルCoAを上昇させ、絶
食時においても肝脂質合成を亢進又は脂肪



 

 

細胞由来の脂肪酸の分解を抑制しているこ
とを強く示唆した。また、AceCS2が肝臓以外
の組織に於いて酢酸の酸化によるエネルギ
ー産生だけでなく、脂質合成にも深く関わっ
ている可能性を示した。 
（3）AceCS2 欠損マウスは普通食飼育下でも
血中酢酸濃度が著しく上昇しており、通常の
生理的条件下でも脂肪酸は盛んに酢酸へと
変換されて代謝されていることが示された。
これまでの報告から、ペルオキシソームβ-
酸化系が酢酸生成に重要な細胞内小器官で
あることが示唆されていることから、マウス
にフィブラート系薬剤（ペルオキシソーム増
殖剤）を投与し、肝臓における脂肪蓄積状態
を解析した。0.5%クロフィブレートを
mAceCS2-Liv マウスと AceCS2-KO マウスに 1
週間与えた後、24～48 時間絶食後の肝臓組織
をオイルレッド O染色で解析した所、脂肪肝
様病態の著しい改善効果が観察された。また
同時に、血糖値、体温及び運動持久力の改善
が認められた。これらの結果は、AceCS2-KO
マウスに見られる長期絶食下での低血糖、低
体温、運動持久力の低下及び脂肪肝形成は脂
肪組織から動員され肝臓に流れ込んだ長鎖
脂肪酸の代謝障害が主要な原因であること
示唆された。 
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