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研究成果の概要（和文）：高脂血症による引き起こされる動脈硬化と脂肪肝は、虚血心疾患や肝硬変などの重篤な生活
習慣病のリスクファクターとなる。細胞内における脂質代謝の改善により、高脂血症の予防と治療が行える可能性があ
る。ミトコンドリア脂肪酸β酸化系は全ての脂肪酸を異化し、エネルギー産生で中心的な役割を演ずるが、未解明の部
分が多い。全身臓器・培養細胞を材料として、分布とPPARを介する代謝制御について調べ、生理的な意義を研究した。

研究成果の概要（英文）：Hyperlipidemia is one of the causes of arteriosclerosis and fatty liver, which 
are risk factors of ischemic heart diseases and hepatic cirrhosis. The improvement of fatty acid 
metabolism can prevent and treat hyperlipidemia. All kinds of fatty acid are catabolized by mitochondrial 
fatty acid beta-oxidation system, which play central roles in energy production, however, needs further 
elucidation. Its physiological significance was investigated by studying the localization and the 
metabolic regulation by transcription factors PPARs, by employing whole body tissues and primary cultured 
cells from various organs.

研究分野：細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生活習慣病、特に 2 型糖尿病においては、
高血糖に高脂血症が伴い、結果として動脈硬
化がもたらされ、虚血心疾患のリスクファク
ターとなっている。さらに、高脂血症により
引き起こされる脂肪肝は肝硬変などのさら
に重篤な病態へすすむ。投薬とともに食事・
運動による統合的治療により、いまや国民病
ともいえるメタボリック症候群の早期病態
において、高脂血症の是正により国民の健康
度が圧倒的に改善される可能性がある。 
 脂質改善効果を示す治療機序は、細胞外で
おこる血中リポ蛋白の改善を中心に考えら
れている。一方、細胞内においては、心脈管
系の脂質沈着における細胞内代謝の重要性
を考慮する必要性が示されている。 脂肪酸
β酸化系（FAOS）は、肝細胞において、エネ
ルギー産生に加え産物であるケトン体によ
る他臓器へのエネルギー源の供与を行う。ミ
トコンドリアとペルオキシゾームの2種の細
胞小器官に存在する代謝系であり、全ての脂
肪酸に共通した異化代謝系である。 
 2 つの細胞小器官にそれぞれ 2 系統の計 4
つの脂肪酸β酸化系が局在して、脂肪酸の構
造に対応する代謝を行う。その異常は肝臓を
含む様々な臓器に脂肪沈着をもたらす。ペル
オキシゾームの系については、全身の細胞に
おける分布、核内受容体 PPAR を介した酵素
誘導機構が明らかになってきているが、意外
なことに、圧倒的に重要と考えられるミトコ
ンドリア脂肪酸β酸化系について、肝臓以外
の臓器については、調節機構・基質特異性、
その有無さえも十分調べられていないとい
える。 
 
２．研究の目的 
 肝臓外の臓器において、脂肪酸β酸化系を
視点として脂質質異化エネルギー産生機構
を、分子・細胞レベルにおいて明らかにし、
高脂血症・臓器内脂質沈着是正における脂肪
酸β酸化系の栄養学的な学術基盤を形成す
ることを目指す。動物組織と培養細胞を用い
て、細胞内：栄養代謝系の動態、細胞外：栄
養代謝産物の濃度、細胞間：細胞機能維持に
おける相互作用の解析を、脂肪酸β酸化系を
中心に行う。具体的には、全身の肝臓および
肝臓外臓器・培養細胞について、脂肪酸β酸
化系酵素の抗体アレイ（約 30 種類の脂肪酸
β酸化系および関連する蛋白質群）を用い、
酵素蛋白質の分布を定量的に解析する。各種
の初代培養細胞（肝細胞、アストロサイト、
神経細胞、セルトリ細胞、線維芽細胞）を用
いて in vitro probe assay IVPA 法により脂
肪酸β酸化能を測定して、臓器特異性を検出
する。初代培養細胞、神経幹細胞等からの分
化誘導実験により臓器特異性の成立過程を
調べる。ラットの初代培養細胞を対象として、
脂肪酸β酸化系の PPAR を介する代謝制御の
臓器差を検討した。さらに、脂肪酸β酸化系
酵素欠損症のヒト線維芽細胞を対象として、

PPAR を介する代謝制御がヒト細胞において
も可能であるか検討する。以上によってミト
コンドリアとペルオキシゾームの脂肪酸β
酸化系の臓器特異性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
A. 材料 
1. 各種臓器：肝臓と肝外臓器、全身臓器を
ラットより採取する。胎生から老化に至る各
階の組織を用いる。 
 2. ラット培養細胞：初代培養が可能な
様々なラット細胞と FAOS の薬剤による誘導
が報告されている肝臓癌細胞 H4-II-E-C3 を
用いた。初代培養細胞：アストロサイト、神
経細胞、セルトリ細胞、線維芽細胞 
3. ヒト繊維芽細胞：ヒト皮膚から初代培養
繊維芽細胞を得た。 
4. 神経幹細胞：分化過程を調べる確立した
方法として、神経幹細胞から神経細胞・星状
膠細胞・希突起膠細胞に分化する過程での
PPAR、FAOS 発現と脂肪酸代謝能の変化を調べ
る。 
 
B. 個体と培養細胞への薬剤投与：薬剤等に
より個体と培養細胞の脂肪酸β酸化系を制
御してエネルギー産生・細胞障害性との関係
を知る。脂肪酸β酸化系を中心とした遺伝子
発現における bezafibrate とその他の PPAR
アゴニストである DEHP, ciprofibrate, 
clofibrate の効果を検討した。 
 
C. 解析方法 
(1) 分子レベルでの網羅的代謝解析 
① 酵素蛋白：脂肪酸代謝β酸化系酵素等に
対する抗体群（抗体パネル）を使用したウエ
スタンブロット法による網羅的酵素蛋白検
出 
②  遺 伝 子 発 現 の 検 出 ： qt-PCR, DNA 
microarray, RNA-seq による網羅的遺伝子発
現の定量。 
(2) 代謝能の測定:種々の構造の脂肪酸を用
いた酵素活性測定、培地中の代謝産物の測定。 
(3) 形態：抗体パネルを使用した免疫組織化
学 
(4) 細胞レベルでの脂肪酸代謝能解析：IVPA
法：細胞培養培地をブドウ糖・遊離脂肪酸フ
リーとして、carnitine と脂肪酸を添加して
一定時間培養後、産生される培地中の C8 
acylcarnitine をペルオキシソーム、C14、
C16 acylcarnitinesをミトコンドリア脂肪酸
β酸化系の指標として、タンデムマス質量分
析装置により網羅的に代謝産物を検出し、代
謝機能を調べる。非放射性同位元素を用いた。
ATP 産生能：ルシフェリン−ルシフェラーゼ反
応を利用して細胞内ATPを測定し細胞のエネ
ルギー産生の指標とする。 
 
４．研究成果 
(1) ラット全身臓器におけるミトコンドリ
ア脂肪酸β酸化系の分布：約 30 種類の抗体



を用いて、ウェスタンブロットを行い酵素量
の半定量を行った。第 3段目の酵素、HADH を
例示する（図 1）。調べた全ての酵素が全身の
器官に分布した。しかし、神経系では例外的
に検出不能であった。アイソザイムが 3種類
知られている。TFP と HADH2 であるが、TFP
は HADH と同様に神経系では検出不能であっ
た。一方、HADH2 は神経系にも分布した（図
2）。ミトコンドリア脂肪酸β酸化系は、中枢
神経系を除く全身の器官に共通する代謝系
であることが示された。中枢神経系には、ミ
トコンドリア脂肪酸β酸化系は存在しない
といわれてきているが、HADH2 の存在（図 3）
は新たに、中枢神経系におけるミトコンドリ
ア脂肪酸β酸化系の存在意義の再検討の必
要性を示していると考えられる。 
 
図 1：全身臓器における HADH 酵素蛋白量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：全身臓器における HADH2 酵素蛋白量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3：大脳皮質における HADH2 の局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ラット初代培養細胞におけるミトコン
ドリア脂肪酸β酸化系:初代培養が可能な 4
種類の細胞（図 1-4）についてによる酵素量
測定、蛍光抗体法、qt-PCR 法による遺伝子発
現量の定量、IVPA 法を行った。ミトコンドリ
ア脂肪酸β酸化系酵素蛋白質・遺伝子発現は、
4 種類の細胞に共通して陽性であった。量的
には、繊維芽細胞・セルトリ細胞・星状神経
膠細胞では肝臓組織の 5 から 10 分の 1 程度
である（図 5, 7）。一方、神経細胞において
は、ごく微量で 20分の 1程度であり（図 6, 8）
蛍光抗体法も陰性であった。IVPA 法は 4種類
の細胞でいずれも陽性であった（図 9）。HADH2
については、神経細胞において蛍光抗体法・
ウェスタンブロット法・qt-PCR は陽性であっ
た。神経幹細胞では、初代培養細胞神経細胞
に比べ酵素量は多く、初代培養細胞神経細胞
においては突起の伸長とともに酵素量が減
少した。 
図 1：繊維芽細胞 酵素 T1 の局在 
図 2：セルトリ細胞 酵素 T1 の局在 
図 3：星状神経膠細胞 酵素 T1 の局在 
図 4：神経細胞 酵素 HADH2 の局在 
図 1       図 2 
 
 
 
 
 
 
 
図 3       図 4 
 
 
 
 
 
 
 
図 5：星状神経膠細胞の酵素量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 6：神経細胞の酵素量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7：星状神経膠細胞の遺伝子発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8：神経細胞の遺伝子発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9：神経細胞における IVPA 法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ラット初代培養細胞繊維芽細胞におけ
るミトコンドリア脂肪酸β酸化系誘導：培養
細胞への薬剤投与を行った。複数の
peroxisome proliferatorsを投与して比較す
ると、酵素蛋白質については bezafibrate 投
与による TFP の誘導がはっきり示されたが、
他の酵素についてははっきりした増加はな
かった。遺伝子発現については bezafibrate
では CPT1 の誘導が示されたものの、TFP の誘
導は示されなかった（図 1）。意外なことに
ciprofibrate（図 2）による誘導は観察され
ないなど、薬剤による差が大きかった（表 1）。

peroxisome proliferatorsによるミトコンド
リア脂肪酸β酸化系誘導は肝臓外の組織・細
胞において引き起こされるものの、その範囲
については今後のさらなる研究を要する。 
図 1：Bezafibrate 投与時の各酵素の遺伝子
発現の qt-PCR による解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：Ciprofibrate 投与時の各酵素の遺伝子
発現の qt-PCR による解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1：各種 peroxisome proliferators により
誘導される酵素遺伝子の差 
 
 
 
 
 
 
(4) ヒト初代培養細胞繊維芽細胞における
ミトコンドリア脂肪酸β酸化系誘導：qt-PCR
により bezafibrate投与時の遺伝子発現を調
べると、ミトコンドリア脂肪酸β酸化系の酵
素遺伝子は一通り誘導される傾向があるが、
その程度は小さかった（図 1）。ラットの初代
培養細胞繊維芽細胞で観察された、酵素蛋白
質 TFP と遺伝子 CPT1 の誘導は、ヒトでは示
されなかった。さらに広範に遺伝子発現を検
索するために、RNA-seq により網羅的な解析
を行ったが、目立った発現量増加を示す遺伝
子は観察されなかった。qt-PCR と RNA-seq の
結果を比較すると、qt-PCR の方が RNA-seq に
比べて感度が高いことが示された（表 1）。こ
れらの解析をミトコンドリア脂肪酸β酸化
系酵素欠損症の細胞についても行ったが、
bezafibrate で顕著な誘導を受ける酵素遺伝
子は現在のところ示されていない。
bezafibrate がミトコンドリア脂肪酸β酸化
系酵素欠損症の患者さんの症状改善と培養
線維芽細胞における IVPA 法において有効に
なるような変化は、ミトコンドリア脂肪酸β



酸化系のどこに作用するかについて今後の
さらなる研究を要する。 
図 1：Bezafibrate 投与時の各酵素の遺伝子
発現の qt-PCR による解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1：酵素遺伝子発現解析における qt-PCR と
RNA-seq の感度の差 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 研究の進行状況 
① 研究の範囲：細胞内（栄養代謝系の動態）、
B. 細胞外（栄養代謝産物の濃度）C. 細胞間
（細胞機能維持における相互作用の解析）の
3領域の解析を計画したが、C. 細胞間につい
ては、期間内に行う事ができなかった。今後
の課題としたい。 
② 研究の材料：神経幹細胞：神経幹細胞か
ら神経細胞・星状膠細胞・希突起膠細胞に分
化する過程における特性を調べる事を計画
した。神経幹細胞からの分化については、星
状膠細胞についてはほぼ均一に分化させる
ことが可能であったが、神経細胞と希突起膠
細胞についての分化誘導については均一と
は言い難く、特に神経細胞については、出現
する細胞数が極少数で解析に用い得なかっ
た。材料を2種類の細胞に変更した。一つは、
初代培養神経細胞において、未成熟ラット脳
から得られる細胞において神経突起が伸長
して細胞が成熟する過程、もう一つは、線維
芽細胞からダイレクトリプログラミングに
より得られる神経細胞、に変更してにおける
脂肪酸β酸化能の変化を検討中である。 
③ 解析方法：非放射性同位元素を用いた代
謝経路の解析について、ラベルした脂肪酸を
細胞に取り込ませてタンデム MS 解析で追跡
することにより、ケトン体産生・利用を含む
細胞内代謝経路の詳細を調べる事を計画し
たが、進行が遅れている。 

④ 論文投稿：初代培養細胞を用いた研究が、
投稿近くなっているが、二つの問題から足踏
みをしているが、早く論文完成をしたいと考
えている。まず、IVPA 法が直接に脂肪酸β酸
化系の活性を表現しているかの検討がさら
に必要となっている。次に、培養細胞への薬
剤投与について、bezafibrate を含むいわゆ
る peroxisome proliferators とよばれる薬
剤は共通して PPARαを介しペルオキシゾー
ム脂肪酸β酸化系の遺伝子・タンパク質を誘
導することが知られる。次に、脂肪酸β酸化
系酵素欠損症の患者さんにbezafibrateを投
与すると代謝・症状が改善する。また、培養
繊維芽細胞にbezafibrateを培地に添加して
IVPA 法を行っても代謝正常化の所見が得ら
れる。これら代謝改善の根拠を peroxisome 
proliferators によるミトコンドリア脂肪酸
β酸化系の誘導に求めようしてきたが、最も
強力な peroxisome proliferator である
ciprofibrate を培養細胞に投与しても、IVPA
法が改善しない。 
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