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研究成果の概要（和文）： 本研究では、脂肪酸の過剰および欠乏によって変化する生体膜脂肪酸の生物学的意
義について検討を行った。まず、栄養過剰のモデルとして脂肪細胞における脂肪滴膜リン脂質の脂肪酸に着目し
た。本研究より、脂肪滴膜リン脂質の飽和脂肪酸が大型脂肪滴の形成や安定化をもたらす物理的性質を有するこ
とが示唆された。また、栄養欠乏のモデルとして必須脂肪酸欠乏における脂肪酸代謝の変化を調べた。脂肪酸伸
長酵素のElovl5は必須脂肪酸欠乏時にリン酸化を介して基質特異性が変化し、必須脂肪酸欠乏時のミード酸
（C20:3n-9）産生を誘導していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined that the biological significance of biomembrane 
fatty acids via the excess or deficiency of fatty acids. First, we focused the phospholipid fatty 
acids in lipid droplets of adipocytes as a model of over nutrition. We clarified that the 
biophysical properties of lipids themselves constituting lipid droplets contributed to the formation
 of large lipid droplets. Furthermore, Our results suggest that saturated fatty acid chains in 
phospholipid monolayers might establish the form and/or stability of large LDs. In addition, as a 
model of nutritional deficiency, we examined the change of fatty acid metabolism during essential 
fatty acid deficiency. We revealed that Elovl5 of fatty acid elongation enzyme changed the substrate
 specificity via phosphorylation modification and induced the synthesis of Mead acid (C20:3n-9) in 
essential fatty acid deficiency.

研究分野：脂質栄養学

キーワード： 脂肪酸　必須脂肪酸　脂肪滴　リン脂質

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
	 栄養状態の不良は様々な疾患の憎悪因子
であり、栄養状態の改善は高齢化が進むわが
国において重要な課題である。食の欧米化に
伴い、栄養の摂取状況は変化してきているが、
その中で脂質の摂取は量だけでなく、質的に
も大きく変化してきた。我々が摂取している
脂質の主要な成分である脂肪酸は、体内の重
要なエネルギー源であるだけでなく、生体の
機能調節にも重要であることが知られてい
る。また、生体膜を構成するリン脂質の脂肪
酸は、飽和脂肪酸から多価不飽和脂肪酸まで
多種類の脂肪酸が結合しており、この多様性
は膜の流動性など生体膜の性質を規定して
いる。生体膜に存在する膜タンパク質は外界
からの物質の取り込みや、排出、情報伝達、
エネルギー合成などに関わっており、生体膜
の性質の変化は膜タンパク質の局在だけで
なく、細胞機能にも影響を与える可能性が指
摘されている。 
	 したがって、栄養状態による脂肪酸の変化
とその変化が細胞機能にもたらす影響を明
らかにすることは、栄養状態の改善による疾
患予防や治療の新たなメカニズムの解明に
繋がる可能性がある。そこで本研究では、栄
養状態に伴う脂肪酸の変化の変化と、その生
理学的意義を明らかにすることを目的とす
る。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、栄養状態に伴う脂肪酸の変
化に関して、以下の研究を行う。 
 
研究 1	 脂肪滴膜における脂肪酸鎖の
生物学的意義  
	 肥満は生活習慣病の大きな要因であり、
肥満者の増加は重大な社会問題となって
いる。肥満では白色脂肪細胞に過剰な中性
脂肪が蓄積され、著しく肥大化した脂肪滴
が形成される。近年、脂肪滴は単なる脂肪 
の貯蔵庫ではなく、脂肪滴自身が脂質の合
成・分解を調節するオルガネラであること
が明らかになってきた。脂肪滴は中性脂肪
が一重膜のリン脂質で覆われた構造をして
おり、その膜上には種々の膜タンパク質が
局在している。脂肪滴におけるリン脂質の
意義については近年研究が進んできており、
脂肪滴の形態・機能維持のために脂肪滴膜
リン脂質が重要であることが示唆されてき
た。しかし、リン脂質の脂肪酸鎖と脂肪滴
の形態に関する知見は乏しい。 
	 そこで、本研究では脂肪滴膜の脂肪酸鎖と
脂肪滴の形態、さらに脂肪滴の肥大化に関わ
る膜タンパク質の局在との関係について検
討を行った。 
 
研究 2 必須脂肪酸欠乏時の脂肪酸代謝の
変化と産生される脂肪酸に関する研究  
	 哺乳動物は多価不飽和脂肪酸（PUFA）を
生体内で合成することができないことから、

これらの脂肪酸は食事から摂取する必要が
あり、必須脂肪酸と呼ばれている。食事由来
の PUFAは脂肪酸伸長酵素(Elovl)や脂肪酸不
飽和化酵素(Fads)によって代謝され、種々の
PUFA が産生される。Elovl には 1〜7、Fads
には 1〜3 のアイソフォームが存在し、それ
ぞれ基質なる脂肪酸が異なる。 
	 我々の研究室では、必須脂肪酸欠乏時に体
内で合成できるオレイン酸（C18:1n-9）から
Elovl5、Fads1、
Fads2 の脂肪酸
代謝酵素によっ
て、通常は存在
しない PUFA で
あるミード酸
（C20:3n-9）が産
生されることを
明らかにしてい
る【図１】（Ichi et 
al., BBA, 2014）。 
 
	 必須脂肪酸欠乏時に産生されるミード酸
は PUFA欠乏を補う生理活性を有する可能性
が考えられるが、ミード酸の生理作用やミー
ド酸が産生される制御機構も不明である。ミ
ード酸の産生酵素である Elovl5は PUFAに対
して伸長活性を有する酵素として知られて
いるが、図 1 のような一価不飽和脂肪酸の
C18:1n-9 に対する伸長活性は明確ではない。
したがって Elovl5 の 18:1n-9 に対する伸長活
性は必須脂肪酸欠乏に特異的な現象で、それ
が必須脂肪酸欠乏時のミード酸産生に関与
している可能性がある。 
	 そこで本研究では、Elovl5 の活性変化が必
須脂肪酸欠乏時に特異的であるか、さらにそ
の活性の制御機構について検討を行った。ま
た、必須脂肪酸欠乏時に産生されるミード酸
の生理作用に関しても検討を行った。 
 
３．研究の方法 
1	 脂肪滴の分画法の確立と脂肪滴膜の脂質
解析 
	 ショ糖濃度勾配を用いた超遠心法にて、培
養細胞から脂肪滴の単離方法を確立し、質量
分析装置を用いて脂肪滴膜の脂質の解析を
行った。 
2	 脂肪滴様エマルションの作成 
	 培養細胞の脂肪滴から得た脂質抽出物を
用いて、試験管内で脂肪滴様のエマルション
の再構築系を確立し、その形態を評価した。 
3. 脂肪滴膜へのタンパク質局在の評価 
	 異なる不飽和度の脂肪酸をもつリン脂質
を用いて脂肪滴様エマルションを作製し、脂
肪滴膜タンパク質とインキュベーション後、
エマルションに結合したタンパク質を
Western blottingで評価した。 
4. 脂肪酸伸長活性の評価法 
	 Elovl は 7 回膜貫通型タンパク質であるこ
とから、膜画分を用いた in vitroでの脂肪酸伸
長活性の評価を行った。培養細胞から膜画分
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を抽出し、基質である脂肪酸 CoAと炭素供与
体であるマロニル CoA、補酵素 NADPHを混
合し、in vitroでの酵素反応を行った。反応後、
伸長産物を GC-MS にて測定し、酵素反応後
の増加量を算出した。 
 
４．研究成果 
研究 1	 脂肪滴膜脂肪酸鎖の生物学的
意義  
結果 1-1  大小の脂肪滴における脂肪酸組
成の解析 
	 大型脂肪滴のモデル細胞を作成するため
に、脂肪滴の融合に係る膜タンパク質であ
る Fat Specific Protein27 (FSP27)をマウス繊
維芽細胞 NIH3T3 細胞に導入し、安定細胞
発現細胞を作製した。その結果、FSP27 細
胞は FSP27を導入していない mock細胞に
比べて、大型の脂肪滴が数多く確認できた。
大型脂肪滴をスクロース濃度勾配超遠心に
より分画し、GC-MSで脂肪滴膜リン脂質の
脂肪酸組成を測定すると、FSP27 細胞の大
型脂肪滴の膜リン脂質には飽和脂肪酸が多
く含まれることがわかった（図 2）。 

 
結果 1-2 脂肪滴膜の物理的性質の評価  
	 	 −in vitroエマルション再構成−  
	 大型脂肪滴に特徴的な脂質組成が、大型
脂肪滴の形成に有利な物理的性質をもたら
すという仮説を検証した。Mock 細胞の小
型脂肪滴および FSP27細胞の大型脂肪滴か
ら脂質を単離抽出し、脂質抽出物を用いて
試験管内でエマルションを再構成させる方
法を試みた。すると、FSP27 を発現させた
大型の脂肪滴の脂質抽出物からは大型のエ
マルションが再構成され【図 3】、脂肪滴を
構成する脂質そのものの生物物理的性質が、
大型脂肪滴形成に寄与していることが示唆
された。 
	 そこで、リン脂質の脂肪酸がエマルショ
ン形成に与える影響を調べるために合成脂
質を材料にした検討を行った。 
1. 飽和脂肪酸モデル DSPC（ステアリン酸
C18:0結合ホスファチジルコリン） 
2. 不飽和脂肪酸モデル DOPC（オレイン酸
C18:1結合ホスファチジルコリン） 
	 その結果、上記の脂肪滴エマルションの
サイズおよび膜の表面張力を評価すること 

 
で、脂肪滴膜リン脂質の飽和脂肪酸が脂肪
滴を融合させ大型化させる生物物理的性質
を有する可能性を明らかにした［業績 2］。 
 
結果 1-3  脂肪滴膜へのタンパク質局在の
評価 
	 Perilipin1 タンパク質は脂肪滴の形成初
期には脂肪滴に局在しないが、脂肪滴成熟
に伴い脂肪滴に局在し、脂肪分解から保護
する役割を持つことが知られている。そこ
で、Perilipin1の局在が脂肪滴膜リン脂質の
脂肪酸組成により調節され得るかを調べた。
結果 2-1と同様に DSPCと DOPCを用いて
エマルションを作製し、エマルションへの
Perilipin1 の結合を Western blotting で評価
したところ、不飽和脂肪酸モデルの DOPC
を用いたエマルションに多く結合する傾向
があった。白色脂肪細胞モデル細胞の
3T3-L1 脂肪細胞において脂肪滴の成熟後
期に脂肪滴膜リン脂質の不飽和脂肪酸が増
加することから、脂肪蓄積に関わる脂肪滴
膜タンパク質の Perilipin1 は不飽和脂肪酸
の多い膜リン脂質に局在することで、脂肪
滴脂肪蓄積に関わっている可能性が示唆さ
れた。 
	  
研究 2	 必須脂肪酸欠乏時の脂肪酸代謝
の変化と産生される脂肪酸に関する研究  
結果 2-1  PUFA による脂肪酸伸長酵素
Elovl5の基質特異性の変化 
	 必須脂肪酸欠乏細胞と PUFAを添加した
細胞の膜タンパク質を用いて、Elovl5 の
C18:1n-9 に対する伸長活性を in vitro の
Elongation assayで評価した。必須脂肪酸欠
乏状態にある PUFA(−)群でみられた
C18:1n-9に対する伸長活性が、Elovl5ノッ
クダウン細胞では著しく減少したことから、
PUFA欠乏において Elovl5が C18:1n-9に対
する伸長活性を有することが確認できた。
そして、PUFA(+)群ではその活性が消失し
た【図 4】。したがって Elovl5 の C18:1n-9
への伸長活性は PUFA欠乏時に特異的であ
る可能性が示唆された。一方、Elovl5 の
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C18:3n-6に対する活性は PUFA添加により
変化しなかった【図 4】。以上の結果より、
Elovl5が PUFAによる活性制御を受けて基
質特異性が変化することを明らかにした。
また、Elovl5 の基質特異性の変化は、一方
の活性は維持しながら、一方の活性のみ消
失するという大変興味深い現象であること
が明らかとなった。 
 
結果2-2  PUFAによるElovl5活性の制御機
構  
	 結果 2-1に示した Elovl5の基質特異性の
変化はこれまで全く知られておらず、この
制御機構は不明であった。しかし、Elovl
ファミリーのうち Elovl5のみリン酸化部位
の報告があったことから、Elovl5 のリン酸
化修飾の可能性に着目した。Elovl5 のリン
酸化を phos-tag PAGE で調べたところ、
PUFA(+)群においてリン酸化タンパク質が
検出された。さらに、酵母の脂肪酸伸長酵
素 Elo2 のリン酸化が GSK3（Glycogen 
synthase kinase 3）欠損株で消失することか
ら（Zimmermann et al., Cell Reports, 2013）、
Elovl5のリン酸化が GSK3依存的である可
能性を考えた。GSK3特異的阻害剤（BIO）
処理によって、Elovl5のリン酸化が消失し、
C18:1n-9に対する伸長活性は回復した【図
5】。また、それは C20PUFA 特異的である
ことがわかった。以上の結果より、
C20PUFA 欠乏下ではリン酸化タンパクが
消失し、C18:1n-9 の活性が生じることで、
ミード酸が産生される可能性が示唆された。

また、C20PUFA 存在下では Elovl5 がリン

酸化修飾を受けて C18:1n-9 に対する伸長
活性を失い、ミード酸が産生されない可能
性を明らかにした。 
 
結果 2-3	 必須脂肪酸欠乏時に産生される
ミード酸の抗炎症作用 
	 炎症のモデル細胞であるマウスマクロフ
ァージ由来 Raw264.7 細胞において、ミー
ド酸が抗炎症作用を有するか検討した。
Raw264.7細胞を用いて、100 ng/mLの LPS
で 12時間刺激し炎症を誘導し、ミード酸を
添加したところ、IL-6や COX2のなどの炎
症マーカーが有意に減少した。以上の結果
より、必須脂肪酸欠乏時に産生されるミー
ド酸はLPSによる炎症反応を抑制している
可能性が示唆された。 
	 また、必須脂肪酸欠乏時の皮膚における
ミード酸の作用を調べるため、ミード酸の
産生抑制が皮膚のバリア機能へ及ぼす影響
を調べた。まず、ミード酸が存在する必須
脂肪酸欠乏状態の HaCaT細胞において、Δ6
不飽和化酵素の阻害剤 (sc26196)を添加し、
ミード酸産生阻害の影響を調べた。その結
果、ミード酸のみ 22%まで減少した。そこ
で、ミード酸産生抑制時の皮膚機能への影
響について検討したところ、フィラグリン、
インボルクリンの遺伝子発現が有意に減少
した。そこで、バリア機能異常の原因を明
らかにするため、炎症反応や小胞体ストレ
スへの影響を調べた。その結果、炎症性サ
イトカイン IL-1β、IL-6 の遺伝子発現の増
加はみられなかったが、小胞体ストレスマ
ーカーである CHOP、GRP78の遺伝子発現
が増加していた。以上の結果より、必須脂
肪酸欠乏時のミード酸産生の抑制により小
胞体ストレスが上昇し、皮膚のバリア機能
の異常が誘導されている可能性が示唆され
た。 
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