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研究成果の概要（和文）：本研究では、ACSL4遺伝子欠損マウスやACSL4ノックダウン細胞を用いることで、生体
内多価不飽和脂肪酸 (PUFA) 含有量が低下した際に生体に及ぼす影響を解析し、PUFA の生体内での役割につい
て明らはかにすることを目指した。その結果、1) ACSL4の欠損により、リポ多糖による炎症反応が増強され、こ
れに生理活性脂質の産生の増強が関与している可能性、また、2) ヒト腎上皮細胞由来HK-2細胞でACSL4の発現を
低下させた解析では、本細胞ではこれまでの報告と異なる経路でフェロトーシス/フェロトーシス様の細胞死が
誘導されることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify the biological functions of 
polyunsaturated acid (PUFA) using Acsl4 knockout mice and human tubular epithelial cells. This study
 showed that ACSL4 deficiency enhanced the inflammatory responses induced by lipopolysaccharide, 
which may involve enhanced production of bioactive lipid mediator(s). It also showed that the 
ferroptosis/ferroptosis-like cell death observed in human renal epithelial HK-2 cells was mediated 
by a different pathway from that previously reported.

研究分野：衛生薬学、脂質生化学、生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、多価不飽脂肪酸の生体や細胞内での利用が、すべての細胞で共通の機構で行われるのではなく組織
や細胞の種類で異なること、また、PUFAを介する細胞死の機構も細胞間で異なることを明らかとした。

※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 
日本人を対象とした疫学調査において、食品から摂取する脂質の“質”（含有脂肪酸の組成）が
冠動脈性心疾患や脳卒中などの生活習慣病に由来する疾患の発症に影響を与えることが示され
ている。しかし、脂質の“質”が如何にして生命に影響を与えるかについては、完全には理解さ
れておらず、この疑問を解明することは、様々な生体機能の制御機構の解明につながると考えら
れている。 
 
 
 
２．研究の目的 
食品から摂取した必須脂肪酸などの長鎖脂肪酸は、多くの場合、長鎖アシル CoA 合成酵素
(ACSL) により長鎖アシル CoA に変換されたのち、脂質の合成やエネルギー産生など様々な生
体反応に利用される。ACSL4は、多価不飽和脂肪酸 (PUFA) を基質とする酵素であり、アラキ
ドン酸 (AA) をはじめとする PUFA の生体内での利用に重要な酵素である。AA はエイコサノ
イドの前駆体としてリン脂質中に貯蔵されており、この貯蔵の機構に ACSL4が関与していると
考えられている。これまで、我々の解析で、ACSL4発現を低下させた細胞では刺激依存的なエ
イコサノイド産生量が増加することを見出し、ACSL4は刺激依存的に遊離した AAの再取り込
みに関与していることを報告してきた。その一方で、ACSL4欠損によりエイコサノイド産生が
低下する細胞も存在することも知られており、AA代謝における ACSL4の役割は細胞の種類に
より異なる可能性がある。また近年、ACSL4は生体膜リン脂質の PUFA含有量の維持に関与す
ることで、鉄・脂質過酸化を介する細胞死であるフェロトーシスに関与することが示されており
注目を集めている。したがって、ACSL4による PUFA代謝は、生理活性脂質産生調節や細胞死
の調節に深く関与する可能性が高いが、本酵素の PUFA 代謝における役割については不明な点
が多く残されている。本研究では、ACSL4 遺伝子欠損マウスや ACSL4 ノックダウン細胞を用
いることで、生体内 PUFA 含有量が低下した際に生体に及ぼす影響を解析し、PUFA の生体内
での役割について明らかにすることを目指した。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型(WT)および Acsl4 遺伝子欠損(Acsl4KO)マウスにリポ多糖 (LPS) を投与することで
全身性炎症反応を惹起させ、投与後の生存率及び各種パラメーターを比較した。また、Acsl4 の
組織発現についても解析をおこなった。 
 
(2) ヒト腎上皮細胞由来 HK-2 にコントロール及び ACSL4 siRNA をトランスフェクションし、
ACSL4 を一過性にノックダウンした。細胞内アシル CoA 含有量、及び各種リン脂質の組成を LC-
MS/MS により解析し、ACSL4 のノックダウンにより変化する生体内分子を検索した。また、本細
胞における細胞死に対する ACSL4 の役割についても解析した。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) リポ多糖投与によるマウスの生体反応に対する ACSL4 の役割 
 Acsl4KO マウス及び WT マウスに LPS を投与すると、Acsl4KO マウスは WT マウスと比較して
LPS 投与後 24時間以内での死亡率が有意に増加した。したがって、ACSL4 の欠損は、LPS に対す
る感受性を高めることが明らかとなった。LPS 投与後の血中におけるエイコサノイド産生量を解
析したところ、一部のエイコサノイドの産生量が WTと比べ Acsl4KO マウスで有意に増加した、
または増加する傾向があった。Acsl4KO マウスで観察された LPS 投与による死亡率の増加は、非
選択的シクロオキシゲナーゼ阻害剤の前処理により抑制された。したがって、Acsl4KO マウスで
観察されたエンドトキシンに対する感受性の増加の一部にエイコサノイド産生の増加が関与す
ることが示唆された。現在、この研究成果について詳細な検討を進め、論文投稿の準備を進めて
いる。 
 
(2) ヒト腎上皮細胞由来 HK-2 細胞の細胞死における ACSL4 の役割 1 
 ACSL4 の組織内発現を免疫組織染色法により解析した結果、マウスの腎臓の上皮細胞に強く発
現していることを見出した。そこで、腎上皮細胞における ACSL4 の機能に着目し、本酵素をノッ
クダウンした際の影響の解析を行った。ヒト腎上皮細胞由来 HK-2 細胞に ACSL4 の siRNA のトラ
ンスフェクションにより一過的 ACSL4 の発現レベルを低下させたのち、LC-MS/MS により細胞内
の長鎖アシル CoA 量およびリン脂質量の変化を解析した。その結果、ACSL4 のノックダウンによ



り、コントロール細胞と比較して、AA、エイコサペンタエン酸、ドコサヘキサエン酸(DHA)など
の PUFA (炭素数 20以上で不飽和二重結合を 2つ以上有する脂肪酸)に由来するアシル CoA の量
が有意に低下した。一方、飽和脂肪酸、炭素数 18以下の不飽和脂肪酸に由来するアシル CoA 量
は、ACSL4 のノックダウンにより減少しなかった。これらの結果は、リコンビナント ACSL4 タン
パク質を用いた ACSL4 の基質特異性の解析結果と一致していた 2。また、ACSL4 のノックダウン
によるこれらの長鎖アシル CoA 量への影響は、ACSL4KO マウスから調製した骨髄由来マクロファ
ージと同様であった。次に、ACSL4 のノックダウンによる影響を解析した。その結果、ACSL4 の
ノックダウンでは、DHA を含有するリン脂質の量が有意に低下したが、予想外なことにその他の
PUFA 含有リン脂質の量は影響を受けなかった。この結果は、ACSL4 欠損マウス由来のマクロファ
ージにおいて、PUFA 含有リン脂質の量が、アシル CoA 量の変化と類似していたことと矛盾して
いる 2。したがって、細胞中の PUFA 含有リン脂質量の調節は ACSL4 由来のアシル CoA で調節さ
れるというよりは、リン脂質再アシル化酵素群（ホスホリパーゼ A1/2、ACSL、リゾリン脂質-アシ
ル CoA アシルトランスフェラーゼ群など）などにより複合的に制御されており、その制御機構は
細胞の種類により異なる可能性が考えられた。 
 フェロトーシスは、鉄・脂質過酸化を介する細胞死で、従来のプログラム細胞死とは異なる新
たな細胞死の機構として注目されている。この細胞死に関わる脂質過酸化の標的である AA やア
ドレン酸(C22:4)を含有するホスファチジルエタノールアミンの生合成に ACSL4 関与することが
報告されている 3,4。そこで、フェロトーシス誘導剤による HK-2 細胞の細胞死に対する ACSL4 の
ノックダウンの影響を解析した。その結果、前述の様に本細胞で ACSL4 をノックダウンしても
AA やアドレン酸含有リン脂質の量は減少しないにも関わらず、フェロトーシス誘導剤である
RSL-3 や FIN56 により誘導される細胞死は抑制されることが明らかとなった。また、RSL-3 や
FIN56 による HK-2 細胞の細胞死は、フェロトーシス阻害剤であるフェロスタチン-1 で抑制され
たのに加えて、ネクロトーシス阻害剤であるネクロスタチン-1 の処理によっても抑制された。
したがって、腎臓上皮細胞由来 HK-2 細胞におけるフェロトーシス/フェロトーシス様の細胞死
は、従来のフェロトーシスとは異なる ACSL4 依存的な経路を介して引き起こされている可能性
が考えられた。 
 以上のより、PUFA の代謝は組織や細胞種により大きく異なっており、多価不飽和脂肪酸の生
体への影響を解明するには、より多くの細胞や組織での影響に関する解析を、それらを総合的な
評価が必要である。 
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