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研究成果の概要（和文）：培養液にアルキン化オレイン酸を含んだ状態で培養したHeLa細胞において、クリック
ケミストリー反応を用いることにより、細胞内のオレイン酸の微細局在を蛍光顕微鏡において検討した。培養液
内のアルキン化オレイン酸を入れて哺乳類培養細胞を培養することにより、生体膜の脂肪酸を蛍光標識し可視化
できると確認できた。また、急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法を用いて、ホスファチジルコリンの
前駆体であるプロパジルコリンを入れて培養した酵母細胞でのホスファチジルコリンをクリックケミストリー反
応によって電子顕微鏡下で可視化することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We examined the distribution of alkyne oleic acid in HeLa cell incubated 
with alkyne oleic acid in the culture medium using click chemistry reaction. We observed the 
localization of alkyne oleic acid on the plasma membrane and intracellular organelles in HeLa cells 
under fluorescent microscope. However, unexpectedly we could not observe any change of the 
localization of alkyne oleic acid in the HeLa cells which are incubated with alkyne oleic acid for 
various incubation time (2-14 hr). In addition, we could observed the distribution of 
phosphatidylcholine in yeast cells, which were incubated with propargylcholine, at a nanoscale level
 under electron microscope. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 不飽和脂肪酸　クリックケミストリー　電子顕微鏡　脂質　急速凍結　フリーズフラクチャー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、不飽和脂肪酸の生体内での増加が発癌、炎症、精子機能、インスリン抵抗性改善など種々の生理機能に影
響あるいは関与することがわかってきた。不飽和脂肪酸は食物による補給により作用が発揮されるが、作用機序
は不明である。本研究では、クリックケミストリー法を用いることにより、アルキン化した脂肪酸の分布を可視
化することに成功した。さらに、同様にクリックケミストリ~法を用いることにより、酵母細胞においてホスフ
ァチジルコリンの微細分布を観察することにより成功した。このことは、各種不飽和脂肪酸の細胞内での微細分
布を検討する上で大きな進歩となり、不飽和脂肪酸の生理的あるいは病理的機能解明に貢献できると確信する。

※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 
 分子生物学の飛躍的発展とそれに基づくゲノミクス、プロテオミクスの展開により、DNA・

RNA と蛋白質についての知見は急速に増加している。生体膜についても膜蛋白質に関する研究

は高度化し、多くの知見が集積されている。しかし膜脂質に関しては有力な解析技術が少ないた

め、まだまだ未知の点が多く残されている。 

 生体膜には数千種類にも及ぶ脂質分子が存在し、非対称で不均一な分布を示すことが提唱さ

れている。しかしそのような膜脂質分布・動態の生理的意義、種々の病態との関わりについては

あまり理解が進んでいない。その最大の原因は蛋白質や DNA・RNA に比較して脂質を解析する

ための方法が極めて限られていることにある。我々は脂質の超微局在を明らかにすることが、膜

脂質の機能を解明するために必須であると考え、そのための方法開発に注力してきた。その結果、

急速凍結・凍結割断レプリカ標識（QF-FRL）法によって膜脂質を特異的に標識することが可能

であることを示し、細胞膜あるいは細胞内オルガネラに存在する種々の脂質の微細分布を明ら

かにしてきた。 
  近年、多価不飽和脂肪酸（PUFA）及び１価不飽和脂肪酸（MUFA）の生体内での増加が発

癌、癌転移、精神疾患、炎症、血液凝固、精子機能、インスリン抵抗性の改善、寿命の延長及

び心疾患改善など種々の生理機能に影響あるいは関与することがわかってきた。PUFA, MUFA

は食物による補給により作用が発揮されることもわかっているが、どのように細胞に作用して

機能関与するのかなど作用機序は全く不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、従来の法をさらに改良することにより、新規の脂肪酸標識法（図２）を新たに開

発し、生体膜における脂肪酸分布を解析することを検討にする。基本的には蛍光標識法を用い、

不飽和脂肪酸の標識には、クリックケミストリー法を用い、アルキン化した脂肪酸の分布を微細

レベルで明らかにできると思われる。本方法を用いることにより、脂肪酸がどの細胞から取り込

まれ、その後どのように分布していくのかを検討することを試みる。 
 
３．研究の方法 
 HeLa 細胞の生体膜のオレイン酸を代謝標識するために、培養液内に 1 ng/mlアルキン化オレ

イン酸を混入して一昼夜（14 hr）37 ˚C で培養した。培養後、4% ホルムアルデヒド/0.1 M 
phosphate buffer (PB)で、室温，10 min HeLa 細胞を固定した。固定後、0.1% サポニン/PBS
で膜透過性を施した。PBS で洗浄後、biotin-azide溶液で処置し、クリックケミストリー反応を

起こして、生体膜内のアルキン化オレイン酸を biotin で標識した。さらに、培養液にアルキン

化オレイン酸を添加した後、培養してから細胞固定する時間を 2 hr、4 hr、6 hr、8 hr、12 hr、
14 hr に変化させることにより、アルキン化オレイン酸の分布の継時的変化を観察することを試

みた。 
また、QF-FRL 法による脂肪酸の標識の予備実験として、酵母細胞でのホスファチジルコリンの

標識を試みた．方法は培養液にホスファチジルコリンの前駆体であるプロパジルコリンを入れ、

一昼夜細胞培養することにより、ホスファチジルコリンを代謝標識した。その後、酵母細胞を加

圧凍結装置 HPM010 に装着して、細胞を急速凍結した。細胞を凍結後、凍結割断装置である

Balzers の BAF400 を用いて、-130 ̊ C下で細胞を凍結割断した。その後、厚さ 2 nm の炭素（C）



を蒸着後，2 nm の白金（Pt）に続いて 10 nm の C を蒸着することにより、レプリカ薄膜を作

成した。作成したレプリカ薄膜を室温に戻し、そのレプリカ薄膜を 60 ˚C で SDS溶液に浸して

処置し、レプリカ薄膜に接着していない細胞成分を除去した．レプリカ薄膜を PBS で洗浄後、

biotin-azide溶液で処置し、クリックケミストリー反応を起こして、生体膜内のホスファチジル

コリンを biotion で標識した。その後、マウス抗 biotin 抗体、そして 10 nm金コロイド標識抗

マウス IgG 抗体で標識を行なった。 
 
４．研究成果 

培養液にアルキン化オレイン酸を含んだ状態で培養した HeLa 細胞の細胞膜、および細胞内の

構造体に蛍光標識が確認できた（図１）。対照実験として、培養液に

アルキン化オレイン酸を含まない HeLa 細胞では、同じ蛍光標識を

行なっても、全く蛍光標識は確認できなかったため、本実験での

HeLa 細胞で確認できた蛍光標識は生体膜に取り込まれたアルキン

化オレイン酸であると考えられる。以上の実験より、培養液内のア

ルキン化脂肪酸を入れて哺乳類培養細胞を培養することにより、生

体膜の脂肪酸を蛍光標識し可視化できると確認できた。しかしなが

ら、培養液にアルキン化オレイン酸を入れて培養する時間をかえて、

オレイン酸の微細分布の継時的変化を確認することを試みたが、時間的変化は確認できなかっ

た。 
QF-FRL 法を用いて脂肪酸を標識する予備実験として、酵母細

胞でのホスファチジルコリンをクリックケミストリー法を用

いて標識を試みた。レプリカ膜上で飢餓状態にある酵母細胞内

にオートファゴソームが確認でき、その膜にホスファチジルコ

リンの金コロイド標識が確認できた（図２）。以上のことから、

レプリカ膜を用いてクリックケミストリー法を導入すること

により生体膜にある脂質を特異的に標識することが可能であ

ることがわかった。このことから、同じレプリカ膜上で生体膜

の脂肪酸を標識することの足がかりとなり、今後、QF-FRL 法を

用いて脂肪酸標識の方法確立に着手する予定である。 
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