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研究成果の概要（和文）：脂肪酸不飽和化酵素FADS1,2に着目し、高度不飽和脂肪酸(PUFA)欠乏マウスの作製と
表現型解析を行った。FADS2単独欠損マウスにPUFA欠乏食を3ヶ月間摂食させることで樹立したPUFA欠乏マウス
は、精子形成異常、脂肪肝、貧血、骨形成異常などの表現型を呈した。精子形成異常の原因の一つは、ライディ
ッヒ細胞におけるテストステロンの産生低下であり、ω6系列のPUFA補充によってレスキューされた。FADS2単独
欠損マウスでは通常観察されない非メチレン中断型PUFAが産生されてしまうことが分かったため、FADS1,2ダブ
ル欠損マウスを作製したところ、より重篤な脂肪肝の表現型を呈することが分かった。

研究成果の概要（英文）：We focused on the fatty acid desaturases (FADS1,2) to establish and 
phenotypically analyse mice deficient in polyunsaturated fatty acids (PUFA). PUFA-deficient mice, 
which were established by feeding FADS2-deficient mice a PUFA-deficient diet for 3 months, showed 
multiple phenotypes including abnormal spermatogenesis, fatty liver, anemia and abnormal bone 
formation. One of the causes of abnormal spermatogenesis was reduced testosterone production in 
Leydig cells, which was rescued by supplementation of ω6-series PUFA. FADS2-deficient mice produced
 non-methylene interrupted PUFA, which is not normally produced. Thus, we generated FADS1, 2 double 
deficient mice which showed much severer disease phenotypes than FADS2 single knockout mice.

研究分野： 脂質生化学

キーワード： 高度不飽和脂肪酸　デサチュラーゼ　ω3脂肪酸　ω6脂肪酸　ステロイドホルモン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高度不飽和脂肪酸(PUFA)は、α-リノレン酸やリノール酸などの必須脂肪酸から生合成される、生命現象に必須
の分子群であるが、個々のPUFA分子種の詳細な機能や役割は明らかになっていなかった。その理由として個々の
PUFAの役割を解明するための動物モデルが存在しなかったことがあげられる。本研究で樹立したPUFA欠乏マウス
は様々な病態を呈するが、それぞれのPUFAを補充することで病態を軽減させるPUFAを同定する事が可能になる。
既に精子形成にアラキドン酸などのω6 PUFAが必要である事を見いだした。今後、赤血球の維持、骨形成、脂肪
肝抑制などに必要なPUFA分子を同定することが可能になった。

※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      【図 1】  PUFA と生理活性脂質の生合成系路 

三大栄養素の脂質を構成する脂

肪酸の中でも、二重結合を多数

有する高度不飽和脂肪酸（Poly 

Unsaturated Fatty Acid; PUFA）

は、生体膜の構成成分として膜

の流動性や膜結合タンパク質の

親和性・局在等、様々な細胞機

能に関わる重要な分子群であ

る。ヒトを含む哺乳動物は、一価

不飽和脂肪酸であるオレイン酸

(18:1)に二重結合を導入する

Δ12 デサチュラーゼを欠くため、

多種にわたる PUFA 生合成の出

発点となる α-リノレン酸(18:3 n-3)

やリノール酸(18:2 n-6)を食事か

ら摂取する必要があり、これらは

必須不飽和脂肪酸と呼ばれてい

る 。 こ の二 つの脂 肪酸に 、

FADS1, 2と呼ばれる不飽和化酵

素や、Elovl5 をはじめとした伸張

酵素が作用することで、様々な分

子種のPUFAが生合成される【図

1】。実験動物の餌から必須不飽

和脂肪酸を除く実験から生存におけるPUFAの重要性は明らかではあるが、それぞれの PUFA分子種

ごとの役割は全く理解されていない。その理由として、多数の分子種が存在する PUFA分子種を区別し

て、それぞれの役割をあきらかにする実験系が存在しなかったことが上げられる。申請者は、PUFAであ

るアラキドン酸から生合成される生理活性脂質ロイコトリエン B4 や 12-HHT(ヒドロキシヘプタデカトリエ

ン酸)の産生酵素、代謝酵素、受容体の分子同定と遺伝子欠損マウスの作製・解析を通じて、生理活性

脂質の生体内における役割の解明で大きな業績を上げてきた。また、様々なマウス炎症モデル(皮膚炎、

花粉症、腸炎)を用いて、ω3系列のPUFA(【図 1】の左側)の摂取が炎症反応を抑制することを明らかに

してきた(総説 Yokomizo, J Clin Invest 2018)。その研究の過程で、質量分析計を用いた脂質分子種

別の精密な定量系を構築してきた。こうした脂質分野における研究の蓄積を背景に、脂肪酸不飽和化

酵素 FADS1, 2の単独、あるいは、ダブル欠損マウスを作製し、必須不飽和脂肪酸を除いた餌を摂取さ

せることで、PUFA 欠乏マウスを作製できること、この PUFA 欠乏マウスに個々の PUFA を摂食させるこ

とで個々の PUFA 分子種の役割を明らかにすることができるのではないかと考えた。そこで、まず

FADS2遺伝子の欠損マウスを作製し、PUFAを含有しない特殊餌で 2ヶ月間飼育した。肝臓の脂質解

析を行ったところ、【図 2】に示す様に、飽和脂肪酸や一価不飽和脂肪酸を含有するリン脂質の組成に

は変化が無かったのに対し、PUFA 含有リン脂質はほとんど観察されず、想定した通りの PUFA 欠乏マ

ウスが作製できていることが分かった。この PUFA 欠乏マウスは、後述するような多彩な表現型を示す、

世界で初めての PUFA 欠乏マウスである。その後、申請者は Fads1/2 ダブル欠損マウスの樹立にも成

功した。本研究の目的は、これらの PUFA 欠損マウスで観察される表現型が、どの PUFA 分子の欠損

によってもたらされているのかを、レスキュー実験を基本とした詳細な解析で明らかにすることにある。 
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【図 2】  樹立した PUFA欠乏マウス (FADS2 単独欠損バージョン) 

 

２．研究の目的 

申請者が独自に樹立した PUFA 欠乏マウスでは、精子形成異常、貧血、脂肪蓄積性肝炎、骨形成不

全、などの多彩な表現型が観察されている。本研究の目的は、(1)どの分子種の PUFA 欠乏がこれらの

表現型を引き起こしているのかをそれぞれの PUFA の補充によるレスキュー実験で明らかにすること、

(2)それぞれの PUFA の減少がどのような分子メカニズムでこうした表現型を引き起こしているのかを明ら

かにすることにある。近年の日本人のライフスタイルの変化、特に魚食の減少に伴い、不妊・貧血・メタ

ボリックシンドローム・骨粗鬆症などの発症頻度の上昇が社会問題となっている。魚油には ω3 脂肪酸

である DHA(ドコサヘキサエン酸)や EPA(エイコサペンタエン酸)をはじめとした PUFA が大量に含まれ

ている。過去の疫学研究から、ω3脂肪酸を含有する魚やアザラシを摂食する民族では、肉を中心に摂

食する民族と比較して、高脂血症やメタボリックシンドロームの発症頻度が低いことが分かっているが、

どの PUFA 分子種がこのようなリスクの低下を引き起こしているのかは、全く分かっていない。また、実験

動物を用いて PUFA の機能解明を明らかにしようとする研究はこれまでにも行われてきたが、以下の二

つに大別される。一つは、PUFA の効用を調べる目的で特定の PUFA を過剰投与する実験系である。

しかし、この実験系では添加した PUFA が内在の PUFA 代謝酵素によって複数の PUFA に代謝・変換

されてしまうため、特定の PUFA の機能を調べるには不完全である。もう一つは、PUFA を欠乏させる目

的で必須脂肪酸欠乏食を与える実験系である。しかしこの系では、Fads などの不飽和化酵素により、脂

肪酸に二重結合が導入され、ミード酸等の PUFA が産生されてしまうため、完全な PUFA 欠乏には至ら

ず、また極めて重篤な表現型（皮膚疾患等）を呈する実験系であるため、詳細な研究には向いていない。

そこで申請者らは PUFA欠乏状態を起こす時期を自在に操作することができ、かつ高度なレスキュー実

験により表現型を回復するのに必要な PUFA を一義的に決定することができる新たな PUFA 欠乏モデ

ルを構築した。このモデルは、哺乳類における PUFA の役割を解明するにあたって、現時点で最も適し

たシステムであると考えている。 

 

３．研究の方法 

申請者は本研究に先立ち、PUFA 欠乏マウスモデルとして Fads2 欠損マウスを作製した【図 2】。このマ

ウスは PUFA生合成における二段階の∆6不飽和化酵素活性を欠失するため、必須脂肪酸（リノール酸

およびα–リノレン酸）より下流の PUFA 生合成が出来ないが、残存する FADS1酵素によって不自然な



位置に二重結合が導入された PUFA（シアドン酸等の非メチレン中断型脂肪酸）が生成され、PUFA 欠

乏モデルとしては不完全であった。そこで、申請者らは最近、隣接する Fads1 と Fads2 の両遺伝子を

CRISPR/Cas9 システムを用いて欠失させた Fads1/2 二重欠損マウス（以下 DKO）を導入した。このシス

テムでは非メチレン中断型脂肪酸は全く産生されず、また、レスキュー実験に用いる各種 PUFA にそれ

以上二重結合が導入されない。そのため、個々の PUFA の役割を一義的に調べるのに適した、より高

度な PUFA 欠乏モデルである。 

(1)脂肪肝を引き起こす PUFA欠乏の解析 

乳汁中や餌の PUFA が肝臓における PPARα を活性化し、種々の脂質代謝酵素や熱産生関連タンパ

ク質の DNA メチル化を解除することで、脂質代謝能をダイナミックに変化させる可能性が考えられる

（Diabetes, 2015, 64, 775-784）。そこで、上記の PUFA 欠乏を施したマウスの脂肪肝へのなりやすさを

調べる。定量 PCRや RNAseq解析、DNA メチル化解析等を行い、脂質代謝酵素遺伝子(Elovl群, Pdc, 

Fasn, Scd, Srebp1 など)、や熱産生関連遺伝子(Ucp1, Cidea, Pgc1alpha, Pparalpha など)の発現や、プ

ロモーター領域の DNA メチル化状態を比較解析する。さらに、PUFA 欠乏餌にそれぞれの PUFA を補

充したレスキュー実験により、脂肪肝の改善に資する PUFA を同定する。表現型がレスキューされたマ

ウスの肝臓を用いて、脂質代謝酵素遺伝子や熱産生関連遺伝子の網羅的発現解析を行う。 

 

(2)精子形成不全を引き起こす PUFA欠乏の解析 

Fads2 欠損マウスおよび Fads1/2 ダブル欠損マウスは、餌から PUFA を抜くと雌雄ともに不稔となる。

FADS2 抗体を作成し、染色したところ、精巣の間質に存在し、ステロイドホルモン産生を担うライディッヒ

細胞に FADS2 の高い発現が観察された。特定の PUFA 分子種がライディッヒ細胞への分化とステロイ

ドホルモン産生に必須であると考え、以下の実験を行う。(1)質量分析計を用いたステロイドホルモン定

量系を確立する。現状では困難とされているステロイド定量であるが、試料内のステロイドに Girard試薬、

Dansyl Chloride で誘導体化を行うことでイオン化効率を飛躍的に上昇させ、質量分析計で定量するこ

とに成功している。ライディッヒ細胞由来でテストステロンを産生する MA-10細胞をゴナトドロピンで刺激

した際のホルモン産生を、PUFA 存在下・PUFA 欠乏状態で比較する。PUFA 欠乏状態の MA-10 細胞

にそれぞれの PUFA 分子種を添加し、ホルモン産生をレスキューする PUFA 分子種を同定する。また、

ステロイドホルモン産生に関わるチトクローム P450分子群(Cyp11a1, 17a1, 19a1, Hsd3b1, 17b3, 17b7)

や核内受容体(Star, LHr)の発現に与える PUFA欠乏や PUFA添加の影響を定量的 PCR法とWestern 

blot であきらかにする。最終的には、in vitro で同定した PUFA 分子種を PUFA 欠乏マウスに投与し、

精子形成不全と不稔をレスキューできるかどうかを検討する。 

 

(3)貧血を引き起こす PUFA欠乏の解析 

申請者が作製した PUFA 欠乏マウスは、赤血球数と血中ヘモグロビン濃度の低下を伴う貧血を呈した。

この貧血の原因をあきらかにするため、以下の視点から研究を行う。毛細血管内などのシアストレスが大

きな場所で赤血球の破壊を来たし、溶血性貧血となっている可能性や、脾臓網内系通過能の低下によ

り、マクロファージによる赤血球の貪食亢進が生じていることなどが推定される。そこで、蛍光ラベルした

FADS 欠損赤血球を静脈内投与し、末梢血中のラベル赤血球の減少速度を測定するとともに、蛍光色

素の脾臓への蓄積の様子を野性型と比較する。また、赤血球の脂質分析を行い、PUFA 欠乏で大きな

変動を来している細胞膜リン脂質分子種を同定し、そのリン脂質に含まれる PUFA で貧血がレスキュー

できるかどうかを変形アッセイや走査型電子顕微鏡による観察で検討する。 

 

４．研究成果 

(1)脂肪肝を引き起こす PUFA欠乏の解析 



FADS2 単独欠損マウス、FADS1/2 二重欠乏マウスは共に、PUFA 欠乏食による飼育下で顕著な脂肪

肝を呈したが、その程度は FADS1/2 二重欠乏マウスの方がより重篤であった。肝障害で血中に放出さ

れる逸脱酵素 AST や ALT の値も FADS1/2 二重欠乏マウスで高かった。肝臓のリピドミクス解析の結

果、FADS2 単独欠損マウスではシアドン酸に代表される、非メチレン中断型の脂肪酸(通常のマウスで

は検出されない)が大量に産生されていることが分かった。これは、通常では FADS2 によって不飽和化

されるリノール酸やリノレン酸が、FADS1 によって不飽和化される結果生じたものと推定された。こうした、

通常は観察されない不飽和脂肪酸が PUFA として機能し、脂肪肝を軽減させている可能性を検証する

ため、非メチレン中断型の脂肪酸を大量に含む茅ノ実油を含む PUFA 除去餌でマウスを飼育したところ、

FADS1/2 二重欠乏マウスの脂肪肝や肝障害が軽減した。以上より、PUFA 欠乏が引き起こす脂肪肝は、

PUFA 量の減少によってもたらされており、特定の PUFA 分子種の欠乏によって引き起こされているわ

けではないことが明らかとなった。 

 

(2)精子形成不全を引き起こす PUFA欠乏の解析 

FADS2 抗体を作成し、染色したところ、精巣の間質に存在し、ステロイドホルモン産生を担うライディッヒ

細胞やステロイド産生臓器である副腎で FADS2の高い発現が観察された。また血液中のテストステロン

やプロゲステロンなどのステロイドホルモンが FADS2欠損マウスで低値を示したことから、ステロイドホル

モン産生に PUFA が必要である事が示唆された。そこで、ライディッヒ細胞由来の MA-10細胞に FADS

阻害薬を添加し、血清除去状態で培養することで PUFA 欠乏細胞を作り出すことに成功した。この

PUFA欠乏細胞ではゴナドトロピン刺激によるステロイドホルモン産生が大きく減弱した。このホルモン産

生低下は、アラキドン産やドコサペンタエン酸などのω6 系 PUFA 添加でレスキューされたが、EPA や

DHAなどのω3系 PUFA添加ではレスキューされなかった。内在性に FADS2を発現するマウス精巣由

来の初代培養ライディッヒ細胞でも同様の結果が得られた。さらにゴナドトロピン刺激で活性化されるホ

ルモン感受性リパ―ゼが、ω6PUFAを含有するコレステロールエステルに高い親和性を有することが分

かり、ステロイドホルモン産生の材料となるコレステロールの蓄積に、ω6 系 PUFA が必須である事を証

明した。 

 

(3)貧血を引き起こす PUFA欠乏の解析 

PUFA 欠乏マウスに、野性型マウスの赤血球を投与した際の赤血球寿命が短縮していたため、赤血球

以外の細胞、恐らく網内系のマクロファージによる貪食の亢進が、PUFA 欠乏マウスの貧血の原因と考

えられた。それをサポートする染色結果が、肝臓や脾臓の組織学的観察から得られている。今後は、マ

クロファージによる赤血球貪食に関わることが示されている分子群の遺伝子欠損マウスの樹立と解析を

通じて、PUFA 欠乏マウスの貧血発症メカニズムをあきらかにしていきたい。 
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