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研究成果の概要（和文）：哺乳動物において、必須脂肪酸が欠乏するとミード酸という特殊な脂肪酸が産生されること
が知られている。しかし、その産生遺伝子や経路を詳細に検討した報告はない。そこで、必須脂肪酸欠乏状態にある培
養細胞を用いて、siRNAによる脂肪酸合成酵素の遺伝子発現抑制を行い、産生遺伝子と経路の同定を行った。ミード酸
はオレイン酸からFads1, Fads2, Elovl5という遺伝子によって、2通りの経路で産生されることが明らかとなった。ま
た、ミード酸はホスファチジルイノシトール（PI）というリン脂質において増加が顕著であったことから、必須脂肪酸
欠乏時のPIにおけるミード酸の重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In mammals, 5,8,11-eicosatrienoic acid (Mead acid, 20:3n-9) is synthesized from ol
eic acid during a state of essential fatty acid deficiency (EFAD). Mead acid is thought to be produced by 
the same enzymes that synthesize arachidonic acid and eicosapentaenoic acid, but the genes and the pathway
s involved in the conversion of oleic acid to Mead acid have not been fully elucidated. In this study, we 
found that the cultured cell, such as NIH3T3 cells, had significant levels of Mead acid, indicating that c
ells in culture are in an EFAD state under normal culture conditions. We then examined the effect of siRNA
-mediated knockdown of fatty acid desaturases and elongases on the level of Mead acid, and found that knoc
kdown of Elovl5, Fads1, or Fads2 decreased the level of Mead acid. This and the measured levels of possibl
e intermediate products for the synthesis of Mead acid such as 18:2n-9, 20:1n-9 and 20:2n-9 in the knocked
 down cells indicate two pathways for the synthesis of Mead acid.
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１．研究開始当初の背景 
	 必須脂肪酸は生体膜の構成成分であるだ
けでなく、生体の恒常性維持にも重要な物
質であることから、必須脂肪酸欠乏が欠乏
すると、成長遅延や皮膚障害、不妊などの
症状がみられる。哺乳動物では、必須脂肪
酸である n-6 系多価不飽和脂肪酸のリノー
ル酸（18:2n-6）からアラキドン酸（20:4n-6）、
n-3 系多価不飽和脂肪酸のα-リノレン酸
（ 18:3n-3）からエイコサペンタエン酸
（EPA; 20:5n-3）が産生される。これには、
不飽和化酵素 Fads1, 2の 2回の不飽和化反
応と、鎖長伸長酵素 Elovl5の 1回の鎖長伸
長反応が必要である。これらの不飽和脂肪
酸から産生される生理活性脂質は、多くの
生理機能を持ち、生体の恒常性維持だけで
なく、様々な疾患に関わっていることが明
らかになってきている。 
	 哺乳動物では必須脂肪酸が欠乏すると、
皮膚障害や生殖機能の異常などがみられる
が、同時にミード酸（20:3n-9）という通常
は殆ど存在しない脂肪酸が産生されること
が知られている。ミード酸は炭素数が 20
で、3 つの二重結合をもつ脂肪酸で、必須
脂肪酸が欠乏すると、オレイン酸（18:1n-9）
に対して 2 回の不飽和化反応と、1 回の鎖
長伸長反応が行われることで産生されると
考えられていることから、必須脂肪酸欠乏
時のミード酸は、アラキドン酸や EPAが産
生されるのと同様の遺伝子で産生されると
考えられている。しかし、産生遺伝子やそ
の経路を詳細に検討した報告はない。また、
必須脂肪酸欠乏時に産生されるミード酸が、
生体においてどのような役割をもっている
かについても、ほとんど知られていない。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、遺伝子学的手法を用いて、必
須脂肪酸欠乏時に産生されるミード酸の産
生遺伝子とその経路を明らかにする。また、
必須脂肪酸欠乏時にオレイン酸からミード
酸が産生される意義についても検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 必須脂肪酸欠乏マウスの作成 
	 ８週齢の C57BL/6Jマウスに、10%大豆油食
（普通食マウス）、または無脂肪食（必須脂
肪酸欠乏マウス）を 4週間与えた。マウスは
自由接餌、自由飲水にて飼育を行った。 
 
(2) siRNAによる遺伝子発現抑制 
	 マウス繊維芽 NIH3T3 細胞は、6-well dish
に 1×105 cells播種した。70%コンフルエント
の後、Lipofectamine RNAiMAXにて、siRNA
を導入し、72時間後に細胞を回収した。脂肪
酸合成酵素について、不飽和化酵素 Fads1, 2, 
3、鎖長伸長酵素 Elovl1, 2, 3, 4, 5, 6, 7につい
て、遺伝子発現抑制行った。 
 
 

(3) GC-MSによる脂質解析 
	 細胞はメタノールで回収し、脂質抽出を行
った。その後、メチルエステル化を行い、
GC-MS（GC/MS QP2010, Shimadzu）にて脂肪
酸の解析を行った。 
 
(4) 鎖長伸長活性の測定 
	 NIH3T3 細胞から膜タンパク質を抽出し、
18:1n-9-CoA ま た は 18:2n-6-CoA と 、
[14C]malonyl-CoAを加え、37℃で反応させた。
その後、ケン化を行い、脂質を抽出後、液体
シンチレーションカウンターで反応生成物
を測定した。 
 
４．研究成果	 
(1) 必須脂肪酸欠乏状態にある培養細胞を用
いたミード酸の産生遺伝子の同定 
	 ４週間の無脂肪食を与えた必須脂肪酸欠
乏マウスの血漿には 3%程度のミード酸が存
在していた。また、細胞播種 72 時間後の
NIH3T3 細胞でも、必須脂肪酸欠乏マウスと
同程度のミード酸が存在していた（図 1）。こ
の結果より、NIH3T3 細胞は必須脂肪酸欠乏
状態にあることが分かった。 
 

 
	 次に、必須脂肪酸欠乏状態にある NIH3T3
細胞を用いて、脂肪酸不飽和化酵素および鎖
長伸長酵素の発現抑制を行うことで、ミード
酸の産生遺伝子の同定を行った。マウスの脂
肪酸合成酵素について、脂肪酸不飽和化酵素
は Fads1,2, 3、鎖長伸長酵素は Elovl1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7がある。そこで、これらの全ての遺伝子
において siRNA による遺伝子発現抑制を行
った。その結果、不飽和化酵素では Fads1, 2、
鎖長伸張酵素では Elovl5 の発現抑制により、
ミード酸の産生が有意に減少した。 
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	 これらの結果より、オレイン酸（18:1n-9）
からミード酸の産生遺伝子は Fads1, 2, 
Elovl5 であることが明らかとなり、図 2 の
ような 2通りの経路によって産生されること
が予想された。 
 
(2) ミード酸の産生経路の解明 
	 図 2の 2通りの経路によって、ミード酸が
産生されているかを明らかにするため、
NIH3T3 細胞に Fads1, 2 および Elovl5 の
siRNAによる発現抑制を行い、オレイン酸か
らミード酸の中間代謝物（18:2n-9, 20:1n-9, 
20:2n-9）の変化を調べることで産生経路の同
定を行った（図 3）。 
	 まず経路 1 について、Fads2 発現抑制時に
は 18:2n-9 が減少し、Elovl5 の発現抑制では
18:2n-9は増加した。また、Elovl5の発現抑制
下で 20:2n-9は減少し、Fads1の発現抑制下で
20:2n-9は増加したことから、経路 1によって
ミード酸は産生されていることが証明でき
た。次に経路 2について、Elovl5の発現抑制
で 20:1n-9 は減少し、Fads2 の発現抑制で
20:1n-9が増加していたことから、経路 2でも
ミード酸は産生されていることがわかった。
これらの結果より、ミード酸は図 2の経路で
産生されていることが遺伝学的に証明でき
た。 

 
	  
 
 
(3) Elovl5の 18:1n-9に対する基質特異性 
	 ミード酸の産生遺伝子であるElovl5の鎖長
伸長活性について、多価不飽和脂肪酸に対す
る活性は知られているが、一価不飽和脂肪酸
である 18:1n-9 に対する活性は知られていな
い。そこで、必須脂肪酸欠乏状態にある
NIH3T3細胞を用いて、Elovl5の 18:1n-9に対
する伸長活性について調べた。まず、NIH3T3
細胞において、[14C] malonyl-CoAと反応させ、
18:2n-6 に対する伸長活性を検討したところ、
Elovl5 の 18:2n-6 に対する伸長活性は確認で
き、その活性は Elovl5の siRNAによって減少
した（図 4）。そこで、18:1n-9 に対する伸長
活性を調べたところ、Elovl5 は 18:1n-9 に対
しても伸長活性を有しており、その活性は
Elovl5の発現抑制で減少した（図 4）。これら
の結果より、Elovl5 は 18:1n-9 に対しても伸
長活性を持つことが酵素学的にも証明でき、
ミード酸はオレイン酸から、2 とおりの経路
で産生されていることが明らかとなった。 
 
 

 
(4) マウスにおけるミード酸産生経路の確認 
	 培養細胞だけでなく、マウスでもミード酸
の産生経路が存在するかを明らかにするた
め、必須脂肪酸欠乏マウスの肝臓においてオ
レイン酸からミード酸の中間物質が存在す
るか調べた。その結果、普通食マウスおよび
必須脂肪酸欠乏マウスにおいて、18:2n-9 や
20:1n-9、20:2n-9 は存在しており、これらの
中間物質は必須脂肪酸欠乏マウスで有意に
増加していることが確認できた。このことか
ら、マウスにおいてもこれらの経路が存在し
ていることがわかった（図 5）。 
	 また、必須脂肪酸欠乏時には産生遺伝子の
Fads1, 2, Elovl5などの遺伝子発現も増加して
いたことから、必須脂肪酸欠乏マウスでは遺
伝子レベルでミード酸の産生が亢進してい
ることが確認できた（図 5）。 

 
 
(5) 必須脂肪酸欠乏時にミード酸が産生され
る意義 
	 多価不飽和脂肪酸の多くはリン脂質の sn-2
位に存在することが知られている。そこで、
必須脂肪酸状態にある培養細胞および必須
脂肪酸欠乏マウスの肝臓における各リン脂
質のミード酸の分布の違いを調べた。その結
果、培養細胞とマウスの血漿や肝臓ともに、
ミード酸はリン脂質の中で、ホスファチジル
イノシトール（PI）に圧倒的に多く分布して
いた（図 6）。 
	 PIの脂肪酸組成は、他のリン脂質の中でも
特徴的で、sn-2位に結合している多価不飽和
脂肪酸のほとんどがアラキドン酸（20:4n-6）
である。アラキドン酸とミード酸はともに、
Δ5 位に二重結合をもつ多価不飽和脂肪酸で
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ある。最近、PIの sn-2位にはΔ5位に二重結
合をもつ脂肪酸が結合しやすいということ
が示唆されている。したがって、PIにおいて
ミード酸の分子種が多い理由として、必須脂
肪酸欠乏によって減少したアラキドン酸の
代わりに、ミード酸が PIに結合した可能性が
考えられる。これらの結果より、必須脂肪酸
欠乏時のミードの役割として、PIにおいてア
ラキドン酸の代用をしている可能性が考え
られた。PIは細胞膜の構成成分であるだけで
なく、シグナル伝達のセカンドメッセンジャ
ー産生に関わっている。また様々なたんぱく
質と結合して、細胞膜に局在させる働きを持
っている。したがって、必須脂肪酸欠乏時に
おける PIの脂肪酸鎖の顕著な変化は、必須脂
肪酸欠乏でみられる症状の発症に関わって
いる可能性もある。したがって、今後、PIに
おけるミード酸の増加が生体に及ぼす影響
についても明らかにしたい。 
	  
	 本研究より、必須脂肪酸欠乏時に産生され
るミード酸の産生遺伝子とその経路を明確
にすることができた。また、必須脂肪酸欠乏
時のミード酸については、PIにおける増加が
顕著であったことから、その意義についても
今後明らかにしていきたい。 
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