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Summary 
 

 

Introduction 
Mammals are unable to synthesis polyunsaturated fatty acids (PUFAs) de novo, so linoleic 

acid (18:2n-6) and a-linolenic acid (18:3n-3) are called essential fatty acids. These carbon-18 
(C18) PUFAs can be converted to ³C20PUFAs such as arachidonic acid (20:4n-6) and 
docosahexaenoic acid (DHA; 22:6n-3) via fatty acid desaturases (FADS) and elongation enzymes 

(ELOVLs). ³C20PUFAs play important roles in determining the structure and integrity of 
biological membranes and generating bioactive lipids that mediate numerous physiological 
functions. In essential fatty acid (EFA) deficiency state, Mead acid (20:3n-9) is endogenously 
synthesized from oleic acid (18:1n-9) and used as a diagnostic indicator of EFA deficiency. 

FADS2 is responsible enzyme for synthesis of ³C20PUFAs such as arachidonic acid, DHA, and 
Mead acid. In this study, it was investigated that the effect of exogenous and endogenous 
³C20PUFAs deficiency on hepatic lipid accumulation using FADS2− /−  mice fed a PUFA-
deficient diet. 

 
Methods 

Male FADS2−/− mice (11 weeks old) were fed a PUFA-deficient diet for 4 weeks (KO-DEF). 
In addition, 11-week-old wild-type (WT) mice were fed a control diet (WT-CONT) or PUFA-
deficient diet (WT-DEF) for 4 weeks. The control diet was AIN-93G containing 7% soybean oil 
as the lipid source, and the PUFA-deficient diet was AIN-93G with 7% tripalmitate (16:0-TAG). 

 
Results and discussion 
1. Hepatic lipid accumulation in PUFA-deficient FADS2−/− mice. 

In two groups fed a DEF diet, the level of hepatic C18 PUFAs were decreased to 30% 

compared to the group fed a CONT diet. The level of ³C20 PUFAs in the KO-DEF group was 
decreased to under one-fifth of that in the WT-CONT mice, whereas the reduction of ³C20 PUFAs 
in the WT-DEF group was about 30%. Hepatic triacylglycerol (TAG) and cholesterol levels of 
FADS2−/− mice were significantly higher than those of two groups of WT mice. These results 

showed that severe deficiency of ³C20 PUFAs caused accumulation of cholesterol as well as TAG 
in the liver.  

The expression of Fasn, Acc, Scd which are genes responsible for fatty acid synthesis was 



markedly increased in the KO-DEF group compared to the other two groups. Furthermore, the 
activation of SREBP-1, a master regulator transcription factor of lipogenesis was observed in the 
KO-DEF group. In addition, the TAG level in VLDL fraction and ApoB100 protein level in the 
plasma were declined in the KO-DEF group. Although the expression of the genes involved in 
cholesterogenesis such as Hmgcr, Fdps and Lss was also elevated in FADS2− /−  mice, the 
activation of SREBP-2, transcription factor of cholesterogenetic genes was not observed. 
Moreover, there were no differences in the expression of genes involved in bile acid synthesis and 
bile excretion between WT and FADS2−/− mice. From these results, it was suggested that the 
induction of lipid synthesis and impaired lipid secretion appears to be involved in neutral lipid 
accumulation in the liver of FADS2−/− mice.  

 
2. The characteristic change of phospholipid composition in PUFA-deficient FADS2−/− mice 

PUFAs exist as acyl chains of membrane phospholipids and provide mobility to the membrane; 
therefore, PUFA-containing phospholipids are essential for the maintenance of biological function. 
When PUFAs are deficient in vivo, changes in fatty acid metabolism may occur to compensate 
for the deficiency and maintain homeostasis. Therefore, we performed a comprehensive analysis 
of the fatty acid chains of phospholipids in the liver of FADS2-deficient mice fed the PUFA-
deficient diet.  

The presence of non-methylene interrupted fatty acid (NMIFA) called sciadonic acid (20:35,11,14) 

was confirmed in phospholipid of KO-DEF group. Sciadonic acid lacks the double bond at the D8 

position in arachidonic acid and is thought to be produced from linoleic acid (18:2n-6) in FADS2-

deficient mice by elongation of the carbon chain via ELOVL and desaturation via FADS1. 

Furthermore, 20:5n-3 and 22:5n-3 were markedly increased in phosphatidylethanolamine (PE) of 

FADS2−/− mice. These results suggested that the change of fatty acid metabolism in phospholipid 

was induced to compensate for the decrease of ³C20PUFAs such as arachidonic acid of PUFA-

deficient mice, and the amount of ³C20PUFAs in phospholipids was retained. 
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本論文では以下の略号を用いた。 
 

ABCA1 ATP-binding cassette transporter 1 

ABCG5/8 ATP-binding cassette sub-family G member 5/8 

ACC Acetyl-CoA carboxylase 

ACSL Acyl-CoA synthetase long chain family member 

ApoA Apolipoprotein A 

ApoB Apolipoprotein B 

ChREBP Carbohydrate-responsive element-binding protein 

Cpt1a Carnitine palmitoyltransferase 1A 

COPII Coat protein complex II 

CYP Cytochromes P450 

DHA Docosahexaenoic acid 

ELOVL Elongation of very long chain fatty acid 

EPA Eicosapentaenoic acid 

FADS Fatty acid desaturase 

FASN Fatty acid synthase 

FDPS Farnesyl diphosphate synthase 

FXR Farnesoid X receptor 

GC-MS Gas Chromatography-Mass spectrometry 

HDL High density lipoprotein 

HMGCR HMG-CoA reductase 

HUFA Highly unsaturated fatty acid 

INSIG Insulin induced gene 

LDL Low density lipoprotein 

LDLR Low density lipoprotein receptor 

LPCAT Lysophosphatidylcholine acyl transferase 

LPEAT Lysophosphatidylethanolamine acyl transferase 
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LSS Lanosterol synthase 

LXR Liver X receptor 

Mcad Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase 

MTP (Mttp) Microsomal triglyceride transfer protein large subunit 

NAFLD Nonalcoholic fatty liver disease 

NASH Nonalcoholic steato-hepatitis 

PC Phosphatidylcholine 

PE Phosphatidylethanolamine 

PEMT Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase 

PI Phosphatidylinositol 

PKLR Red cell/liver pyruvate kinase 

PNALD Parenteral nutrition-associated liver disease 

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor 

PS Phosphatidylserine 

PUFA Polyunsaturated fatty acid 

SCAP SREBP cleavage-activating protein 

SCD Stearoyl CoA desaturase 

SNP Single nucleotide polymorphism 

SQLS Squalene synthase 

SR-BI (Scarb1) Scavenger receptor class B type 1 

SREBP Sterol regulatory element binding protein 

TAG Triacylglycerol 

TLC Thin layer chromatography 

TMS Trimethylsilyl 

VLDL Very low density lipoprotein 
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第一章 緒言 

  

1-1.  哺乳動物における多価不飽和脂肪酸の生理機能 

脂肪酸は生体内の重要なエネルギー源であるだけでなく、生体膜の構成成分や生理

活性物質として生体の恒常性維持に重要な物質である。特に二重結合を 2 つ以上有する多価

不飽和脂肪酸（Polyunsaturated fatty acid: PUFA）はリン脂質から切り出されてプロスタグラン

ジンやロイコトリエンなど、様々な機能を有する脂質メディエーターへと代謝されることが

知られている。哺乳動物はオレイン酸のメチル基側に二重結合を導入する不飽和化酵素を有

していないことから、リノール酸（18:2n-6）やα-リノレン酸（18:3n-3）などの PUFA を合成

することができない [1]。そのため、これらの脂肪酸は必須脂肪酸と呼ばれ、食事からの摂取

が必要である。必須脂肪酸からは脂肪酸不飽和化酵素 FADS（Fatty acid desaturase）による二

重結合の導入および脂肪酸伸長酵素 ELOVL（Elongase of very long chain fatty acid）による炭素

鎖の伸長を介して、アラキドン酸（20:4n-6）や EPA（20:5n-3; eicosapentaenoic acid）、DHA（22:6n-

3; docosahexaenoic acid）のような炭素数 20 以上で不飽和度のさらに高い PUFA が産生される 

(Fig. 1-1)。特に、炭素数 20 以上、二重結合 3 つ以上の PUFA は高度不飽和脂肪酸（Highly 

unsaturated fatty acid; HUFA）と称されることもあり、生体における HUFA の重要性を示唆す

る報告が多数ある。例えば、生体膜のリン脂質に存在する HUFA はホスホリパーゼによって

リン脂質から切り出されて、プロスタグランジンやロイコトリエンなど様々な機能を持つ代

謝物へと変換される。また、生体膜における脂肪酸の多様性は膜の流動性などの性質を規定

し、細胞形態の維持や膜タンパク質の活性化などを含む膜機能に関与していることがわかっ

ており[2]、HUFA が減少することで膜の流動性が減少し、生体膜の性質が変化することが報

告されている[3]。しかしながら、炭素数 18 の PUFA （C18PUFA) ならびに炭素数 20 以上の

PUFA（³C20PUFA）の欠乏時の生体応答は完全には解明されておらず、不明な点も多く残さ

れている。 
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Fig. 1-1 哺乳動物における PUFA の代謝経路 

 

1-2. 必須脂肪酸欠乏の代謝変化と病態 

食事からの必須脂肪酸の供給が総カロリーの 1〜2%以下になると、必須脂肪酸欠乏

となる。哺乳動物では必須脂肪酸が欠乏すると、成長遅延や皮膚障害、生殖機能障害等が現

れることが報告されている[4, 5]。また、必須脂肪酸が欠乏した際には、生体内ではミード酸

（20:3n-9）という通常は存在しない内因性の PUFA がオレイン酸から産生されることが知ら

れており[6] (Fig. 1-1)、アラキドン酸とミード酸の比率は必須脂肪酸欠乏の臨床指標として用

いられている[7-9]。通常の食事を摂取している健康な成人では必須脂肪酸欠乏に陥ることは

殆どないが、脂肪含量の少ない人工栄養で育てられている乳児や、脂肪乳剤のない中心静脈

栄養を長期間行っている者では必須脂肪酸欠乏の症状を示すことが報告されている[10]。ま

た、食物アレルギーにおいて複数の食品制限を行っている小児では、必須脂肪酸の供給源と

なる動物性食品の摂取が著しく減少し、血中にミード酸が存在することが報告されている[11]。

Oleic acid
(18:1n-9)

Mead acid
(20:3n-9)

De novo synthesis

Linoleic acid
(18:2n-6)

α-linolenic acid
(18:3n-3)

Arachidonic acid
(20:4n-6)

EPA
(20:5n-3)

DHA
(22:6n-3)

FADS2

FADS1

ELOVL5

Diet

ELOVL2/5

FADS2

β-ox.

FADS2

FADS1

ELOVL5

FADS: 脂肪酸不飽和化酵素
ELOVL: 脂肪酸伸⻑酵素
β-ox.: 脂肪酸酸化
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さらに、血中のミード酸が比較的高い小児において皮膚炎や消化器障害の病態がみられる者

の割合が多いことも示されている。他にも、嚢胞性線維症、腸性先端皮膚炎、肝腎症、クロー

ン病といった疾患において PUFA の代謝異常が報告されており、病態との関連が注目されて

いる[12, 13]。 

必須脂肪酸欠乏の症状の 1 つとして脂肪肝を呈することが知られており、実験動物

に必須脂肪酸欠乏食を与えると肝臓への中性脂肪の蓄積が生じる[14, 15]。中心静脈栄養患者

では、静脈栄養関連肝疾患（PNALD; Parenteral nutrition-associated liver disease）を生じること

があり、短腸症候群などの腸管不全症例において致死的な合併症となる。PNALD の発症には

必須脂肪酸の不足に伴う肝障害の進行が関与している可能性があり、PUFA を豊富に含む魚

油由来静脈注射用脂肪製剤の供給によって症状が緩和できることが指摘されている[16, 17]。

しかし、その根底にある機構は完全には明らかにされていない。我が国で使用が認められて

いる静脈注射用脂肪乳剤は大豆由来乳剤のみであり、魚油を用いた脂肪乳剤は現在なお臨床

応用されていない。 

 

1-3.  脂肪酸不飽和化酵素 FADS2 

哺乳動物における脂肪酸不飽和化酵素は SCD（Stearoyl CoA desaturase）と FADS の 2

種類があり、SCD には 1-5 のアイソフォーム、FADS には 1-3 のアイソフォームが存在する。

SCD は飽和脂肪酸を不飽和化して一価不飽和脂肪酸を産生する酵素であるのに対し、FADS

は主に PUFA を基質としてさらに不飽和度の高い PUFA を産生する。このうち、FADS2 は

PUFA のΔ6位およびΔ8位に対する不飽和化活性を有する酵素であり、小胞体膜上に局在し、

副腎、肝臓、脂肪組織、脳、生殖臓器を中心にユビキタスに発現する。FADS2 による PUFA

の不飽和化は、リノール酸やα-リノレン酸のような必須脂肪酸からアラキドン酸や EPA のよ

うな³C20PUFA への代謝の律速段階を担っている。哺乳動物において、これらの反応を行う

代替酵素は存在しないことから、FADS2 欠損マウスでは C18PUFA から³C20PUFA への代謝

ができなくなる[18, 19]。FADS2 欠損マウスでは、精子の減少と形態異常、運動能力の低下に
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よる生殖障害が生じ、DHA を添加した食餌を与えると正常マウスと同程度まで回復すること

が報告されている[20]。さらに、FADS2 欠損マウスに³C20 の PUFA をほとんど含まない大豆

油を油脂源とする食餌を与えて飼育すると 4 ヶ月齢時点で潰瘍性皮膚炎、5 ヶ月齢で腸潰瘍

を発症し、アラキドン酸を添加した食餌を与えるとこれらの症状は見られなくなることから

[19]、³C20PUFA の生体機能維持における重要性が示唆されている。また、FADS2 はオレイン

酸からミード酸の産生酵素でもあることから[21]、FADS2 が欠損すると必須脂肪酸欠乏状態

でも³C20PUFA のミード酸が産生されなくなる。 

 

1-4.  グリセロリン脂質における高度不飽和脂肪酸の役割 

グリセロリン脂質は、グリセロール骨格の 1位と 2位に脂肪酸鎖が結合し、3位にあ

たる水酸基にリン酸を介して極性基が結合している。極性基頭部の分子種の違いによって、

ホスファチジルコリン（Phosphatidylcholine; PC）、ホスファチジルエタノールアミン 

（Phosphatidylethanolamine; PE）、ホスファチジルセリン（Phosphatidylserine; PS）、ホスファ

チジルイノシトール（Phosphatidylinositol; PI）等に分類される。グリセロリン脂質は親水性の

極性基からなる頭部と疎水性の脂肪酸からなる尾部を有する両親媒性脂質であり、多くのオ

ルガネラ膜において親水基を外側に向けた形でリン脂質二重膜を構成している[22]。PC はグ

リセロリン脂質のうちの 50%程度を占める最も主要な種類のリン脂質であり、円柱型の構造

をとって立ち並ぶ性質を利用して生体膜構造の基礎を構築している。PC の sn-2 位には不飽

和脂肪酸が結合していることが多く、不飽和脂肪酸を有することで生体温度における流動性

を維持して、オルガネラ膜上でのタンパク質の機能発現に役立っている[23]。真核生物の細胞

膜において 2番目に主要なグリセロリン脂質は PE であり、20-30%程度を占めている。PE は

PC の頭部から 3 つのメチル基が外れた構造をとり、PC よりも頭部が小さいことから尾部が

広がったコーン型の構造をとって膜に負の曲率をもたらすという特徴があり、オルガネラ膜

の中ではミトコンドリア膜に最も多く存在し、34-38%を占めている[24]。PS や PI は、グリセ

ロリン脂質のうち 10%以下と比較的マイナーな分子種であるが、PS は細胞膜の内膜に局所的
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に存在して二重膜の非対称性をもたらしたり[25]、PI はイノシトール環の水酸基がリン酸化

されてシグナル伝達に関与したりする等、それぞれのリン脂質に固有の機能があることが知

られている。 

リン脂質は Kennedy 経路による de novo 合成と Lands 回路によるアシル鎖リモデリ

ングの 2 種類の経路を経て生合成され、極性頭部と二本の脂肪酸鎖との組み合わせにより、

数千種も存在すると言われている（Fig.1-2）[26, 27] 。細胞膜のリン脂質に含まれる不飽和脂

肪酸は、膜の流動性を保つのに重要である。リン脂質は結合している脂肪酸の鎖長が短く不

飽和度が高いほど融点が低く、分子の自由運動が活発な状態となり生体膜に流動性をもたら

す。実際に、in vitro において人工膜の物理的性質を調べた実験では、不飽和度の高い PUFA

はリン脂質膜に可塑性をもたらし、エンドサイトーシスなどの膜の変形を伴う活動における

エネルギーコストを減少させる可能性が示されている[28]。sn-2 位に PUFA を有するリン脂

質は生体機能の維持に必須であり、PC の PUFA が著しく減少すると小腸での脂質吸収が低下

して新生致死することや[29]、PI 中の PUFA が減少すると脳の発達が低下して新生致死する

こと[30]が報告されている。また最近では、PC へのアラキドン酸の導入を担う脂肪酸転移酵

素 LPCAT3（Lysophosphatidylcholine acyl transferase 3）の欠損マウスから採取した初代培養肝

細胞において、流動性の低い膜が形成されて膜の秩序化を示す GP値（Generalized polarization）

が上昇することや[29]、アラキドン酸や DHA を脂肪酸鎖に持つ PC ではオレイン酸やリノー

ル酸を脂肪酸鎖に持つ PC と比較して中性脂肪を取り囲んで小胞を形成する能力が高いこと

[31]が示されている。すなわち、FADS2 による不飽和化反応を経て産生されるアラキドン酸

や DHA といった³C20PUFA は、リノール酸などの C18PUFA とは異なる物理的性質を有し、

生体膜の変形を伴う生理機能の発現において重要な役割を果たしていると考えられる。従っ

て、PUFA は炭素数や不飽和度の違いによって物理的・生物的性質が異なっており、固有の生

理学的機能を有する可能性がある。培養細胞や実験動物を用いて個々の PUFA の機能を比較

検討する実験はこれまでにも行われているが、炭素数 18 の PUFA を供給すると生体内でアラ

キドン酸や EPA、DHA といった炭素数 20 以上の PUFA に代謝されることから、脂肪酸の機



 
 

8 

能性を評価する研究において、C18PUFA を与えた際の効果がそれ自身によるものであるのか、

鎖長伸長や不飽和化を経て産生された³C20PUFA の効果であるのかを判断することは極めて

難しい。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-2 (A)リン脂質の構造  

(B)リン脂質の生合成経路（文献 26 より引用） 

 

1-5.  転写因子を介した脂質合成の制御 

  細胞内および全身において脂質のレベルを一定に保つことは、生理学的恒常性の維

持において重要である。生体内の脂質レベルの調整は、内因性の合成、食事からの摂取およ

CH2 CH2 N+

CH3

CH3

CH3
O CH2 NH2CH2

CH2 CH

COOH

NH2

OH OH

OH

OHOH

PC極性頭部
P

PE

PS PI

＜極性頭部の構造＞

confusion about the nomenclature, we propose that the
enzymes be renamed based on their substrate specificities and
by the order of their cloning publications (Table 1).
GPATs—Four mammalian GPATs have been cloned (15–

19). GPAT1 andGPAT2 (also called xGPAT (16)) are located in
the outer mitochondrial membrane, whereas GPAT3 (called
AGPAT8, AGPAT9, or LPAAT!) andGPAT4 (called AGPAT6
or LPAAT") are localized to the ER. GPAT1 is resistant to sulf-
hydryl agents likeN-ethylmaleimide and prefers 16:0-CoA as a
substrate (12). In the liver of GPAT1 knock-out mice, the
palmitate (16:0) content was lower at the sn-1-position of TAG,
PC, and PE, indicating the important role of the mitochondrial
form of GPAT in TAG and glycerophospholipid formation
(12). GPAT2 is N-ethylmaleimide-sensitive, has no preference
for 16:0-CoA, and is expressedmainly in mouse testis (20). The

microsomal formofGPATconstitutes!90%of the total GPAT
activity in most tissues but only 50–80% of the activity in the
liver (12). Moreover, in differentiating 3T3-L1 adipocytes, the
specific activity ofmicrosomalGPAT is 70-fold higher, whereas
mitochondrial GPAT activity is only 10-fold higher (12). The
mRNA level of GPAT3 is consistently 60-fold higher in 3T3-L1
adipocytes than in preadipocytes (17). On the other hand,
GPAT4 is expressed in many tissues. Both GPAT3 and GPAT4
recognize a broad range of substrates from12:0-CoA to 18:1- or
18:2-CoA as donors. Themicrosomal form of GPAT is thought
to play vital roles in TAG synthesis. The mitochondrial form of
GPAT is regulated nutritionally and hormonally (12).
LPAATs—GPATs catalyze the formation of LPA from glyc-

erol 3-phosphate, and LPAATs subsequently catalyze the for-
mation of PA from LPA in the de novo pathway. To date, two
LPAATs (LPAAT1 and LPAAT2) have been cloned and char-
acterized (21–24), and three additional LPAAT candidates
(AGPAT3–5) have been reported but have not been analyzed in
any detail (25). They are all members of the AGPAT family and
have four LPLATmotifs. Human LPAAT1 (called AGPAT1 or
LPAAT#) and human LPAAT2 (called AGPAT2 or LPAAT$)
were cloned based on their homologies to yeast, Escherichia
coli, and coconut AGPATs (21, 22, 24). Human LPAAT1 is
expressed ubiquitously (21, 22). LPAAT1 showed higher activ-
ity with 14:0-, 16:0-, and 18:2-CoAs and showed intermediate
activities with 18:1- and 20:4-CoAs (26). The LPLAT motifs of
human LPAAT1 contain the sequences NHX4D (motif I, resi-
dues 103–109), GVIFIDR (motif II, residues 143–149), EGTR
(motif III, residues 178–181), and IVPIVM (motif IV, residues
205–210) (14). Site-directed mutagenesis of LPAAT1 demon-
strated that these motifs are essential for LPAAT activity (14).

Human LPAAT2 mRNA is found in most tissues, with the
highest expression seen in the heart, liver, and adipocytes (21,
24, 27). LPAAT2 prefers 20:4-CoA rather than 16:0- or 18:0-
CoA (24, 26). Mutations in LPAAT2 have been linked to con-
genital generalized lipodystrophy (also known as Berardinelli-
Seip syndrome) (27), indicating that LPAAT2 is involved in
TAG synthesis and storage in adipocytes.

FIGURE 1. Pathways of glycerophospholipid biosynthesis. Glycerophos-
pholipids are first synthesized through the de novo pathway (Kennedy path-
way) and then modified through the remodeling pathway (Lands’ cycle). Red
and blue arrows indicate acyltransferases and PLA2s, respectively. See text for
detail. G3P, glycerol 3-phosphate; LPC, LPE, LPS, LPI, LPG, and LCL, lyso-PC,
lyso-PE, lyso-PS, lyso-PI, lyso-PG, and lyso-CL, respectively; CDP-DAG, cytidine
diphospho-DAG.

TABLE 1
Summary of LPLATs: a proposal for the standardization of LPLAT nomenclature
We propose to rename LPLATs as indicated below and discussed in text. The weaker activities with some acyl-CoAs have been omitted. The accession number for each
enzyme is available in the DDBJ/GenBankTM/EBI Data Bank.
Pathway Family Proposed Name Former Name Activity Acyl-CoA Selectivity Mouse Human Note. Ref No.
de novo AGPAT GPAT1 GPAT1 GPAT 16:0 NP_032175 NP_065969 15
(Kennedy) GPAT2 GPAT2 xGPAT1 GPAT 16:0 NP_001074558 NP_997211 16, 20

GPAT3 GPAT3 AGPAT8 AGPAT9 LPAATθ GPAT 12:0, 16:0, 18:1, 18:2 NP_766303 NP_116106 17
GPAT4 AGPAT6 LPAATζ GPAT 12:0, 16:0 NP_061213 NP_848934 18, 19
LPAAT1 AGPAT1 LPAATα LPAAT 14:0, 16:0, 18:2 NP_061350 AAB96378 21, 22, 23, 26
LPAAT2 AGPAT2 LPAATβ LPAAT 16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 20:4 NP_080488 AAC51649 21, 24, 26

remodeling LPGAT1 LPGAT1 LPGAT 16:0, 18:0, 18:1 NP_758470 NP_055688 33
(Lands) LCLAT1 ALCAT AGPAT8 LCLAT 18:1, 18:2, Q3UN02 NP_001074540 28, 30

LPCAT1 LPCAT1 AGPAT9 AT like 2 LPCAT 2:0, 6:0-16:0, 18:2, 18:3 BAE94687 BAE94688 lyso-PAF acetyltransferase 34, 35, 40, 43
LPAAT 16:0
LPGAT 16:0

LPCAT2 LysoPAFAT/LPCAT2 AT like 1 LPCAT 2:0,  20:4 BAF47695 BAF47696 lyso-PAF acetyltransferase 37, 43
LPEAT2 LPEAT2 AGPAT7 LPAATη AT like 3 LPEAT 16:0, 18:0, 18:1, 20:4 NP_997089 NP_705841 42, 43

AGPAT3 LPAATγ unknown NP_443747 NP_001032642 25
AGPAT4 LPAATδ unknown NP_080920 NP_064518 25
AGPAT5 LPAATε unknown NP_081068 NP_060831 25

AT Like 1B unknown NP_081875 -

MBOAT LPCAT3 LPCAT3 MBOAT5 LPCAT 18:1, 18:2, 20:4 BAG12120 NP_005759 54, 55
LPEAT 18:1, 18:2, 20:4
LPSAT 18:1, 18:2, 20:4

LPCAT4 LPCAT4 MBOAT2 LPCAT 18:1 BAG12122 NP_620154 54
LPEAT 18:1

LPEAT1 LPEAT1 MBOAT1 LPEAT 18:1 BAG12121 NP_001073949 54
LPSAT 18:1

LPIAT1 MBOA-7 MBOAT7 LRC4 LPIAT 20:4 NP_084210 ABV66273 56

MINIREVIEW: Acyl-CoA:Lysophospholipid Acyltransferase
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び吸収、体外への排泄や代謝変換のバランスによって保たれている。多くの動物は飢餓や冬

眠の様なエネルギーが不足する時に備えて、あるいはヒトなど間隔を置いて摂食する動物で

は食事間のエネルギーを賄うために、余剰の炭水化物を脂肪として貯蔵する。脂質合成は過

剰のグルコースやピルビン酸、乳酸、アセチル CoA などの代謝中間体を脂肪に転換するもの

であり、摂食サイクルの同化の時期に起こる。食事のエネルギー制限、高脂肪食、あるいは

糖尿病のようなインスリンの欠乏した状況下では脂質合成の速度は低下する。この様な栄養

状態に応答した脂質合成の調節にはいくつかの核内受容体や転写因子が関与することが知ら

れている。例えば、LXR（Liver X receptor）や PPAR（Peroxisome proliferator-activated receptor）、

FXR（Farnesoid X receptor）などの核内受容体は、内因性の脂質リガンドによって活性化され

て脂質代謝に関与する遺伝子の発現を制御する[32]。また、転写因子 SREBP（Sterol regulatory 

element binding protein）は、生体膜の主成分となる不飽和脂肪酸やコレステロールの代謝制御

において中心的役割を有する[33]。 

SREBPs は basic helix-loop-helix (bHLH) ファミリーの転写因子であり、SREBP-1a, 1c, 

2 と呼ばれる 3 つのアイソフォームが存在する。SREBPs は非活性型の前駆体として小胞体膜

に結合した形で合成され、アミノ末端はヘリックスループロイシンジッパー領域を有する一

般的な転写因子で、カルボキシ末端の制御ドメインが SCAP（SREBP cleavage-activating protein）

と結合し、SREBP の活性化を制御している[34-37]。また、アミノ末端とカルボキシ末端がサ

イトゾル側に露出し、中心部のループが小胞体内腔側に位置した形をとっている[38-40]。コ

レステロールなどの脂質が枯渇した細胞では、SCAP が SREBP の COPII小胞への取り込みを

促進し、ゴルジ体へと輸送させる。ゴルジ体において、SREBPs はタンパク質プロテアーゼ

S1P（site-1 protease）および S2P（site-2 protease）による切断を受けて成熟型となり[41-43]、

転写誘導活性を持つアミノ末端側のフラグメントがサイトゾルへと放出された後、核内に移

行し、脂質代謝に関与する遺伝子のプロモーター領域に存在する SRE配列に結合して標的遺

伝子の転写を誘導する[44]（Fig.1-3）。SREBP-1c は脂肪酸合成に関与する遺伝子、SREBP-2 は

コレステロール合成経路の酵素などのステロール代謝関連遺伝子の転写を制御する。SREBP-
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1c は脂肪酸合成に関与する酵素をコードする遺伝子である ACC（Acetyl-CoA carboxylase）、

FASN（Fatty acid synthase）、SCD（Stearoyl-CoA desaturase）などの転写を活性化する。そして、

脂質合成のマスターレギュレーターである SREBP-1c の遺伝子発現は、インスリンによって

LXR や mTORC1（mammalian target of rapamycin 1）を介して誘導される[45, 46]。また、SREBP1

のもう 1 つのアイソフォームである SREBP-1a は、脾臓や骨髄由来マクロファージに高度に

発現し、脂肪酸およびコレステロールの代謝に関連する遺伝子の双方の発現を制御する。以

上のように、SREBP は脂質が枯渇した細胞において脂肪酸やコレステロールの合成を促進す

るフィードバック機構を担っていると考えられている。 

 

Fig. 1-3 転写因子 SREBPs の活性化機構 

（文献 33 より引用） 

 

1-6.  コレステロール恒常性の制御 

コレステロールは、アセチル CoA を原料として 30 段階以上に及ぶステップを経て

合成される。肝臓はコレステロール合成の最も盛んな臓器であり、全身のコレステロールの

50%以上が肝臓で合成されている。コレステロール合成は ATP、NADPH、NADH を必要とする

エネルギー消費の多い工程であり、厳密に制御されている。コレステロールの代謝調節には、

個々の細胞単位で厳密なネガティブ・フィードバックが機能しており、細胞内のコレステロー

ル量が多くなると、コレステロールの合成に関わる複数の遺伝子の発現が減少し、同時に LDL

受容体の発現も低下し、細胞内コレステロールを減少させる方向へと進む。一方、細胞内コレ

ステロールが減少すると、これとは逆の減少が起きる。このような遺伝子発現制御の調節因子

として主要な役割を果たすのが SREBP であり、コレステロール量の増減に伴い活性が調節さ

regulated intramembrane proteolysis of SREBPs results in increased synthesis and uptake of
cholesterol and UFAs in lipid-deprived cells [19]. Here, we will summarize the recent understanding
of the regulation of the SREBP pathway and discuss emerging data that establish new roles for the
lipid-regulated pathway in inflammation and cancer.

Lipid-Mediated Regulation of the SREBP Pathway
Although cholesterol and UFAs are key components of cellular membranes and serve as
precursors for a variety of biologically active molecules, their synthesis must be tightly con-
trolled. The overaccumulation of cholesterol and UFAs can be toxic at both the level of the
individual cell and the whole animal. Homeostatic control of these lipids is achieved in part
through transcriptional and post-transcriptional mechanisms that modulate the SREBP
pathway.

Transcriptional Regulation of SREBPs
In the liver, a major site of cholesterol and UFA synthesis, the SREBP pathway is subject to
transcriptional regulation through several mechanisms. The genes encoding SREBP-1c and
SREBP-2, the predominant SREBP isoforms expressed in the liver, contain SREs within their
promoters that mediate feed-forward transcriptional regulation [20,21]. The significance of this
regulation is highlighted by the observation that mRNAs encoding SREBPs are elevated in livers
of animals that express constitutively activated SREBPs [18]. Conversely, SREBP mRNAs are
reduced in livers of mice that are deficient in S1P or Scap [18,22,23].

Feed-forward regulation of SREBPs also leads to the expression of two closely related micro-
RNAs designated miR-33a and miR-33b that are encoded within introns of the human SREBP-
2 and SREBP-1 genes, respectively [24,25]. These two microRNAs target the mRNA for ATB-
binding cassette transporter A1 (ABCA1), an ATP-binding cassette transporter that mediates
efflux of cholesterol from cells to lipid-poor apolipoproteins (apoA1 and apoE), which then form
nascent high-density lipoproteins [26]. Thus, feed-forward transcription not only increases
levels of SREBP precursors for proteolytic activation and enhanced synthesis of cholesterol,
but also reduces efflux of newly synthesized cholesterol from cells by inhibiting expression of
ABCA1 through the action of miR-33a and miR-33b.

A second mechanism for transcriptional control of SREBPs is mediated by liver X receptor-a
(LXR-a) and LXR-b, nuclear receptors that heterodimerize with retinoic X receptors [27]. LXRs

Nucleus
bHLH

Scap SREBP
COP II -

mediated
transport

MigraƟon
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nucleus SRE
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Figure 1. Proteolytic Activation of Sterol Regulatory Element-Binding Proteins (SREBPs). Following synthesis on endoplasmic reticulum (ER) membranes,
SREBP precursors bind to SREBP cleavage-activating protein (Scap) through an interaction mediated by the C-terminal regulatory domain of the SREBP and the
cytosolic C-terminal domain of Scap, which contains WD repeats. When cells are deprived of sterols, Scap escorts SREBPs from the ER to the Golgi by binding to the
Sar1–Sec23–Sec24 complex of the COPII protein coat. In the Golgi, SREBP first encounters the Site-1 protease (S1P), which cleaves the SREBP in the lumenal loop,
separating the protein into two membrane-bound halves. S1P-mediated cleavage renders the N-terminal half of SREBP a substrate for the Site-2 protease (S2P), which
releases the basic helix–loop–helix (bHLH)-containing domain of SREBP by cleaving the intermediate near the cytosol-membrane boundary. Once released from
membranes, transcriptionally active fragments of SREBPs migrate to the nucleus and bind to sterol regulatory elements (SREs) in promotors of target genes to activate
transcription. Abbreviation: COPII, coat protein complex II.
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れ、応答遺伝子を転写レベルで制御する。このコレステロール調節に主に関与するのは、2 種

類の SREBP のうち SREBP-2 であり、小胞体膜上のコレステロール濃度の変化を鋭敏に感知し

て、シグモイド曲線的に活性が変化する[47]。 

哺乳動物はステロイド骨格を分解する酵素を持っていないことから、肝細胞内のコ

レステロールを減少させるためには、細胞外へ輸送、もしくは胆汁酸へと異化する必要がある。

胆汁酸はコレステロールから合成され、CYP7A1（Cytochrome P450 family 7 subfamily A member 

1）または CYP27A1（Cytochrome P450 family 27 subfamily A member 1）によるコレステロール

の 7a位または 27位の水酸化反応が律速段階である。胆管から分泌された胆汁酸はほとんど全

てが回腸で回収され、門脈を経て肝臓へと戻るが、ごく小部分は吸収を免れ、体外へ排泄され

る。排泄されるのは 1%程度ではあるが、これがコレステロール排出の主要な経路をなしてい

る。これらのコレステロール排出に関与する酵素は LXR の標的遺伝子であり、LXR は酸化コ

レステロールをリガンドとする。コレステロールの誘導体である酸化コレステロールが LXR

を活性化してコレステロールの異化に関与する遺伝子の転写を促進することで、コレステロー

ルの過剰な蓄積を抑制するフィードバック機構が機能している。また、肝臓ではコレステロー

ル分子そのものの形でも、ABCG5/8（ATP-binding cassette (ABC) transporters G5/8）ヘテロダイ

マーを介して胆管へと排出される[48-50]。 

コレステロール恒常性の維持には臓器間でのコレステロール輸送も重要である。食

事由来あるいは肝臓で合成されたコレステロールは、まず VLDL粒子の一部として血中に放出

される。VLDL 粒子は血中でリポタンパク質リパーゼ（LPL）の作用を受けてトリグリセリド

が脂肪酸とグリセロールに分解されて LDL 粒子となり、末梢組織に脂肪酸を供給する。HDL

は肝臓や小腸、膵臓で産生され、産生初期には脂質含量の少ない小粒子のリポタンパク質であ

る。その後、LCAT（Lecithin cholesterol acyl transferase）の作用によって末梢細胞の細胞膜から

コレステロールが引き抜かれ、コレステロールエステルが作られて HDL 粒子の中心部にパッ

キングされ、HDL 粒子は成熟型 HDL となる。そして HDL 粒子内のコレステロールエステル

は、SR-BI（Scavenger receptor class B type 1）を介して肝臓に取り込まれ、肝臓においてコレス
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テロール異化の経路に進む[51, 52]。HDL によるこれらの経路はコレステロール逆転送系と呼

ばれる。 

 

1-7.  脂肪肝と多価不飽和脂肪酸の関連 

 非アルコール性脂肪性肝疾患（Nonalcoholic fatty liver disease; NAFLD）は、過度な飲

酒歴がなく、肝臓に中性脂肪やコレステロールが蓄積した状態から、線維化や炎症を伴うも

のまでが含まれ、肝疾患の死亡率増加の要因となっている[53]。脂肪肝そのものは比較的良性

であると考えられるが、炎症や線維化を伴う非アルコール性脂肪肝炎（Nonalcoholic steato-

hepatitis; NASH）へと進行するとさらなる肝障害の引き金となり、介入なしでは肝臓移植を余

儀なくされる[54]。NAFLD は、糖尿病、肥満、高血圧、脂質異常症といった代謝性疾患の要

素を包含する多因子疾患であり、正確な NAFLD の発症要因は不明である[55]。NAFLD の治

療としては、チアゾリジンなどのインスリン増感剤、スタチンなどの脂質低下薬、α-トコフ

ェノールなどの抗酸化剤が提案されているが、安全で効果的な薬理学的アプローチは未だ確

立されていない[56]。NAFLD患者では、空腹時の肝臓中性脂肪の 26%が de novo 合成由来で

あり、健常者で観察される 5%よりも高い数値となっていることから[57]、脂質合成の増加は

NAFLD の進展を促す要因として重要であると考えられる。また、NASH患者から採取した肝

臓のトランスクリプトーム解析の結果では、NASH において発現が上昇する遺伝子として、

PUFA の不飽和化に関与する FADS1 と FADS2 が同定されており、PUFA の不飽和化が肝障害

の進行に関与している可能性が示唆されている[58]。 

FADS2ゲノム領域における一塩基多型（Single nucleotide polymorphism; SNP）のマイ

ナーアレルを有する者では不飽和化活性が低下することが示されている[59, 60]。FADS 遺伝

子座における rs174556 等のマイナーアレルは、冠動脈疾患や急性冠症候群と有意に関連する

ことが報告されており[61, 62]、FADS の不飽和化活性が低下することは代謝疾患のリスクと

関連している可能性がある。また最近では、アジア人において FADS のマイナーアレルが

NAFLD のリスクファクターであることも示されており[63]、FADS を介した HUFA の産生が
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NAFLD のリスク軽減の役割を果たしている可能性が考えられる。さらに、NASH患者に対し

て PUFA を豊富に含む魚油を与える治療を行なったヒト臨床試験では、ALT および AST レベ

ル、血中中性脂肪、総コレステロールなどと言った NASH パラメーターの改善が示されてお

り、PUFA の NASH の治療における有効性が期待されている[64]。また、n-3系 PUFA が肝脂

肪含量や脂肪肝スコアの改善にもたらす効果を検証したメタアナリシスにおいても、改善効

果が実証されている[65]。PUFA がもたらす脂肪肝病態抑制の機序としては、SREBP-1c およ

び ChREBP（Carbohydrate-responsive element-binding protein）の抑制を介した脂肪酸合成の低

下、PPARαの活性を介した脂肪酸分解の促進、炎症性サイトカインの産生抑制が挙げられて

いる[66]。例えば、脂肪肝を発症するレプチン欠乏 ob/ob マウスに EPA あるいは魚油を与え

ると、成熟型 SREBP-1 の減少と肝臓中性脂肪の低下が認められること[67]、高炭水化物食を

与えて脂肪肝を誘導したマウスに、PUFA（リノール酸、EPA、DHA の混合物）を与えると

SREBP-1cおよびChREBPの活性抑制を伴って解糖系と脂質合成の低下が見られること[68]が

報告されている。上述の報告のように脂肪肝を発症した実験動物や患者に PUFA を供給した

際の影響を調べた研究に比べると、PUFA が欠乏した際の影響と分子機構に関する研究は非

常に少ない。 

 

1-8.  本研究の目的 

PUFA は生体内において多様な役割を有し、生体機能の恒常性維持に必須である。ま

た、炭素数 20 以上の PUFA はリン脂質に導入されてオルガネラ膜を形成したり、酸化物に代

謝されたりすると特有の生理機能を有する。必須脂肪酸欠乏症の脂肪肝の発症機序は完全に

は明かされておらず、どのような PUFA が欠乏したときに、脂肪肝の悪化が誘導されるかは

不明である。 

我々の研究室では、食事由来および内因性の PUFA を欠乏させたときの肝臓に対す

る影響を調べるために、必須脂肪酸欠乏マウスに FADS2 の酵素的阻害剤を与え、肝臓の脂肪

酸組成の変化と脂肪蓄積を調べた。必須脂肪酸欠乏マウスでは、通常食を与えたマウスと比
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較して肝臓の n-3系および n-6系の PUFA が減少し、ミード酸が検出された。FADS2 の阻害

剤を与えた必須脂肪酸欠乏マウスは、通常の必須脂肪酸欠乏マウスに比べて n-3系および n-6

系 PUFA がさらに減少するという結果は得られず、内因性の PUFA であるミード酸のみが半

分程度減少した。さらに、FADS2 の阻害剤を与えた必須脂肪酸欠乏マウスでは肝臓の中性脂

肪の蓄積が亢進したことから、ミード酸が必須脂肪酸欠乏時に脂肪肝の軽減に寄与している

可能性を提示した[69]。また、必須脂肪酸欠乏食を与えたマウスの肝臓では、リノール酸など

の C18PUFA は 10%程度となり著しく減少したのに対し、アラキドン酸や DHA などの

³C20PUFA は半分以上維持されており減少が穏やかであった。したがって、必須脂肪酸欠乏

マウスでは体内に残存している C18PUFA が積極的に³C20PUFA へと代謝された可能性が考

えられる。 

本研究では、C18PUFA から³C20PUFA の産生の律速酵素である FADS2 の欠損マウス

を用いることで、C18PUFA から³C20PUFA の代謝を完全に抑制した際の肝臓の脂肪蓄積に対

する影響とその機序について調べ、脂肪肝の発症や悪化の抑制における HUFA の重要性を明

らかにする。また、³C20PUFA が著しく減少した FADS2 欠損マウスにおけるリン脂質の脂肪

酸鎖の詳細な解析を行い、FADS2 欠損マウスで特異的に産生される PUFA を同定し、リン脂

質における脂肪酸組成の特徴を検討した。 
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第二章 必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおける肝臓の脂

肪蓄積 

 

アラキドン酸や DHA などの炭素数 20 以上の PUFA は、多様な生理作用を有し、生体

の恒常性維持に寄与していることが広く知られている。これらの³C20PUFA は生体内で合成

することができず、食事からの摂取あるいはリノール酸やaリノレン酸などの必須脂肪酸を原

料として産生する必要がある。野生型マウスに必須脂肪酸欠乏食を与えると、リノール酸な

どの C18PUFA は著しく減少する一方で³C20PUFA は比較的維持される。すなわち、必須脂肪

酸欠乏時には FADS や ELOVL を介した炭素数 20 以上の PUFA である HUFA の産生が頑強に

行われている可能性がある。また、生体内で PUFA が欠乏すると、ミード酸と呼ばれる炭素

数 20 の HUFA が産生されることが知られており、ミード酸は PUFA の欠乏を補う機能を有

している可能性がある。そして、これらの HUFA の合成において律速段階となる不飽和化反

応を触媒する酵素が FADS2 である。我々は以前の研究において、必須脂肪酸欠乏マウスに

FADS2 阻害剤処理を行うと肝臓に中性脂質が蓄積することを報告している[69]。そして、肝

臓における中性脂肪の蓄積には、肝臓から血中の脂質の移行を担う VLDL の分泌障害が要因

である可能性を明らかにした。その際、FADS2 の阻害剤を与えたマウスの肝臓では内因性の

HUFA であるミード酸のみが減少し、アラキドン酸や DHA の減少はみられなかった。従っ

て、以前の研究における FADS2阻害の方法は、アラキドン酸や DHA の産生を抑制するため

には不十分であることが分かった。 

そこで本研究では、FADS2 の欠損マウスに必須脂肪酸欠乏食を与えることでミード酸

とともにアラキドン酸や DHA などの食事由来の HUFA も減少したマウスを作成する。必須

脂肪酸欠乏下において FADS2 を介した HUFA の合成を阻害した際の肝臓における表現型の

変化とその制御機構を調べ、FADS2 を介して HUFA が合成されることの生理的意義を解明す

ることを目的とした。 
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第二節 実験方法 

 

第一項 実験動物および実験食 

 

CRISPER-Cas9 システムにより作成した C57BL/6J 系統の FADS2 欠損マウスを順天

堂大学よりご供与頂き使用した。ヘテロ欠損マウスを掛け合わせて得られた野生型（WT）も

しくは欠損型（KO）の仔マウスを 5週齢時に離乳し、実験食開始前までは飼育繁殖用餌 CE-

2（日本クレア）を与えて飼育した。なお、食餌、水は自由摂取させた。マウスはプラスチッ

クケージに収容し、設定温度 22±1℃、設定湿度 40-70%、12 時間明暗サイクル（明期: 午前

8:00〜午後 8:00）の環境で飼育した。動物実験は、国立大学法人お茶の水女子大学動物実験に

関する規則に基づいて実施した。実験食は AIN-93G を基準とし、大豆油を脂質源とする通常

食（CONT 食）もしくはトリパルミチン（TG-C16:0、東京化成工業株式会社）を脂質源とす

る必須脂肪酸欠乏食（DEF 食）を用いた。各食餌の組成を Table 2-1-1 に示す。 

 

Table 2-1-1 CONT 食及び DEF 食の食餌組成 

(g/kg) CONT DEF 

Corn starch  367.486 367.486 

Sucrose  100 100 

Casein  200 200 

Soybean oil 70 -- 

Tripalmitate -- 70 

Cellulose  50 50 

Mineral mixture (AIN93G-MX)  35 35 

Vitamin mixture (AIN93-VX)  10 10 

L-Cystine  3 3 

Choline bitartrate  2.5 2.5 

tert-Butylhydroquinone 0.014 0.014 
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WT マウスには CONT 食あるいは DEF 食を（WT-CONT または WT-DEF群）、KO マ

ウスには DEF 食を 4週間与えた（KO-DEF群）。それぞれ雄性 11週齢のマウスを用いた。特

に記載のない場合には、絶食期間は設けず摂食下にて屠殺した。飼育終了後に三種混合麻酔

薬［ドミトール（日本全薬工業）0.3 mg/kg + ミダゾラム（富士製薬）4 mg/kg + ベトルファ

ール（明治製菓ファルマ）5 mg/kg］を腹腔内に注射して麻酔後、心臓採血により屠殺した。

血液はヘパリンにて抗凝固処理を施し、遠心分離（12,000 rpm, 10 分）の後に血漿を採取した。

生理食塩水にて全身灌流を行った後、各臓器を摘出し、採取した血漿および臓器は液体窒素

内にて急速冷却し、-80℃にて保管した。 

 

第二項 組織染色 

 

肝臓切片のヘマトキシン&エオシン染色（H&E染色）は、4% PFA（パラフォルムア

ルデヒド）を含む PBS を用いて肝臓を灌流固定した後、4%PFA を含む PBS 内で浸漬固定し、

パラフィンブロックの作成と HE 染色標本の作成をジェノスタッフ株式会社に委託した。撮

影にはオールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X700（キーエンス）を用いた。 

 

第三項 脂質解析 

 

A. 脂質抽出 

  Bligh & Dyer 法[70]により全脂質の抽出を行った。サンプルは液体窒素から取り出し

た肝臓を凍結したまま砕き、約 50 mg をメタノールが 1 ml 入っているエッペンにサンプリン

グした。ポッター型ホモジナイザーでホモジナイズ後、メタノール 1 mL とクロロホルム 1 

mL で再度ホモジナイズした。その後、800 µL の純水を加えて 5 分間振とうし、一層になる

ことを確認した。これに 1 mL クロロホルムと 1 mL 0.9% KCl を加え、5 分間振とうし、常温

にて 2,500 rpm で 5 分間遠心分離した。下層をガラスチューブに回収し、酸性リン脂質等を抽
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出するため、上層に 2 mL クロロホルムと 20 µL 1N HCl を加えた。5 分間振とうし、常温に

て 2,500 rpm で 5 分間遠心分離した後、再び下層を回収し窒素乾固した。クロロホルム-メタ

ノール（2:1, v/v）に再溶解し、窒素封入後、-20℃にて保存した。 

 

B. 脂肪酸のメチルエステル化 

測定サンプルに内部標準として Pentadecanoic acid (C15:0, SIGMA) を 25 µg加え、窒

素乾固後、2 mL メタノールと濃硫酸 50 µL を加え、80 ℃で 2 時間加温した。室温冷却後、

2 mL のヘキサンと 1.5 mL の H2O を加えて振とうし、常温にて 3,000 rpm で 5 分間遠心分離

した。上層を回収し、2 mL の 2 % KHCO3を加えて再度振とうし、常温にて 3,000 rpm で 5 分

間遠心分離した。上層を回収して窒素乾固後、100 µL のヘキサンに再溶解し、GC-MS 分析に

供した。 

 

C. ガスクロマトグラフィー質量分析計 (GC-MS) による脂肪酸分析 

脂肪酸の測定には GCMS-QP2010 Ultra 質量分析計（島津製作所）を用いた。GC の

カラムには、Select FAME（50 m × 0.25 mm, 0.25 µm phase thickness, VARIAN）を用いた。キャ

リヤーガスは高純度ヘリウムを用い、カラム流速は 0.73 ml/min、スプリット比は 20 に設定し

た。インジェクター温度は 250℃、インターフェース温度は 250℃とした。カラムの昇温条件

は 120℃で 1 分間保持し、200℃になるまで 10℃/min で昇温後、5 分間保持した。その後、

220℃になるまで 2℃/min で昇温し、9 分間保持した。MS のイオン化法は電子衝撃イオン化

（electron impact、EI）法を用いた。イオン源の温度は 200℃で、選択イオン検出法 (SIM 法) 

による内部標準法にて、各脂肪酸の定量を行った。 

 

D. 脂質のケン化 

脂質抽出物を窒素下で乾固させた後、1M KOH を 4 mL加え、70°C の湯浴で 60 分間

反応させた。その後 H2O を 4 mL とヘキサンを 4 mL加えて 5 分間振とう抽出し、2,500 rpm
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で 5 分間遠心分離した後、上層を回収した。上記の抽出操作を計 3 回行い、不ケン化物を回

収した。 

 

E. ステロールのトリメチルシリル（TMS）誘導体化 

  回収した不ケン化物に乾燥ピリジン:ヘキサメチルジシラザン:トリメチルクロロシ

ラン（9:3:1, v/v/v）の混合液 0.2 mL を加えて 5 分おきに軽く振り、室温で 30 分間反応させて

トリメチルシリル（TMS）誘導体化を行った。窒素下にて溶媒を除去後、乾燥酢酸エチルを 1 

ml加えて、1,200 g で 5 分間遠心分離した。内部標準には 5-a-cholestane を 20 ng加え、同時

に反応を行った。上層を分取し、200 µL のヘキサンに溶解して GC-MS に供した。 

 

E. ステロールの GC-MS 分析条件 

ステロールの測定には GCMS-QP2010 Ultra 質量分析計（島津製作所）を用いた。GC

のカラムには SPB-1 fused silica capillary column（60 m ́  0.25 mm, 0.25 µm phase thickness, Supelco, 

USA）を用いた。キャリアーガスは高純度ヘリウムを用い、流速 1.5 ml/min、スプリット比は

5 に設定した。カラム温度は、初期温度 180℃で 1 分保持し、毎分 20℃で 250℃まで昇温させ

た。さらに毎分 5℃で 290℃に昇温し、その温度を 37.5 分維持した。インジェクター温度は

300℃、インターフェイス温度は 300℃とした。イオン源の温度は 200℃で、イオン化法は EI

法を用いた。なお、定量には SIM 法を用いた。 

 

F. 中性脂肪の定量 

中性脂肪の定量はトリグリセライド E-テストワコー (和光純薬工業) を用いて行っ

た。脂質抽出したサンプルをガラス試験管に分取し、窒素乾固した。これをイソプロパノー

ルに溶解し、発色試薬 1 mL を加えてよく混合し 37℃で 5 分間加温した後、96 well plate に各

200 µL ずつ分注し、SpectraMax 340PC384 分光光度計 (Molecular Devices) を用いて 600 nm に

おける吸光度を測定した。検量線はキット添付の基準液を用いて同様の方法で作成した。 
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G. 血漿および胆汁コレステロール濃度の測定 

血漿および胆汁のコレステロール量の定量には、ラボアッセイ TM  コレステロール

（Wako）を用い、製品に付属の測定方法に従って測定した。 

 

H. 総胆汁酸（Total bile acid）の測定 

血中総胆汁酸量の測定は、オリエンタル酵母工業株式会社に委託した。 

 

I. 血漿のリポタンパク質画分の測定 

血漿 35 µl を各群 2サンプルずつ、ゲルろ過 HPLC 法によるリポタンパク質画分の分

析を行なった。これらの解析は(株)スカイライト・バイオテックへ委託した。 

 

J. 薄層クロマトグラフィーによるリン脂質の分画 

薄層クロマトグラフィー（Thin layer chromatography: TLC）によるリン脂質の分画サ

ンプルには血漿 50 µL または肝臓約 5 mg の脂質抽出物を用いた。TLC プレート（TLC Silicagel 

60, Merck）は、使用前に 120℃で 30 分間活性化させた。展開溶媒は、クロロホルム：酢酸メ

チル：1-プロパノール：メタノール：0.25% KCl ＝ 25：25：25：10：9 とし、あらかじめ濾

紙にしみ込ませて展開槽に充満させた。脂質抽出物と同時に各リン脂質の標品もスポットし

た。用いたリン脂質の標品は PC（ホスファチジルコリン）（L-α-PC-Dioleoyl）である。展開後、

TLC プレートを約 20 分間室温放置して乾燥させた。発色には 1 mg のプリムリン（MP 

Biomedicals）を 100 mL のアセトン-水（4:1, v/v）に溶解したものを噴霧した。乾燥後、紫外

線を照射し、PC のスポットを確認した。 

 

K. リン脂質の脂肪酸組成の測定 

TLC によって分画したリン脂質は、2 mL のメタノール中に保存し、Bligh & Dyer 法



 
 

21 

にて脂質抽出を行った後、メチルエステル化を行い、GC-MS にて脂肪酸組成を測定した。 

 

第四項 定量 PCR 

 

A. RNA抽出 

液体窒素から取り出した肝臓を凍結したまま砕き、約 50 mg を TRIzol試薬（Invitrogen）

が 1,000 µl 入っているエッペンにサンプリングした。ポッター型ホモジナイザーでホモジナ

イズした後、4℃、15,000 rpm で 10 分間遠心分離し、上清を回収した。クロロホルム 250 µl を

加えて vortex し、4℃、15,000 rpm で 10 分間遠心分離してタンパク沈殿させた。上清を別の

エッペンに分取し、イソプロパノール 500 µl を加え、転倒混和後 10 分間室温に静置した後に

4℃、15,000rpm で 10 分間遠心分離して RNA沈殿させた。沈殿を回収し、70％エタノールを

950 µl加えて vortex し、洗浄した。4℃、10,000 rpm で 5 分間遠心分離した後、沈殿を回収し

て風乾し、DEPC水で再溶解した。 

 

B. 逆転写 (cDNA 合成) 

RNA 濃度を BioSpec-nano（SHIMADZU）を用いて測定し、ReverTra Ace® qPCR RT 

Master Mix （TOYOBO）を用いて逆転写を行った。方法は製品に付属の使用方法に従い、反

応には SI1000TM Thermal Cycler（BIO RAD）を用いた。 

 

C. 定量 PCR 

逆転写で合成した cDNA とスタンダードを鋳型として、THUNDERBIRD® SYBR 

qPCR Mix（TOYOBO）を用いて定量 PCR反応を行った。定量 PCR反応後、beta-actin をハウ

スキーピング遺伝子として用い、ΔΔCt 法によりサイクル数を標準化した。用いたプライマー

の配列を Table 2-2-2 に示す。 

 



 
 

22 

Table 2-2-2 定量 RT-PCR に用いたプライマーの配列 

Target Forward primer sequence Reverse primer sequence 

Beta-actin GCCAACCGTGAAAAGATGAC CCAGAGGCATACAGGGACAG 

Srebf-1a GAACAGACACTGGCCGAGAT CTTGGTTGTTGATGAGCTGGA 

Srebf-1c AAGCTGTCGGGGTAGCGTCT CTTGGTTGTTGATGAGCTGGAG 

Fasn TTGCCCGAGTCAGAGAACC ATAGAGCCCAGCCTTCCATC 

Scd-1 TACACCTGCCTCTTCGGGATT GCCGTGCCTTGTAAGTTCTGT 

Acc GAAAATCCACAATGCCAACC TTGCTTCTCCAGCCACTCC 

Insig-1 GTCCTGGGTGTGATGAAGATG GTGGGGGAGCAAGGTAAGAC 

Insig-2a CCCTCAATGAATGTACTGAAGGAT

T 

TGTGAAGTGAAGCAGACCAATGT 

Chrebp TCATCTGGGTTTACTGTTGTGAAG GTCTCCCCCTCAAACTGTCC 

Pklr AGAAGGTGGAGGGGCTACTG TCATCTGGGTTTACTGTTGTGAAG 

Cpt1a CAACAACGGCAGAGCAGAG GGACACCACATAGAGGCAGAAG 

Mcad GCAGAGAAGAAGGGTGACGAG CGTGCCAACAAGAAATACCAG 

Srebf2 GACCAGCACCCATACTCAGG CACCATTTACCAGCCACAGG 

Hmgcr CCAGGAGCGAACCAAGAGAG CAGAAGCCCCAAGCACAAAC 

Fdps GACGGCTTTCTACTCTTTCTACCTG GCATTGGCGTGTTCCTTC 

Sqls GCAAAACCAAGCAGGTCATC GACAGGTAAATGGGGGAGTAGTG 

Lss GATTTTCCCCTTCTCTCCTGAC ACACTGAACGCCTCTCCATC 

Ldlr GACCCAGAGCCATCGTAGTG CACCATTCAAACCCCCTTTC 

Abca1 AACAGAAAACCGCAGACATCC AACCCGCCATACCGAAAC 

Scarb1 TGGGGTCTTCACTGTCTTCAC ATCTTGCTGAGTCCGTTCCA 

Apo-a1 TGTATGTGGATGCGGTCAAAG ACCCAGAGTGTCCCAGTTTTC 

Cyp7a1 TGTCCACTTCATCACAAACTCC CATCACTTGGGTCTATGCTTCTG 

Cyp27a1 GCTATGGGGTTCGGTCTTG ATGCGGGACACAGTCTTTACTTC 

Abcg5 GCTGAGGCGAGTAACAAGAAAC GCGGAGAAGGTAGAAAATGAGG 

Abcg8 AGGCAAAGGAACTCAACACAAG CAGGGTGGAAAACTGCTCTATC 
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第五項 Western blotting 

 

A. 肝臓からのタンパク質抽出 

凍結した肝臓を砕き、その一部をプロテアーゼインヒビターを加えた RIPA buffer（50 

mmol/l Tris-HCl buffer (pH7.6), 150 mmol/l NaCl, 1% (w/v) Nonidet P40 substitute, 0.5 % (w/v) 

Sodium deoxycholate, 0.1% (w/v) Sodium dodecyl sulfate）を用いてポッター型ホモジナイザーに

て氷冷下でホモジナイズした。12,000 g, 10 分間の遠心分離を行い細胞カスを取り除き、上清

を-20℃にて保管した。抽出したタンパク質はプロテインアッセイ BCA キット（Wako）を用

いて測定した。測定は添付されたプロトコルの手順に従って行った。 

 

B. 血漿のタンパク質抽出 

血漿 30 μl にプロテアーゼインヒビターを加えた Lysis buffer （150 mM NaCl, 1% 

TritonX-100, 1 mM EDTA-2Na, 1 mM EGTA, 2.5 mM Sodium pyrophosphate, 100 μM Na3VO4, 10% 

glycerol, 20 mM Tris-Hcl-pH7.4）を 270 μl加えてピペッティングした。Lysis buffer (+) の組成

は Table 3-4-1 に示す。氷上に 15 分静置し、4℃、15,000 rpm で 10 分遠心分離を行った。そ

して、得られた上清をタンパク質画分として回収した。 

 

C．Western blotting 

SDS-PAGE に際しては、タンパク質抽出液を Sample buffer 4×stock solution （500 mM 

Tris-HCl (pH6.8)、20% glycerol、 8% SDS、0.2％ 2-mercaptoethanol、0.004% Bromo phenol blue）

で希釈し、37℃で 30 分加熱し SDS 化した。ゲル 1 lane あたりのタンパク質量が 30 µg となる

ようにアプライし、8%アクリルアミドを含む分離ゲルにて電気泳動を行った (20 mA/gel)。

SDS-PAGE 後のタンパク質は PVDF membrane (Immobilion Transfer Membranes, MILLIPORE) 

に転写した。ブロッキング液には 5% Skim milk (ナカライテスク) を 0.1% Tween20/TBS (TBST) 

に溶解したものを用いた。一次抗体は Mouse anti-SREBP1 (Santacruz, sc-365513, 1:100)、Rabbit 
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anti-Apolipoprotein B (Abcam, ab20737, 1:2,000)、Mouse anti-SREBP-2 (Santacruz, sc-13552; clone 

1C6, 1:100)を TBST に溶解して用いた。二次抗体は mIgGk BP-HRP抗体 (Santacruz, sc-5161-2, 

1:1000) または Goat anti-rabbit抗体（Jackson Immuno Research, 1:10,000)を TBST に溶解して用

いた。検出には ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Health Care) を用い、ルミノ・

イメージアナライザー LAS-4000 (FUJIFILM) で検出した。 

 

第六項 統計処理 

統計処理にはエクセル統計 2012 を使用した。有意差検定は Tukey-Kramer 法による

多重比較検定を用い、危険率 5% (p<0.05) をもって有意差ありとした。 
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第三章 結果および考察 

 

第一項 肝臓及び血漿の脂肪酸組成の変化 

 

  CONT 食及び DEF 食を 4週間摂食させた野生型（WT）及び FADS2 欠損（KO）マウ

スの体重は、3群間で違いはみられなかった。（Fig. 2-1-1）。しかし、食餌の摂食量は DEF 食

を与えた WT マウスと KO マウスで、CONT 食を与えた WT マウスより多かった（Fig. 2-1-

1）。CONT 食に用いた大豆油と DEF 食に用いたトリパルミチンでは吸収率が異なっており、

摂餌量と一致した体重変化が見られなかった可能性がある。 

  本項では、内因性に新規合成される脂肪酸と食事由来の脂肪酸とに分類し、それらの

脂肪酸組成の違いを比較した（Fig. 2-1-2）。必須脂肪酸欠乏食を与えた WT及び KO マウスに

おける肝臓の脂肪酸組成の変化を Fig. 2-1-3 に示す。まず、DEF 食を与えた WT マウスでは通

常食群と比較して、飽和脂肪酸の 16:0、一価不飽和脂肪酸の 16:1n-7及び 18:1n-9 の増加がみ

られ、新規合成の脂肪酸が蓄積していた（Fig. 2-1-3A）。内因性の HUFA であるミード酸（20:3n-

9）は DEF 食を与えた WT マウスで増加したが、DEF 食を与えた KO マウスではミード酸は

検出されなかった（Fig. 2-1-3A）。さらに、KO マウスではミード酸の前駆物質である 20:1n-9

が著しく増加していた。これは、FADS2 の活性消失によるものものである可能性が高い。次

に、食事由来の脂肪酸に関して、DEF 食を与えた 2群間で炭素数 18 の PUFA である 18:2n-6

に違いはみられなかった（Fig. 2-1-3B）。一方、FADS2 を介して合成される炭素数 20 以上の

外来性 PUFA については、20:4n-6 や 22:6n-3 が WT-DEF群と比較して KO-DEF群ではさらに

減少し、これらの HUFA の合成が著しく減少していることが確認できた。一方、20:5n-3 や

22:5n-3 は検出量は少ないものの、WT-CONT群と比較して WT-DEF群で低下し、KO-DEF群

では WT-CONT群と同程度であった。これは、20:5n-3 および 22:5n-3 から 22:6n-3 を合成する

過程で FADS2 を介した不飽和化が行われることから、FADS2 活性が消失したことを反映し

た結果であると考えられる。 
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PUFA に関して、FADS2 による不飽和化の前駆物質である炭素数 18 の PUFA の総量

（C18PUFAs: 18:2n-6 および 18:3n-3）および FADS2 の産物である炭素数 20 以上の PUFA の

総量（³C20PUFAs: 20:3n-6, 20:3n-9, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3）を算出した（Fig. 2-1-3C）。

WT-DEF群では C18PUFAs は 30%程度まで減少しているのに対し、³C20PUFAs は 70%程度維

持されており、³C20PUFA の減少は緩やかだった。一方、KO-DEF 群では C18PUFAs の減少

は WT-DEF群と同程度であったが、³C20PUFAs は WT-CONT群の 5 分の 1 以下まで減少して

いた。即ち、必須脂肪酸欠乏の野生型マウスでは、HUFA の欠乏を補うために FADS2 を介し

た³C20PUFAs の産生が行われている可能性がある。 

次に、必須脂肪酸欠乏食を与えた WT および KO マウスにおける血漿の脂肪酸組成

の変化を比較した。血漿は肝臓と異なり、DEF 食を与えた KO マウスにおいて、WT マウス

の 2群に比べて飽和脂肪酸が有意に減少していた（Fig. 2-1-4A）。一方、16:1n-7 や 18:1n-9 な

どの一価不飽和脂肪酸は DEF 食を与えた WT及び KO マウスで顕著に増加した。また、KO-

DEF群の血漿では、肝臓に比べると小さいものの 20:1n-9 の増加が見られた（Fig. 2-1-4A）。

ミード酸に関しては、肝臓と同様 KO マウスでは検出されなかった。食事由来の PUFA に関

しても、KO マウスではアラキドン酸や DHA などの PUFA が著しく減少した（Fig. 2-1-4B）。

炭素数 18 の PUFA の総量を比較すると、DEF 食を与えた両群において 30%程度と同程度ま

で減少した（Fig. 2-1-4C）。一方、炭素数 20 以上の PUFA に関しては、WT-DEF 群では WT-

CONT群と比較して減少せず維持されていたが、KO-DEF群では 10 分の 1 以下にまで減少し

ていた。したがって、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS 欠損マウスでは、肝臓、血漿ともに

ミード酸が存在せず、炭素数 20 以上の PUFA が著しく減少することが確認された。  
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Fig. 2-1-1 摂食期間中の体重変化および累計摂食量 

 

Fig. 2-1-2 内因性に合成される脂肪酸および食事由来の脂肪酸の代謝経路 
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Fig. 2-1-3 必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスの肝臓における脂肪酸組成の変化 

(A) 内因性に合成される脂肪酸 (B)食事由来の脂肪酸 
(C) C18PUFAs（18:2n-6, 18:3n-3）および³C20PUFAs（20:3n-6, 20:3n-9, 20:4n-6, 20:5n-3, 

22:5n-3, 22:6n-3）の合計量 

データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った

（n= 5~6, *, p < 0.05）。 
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Fig. 2-1-4 必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスの血漿における脂肪酸組成の変化 

(A) 内因性に合成される脂肪酸(B)食事由来の脂肪酸 
(C) C18PUFAs（18:2n-6, 18:3n-3）および³C20PUFAs（20:3n-6, 20:3n-9, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-

3, 22:6n-3）の合計量 
データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った

（n= 5~6, *, p < 0.05）。 
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第二項 肝臓における中性脂質の脂質蓄積 

 

第一項の結果より、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは野生型マウス

と比較して、炭素数 20 以上の PUFA が著しく低下することが示された。肝臓の脂肪酸組成の

変化は肝障害と関連することが報告されており[71, 72]、PUFA を豊富に含む魚油を摂取する

ことが NASH の食事療法となりうることが期待されている[64, 73]。また、必須脂肪酸欠乏時

の病態の 1 つに脂肪肝が挙げられるが、特に長期静脈栄養患者における静脈栄養関連肝障害

（PNALD）の要因として、必須脂肪酸の供給が不足していることが考えられている。即ち、

PUFA が著しく欠乏すると肝臓において脂肪蓄積が誘導される可能性が推察できる。そこで

本項では、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおける肝臓の脂質蓄積を調べた。

脂肪肝では主に中性脂肪とコレステロールエステルなどの中性脂質の蓄積が見られることか

ら、これらの中性脂質の蓄積量の測定を行った。 

解剖時の肝臓重量は、FADS2 欠損マウスにおいて、WT マウスの 2 群と比較して有

意に高値であった（Fig. 2-2-1A）。肝臓切片の H&E 染色を行なった結果、WT-DEF 群は WT-

CONT群と比較して、白く抜けた部分が多く観察され、脂肪滴の増加が示唆された（Fig. 2-2-

2）。そして、KO-DEF群の肝臓ではさらに大滴性の脂肪滴が多く観察され、WT マウスの 2群

と比較して肝細胞に中性脂質が多く蓄積していることが示された。肝臓の中性脂肪量は必須

脂肪酸欠乏食を与えたWTマウスでも2倍程度増加したが、必須脂肪酸欠乏食を与えたFADS2

欠損マウスでは CONT 食群の 4倍以上高い値を示した（Fig. 2-2-1B）。さらに、肝臓のコレス

テロール量も、FADS2 欠損マウスにおいて WT マウスの 2群と比較して 4倍程度増加してい

た（Fig. 2-2-1C）。WT マウスに必須脂肪酸欠乏食を与えたマウスでは、肝臓の中性脂肪は 2倍

近く増加していたが、コレステロール量の増加は見られなかった。 

これまで、通常のマウスに必須脂肪酸欠乏食を与えると肝臓において中性脂肪が蓄

積するという報告はあるが[14]、我々が知る限り、肝臓のコレステロール蓄積に関する報告は

ない。本研究の結果より、FADS2 欠損マウスに必須脂肪酸欠乏食を与えるとさらに顕著な中
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性脂肪の蓄積が誘導されるだけでなく、コレステロールが著しく蓄積することがわかった。

必須脂肪酸欠乏食を与えた WT マウスと KO マウスの肝臓の脂肪酸組成を比較すると、

C18PUFA の量は 2群間での違いはみられなかったが、³C20PUFA が著しく減少していたこと

から（第一項 Fig. 2-1-3, 4）、FADS2 を介して産生される HUFA は肝臓における中性脂肪およ

びコレステロールの蓄積を抑制する潜在的な機能を有している可能性が示唆された。 
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Fig. 2-2-1 必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおける肝臓の脂質蓄積 

(A) 肝臓重量 (B) 肝臓の中性脂肪量 (C) 肝臓のコレステロール量 

データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った

（n= 5~6, *, p < 0.05）。 

 

 

Fig. 2-2-2 肝臓切片の HE染色 
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第三項 肝臓における脂肪酸合成の変化 

 

これまでの結果より、³C20 PUFAs が著しく減少した KO-DEF群では肝臓の中性脂肪

の蓄積がより顕著であることがわかった。これまでに、PUFA はいくつかの機序を介して脂質

合成を低下させる作用を有することが知られている。例えば、マウスにアラキドン酸および

魚油を投与すると SREBP-1c の活性抑制を介して脂肪肝が抑制されること[67]、リノール酸、

アラキドン酸及び DHA は、ChREBP と SREBP-1c の活性抑制を介して解糖系と脂肪酸合成を

低下させること[68]が報告されている。また、PUFA が欠乏した時の脂肪肝の発生機序につい

て調べた研究は多くないが、ココナッツオイルを脂質源とする PUFA 欠乏食を与えたマウス

では LXR-SREBP-1c 系を介して肝臓への中性脂肪の蓄積が誘導されること[14]、必須脂肪酸

欠乏食を与えたマウスでは PPARaの DNA 結合能と脂肪酸酸化関連遺伝子の低下を介して脂

肪肝が誘導されること[15]が報告されている。しかしながら、これらの報告に用いられたマウ

スは³C20 PUFA の産生が維持されているモデルであり、³C20 PUFA が著しく欠乏した際の脂

肪肝の機序は不明である。そこで本項では、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスに

おいて、脂質合成、解糖系及び脂肪酸酸化に関与する遺伝子の変化を調べることで、³C20 

PUFA 欠乏時に肝臓への中性脂肪の蓄積が誘導された要因の解明を試みた。さらに、脂肪酸合

成に関連する遺伝子の発現を制御する SREBP-1 のタンパク質発現と活性化についても調べ

た。 

脂肪酸合成に関与する Fasn, Acc, Scd の肝臓における遺伝子発現は、WT マウスの両

群と比較して FADS2 欠損マウスにおいて顕著に増加した（Fig. 2-3-1）。また、これらの脂肪

酸合成遺伝子の発現を誘導する転写因子である SREBP-1c をコードする Srebf-1c の遺伝子発

現も KO-DEF群で有意に増加した。Insig-1 は、SREBP前駆体を膜にとどめて活性を抑制する

INSIG のアイソフォームをコードする遺伝子である。Insig-1 の遺伝子発現は、KO-DEF 群で

増加していたが、これは Insig-1 が SREBP-1c の標的遺伝子であること[74]を反映した結果で

あると考えられる。Insig-2a および Srebf-1a の遺伝子発現は FADS2 欠損マウスにおいて上昇
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傾向であったが、有意な変化は認められなかった。従って、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2

欠損マウスでは SREBP-1c とその標的遺伝子の発現が上昇していることが明らかとなった。 

解糖系および脂肪酸合成遺伝子をターゲットとする転写因子 ChREBP の遺伝子発現

は群間で変化していなかった（Fig. 2-3-2）。解糖系酵素である Pklr（Red cell/liver pyruvate kinase）

の発現は KO-DEF群において他 2群と比較して 2.5倍程度増加していた（Fig. 2-3-2）。解糖系

は、糖質を原料として脂肪酸合成の基質となるクエン酸を供給する回路であることから、解

糖系の亢進も中性脂肪の蓄積に寄与している可能性が考えられる。PUFA は ChREBP の活性

抑制を介して解糖系を低下させることから[68]、PUFA が著しく欠乏した KO-DEF群において

解糖系が亢進した可能性がある。PUFA は ChREBP の mRNA発現だけでなく脱リン酸化を介

した核移行を抑制することが報告されており[68]、PUFA 欠乏時に ChREBP の活性化が起きて

いるかどうかを結論づけるには、核移行やリン酸化状態の評価が必要である。また、PPARa

によって誘導されてミトコンドリアにおける脂肪酸b酸化に関与する Cpt1a の発現は FADS2

欠損マウスで増加し、Mcad の発現は 3群間で変化していなかった（Fig. 2-3-3）。PUFA は PPARa

の活性化を介して脂肪酸分解遺伝子の転写を誘導することが報告されているが[15]、PUFA 欠

乏状態の KO-DEF群では予想外に Cpt1a のような脂肪酸分解遺伝子が上昇した。一価不飽和

脂肪酸であるオレイン酸も PPARaの活性化作用を有することから[75, 76]、FADS2 欠損マウ

スにおけるオレイン酸の増加が Cpt1a の転写促進に影響した可能性があるが、正確な機序は

明らかでない。いずれにしても、KO-DEF 群において脂肪酸酸化の低下は起きていないこと

が示唆された。以上の結果より、³C20 PUFA 欠乏時には解糖系と脂肪酸合成の経路が亢進し

ている可能性があり、特に脂肪酸合成に関与する遺伝子の発現上昇が顕著であることが明ら

かになった。ChREBP や PPARaの厳密な活性評価には核移行やリン酸化状態の評価が必要で

あるが、HUFA 欠乏時には SREBP-1c 依存的に肝臓において中性脂肪の合成が亢進している

ことが示唆された。 

次に、脂質合成遺伝子のマスターレギュレーターである転写因子 SREBP-1 のタンパ

ク質発現を調べた。前駆体 SREBP-1 は 125 kD 程度のタンパク質として検出され、活性化後
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の切断された断片が 65 kD付近のタンパク質として検出された。SREBP-1 活性化の指標とし

て、切断型/前駆型の比を算出したところ、KO-DEF群において有意に増加していた（Fig. 2-3-

4）。以上の結果より、HUFA が欠乏した FADS2 欠損マウスでは、SREBP-1 の活性化を介して

中性脂肪の合成が増加し、肝臓において中性脂肪の蓄積が誘導された可能性が示された。 
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Fig. 2-3-1 脂肪酸合成に関与する遺伝子発現の変化 

 肝臓における遺伝子発現を RT-PCR 法を用いて測定した。データは平均値±標準誤差で表

す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-3-2 解糖系に関与する遺伝子発現の変化 

肝臓における遺伝子発現を RT-PCR 法を用いて測定した。データは平均値±標準誤差で表

す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 
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Fig. 2-3-3 脂肪酸酸化に関与する遺伝子発現の変化 

肝臓における遺伝子発現を RT-PCR 法を用いて測定した。データは平均値±標準誤差で表

す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 

 

 

Fig. 2-3-4 SREBP-1 のタンパク質発現の変化 

(A) 肝臓における SREBP-1 のタンパク質発現を western blotting 法にて測定した。Full length = 

125 kDa, Cleaved form = 60 kDa. (B) western blotting にて得られたバンドを画像解析ソフト

Image J を用いて定量した。データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer

法による多重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 
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第四項 中性脂肪の分泌に関与する因子への影響 

 

肝臓に中性脂肪が蓄積する要因として、脂肪酸の合成亢進や分解低下のほかに、リポ

タンパク質代謝に異常が生じて肝臓からの脂質輸送が低下することが挙げられる。我々の以

前の研究では、必須脂肪酸欠乏状態にあるマウスに FADS2 の阻害剤を与えて酵素活性を薬理

学的に阻害すると、通常の必須脂肪酸欠乏マウスと比較してミード酸が減少し、肝臓から血

中へのVLDL分泌が低下して肝臓の脂質蓄積が誘導されることを示している[69]。このFADS2

阻害剤を与えたマウスでは、脂質合成遺伝子の上昇は認められず、中性脂肪の増加量も対称

群の 1.6 倍程度であり、FADS2 欠損マウスと比較すると穏やかであった。必須脂肪酸欠乏状

態にある FADS2 欠損マウスでは、FADS2 阻害剤を与えたマウスよりも顕著に³C20PUFA の

低下が見られていることから、脂肪酸合成の増加だけでなく、VLDL 分泌の低下も肝臓への

中性脂肪蓄積に寄与している可能性がある。 

まず、肝臓での VLDL の形成に関与する因子について、ApoB のタンパク質発現に群

間で変化は見られなかった（Fig. 2-4-1）。また、MTP（Microsomal triglyceride transfer protein）

は小胞体の内腔で ApoB と相互作用し、VLDL 粒子の初期形成に必須の役割を果たすタンパ

ク質である。肝臓における Mttp の遺伝子発現は 3群間で違いはみられなかった。次に、血漿

の中性脂肪濃度の測定結果を Fig. 2-4-2 に示す。FADS2 欠損マウスは WT マウスの 2群と比

較して血中の中性脂肪濃度が有意な減少を示した（Fig. 2-4-2）。従って、FADS2 欠損マウスで

は、肝臓から血中への TAG の移行が低下している可能性が示唆された。続いて、血漿中の

ApoB タンパク質量を Western blotting 法にて調べた。KO-DEF群では他 2群と比較して VLDL

の構成成分である ApoB-100及び 48 のタンパク質が減少した（Fig. 2-4-3）。以上の結果より、

FADS2 欠損マウスでは、血中の中性脂肪および ApoB タンパク質が低下していることが示さ

れ、VLDL の分泌が障害されていることが示唆された。次に、血漿の各リポタンパク質画分

中の中性脂肪量を調べた（Fig. 2-4-4）。Peak No. 3~7 は VLDL画分、Peak No. 8~13 は LDL画

分、Peak No. 14~20 は HDL画分である。KO-DEF群は全てのリポタンパク質画分で中性脂肪
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量が低値を示し、特に VLDL画分における中性脂肪量は著しく低値であった。以上の結果よ

り、FADS2 欠損マウスでみられた血中の中性脂肪の減少は VLDL の分泌低下によるものであ

る可能性が示唆された。 

不飽和結合を有し、低い融点を持つ PUFA は、リン脂質膜に相転移温度の低下をも

たらすことから、流動性と可変性の高い膜の形成に重要である。VLDL は内部の中性脂質を

リン脂質一重膜とアポ B タンパク質が取り囲んだ構造体であり、この VLDL小胞の形成にお

いてリン脂質膜の可変性が重要な役割を果たす。実際に、VLDL を構成する主要なリン脂質

であるホスファチジルコリン（PC）に PUFA を特異的に導入する脂肪酸転移酵素 Lpcat3

（Lysophosphatidylcholine acyl transferase 3）の欠損マウスでは、アラキドン酸を脂肪酸鎖に持

つ PC が減少し、VLDL 分泌の著しい低下をきたすことが報告されている[29, 31]。本研究の

必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスは、FADS2 の阻害剤を与えた必須脂肪酸欠乏

マウスよりも顕著な³C20PUFA の減少が見られており、脂肪酸合成の増加だけでなく、VLDL

の分泌低下も肝臓の中性脂肪蓄積に寄与している可能性がある。従って、必須脂肪酸欠乏食

を与えた FADS2 欠損マウスにおいて、肝臓から血中への脂質輸送に関する項目の評価を行な

った。 

肝臓及び血漿の PC 画分における C18PUFA と³C20PUFA の合計量を算出した（Fig. 

2-4-5）。肝臓では、必須脂肪酸欠乏食を与えた WT マウスにおいて C18PUFA の割合が減少し

たが、KO マウスでは減少していなかった。血漿の C18PUFA は、WT-CONT群と比較して必

須脂肪酸欠乏食摂食の 2 群において減少し、KO マウスの方が WT マウスに比べて減少幅が

小さかった。一方、³C20PUFA の割合は肝臓・血漿の双方で、KO-DEF 群において WT マウ

スの 2群と比較して著しく低下していた。従って、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マ

ウスでは PC における³C20PUFA の割合が著しく減少し、VLDL 分泌障害が引き起こされた可

能性が提示された。 
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これまでの結果より、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは炭素数 20

以上の PUFA が著しく減少し、SREBP-1c を介した脂質合成の亢進と、血中への脂質移行の低

下の二要因が複合的に作用し、肝臓の中性脂肪の蓄積を誘導することが示唆された。 
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 Fig. 2-4-1 肝臓の VLDL 形成に関わる因子の変化 

(A)  ApoB タンパク質量を western blotting 法にて定量した。 

(B) 肝臓の Mttp発現を RT-PCR 法にて測定した。データは平均値±標準誤差で表す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-4-2 血漿中性脂肪量の変化 

データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った

（n=5~6, *, p < 0.05）。 
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Fig. 2-4-3 血漿 ApoB タンパク質量の変化 

ApoB タンパク質量を western blotting 法にて定量した。western blotting にて得られたバンド

は画像解析ソフト Image J を用いて定量した。データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は

Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=3~5, *, p < 0.05）。 

 

 

 

Fig. 2-4-4 血漿リポタンパク質画分ごとの中性脂肪量の変化 
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Fig. 2-4-5 PC画分における PUFA の変化 

(A)  肝臓 (B) 血漿の PC における PUFA の割合の変化を示した。 

C18PUFAs: 18:2n-6, 18:3n-3, ³C20PUFAs: 20:3n-6, 20:3n-9, 20:4n-6, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3 

データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った

（n=5, *, p < 0.05）。 
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第五項 肝臓におけるコレステロール合成の変化 

 

脂肪肝は主に肝細胞への中性脂肪とコレステロールエステルの蓄積が引き金となる。

特に肝細胞にコレステロールが蓄積すると、ミトコンドリア機能障害や小胞体ストレス、酸

化物の産生を介した酸化ストレスの誘導の要因となり、NASH への進行を媒介する可能性が

ある[77]。第二節の結果より、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスの肝臓では中性

脂肪だけでなくコレステロールも蓄積することを示している。肝臓にコレステロールが蓄積

する要因には、合成の亢進、胆汁酸への異化および排泄の低下、リポタンパク質代謝・輸送

の異常といった要因が挙げられる。そこで本項では、これらのコレステロール代謝に関与す

る因子について調べ、HUFA 欠乏時にコレステロールが蓄積する要因について検討した。

SREBP-2 はコレステロール合成のマスターレギュレーターであり、アセチル CoA からコレス

テロールの合成の際に働く HMGCR や LSS といった酵素をコードする遺伝子のプロモーター

領域に結合して転写誘導活性を発現する。SREBP-1 と SREBP-2 の活性化機構は非常に類似し

ており、両者とも非活性型の前駆体として小胞体膜に結合した形で合成され、ゴルジ体にお

いてプロテアーゼによる切断を受けて活性型のフラグメントが核に移行する。また、ゴルジ

体への輸送の制御を担う SCAP や INSIG-1 といった調節因子も共通している。SREBPs の活

性化は内因性の脂質分子によって制御されており、SREBP-1 と SREBP-2 の活性化は両者とも

ステロールと不飽和脂肪酸の存在によって阻害される。しかし、SREBP-2 はステロールに対

する感受性が高く、SREBP-1 の方が SREBP-2 よりも不飽和脂肪酸に対する感受性が高いと考

えられている[78]。実際に、培養肝細胞にアラキドン酸を添加した際[79] や、マウスに EPA

を投与した際[80]には、SREBP-1 の活性化が抑制された一方で SREBP-2 の活性化には変化が

見られないことが報告されており、PUFA が肝臓のコレステロールの合成を亢進させるとい

う報告は殆どない。以上のことから、HUFA 欠乏時にはコレステロールの合成よりも中性脂

肪の合成が亢進することが予想されるが、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは

肝臓においてコレステロールが顕著に蓄積した。本項では、肝臓においてコレステロールが蓄
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積した要因を明らかにするため、コレステロール合成酵素の遺伝子発現および SREBP-2 の活性化

の変化を調べた。 

 まず、アセチル CoA からコレステロールの合成経路に関与する酵素の遺伝子発現の

変化を測定したところ（Fig. 2-5-1）、Hmgcr, Fdps, Lss の遺伝子発現は必須脂肪酸欠乏食を与

えた FADS2 欠損マウスにおいて有意に増加していた。したがって、FADS2 欠損マウスではコ

レステロールの合成が亢進している可能性が示唆された。これらのコレステロール合成酵素

の遺伝子発現は、全て転写因子 SREBP-2 によって誘導される。SREBP-2 をコードする遺伝子

Srebf-2 の遺伝子発現も、KO-DEF群において有意に上昇していた。一方、SREBP-2 のターゲ

ット遺伝子である Sqls の遺伝子発現には 3群間で変化は見られなかった。 

 そこで、肝臓における SREBP-2 のタンパク質発現と活性化の程度を調べた（Fig. 2-

5-2）。非活性型の前駆体は 125 kDa付近に、切断された活性型のタンパク質は 60 kDa付近に

検出された。SREBP-2 の活性化指標を算出したところ、SREBP-1 の場合とは異なり、3 群間

での変化は認められなかったことから、SREBP-2 の活性化は KO-DEF群におけるコレステロ

ール合成の増加に寄与していないことが示唆された。PUFA は SREBP-2 よりも SREBP-1 に対

して強い抑制作用を持つことから[78-80]、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにお

いて、SREBP-1 の活性化が誘導される一方で SREBP-2 の活性化は誘導されないという結果が

得られた可能性がある。また、活性型の SREBP-1 を過剰発現したマウスでは、HMGCR や

FDPS といったコレステロール合成関連酵素の遺伝子発現が増加することが報告されている

[44, 81]。従って、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは、SREBP-1 の活性化に伴

ってコレステロール合成酵素の発現が増加し、コレステロール合成が誘導された可能性があ

る。しかし、SREBP-1 および SREBP-2 の活性制御に対する PUFA の役割は未解明の点も多

く、PUFA 欠乏時のコレステロール合成亢進の機構を解明するためには、さらなる研究が必要

である。 

コレステロールの合成は、その中間物質である Lanosterol が産生されて以降、Bloch

経路と Kandutch-Russell 経路の 2 つの経路を介して合成される[82-84]（Fig. 2-5-3A）。Bloch 経



 
 

46 

路では、Lanosterol から複数の酵素反応を経て Desmosterol が合成され、最後に Desmosterol の

側鎖の二重結合が DHCR24 によって還元されてコレステロールが合成される。一方、

Kandutch-Russell 経路では、最初に Lanosterol の側鎖の二重結合が DHCR24 によって還元さ

れ、その後 Lathosterol を経てコレステロールが合成される。Bloch 経路の中間産物である

Desmosterol、Kandutch-Russel 経路の中間産物である Lathosterol、両経路に共通した前駆体で

ある Lanosterol の肝臓における濃度を測定した。その結果、KO-DEF群の肝臓では他 2群と比

較して Desmosterol および Lanosterol が増加していた（Fig. 2-5-3B,C）。一方、Lathosterol濃度

に変化は見られなかった（Fig. 2-5-3D）。従って、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウ

スでは、Bloch 経路を介したコレステロールの合成が亢進した可能性が示唆された。 
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Fig. 2-5-1 肝臓におけるコレステロール合成に関与する遺伝子の発現変化 

データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った

（n=5~6, *, p < 0.05）。 

 

Fig. 2-5-2 SREBP-2 のタンパク質発現の変化 

肝臓における SREBP-2 のタンパク質発現を western blotting 法にて測定した。Full length = 

125 kDa, Cleaved form = 60 kDa. Western blotting にて得られたバンドを画像解析ソフト Image J

を用いて定量した。データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多

重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 
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Fig. 2-5-3 コレステロール合成の中間産物の変化 

(A) コレステロール合成経路 (B) Lanosterol (C) Desmosterol (D) Lathosterol の肝臓における濃

度を GC-MS にて測定した。データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer

法による多重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 
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第六項 コレステロールの分泌および排泄に対する影響 

 

 前項の結果より、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでコレステロールの

合成が亢進し、肝臓にコレステロールが蓄積した可能性が示唆された。コレステロールの生

合成の他に、輸送や排泄も肝細胞におけるコレステロール量を規定する重要な要素である。

肝細胞で合成、あるいは外部から供給されたコレステロールは、まず VLDL粒子の一部とし

て血中に放出される。その後血中でリポタンパク質リパーゼの作用を受けて LDL となり、

LDL受容体を介して、抹消組織あるいは肝細胞にエンドサイトーシス的に取り込まれ、コレ

ステロールは全身に分配される。さらに、肝細胞ではコレステロールは ABCA1 を介して lipid-

poor な Apo-AI に転移され、未成熟 HDL が形成される。この未成熟 HDL は ABCG1 を介した

抹消組織からのコレステロール転移を受けて成熟 HDL となり、全身のコレステロールを肝臓

へと転送する。このプロセスはコレステロール逆転送系と呼ばれる。HDL-コレステロールは

肝臓に転移された後、肝細胞のコレステロールプールに入ることなく、胆汁に分泌されると

考えられており、コレステロール逆転送系はコレステロールの排泄の鍵を握っている[85, 86]。

コレステロールの体外への排泄は、遊離型コレステロールあるいは胆汁酸に変換された形で、

胆汁を介して行われる。遊離型コレステロールの胆汁中への排泄はトランスポーター

ABCG5/8 を介して行われ、コレステロールの胆汁酸への変換には CYP7A1 や CYP27A1 を介

した水酸化が律速段階となる。本項では、コレステロールの輸送や排泄に関わる因子を調べ、

HUFA 欠乏時の肝臓にコレステロールが蓄積する要因について検討した。 

血漿のコレステロール濃度は、FADS2 欠損マウスにおいて WT マウスの 2 群と比較

して有意に低下していた（Fig. 2-6-1）。次に、血中においてリポタンパク質画分ごとのコレス

テロール濃度を測定したところ、KO-DEF群の HDL画分におけるコレステロール濃度は他 2

群と比較して低い値を示し、HUFA 欠乏時の血中コレステロール低値は、HDL コレステロー

ル濃度の低下を反映していることが示された（Fig. 2-6-2）。必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2

欠損マウスにおいて HDL コレステロールが低値であったことから、HUFA の欠乏によってコ
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レステロール逆転送系の制御不全が誘導された可能性が考えられる。HDL 産生酵素の過剰発

現によってコレステロール逆転送系を促進すると、肝細胞へのコレステロール蓄積が軽減す

ることが報告されており[87]、HDL 代謝の促進は脂肪肝の抑制において有効であると考えら

れている。HDL 代謝に関与する Abca1, Scarb1, Apo-a1 の肝臓における遺伝子発現を測定した

が、これらの遺伝子発現に群間で変化は認められなかった（Fig. 2-6-3）。一方、LDL 粒子や

HDL粒子を肝細胞に取り込む機能を持つ Ldlr の遺伝子発現は、KO-DEF群において他 2群と

比較して 2倍程度増加していた。このことから、LDL受容体を介した肝臓におけるリポタン

パク質の取り込みが増加したことによって肝臓のコレステロール蓄積が誘導された可能性が

考えられる。以上の結果より、コレステロール排泄の機構であるコレステロール逆転送系の

低下が FADS2 欠損マウスの肝臓におけるコレステロール蓄積に寄与した可能性が考えられ

るが、因果関係は不明確である。従って、HUFA 欠乏下での HDL 代謝の変化については遺伝

子発現レベルだけでなく、不飽和脂肪酸の欠乏に伴う粒子形成障害等の要因も含めてさらな

る検討が必要である。 

次に、コレステロールの排泄に関連する因子について検討した。コレステロール分子

の胆管への排泄を行うトランスポーターである Abcg5, Abcg8 の遺伝子発現は、KO-DEF群に

おいて他 2群と比較して上昇していた（Fig. 2-6-4）。この結果は、肝細胞においてコレステロ

ールが蓄積する要因とは相反する結果であり、細胞内のコレステロール濃度が上昇した結果、

排泄促進のためにこれらのトランスポーターの発現が増加した可能性が考えられる。また、

胆嚢から採取した胆汁中のコレステロール濃度に 3 群間で違いは見られなかった（Fig. 2-6-

5A）。よって、胆汁中へのコレステロール排泄は FADS2 欠損マウスで変化していないことが

示唆された。コレステロールを胆汁酸に変換する際の律速酵素である Cyp7a1 および Cyp27a1

の遺伝子発現や、血中の総胆汁酸レベルも 3群間で変化は見られなかった（Fig. 2-6-4, 5B）。

以上の結果より、HUFA が欠乏した FADS2 欠損マウスにおける肝臓のコレステロール蓄積に、

コレステロールの胆汁中への排泄や、コレステロールの胆汁酸への変換は関与していない可

能性が示唆された。 



 
 

51 

LXR はコレステロール恒常性の維持に寄与する主要な制御因子であり、PUFA によっ

て下方制御されることが報告されている[79]。さらに、SREBP-1 のプロモーター領域には LXR

応答配列が含まれており、LXR は脂質合成の制御の主軸を担っている。必須脂肪酸欠乏食を

与えた FADS2 欠損マウスの肝臓における LXR 標的遺伝子の発現変化には一致した傾向は認

められず、本研究では HUFA 欠乏時に LXR が活性化しているか否かについては明らかにで

きなかった。今後、LXR の活性評価を行うことで、HUFA 欠乏時の脂質蓄積に LXR 経路が関

与しているかについて調べる必要がある。 
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 Fig. 2-6-1 血漿コレステロール濃度の変化 

データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った

（n=5~6, *, p < 0.05）。 

 

Fig. 2-6-2 血漿リポタンパク質画分ごとのコレステロール量の変化 
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Fig. 2-6-3 コレステロールの輸送に関与する遺伝子の発現変化 

肝臓における遺伝子発現を測定した。データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-

Kramer 法による多重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 

 

Fig. 2-6-4 コレステロールの排泄に関与する遺伝子の発現変化 

肝臓における遺伝子発現を測定した。データは平均値±標準誤差で表す。統計処理は Tukey-

Kramer 法による多重比較検定を行った（n=5~6, *, p < 0.05）。 
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Fig. 2-6-5 胆汁コレステロール濃度および血中総胆汁酸濃度の変化 

(A) 胆汁コレステロール濃度 (B)血漿の総胆汁酸濃度を測定した 。データは平均値±標準誤

差で表す。統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=5~6）。 
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第三章 必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスの特徴的な脂質組

成の変化 

 

第一節 緒言 

 

膜リン脂質のアシル鎖として結合する脂肪酸は不飽和度が高いほど融点が低く、分子

の自由運動が活発な状態になることから、リン脂質膜に局在する PUFA は膜機能を活発にし

て生体の恒常性を維持するために必須である。これまで、FADS2 欠損マウスにおいて通常の

マウスでは合成されない PUFA が検出され、その PUFA がリン脂質に存在することが報告さ

れている[88]。このように不飽和度の高い HUFA が欠乏すると、欠乏を代償する脂質代謝の

変化が生じて恒常性が維持される可能性がある。本章では、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2

欠損マウスにおける肝臓のリン脂質の脂肪酸鎖の詳細な解析を行い、PUFA 欠乏による各リ

ン脂質のアシル鎖の変化を検討するとともに、これまで FADS2 欠損マウスでの存在が報告さ

れている PUFA 以外に、必須脂肪酸欠乏食を与えることで新たな脂肪酸がリン脂質に局在し

ているかも明らかにする。 

 

第二節 実験方法 

 

第一項 実験動物及び実験食 

第二章と同様に行った。 

 

第二項 TLC によるリン脂質の分画 

第二章と同様に、TLC プレート（TLC Silicagel 60）を用いて展開溶媒クロロホルム：

酢酸メチル：1-プロパノール：メタノール：0.25% KCl ＝ 25：25：25：10：9 にて肝臓の脂
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質抽出物からのリン脂質の分画を行なった。各リン脂質の標品は、L-3-Phosphatidylserine from 

Porcine Brain、L-3-Phosphatidylethanolamine from Egg Yolk、Caridolipin Sodium Salt from Bovine 

Heart 、 Sphingomyelin from Bovine Heart （ Olbracht Serdary Research Laboratories ）、 L-α-

Phosphatidylinositol Sodium Salt from Soybean（ナカライテスク）を使用した。 

 

第三項 GC-MS による脂肪酸の分析 

TLC にてリン脂質を分画した後、脂質抽出およびメチルエステル誘導体化を行い、

GCMS-QP2010 Ultra 質量分析計にて、第二章と同様の条件で脂肪酸組成を測定した。未同定

ピーク成分の同定を行うため、スキャンモードでトータルイオンクロマトグラムのマススペ

クトル解析を行った。その後、ライブラリ検索および標準品を用いて、測定したマススペク

トルとの比較を行い、脂肪酸の同定を行った。 

 

第四項 定量 PCR 

 第二章と同様に行った。定量 PCR に用いたプライマーの配列を Table 3-1-1 に示す。 

 

Table 3-1-1 定量 RT-PCR に用いたプライマーの配列 

Target Forward primer sequence Reverse primer sequence 

Pemt GGAATGTGGTAGCGAGATGG CGGAGGATGTTCAAAAGCAG 

Lpcat3 ATCGTGGAAAAGCAGGTCAG GAGGCAGAAGGCAGTCATAGAG 

Lpeat2 CTATGCCTCAACCCCACCTC CAAAAAGACCCCACCAAACA 

Lpeat1 CCTTCCTCCTGTCTGCTCTG TGTAGTTGTTCCTCACCGCTCT 

Acsl4 GATACTTGCACCCCACCCAC TAGCAGCACCCAACCTTGTG 
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第三節 結果および考察 

 

第一項 FADS2 欠損マウスにおいて特異的に増加する非メチレン介在型不飽和脂肪酸

の同定 

 

哺乳動物が必須脂肪酸欠乏に陥ると、オレイン酸の不飽和化と鎖長伸長によってミー

ド酸が産生される(6)。FADS2 はミード酸の産生酵素であることから、FADS2 欠損マウスでは

必須脂肪酸欠乏食を与えてもミード酸は産生されない。一方、リノール酸（18:2n-6）を含む

食餌を与えた FADS2 欠損マウスでは、アラキドン酸（20:4n-6）の合成が行われない代わりに、

通常は存在しない all-cis-5,11,14-trienoic acid（20:35,11,14; シアドン酸）が合成される代替経路が

動くことが報告されている[88]。シアドン酸は、リノール酸が ELOVL による炭素鎖の伸長と

FADS1 によるD5位の不飽和化を受けて合成されると考えられている（Fig. 3-1-1）。アラキド

ン酸と比較すると、シアドン酸は FADS2 により導入されるはずのD8 位の不飽和結合を欠い

ており、二重結合を 3 つ持つ n-6 系の非メチレン介在型不飽和脂肪酸である。本項では、必

須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおいてシアドン酸のように代償的に増加する

非メチレン介在型の不飽和脂肪酸が存在するかを調べた。 

シアドン酸などの非メチレン介在型不飽和脂肪酸は、アラキドン酸などの PUFA の代

替としてリン脂質に導入されることが報告されている[89]。そこで、PUFA が比較的多く分布

するリン脂質である PE 画分の脂質抽出物をメチルエステル化処理し、スキャンモードにて

解析し、定性分析を行なった。その結果、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは、

保持時間 17.7 分に野生型の 2群では見られなかったピークが検出された（Fig. 3-1-2C, #1）。

このピークのライブラリ検索を行った結果、シアドン酸のメチルエステル誘導体である

Methyl 5,11,14-eicosatrienoate が最も類似性の高い化合物としてヒットした（Fig. 3-1-3A, B）。

さらに、シアドン酸標品のメチルエステル化産物も同様に保持時間 17.7 分に検出されたこと

から、この溶出ピークはシアドン酸であることが確認された（Fig. 3-1-3C）。以上のことから、



 
 

58 

必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでもシアドン酸が合成され、リン脂質に局在し

ていることが確認できた。シアドン酸はカヤの実の脂質中に豊富に含まれ、肝臓の中性脂肪

を低下させる作用が報告されていることから[90]、HUFA 欠乏時に代償的に合成されて、

FADS2 欠損マウスにおける脂肪肝を軽減させる生理作用をもたらす可能性がある。FADS1 と

FADS2 の二重欠損マウスを用いてシアドン酸の合成を抑制することで、PUFA 欠乏時に生体

内で合成されたシアドン酸の生理機能を明らかにできる可能性がある。 

さらに、保持時間 16.4 分付近にも、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスで

特異的に増加する化合物のピークの溶出が見られた（Fig. 3-1-2C, #2）。そこで、このピークの

ライブラリ検索を行ったところ、6,11-eicosadienoic acid methyl ester との類似性が高いことが

わかった（Fig. 3-1-4A, B）。しかし、6,11-eicosadienoic acid は FADS2 欠損マウスで合成される

脂肪酸である可能性は低い。そこで我々は、オレイン酸からミード酸が合成される際に、

FADS2 によるD6位不飽和化の段階をスキップして産生される n-9系の非メチレン介在型不飽

和脂肪酸である all-cis-5,11-eicosadienoic acid（20:25,11）である可能性が高いと考えた（Fig. 3-

1-1B）。我々が用いた質量分析装置のライブラリには 5,11-eicosadienoic acid methyl ester が存在

せず、6,11-ecosadienoic acid と 5,11-eicosadienoic acid の分子量は同じであることから、この未

知のピークが 5,11-eicosadienoic acid であることを明確にするため、今後 5,11-eicosadienoic acid

の標品を用いて、物質の同定を行う予定である。哺乳動物において、20:25,11 が内在的に合成

されることは今までに報告されていない。本研究では、FADS2 の活性が失われた状態で必須

脂肪酸欠乏に陥ると、代替経路を経て二重結合を 2 つ有する n-9 系の非メチレン介在型不飽

和脂肪酸が合成されることを初めて明らかにした。本研究では 20:25,11の機能性の解析には至

らなかったが、20:25,11 もシアドン酸と同様に、欠乏した PUFA の代替作用を担っていること

が期待される。 
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Fig. 3-1-1 非メチレン介在型不飽和脂肪酸の産生経路 

(A) リノール酸からアラキドン酸およびシアドン酸（20:35,11,14）の産生経路 
(B) オレイン酸からミード酸および 20:25,11の産生経路 
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Fig. 3-1-2 必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウス肝臓のホスファチジルエタノールア

ミン（PE）画分における脂肪酸測定のクロマトグラム 
(A) 野生型マウス・通常食 (B) 野生型マウス・必須脂肪酸欠乏食 

(C) FADS2 欠損マウス・必須脂肪酸欠乏食 
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Fig. 3-1-3 保持時間 17.7 分に溶出したピーク 

(A) 保持時間 17.7 分に溶出したピークのマススペクトル 
(B) ライブラリに登録されている Methyl-5,11,14-eicosatrienoate のマススペクトル 

(C) Methyl-5,11,14-eicosatrienoate標品のマススペクトル 
 
 

  
Fig. 3-1-4 保持時間 16.4 分に溶出したピーク 

(A) 保持時間 16.4 分に溶出したピークのマススペクトル 
(B) ライブラリに登録されている 6,11-eicosadienoic acid methyl ester のマススペクトル 

 
 

 

201223

(A)

(B)

(C)

(A)

(B)

201223

(A)

(B)

(C)

(A)

(B)



 
 

62 

第二項 高度不飽和脂肪酸欠乏マウスの肝臓におけるリン脂質組成の変化 

 

リン脂質はケネディ経路による de novo 合成と、ランズ回路によるアシル鎖リモデリ

ングの 2 種類の経路を経て生合成され、多様な分子種が産生される[26, 27]（Fig. 1-2）。ケネ

ディ経路では、解糖系から得られたグリセロール 3 リン酸を起点として、GPAT（Glycerol-3-

phosphate acyltransferase）によって脂肪酸がエステル結合してリゾホスファチジン酸が合成さ

れ、LPAAT（Lyso phophatidic acid acyl transferase）によってさらに脂肪酸がエステル結合して

ホスファチジン酸（PA）が作られる。その後、ジアシルグリセロールを経て PC や PE、PS が、

CDP-ジアシルグリセロールを経て PI や PG、PS といった他のリン脂質が合成される。ケネデ

ィ経路においてリン脂質に脂肪酸を導入するステップは、GPAT反応と LPAAT反応である。

この段階では飽和脂肪酸や一価不飽和脂肪酸がリン脂質に組み込まれることが多いが、例外

的に、LPAAT3 や LPAAT4 は DHA-CoA を基質とする[91-93]。リン脂質のアシル鎖における

DHA の導入は LPAAT ステップに主に依存している。実際に、LPAAT3 の欠損マウスでは網膜

の形態異常や視細胞の機能障害[94]、精子の形態異常を伴う雄性不妊症[95]が見られることか

ら、DHA が結合したリン脂質が種々の臓器において必要であることが明らかになってきてい

る。ランズ回路では、リン脂質の脂肪酸がホスホリパーゼ A2（PLA2）によって遊離してリゾ

リン脂質が産生された後、リゾリン脂質アシル転移酵素によってアシル化されて再度リン脂

質となる。ここで、基質特異性や臓器特異性の異なる酵素が作用することで「代謝バイアス」

が生じ、各リン脂質分子種や臓器、細胞小器官に特徴的なアシル鎖の組成が形成される[96]。

ケネディ経路で生合成される PA の多くは飽和脂肪酸あるいは一価不飽和脂肪酸をアシル鎖

に有することから、アラキドン酸などの PUFA が結合したリン脂質の産生にはランズ回路が

重要となる。アラキドン酸-CoA に高い基質特異性を有してリン脂質を合成する代表的なリゾ

リン脂質アシル転移酵素には LPCAT3 や LPIAT1 があり、LPCAT3 は 20:4-PC、LPIAT1 は 20:4-

PI の産生を担う[29-31]。LPCAT3 や LPIAT1 の欠損マウスは、PUFA 含有リン脂質の減少によ

り新生致死となることから、リン脂質に導入された PUFA は生体機能の維持に必須であると
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考えられる。本項では、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおけるリン脂質脂肪

酸鎖の変化を明らかにする。 

必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスの肝臓において主要なリン脂質分子種

（PC, PE, PI, PS）の組成に変化は見られなかった（Fig. 3-2-1）。最も主要なリン脂質である PC

の脂肪酸組成について、WT マウスの 2群を比較すると、必須脂肪酸欠乏食群では 16:1n-7 や

18:1n-9 などの一価不飽和脂肪酸が増加し、18:2n-6 や 20:4n-6 などの PUFA が減少していた

（Fig. 3-2-2A）。必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは、18:1n-9 がさらに増加し、

FADS2 の産物である 20:3n-6、20:4n-6、22:5n-3、22:6n-3 は他 2群と比較して減少していた。

FADS2 欠損マウスでは C20 以上の PUFA の変化の程度に違いがあり、PC においてアラキド

ン酸（20:4n-6）は検出されず、DHA（22:6n-3）は比較的維持されていた。また、FADS2 によ

る不飽和化の前駆体脂肪酸であるリノール酸（18:2n-6）は、WT-DEF群と比較して、KO-DEF

群において WT-CONT群と同程度まで増加していた。一方、FADS2 欠損マウスの肝臓の全脂

質の脂肪酸組成をみると、リノール酸は通常食を与えた野生型マウスの半分程度まで減少し

ていた（Fig. 2-1-2）。これは、FADS2 欠損マウスにおいて PC におけるアラキドン酸や DHA

の減少を補うために、リノール酸のような PUFA が積極的に導入された可能性が考えられる。

PC における脂肪酸組成について、不飽和度別に WT-CONT 群を 1 として比較すると、WT-

DEF群では二重結合を 1 つ有する脂肪酸が増加し、二重結合を 2 つ有する脂肪酸が減少した

が、二重結合 3 以上の脂肪酸には違いはみられなかった（Fig. 3-2-2B）。一方、KO-DEF群で

は二重結合 3 以上や炭素数 20 以上の脂肪酸が他 2 群と比較して著しく低下した（Fig. 3-2-

2C）。 

PE は他のリン脂質と比較すると PUFA 含量が高く、KO-DEF群の PE におけるアラキ

ドン酸は PC に比べると高く維持されていた（Fig. 3-2-3A）。また、予想外に FADS2 欠損マウ

スの PE では、EPA（20:5n-3）および DPA（22:5n-3）などの n-3系 HUFA が増加していた。肝

臓の全脂質の脂肪酸組成と比較すると（第二章 Fig. 2-1-3）、KO-DEF 群において肝臓の全脂

質の EPA や DPA の割合はそれぞれ 0.16%、0.08%とわずかであることから、体内に残存して
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いるわずかな EPA や DPA が PE に濃縮された可能性が考えられる。また、PE も同様に不飽

和度及び炭素数別の比較を行うと、KO-DEF 群の肝臓の PE では不飽和度 3 以上や炭素数 20

以上の脂肪酸がほとんど減少していないことが分かった（Fig. 3-2-3B, C）。 

PI においては、野生型マウスに必須脂肪酸欠乏食を与えた際にもアラキドン酸の低

下傾向が見られ、ミード酸が 7%程度と大きく増加していたことから、ミード酸がアラキドン

酸の代償作用を担っている可能性がある（Fig. 3-2-4A）。KO-DEF 群の PI では PC と同様に、

不飽和度 3 以上や炭素数 20 以上の脂肪酸が他 2 群と比較して大きく減少した（Fig. 3-2-4B, 

C）。PS の脂肪酸は、通常食を与えた野生型マウスでも 18:0 や 16:0 といった飽和脂肪酸の割

合が高く、これは先行研究[97]と一致した結果であった（Fig. 3-2-5 A）。また、PS では DEF 食

を与えた 2群における飽和脂肪酸や一価不飽和脂肪酸の増加はみられなかった。PS でもミー

ド酸が WT-DEF群において増加していたが、その増加は他のリン脂質に比べて小さかった。

そして、KO-DEF群においてアラキドン酸の減少は顕著であったが、DHA の減少は見られず、

PE と同様 PS でも DHA は保持されていることがわかった。不飽和度及び炭素数別の比較を

行うと、PS は他のリン脂質に比べて変化が小さいことから、必須脂肪酸欠乏及び FADS2 の

機能不全の影響を受けにくいことが示唆された（Fig. 3-2-5 B, C）。 

シアドン酸に関しては KO-DEF 群の全てのリン脂質画分で検出され、FADS2 欠損マ

ウスにおいて合成されたシアドン酸がリン脂質の脂肪酸鎖に用いられていることが示された。

特に、シアドン酸は PE及び PI に多く局在していた（Fig. 3-2-6）。DHA の変化に着目すると、

FADS2 欠損マウスにおいて PC画分の DHA が減少したが、その他のリン脂質では DHA の減

少は確認できなかった。アラキドン酸および DHA の合成には共に FADS2 が必要であること

から FADS2 欠損マウスではこれらの脂肪酸が低下することが予想されるが、PE や PI、PS に

おいては n-3系 PUFA の DHA よりも n-6系 PUFA のアラキドン酸が顕著に減少する結果とな

った。また、リン脂質に DHA を導入するのは主に LPAAT によって PA を合成する段階であ

るが、PA は各種リン脂質に共通した前駆体であることから、LPAAT ステップではリン脂質分

子種間で DHA の変化に差異が生じる現象の説明ができない。したがって、PA から各種リン
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脂質の合成やホスホリパーゼによる DHA の切り出し、アシル転移酵素による導入といった

段階で、特定の DHA 含有リン脂質に対する基質特異性が制御されている可能性があるが、こ

の機序についてはさらに検討する必要がある。 

これらのリン脂質における³C20PUFA の総量を比較すると、KO-DEF 群において PC

や PI の³C20PUFA の総量が 5%以下まで低下しているのに対し、KO-DEF群の PE では 20:5n-

3, 22:5n-3, 20:35,11,14 が代償的に増加し、³C20PUFA の総量は 20%以上と高く維持されていた

（Fig. 3-2-6）。また、PS でも³C20PUFA の減少の程度は小さかった。必須脂肪酸欠乏食を与え

た FADS2 欠損マウスにおいて、³C20PUFA は著しく減少しているにも関わらず、PE では野

生型マウスの通常食群と同等レベルに維持されており、生体内で PUFA 含有 PE を保持する

代償機構が働いている可能性が示唆された。そこで、肝臓における PE のアシル鎖の決定に関

与する遺伝子の発現を測定した（Fig. 3-2-7A）。遊離型 PUFA に CoA を付加する Acsl4 や、PE

にメチル基を付与して PC を合成する Pemt の発現は変化していなかった（Fig. 3-2-7B）。PE の

脂肪酸鎖のリモデリングに関与する脂肪酸転移酵素のうち、Lpcat3 の遺伝子発現が KO-DEF

群において他 2群と比較して有意に上昇した（Fig. 3-2-7B）。Lpcat3 は主にアラキドン酸など

の PUFA-CoA に高い基質特異性を有することから、発現増加によりリン脂質への PUFA の導

入に寄与した可能性がある。しかし、Lpcat3 は PE だけでなく PC への PUFA の導入も担って

いることから、PE において特異的に PUFA が保持されるという現象にはその他の要因も関与

していると考えられる。 

これまでの結果より、PUFA が著しく欠乏した FADS2 欠損マウスでは、代替経路を

介して通常は存在しない炭素数 20 以上の PUFA が内在的に合成されること、リン脂質の中で

も特に PE では PUFA が多く保持されることがわかった。PUFA 含有 PE の合成や保持に関与

する酵素を同定することで、リン脂質の PUFA における生体に必須の機能が明らかとなるこ

とが期待される。また、通常時には存在しない非メチレン介在型の PUFA も特定のリン脂質

に多く局在していたことから、今後その生体における機能を明らかにする必要がある。 
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Fig. 3-2-1 TLC によるリン脂質の分画 
肝臓の脂質抽出物を TLC にて展開し、発光試薬プリムリンを噴霧した後、紫外光下にて可

視化した。 
PE: Phosphatidylethanolamine, CL: Cardiolipin, PI: Phosphatidylinositol, PS: Phosphatidylserine, PC: 

Phosphatidylcholine, SM: Sphingomyelin, LPC: Lyso-phosphatidylcholine 
 

WT-CONT WT-DEF KO-DEF

ーPC

ーPS
ーPI
ーCL
ーPE

ーNeutral lipid

ーSM
ーLPC
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Fig. 3-2-2 肝臓の PC における脂肪酸組成の変化 

(A) 脂肪酸組成を GC-MS にて測定した。(B) PC の不飽和度の変化 (C) PC の炭素数の変化 

データは平均値±標準誤差で表す。 

統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=4~5; *, p < 0.05） 
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Fig. 3-2-3 肝臓の PE における脂肪酸組成の変化 

(A) 脂肪酸組成を GC-MS にて測定した。(B) PE の不飽和度の変化 (C) PE の炭素数の変化 

データは平均値±標準誤差で表す。 

統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=4~5; *, p < 0.05） 
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Fig. 3-2-4 肝臓の PI における脂肪酸組成の変化 

(A) 脂肪酸組成を GC-MS にて測定した。(B) PI の不飽和度の変化 (C) PI の炭素数の変化 

データは平均値±標準誤差で表す。 

統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=4~5; *, p < 0.05） 
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Fig. 3-2-5 肝臓の PS における脂肪酸組成の変化 

(A) 脂肪酸組成を GC-MS にて測定した。(B) PS の不飽和度の変化 (C) PS の炭素数の変化 

データは平均値±標準誤差で表す。 

統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=4~5; *, p < 0.05） 
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Fig. 3-2-6 各種リン脂質における³C20PUFA の割合 

データは平均値±標準誤差で表す。 

統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=4~5; *, p < 0.05） 
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Fig. 3-2-7 PE の脂肪酸鎖の決定に関与する遺伝子の発現変化 

(A) PE の脂肪酸鎖を決定する経路 (B) 肝臓における遺伝子発現の変化 

データは平均値±標準誤差で表す。 

統計処理は Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った（n=5~6; *, p < 0.05） 
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第四章 総括 

 

PUFA は生体の恒常性の維持に不可欠な必須の栄養素であり、欠乏すると成長遅延や

皮膚炎、脂肪肝といった障害をきたす。アラキドン酸や EPA、DHA などの n-6系や n-3系の

PUFA は、肝臓における脂質合成を抑制し、脂肪肝の治療に有効であると期待されている[65]。

しかし、PUFA 欠乏時の脂肪肝に関する研究は少なく、発症機序は不明瞭である。我々の以前

の研究では、飽和脂肪酸を脂質源とする必須脂肪酸欠乏食を与えたマウスの肝臓において、

C18PUFA の顕著な減少が確認された一方で、³C20PUFA の減少は穏やかであることがわかっ

た[69]。哺乳動物では n-6系や n-3系 PUFA のような食事由来の PUFA が欠乏すると、通常は

存在しない n-9 系の PUFA であるミード酸が合成される。このように、必須の栄養素の供給

や通常の酵素の活性が失われると、代償的な代謝の変化が生じ、機能が補填される可能性が

ある。脂肪酸不飽和化酵素 FADS2 は n-6 系や n-3 系の C18PUFA から³C20PUFA の産生酵素

であるだけでなく、ミード酸の産生酵素でもあることから、FADS2 欠損マウスに必須脂肪酸

欠乏食を与えると内在性および外在性の全ての PUFA の供給が絶たれると予想される。従っ

て、本研究では、FADS2 の遺伝子欠損マウスを用いて、C18PUFA だけでなく³C20PUFA も著

しく減少するマウスを作成し、³C20PUFA の欠乏が肝臓の脂質蓄積に及ぼす影響とその制御

機構について検討した。さらに、PUFA が著しく欠乏した FADS2 欠損マウスにおいて代替的

に産生される脂肪酸を探索することで、PUFA 欠乏時に代償的な脂肪酸代謝の変化が生じる

ことを示した。そして、PUFA が局在するリン脂質の脂肪酸鎖の網羅的な解析を行い、FADS2

欠損マウスにおけるリン脂質脂肪酸鎖の特徴を明らかにした。 

 

必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおける肝臓の脂質蓄積 

必須脂肪酸欠乏食を与えた野生型マウスの肝臓における C18PUFA の総量は、通常食

を与えた野生型マウスの 30%程度まで減少したが、³C20PUFA の総量は通常食を与えた野生
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型マウスの 70%程度の減少に留まっており、C18PUFA に比べると穏やかな減少であった。一

方、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスの C18PUFA の総量は必須脂肪酸欠乏食を

与えた野生型マウスと同程度まで減少していたが、³C20PUFA の総量は 20%以下まで減少し

ていた。従って、FADS2 欠損マウスに必須脂肪酸欠乏食を与えることで、HUFA が著しく欠

乏することが分かった。そして、FADS2 欠損マウスでは野生型マウスの 2群と比較して、肝

臓の中性脂肪だけでなく、コレステロールも 4 倍程度増加していた。必須脂肪酸欠乏食摂食

下における脂肪肝が FADS2 欠損マウスにおいて著しく増悪したことから、FADS2 を介して

産生される³C20PUFA が脂肪肝の抑制に重要な機能を有している可能性が考えられた。 

まず、C20 以上の PUFA が欠乏した際に肝臓に中性脂肪が蓄積する要因について、肝

臓における中性脂肪の合成と肝臓から血中への中性脂肪の分泌の観点から検討を行なった。

まず、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは、脂質合成のマスターレギュレータ

ー転写因子である SREBP-1 の活性化と、SREBP-1 の標的遺伝子の発現が上方制御されている

ことがわかった。これまでに、PUFA は SREBP-1 の核移行による活性化と遺伝子発現を抑制

することが報告されているが[80]、多くの知見は培養細胞への PUFA の添加や PUFA 添加食

を与えた実験動物の解析に基づくものである。哺乳動物は生体内で C18PUFA を³C20PUFA へ

と変換できることから、C18PUFA や³C20PUFA など個々の PUFA に関して、欠乏の影響を評

価することは困難であった。本研究の結果より、リノール酸やa-リノレン酸といった

C18PUFA とアラキドン酸や DHA といった³C20PUFA の両方が欠乏すると肝臓において

SREBP-1 の活性化が著しく誘導される可能性が示唆された。さらに、FADS2 欠損マウスでは

肝臓から血中の脂質の移行を担う VLDL粒子の分泌が減少しており、この分泌低下も肝臓の

中性脂肪の蓄積に寄与していることが示唆された。アラキドン酸のような³C20PUFA が結合

したリン脂質は膜構造や膜機能の維持に重要であり[3]、アラキドン酸含有 PC が減少した

Lpcat3 欠損マウスでは VLDL 粒子の分泌が阻害される[29, 31]。必須脂肪酸欠乏食を与えた

FADS2 欠損マウスにおいても PC の³C20PUFA が著しく減少していたことから、膜機能が通

常と異なることで VLDL の分泌が行われにくくなった可能性がある。また最近、DHA をリン
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脂質に導入する脂肪酸転移酵素 LPAAT3 をコードする遺伝子 Agpat3 を肝臓特異的に欠損させ

たマウスでは、DHA 含有リン脂質が減少するが、Lpcat3 欠損マウスのような VLDL 分泌障害

は見られないことから、VLDL 粒子の形成に重要な機能を果たす PUFA の種類は限られてい

ることが示唆された[98]。さらに、この Agpat3 欠損マウスでは肝臓において SREBP-1 を介し

た脂質合成が亢進したことから、DHA 含有リン脂質の過剰および欠乏に応答して SREBP-1

依存的な脂質合成が制御されるというモデルが提唱された。また、先述の Lpcat3 欠損マウス

では脂質合成に関与する遺伝子の発現増加は見られていない。これらの知見を考慮すると、

³C20PUFA が欠乏した FADS2 欠損マウスでは、肝臓における脂質合成の亢進と、アラキドン

酸含有リン脂質の減少に伴う VLDL 分泌低下の二方向の経路を介して、肝臓における中性脂

肪の蓄積が誘導されたという構図が浮かび上がる（Fig. 4-1）。より正確な制御機構の解明のた

めには、各リン脂質において特定の PUFA 分子種を特異的に操作した動物や培養細胞におけ

る表現型の解析が必要である。 

これまで、必須脂肪酸欠乏食を与えた通常のマウスにおいて肝臓のコレステロール

が蓄積したという報告はない。必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスを用いた本研究

において、初めて C18PUFA と³C20PUFA の欠乏により肝臓においてコレステロールも蓄積す

ることが明らかとなった。そして、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは、肝臓

においてコレステロール合成に関与する酵素の遺伝子発現と、Lanosterol や Desmosterol など

コレステロール合成の中間物質のステロールが増加しており、肝臓のコレステロール合成が

亢進している可能性が示唆された。しかしながら、FADS2 欠損マウスにおいてコレステロー

ル合成のマスターレギュレーター転写因子であるSREBP-2の活性化の変化は確認できなかっ

た。SREBP-1 と SREBP-2 の活性化は、S1P および S2P依存的なタンパク質切断が共通した機

構であるが、両者のタンパク質切断のメカニズムは異なっていることを示すエビデンスも示

されてきている。例えば、SREBP-2 における S1P/S2P による切断の標的配列に変異を挿入す

ると SREBP-2 の活性化が抑制されるが、SREBP-1 には同様の現象は見られないことが報告さ

れている[99]。従って、本研究の HUFA が欠乏した FADS2 欠損マウスでは、SREBP-1 に選択
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的な活性化が誘導された可能性がある。また、Hmgcr や Fbps といったコレステロール合成に

関与する酵素の遺伝子発現は SREBP-1依存的にも誘導されることが報告されており[44, 81]、

HUFA 欠乏時のコレステロール合成の亢進は、SREBP-1 依存的な機構もしくはその他の

SREBP-2非依存的なコレステロール合成酵素の活性化によるものである可能性がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 4-1 ³C20PUFA 欠乏時における肝臓脂質蓄積のメカニズム 

 

結論として、炭素数 20 以上の PUFA が欠乏すると、肝臓における中性脂肪とコレス

テロールの蓄積が亢進することが明らかとなった（Fig. 4-1）。必須脂肪酸欠乏状態でも肝臓で

は FADS2 を介した³C20PUFA の合成が常に行われており、³C20PUFA は肝臓の中性脂質蓄

積の制御に重要であることが示唆された。FADS遺伝子座における一塩基多型（SNP）のマイ

ナーアレルを有するヒトは、血漿 HUFA レベルが低く[100, 101]、FADS 活性の減少は NAFLD

の発症、進展と関連している[102]。従って、HUFA 合成が正常に行われない可能性のあるヒ

トにおいては、肝臓への中性脂質の蓄積および NAFLD の進行を予防するために、十分な量

の HUFA を食事から供給する必要があると考えられる。本研究の成果が NAFLD 患者に対す

る食事療法や、NAFLD 予防のための栄養管理計画の策定における基盤となることを期待す

る。 
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必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおけるリン脂質の脂質組成の変化 

C18 及び³C20 の PUFA が著しく欠乏した FADS2 欠損マウスにおけるリン脂質の脂

肪酸組成について調べたところ、非メチレン介在型不飽和脂肪酸であるシアドン酸（20:35,11,14）

が特異的に増加する脂肪酸として同定された。シアドン酸は、³C20 以上の PUFA をほとんど

含まない大豆油食を 4 ヶ月間与えた FADS2 欠損マウスの組織中に存在することが以前に報

告されているが[88]、本研究の結果より飽和脂肪酸食を 4週間与えた FADS2 欠損マウスにお

いてもシアドン酸が合成されることが分かった。FADS1 は通常、D8位に二重結合を持たない

20:2n-6（D11,14）を不飽和化しないが、PUFA 欠乏状態になると FADS1 によるD5位の不飽和

化が行われてシアドン酸が産生されたと考えられる。 

PUFA はリン脂質膜に流動性を与え多様な生体膜機能をもたらすことから、PUFA が

著しく欠乏した FADS2 欠損マウスでは、リン脂質において代償的な脂質代謝が行われている

可能性がある。そこで、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスにおける主要なリン脂

質分子種の脂肪酸鎖の変化を比較した。測定したリン脂質のうち、PC 及び PI では必須脂肪

酸欠乏食を与えた WT マウスと比較して KO マウスにおいて不飽和度 3 以上の PUFA と炭素

20 以上の脂肪酸が減少し、不飽和度 1 あるいは 2 の脂肪酸が増加した。このことから、不飽

和度 3 以上の HUFA が欠乏した条件下において、PC及び PI では膜機能を維持するためにオ

レイン酸やリノール酸といった不飽和脂肪酸が代替的に導入された可能性がある。また、

FADS2 欠損マウスで特異的に増加したシアドン酸も PI に存在していたことから、これらの非

メチレン介在型不飽和脂肪酸もリン脂質膜の物性の維持に貢献した可能性がある。一方、PE

における変化を比較すると、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでも WT マウスの

2群に比べてアラキドン酸は減少した。しかし、EPA（20:5n-3）や DPA（22:5n-3）、シアドン

酸が増加していたことから、PE における HUFA の総量は通常食を与えた WT マウスと同程度

に維持されていた。また、PE の DHA は FADS2 欠損マウスでも減少しなかった。以上の結果

より、必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスの肝臓において、全脂質の脂肪酸組成と

リン脂質の脂肪酸組成は大きく異なることがわかった。そして、PC や PI では HUFA量は減
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少したが、PE では HUFA が強く保持されており、HUFA の変化はリン脂質種により異なるこ

とが示された。このことから、肝臓における HUFA 含有 PE は生理的に必須の役割を担って

いる可能性が提起される。しかしながら、現在のところ HUFA 含有 PE の機能的重要性は明

らかにされていない。リン脂質リモデリング回路におけるリゾリン脂質の再アシル化を触媒

するアシル転移酵素は膜タンパク質であることから同定には精製技術が必要であり、各種リ

ン脂質に特異的な活性を有するアシル転移酵素が同定されたのは 2004 年〜2010 年と比較的

最近のことである。その後、各酵素の欠損動物を用いた機能解析が進められ、PUFA 含有リン

脂質が重要な生理学的機能を有することが示されてきている。しかし、PE中の PUFA が特異

的に減少する動物や細胞モデルはこれまでに報告されておらず、PUFA 含有 PE が欠乏した際

の生態への影響は不明である。LPCAT3 はアラキドン酸などの PUFA-CoA に高い基質特異性

を有するアシル転移酵素であり[103]、リゾ PC だけでなくリゾ PE に対してもアシル転移活性

を有することから、LPCAT3 欠損マウスでは PC と PE の両方においてアラキドン酸が減少す

る[31]。必須脂肪酸欠乏食を与えた FADS2 欠損マウスでは Lpcat3 の遺伝子発現が WT マウス

と比較して上昇したことから、LPCAT3 による HUFA のリン脂質への転移が増加した可能性

が考えられる。しかし、本研究のリン脂質解析の結果を見ると、HUFA 欠乏状態にある FADS2

欠損マウスにおいて PE の HUFA が維持された一方で PC の HUFA は減少しており、LPCAT3

の単純な発現や活性の増加では PE において特異的に HUFA が保持された現象を説明するこ

とができない。今回、FADS2 欠損マウスにおいて HUFA 含有 PE が維持された要因は明らか

でないが、LPCAT3 の基質選択性や、リン脂質アシル鎖の切断を触媒するホスホリパーゼの活

性が変化した可能性がある。今後、PE の脂肪酸鎖における HUFA の保持に関与する酵素の同

定により、PE における HUFA の生理的機能が解明されることが期待される。 

本研究では、FADS2 の遺伝的欠損によって HUFA が著しく欠乏したマウスの肝臓に

おける脂質代謝の変化を調べた。HUFA 産生が阻害された FADS2 欠損マウスにおいて、必須

脂肪酸欠乏時の脂肪肝が著しく増悪したことから、FADS2 を介して産生される HUFA が肝臓

の正常な脂質代謝の維持に重要である可能性が示唆された。また、FADS2 欠損マウスでは特
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定のリン脂質において代償性の脂肪酸組成の変化が観察されたことから、哺乳動物において

リン脂質の HUFA が著しく減少すると、その欠乏を補填する代替的な脂質代謝の変化が生じ

る可能性が示唆された。本研究の成果が今後、必須脂肪酸の代謝物である HUFA や HUFA が

導入されたリン脂質といった個々の脂質分子種の機能の理解に貢献することを期待する。 
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