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蛍光プローブを用いた脂肪酸代謝解析

多喜 正泰

1. はじめに

脂質は，動物細胞において，水，タンパク質に次いで3
番目に多く存在する成分であり，脂肪酸のグリセロールエ
ステルからなる単純脂質，リン脂質や糖脂質など親水性と
疎水性を持ち合わせた複合脂質，脂肪酸やコレステロール
などの誘導脂質に大別される．脂質分子の多くは脂肪酸を
主要成分として含んでおり，脂肪酸の鎖長，二重結合の位
置と数，幾何学的配置が脂質特性を決定づける大きな要因
の一つとなっている．多様な脂肪酸構造に加えて，リン脂
質の親水性頭部の種類も掛け合わせると，脂質分子は数万
種類以上にも及ぶといわれている．これら形状やサイズ，
機能の異なる脂質分子がタンパク質とともに複雑に自己組
織化することで，各オルガネラはそれぞれ独自の構造と
機能を持つようになる．たとえば，ミトコンドリア内膜に
は，特殊な脂質としてホスファチジルグリセロールの二量
体であるカルジオリピンが多く含まれている．カルジオリ
ピンは膜構造に大きな曲率を与え，ミトコンドリア内膜の
ひだ状構造であるクリステの構築に不可欠である．また，
カルジオリピンを多く含むドメインは，呼吸鎖複合体の形
成やタンパク質の結合など，ミトコンドリア機能に必須で
ある．
リピドミクスは，細胞内の脂質成分を質量分析によって

網羅的に解析する研究手法であり，国内外で盛んに行われ
ている．これにより，脂質の多様性や脂質代謝の理解が進
んだことに加え，最近では創薬開発への応用も展開される
ようになった．また，脂質膜や脂肪滴の脂質形態観察につ
いては，古くから電子顕微鏡による撮影が行われてきた
が，最近では，超解像蛍光顕微鏡技術の発達によって，ク
リステなどの超微細構造のライブセルイメージングも可能
となり，脂質形態の細胞内時空間情報をリアルタイムに追

跡できるようになってきた 1, 2）．しかし，細胞内で脂質の
合成や配置，輸送がどのように制御されているのか，その
機構に関してはいまだ多くの点が不明である．本稿では，
脂肪酸の細胞内代謝について解説するとともに，蛍光脂肪
酸プローブを用いた脂肪酸代謝の解析技術について，筆者
らの研究成果を含めて紹介したい．

2. 脂肪酸代謝と脂肪滴形成

脂肪酸は，短鎖脂肪酸（炭素鎖数5以下），中鎖脂肪酸
（炭素鎖数6～12），長鎖脂肪酸（炭素鎖数13～21），極長
鎖脂肪酸（炭素鎖数22以上）に分類される．このうち長
鎖脂肪酸は，エネルギー源として，あるいは脂質膜の主成
分として利用される．細胞内の脂肪酸は，トランスポー
ターを介して細胞外から取り込まれるか，アセチルCoA
を原料として生合成される（図1）．正常な細胞では前者
が主たる取り込み経路であるが，がん細胞では脂肪酸合
成酵素が多く発現しており，がんの増殖に必要なエネル
ギーを獲得している．通常，脂肪酸は細胞膜を透過しな
いため，細胞外からの取り込みは脂肪酸輸送タンパク質
（FATP）が担っている．細胞にとって毒性が強い遊離脂肪
酸は，細胞質内のアシルCoA合成酵素によって対応する
アシルCoAに速やかに変換される．アシルCoAはアシル
カルニチンに変換された後，ミトコンドリアマトリックス
に輸送され，β酸化を受けてアセチルCoAを生成し，クエ
ン酸回路でのATP合成に利用される．
一連の脂肪酸代謝で消費されなかった余剰の脂肪酸は，
小胞体膜上でジアシルグリセロール（DAG）に変換され，
さらにジアシルグリセロールアシル基転移酵素（DGAT）
によって中性脂肪であるトリアシルグリセロール（TAG）
が合成される．小胞体の二重膜内に蓄積されたTAGは，
小胞体膜から遊離して脂肪滴となる．したがって，脂肪滴
の表面は，小胞体由来のリン脂質一重層で覆われた構造と
なっている．脂肪滴が発見された当初は，脂肪滴は余剰脂
質の貯蔵庫として機能する静的なオルガネラと考えられ
てきたが，1991年にGreenbergらによって脂肪滴表面に存
在するタンパク質Perilipinが発見され，これが脂肪滴の増
大や分解において中心的な役割を果たしていることが明ら
かにされた 3）．それ以来，脂肪滴はエネルギー代謝やリン
脂質合成を制御する動的なオルガネラとして認識され，脂
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質エステルの加水分解によるエネルギー供給，脂質のホ
メオスタシス，オートファジーなどさまざまな細胞機能に
関与していることがわかってきた．また，脂肪滴の機能
異常は，肥満，循環器疾患，糖尿病，脂肪肝など多くの疾
患と密接に関連していることなども明らかにされ 4），これ
をターゲットとした治療法開発なども行われている．しか
し，脂肪滴がどのように形成されて成長していくのか，そ
の機構の詳細はいまだ不明な点が多く残されている．

3. 脂肪滴分解による遊離脂肪酸の生成

細胞が栄養不足に陥ると，脂肪滴中のTAG分解に伴っ
て遊離脂肪酸が放出され，ミトコンドリアでのβ酸化を受
けてエネルギーの恒常性が維持される．脂肪滴の分解は，
大きく分けて二つの機構が提唱されている．一つは，ホル
モン感受性リパーゼ（HSL）や脂肪トリグリセリドリパー
ゼ（ATGL）などの加水分解酵素によるTAGの分解（リポ
リシス）である．TAGは，まずATGLによってDAGと脂
肪酸に分解され，さらにHSLによってモノアシルグリセ
ロール（MAG）まで分解される．これらの加水分解反応
は，PerilipinやCGI-58といった脂肪滴表面に存在するタン
パク質によって制御されている 5）．もう一つは，2009年に
Shinghらによって報告された，オートファジーによる脂肪
滴の選択的分解（リポファジー）である 6）．隔離膜で囲ま
れた脂肪滴は，リソソームとの融合で形成されたオートリ
ソソーム内で加水分解酵素によって分解されることで，遊

離脂肪酸の生成に至る．最近の研究によって，リポファ
ジーに関連するタンパク質が次々と明らかになり，リポ
ファジーの誘導機構が解明されつつある 7）．しかし，リポ
リシスとリポファジーがどのように選択され，どのように
制御されているのかは明らかにされていない．

4. 脂肪酸蛍光プローブ

細胞内脂肪酸の複雑な代謝過程を解明するためのツー
ルとして，現在さまざまな脂肪酸誘導体が使用されてい
る．安定同位体で標識された脂肪酸は，脂肪酸代謝解析に
おいて最もよく使われている．脂肪酸本来の代謝経路解析
や代謝産物の定量解析を可能にするが，侵襲的手法である
ため，生細胞中での脂肪酸代謝のようすをライブで観察す
ることはできない．これに対し，脂肪酸の炭素鎖に有機蛍
光色素が導入された蛍光性脂肪酸は，蛍光イメージングに
よって細胞内の脂肪酸動態の時空間変化を低侵襲に解析で
きるプローブ分子である（図2）8）．プローブが脂肪酸とし
て代謝されるためには，分子サイズが小さく，中性の蛍
光色素を用いることが重要である．また，蛍光イメージ
ングにおける光毒性を考慮すると可視光領域で励起できる
ものが望ましい．この観点から，BODIPYは蛍光色素とし
て数少ない選択肢の一つであり，BODIPYを含んださまざ
まな脂肪酸プローブが開発・応用されてきた．たとえば，
Lippincott-Schwartzらは，ラウリン酸のω末端にBODIPY
色素を連結させたプローブ（BODIPY 558/568 C12）を用い

図1 脂肪酸代謝機構
FATP：脂肪酸輸送タンパク質，FAS：脂肪酸合成酵素，ACS：アシルCoA合成酵素，DGAT：ジアシルグリセロー
ルアシル基転移酵素，TAG：トリアシルグリセロール，ATGL：脂肪トリグリセリドリパーゼ，DAG：ジアシルグ
リセロール，HSL：ホルモン感受性リパーゼ，MAG：モノアシルグリセロール，CPT1：カルニチンパルミトイル
転移酵素，Fatty acyl-CoA：脂肪酸アシルCoA.
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て，飢餓条件下で脂肪滴から脂肪酸がミトコンドリアへど
のように輸送されるのかについて検証した 9）．その結果，
オートファジーによる脂肪滴への脂肪酸供給，リパーゼに
よるTAGの加水分解，ミトコンドリアの融合など，複数
の要因が複雑に絡み合って効率的なATP生産が実現され
ていることが明らかとなった．他にもBODIPY FL C16や
BODIPY-Palmitateなども市販されており，ラットとヒト由
来のβ細胞では飽和脂肪酸による脂肪毒性が異なり，ラッ
ト由来細胞では脂肪酸が速やかにゴルジ体に集積するこ
とでゴルジ体の機能に影響を及ぼすことや 10），脂肪酸取
り込みにおけるレジスチン作用機序などが明らかにされて
いる 11）．また，脂肪酸プローブの蛍光色素としては，クマ
リン骨格も有力である．内之宮，王子田らは，クマリンを
組み込んだ脂肪酸プローブを開発し，蛍光イメージングに
よりβ酸化の活性を可視化することに成功した 12）．この場
合，プローブ自体は蛍光を示さないが，代謝されてミトコ
ンドリアに取り込まれ，β酸化に関連する酵素によって分
解されると，クマリンが遊離して強い蛍光が観察される．
この系により，薬剤投与とβ酸化活性の相関性について検
証することが可能になった．
蛍光性脂肪酸プローブを用いたイメージングにより，脂

肪酸代謝に関する新たな知見が得られつつある．代謝過程
をより詳細に解析するためには，優れたプローブ開発が不
可欠である．筆者の考える脂肪酸プローブに適用可能な理
想の蛍光色素は，①β酸化を含む脂肪酸の代謝経路を阻害
しない，②代謝に応答して蛍光特性が変化する，③長時間
観察が可能な耐光性と化学的安定性を有する，という特性
を持つものである．これらすべてを満たす脂肪酸プローブ
が開発されれば，脂肪酸代謝解析における強力なツールと
なるであろう．

5. 環境応答性を示す脂肪酸蛍光プローブを用いた代謝
解析

最後に，筆者らが最近報告した脂肪酸プローブAP-C12
について紹介したい 13）．AP-C12は，長鎖脂肪酸のω末端
にアザピレン（AP）という蛍光色素を結合させたもので
ある（図2右下）．AP色素は分子サイズが小さく，中性で
あることから脂肪酸プローブの蛍光色素として適している
と考えた．AP色素のユニークな点は，環境応答性，すな
わち媒体の極性によって蛍光特性が変化することである 14）．
これにより，脂肪滴のような低極性環境に取り込まれた脂
肪酸と，ミトコンドリアマトリックスのような高極性環境
に存在する脂肪酸を，蛍光特性の違いとして区別すること
が可能になる．実際，3T3-L1から分化誘導した脂肪細胞
をAP-C12を含む培地中で培養すると，AP-C12は脂肪酸と
して振る舞うことがわかり，その代謝産物が脂肪滴，オル
ガネラ膜，細胞質など，さまざまな組織へ分布しているよ
うすを蛍光マルチカラーイメージングで観察することがで
きた．TAG，DAG，リン脂質，アシルCoAなどさまざま
な脂質分子に変換されたAP-C12が，周囲の極性環境に応
答して異なる蛍光特性を示したことを意味している．ま
た，興味深いことに，ミトコンドリアからもAP色素の強
いシグナルが得られた．質量分析によって，AP-C12よりも
炭素鎖が短くなった成分が検出されたことから，ミトコン
ドリアマトリックスに輸送されたプローブが，β酸化の基
質として機能していることが明らかとなった．脂肪酸代謝
産物の細胞内分布をマルチカラーで可視化できる本プロー
ブは，代謝解析において強力なツールといえる．
そこで筆者らは，AP-C12を用いて，栄養飢餓状態にあ

るヒト肝がん由来細胞株HepG2における脂肪酸代謝機構
について検証した．未処理の細胞では，AP-C12の代謝産

図2 蛍光性脂肪酸プローブ



75

生化学 第 95巻第 1号（2023）

物が脂肪滴，小胞体膜，ミトコンドリアマトリックスを中
心に分布していることが確認された（図3A）．一方，オー
トリソソーム形成阻害剤であるBafilomycin A1（Baf-A1）
で細胞を処理すると，脂肪滴由来の蛍光シグナルの著しい
減少とともに，細胞内小胞の増加が認められた．出現した
小胞は，オートファゴソームの形成を表している．逆に，
ATGL阻害剤であるDEUPで阻害すると，脂肪滴と小胞体
の蛍光強度が有意に増強した．さらに，オートファジー誘
導剤であるラパマイシンで細胞を処理すると，脂肪滴サイ
ズの増大が認められ，TAG合成が促進されていることが
明らかとなった．
得られた結果は，以下の機構によって説明できる（図

3B）．脂肪滴分解は，リポファジーが阻害されても進行
し，ATGLの活性阻害によって効率よく抑制されたことか
ら，ATGLを介したリポリシスがリポファジーよりも優先
的に起こっていると考えられる．リポリシスによって脂肪
滴サイズが小さくなった後，リポファジーが進行し，脂肪
酸供給がなされているのであろう 15）．一方，ラパマイシン
によってオートファジーを誘導した場合，脂肪滴が大きく

なったのは，オルガネラ膜成分に由来した脂肪酸がTAG
として供給されたためである 9）．また，オートファゴソー
ム膜にAP色素由来のシグナルが含まれていたことから，
リポリシスによって生成した遊離脂肪酸の一部が再代謝さ
れ，隔離膜の形成に必要なリン脂質合成に利用されている
ことが示唆された．

6. おわりに

脂質代謝は，細胞機能維持において根幹をなす生命現象
である．脂質代謝の異常は，メタボリックシンドロームや
がんなど，さまざまな疾患の原因となる 16）．したがって，
脂質代謝の制御機構の解明は，現在の生命科学分野におい
て重要な課題となっている．また，脂質代謝は創薬開発の
観点からも注目されており，新規な疾患治療法の開発を目
指した研究が展開されている 17）．複雑な脂質代謝機構を
解明するためには，リピドミクス，顕微鏡観察，分子生物
学的手法，ケミカルバイオロジー的手法など，多方面から
のアプローチが必要不可欠である．本稿では，蛍光性脂肪

図3 脂肪滴分解による脂肪酸供給
（A） AP-C12を用いた脂肪酸代謝イメージングの模式図とHepG2細胞の画像．文献13から転載．（B）AP-C12によっ
て得られた脂肪滴分解機構．



76

生化学 第 95巻第 1号（2023）

酸プローブを用いたイメージング研究について紹介した
が，脂質動態観察に向けた蛍光プローブ開発に関する報告
は勢いを増し，日進月歩で発展している．蛍光イメージン
グも含めた多様な技術が融合することで脂質代謝の理解が
深まり，ひいては人類の健康維持につながっていくことを
期待したい．
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