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研究成果の概要（和文）： 
共役リノール酸に発ガン抑制や抗肥満などの効果が報告されている。本課題では、共役リノ

ール酸の合成酵素遺伝子(PAISOM)をウシ体細胞へ導入し、共役リノール酸含量の多い家畜の生
産を目指した。PAISOM 遺伝子をウシ細胞に導入した遺伝子導入細胞を得、導入遺伝子の発現
も確認できた。また、遺伝子導入細胞によるクローンウシ胚の作製にも成功した。PAISOM 遺
伝子の機能的発現を調べた結果、ガスクロマトグラフィーによる脂肪酸組成解析の結果では目
的の trans-10,cis-12 型共役リノール酸を検出できなかったものの、共役リノール酸の代謝産物で
ある共役アラキドン酸と思われるピークを確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
     Conjugated linoleic acid has been reported to be effective for cancers and obesity. In this study, a 
gene for an isomerase for conjugated linoleic acid (PAISOM) was introduced into bovine cells. We 
obtained cells stably transfected with PAISOM gene. We also successfully produced cloned embryos 
from the PAISOM-cells. However, Gas chromatography of fatty acids in the PAISOM-cells did not 
indicate the conjugated linoleic acid, but we detected a peak unknown but likely to be conjugated 
arachidonic acid that were elongated from conjugated linoleic acid. 
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１．研究開始当初の背景 
陸生哺乳動物や植物の過食すなわち飽和脂
肪酸の過剰摂取と多価不飽和脂肪酸の摂取
不足による肥満などの生活習慣病が大きな

問題となっている。近年、共役脂肪酸には微
量の摂取でも抗肥満作用などがあることが
示されている。この共役脂肪酸の内共役リノ
ール酸の一つである 10t,12c-C18:2 に強い抗肥



満および抗ガン作用があることが示された。 
 
２．研究の目的 
共役脂肪酸を哺乳動物の脂肪組織で生合成
させるために共役脂肪酸合成酵素遺伝子を
哺乳動物に導入して動物の脂肪内の共役脂
肪酸含量を増加させれば、肥満の予防ができ
ると考えた。本研究では、共役脂肪酸合成酵
素遺伝子としてリノール酸（9c,12c-C18:2）を
共役リノール酸（10t,12c-C18:2）に異性化する
酵素の遺伝子をウシの体細胞に導入し、その
遺伝子導入細胞からクローン技術で共役リ
ノール酸含量の多い遺伝子組換え動物が生
産できないかを検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ウシ筋衛星細胞への共役リノール酸合
成酵素遺伝子(PAISOM)の導入 

Propionibacterium acnes (P. acnes) 由来共役
リノール酸合成酵素遺伝子 (PAISOM) は、玉
川大学今村順教授よりご提供頂いた。まず、
哺乳動物細胞で PAISOM を発現させる発現ベ
クターのプロモーターには、構成的に過剰発
現させる CAG プロモーター（Niwa et al., 
1991）を用いた。CAG プロモーターに目的遺
伝子である PAISOM を連結し、その下流に
IRES（Internal ribosomal entry site, Molla et al., 
1992）配列さらにその下流に EGFP を連結し
た。IRES 配列はキャップ構造非依存的に翻訳
することができるため、2 種類の遺伝子配列
の間に配置することで融合タンパク質では
なく 2 種類の遺伝子産物を翻訳することがで
きる。さらに本ベクターには、ネオマイシン
耐性遺伝子を組み込んだ。まずネオマイシン
耐性遺伝子により遺伝子導入細胞を G418 で
選択し、そのうち EGFP 蛍光が観察された細
胞株のみを単離した。これにより、遺伝子導
入細胞のうち発現している細胞のみを単離
できた。遺伝子を導入する細胞には、脂肪細
胞での PAISOM の機能的発現を検討したいの
で、脂肪細胞にも分化できるウシ筋衛星細胞
を用いた。この細胞に PAISOM 遺伝子を導入
した。 
（２）PAISOM 遺伝子導入ウシ体細胞による
クローン胚の生産 
 PAISOM 遺伝子を導入したウシ筋衛星細胞
の内、導入遺伝子の発現量の強い細胞を選択
しドナー細胞としてクローン胚を作製した。
胚盤胞へ発生したクローン胚は、EGFP 蛍光
および RT-PCR 法により PAISOM 遺伝子の発
現を調べた。 
  
（３）ウシ脂肪細胞における導入遺伝子の発
現の検討 
 遺伝子導入細胞での PAISOM の発現は、
EGFP 蛍光の定量と RT-PCR 法により確認し
た。また、脂肪細胞への分化後に脂質を抽出

しガスクロマトグラフィーにより全脂質の
脂肪酸組成を調べることで共役リノール酸
の定量と定性を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）ウシ筋衛星細胞への共役リノール酸合
成酵素遺伝子(PAISOM)の導入 
 研究当初、共役脂肪酸合成酵素遺伝子の単
離を試みたが成功しなかったため、PAISOM
遺伝子は玉川大学今村順教授よりご提供頂
いた。この PAISOM 遺伝子の哺乳動物細胞発
現ベクターpCAG/PAISOM/IRES/EGFP/SV40(neor)
を構築し、ウシ筋衛星細胞に導入した。その
結果、導入後継代を繰り返しても安定的に
EGFP が発現している細胞を獲得した(図１)。 
図 1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

導入直後に強い EGFP 蛍光を示す細胞株を 4
回継代し、EGFP 蛍光を調べた。その結果、5
つの細胞株が得られ、そのうち細胞株 1、2
および 5 は、4 回継代後も EGFP 蛍光細胞の
割合が高く遺伝子が安定的に導入されてい
た(表 1)。 

表 1. 遺伝子導入株における EGFP 蛍光を示す細胞の割合 

細胞株 継代数 
EGFP 蛍光の割合(％) 

1 継代目 4 継代目 

1 4 100 96.3 
2 4 100 92.4 
3 2 78.7 継代後、細胞が肥大化 
4 2 94.8 増殖能の異常 

5 4 98.5 94.9 

 
しかし、細胞株 2 はさらに数継代した後、増
殖能がなくなり、EGFP 蛍光細胞の割合も低
下した。細胞株 1 と 5 の細胞を、RT-PCR 法
により遺伝子発現を調べた結果、これら遺伝
子導入細胞で、PAISOM の mRNA 発現を確認
した（図 2）。 
これら遺伝子導入細胞株 1 および 5 を分化誘

図２． 



導し、脂質蓄積量をOil Red O染色で調べた。
その結果、図 3A および B に示すように、遺
伝子導入細胞においても脂質が蓄積してい
たが、脂質蓄積量には差がみられた(P<0.01)。 

また、遺伝子導入クローン胚の EGFP 蛍光を
観察したところ、図 4 に示すように全ての胚
で EGFP 蛍光を確認した。 

 
図 3. pCAG/PAISOM/IRES/EGFP(neor)を導入したウシ筋

衛星細胞の分化誘導による脂質蓄積 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）PAISOM 遺伝子導入ウシ体細胞による
クローン胚の生産 
遺伝子導入細胞株 1 を用いてクローン胚を作
製し、その発生を観察した。その結果、表 2
に示すようにクローン胚の胚盤胞への発生
率は、22％と対照区の非遺伝子導入細胞
（23％）と同等だった(P>0.05)。 

表 2. PAISOM 遺伝子導入細胞クローン胚の初期発生 

ドナー 再構築胚数 卵割胚数(％) 胚盤胞数(％)
Control 146 106(72) 33(23) 
細胞株1 144 86(60) 32(22) 

さらに、RT-PCR 法で PAISOM 遺伝子の発現
を調べたところ、全ての遺伝子導入細胞株に
よるクローン胚で PAISOM の発現が認められ
た。 
 
（３）ウシ脂肪細胞における導入遺伝子の発
現の検討 

PAISOM 導入ウシ筋衛星細胞を脂肪細胞へ
分化させ、全脂質を抽出した。この脂質をガ
スクロマトグラフィーで脂肪酸組成を調べ
PAISOM 遺伝子の機能的発現を検討した。対
照区である培養した P. acnes 菌体では共役リ
ノール酸が検出できたが、遺伝子導入細胞で

は検出できなかった(図 5)。 
 
しかし、PAISOM 遺伝子の基質であるリノー
ル酸は、細胞株 5 で 9.7％と対照区の非遺伝
子導入細胞（12.5％）に比べ減少していた。
また、アラキドン酸が細胞株 5 で 12.0％と非
遺伝子導入細胞（8.7％）より増加していた。 P＜0.05(n=3)      
次に、培養培地への共役脂肪酸の漏出がある
と考え培養培地の全脂質を抽出しガスクロ
マトグラフィーで脂肪酸組成を調べた。その
結果、図 6 に示すように、共役リノール酸は
検出できなかったが、PAISOM の基質である
リノール酸は、遺伝子導入細胞株 5 で 3.2％
と対照区の非遺伝子導入細胞（4.6％）より減
少していた。さらに、興味深いことに遺伝子
導入筋衛星細胞株 5 で対照区の非遺伝子導入
筋衛星細胞株および遺伝子導入筋衛星細胞
株 1 とは異なるピーク(peak84)がアラキドン
酸の近位に認められた。 

Control: 非遺伝子導入細胞クローン胚 (n=3) 
細胞株1: 遺伝子導入細胞クローン胚 (n=3) 
 

以上より、PAISOM 遺伝子の導入により上
述の脂肪酸組成の変化が認められた。しかし、
目的の共役リノール酸は検出できず、さらに
代謝産物と思われる共役アラキドン酸につ
いてもガスクロマトグラフィーによる脂肪
酸組成解析ではその標準品がないことから、
同定できなかった。TLC によりシス型とトラ
ンス型を同定する(Privett, 1965)には、現時点
の培養細胞レベルでは脂質量から考えて困

図4  遺伝子導入細胞株核移植胚の透過光像 
と EGFP 蛍光像 

 



難である。 ガスクロマトグラフィーによる脂肪酸組
成解析により、PAISOM 遺伝子の機能的発現
について調べた。その結果、細胞培養液の脂
肪酸組成解析の遺伝子導入筋衛星細胞株 5 で
対照区の非遺伝子導入筋衛星細胞株および
遺伝子導入筋衛星細胞株 1 とは異なるピーク
が確認できた。しかし、このピークは目的の
trans-10,cis-12 型共役リノール酸ではなく、そ
の代謝産物と考えられる共役アラキドン酸
かは不明である。今後はこのピークの詳細な
解析が必要と考えられる。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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考えた。そこで本実験では、PAISOM の機能
的発現の確認および、PAISOM 遺伝子導入細
胞を用いたクローン胚の作出を行った。 
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