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研究成果の概要（和文）：イヌ腫瘍から樹立した細胞株はサイトケラチン、ビメンチン、デスミ

ン陽性であり、骨格筋特異分子であるmyoD1およびmyogenin、UCP3のｍRNA発現が確認された。

この細胞株は横紋筋肉腫と結論され、CMS（Canine Myogenic Sarcoma）と命名された。この細

胞をオレイン酸存在下で培養すると、UCP3 の発現が増加した。UCP3 は余剰エネルギーを熱に変

えるので、肥満犬の食事療法では脂肪源としてオレイン酸を用いることが有効と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Cell line developed from a canine tumor was proved to be myosarcoma 
and named "Canine Myogenic Sarcoma (CMS)" because cytokeratin, vimentin and desmin were 
positive, and MyoD1, myogenin and UCP3 mRNAs were expressed.  When we cultured these cells 
with oleic acid, UCP3 expression was increased.  UCP3 disseminates excess energy to heat, 
then it was suggested that oleic acid is effective for diet therapy of canine obesity. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（1）都市部で飼われている犬の 3 分の 1 が
肥満であり、高脂血症や膵炎など多くの代謝
性疾患が見られる。しかし伴侶動物の肥満研
究で分子レベルまで踏み込んだものは非常
に少ない。 
 
（2）脱共役蛋白質（Uncoupling protein, 
UCP）は過剰なエネルギーを熱に変える作用
を持ち、3 つのアイソフォームが知られてい

る。申請者はこれまでにイヌ UCP の cDNA ク
ローニングを完了しており、分子構造や臓器
発現分布がヒトのものと非常に似ているこ
とも明らかにしてきた。 
 
（3）骨格筋の UCP3 を過剰発現させたラット
では体脂肪が減少し、肥満が解消されるとい
う報告がある。また、UCP3 には脂肪酸結合部
位があり、特に EPA や DHA などの多価不飽和
脂肪酸によって発現・活性調節を受けること
がマウス等の実験で示唆されている。 
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２．研究の目的 
 
（1）イヌ横紋筋肉腫細胞を用いて UCP3 をは
じめとする代謝関連遺伝子の発現を確認し、
さらにそれぞれの遺伝子についてリアルタ
イム PCR を用いた mRNA 発現量の定量系を確
立する。様々な脂肪酸を培養液中に加えたと
きの各遺伝子の発現変動を比較して、特に多
価不飽和脂肪酸が及ぼす効果について評価
する 
 
（2）イヌ白血球からゲノムを抽出し、UCP3
の翻訳領域および転写調節領域のゲノム配
列について詳細に解析する。肥満傾向のある
個体および犬種から抽出したゲノムについ
ても同様に解析し、関与が疑われる SNP を探
索する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）横紋筋肉腫と診断された犬から採取、
培養された cell line について、UCP3 をはじ
め代謝に関わる遺伝子が発現していること
を RT-PCR 法によって確認する。これらにつ
いて、リアルタイム PCR 法による定量解析法
を確立する。 
 
（2）イヌ横紋筋肉腫細胞の培養液に飽和脂
肪酸としてステアリン酸、パルミチン酸、多
価不飽和脂肪酸としてエイコサペンタエン
酸（EPA）、ドコサヘキサエン酸（DHA）、オレ
イン酸（OA）等様々な種類の脂肪酸を添加す
る。UCP3 をはじめとする代謝関連遺伝子の発
現量の変動を、リアルタイム PCR 法で測定す
る。 
 
（3）さまざまな犬種の白血球からゲノム DNA
を抽出し、代謝研究用 DNA データバンクを構
築する。UCP3 の翻訳領域の塩基配列を解読し、
犬種間、または肥満しやすい個体とそうでな
い個体の間でSNP による違いが見られないか
探索する。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）イヌ由来非上皮系悪性腫瘍から細胞株
を樹立し、分子レベルでの性質を解析した。
この細胞は病理組織学的に横紋筋肉腫が疑
われており、インスリンの主な標的臓器が骨
格筋であることからイヌの糖代謝を in vitro
で研究するツールとしての可能性が期待さ
れた。培養開始から 2ヶ月間は線維芽細胞の
増殖が優位であったが、その後は紡錘形から
円形の付着性細胞が優位となり、50 回の継代
後も安定した増殖を示した（図 1）。この細胞

株を CMS（Canine Myogenic Sarcoma）細胞と
命名し、以下の解析を実施した。まず対数増
殖期にある細胞を用いてアビジン-ビオチン
法による免疫組織染色を行った。サイトケラ
チン、ビメンチン、デスミンの発現を確かめ
たところ、それぞれ陰性、強陽性、弱陽性と
いう結果が得られた。さらに遺伝子レベルで
の解析を行った。細胞から RNA を抽出し、
RT-PCR 法によって骨格筋特異分子である
myoD1 および myogenin、本研究の主なターゲ
ット分子であるUCP3のｍRNA発現を解析した
ところ、この細胞では myoD1 と UCP3 が発現
していることが確認された（図 2）。一方、
myogenin の発現は確認されなかったが、これ
は横紋筋への分化段階の初期に発現するｍ
yoD1 とその後期に発現する myogenin の発現
時期の違いによるものと推定された。これら
の結果から、CMS 細胞は横紋筋分化の初期段
階の特徴を備えた横紋筋肉腫細胞株である
と結論された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 1 CMS 細胞 
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   図 2 CMS 細胞の遺伝子発現 
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（2）イヌ UCP3 の full length cDNA の解析
を行なったところ、950bp、700bp、500bp の
３つバンドが検出されたが、サブクローニン
グの結果、950bp のバンド以外は非特異的な
産物であった。イヌ UCP3 においては少なく
ともエクソンスキッピングによる truncated 
type の isofrom は検出されなかったが、これ
までの報告とは異なる非同義置換の存在が
示唆された。 
 
（3）イヌ横紋筋肉腫組織より株化・継代さ
れた CMS 細胞株を無処置で培養、または 1 mM
の all-trans レチノイン酸 (RA)を加えて低
栄養条件 (0.5% FBS) 下で分化誘導を行った。
オレイン酸 (OA)、ドコサヘキサエン酸 
(DHA)、エイコサペンタエン酸 (EPA)、カル
バサイクリンを濃度を変えて添加して3時間
または 6 時間培養し、それぞれの脂肪酸が
UCP3 の発現量に及ぼす影響を検討した。細胞
から RNA を抽出して cDNA を作製し、定量 PCR
法で UCP3 の発現量を調べた。RA、脂肪酸を
共に添加していないときの発現量を1として
各条件と比較したところ、DHA、EPA 刺激では
分化条件下でも変化しないかまたはわずか
な変動だけが見られた。一方、オレイン酸を
添加したところ、UCP3 の発現には大きな増加
が見られ、この効果は分化条件下よりも未分
化なものの方が高かった（図 3）。従って、他
の動物種で、DHA や EPA の有効性が高いと報
告されているのとは異なり、犬では OA が骨
格筋の UCP3 を効率よく増加させる可能性が
示された。今回得られた結果は、これまであ
まり注目されることのなかったn-9系列の脂
肪酸がイヌの骨格筋に強い作用を持つ可能
性を示唆するものである。UCP3 は余剰エネル
ギーを熱に変えることによって抗肥満効果
を発揮することが齧歯類で実証されている
ので、イヌの肥満治療における食事療法の脂
肪源としてオレイン酸を用いることが有効
であると考えられた。また、今回得られた知
見は、ヒトにおいて脂肪酸が代謝に及ぼす効
果を調べる上でもn-9脂肪酸をこれまで以上
に重視すべきであることを示唆するもので
あり、臨床栄養学的見地から重要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
   図 3 CMS 細胞をオレイン酸（OA）で 
   3 時間または 6 時間刺激したときの 
   UCP3 発現に及ぼす効果 
   （RA-:未分化、RA+：分化） 
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