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研究成果の概要（和文）：本研究では不飽和脂肪酸に関わるdelta-9不飽和化酵素（ステアロイルCoA 9-デサチュラー
ゼ、SCD）の遺伝子発現量の調節作用と飽和脂肪酸濃度を増大する遺伝子発現の可視化のためのマウスを作成した。結
果として、１）ウシ脂肪細胞においてbGH（100と1000ng/ml）を添加したところ、SCD遺伝子の発現量が減少した。２）
相同組換え法を用いて、内在性delta-9不飽和化酵素のExon1部分に蛍光蛋白質を挿入させたマウス胚由来万能細胞を樹
立した。ES細胞由来の細胞を持つキメラマウスを同定し、delta-9-不飽和化酵素のゲノム部位にGFP遺伝子をヘテロに
持つマウスを作製した。

研究成果の概要（英文）：This study was to 1) investigate the gene expression of SCD in bovine adipocytes, 
and 2) generate delta-9-desaturease-GFP- knock in mice to visualize the activation of an enzyme generating
 a flavor and taste of the intramuscular fat.
1) Bovine GH (100 and 1000 ng/ml) decreased SCD mRNA expression in bovine differentiated adipocytes. 2) Us
ing the homologous recombination method, embryo stem cell derived from the mouse embryo with GFP protein i
n an Exon1 of the internal delta-9 desaturase was established. The chimera mouse with delta-9-desaturease-
GFP was identified and hetero delta-9-desaturease-GFP mouse generated.
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１．研究開始当初の背景 
我が国で確立された黒毛和牛肉は、筋肉内

脂肪交雑が高く、霜降り肉と呼ばれる。国際
的にも柔らかく味が良いと評価が高い。和牛
肉の旨味と食感は筋肉内不飽和脂肪酸に依
存するとされており、牛肉生産現場において
重要な指標となっている。一方、牛のような
大型の家畜を用いた遺伝子改変は高額な経
費と時間を必要とするため、効率的な研究開
発にはモデル動物の作製が必須である。した
がって本研究の目的は、和牛肉の旨味を決定
する不飽和脂肪酸を合成する酵素の発現を
可視化できるモデル動物を作成し、将来、和
牛肉の旨味成分を増加する技術の開発に貢
献することである。 
大動物である牛において、delta-9-不飽和

化酵素の mRNA レベルの解析研究から、本遺
伝子の発現は成長に伴って大きく変化する
という結果を得ている。一般的に、牛におい
ては個体差が大きく経時的なサンプル採取
が困難である。しかし、従来の手法、すなわ
ち遺伝子診断と旧来の交配・選抜による育種
技術によっては、集団内の遺伝子頻度を上げ
るために長期間を必要とする。したがって、
不飽和脂肪酸の割合を上昇させる新規な方
法の開発が望まれていた。本研究では、
delta-9-不飽和化遺伝子のGFPノックインマ
ウスを樹立しパイロット動物として利用す
ることにより、細胞内の不飽和化脂肪酸の生
成を高める酵素発現をリアルタイムで可視
化し、不飽和度を高めるための技術開発を開
発することである。 

 
２．研究の目的 

筋肉内脂肪細胞における不飽和脂肪酸
生成は、delta-9 不飽和化酵素（ステアロイ
ル CoA 9-デサチュラーゼ、SCD）の遺伝子発
現量によって制御されており、本遺伝子の発
現を促進することで筋肉内脂肪の不飽和度
を高めることができる。本研究では、（１）
ウシ脂肪細胞を用いてSCDの遺伝子発現調節
機構について調査し、（２）delta-9-GFP-ノ
ックインマウスを樹立し、イメージング技術
と組み合わせることにより、筋肉内脂肪の風
味や旨味を生成する酵素の活性状態を可視
化することである。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ウシ脂肪細胞における SCD 遺伝子発現の
調節 
 黒毛和種牛の皮下脂肪組織から定法に従
い脈間間質細胞(SV 細胞)を分離し、SV 細胞
より前駆脂肪細胞をクローニングした。クロ
ーニングした前駆脂肪細胞をコンフルエン
トになるまで培養し、脂肪細胞分化培地(酢
酸ナトリウム 10⁻²M、オクタン酸 5×10-3M、
Lipid Mixture 100 倍希釈、デキサメタゾン
10-7M、トログリタゾン 10-5M、インスリン 10-7M、
トリヨードサイロニン 2×10-11M 添加) によ

り分化誘導を行った。 
黒毛和牛の脂肪細胞を培養し、GH やインスリ
ン濃度と SCD mRNA 発現を、リアルタイム PCR
法にて定量化する。その結果から SCD 遺伝子
発現を調節するホルモンを解明した。 
 
(2) ＧＨ遺伝子型がｍＲＮＡ発現量に及ぼ
す影響 
山形県内で肥育された黒毛和種牛（ｎ＝１

６８）の僧帽筋サンプルを用いて、GH 遺伝子
多型による SCD と FASN の遺伝子発現の違い
について調査した。 
 

(3)ノックインベクターの作製、キメラマウ
スの作製および生殖細胞キメラ動物作成 
マウス ES 細胞の delta-9 不飽和化酵素の

ゲノム DNA断片を BAC(Bacterial Artificial 
Chromosome)ライブラリーからサブクローニ
ングを行い、得られたゲム DNA 断片を元にノ
ックインベクターを作製する。現在、ノック
インプラスミドの構造の確認と相同組み換
え ES 細胞クローンの判定のためのサザンブ
ロット用のプローブを作成した。 
スクリーニングによって同定された相同

組換え ES 細胞を野生型 3.5 日胚にマイクロ
インジェクションし、キメラ動物を作製した。 
生殖細胞系列に ES 細胞が存在するキメラ

動物を F1 後代を検査することにより同定す
る。同定された生殖細胞キメラ動物を野生型
動物と交配させ、実験に必要な数の動物を確
保するとともに、安定的に保存出来るよう配
偶子凍結を行った。 
 

４．研究成果 
 
(1) 牛脂肪細胞におけるSCD遺伝子発現の調
節 
SCD 遺伝子発現は、GH 多型間で有意な差は

認められなかったが、SCD 酵素活性は GH 遺伝
子型の AA 型で他の遺伝子型よりも低い値を
示す傾向が認められた。また、SCD1 遺伝子発
現は、SCD 遺伝子型の AA 型＞AV 型=VV 型を示
す傾向が見られた。SCD 酵素活性は SCD1 遺伝
子型の AA 型が他の遺伝子型よりも有意に高
い値を示した。しかし、SCD1 遺伝子発現量と
SCD 酵素活性との間に有意な相関は認められ
なかった。 
分化脂肪細胞に bGH を 100ng/ml と

1000ng/ml 添加したところ control 区と比べ
bGH 100ng/ml、1000ng/ml 添加区で FASN、 
SCD-1、SREBP-1 mRNA の発現量が減少した。 
以上のことより、SCD の遺伝子発現量は産

肉性や脂質代謝に影響を与えるメカニズム
の一部を生理学的に解明することができた。 
 
 
 
 
 
 



図１．ウシ培養脂肪細胞における bGH 添加に

よる SCD,FASN、SREBP-1 の遺伝子発現量 

 
(2)ＧＨ遺伝子型がｍＲＮＡ発現量に及ぼす
影響 
ＳＣＤ ｍＲＮＡ発現量はＧＨ遺伝子ＡＡ

型で最も低く、ＡＢ，ＢＢ，ＢＣ型で中間の
値を示し、ＡＣおよびＣＣ型で最も高い傾向
がみられた（P=0.09）（図 2）。そこでＧＨ遺
伝子ホモ接合体であるＡＡ，ＢＢおよびＣＣ
型の３群のみを比較したところ、ＡＡ型はＣ
Ｃ型に対して有意にＳＣＤｍＲＮＡ発現量
が低いという結果になった(P=0.01) （図 2）。 
 ＥＬＯＶＬ-６ ｍＲＮＡ発現量はＧＨ遺
伝子ＡＡ型で最も低く、ＡＢ，ＡＣ，ＢＢ型
で中間の値を示し、ＢＣおよびＣＣ型で最も
高かった（P=0.03）（図 2）。 
 

図２．黒毛和種牛横隔膜におけるＳＣＤおよ
びＥＬＯＶＬ-６ ｍＲＮＡ発現量に対する
ＧＨ遺伝子型の影響.各ＧＨ遺伝子型につい
て、ＡＡ型のＳＣＤｍＲＮＡ発現量を１とし
たときの発現量を示す。異符号間には有意差
が認められた(a,bP<0.05, x,yP<0.10)。 

 
(3)ノックインベクターの作製、キメラマウ
スの作製および生殖細胞キメラ動物作成 
筋肉内脂肪細胞における不飽和脂肪酸生

成は、delta-9 不飽和化酵素の遺伝子発現量
によって制御されており、本遺伝子の発現を
促進することで筋肉内脂肪の不飽和度を高
めることができる。マウス ES 細胞の delta-9
不 飽 和 化 酵 素 の ゲ ノ ム DNA 断 片 を
BAC(Bacterial Artificial Chromosome)ライ
ブラリーよりサブクローニングを行い、得ら
れたゲノムDNA断片を元にノックインベクタ
ーを作製した。相同組換え法を用いて、内在
性 delta-9 不飽和化酵素の Exon1 部分にオワ
ンクラゲ由来の蛍光蛋白質(GFP)を挿入させ
たマウス胚由来万能細胞(ES 細胞)を樹立し
た。 
 マウス胚由来万能細胞(ES)の内在性
delta-9-不飽和化酵素の Exon 1 の部分に、
クラゲ由来蛍光蛋白質、すなわち GFP を相同
組み換え法により導入する。スクリーニング
により相同組み換え ES 細胞を同定し、野生
型 3.5 日胚へ ES 細胞をインジェクションし
て、ES 細胞由来の細胞を持つキメラマウスを
同定し生殖細胞系列を通過させることによ
り、delta-9-不飽和化酵素のゲノム部位に
GFP 遺伝子をヘテロに持つマウスを作製した。
しかし、生殖細胞系列に ES 細胞が存在する
キメラ動物は出来なかった。再度、相同組換
ES細胞を野生型3.5日胚にインジェクション
し、生殖細胞キメラ動物を作成中である。 
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