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研究成果の概要（和文）：本研究では、暑熱下の肉用鶏の生産性低下の機序を明らかにし、生産性改善のための
飼料資材を提案する。暑熱感作した鶏では、骨格筋で発生する活性酸素により骨格筋タンパク質分解は亢進し、
脾臓ではT細胞数の低下が観察され、代謝と免疫システムの恒常性のためエネルギー要求が高まった。なお、暑
熱感作後期で回腸ではStreptococcus属が減少、Natronincola属が増加傾向を示した。カシューナッツ殻油CNSL
給与による生産性改善を検討したところ、暑熱CNSL給与で改善傾向にあった。暑熱感作による腸管の免疫関連遺
伝子発現の上昇がCNSL給与で緩和されており、CNSLの生産性改善効果の一部が説明された。

研究成果の概要（英文）：The objectives of this research are to clarify the mechanism underlying 
decreasing body weight and feed efficiency in broiler chickens exposed to heat stress, and to 
develop feed ingredients to improve the reduced performance. Heat exposure to chickens was found to 
induce increased proteolysis of skeletal muscles via more mitochondrial ROS generation and decreased
 CD3-positive cell in the spleen so that metabolic and immune systems remarkably enhance energy 
requirement to maintain homeostasis. Streptococcus appears to be the less dominant genus in the 
ileum of heat-stressed chickens. Feeding diets supplemented with cashew nut shell liquid (CNSL) 
causes broiler chicken to alleviate reductions of body weight and feed intake when exposed to heat, 
partially via control of intestinal immune-related gene expression.

研究分野： 動物栄養生化学

キーワード： ストレス制御　タンパク質分解制御　免疫能制御　腸内細菌叢制御
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年の畜産は、家畜の健康や福祉を重視した
低ストレス環境下での生産形態を構築する
との目標があるものの、現行の施設管理方式
では抗ストレスや抗病性を担保することが
できない現実に直面している。そうしたなか
で、ストレス緩和をスローガンに掲げた理想
的家畜飼養、すなわち酸化ストレスや免疫過
剰応答を低減させた上で、代謝系を正常に維
持するには、現行の抗酸化や免疫関連飼料資
材よりも効果のある新規プロバイティクス
などの幅広い検索や組み合わせの工夫が必
須で、効果を著しく高める方法の確立が急務
である。 
 
２．研究の目的 
家禽生産現場において「暑熱ストレス」は代
表的最重要課題で、生産性が著しく低下する。
本研究は、これを改善するため暑熱ストレス
に対する生体（酸化ストレス・タンパク質分
解・免疫）と腸内細菌叢の時系列応答解析よ
り生産低下機序を包括的に解明した上で、実
践的飼料資材を合理的に設計し、理想的な飼
養体系を整備することを目的とする。 
そのため、１）まず高温環境時のニワトリ

の酸化ストレス、タンパク質分解、免疫の各
生体内応答ならびに腸内細菌叢における生
体外応答を、時間経過の中で観察し、暑熱ス
トレスで誘導される反応メカニズムを包括
的に解明した上で、以下の作業仮説を設定・
検証し候補資材のあるべき特性を明らかに
する。 

a：反応性の高い ROS は筋肉のタンパク質分
解を促進する 

b：前炎症性サイトカイン(TRL1,IFN-γ,IL-6, 
IL-1)が細胞傷害を誘導する 

c：腸内細菌叢が、免疫・タンパク質分解・
酸化ストレスの応答を誘導する 

さらに、２）メカニズム解析に基づき実践
的飼料資材候補を提案し、また高温ストレス
対する効果が期待できるものについては暑
熱試験を実施してストレス軽減を可能とす
る新たな家禽飼育法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
暑熱ストレスモデルでは、4 週齢肉用鶏ブロ
イラーに 33-34℃（湿度 60％）を 16 日間暑熱
曝露し、経時的に 0，0.5, 1，3, 2，4，8，12，
16 日目などで、採血後、骨格筋、肝臓、脾臓、
小腸、消化管内容物（空・回腸、盲腸）など
を迅速に摘出・凍結保存する。以下の各応答
を明らかにするため、各組織ならびに消化管
内容物は、各種実験に供試し、増体・以下ス
トレス応答との関連性を徹底的に追及し、デ
ータベース化を行う。 
１)暑熱ストレス時における酸化ストレス応
答を明らかにするため、骨格筋単離ミトコン
ドリアから活性酸素種 ROS を蛍光色素
Amplex red で高感度(業績 48: FEBS Lett. 584, 
3143, 2010)に調べた。 

２)暑熱ストレス時におけるタンパク質分解
応答を明らかにするため、タンパク質分解量
は HPLC 分析による排泄物中・血中 3-メチル
ヒ ス チ ジ ン 量 か ら 算 出 し た (Biosci. 
Biotechnol.Biochem. 74, 92, 2010)。なお、骨格
筋タンパク質の分解過程（筋原線維の断片化
→タンパク質断片のユビキチン化→プロテ
アソームによる分解）は、ユビキチン化に正
に働く FoxO 遺伝子とアトロジン‐1 の遺伝
子の発現様式でそれぞれ評価し、ユビキチ
ン・プロテアソーム系への ROS の関与につい
て調べた。 
３)暑熱ストレス時における胸腺・脾臓・小腸
の免疫系の動態を明らかにするため、各組織
の炎症関連遺伝子の発現を RT-PCR 法で、脾
臓の免疫担当細胞の数を FACS 法でそれぞれ
測定した。免疫関連の遺伝子発現の評価は、
LPS (Lipopoly-saccharide)が INF-γ 産生なら
びに TFN-α が（鳥類では TL1A） (J. 
Immunol. 180, 8327, 2008)を誘導して相
乗的に ROS 産生を促進し、これに伴う NF-κB
の活性化により細胞傷害が誘導されるとの
スキームを考え合わせて、本試験では TL1A, 
IFN-γ, IL-6, IL-1 の前炎症性さらに IL-10, 
TGF-βなどの抗炎症性の各サイトカイン遺
伝子発現の変化についても検討した。 
４)暑熱ストレス時における腸内細菌叢応答
は、次世代シーケンサー（NGS: Illumina 
MiSeq2000）を用いた 16SrRNA 遺伝子解析に
より、暑熱ストレス時における腸内細菌叢変
化を網羅的かつ詳細に調査した。腸管内容物
からゲノム DNA を抽出し、16SrRNA のユニ
バーサルプライマーを用いて可変領域 V1-3
を増幅し、増幅産物にインデックスを付け個
体識別したのち、シーケンス反応を行なった。 

このように、暑熱曝露に伴う生産性低下の
作用機序を明らかにするため、「酸化ストレ
ス」、「タンパク質分解」、「免疫」「腸内細菌
叢」の４つの応答を横断的・統合的に捉え、
作業仮説を検証した。 
 
４．研究成果 
暑熱環境下における肉用鶏の骨格筋では、ミ
トコンドリア活性酸素が過剰産生されるが、
これがタンパク質分解にどう関わるか特に
ユビキチン・プロテアソーム系との関連を調
べた。その結果、暑熱下の肉用鶏では、0.5
日後に骨格筋の Atrogin-1 の遺伝子発現量が、
対照区と比べて有意に増加し、そして、暑熱
3 日後にお
いて、血中
3-メチルヒ
スチジン含
量は有意に
増加し、暑
熱感作によ
り、ユビキ
チン・プロ
テアソーム
系のタンパ



ク質分解が亢
進することが
確認された。
さ ら に
Atrogin-1 の発
現が観察され
た暑熱 0.5 日
後において、
ミトコンドリ
アスーパーオ
キシド産生量
は有意に増加

し、暑熱ニワトリにおいても骨格筋ミトコン
ドリア活性酸素は筋タンパク質分解の誘導
因子となる可能性が示された。 
すでに、暑熱下に鶏を曝露すると、腸管の

形態損傷ならびに内毒素（エンドトキシン）
の血中流入が観察されること、また飼料摂取
量の低下では誘導されないことを曝露 1 日以
降に認められることをペアフィード試験か
ら明らかにしている。そこで、暑熱感作に対
する自然免疫応答ならびに腸内細菌叢変化
を明らかにするため、主たる免疫臓器の一つ
である胸腺における暑熱応答の経時的変化、
ならびに暑熱後期における回腸細菌叢を解
析した。33℃の慢性暑熱感作期間中において、
ニワトリの胸腺では感作 1 日後において IL
（インターロイキン）-1β の遺伝子発現量が
低下し、7 日後においては IFN-γ と TLR2 発
現量が上昇した一方で IL6 の発現量が低下し
た。回腸では、暑熱感作によって菌叢が単一
化する傾向が認められた。先の研究において、
内毒素の流入は暑熱感作 1 日後に起きている
ことから、暑熱感作７日後の IFN-γ と TLR2
の発現上昇はその流入に起因していると考
えられた。また、暑熱 1 日後の胸腺では、脂
肪酸酸化関連酵素 LCAD の遺伝子発現が上
昇した一方で、同酵素 3HADH ならびに
avUCP の発現量は低下し、暑熱 7 日後では
GLUT2 の発現量が著しく増加していた。これ
らの結果から、ミトコンドリアエネルギー代
謝異常およびこれにともなう細胞内代謝変
動が生じていると推察された。 
なお、骨格筋では、早期段階において抗酸

化ペプチド・構成アミノ酸量が暑熱感作初期
段階（～1 日）において低下した一方で、免
疫賦活化をもたらすグリシンの含量が暑熱
感作 7 日後に低下した。以上の結果より、暑
熱感作時に早期段階においてニワトリ体内
でグローバルな代謝変動が起きる一方で、後
期段階ではこれに適応するため、骨格筋・免
疫担当組織の代謝応答が生じていることが
示された。さらに、抹消リンパ組織である脾
臓における暑熱応答の経時的変化について
も調べた。、その結果、33℃の慢性暑熱感作
期間中において、ニワトリの脾臓では感作 1
日後に TGF-β の遺伝子発現量が上昇し、それ
に伴い感作 3 日目で IL-6 が低下し、
CD3,CD4,CD8 陽性細胞の T 細胞の細胞数が
著しく低下した。一方、感作 7 日後において

は TGF-β と IL10 の抗炎症性サイトカインの
遺伝子発現量が低下し、同組織の Bu1 陽性細
胞の数が対照区と比べ低下した。 
暑熱初期の脾臓でのT細胞の低下後の回復

期（暑熱３～5 日目）においては、糖の取り
込みを代償的に担っていると考えられる
GLUT２の発現は高く維持され、それにもか
かわらず解糖系の律速酵素の一つであるフ
ォスフォフルクトキナーゼ活性は低下して
いることから、ペントースリン酸化回路が賦
活化されいると予想された。 
さらに、暑熱ストレス緩和の飼料資材検討

のため、まず候補である黒麹の有用性につい
て、特に肉用鶏への黒麹菌給与の腸管の形態
やその組織の酸化ストレスに対する影響を
調べた。その結果、消化吸収能の指標と考え
られる絨毛高：陰窩深比は、十二指腸および
回腸いずれにおいても対照区と比べて黒麹
菌給与区で有意に増加した。また、カルボニ
ル化タンパク質含量は十二指腸では対照区
と比べて黒麹区で低下傾向を示し、回腸では
黒麹区で有意に低下した。なお、浅胸筋重量
は黒麹区で有意に増加した。これより、黒麹
菌には、腸管の酸化ストレス軽減、さらにそ
れに伴う腸管の組織状態の改善による消化
吸収能の向上効果が認められ、暑熱対策資料
資材としての利用が期待できる。 
さらに、これまでの研究より暑熱ストレス

緩和の飼料資材候補であるアナカルド酸を
含有するカシューナッツ殻油(CNSL) ならび
に加熱 CNSL 給与時におけるアナカルド酸と
その誘導体の動態と、腸内細菌叢および腸内
抗炎症応答を調べた。その結果、アナカルド
酸やカルダノールやそれらの存在量は、摂取
量に対して排泄物では 0.9～4.7%、肝臓では 0
～0.2%と低値であった。菌叢解析において、
CNSL 区では S.oligofermentans の占有率が低
下する一方で、Lactobacillus 属ではいずれの
菌種においても占有率の著明な変化は認め
られなかった。また、腸管の TL1A、TLR2
発現は CNSL 給与により抑制された。なお、
CNSL により低下した TL1A の発現量は
Streptococcus 属の占有率との間に正の相関が
示されたが、さらなる多面的な解析を要する
と判断された。次に、暑熱時での CNSL 給与
による生産性改善効果に、腸内細菌叢と腸内
炎症応答がどのように関連づけうるかを調
べた。その結果、増体量、飼料摂取量は暑熱
対照区で対照区に比べ低下したが、暑熱
CNSL 区では改善傾向にあった。また、暑熱
対照区では対照区と比べ、腸管の TLR4、IL-6、
TGF-β、TLR2 の発現量が増加したが、暑熱
CNSL 区ではその増加は減少した。以上より、
アナカルド酸とその誘導体のほとんどが消
化管で作用し腸内細菌叢変化を介して免疫
応答に影響を与えること、また CNSL は暑熱
ストレス緩和の飼料資材候補として有用で、
その生産性改善効果には免疫関連遺伝子が
関係している可能性が示された。 
 



 以上より、暑熱感作した肉用鶏では、骨格筋
で発生する活性酸素により骨格筋タンパク質分
解は亢進し、脾臓では T細胞数の著しい低下が
観察され、代謝と免疫システムの恒常性のため
エネルギー要求が高まっていた。なお、暑熱感
作後期で回腸では Streptococcus 属が減少、
Natronincola 属が増加傾向を示した。カシュー
ナッツ殻油 CNSL給与による生産性改善を検討
したところ、暑熱感作で増体量や飼料摂取量は
対照区に比べ低下したが、暑熱 CNSL 給与で
改善傾向にあった。暑熱感作による腸管の免疫
関連遺伝子発現の上昇が CNSL 給与で緩和さ
れており、CNSL の生産性改善効果の一部を説
明していると考えられた。 
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