
北里大学・獣医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

放牧飼養で増強する筋線維内脂肪滴蓄積機構の解明

The effect of grazing on lipid droplets accumulation in bovine skeletal muscle

３０５３５４７２研究者番号：

小笠原　英毅（OGASAWARA, Hideki）

研究期間：

１５Ｋ０７７０８

平成 年 月 日現在３０   ６ １４

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：放牧飼養する日本短角種において血液性状、筋線維型構成、脂肪滴含有筋線維、CD36
の割合、筋形成および脂肪酸代謝因子の発現を解析した。放牧飼養では血中NEFA濃度が増加すること、脂肪滴含
有筋線維の筋線維型はⅠおよびⅠD型筋線維で、CD36は時期および飼養管理に関わらず全体の20%で発現し、Ⅰお
よびⅠD型で発現することが明らかとなった。また、筋形成因子の発現に明確な変動はなく、脂肪酸代謝因子は
増加する傾向が観察された。以上より、放牧飼養する日本短角種では血中由来のNEFAがCD36を介してⅠおよびⅠ
D型筋線維に取り込まれ、筋線維内の脂肪酸合成も促進されることで脂肪滴が蓄積される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to investigate the effects of grazing on lipid 
droplets accumulation in skeletal muscle of Japanese Shorthorn cattle. We analyzed distribution of 
muscle fiber types and intramyocellular lipid, identification of CD36 immunoreactivity myofiber, 
expression of myogenic (MyoD, myogenin, myostatin, ActR2B) and lipogenic (DGAT1 and 2, LPL, HSL) 
genes of M. biceps femoris (BF). Serum NEFA concentrate increased among 0-60 days after grazing. 
CD36 immunoreactivity myofiber was found in about 20% of BF. Expression of myogenic genes were no 
significant difference among grazed and housed managements. We found that lipogenic genes of DGAT2, 
LPL, HSL increase on grazing. It suggests that myogenic genes may not contribute to lipid droplets 
accumulation in BF. These findings can provide a basis of the complete grass-fed beef production 
system, furthermore, lipid droplets accumulation by grazing, the mechanism was partly revealed to be
 through CD36.

研究分野：畜産学

キーワード： CD36　脂肪滴含有筋線維　放牧　日本短角種　筋線維型構成割合
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)日本の肉牛生産は飼料の大部分を輸入穀

物飼料に依存し、さらに粗飼料も輸入依存傾

向を強め、飼料自給率は極めて低い。また、

牛肉の自給率の向上と消費者の安全で健康

的な畜産物に関心が高まっていることから、

放牧と粗飼料を主体とした牛赤肉の生産基

盤の形成が急務である。北里大学八雲牧場で

は 6ヶ月間の自然哺乳と放牧、自給粗飼料給

与のみでの肉牛生産を実践している。この生

産方式では放牧と粗飼料での飼養となるが、

生体重が 30 ヶ月齢で約 700kgに達する。 

(2)骨格筋量には筋特異的因子 (myostatin、

MyoD、myogenin、Myf5 など)が関与し、例え

ば、骨格筋形成を負に制御するミオスタチン

が深く関与し、ミオスタチン蛋白を欠損する

ウシは筋形成の抑制が解除され，骨格筋重量

が約 1.5 倍増加する。このことは、ミオスタ

チン作用を制御することにより筋肉量を増

加させることが可能なことを意味する。 

(3)申請者は放牧牛において哺乳期および肥

育期の胸腹鋸筋および大腿二頭筋の筋線維

が肥大することを明らかにしている。また、

肥大する筋線維は遅筋型筋線維（Ⅰ型）に顕

著で、この筋線維は脂肪酸代謝をエネルギー

源とし、脂肪酸代謝に関わる β ヒドロキシ酪

酸脱水素(3-HBD)活性が著しく高く、3-HBD

活性の高い筋線維とオイルレッド O 陽性の

筋線維は完全に一致し、筋線維内での脂肪滴

の蓄積が筋線維の肥大に繋がることを明ら

かにしている。申請者らは、放牧と自給粗飼

料 100%による肉牛生産方式の確立に向け、

実践的な研究を続けており、放牧飼養が産肉

性に与える影響を解析するために、生涯を通

じて放牧をさせない牛群を設置し（舎飼区）、

舎飼区の枝肉成績ではロース芯断面積が小

さく、皮下脂肪が厚くなり、可食部分となる

赤身牛肉の歩留まりが低下することを明ら

かにしている。以上の成果は放牧・粗飼料を

主体とする肉牛生産方式では放牧飼養によ

り赤身牛肉の産肉性を増強させることが可

能であることを示唆している。 

(4)以上の研究成果は放牧飼養が赤身牛肉生

産において効率的な飼養管理であることを

示唆しており、さらに筋線維内脂肪蓄積を増

加させ、結果的に筋組織の肥大化に影響し、

放牧・粗飼料主体による肉牛生産方式が赤肉

生産を増強させることを強く示唆している。

しかしながら、この筋肥大機構は筋前駆細胞

の活性化の機構とは大きく異なり、筋線維内

での脂肪滴蓄積が肥大に関与していると推

測されるが、その蓄積機構の詳細は明らかに

なっていない。また、放牧飼養の骨格筋にお

いて筋形成因子(myostatin、MyoD、myogenin、

Myf5 など)が赤身肉形成過程に対する作用機

序も明らかとなっていないため、放牧・粗飼

料を主体とした効率的な赤肉生産の科学的

基盤は国内外を問わず未だ明らかにされて

いないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究は放牧および自給粗飼料による赤
肉生産の学術的基盤の構築を目的としてお
り、放牧飼養で増強される筋線維内脂肪滴の
蓄積機構の詳細を明らかにするため、放牧飼
養する日本短角種に着目し、下記の点を明ら
かにする。 

夏期間に放牧区と舎飼区に分けた日本短
角種去勢牛において 

(1) 各試験区における増体成績および血液性
状 

(2) 大腿二頭筋における筋線維型構成割合お
よび脂肪滴含有筋線維、脂肪酸取り込み
受容体 CD36の発現割合 

(3) 大腿二頭筋における筋形成因子および脂
肪酸代謝関連因子の mRNA発現 

(4) 大腿二頭筋からの初代筋芽細胞採取法の
確立と筋芽細胞株の作製 

以上より、放牧飼養で増強する筋線維内脂
肪滴の蓄積機構が明らかとなる。 

 

３．研究の方法 

(1) 肥育期（18ヶ月齢）の日本短角種（去勢）
を 5月末から 10月末までの放牧期に放牧区
と舎飼区に分け（各 4 頭）、放牧区は放牧草
を自由採食、舎飼区は毎朝刈り取った放牧草
を飽食給与した。供試牛は放牧開始時から、
毎月体重測定を行い、日増体量を算出し、体
重測定時と同時に頸静脈より採血を行い、血
液性状(NEFA, TG, T-CHO, BUN, Glucose)を測
定した。 

(2)上記供試牛を放牧開始前（5月）、放牧中期
（8月）にバイオプシー法で大腿二頭筋より
筋組織を採取し、凍結包埋後、クレオスタッ
トにより薄切し、免疫組織学的および酵素組
織化学的染色を行った。得られた染色像より、
筋線維型構成割合を算出した。また、オイル
レッド O染色により脂肪滴含有筋線維の割
合を算出した。免疫組織化学的手法により
CD36 の発現筋線維の同定を行い、画像解析
ソフト「Image J」で筋線維型の短径を計測し
た。 

(3)上記と同様のサンプルから、リアルタイム
PCR法で筋形成因子である myostatin、MyoD、
Myogenin、Activin typeⅡB receptor(ActR)、脂
肪酸代謝関連因子であるトリグリセリド合
成酵素（DGAT1および 2）、ホルモン感受性
リパーゼ（HSL）、リポプロテインリパーゼ
（LPL）の mRNA発現を解析した。 

(4)肥育期の日本短角種の大腿二頭筋から組
織片を採取して、筋管細胞への分化可能な筋
芽細胞樹立と筋芽細胞株の作製を試みた。 

 

４．研究成果 

試験期間中の両区の体重の推移に有意な
差は認められなかった。一方、日増体量では



5-6 月、6-7 月、8-9 月において両区で有意な
差が見られたが、放牧期間全体（5～10 月）
の日増体量では両区に有意な差は認められ
なかった（放牧区：0.71±0.2kg/日、舎飼区：
0.75±0.3kg/日）。試験期間全体の給与飼料成分
では放牧区および舎飼区でそれぞれ、TDN

（可消化養分総量）が 67.9±0.5 および
64.9±0.9％、CP（粗タンパク質）ではそれぞ
れ 19.6±0.6 および 16.8±1.4 であった。両区に
おいて有意な差は見られなかった。以上より、
本試験の放牧区および舎飼区の試験区の設
定は飼料の影響を極力抑えた放牧による運
動負荷が骨格筋に与える影響を解析するた
めに最適であることが明らかとなった。 

試験期間中の一般血液成分の推移を図 1に
示す。血漿中グルコース(Glu)濃度は 6 月、7

月、8 月において両区で有意な差が見られ、
舎飼区においては 8月まで低い傾向が見られ
た。血漿中総コレステロール(T-CHO)濃度は 8

月において両区間で有意な差が見られた。血
漿中トリグリセライド(TG)濃度は全期間に
おいて両区間で差は見られなかった。血漿中
遊離脂肪酸(NEFA)濃度については、放牧区の
7 月、舎飼では 6 月に上昇し、その後有意に
減少した。試験期間中の血液成分の推移では
放牧区および舎飼区の血漿中 NEFA濃度が試
験開始初期に上昇した。一般的に NEFAはエ
ネルギー不足の指標として用いられ、採食量
の減少や運動時に脂肪組織で蓄積されてい
る TG が分解され、NEFA とグリセロールが
エネルギー源として血中に放出される。放出
された NEFAが心筋をはじめとする各組織の
細胞でエネルギー源として利用される。舎飼
区での血漿中 NEFA濃度の上昇については今
後の検討課題であるが、放牧区の放牧開始 2

ヶ月間の血漿中 NEFA濃度の上昇は放牧区の
日増体量の低さと一致する。以上より、放牧
飼養の増体成績と血液性状の推移が明らか
となった。 

 

 放牧区および舎飼区の日本短角種大腿二
頭筋におけるの筋線維型構成、脂肪滴含有筋
線維、CD36 陽性筋線維の割合を図 2 に示し
た。放牧区のⅠ型筋線維では放牧開始前（5

月）、放牧中期（8 月）でそれぞれ、17.6±3.8

および 10.1±5.5%、ⅠD 型筋線維で 6.0±2.5 お
よび 13.6±3.3%、ⅡA型筋線維で 33.0±10.0 お
よび 33.0±4.9%、ⅡB 型筋線維で 43.8±10.6 お

よび 43.3±5.9%、脂肪滴含有筋線維で 10.4±2.6

および 20.0±4.5%、 CD36 陽性筋線維で
23.1±3.8 および 23.1±4.1%だった。舎飼区のⅠ
型筋線維では 5 月、8 月でそれぞれ、16.3±3.0

および 15.1±5.1%、ⅠD 型筋線維で 5.2±1.8 お
よび 5.8±3.1%、ⅡA型筋線維で 23.8±7.4 およ
び 24.5±7.0%、ⅡB型筋線維で 54.6±8.8 および
55.8±10.7%、脂肪滴含有筋線維で 6.7±2.4 およ
び 6.2±3.3%、CD36 陽性筋線維で 21.6±1.3 お
よび 17.9±5.7%だった。放牧中期の放牧区の
ⅠD 型筋線維および脂肪滴含有筋線維で有意
に増加した。CD36 陽性筋線維の発現割合は
時期および飼養管理にかかわらず全筋線維
の約 20%で発現した。 

次に脂肪滴含有筋線維の筋線維型構成割合
を解析したところ、放牧区、舎飼区ともにⅠ
およびⅠD 型筋線維でのみ脂肪滴が蓄積され
ること、放牧区の 8 月のみ、ごく少数のⅡA

型筋線維に脂肪滴が蓄積した（図 3A）。各筋
線維型で脂肪滴を蓄積する筋線維の短径を
計測したところ、舎飼区では時期による変動
はなく、放牧区では脂肪滴を蓄積する筋線維
型（ⅠおよびⅠD 型）で有意に短径が増加し
た（図 3B）。 

 

CD36 陽性筋線維における筋線維型構成割
合は、放牧区の 5 月でⅠおよびⅠD 型筋線維
でそれぞれ、74.1±11.6 および 25.7±11.5%、8

月では、ⅠおよびⅠD 型筋線維でそれぞれ、
48.3±10.3%および 51.5±10.3％発現した。舎飼
区の 5 月ではⅠおよびⅠD 型筋線維でそれぞ
れ、74.1±11.6 および 25.7±11.5%、8 月ではⅠ
およびⅠD型筋線維でそれぞれ、68.1±15.8 お
よび 32.0±15.8%であり、両区両時期ともⅡA

およびⅡB 型筋線維では発現しなかった。
CD36 陽性筋線維における脂肪滴含有筋線維



の割合では、放牧区の 5月および 8 月でそれ
ぞれ、39.6±16.2 および 79.3±11.7%、舎飼区の
5 月および 8 月でそれぞれ、39.6±16.2 および
28.4±20.7%であり、8 月の放牧区で CD36 陽
性かつ脂肪滴を含有する筋線維が増加した
（図 4A&B）。 

 

リアルタイム PCR 法で放牧区および舎飼
区の日本短角種大腿二頭筋における筋形成
因子（myostatin、MyoD、Myogenin、ActR）
（図 5A）および脂肪酸代謝関連因子（DGAT1

および 2、HSL、LPL）（図 5B）の mRNA 発
現を解析した。全ての筋形成因子は放牧区で
増加する傾向でなく、今回測定した筋形成因
子は筋線維内脂肪滴蓄積機構に関与しない
可能性が示唆された。一方、脂肪代謝関連因
子は DGAT1 を除く、全ての因子が放牧区で
増加傾向にあり、筋線維内の脂肪滴蓄積に関
与する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

放牧飼養する日本短角種では放牧開始か
ら放牧中期まで血中 NEFA 濃度が上昇し、
CD36を介してⅠおよびⅠD型筋線維に取り込
まれ、エネルギー消費に利用および蓄積され
る可能性が示唆された。さらに、放牧飼養で
は筋線維内の脂肪酸合成も促進されること
で脂肪滴が蓄積される可能性が示唆された。
以上より、大腿二頭筋における CD36 を介し
た筋線維内脂肪滴蓄積機構の一部が解明さ
れた（図 6）。 

 

 

日本短角種の大腿二頭筋から初代培養筋
芽細胞の採取に成功した。採取した初代培養
筋芽細胞は筋管細胞に分化可能で、筋細胞の
存在が認められた。したがって、この初代培
養筋芽細胞から限界希釈法によるクローニ
ング（単一細胞株作製）を行った。得られた
細胞株は 8株（図 8）で、うち 1株（A-2 株）
は筋形成因子である MyoD を発現した。A-2

株は継代数 6まで MyoD を発現し、筋芽細胞
由来の細胞株である可能性が示唆され、純粋
な筋細胞のみによる脂肪滴蓄積機構の解析
が可能となった。 
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