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研究成果の概要（和文）：採卵日齢の異なる卵と孵化時期の違いがWBの発現に及ぼす影響について調査し，その
発現に影響しないことが明らかとなった．飼育前期の飼料栄養が欠乏することで，WBの発現割合や胸肉の酸化の
度合いがリポフスチンや酸化タンパク質の測定から明らかになり，とくにオスでのWBの発現が著しことが示され
た．USP2と筋変性との間に高い相関関係を認めることはできなかったがmWBの重症度の増加との間にわずかに負
の相関が認められた．他の関連遺伝子（炎症，アポトーシス，抗酸化酵素）の発現解析においては相関が認めら
れる遺伝子があった．USP2と筋変性との間の関わりは，サンプル数を確保すれば相関があるレベルと考察してい
る．

研究成果の概要（英文）：The effects of different egg collection ages and different hatching times on
 WB expression were investigated. The results showed that these factors did not affect the 
expression of WB. Lipofuscin and oxidized protein measurements revealed that the lack of dietary 
nutrients in the early stages of rearing resulted in a significant increase in WB expression, 
especially in males. On the other hand, we could not find a high correlation between USP2 and 
mitophagy or muscle degeneration. USP2 also showed a slight negative correlation with increased 
severity of WB. We consider that this correlation is likely to be observed when the number of 
individuals is increased.

研究分野： ライフサイエンス / 動物生産科学 /  畜産物利用

キーワード： ニワトリ　ブロイラー　異常胸肉　骨格筋生理　酸化ストレス　筋変性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
受精卵の採卵日齢とその孵化時期がWBの発現に影響しないという事実は，現在の種鶏モデル等に変更を強要する
ような結果ではないことから利用価値の高い知見と判断している．さらに，飼育前期の飼料栄養が欠乏すること
で，WBの発現割合や胸肉の酸化の度合いが明らかになり，とくにオスでのWBの発現が著しことが示されたこと
は，養鶏農場という現場において利用できる知見である．USP2とマイトファジーあるいは筋変性との間にわずか
ではあるが高い負の相関が認められた．また，一部の関連遺伝子（炎症，アポトーシス，抗酸化酵素）の発現解
析においても同様に相関が認められたことは，ブロイラーの骨格筋生理を理解する上で意義がある．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

ブロイラーにおいて胸肉の変性異常が全世界的に散発している．異常胸肉には緑変化，白ス
ジ化，スパゲッティ化ならびに異常硬化などが知られている．現在，特に問題とされている異
常は，異常硬化（wooden breast，以下WB）である．WBの発現は，胸部筋肉の発達速度を追求
した育種改良に伴う酸化ストレスの増大と，それによるホメオスタシス異常が理由として示唆
されている．このような背景から， WBの発現を低減するために，これまでに抗酸化成分（ビ
タミンEやC等）を飼料に添加して飼育する試みが世界中で行われているが効果は限定的であ
る．申請者は，WBの発現機序解明とその抑制の研究を進めるために，2017年より初生ビナや
種卵を導入して飼育試験を繰り返し実施してきた．これらの試験飼育の過程観察および各種試
験成績から，飼育初期に低成長のヒナはその後にWBを発現しやすいことを発見した．このこ
とは，採卵日齢や孵化条件ならびに成長状態が影響するヒナ品質がWBの発現に影響する可能
性を強く示唆している．さらに，申請者は初期飼料の栄養価（代謝エネルギーと粗タンパク質
量）の最適化によって，WBの発現抑制の可能性を見出した．さらに，WBの発現機序に関して
は，筋ミトコンドリアの機能異常がマイトファジーを伴うWB発現の鍵になっている可能性を
示した．このほかに，WBの筋組織の線維化に対応してユビキチン特異的プロテアーゼである
USP2の発現動態が変動する新規知見を得ている．筋細胞中のUSP2は活性酸素の量を調節して
ミトコンドリアの機能を保護（安定化）する可能性が示唆されている．WBは【虚血→活性酸
素種の増加（慢性的酸化ストレス）→ミトコンドリア異常（病的なマイトファジー）による筋
線維の 崩壊→筋再生異常に伴う線維化→異常硬化】といった発現機序が提案されている．した
がって，飼育飼料の栄養価の最適化が，USP2等を介したミトコンドリア機能維持に寄与して
WBの発現抑制につながると考察し，この機序がWBの発現抑制の鍵の一つであると仮説を立て
た． 
 
２．研究の目的 

採卵日齢は卵重量に影響してヒナ品質低下の原因の１つになるが，これまでに採卵日齢等が
影響するヒナ品質が WB 発現に及ぼす影響についての報告はない．加えて申請者は飼育初期の
栄養価で WB の発現が抑制されること，ならびに WB を発現した鶏はその後の制限給餌で症状
が改善されることを確認している．栄養環境が USP2 関連タンパク質の発現に影響する可能性
が示唆されている(Kitamura et al., FASEB J., 2013)ことから，ヒナ品質も考慮した代謝エネルギー
や栄養価の組み合わせによる飼育飼料の最適化により，筋組織や胸筋内血管系が改善され WB

を低減できる可能性がある．すなわち，最適化飼料によるブロイラーの健康な発育が WB 発現
抑制となり，経済的で効率の良い飼育方法の開発につながると考えている．そこで，１．採卵日
齢に起因するヒナ品質が WB の発現に及ぼす影響について．２．栄養価の最適化飼料による WB

の発現抑制とその機序について． 主に，この 2 点を生化学及び顕微解析手法を用いて調査した． 
 
３．研究の方法 
① ヒナ品質がWBの発現に及ぼす影響の検証 

採卵日齢の異なる種卵からヒナを得て， 3群（採卵日齢が初期, 最盛期, 後期）に分けて飼育し
た．飼育前後期ともに栄養欠乏飼料（ROSSマニュアル基準）を給餌し，挙上試験，筋肉組織構
造ならびにリポフスチンの定量により，ヒナ品質（採卵日齢）がWB発現に及ぼす影響を明確
にした．合わせて，孵化の期日（孵化日が20日以前，ならびに21日後）によるWBの発現につ
いても同様に調査した． 



② 最適化飼料によるWB発現抑制飼育に及ぼす影響について 

採卵日齢の同じ種卵からヒナを得て，2群（前期充足と前期欠乏飼料区）に分けて飼育し，後期
に充足飼料を給餌してWB発現について，同様に挙上試験，筋肉組織構造ならびにリポフスチ
ンの定量にて調査した． 

③USP2の介在について 

上記で飼育したブロイラーの筋変性ならびに再生関連遺伝子の発現とUSP2関連遺伝子の発
現はqPCRでそれぞれ解析した．筋変性に関してマイトファジーの指標となるミトコンドリア関
連遺伝子発現量も合わせて解析した．さらに炎症系のサイトカインについても解析した． 
 
４．研究成果 
 
（１）種鶏の日齢ならびに孵化の時期が WB 発現に及ぼす影響 

WB 発現に関わる様々な可能性を調査す

るために，採卵日齢の異なる卵と WB 発現

頻度との関わりについて検証した．採卵日

齢が高いほど卵重量および雛生体重も重

かったが，47 日齢ではいずれの群間でも生

体重に有意な差は得られず，WB を示す指

標（胸肉中のリポフスチン量）も顕著な差

がなかった（図１）．同様に孵化の時期が

WB の発現に及ぼす影響についても調査

し，こちらも影響がないことを明らかにし

た． 
 

（２）給餌飼料が WB の発現に及ぼす影響 

WB の発現を低減できる飼育方法の開発を目的としてブロイラーを 2 群にわけ，栄養価充

足区には，前期飼料の栄養価が 2014 年版 Ross308 飼料基準に近い栄養価である充足飼料を

与え，欠乏区には前期飼料として租タンパク質および表示代謝エネルギーがそれぞれ 2.5％
および 4.1％低い飼料を給餌して飼養した．両区において，46 日齢の生体重にいずれも有意

差がなかったが，前期欠乏飼料を与えた群は翼の挙上試験で陰性が多く，リポフスチン蓄積

量も有意に高い値を示した，特にオスにその傾向が強く現れていた（図２）．このことから

WB 発現を低減させるためには給餌飼料の栄養価が深く関わっていることを明らかにした． 

 
（３）WB 発現における USP2 の関わりについて 

得られた異常硬化胸肉の組織切片単位面積あたりの結合組織量を画像解析によって数値化
し，結合組織量によってステージを 6 段階に区分けした．その際に使用した典型的なアザン



染色像を図３上段に示した．また図３下段は各ステージの筋組織 HE 染色の弱拡像を示し
た．アザン染色では，ステージが高くなると出現する筋束間の組織が膠原線維，すなわちコ
ラーゲンであることが示された．  

 電子顕微鏡で筋組織ならびに筋ミトコンドリア構造の観察を行った．ステージ 1 の筋組

織においては筋原線維構造やミトコンドリア構造に異常は認められなかった．一方，ステー
ジ 3 以降の筋線維中にちいさな空砲が多く観察された．その空砲内を詳細に調べると空砲
の中に，ミトコンドリアの変性構造物が観察され，さらにはその空砲の内側が濃く染色され
ていた．本試料の作製には OTO 法を用いており，脂質膜が強く染色される．したがって，
この空砲は脂質を構成成分とした膜組織に覆われていることを示している．すなわち，空砲
構造は，不要なミトコンドリをオートファジーで分解している，いわゆるマイトファジー現
象を観察していると判断した（図示はしていない）． 図４には，関連する遺伝子群（アポト
ーシス，抗酸化，ならびに USP 関連）の発現量をステージ毎に分析した結果を示した．結
論としては，意図していたような異常胸肉の重症度ステージと遺伝子群の発現には相関を
得ることができなかった．アポトーシス関連遺伝子の発現量はステージ間で有意な差異は
認められなかったが，チトクローム C の発現量と重症度ステージの増加には負の相関が認
められた（スペアマンの相関係数 ρ=-0.376，p=0.0374）．抗酸化酵素等の遺伝子発現量につ
いてもステージ間に有意さが認められなかったが，ペルオキシレドキシン 3 については，ス
テージの増加との間に負の相関が認められた（スペアマンの相関係数 ρ=-0.532，p=0.00426）．
そのほかに Cu/ZnSOD の発現量についても重症度ステージの増加に伴い低下する傾向が認
められた（p=0.208）．USP の発現量については，異なる 2 種類プライマーセットを用いて
USP2 の発現解析を行ったが，重症度の異なるステージ間には有意な差異は認められなかっ
たが，重症度の増加との間にも相わずかではあるが，比較的高い負の相関（スペアマンの相
関係数 ρ=–0.306，p=0.094）が認められた．本結果は，個体数を多くすれば相関が認められ
るレベルと考えている． 
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