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研究成果の概要（和文）：本研究ではエネルギー代謝および骨格筋代謝に着目し，エネルギー代謝がストレス応
答に及ぼす影響とこれらによる骨格筋代謝への関与を明らかにすることを目的とした．ストレス応答が魚類でも
筋代謝および細胞外マトリックスの分解に影響を及ぼし，エネルギー代謝の差異が筋代謝に影響を及ぼすことを
明らかにした．また，オリザノールによってゼブラフィッシュの筋肉中でのエネルギー代謝が活発になっている
ことも考えられた．本研究の結果，エネルギー代謝の改変はタンパク質合成系を促進させ，オートファジーに影
響を及ぼすこと，ストレス応答を緩和させることで魚肉の品質にも影響を及ぼすことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to reveal the effect of energy metabolism to stress
 response and its relationship to skeletal muscle metabolism. We revealed that stress responses 
affected muscle metabolism and degradation of extracellular matrix in teleost. In addition, 
differences in energy metabolisms influenced the muscle metabolisms. Furthermore, there is a 
possibility that oryzanol activate energy metabolisms in the muscle of zebrafish. As a result of 
this study, it was suggested that alteration of energy metabolism promotes protein synthesis system,
 influences autophagy, and has stress relief effect, thereby affecting quality of fish meat.

研究分野：水産化学
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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 
魚類は一般的にエネルギー代謝といった
生理的要因やエサ，光，水質など様々な環境
要因が骨格筋の質や量に影響を及ぼしてい
るといわれている．マグロやブリなどの大型
魚は生育期の高水温といった外的環境要因
や漁獲時の興奮状態により，筋肉が白化し保
水性が失われる「ヤケ肉」と呼ばれる肉質劣
化が起こる．ヤケ肉の発生は脳の破壊により
抑制されること，抗酸化剤を添加したエサが
ヤケ肉発生防止に効果的といわれているこ
と，天然魚より養殖魚，オスよりメスのほう
がヤケ肉になりやすいことから，致死後の骨
格筋の状態にはストレス応答系だけではな
く，エサを介したエネルギー代謝調節，生殖
調節系の神経ネットワークが複雑に絡み合
い密接につながっている可能性がある．これ
まで水温や性成熟に伴う骨格筋への影響は
調べられているものの，摂餌との関係は絶
食・再給餌との関連を言及したものが多く，
エサによるエネルギー代謝調節，ストレス応
答といったネットワークが骨格筋に及ぼす
詳細なメカニズムは解明されていない．  
一方我々はオリザノールなどの米由来成
分の経口投与によってニジマス，ブリ，マダ
イ，クロマグロの飼料効率が改善されること 
を見出しており，またその骨格筋の脂質・糖
質代謝を亢進させることを明らかにした．エ
サに含まれている米由来成分によってエネ
ルギー代謝が改変され，ストレス応答が軽減
された結果として骨格筋の脂質・糖質代謝が
亢進した可能性がある．また，これまでの研
究でオリザノールはタンパク質異化作用の
一つであるオートファジーの誘導因子
mammalian target of rapamycin (mTOR) 
を介してアミノ酸代謝を制御することが示
唆されたことからも，生育中のエネルギー代
謝が骨格筋の同化・異化プロセスに関与する
ことが予想される．mTORはマウスにおいて
筋肉量を調節するミオスタチン遺伝子を制
御し，ミオスタチンは心理ストレスにより制
御されることが明らかになっている．近年魚
類でもミオスタチン遺伝子の存在および筋
肉量の調節に関与していること，種々の代謝
シグナル伝達系に関与することが知られる
insulin growth factor (IGF) や
phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) 経路
が骨格筋代謝も制御することが分かってき
たことからも，魚類においても生育中のエネ
ルギー代謝によりストレス応答に変化を引
き起こし，骨格筋の状態を制御している可能
性がある．骨格筋タンパクの同化・異化など
の骨格筋代謝はさまざまな段階において互
いに干渉しあい，環境に応じたエネルギー代
謝の状態を精緻に反映していると考えられ
る．生育時における種々の生体応答による骨
格筋代謝への関与を明らかにすることは，可
食部位である骨格筋の質を高め，品質および
生産効率向上を図る上で重要な要素である
と考え，この研究を着想するに至った． 

 
２．研究の目的 
このような背景から本研究では (1) 米由
来成分によるエネルギー代謝の改変が骨格
筋代謝に及ぼす影響を明らかにすること (2) 
エネルギー代謝がストレス応答および骨格
筋代謝に及ぼす影響を明らかにすることを
目的とした． 
 
３．研究の方法 
エネルギー代謝が骨格筋の合成・分解系に
及ぼす影響を明らかにするために，ペプチド
ーム解析を行った．各プロテアーゼの基質特
異性を確認するために，タンパク質のモデル
としてウシ血清アルブミン (Bovine serum 
albumin; BSA) を用い，BSAを 5つのプロ
テアーゼで消化したときの各プロテアーゼ
の基質特異性を確認した．さらに，エネルギ
ー代謝の異なる状態として，飽食給餌および
絶食給餌をしたゼブラフィッシュをサンプ
ルとし，各プロテアーゼの基質特異性を参考
に筋組織タンパク質の分解に関与したプロ
テアーゼを推定した．また，エネルギー代謝
の差異が筋代謝に及ぼす影響を検討するた
めに，飽食給餌および絶食給餌のゼブラフィ
ッシュを用いて筋代謝関連因子のタンパク
質発現量を測定した．  
栄養状態の異なるゼブラフィッシュを用
い，前述で推定した筋細胞内タンパク質の分
解に関与するプロテアーゼが分解対象とす
るタンパク質の同定を試みた．筋タンパク質
の定量的ペプチドーム解析を行い，起源タン
パク質の推定を行った． 
さらに，代謝改変作用が確認されているオ
リザノールを投与したゼブラフィッシュを 2
週間飼育し，その後空気暴露によりストレス
を負荷した．また，オリザノールを投与した
ニジマスを 3カ月飼育し，慢性的な飼育密度
ストレスを負荷した．  
また，生育中のストレス応答が，オリザノ
ールにより緩和されるかを，魚肉品質の観点
からも検討した．具体的にはこれまでに代謝
亢進作用があることが明らかになっている
オリザノール含有飼料を作成し，対照飼料と
ともにニジマスの飼育実験を行った．さらに
慢性的ストレスを与えることで，オリザノー
ルのもつストレス緩和作用を検討した．スト
レス応答は血中コルチゾール量の測定によ
り評価した．また，食用として重要な筋肉の
水分含量，タンパク質含量，脂質含量を常法
で測定した．さらに，食品としての評価をテ
クスチャー解析，K値，グリコーゲン，遊離
アミノ酸含量等により検討した．また，骨格
筋を急性摘出し，コラーゲン分解酵素および
オートファジー関連因子の mRNA 量を，リ
アルタイム PCR により測定した．同時にス
トレス環境下での IGF/PI3K/TOR 経路関連
因子の mRNA 量を測定した．また，致死後
の骨格筋との関連をタンパク質分解酵素，骨
格筋量調節因子について遺伝子レベルで検



討した． 
また，ゼブラフィッシュを用いて生育中の
エネルギー代謝の差異がストレス応答およ
び骨格筋代謝にもたらす作用について
LC/MS-MS によるメタボローム解析を行っ
た．また，魚類筋培養細胞を用いて，代謝促
進作用を確認しているオリザノールが直接
筋細胞の分化に関わるかを検討した．さらに，
次世代への影響としてオリザノールを給餌
し，ストレスを与えたゼブラフィッシュの精
子活性を測定した．  
 
４．研究成果 

BSA を 5 つのプロテアーゼで消化したと
きの各プロテアーゼの基質特異性の情報を
もとに，飽食給餌および絶食給餌のゼブラフ
ィッシュの筋組織タンパク質の分解に関与
したプロテアーゼを推定した．その結果，分
解断片の多くが Lys，Argおよび Tyrで切断
されたことから，ゼブラフィッシュの筋組織
タンパク質の分解には trypsin と chymase
が関与していると考えられた．一方で、飽食
飼育よりも絶食飼育において Asp の切断が
多いことから，caspase-3や Granzyme Bが
働いている可能性が考えられた．Caspase-3
も Granzyme B もアポトーシスの誘導に関
与するプロテアーゼであり，絶食飼育 2週間
においてアポトーシスが誘導傾向にあると
示唆された．さらに筋代謝関連因子のタンパ
ク質発現量を測定した結果，飽食給餌により
ゼブラフィッシュ筋肉中のオートファジー
は抑制され，タンパク質合成系が促進されて
いることを明らかにした． 
また PCA 解析により摂食状態がタンパク
質分解に及ぼす影響を明らかにした．その結
果，分解断片から 169種のタンパク質が同定
された．飽食飼育のゼブラフィッシュ筋肉中
では，筋肉の形成・維持，タンパク質の合成
および細胞内のシグナル伝達に関与するタ
ンパク質の分解が多く認められた．飽食時で
も，筋組織タンパク質は合成だけでなく，オ
ートファジーなどで定常的な分解が盛んに
行われると推察された． 
また，ストレス応答が及ぼす筋代謝への影
響を検討し，グルココルチコイドのアゴニス
トを用いたストレスモデル実験および空気
暴露によるストレス実験の結果から，ストレ
ス応答が筋代謝および細胞外マトリックス
の分解に関与することを示唆した．また，エ
ネルギー代謝の差異が筋代謝に及ぼす影響
を検討するために，飽食給餌および絶食給餌
のゼブラフィッシュを用いて筋代謝関連因
子のタンパク質発現量を測定した．その結果，
筋肥大抑制因子の活性化が抑制されたが，筋
分化調節因子のタンパク質発現量は栄養状
態による有意な差は見られなかった． 
さらに，代謝改変作用が確認されているオ
リザノールを投与したゼブラフィッシュを 2
週間飼育し，その後空気暴露によりストレス
を負荷した．ストレスで上昇したコルチゾー

ル量がオリザノール給餌により減少する傾
向があった．オリザノール給餌は短期ストレ
スに対する緩和作用がある可能性を示唆し
た． 
ニジマスを用いた慢性ストレスを与える
飼育実験では，オリザノール投与により飼料
効率の改善がみられた．通常飼料を給餌した
ストレス区でコルチゾール量の有意な減少
が見られ，慢性ストレスは魚類においてHPA
系の制御機構に影響を及ぼすことが示唆さ
れた．オリザノールを投与したストレス区で
のコルチゾール量は非ストレス区と同レベ
ルであったことから，オリザノール給餌によ
り代謝が改変され，ストレス応答に影響を及
ぼしたことが考えられた．また，食用として
の観点からの検討では，ニジマスはテクスチ
ャー解析により，ストレスによる軟化の促進
が確認された．また，細胞外マトリックスの
分解に関与するMMPの遺伝子発現量が低下
し，オートファジーが促進した．一方でオリ
ザノール配合飼料によりストレス状況下で
も魚肉の軟化が改善され，慢性的なストレス
で亢進したコラーゲンの分解酵素とオート
ファゴソームの形成因子の発現が抑制され
た．このことからオリザノールは魚類におい
てストレスに伴う品質劣化の改善に有効で
あることが示唆された．コラーゲン分解酵素
お よ び オ ー ト フ ァ ジ ー 関 連 因 子 ，
IGF/PI3K/TOR経路，および骨格筋代謝関連
因子の検討では，タンパク質分解酵素のカル
パインの mRNA 発現量が増加し，同時にカ
ルパイン内在性阻害タンパク質であるカル
パスタチンの mRNA 発現量も増加した．こ
れまでに明らかにした飽食飼育時と同様に，
オリザノール給餌ではタンパク質の合成だ
けでなく，定常的な分解も盛んに行われてい
ることが示唆され，体内のエネルギー代謝が
改変されたことを確認した．筋代謝に関与す
る IGF-1 mRNA発現量はストレスにより増
大したが，オリザノール投与によってコント
ロールレベルまで低下した．栄養感知やスト
レス応答に関与する TOR も同様の変動をし
たことから，生育中のエネルギー代謝がスト
レス応答を通じ筋肉の同化異化バランスに
も関与することが示唆された． 
また，ゼブラフィッシュを用いて生育中の
エネルギー代謝の差異がストレス応答およ
び骨格筋代謝にもたらす作用について
LC/MS-MS によるメタボローム解析を行っ
た．多変量解析に供することでオリザノール
投与により特徴的に変動する代謝物を検討
したところ，ゼブラフィッシュの筋肉中でオ
リザノール投与によって ATP 代謝関連物質
が増加したことから，ゼブラフィッシュの筋
肉中でのエネルギー代謝がオリザノールに
より活発になっていることが考えられた．ま
た，ニジマス筋初代培養細胞を用いて，代謝
促進作用を確認しているオリザノールが直
接筋細胞の分化に関わるかを検討した結果，
オリザノールによる筋分化関連遺伝子の発



現に変動はなく，直接筋分化には関係してい
ないことが明らかとなった．また，オリザノ
ール給餌により，ゼブラフィッシュの精子活
性を上げる傾向があることを示した． 
本研究の結果，エネルギー代謝の改変はタ
ンパク質合成系を促進させ，オートファジー
に影響を及ぼすこと，ストレス応答を緩和さ
せることで魚肉の品質にも影響を及ぼすこ
とが示唆された． 
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