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研究成果の概要（和文）：肝機能障害を軽減して、ウシの繁殖障害を改善することが、申請者の最終目標であ
る。そのために酪酸の機能活用について検討した。ウシ由来の卵巣顆粒膜細胞で性ホルモン産生に関わる遺伝子
は、ウシの血中濃度と同レベルの酪酸(0.25mM)を添加した時に発現が維持された。したがって、酪酸のHDAC阻害
効果を引き出すためには、血中酪酸濃度を一定範囲に調節する必要があるかもしれない。一方、最終濃度1.0 mM
より高いレベルの酪酸を添加すると、ウシ由来の卵巣顆粒膜細胞で性ホルモン産生に関わる遺伝子の発現が低く
なった。このことは、ウシの血中酪酸濃度を過度に高くなると、繁殖成績の低下につながることを示唆してい
る。

研究成果の概要（英文）：It is the ultimate target of us to improve reproductive disorders of dairy 
cow by reduction of hepatic dysfunction. For that purpose, we studied the function of butyric acid. 
In bovine ovarian granulosa cells, the gene expression involved in sex hormone production was 
maintained when granulosa cells were supplemented with butyric acid (0.25 mM) at the same level as 
bovine blood levels.Therefore, in order to induce the HDAC inhibitory effect of butyric acid, it may
 be necessary to adjust the concentration of blood butyric acid within a certain range. Meanwhile, 
when butyric acid at a higher level than 1.0 mM was added, expression of genes involved in sex 
hormone production was lowered.This suggests that excessive increase in bovine blood butyrate 
concentration cause a decrease in reproductive performance.

研究分野： 獣医栄養学
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１．研究開始当初の背景 
乳牛の周産期は、栄養管理の不備によって
肝障害が起こりやすく、それが繁殖障害を
引き起こすことも多い。乳牛、肉牛問わず、
人工授精での初回種付けの受胎率は、90年
代前半を境に年々低下していることが(社)
家畜改良事業団の調査であきらかになって
いる。特に乳牛はいちじるしく、90〜93 年
には 62%前後だった受胎率は 05 年以降 50%
を下回っている。受胎率の低下は空胎日数
の延長につながり、特に乳牛ではそれが酪
農家の経済的負担に直結する大きな問題と
なっている。受胎率低下の原因として育種
改良による高泌乳牛化に起因する肝障害が
指摘されている。分娩後の大量の乳生産が
肝臓の栄養素代謝に過大な負担をかけ、脂
肪肝をはじめとする肝障害を引き起こす。
その結果として、肝臓における 1型インス
リン様成長因子（IGF-1）の分泌抑制により
生殖機能が阻害される（Kawashima et al., 
2007）。乳牛が正常な性周期を営み、高い
生産性を持続的に引き出すには、肝臓に負
荷をかけない適切な栄養管理が重要である。 
 DNA のメチル化やヒストンタンパク質の
アセチル化およびメチル化のような、DNA
の塩基配列によらない遺伝子発現の制御・
伝達システムをエピジェネティクスという。
ウシではルーメン発酵により多量の揮発性
脂肪酸（VFA）が産生され、重要なエネルギ
ー源となっているが、VFA のひとつである
酪酸は、ヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)
の阻害剤でもある。ウシの肝臓のエネルギ
ー代謝は、ルーメン発酵によって産生され
た VFA からの連続的な糖新生や、脂質が放
出されにくいというウシならではの特徴が
いいくつかある。このような肝臓でのエネ
ルギー代謝に関わる遺伝子のなかには
HDAC によるエビジェネティックな発現制
御を受けるものがある(Oiso et al.,2011, 
Feng et al., 2011)。一方、卵巣は生殖器
として卵を産生するだけでなく、エストロ
ゲンやプロゲステロンなどの性ホルモンを
産生する内分泌器官でもある。卵巣顆粒膜
細胞におけるエストラジオール(E2)産生は
FSH だけでなく IGF-1 の影響も受ける。ま
た、E2 産生の律速酵素アロマターゼや 17
β-ヒドロキシステロイド脱水素酵素など
いくつかの酵素が HDAC の制御を受ける
(Glister et al., 2012)。 
 乳牛では疾病の約 7 割が周産期に集中し
ているといわれ、栄養管理の不備が直接あ
るいは間接的な要因となっている。よって、
ウシの飼養管理の中でライフステージに合
わせた栄養管理は生産性の観点からも非常
に重要である。ウシの栄養管理を高度化す
ることにより、酪酸の血中濃度を制御し、
酪酸の HDAC 阻害活性を介して肝臓や卵巣
顆粒膜細胞に影響を及ぼすことで、繁殖能
を大きく改善できる可能性がある。 
 

２．研究の目的 
肝機能障害を軽減して、ウシの繁殖障害を
改善することが、申請者の最終目標である。
そのために、酪酸の機能を活用できないか
検討した。HDAC は、遺伝子発現調節作用を
介して肝臓のエネルギー代謝や卵巣の顆粒
膜細胞のエストラジオール産生に影響を及
ぼし、酪酸には HDAC 活性を阻害する作用が
ある。ルーメン発酵で酪酸を産生できるウ
シでは、酪酸による HDAC 活性の調節、HDAC
を介した代謝調節が、単胃動物と異なる可
能性がある。ウシの培養肝および顆粒膜細
胞を用い、酪酸→HDAC→代謝調節の特徴を
あきらかにすることを目的として本研究を
実施した。 
 

３．研究の方法 
本研究ではウシの肝細胞と卵巣顆粒膜細
胞（以降顆粒膜細胞と略）における酪酸→
HDAC→代謝調節の特徴を明らかにし、ウシ
の生理に合致した飼料設計による生産性の
向上に展開するための基礎的研究をおこな
う。研究期間内には以下の解析を行った。 
①周産期のウシおよび単胃動物の血中酪酸
濃度について GC 分析を行い、両動物の血中
酪酸濃度をもとめる。次項②の細胞を用い
た実験では、これを元に細胞への酪酸処理
濃度を決定した。 
②ウシおよび単胃動物の肝細胞および顆粒
膜細胞における酪酸の HDAC ファミリーに
対する阻害濃度について、HDAC の影響を受
けるいくつかの遺伝子の発現量をもとに検
討した。 
③酪酸の HDAC を介する肝臓の糖代謝や脂
質代謝、あるいは顆粒膜細胞の E2 産生に与
える影響を、上記 in vitro の系を用いて律
速酵素の遺伝子発現や酵素活性、ホルモン
産生などの解析により検討した。 
 

４．研究成果 
分娩８週後のホルスタイン種雌ウシ
(n=22)と Wister 系の雄ラット（7〜9 週齢; 
n=30）の血中の酪酸濃度は、ウシが 0.211
±0.048mM、ラットが 0.016±0.010mM とウ
シがラットより有意に高値を示すことを確
認した（図 1）。VFA は単胃動物の消化管、
特に大腸においても産生されるが、そのほ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



とんどは大腸上皮細胞のエネルギー源とし
てい利用され、VFA 産生量に占める割合の
低い酪酸は血中でほとんど検出されなかっ
た。一方で、ルーメン発酵により大量に
VFA が産生されるウシではラットの 13 倍
と予想通り高値を示した。この酪酸血中濃
度から、細胞を用いた in vitro 試験では添
加する酪酸の最終濃度を 0.001, 0.01, 0.25, 
0.5, 1.0 mM の 5 段階とした。 
FSH 刺激によりエストラジオール(E2)産

生を誘導した JTC-35 細胞(ウシ由来顆粒膜
細胞株)、KGN 細胞(ヒト由来顆粒膜細胞株)
に、0.01～2.5mM の酪酸を添加して、HSD17
β1、アロマターゼなど E2 産生に不可欠な
酵素をコードする遺伝子群とその転写調節
因子について mRNA 発現量を Real time 
RT-PCR 法により解析した。ウシ顆粒膜細胞
では HSD17B1 の発現量が酪酸濃度依存的
に低下した(p＜0.05)。アロマターゼをコー
ドするCYP19A1は酪酸濃度0.25mMで発現量
が維持されたが、その他の濃度では低下し
た(p＜0.05)（図 2）。上記各実験条件にお 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ける核抽出物中の HDAC 活性を測定した結
果、酪酸濃度上昇とともに漸減し、0.25mM
の時に最も低い活性を示し、1mM で上昇に
転じた（図 3）。つまり、CYP19A1 の発現量
が維持された酪酸濃度 0.25mM では HDAC 活
性が最も低地を示したことから、ヒストン
アセチル化による遺伝子発現が維持された
ものと考えられた。また、培地中に分泌さ
れたエストロゲン濃度については、エスト
ラジオール(E2)に実験条件による変化は認
められなかったが、エストロン(E1)は酪酸
濃度上昇とともに低下する中で酪酸濃度
0.25mMでのみE1産生量が回復した（図4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、ヒト顆粒膜細胞では HSD17B1 の発現
量は酪酸濃度にかかわらず低下し(p＜
0.05)、CYP19A1 も酪酸濃度依存的に低下し
た(p＜0.05) （図 5）。培地中のエストロ
ゲン濃度については、酪酸濃度 0.05mM の時
に最も E2濃度が上昇し、酪酸濃度上昇とと
もに低下した（図 6）。E1 は実験条件によ
る変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このように、反芻動物と単胃動物では酪酸
に対する反応が異なり、また遺伝子により
酪酸への反応が異なることを確認した。 
ウシ初代培養肝細胞に最終濃度 0.01 また
は 0.25mM の酪酸、100nM のインスリン、50
μM のオレイン酸※を添加し、6時間後の
Fatty acid synthase (Fas)、
diacylglycerol acyltransferase 1 
(DGAT1)、diacylglycerol acyltransferase 
2 (DGAT2)、acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1)、
Phosphofructokinase (PFK) の各遺伝子の
発現量を測定した（※オレイン酸は泌乳初



期牛の血清遊離脂肪酸の主要な脂肪酸であ
る。）。その結果を図 7-9 に示した。酪酸
のみを添加した場合の脂質代謝は、0.01mM
で脂肪酸合成が優位になり、0.25mM では脂
肪酸の合成と分解が同程度、2.5mM では分
解が優位となった。同じく糖質代謝は、0.01
および 2.5mM で糖新生が抑制傾向にあった
のに対し、0.25mM では抑制されにくい傾向
にあった。同細胞にインスリンを添加する
と解糖系の律速酵素 PFK が活性化したが、
酪酸を添加するとさらに発現量が高まる傾
向にあった。しかし、酪酸 0.25mM 添加時は
この高発現が見られなかった。インスリン
は脂肪酸合成も促進するが、酪酸を 0.25mM
添加すると顕著に Fas の発現量が低下した
が、さらにオレイン酸を加えると Fas の発
現量は逆に増加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、株化ラット肝細胞(RLN-10)に最終濃
度 0.01、0.25、2.5 mM の酪酸を添加し、6
時間後の Fas、DGAT1、DGAT2、ACOX1 の各遺
伝子の発現量を測定したが、2.5mM のみ全
ての遺伝子の発現量に増加傾向が見られ、
酪酸感受性に遺伝子の違いは認められなか
った。 
ウシ初代培養肝細胞における脂質代謝は

酪酸濃度の高低によって逆の反応を示し、
糖代謝においてもインスリン感作時にウシ
血中と 同じレベルの酪酸濃度で解糖系の
律速酵素 PFK や脂肪酸合成酵素 Fas が抑制
されるなどインスリンの作用を打ち消すよ
うな特徴的な反応を示した。泌乳牛はイン
スリン抵抗性を亢進させることで乳糖の合
成に必要なグルコースを乳腺に効率的に分
配していると言われている。泌乳期の濃厚
飼料多給によってルーメンで産生される酪
酸が、インスリン抵抗性の一端を担ってい
る可能性が示唆された。ウシ由来の卵巣顆
粒膜細胞で性ホルモン産生に関わる遺伝子
の発現が維持されたのは、ウシの血中濃度
と同じレベルの酪酸を添加したときだった。
したがって、酪酸の HDAC 阻害効果を引き出
すためには、血中酪酸濃度を一定範囲に調
節する必要があるかもしれない。一方、最
終濃度1.0 mMより高いレベルの酪酸を添加
すると、ウシ由来の卵巣顆粒膜細胞で性ホ
ルモン産生に関わる遺伝子の発現が低くな
った。このことは、ウシの血中酪酸濃度を
過度に高くなると、繁殖成績の低下につな
がることを示唆している。 
つまり、肝臓のエネルギー代謝や卵巣顆粒
膜細胞の性ホルモン産生に関わる遺伝子の
発現量を変化させる酪酸濃度は種特異的で
あることが分かった。 
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