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研究成果の概要： 
家畜・家禽は、外部刺激によるストレス条件下では生体構成成分の過酸化が生じ、生産性が

低下する。本研究では、暑熱ストレス時においても「ラジカルフリーの健康肉」を設計する

ため栄養制御による飼養技術基盤を構築した。すなわち、暑熱ストレス下ではＯ２
・－ 産生の

増加が、脱共役タンパク質低下ならびに基質酸化の上昇→膜電位の上昇→Ｏ２
・－ 産生増大と

の「カスケード」が存在するが、オリーブ油の給与によりこの流れを負に制御することに成

功した。 
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１．研究開始当初の背景 
家畜・家禽は、生まれてからと殺されるまで
常にストレス環境下で飼育されている。哺乳
動物における最近の研究から、骨格筋や肝臓
における活性酸素は、過度の緊張、外部刺激
による高血圧、栄養障害あるいは高温・低温
環境刺激による酸化ストレスで著しく増大し、
生体を構成するリン脂質やタンパク質の過酸
化物が生成することが明らかにされている。
その結果、家畜・家禽の生産物には、ストレ
ス由来の過酸化物質が蓄積することになる。
食卓肉の安全・安心の確保の実現化のために
は、「ラジカルフリー健康肉」設計のプロト

コール化と基準化のための科学的実験データ
の集積が必要不可欠である。 
ヒトや動物が過度なストレス状態に陥ると、
酸素濃度の急激な上昇、電子伝達系の部分的
阻害、脱共役タンパク質の不活化や ADP 供給
の低下により、ミトコンドリアからのプロト
ンリークが低下し、その結果、ミトコンドリ
ア内膜の電子伝達鎖から電子が漏出しやす
くなり、酸素分子が一電子還元されて非常に
多くのＯ２

・－がミトコンドリアで生成される
ことがわかっている。 
 
 



２．研究の目的 
本研究は、急性暑熱感作に伴う ROS 産生増大
の発現機序とその栄養制御法について明ら
かにすることを目的とし、究極的には「ラジ
カルフリー健康肉」の作出のため、ストレス
環境下におけるブロイラーの骨格筋ミトコ
ンドリアからの過剰なＯ２

・－産生のメカニズ
ムを解明し、これを踏まえた飼養管理開発の
ための研究基盤を構築することにある。すな
わち、以下の小目的を設定して「ラジカルフ
リー健康肉」設計のプロトコールの具体例を
示すことにある。 
(1) 暑熱→骨格筋ミトコンドリアのＯ２

・－の
産生までのメカニズムを解明する。 
(2) Ｏ２

・－の産生→過酸化連鎖反応プロセス
における生成物の骨格筋内蓄積量を分析定
量し、「ラジカルフリー健康肉」と比較する。 
(3) Ｏ２

・－過剰生産を支配する「プロトンリ
ークの低下」の原因を突き止め、プロトンリ
ークの栄養制御法を検討する。 
 
３．研究の方法 
これまで環境ストレスにより骨格筋のミトコ
ンドリアのＯ２

・－産生が誘導されることを明ら
かにしている。また、ROSはミトコンドリア脱
共役タンパク質プロトンリーク能を促進する
ことや、脱共役タンパク質が活性化されればミ
トコンドリアにおけるROS産生は低下するなど
の知見を重ね合わせると、暑熱ストレスにとも
なうROS産生の過剰産生、さらには酸化的損傷
までの過程は、図１に示すようなスキームで説
明できる。 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、本研究では、まず、(1)暑熱スト

レスの負荷に伴う ROS産生の変化を経時的に
化学発光法あるいは蛍光法で調べ、ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ
における UCPタンパク質の遺伝子発現ならび
にエネルギー代謝関連遺伝子の発現応答に
ついても検討した。(2)さらに骨格筋やその
ミトコンドリアにおける脂質とタンパク質
の酸化的損傷程度を、過酸化脂質の分解産物
であるマロンジアルデヒド（MDA）と DNPH を
用いた蛋白質カルボニルから実証した。なお、
急性暑熱曝露に伴う急激な生理的基礎値に
ついても調べた。さらに、(3)飼料による ROS

の過剰産生を制御するため、急性感作前鶏へ
のオリーブ油給与にともなう骨格筋ミトコ
ンドリア ROS 産生、基質酸化や UCP タンパク
質発現ならびに脂質過酸化について調査し
た。また、ミトコンドリアあるいは骨格筋に
おける脂質過酸化の反応生成物の動態を明
らかにした。 

すなわち、初生オス雛（肉用鶏：Cobb）を
供試し、7 日齢まで幼雛用ケージにて飼育し
た。8 日齢以降は環境温度制御室内にて単飼
し、22-24日齢時に 24℃を対照区として、34℃、
急性暑熱曝露を行った（暑熱区）。 暑熱曝露
期間を含む全飼育期間において、実験動物は
連続照明下で飼育し、水ならびに飼料は自由
摂取とした。曝露後、浅胸筋を採取し分析に
供試した。骨格筋ミトコンドリアの単離は、
分画遠心法にて単離した。すなわち浅胸筋を
眼科用ハサミを用いて切り刻み、ペースト状
にし、これに 4℃の buffer B を加え、Polytron
にて 7,000 rpm、テフロンホモゲナイザーに
て 600 rpm のホモゲナイズをそれぞれ行い、
ホモゲネートを 500 g、10 分間の遠心分離後
の上清を回収した。この上清から骨格筋ミト
コンドリアを単離した。なお全ての操作は氷
上にて行った。avUCP ならびにミトコンドリ
アエネルギー代謝関連ｍRNA 遺伝子発現は、
RT-PCR 法にて定量的に測定した。avUCP のタ
ンパク質発現量はウエスタンブロット法に
て解析し、画像解析により定量化した。酸化
による脂質とタンパク質の修飾について、過
酸化脂質の分解産物であるマロンジアルデ
ヒド（MDA）と酸化変性蛋白である蛋白質カ
ルボニルを指標として調べた。なお、ミトコ
ンドリア膜電位および酸素消費速度の測定
は、TPMP+感受性電極ならびにクラーク型酸素
電極を用いて PowerLabにて同時に測定した。 
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４．研究成果 
暑熱ストレス下での骨格筋Ｏ２

・－産生増加の
メカニズムを解明するため、ミトコンドリア
におけるＯ２

・－産生部位ならびにこれにとも
なう過酸化過程を定性的・定量的に確認した 
（Fig. 1,3; Poultry Science 85:1259-1265, 
2006）。 

 

 



 

 
（Poultry Science 85:1259-1265, 2006より） 

 
 
 
 
 
  
暑熱ストレスが著しい18時間後においてROS
産生は著しく上昇し、この産生制御能を有す
る鶏骨格筋UCPタンパク質の発現は低下した。
このことから、この感作に伴うROS産生の増
加にはUCPの発現低下が関与している可能性
が示された。 

（FEBS letters 581:3461-3467,2007 より） 
 
 
その結果、(1)暑熱感作初期（6時間後）のROS
産生の増加はミトコンドリアにおける脂肪 
酸の急激なβ酸化の亢進により誘導されて
いること、(2)それ以降（12時間後）のROS産 さらに、暑熱曝露後のROS産生とその産生制

御タンパク質UCPの推移を調べた。 生の増加は脱共役タンパク質UCPのタンパク
質レベルの発現の低下にもとづくことが示 



 唆された。このことから、暑熱曝露後いずれ
の時間においても骨格筋ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱのROS産生
は継続的に増大するが、その作用メカニズム
は曝露時間に依存していることが分かった
(Fig. 2,4,5;FEBS Letters 581:3461-3467, 
2007)。 

したがって、栄養素給与によるROS過剰産生
ならびに肉質低下の制御には、曝露直後には
基質酸化を抑制させるか、あるいはあらかじ
めのUCP過剰発現を増強させることが有効で、
また数時間後にUCPの発現を維持することが
合理的であると考えられた。  

  
 そこで、飼料によるROSの過剰産生を制御す

るため、急性感作前鶏へオリーブ油を給与し
た。 

 
 

  
 その結果、急性暑熱感作による骨格筋ミトコ

ンドリアROS産生や脂質過酸化の亢進作用は
抑制された。この時、UCPタンパク質発現が
誘導されていることが示された（下図参照）。 
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なお、過酸化脂質の分解産物であるマロン

ジアルデヒド（MDA）と酸化変性蛋白である
蛋白質カルボニルを指標として、急性暑熱ス
トレス下における鶏骨格筋のミトコンドリ
ア脂質とタンパク質の酸化的損傷を調べた
ところ、暑熱曝露区でMDAの増加ならびにタ
ンパク質のカルボニル化が進行しているこ
とが実証された。本実験により暑熱感作に伴
う肉質の低下の一要因が明らかとなった
（Fig. 1,3; J.Poult.Sci. 44:439-445, 
2007）。 

A. avUCP gene expression

0

15

30

45

b b

a

c

0

4

8

12

b b

c

B. Mitochondrial avUCP protein levels

a

B
an

d 
in

te
ns

ity
(A

U
)

R
at

io
 o

f a
vU

C
P 

m
R

N
A

to
 1

8s
rR

N
A

Changes in expression of avUCP in the pectoralis superficialis muscle. 
(A) avUCP gene expression and (B) Immunodetection of mitochondrial 
avUCP protein content in the pectoralis superficialis muscle. 

n=6 birds

n=4 samples

A. avUCP gene expression

0

15

30

45

b b

a

c

0

4

8

12

b b

c

B. Mitochondrial avUCP protein levels

a

B
an

d 
in

te
ns

ity
(A

U
)

R
at

io
 o

f a
vU

C
P 

m
R

N
A

to
 1

8s
rR

N
A

Changes in expression of avUCP in the pectoralis superficialis muscle. 
(A) avUCP gene expression and (B) Immunodetection of mitochondrial 
avUCP protein content in the pectoralis superficialis muscle. 

n=6 birds

n=4 samples

（Fig.2,3; Am.J.Physiol. 2009 in press 
 より） 
 
さらに、この暑熱ストレスにともなうﾐﾄｺﾝﾄﾞ
ﾘｱROS産生増大やオリーブ油による抑制の分
子生理学的メカニズムを明らかにするため、
各実験区からの単離ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ酸素消費速度 
ならびに膜電位を同時測定した結果、暑熱曝
露やオリーブ油による活性酸素産生増大・抑
制機構に、暑熱感作にともなうミトコンドリ 
アの膜電位の上昇やこれを抑える作用が関
与することが示された（次頁図参照）。 
 

（Fig. 1,3;J.Poult.Sci. 44:439-445, 2007
より） 
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すなわち、暑熱ストレス下でのＯ２

・－産生の
増加の「仮説カスケード」、すなわち脱共役
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また、急性感作前鶏へのCoQ10の給与によっ
ても、UCPのタンパク質の発現にも変化が認
められないものの、急性暑熱感作による骨格
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なお、急性暑熱暴露に伴う急激な生理的変化
についても調べるために血液ガス分析を行
なったところ、血中のHCO3
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重要な情報を提供するものである。 

⑦ Mujahid A.,K.Sato,Y.Akiba,M.Toyomizu/ 
  Acute heat stress stimulates mitochondrial 
superoxide production in broiler 
skeletal muscle,possibly via down-  
regulation of uncoupling protein 
content./Poult Sci./査読有 /85/2006
/1259-1265 
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