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研究成果の概要（和文）： 

本研究は放牧など自給粗飼料のみによる赤肉産生システムの詳細を解明することを目的
とし、共役リノール酸(CLA)が骨格筋細胞におけるレプチンとミオスタチンのクロストーク
作用に及ぼす影響に焦点を当て、放牧など自給粗飼料のみで生産した日本短角種牛（N）お
よび肉用交雑種（N×サレール種(S)×N:NSN）の増体および枝肉成績、栄養状態、ホルモン
動態、筋組織の特性と CLA を添加したウシ培養筋芽細胞を用いて解析した。本研究より放
牧など自給粗飼料のみで生産された肥育牛の筋線維型構成割合と放牧期の骨格筋組織ではⅡ型
筋線維型からⅠ型筋線維へ移行すること、腹鋸筋においてⅠ型筋線維がⅠD 型筋線維へ肥大化
することが明らかとなった。また、放牧期では血中 NEFA 濃度が有意に上昇し、筋組織の肥大は
筋芽細胞が分化して肥大する機構に依存しないことも明らかとなった。さらに培養筋芽細胞に
おいて筋管形成誘導時にミオスタチンとレプチンのクロストーク作用が存在し、CLA が筋管形
成に影響を与えること、また、放牧時のウシ血清中に筋管分化を促進する新規因子が存在する
可能性が示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 

To further understand the complete grass-fed beef production system, we 
investigated the effect of CLA on crosstalk between Myostatin and Leptin in muscle 
tissue. We analyzed body weight, rate of muscle fiber, mRNA expression of muscle 
specific gene, and morphological and physiological analysis in Japanese shorthorn 
(N) and F2 ((N×salers(S))×N:NSN). We found that fast skeletal muscle fiber type 
switched to slow skeletal muscle fiber type, and slow skeletal muscle fiber type 
hypertrophied in the M. serratus ventralis. Furthermore, the concentration of serum 
NEFA increased during grazing period, and hypertrophy of muscle tissue was not 
involved with differentiation of myotube. We showed that crosstalk between Myostatin 
and Leptin, and the effect of CLA on myotube formation. These finding suggested that 
an unknown factor in cattle serum may induce differentiation of myotube during grazing 
period.    
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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。 

(2)骨格筋量には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)摂食抑制ペプチドであるレプチンは、そ

の受容体である OBRb がヒト骨格筋細胞に発

現し、ブタでは筋芽細胞の分化を抑制し、増

殖を促進する。 

(4)骨格筋細胞においてミオスタチンとレプ

チンはクロストーク機構で互いの作用を調

整し、筋肉量を制御していることを強く支持

する。 

(5)放牧した肥育牛の最長筋における共役リ

ノール酸(CLA)含量は慣行肥育の黒毛和種牛

と比較して著しく高いことが知られ、マウス

の筋芽細胞では CLAがミオスタチン発現を減

少させることによって、筋管形成を促進する

ことが報告されている。 

以上の研究成果は、放牧・粗飼料多給によ

る肥育方式では、CLA を介して筋細胞でのミ

オスタチンとレプチンのクロストーク機構

が調節され、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、放牧・粗飼

料を主体とした赤肉生産の科学的基盤は未

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い
るため、下記の点を明らかにする。 
放牧および自給粗飼料のみで生産した日

本短角種牛（N）および寒地適応牛（N×サレ
ール種(S)×N:NSN）において 
(1) 骨格筋組織における筋線維型構成割合 
(2) 放牧期の血液性状の変動ならびに成長
ホルモン(GH)動態 
(3)放牧期の骨格筋細胞における筋特異的遺
伝子の発現変動 
(4)骨格筋細胞におけるレプチンレセプター
(OBRb)とミオスタチンレセプター(ActRⅡB)
の発現 

(5)ウシ筋芽細胞を用いた CLA 刺激による筋
特異的遺伝子の発現変動 
以上より、放牧および自給粗飼料のみで生産
された牛の特性と骨格筋細胞に対する CLAを
介したミオスタチンとレプチンのクロスト
ーク作用の存在が明らかとなる。 
 
３．研究の方法 
(1) 肥育後期の放牧および自給粗飼料のみ
で生産した Nおよび NSN（各 3頭）を供試牛
とした。試験期間は放牧期である 5 月から 10
月と設定し、舎飼期から放牧期、次の舎飼期
まで血液性状(AST,γ-GT, NEFA, TG, T-CHO, 
BUN, Glucose,GH)を測定した。また、毎月体
重測定を行い、増体成績を比較した。 
(2)上記供試牛をと畜後、最長筋、腹鋸筋、
半膜様筋よりサンプルを採取し、凍結包埋後、
クレオスタットにより薄切し、酵素染色を行
った。得られた染色像より、筋線維型構成割
合と筋線維径を算出した。 
(3)育成期の放牧および自給粗飼料のみで生
産した N および NSN（各 6頭）を放牧期に放
牧区および舎飼い区に各 3頭（6頭/区）に分
け、増体および血液性状を解析し、試験開始
から 2ヶ月間隔で最長筋よりバイオプシー法
でサンプルを採取した。得られたサンプルは
リアルタイム PCR法で筋特的遺伝子
(Myf5,MRF4,myogenin,MyoD,myostatin,slow
-myosin,fast-myosin)と OBRb と ActRⅡBの
発現変動を解析した。 
(4)日本短角種最長筋由来の筋芽細胞を用い
て、反芻家畜に多く含有する 9(c),11(t)-CLA
ならびに放牧期に採取した供試牛の血清添
加を行い、筋芽細胞から筋管細胞への分化時
における上記遺伝子の発現をリアルタイム
PCR法で解析した。 
４．研究成果 
(1) 肥育後期の放牧および自給粗飼料のみ
で生産した Nおよび NSNの試験期間中日増体
量に有意な差はなかった。血液性状では放牧
日数依存的に両品種ともにγ-GT,BUN が微増、
GH 濃度が減少、NEFAが有意に増加した。そ
の他の因子には明確な変動がなく、品種間差
も認められなかった。 
(2) 放牧肥育終了後の供試牛から最長筋、腹
鋸筋、半膜様筋を採取し、酵素染色を行い、
筋線維型構成割合と筋線維径を算出した。筋
線維型構成割合は両品種で有意な差はなく
（図 1）、慣行肥育の黒毛和種と比較すると
(鈴木ら,1977)Ⅰ型およびⅡA型筋線維構成
割合が全ての筋組織で多い傾向にあり、その
特性は腹鋸筋で顕著であった。したがって、
放牧によってⅡ型筋線維からⅠ型筋線維へ
移行している可能性が示唆された。 



 

また、両
品種とも
胸腹鋸筋
において
Ⅰ型筋線
維の亜型
である肥
大したⅠ
型(ⅠD
型)筋線
維の発現
が認められ（図 2）、その構成割合は慣行肥育
の黒毛和種のⅠ型筋線維中 32%に対して、N
および NSNで 57.1%と有意に高い値であった。
放牧によりⅠD型筋線維の構成割合が増加す
る報告は国内外を含めて本研究成果で初め
て明らかにされた。さらに筋線維の直径は全
ての筋組織で両品種に有意な差が認められ
ないが、胸腹鋸筋のⅠD型の直径は慣行肥育
牛 79.4±3.8μmに対して 90±0.8μmと有意
に太かった。 
(3)肥育後期の筋組織の筋線維型移行の時期
および肥大化の要因を明らかにするために
育成期の放牧および自給粗飼料のみで生産
した Nおよび NSN（各 6頭）を放牧期に放牧
区および舎飼い区に各 3頭（6頭/区）に分け、
増体および血液性状を解析した。品種間では
データの変動が大きく、放牧区よび舎飼区と
してデータを算出した。試験期間中の日増体
量は放牧区で有意に高く(放牧区 0.9±0.1kg 
vs 舎飼区 0.4±0.2kg)、血液性状では AST、
T-CHO、NEFA、BUN が有意に高かった。一般的
に血中 NEFA 濃度の増加は栄養不足の指標と
して考えられているが、本研究により肥育牛
と同様に血中 NEFA が放牧期では高いことか
ら、放牧牛では端的に栄養不足の指標として
は使用できず、血中 NEFA濃度は放牧牛の放

牧強度の新たな指標となる可能性が考えら
れた。また、myostatin の mRNA発現は放牧区
で低下する傾向が観察されたが、筋分化関連
遺伝子の発現は両区で有意な差は認められ
なかったが、放牧区で ActRⅡBおよび OBRb
の mRNA発現が低く（図 3）、fastが低く
slow-myosinの mRNA発現が有意に高かった

(図 4)。したがって、本研究より、放牧期の
筋線維型移行は育成期よりすでに始まり、そ
の増体要因は筋関連遺伝子に有意な変動が
認められないことから、筋芽細胞が分化して
筋管細胞に誘導する肥大機構を介さないこ
とが明らかとなった。また、放牧よりミオス
タチンレセプターおよびレプチンレセプタ
ーの発現が低下することが明らかとなり、放
牧期においてミオスタチンとレプチンにク
ロストーク機構が存在し、筋肥大に関与する
可能性が示唆された。 

 

(4) 日本短角種最長筋由来の筋芽細胞を用い
て、反芻家畜に多く含有する 9(c),11(t)-CLA

ならびに放牧期に採取した供試牛の血清添
加を行い、CLA の筋芽細胞から筋管細胞への
分化時における上記筋分化特異的遺伝子の
発現をリアルタイム PCR 法で解析した。筋
管分化誘導時では 9(c),11(t)-CLA 刺激で筋管
形成が抑制傾向を示し、血清刺激で形態学的
観察から筋管形成を有意に促進した（図 5）。 
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図1. 放牧など自給粗飼料のみで生産した牛の筋線維型構成割合（肥育後期）
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図2. 胸腹鋸筋におけるⅠD型筋線維の発現
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図3. 最長筋におけるレプチンレセプターとミオスタチンレセプターのmRNA発現変動
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図5. 筋管細胞分化時におけるCLAおよび血清刺激による形態変化
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また、筋分化を負に制御する myostatin およ
びそのレセプターある ActRⅡb は血清刺激
で減少、筋分化を正に制御する MRF4、
myogenin、MyoD、IGFR は増加し、OBRb

は筋分化時に全ての刺激で増加した。CLA 刺
激では全ての遺伝子で無刺激区である筋管
細胞と変わらないか、減少傾向にあった。（図
6）。 

本研究より放牧など自給粗飼料のみで生
産された肥育牛の筋線維型構成割合と放牧
期の骨格筋組織において筋線維型移行およ
び筋線維が肥大化することが明らかとなっ
た。また、放牧期では血中 NEFA 濃度が有意
に上昇し、筋組織の肥大は筋芽細胞が分化し
て肥大する機構に依存しないことも明らか
となった。さらに培養筋芽細胞において筋管
形成誘導時にミオスタチンとレプチンのク
ロストーク作用が存在し、CLA が筋管形成に
影響を与えること、また、放牧時のウシ血清
中に筋管分化を促進する新規因子が存在す
る可能性が示唆された。しかしながら、本研
究では育成期および肥育期の赤肉産生機構
の一部は解明されたが、哺乳期におけるその
詳細は明らかとなっていない。また、筋形成
過程における CLA の筋管形成抑制機構およ
び放牧時の血清に含まれる新規筋管分化促
進因子の同定も明らかとなっていない。した
がって、今後、脂肪酸含量など血清成分およ
び放牧草など自給飼料の成分解析、試験牛の
行動量の調査を行い、これら因子と運動が放
牧時の筋線維型移行ならびに肥大化へどの
ように関与するか多角的に解析し、筋肥大に
おけるキーファクターを明確にする必要が
考えられた。 
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図6. 筋管細胞分化誘導時におけるCLAおよび血清刺激による
筋分化関連遺伝子の発現変化
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