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第 1 章  緒言  

 

第 1 節  骨格筋の構造と可塑性  

骨格筋は、多数の核を含む細胞である筋線維を最小単位として構成

される。筋線維に含まれる核は、細胞膜の直下に配置されており、細

胞質の大半は筋原線維により構成されている。筋原線維は、直径が 1〜

2 µm の円筒状の構造をしており、サルコメアとよばれる 2.2 µm の長

さの収縮単位の反復により構成されている（Albuerts et al., 2007）。サ

ルコメアは、アクチンフィラメントとミオシンフィラメントが並行に

重なるように配列した構造をとる。アクチンフィラメントは、アクチ

ン、トロポミオシン、およびトロポニンサブユニット（トロポニン I、

トロポニン T、トロポニン C）で構成されており、ミオシンフィラメン

トはミオシンにより構成されている（岡田ら , 2004）。  

骨格筋は外部からの生理刺激に対する反応として、その量または質

が可逆的に変化する組織である。骨格筋量が増加する状態を骨格筋肥

大とよび、通常この骨格筋肥大は成長または骨格筋に負荷をかけた抵

抗性トレーニングの結果として認められる（Harridge, 2007）。骨格筋

肥大の誘導様式は、筋線維増生および筋線維肥大の 2 つの型に分ける

ことができる（新藤ら , 2004）。筋線維数は出生前後から出生直後まで

に決定され、それ以上は増加しないと考えられている。しかしながら、

ラットやマウスなどの動物実験モデルでは、運動後に筋線維増生が生

じるという報告もあり（Gonyea et al., 1977; Goneya, 1980; Ho et al.,  

1980; Goneya et al., 1986; Tamaki, 1992）、骨格筋肥大が筋線維増生を
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伴うか否かについては現在も議論されている（新藤ら , 2004）。一方、

骨格筋肥大における筋線維肥大は、核数の増加および筋線維径の増大

が認められる状態とされる。核数の増加は、筋線維の原形質膜と基底

膜の間に存在する筋衛星細胞が、外部からの生理刺激により活性化さ

れ増殖し、既存の筋線維に融合することによる（Mauro, 1961; Appell et  

al., 1988）。筋線維径の増大は、筋線維におけるタンパク質合成量の増

加および分解量の減少の結果として生じる（Rennie et al., 2004）。現在

では、筋線維に含まれる核数が筋線維におけるタンパク質の合成量の

決定要因となると考えられている（Kadi et al., 2004; Petrella et al., 2006）。 

前述の通り、骨格筋肥大は、筋衛星細胞の活性化・増殖・融合の結

果として、筋線維に含まれる核数の増加およびタンパク質蓄積量の増

加により誘導される（Mauro, 1961; Appell et al., 1988; Rennie et al.,  

2004）。タンパク質の翻訳・合成が増加する過程では、AKT（ protein 

kinase B）を介したシグナル経路が重要な働きを持つ（Glass, 2003）。

すなわち、リン酸化により活性化された AKT は、mTOR（mechanistic  

target of rapamycin）を活性化させる（Scott et al., 1998; Navé et al., 1999）。

活性化した AKT および mTOR は、p70 S6 kinase（70-kDa ribosomal  

protein S6 kinase）を介してタンパク質の翻訳ならびにタンパク質の合

成を増加させ、骨格筋肥大を誘導する（Reynolds et al., 2002）。  

骨格筋におけるタンパク質分解量の増減も、正常な骨格筋の成長お

よび骨格筋萎縮の両方に関連する（Goldspink et al., 1976; Goldspink et  

al., 1977）。骨格筋のタンパク質の分解量は、標的タンパク質に付加さ

れたユビキチン鎖をプロテアソームが認識し、不可逆的に分解するシ
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ステム（ユビキチン -プロテアソーム系タンパク質分解）によって調節

される（Ciechanover et al., 1998; Hershko et al., 1998; Jagoe et al., 2001;  

Lecker et al., 2004; Lecker et al., 2006）。骨格筋では、muscle atrophy F-

box（ atrogin-1/MAFbx） および muscle ring finger 1（MuRF1）が骨格筋

特異的ユビキチンリガーゼとして同定されている（Bodine et al., 2001）。

Atrogin-1/MAFbx および MuRF1 の mRNA 発現量は、骨格筋におけるタ

ンパク質分解量と正の相関を示し（Sacheck et al., 2004）、その調節機

構としてインスリン様成長因子（ IGF-1） -AKT シグナルカスケードが

知られている。すなわち IGF-1 がその受容体（ IGF-1 レセプター）に結

合すると、AKT がリン酸化され、forkhead box O（FoxO）転写因子をリ

ン酸化することにより核外へ移行させる（Daitoku et al., 2011）。その

結果、 FoxO 転写因子の転写活性が低下し、Atrogin-1/MAFbx および

MuRF1 の mRNA 発現量が減少する（Sandori et al., 2004; Stitt et al.,  

2004）。  

 

第 2 節 肉用鶏の骨格筋におけるタンパク質代謝の研究の意義  

長期的な飼料穀物の需給のひっ迫が懸念される状況下で、ブロイラ

ーや地鶏などの肉用鶏の生産には、産肉性や飼料効率の向上が求めら

れている（農林水産省 , 2015）。飼料効率が良く短期間の飼育で出荷で

きるように育種改良されてきたブロイラーは、生後約 50 日で出荷体重

に達し、その飼料効率も 2.0 以下となっている。また、地鶏について

も、日本農林規格に基づいた規格内で効率よく出荷できるように育種

改良が進められている。一方、生産現場では肉用鶏の成長速度に大き
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な個体差を生じることが知られている。例えば、初期成長期の成長速

度が異なる個体間では、出荷日齢時（35 日齢）の体重、および骨格筋

重量に有意な差が生じる（島元未発表データ、図 1-2-1）。産肉性や飼

料効率を向上させるために、このような成長速度の個体差を如何に制

御するかが重要な課題となっている。  

動物の成長は Logistic 曲線や Gompertz 曲線などに代表されるよう

に、指数関数曲線で表現され、細胞数の増加が著しい胎児期や哺乳期

が成長を左右する最も重要な時期であると考えられている。  

動物の成長の主体はタンパク質の蓄積である。体タンパク質の合成

と分解を同時に行いながら動物は体タンパク質を蓄積し成長を続けて

いる。体タンパク質は、常に合成と分解を繰り返される動的状態にあ

る。一般に、成熟動物では体タンパク質の合成と分解は同じだけ行わ

れ動的平衡が保たれているが、合成と分解の速度は種々の要因によっ

て変動し、合成側に傾くと成長が起こり、分解側に傾くと体タンパク

質が消耗される。  

骨格筋は、体タンパク質全体の 40％（西澤 , 1983）を占める最大の

組織であり、全身のタンパク質の代謝に及ぼす役割は大きい。すなわ

ち、産肉性の向上とは、体タンパク質蓄積量の増加による骨格筋量の

増大とみなすことができ、体タンパク質の蓄積は、タンパク質の合成

量と分解量の差で表される。  

ニワトリでは、骨格筋タンパク質分解速度は骨格筋の成長に影響す

る主な要因の 1 つであると考えられてきた（前田 , 1995）。加えて、発

育性の向上を中心に改良されてきた肉用種と体型の小格化を目指して
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改良されてきた卵用種の比較より、卵用種が肉用種に比べてタンパク

質分解速度が高く、合成速度が低いことから、ニワトリでは、合成量

よりも分解量が骨格筋量に大きく影響することが示唆されている

（Hayashi et al., 1985）。また、Maeda ら（1986）はニホンウズラを 60

世代に渡って体重が大きい方向（LL）と小さい方向（SS）への選抜を

行い、そのタンパク質代謝回転速度を算出したところ、タンパク質分

解速度と合成速度ともに SS と比較して LL で低い事を報告している。

しかしながら、ニワトリの骨格筋におけるタンパク質の分解速度およ

び合成速度の差の原因は不明である。  

前節でも述べたように、 IGF-1 やインスリンなどのホルモンは骨格

筋において主要なタンパク質分解制御因子に位置づけられるが、これ

までのところこれらのタンパク質分解の調節機構では骨格筋量の個体

差を説明できておらず、肉用鶏の骨格筋量の個体差には、これまでに

注目されていないタンパク質分解の調節機構の関与が推察される。  

アドレナリンは、G タンパク質共役型受容体である 9 種のアドレナ

リン受容体（α1A、α1B、α1D、α2A、α2B、α2C、β1、β2、および β3）を

介して様々な組織において機能を発揮する。これら 9 種のサブタイプ

のうち、骨格筋では主に β アドレナリン受容体（β1、β2、β3 の 3 種のサ

ブタイプに分類される）によって作用が伝達される（Grady et al., 1997）。

β2 アドレナリン受容体（β2-AR）作動薬であるクレンブテロールは、骨

格筋重量を増加させることが知られている（Choo et al., 1990; Kim and 

Sainz, 1992; Hinkle et al., 2002; Joassard et al ., 2013）。また、これまで

に本研究室では、ブロイラーヒナの骨格筋において β2-AR シグナルが
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タンパク質分解を抑制することを明らかにした（ Ijiri et al., 2014）。こ

のように、β2-AR シグナルが骨格筋で同化作用を示すことは以前から

知られていたが、アドレナリンがストレス応答性のホルモンに分類さ

れ、その作用として主に異化に関わる研究が多く報告されていること

から、骨格筋の成長に対する β2-AR の作用は注目されていなかった。  

 

第 3 節 本研究の目的と概要  

本研究では、肉用鶏の骨格筋量の個体差に対する β2-AR シグナルの

関与の解明と、加えて、骨格筋のタンパク質分解に対する β2-AR シグ

ナルの詳細な作用機序の解明を目的とした。  

本研究の第 2 章では、初期成長期（1〜5 日齢）の肉用鶏ヒナの成長

速度が異なる個体間（急速発育区と遅発育区）の体タンパク質代謝回

転速度を比較した。第 2 章より、同品種・同系統内の肉用鶏ヒナの個

体差において骨格筋タンパク質分解速度の関与が示唆されたため、第

3 章では肉用鶏ヒナの骨格筋タンパク質分解速度を支配する分子機構

の解明を行なった。第 3 章で成長速度の個体差に関与する骨格筋タン

パク質抑制シグナルとしてアドレナリンによる経路が示唆されたため、

第 4 章では肉用鶏ヒナの骨格筋におけるアドレナリン受容体シグナル

の作用について調べた。アドレナリン受容体のうち、β2-AR の選択的

作動薬（クレンブテロール）刺激により骨格筋のタンパク質分解が抑

制されたため、第 5 章および第 6 章では鶏初代培養筋管細胞および

C2C12 培養筋管細胞を用いて β2-AR シグナルによる骨格筋タンパク質

分解抑制に関わる分子機構を調べた。  
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なお、本研究では、チャンキー系ブロイラーROSS308 が、日本の肉

用鶏の生産シェアの 80%以上を占めていることから（橋本 , 2016）、本

種を用いることにした。また、本研究における動物実験は、鹿児島大

学における動物実験に関する規則に基づき承認を受けた。  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



 14 

 

 

図 1-2-1.初期成長期の成長速度が異なるブロイラーヒナの出荷日齢ま

での成長曲線  
赤：増体が速い群   青：増体が遅い群  
*;P <0.05 
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図 1-3-1.  本研究から示唆されたニワトリ骨格筋細胞における β2-アド

レナリン受容体シグナルによる骨格筋タンパク質分解抑制機構の模式

図  
β2-AR: β2 アドレナリン受容体  
miRNA: microRNA 
IGF-1: インスリン様成長因子  
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第 2 章 肉用鶏ヒナの成長速度の個体差と骨格筋タンパク質代謝回転

速度との関連  

     

動物の体内では、タンパク質の合成と分解が絶えず行われており、

骨格筋タンパク質の蓄積はタンパク質の合成と分解の差で表すことが

できる。Asatoor ら（1967）は、尿中の 3-メチルヒスチジン（3-MeHis）

の量を測定することにより、骨格筋タンパク質の代謝回転速度を求め

ることができると報告した。3-MeHis はアミノ酸の一種であるヒスチ

ジンが、筋原線維タンパク質（アクチン、ミオシン）として合成に利

用された後に翻訳後修飾（メチル化）されたものである。3-MeHis は、

骨格筋のアクチンおよびミオシンに微量に含まれる。例えば、ウサギ

アクチンでは 1 分子につき１箇所、ウサギミオシンでは 1 分子につき

2 箇所のヒスチジンがメチル化されている（Garrels and Gibson, 1976、

Elzinga and Collins, 1977）。3-MeHis は、対応する RNA が存在しない

ため、筋原線維タンパク質に組み込まれた 3-MeHis は、タンパク質の

分解によって遊離した後、タンパク質合成に再利用されず、またそれ

以上分解されることなく尿から排泄される（Reporter, 1973; Morse et al. ,  

1975）。つまり、単位時間あたりに蓄積されたタンパク質と排泄され

た 3-MeHis の量を測定すれば、骨格筋タンパク質の合成速度および分

解速度の測定が可能であると考えられている（Young and Munro, 1978; 

西澤 , 1983）。しかしながら、この測定方法を利用するためには、生体

内に存在する 3-MeHis の大部分が骨格筋（アクチン、ミオシン）に存

在し、排泄物のほとんどが筋肉由来の 3-MeHis であることを証明する

必要がある。これまでに、15 日齢のブロイラーの 3-MeHis の組織分布
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を調べた結果、骨格筋には 57.1％存在していることが報告されている

（Hayashi et al., 1985）。これらの結果よりニワトリにおいても体内の

3-MeHis のほとんどが骨格筋由来であると考えられ、これまでにニワ

トリ体タンパク質の合成速度および分解速度の指標として利用されて

きた。  

本章では、ニワトリヒナの成長速度の個体差と骨格筋タンパク質代

謝回転速度との関連を調べることを目的とし、先ず第 1 節として、初

期成長期（5 日齢）のブロイラーヒナにおける 3-MeHis の体組織分布

を調べ、次いで、第 2 節では成長速度が異なるブロイラーヒナの骨格

筋タンパク質分解の代謝回転速度の比較を行った。  

 

第 1 節 初期成長期のブロイラーヒナにおける 3-MeHis の組織分布  

 

2-1-1 目的  

 本研究では、初期成長期のニワトリヒナにおける 3-MeHis 分析の信

頼性を保証するため、初期成長期のブロイラーヒナの各組織中の 3-

MeHis の含量の組織分布を調べた。  

 

2-1-2 材料および方法  

（１）供試動物と実験計画  

1 日齢のブロイラー初生ヒナ（チャンキー系  ROSS308、オス）を加

治木ヒナセンターから 100 羽導入し、5 日齢まで自由飲水、自由採食

で飼育した（飼料組成は表 2-1-1 に示す）。1 日齢から 5 日齢までの増
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体量が群の平均増体量（41.33±0.16 g）となる６羽を選抜し、屠殺した。

血液はできるだけ全量回収し、羽毛＋皮、骨＋頭、骨格筋、心臓、肝

臓、筋胃、消化管（内容物は除去）、その他の臓器（膵臓、腎臓など）

の 9 項目に分けて全採取し重量測定後、分析するまで -80℃で保存した。 

 

（２）血漿および組織中の 3-MeHis 含量の測定  

本研究では、組織中の遊離 3-MeHis 濃度を HPLC 法によって分析し

た。  

〈試薬〉  

 塩酸、過塩素酸、ピリジン、1-オクタンスルホン酸ナトリウム、ホウ

酸、塩化カリウム、オルトフタルアルデヒド、メタノール、2-メルカ

プトエタノール、ホルムアルデヒドはナカライテスク（京都）、 3-

MeHis 標準品は和光純薬工業（大阪）より購入した。  

 

・20%スルホサリチル酸  

 スルホサリチル酸 10 g を ddH2O で 50 mL に fill up した。  

 

・1.0 M ピリジン  

99.5 %ピリジン原液 87 mL と ddH2O 1000 mL を混合した。  

 

・0.2 M ピリジン  

1 M ピリジン 200 mL と ddH2O 800 mL を混合した。  

※  ピリジンは作成後に滴定を行い、濃度を確認した。  
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・高速液体クロマトグラフ移動相（Buffer A）  

1-オクタスルホン酸ナトリウム 0.58 g、KH2PO4 2.72 g をそれぞれビ

ーカーに秤量し、 ddH2O で溶解した。 1000 mL に定容した後、

10%CH3COOH で pH を 4.3 に調整した。その後、0.45 µm フィルター

（17822-K、 sartorius、Göttingen, Germany）で減圧ろ過を行った。  

 

・ホウ酸 buffer （pH10.4）  

ホウ酸 26 g、KOH 20 g をビーカーに秤量し、ddH2O 約 900 mL に溶

解した後、45% KOH で pH10.4 に調整し、1000 mL に定容した。  

 

・オルトフタルアルデヒド（検出用蛍光試薬）  

オルトフタルアルデヒド 0.8 g をビーカーに秤量し、メタノール 3 

mL を加え、さらにドラフト内で 2-メルカプトエタノール 1 mL を加

えてできるだけ溶解した。ホウ酸 buffer を加えて完全に溶解した後、

500 mL に定容した。  

※オルトフタルアルデヒドは、冷蔵庫にて保管すれば数週間はもつ

が、発色感度は作製後 72 時間を過ぎると急激に低下するので、

使用直前に作製した。  

 

・ホルムアルデヒド（ヒスチジンの蛍光抑制剤）  

ホルムアルデヒド 37.5 mL をメスシリンダーで量りとり，ホウ酸

buffer で 500 mL に定容した。  
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・3-MeHis 標準品   

MeHis 標品を 10.8 ng/ µL の濃度で Buffer A を用いて調整した。  

 

〈各組織中 3-MeHis 濃度測定の前処理（除タンパク質処理）〉  

各組織は、解凍後ミキサーでミンチにし、栓付き試験管に約 1g（心

臓は約 0.5g）秤量し、6N HCl を 20 mL 加え、105 ºC、24 時間オートク

レーブで加水分解した。加水分解した試料液をろ紙でろ過し、100 mL

ナス型フラスコに回収した。栓付き試験管およびろ紙は ddH2O で 2 回

洗浄し、100 mL 容ナス型フラスコに回収した。運転条件を水、30 hPa、

50ºC としたロータリーエバポレーターで減圧乾固した。減圧乾固した

100 mL 容ナス型フラスコに 0.2 M ピリジンを 9 mL 加え、これをサン

プル溶液とした。   

 

〈血漿中 3-MeHis 濃度測定の前処理（除タンパク質処理）〉  

2 mL 容マイクロチューブに血漿 500 µL と 20％スルホサリチル酸

170 µL を入れてよく混合し、氷中に置いた。4ºC、9,700 ×g、5 分間遠

心分離した後、チューブは直ちに氷中に置いた。沈殿物が入らないよ

うに上清 500 µL を 30 mL 容ナス型フラスコに移した。運転条件を水、

30 hPa、50ºC としたロータリーエバポレーターで減圧乾固した。除タ

ンパク処理で減圧乾固した 30 mL 容ナス型フラスコに 0.2 M ピリジン

を 3 mL 加え、これをサンプル溶液とした。   
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〈カラムクロマトグラフィーによる MeHis の粗分離〉  

 3-MeHis の粗分離には、強酸性型陽イオン交換樹脂（DOWEX 50W-

X8、200-400mesh pyridine form 、BIO-RAD）を使用した。樹脂をポリ

プロピレン製ミニカラム（内径 7 mm、長さ 60 mm、10 mL 液流層付き）

に最終体積として 2 mL になるように充填し、下部と上部に綿栓をし

て 0.2 M ピリジン 6 mL を流した。  

サンプル溶液全量をミニカラムに注入した。サンプル溶液がカラム

から完全に流出した後、さらに 0.2 M ピリジン 20 mL をカラムにとお

して、中性および酸性アミノ酸を溶出させた。0.2 M ピリジンがカラム

から完全に流出した後、1 M ピリジン 20 mL をカラムにとおして、塩

基性アミノ酸を溶出させ、これを 100 mL 容ナス型フラスコに完全回

収した（3-MeHis は塩基性アミノ酸である）。ロータリーエバポレータ

ーで乾固し、Buffer A を 1 mL 加えて溶解した。1 mL シリンジとシリ

ンジ用 0.45 µm フィルター（Minisart RC4 / Sartorius stedim）でフィル

ターろ過し、HPLC 用サンプル瓶に回収し、HPLC により分析した。  

 

〈3-MeHis の同定および計算〉  

 3-MeHis 同定には、3-MeHis 標準品を standard として用い、HPLC に

注入してからピークが現れるまでの保持時間を測定し、その保持時間

を以ってサンプル中の 3-MeHis を同定した。サンプルの 3-MeHis 含量

はピーク面積から算出した。  
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2-1-3 結果  

結果を表 2-1-2 に示した。5 日齢時点の平均骨格筋重量は、16.88±0.91 

g であり、骨格筋中の 3-MeHis 含量は 81.0±6.07 µmol だった。筋胃の

重量は、3.44±0.23 g であり、筋胃中の 3-MeHis 含量は 13.9±2.93 µmol

だった。また心臓中は 1.6±0.14 µmol、肝臓中は 1.9±0.33 µmol の 3-MeHis

が含まれていた。羽毛と皮はまとめて測定した結果、3-MeHis 含量は

5.2±1.18 µmol、血液＋骨＋頭をまとめて測定した結果、12.87 ±2.11 µmol

となった。さらに、その他の臓器は 6.9±1.35 µmol の 3-MeHis が含まれ

ていた。  
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表 2-1-1. 本研究で用いた基礎飼料の組成  
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表 2-1-2. 5 日齢ブロイラーヒナ（n=6）の各組織中の 3-MeHis 含量    
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2-1-4 考察  

翻訳後修飾によりメチル化された筋原線維タンパク質中のヒスチジ

ン（3-MeHis）は、タンパク質の分解によって遊離した後、タンパク質

合成に再利用されず、またそれ以上分解することなく全て排泄される

（Reporter, 1973; Morse et al., 1975）。つまり、単位時間あたりに蓄積

されたタンパク質と排泄された３ -MeHis の量を測定すれば、骨格筋タ

ンパク質の合成速度および分解速度を測定することが可能であると考

えられている。しかしながら、この測定方法を利用するためには、生

体内に存在する 3-MeHis の大部分が骨格筋（アクチン、ミオシン）に

存在し、排泄物のほとんどが筋肉由来の 3-MeHis であることを証明す

る必要がある。  

実験 1 の結果より、骨格筋中の 3-MeHis 含量は 81.02 µmol だった。

また、筋胃、その他の臓器などに比較的多く含まれていた。これを全

体の 3-MeHis 含量に対する割合で示すと、5 日齢では骨格筋に 64.42％、

筋胃に 14.17％、その他臓器に 8.78％となった（表 2-1-2）。羽毛と皮

はまとめて測定した結果、5.19 µmol であったが、以前の研究結果より、

11 日齢のブロイラーの羽中に 3-MeHis はほとんど含まれていないこと

が明らかとされている（品川卒論、1981）。したがって、本実験で明ら

かとなった 5.19 µmol のほとんどは皮由来であると考えられる。また、

血液＋骨＋頭をまとめて測定した結果、10.81 µmol となったが、骨中

にも 3-MeHis はほとんど含まれていないことが明らかとなっている

（品川卒論、1981）。さらに、血液のみの 3-MeHis 濃度を測定した結



 26 

果、1.15 µmol と極めて少ない。したがって、血液＋骨＋頭に含まれる

3-MeHis のほとんどが、解体時に骨もしくは頭から採取しきれなかっ

た骨格筋に由来するものだと考えられる。これまでに、15 日齢の肉用

鶏の 3-MeHis の組織分布を調べた結果、骨格筋には 57.1％存在してい

ることが報告されている（Hayashi et al. , 1985）。5 日齢の肉用鶏ヒナ

の体全体の 3-MeHis 含量に対する%で示すと骨格筋は 64.42％以上とな

り大部分の 3-MeHis は骨格筋に含まれていると考えられた。本実験の

結果より、5 日齢ブロイラーの骨格筋中の 3-MeHis 含量は、Hayashi ら

（1985）が報告した 15 日齢ブロイラーにおける骨格筋中の 3-MeHis 含

量である 57.1％を上回ったことから体タンパク質の合成速度および分

解速度の指標として利用可能であると判断した。  
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第 2 節 成長速度が異なるブロイラーヒナの骨格筋タンパク質分解の

代謝回転速度の比較  

 

2-2-1 目的  

本節では、初期成長期（1 日齢〜5 日齢）の増体が速い区と遅い区の

骨格筋タンパク質の合成速度（Ks）および分解速度（Kd）を比較した。  

 

2-2-2 材料および方法  

（１）供試動物と実験計画  

1 日齢のブロイラー初生ヒナ（チャンキー系  ROSS308、オス）を加

治木ヒナセンターから 100 羽導入し、5 日齢まで自由飲水、自由採食

で飼育した。1 日齢から 5 日齢までの増体量が速い急速発育区 24 羽と

遅い遅発育区 24 羽を選抜した。その後、各区４羽 1 ケージの計 6 ケー

ジで飼育し、増体量、飼料摂取量を求めた。また、排泄物の回収は屠

殺 2 日前からケージごとに全量回収し冷凍保存した。屠殺後、骨格筋

を全採取し重量を測定し、 -80 ºC で凍結保存した。  

 

（２）骨格筋中および排泄物中の 3-MeHis 含量の測定  

本研究では、骨格筋中および排泄物中の遊離 3-MeHis 濃度を HPLC

法によって分析した。第 2 章第 1 節と同様に試薬を調製した。  

 

〈骨格筋中 3-MeHis 濃度測定の前処理（除タンパク質処理）〉  

第 2 章第 1 節と同様に行った。   

〈糞および飼料中 3-MeHis 濃度測定の前処理（除タンパク質処理）〉  
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糞は解凍後、全量をミキサーに入れ 200 mL の ddH2O を加え攪拌し

た。栓付き試験管に約 5 g 秤量し、6N HCl を 20 mL 加え、105 ºC、24

時間オートクレーブで加水分解した。飼料は栓付き試験管に約 1 g 秤

量し、6N HCl を 20 mL 加え、105 ºC、24 時間オートクレーブで加水分

解した。加水分解した試料液をろ紙でろ過し、100 mL ナス型フラスコ

に回収した。栓付き試験管およびろ紙は ddH2O で 2 回洗浄し、100 mL

ナス型フラスコに回収した。運転条件を水、30 hPa、50ºC としたロー

タリーエバポレーターで減圧乾固した。減圧乾固した 100 mL ナス型

フラスコに 0.2 M ピリジンを 9 mL 加え、これをサンプル溶液とした。 

 

〈カラムクロマトグラフィーによる MeHis の粗分離〉  

 第 2 章第 1 節と同様に行った。  

 

〈3-MeHis の同定および計算〉  

 第 2 章第 1 節と同様に行った。  

 

（3）骨格筋タンパク質代謝回転速度の算出  

本研究では、骨格筋および体タンパク質の合成・分解速度を求める

際に、次の 3 項目を仮定し、それぞれについて以下の計算式を用いて

算出した。  

① 糞中の 3-MeHis が全て筋肉由来のもの  

② 3-MeHis を含む全ての組織の体タンパク質が、全て同じ速度で合成・

分解される  
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③ ニワトリの骨格筋以外の組織の 3-MeHis 排泄量に対する寄与率が、

ラットと同等である  

また、飼料中に含まれる 3-MeHis 含量はわずかであったため飼料中

の 3-MeHis を無視して計算を行った。  

 

 
 

（4）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は、 Student’s の t 検定法を用いて遅発育区との差異を調べ

た。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分解速度定数 Kd= 3-MeHisの1日の排泄量
P

合成速度定数 Ks= Kd(P-P0e-Kdt)
P(1-e-kdt) P:体内の3-MeHisのプール量（μmol）

P0:0時の体内の3-MeHisのプール量（μmol）
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2-2-3 結果  

結果は表 2-2-1 に示した。試験開始日齢（5 日齢）から試験終了日齢

（7 日齢）までの体重は急速発育区で有意に重く、飼料摂取量と増体量

は、遅発育区と比較して急速発育区で多かった。同様に、7 日齢時点の

骨格筋重量および排泄物重量は、遅発育区と比較して急速発育区で多

かった。また、骨格筋中の 3-MeHis に差は認められなかったが、排泄

物中の 3-MeHis 濃度は、急速発育区と比較して遅発育区で高い傾向を

示した。7 日齢ブロイラーヒナの骨格筋中のタンパク質分解速度（Kd）

を計算すると、遅発育区で 1.38％、急速発育区で 0.84％となり、遅発

育区と比較して急速発育区で有意に低い値を示した。一方、タンパク

質合成速度（Ks）は、遅発育区で 9.99％、急速発育区で 11.39%となり、

遅発育区と比較して急速発育区で高い傾向を示したが、有意な差は認

められなかった（P=0.09）。  
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表 2-2-1. 7 日齢ブロイラーヒナの成長速度に対する骨格筋中のタンパ

ク質合成および分解速度   
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2-2-4 考察  

本節の結果より、7 日齢ブロイラーヒナの骨格筋中のタンパク質分

解速度を計算すると、遅発育区と比較して急速発育区で有意に低い値

を示した。一方、タンパク質合成速度は、遅発育区と比較して急速発

育区で高い傾向を示したが、有意な差は認められなかった。これらの

結果より、成長速度の差には、骨格筋のタンパク質分解速度の差が合

成速度と比較してより大きく寄与することが示された。第 1 章で述べ

たように、ニワトリやウズラを用いた研究より、体格差のある系統間

の比較では、体格が小さい個体は大きい個体よりタンパク質分解速度

が高く、合成速度が低いことから、合成量よりも分解量が骨格筋量に

大きく影響することが示唆されている（Hayashi et al., 1985; Maeda et 

al., 1986）。これらの結果と同様に、同品種・同系統内の肉用鶏におい

ても成長速度の個体差には、タンパク質合成よりも分解速度の差がよ

り強く影響することが示唆された。また、本節の結果より、遅発育区

と比較して急速発育区は 1 日の飼料摂取量が有意に高かった。短期間

の絶食に応答した骨格筋量の減少は、骨格筋タンパク質の合成と分解

率に依存することから（Millward et al., 1976）、遅発育区と急速発育区

の飼料摂取量の差が骨格筋タンパク質分解速度の差に影響を与えてい

る可能性が考えられた。  

しかしながら、同品種・同系統内のニワトリの骨格筋におけるタン

パク質の分解速度の差の原因は不明である。第 3 章では、骨格筋タン

パク質分解速度を支配する分子機構の解明を行った。  
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第 3 章 肉用鶏ヒナの骨格筋タンパク質分解速度を支配する分子機構

の解明  

     

骨格筋のタンパク質の分解量は、標的タンパク質に付加されたユビ

キチン鎖をプロテアソームが認識し、不可逆的に分解するシステム（ユ

ビキチン -プロテアソーム系タンパク質分解）によって調節される

（Ciechanover et al., 1998; Hershko et al., 1998; Jagoe et al., 2001; Lecker  

et al., 2004; Lecker et al., 2006）。骨格筋では、骨格筋特異的ユビキチ

ンリガーゼとして同定されている Atrogin-1/MAFbx の mRNA 発現量が

骨格筋におけるタンパク質分解量と正の相関を示すことが報告されて

いる（Bodine et al., 2001; Sacheck et al.,  2004; Ohtsuka et al., 2011）。ま

た、Atrogin-1/MAFbx の遺伝子発現量は FoxO 転写因子によって調節さ

れており、FoxO の転写活性は、リン酸化に伴う細胞内局在の変化によ

り低下する（Sandori et al., 2004; Stitt et al., 2004; Daitoku et al., 2011）。  

第 2 章より、同品種・同系統内の肉用鶏ヒナの個体差に骨格筋タン

パク質分解速度の関与が示唆されたため、本章では骨格筋タンパク質

分解速度を支配する分子機構の解明を行なった。第 1 章では、第 2 章

と同様に、肉用鶏のヒナを初期成長期（1〜5 日齢）の増体量が多い急

速発育区（上位 20 %）と増体量が少ない遅発育区（下位 20 %）の 2 区

に分け、骨格筋中の AKT と FoxO のリン酸化割合（リン酸化タンパク

質 /全タンパク質）、および Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を比較し

た。Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量の減少を介したタンパク質分解の

抑制因子として、インスリン、IGF-1 およびアドレナリンが報告されて
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いる。そこで第 2 章では、それぞれの血漿中濃度と骨格筋中の受容体

の発現量を遅発育区と急速発育区で比較した。  

 

第 1 節 成長速度が異なるブロイラーヒナの骨格筋タンパク質分解関

連因子の比較  

 

3-1-1 目的  

 本研究では、初期成長期の成長速度が異なる肉用鶏ヒナにおいて、

骨格筋タンパク質分解速度が体格差の決定要因として示唆されたため、

遅発育区と急速発育区の 2 区間の骨格筋中のタンパク質分解関連因子

の発現量を比較した。  

 

3-1-2 材料および方法  

（１）供試動物と実験計画  

1 日齢のブロイラー初生ヒナ（チャンキー系  ROSS308、オス）を加

治木ヒナセンターから 100 羽導入し、5 日齢まで自由飲水、自由採食

で飼育した。飼料組成は表 2-2-1 に準じた。1 日齢から 5 日齢までの増

体量を以って、増体が速い急速発育区と増体が遅い遅発育区から各 6

羽を選抜した。その後、5 時間絶食させたのち、屠殺し、解体を行った。

屠殺後、血液、および浅胸筋、縫工筋、肝臓、心臓、大腿部を採取し重

量測定後、 -80ºC で凍結保存した。  
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（２）血漿中の遊離 3-メチルヒスチジン（3-MeHis）含量分析  

〈試薬の調製〉  

第 2 章第 1 節と同様に試薬の調製を行った。  

 

〈血漿中 3-MeHis 濃度測定の前処理（除タンパク質処理）〉  

第 2 章第 1 節と同様に行った。   

 

〈カラムクロマトグラフィーによる MeHis の粗分離〉  

第 2 章第 1 節と同様に行った。  

 

〈MeHis の同定および計算〉  

 第 2 章第 1 節と同様に行った。  

 

（３）骨格筋中の遺伝子発現  

〈試薬〉  

 ISOGENⅡはニッポン・ジーン（東京）、p-Bromoanisole は和光純薬

工業（大阪）、UltraPure Water は caymanchemical company（Ann Arbor、

MI、USA）、イソプロパノール、エタノールはナカライテスク（京都）、

Prime Script RT reagent Kit はタカラバイオ（滋賀）、SYBR® Select 

Master Mix は Applied Biosystems（Foster City、CA、USA）、プライマ

ーはファスマック（神奈川）より購入した。  
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〈組織からの mRNA 抽出〉  

 ジルコニアビーズと 1mL の ISOGENⅡを入れた 2 mL 容破砕用チュ

ーブ（アシスト、東京）に約 80 mg の組織を量りとり、氷で冷やしな

がら超音波破砕機（Micro SmashTM MS-100、トミー精工、東京）で破砕

ホモジナイズ（4,500 回転、15 秒×3 回）を行い、組織を溶解した。ス

ピンダウンを行い、0.4 mL の UltraPureWater を加え、15 秒間激しく撹

拌混合し、室温で 15 分間静置した。20,000 ×g で 5 分間の遠心分離を

行い、不溶物を沈殿させた。上清 1 mL を 1.5 mL 容マイクロチューブ

に移した。p-Bromoanisole を 5 µL 加えて、15 秒間しっかりと撹拌し、

20,000 ×g で 5 分間の遠心分離を行った。上清（水層）0.75 mL を別の

1.5 mL 容マイクロチューブに移し、イソプロパノールを 0.75 mL 加え

て、30 秒間撹拌した。室温で 10 分間静置後、20,000 ×g で 5 分間の遠

心分離を行った。上清をアスピレーターで吸引して完全に除き、75 %

エタノールを 250 µL 添加し、ペレットが浮くまで軽く撹拌した。20,000 

×g で 1 分間の遠心分離を行い、上清をアスピレーターで吸引して完全

に除いた後、75 %エタノール 0.5 mL を加えてペレットが浮くまで軽く

撹拌し、20,000 ×g で 1 分間の遠心分離を行った。上清をアスピレータ

ーで吸引して完全に除き、UltraPure Water を 200 µL 添加し、ペレット

を溶解した。超微量紫外・可視分光光度計（NANO DROP LIFE、Thermo 

Scientific、Waltham、MA、USA）を用いて抽出サンプル中の RNA 含量

を求めた。  
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〈cDNA の合成〉  

 RNA 濃度が 60 ng/µL となるように、UltraPure Water で希釈し、Prime 

Script RT reagent Kit を用いて cDNA を合成した。  

 

〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーを表 3-1-1 に示した。mRNA の発現量

は、7300 Real-Time PCR system（Applied Biosystems、Foster City、CA、

USA）を用いて分析した。PCR の反応は、50ºC で 2 分、95ºC で 2 分間

反応させた後、95ºC で 15 秒、55ºC で 15 秒、72ºC で 60 秒の反応を 60

回行った。各 mRNA の発現量は、両区間で発現量に差がないことを確

認した 18S リボソーム RNA を内部標準として用いて補正した。mRNA

の発現量は、遅発育区に対する発現比として表した。  

 

（４）骨格筋中のタンパク質発現分析  

〈試薬〉  

トリスヒドロキシメチルアミノメタン（Tris）、プロテアーゼインヒビ

ターカクテル、ラウリル硫酸ナトリウム（SDS）、β-メルカプトエタノ

ール、塩化ナトリウム、グリセロールはナカライテスク（京都）、ブ

ロモフェノールブルー（BPB）、ポリオオキシエチレン（20）ソルビタ

ンモノラウレート（Tween20）は和光純薬工業（大阪）、Advanced Protein 

Assay Regent は BIORAD（CA、USA）、ウシ血清アルブミン（BSA）

は Sigma-Aldrich（MO、USA）、抗 AKT 抗体（#9272）、抗リン酸化

AKT 抗体（ ser473）（#9271）、抗リン酸化 FoxO1/3 抗体（#9464）、
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抗 FoxO1 抗体（#9454）、抗リン酸化 FoxO1 抗体（ ser256）（#9461）

は Cell Signaling Technology（MA、USA）、抗 GAPDH 抗体（Sc-20357）

抗ウサギ抗体（Sc-2030）は Santa Cruz Biotechnology（CA、USA）、抗

ヤギ抗体（ ab97120）は abcam（CB、UK）EzWestLumi plus は ATTO（東

京）、Can Get Signal は TOYOBO（大阪）より購入した。  

 

〈全細胞タンパク質の抽出〉  

 500 mg の浅胸筋または縫工筋を氷冷した 5 mL の RIPA バッファー

（50 mM Tris（pH 8.0）、0.5％デオキシコール酸ナトリウム、40％NP.40、

150 mM NaCl、0.1 %SDS、1 mM EDTA、1 %プロテアーゼインヒビター

カクテル）が入ったファルコンチューブ（50 mL 容）に入れ、ハサミで

細切した。その後、チューブを氷上に置きながら、ポリトロンホモジ

ナイザー（∅12 ㎜）でホモジェナイズした。ホモジェナイズしたサン

プルをエッペンドルフチューブに移し、遠心分離機（ Model 3700、

KUBOTA、東京）を用いて 4 ºC、20,000 ×g で 10 分間遠心分離し、上

清をウエスタンブロッティング用サンプルとし、分析まで -30 ºC で保

存した。  

 

〈タンパク質量の測定〉  

 サンプル中のタンパク質量の測定は , Bradford 法に従って測定した

（Bradford, 1976）。999 µL の Advanced Protein Assay Regent に 1µL の

ウエスタンブロッティング用サンプルを加え、ボルテックスミックス

した後、分光光度計（SH-9000、コロナ電気、茨城）を用いて 595 nm
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における吸光度を測定した。ウシ血清アルブミン（BSA）を 500 µg/mL

の濃度で溶解させた溶液を用いて作成した標準曲線に基づいて、サン

プル中のタンパク質量を求めた。  

 

〈ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整〉  

 タンパク質濃度の測定結果から、タンパク質量 15 µg 分を得るため

に必要な測定用サンプル量を算出した。タンパク質 15 µg 分の測定用

サンプルをエッペンドルフチューブに入れ、その  3 分の 1 量の sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis （SDS-PAGE）用サン

プルバッファー（240 mM Tris （pH 6.8）、8 %（w/v）SDS、5 %（v/v）

β-メルカプトエタノール、40 %グリセロール、0.04 %BPB）と混和し、

95 ºC で 3 分間加熱した後、 氷上に 1 分以上静置し、これを SDS-PAGE

供した。  

 

〈SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング〉  

 10 %濃度のアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE を行った。電流

を 40 mA として、一定の電流になるよう設定した。SDS-PAGE 終了後、

ゲルと polyvinylidene difluoride （ PVDF）メンブレン（ IPVH00010; 

Millipore Co., MA, USA）を重ね、電流をメンブレン 1 cm2 あたり 1 mA

となるよう設定して 90 分間通電し、ゲルからメンブレンにタンパク質

を転写した。その後、5 %（w/v）スキムミルク、1 %Tween20 を含む TBS

（以後 TBST、50 mM Tris, 140 mM NaCl, 1 % Tween20）中で、メンブ

レンを 1 時間振とうし、ブロッキングした。ブロッキング終了後、TBST
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で 3 度洗浄した後、メンブレンを 1 次抗体液中に入れ、4 ºC で 12 時間

反応させた。1 次抗体液は、  抗 AKT 抗体、抗リン酸化 AKT 抗体、抗

リン酸化 FoxO1/3 抗体、抗 FoxO1 抗体、抗リン酸化 FoxO1 抗体、また

は抗 GAPDH 抗体を Can Get Signal solution I で 2,500 倍に希釈したも

のをそれぞれ用いた。1 次抗体反応後、TBST で 3 度洗浄した後、メン

ブレンを 2 次抗体液中に入れ、25 ºC で 2 時間以上反応させた。2 次抗

体液は、抗ウサギ抗体または抗ヤギ抗体を Can Get Signal solution II で

5,000 倍に希釈したものをそれぞれ用いた。2 次抗体反応後、TBST で

5 回洗浄し、メンブレンに EzWestLumi plus を用いて発光させ、画像検

出装置（Ez-Capture MG、AE-9300H、アトー株式会社、東京）を用いて

検出した。検出した画像から相対的なバンドの強度を ImageJ ソフトウ

ェア（National Institutes of Health、MA、USA）を用いて定量した。  

 

（５）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は、  Student’s の t 検定法を用いて遅発育区との差異を調

べた。  
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3-1-3 結果  

導入時（ 1 日齢）の体重は、遅発育区（ 40.6±1.6 g）と急速発育区

（ 41.3±1.3 g）の間で差はなかったが、 5 日齢時の体重は遅発育区

（65.9±3.0 g）と比較して急速発育区（ 86.6±2.7 g）で有意に重かった

（表 3-1-2）。5 日齢ヒナの浅胸筋および縫工筋重量は遅発育区と比較

して急速発育区で有意に重かったが、体重に対する浅胸筋および縫工

筋重量の割合（相対重量）は、浅胸筋のみで遅発育区と比較して急速

発育区で大きかった（表 3-1-2）。また、大腿部、心臓、肝臓、筋胃重

量も遅発育区と比較して急速発育区で有意に重かったが、腹腔内脂肪

重量に 2 区間で差は認められなかった（表 3-1-2）。さらに、5 日齢の

ブロイラーヒナにおける骨格筋タンパク質分解の指標である血漿中の

3-MeHis 濃度は、遅発育区と比較して急速発育区で有意に低く、浅胸

筋中の Atrogin-1 / MAFbx mRNA の発現量は、遅発育区と比較して急速

発育区で有意に低かった（図 3-1-1）。  

FoxO1 および FoxO3 タンパク質を検出できる抗体を用いた予備試験

より、浅胸筋におけるリン酸化 FoxO1 および FoxO3 のタンパク質発現

を調べた結果、FoxO3 と比べて FoxO1 の発現がより強く検出されたこ

とから（図 3-1-2）、本研究では、FoxO1 に着目して研究を行い、リン

酸化 FoxO1 タンパク質の検出にはリン酸化 FoxO1（#9461）の抗体を

用いた。浅胸筋中の AKT および FoxO1 のリン酸化割合（全タンパク

質に対するリン酸化タンパク質の割合）は遅発育区と比較して、急速

発育区で有意に高いことが明らかとなった（図 3-1-3A、B）。一方、縫

工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現量、  AKT および FoxO1 のリン
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酸化割合に両区間で差は認められなかった（図 3-1-4）。   
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表 3-1-1. 本節で用いたプライマーとその配列（Gallus gallus domesticus） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

	��� Sequence (5'-3')

Atrogin-1/MAFbx Forward CCA ACA ACC CAG AGA CCT GT
Reverse GGA GCT TCA CAC GAA CAT GA

18S ����� RNA Forward AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG
Reverse CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA
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表 3-1-2. 5 日齢ブロイラーヒナの体重および骨格筋重量  

*; P<0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1	����g 40.60 ± 1.60 41.30 ± 1.30

5	����g 65.87 ± 3.03 86.57 ± 2.74 *


����g 1.89 ± 0.44 3.51 ± 0.36 *

�����g 0.16 ± 0.02 0.21 ± 0.04 *

������g 4.97 ± 0.28 6.65 ± 0.41 *

�����g 0.20 ± 0.05 0.62 ± 0.03 *

�����g 0.47 ± 0.15 2.62 ± 0.10 *

����g 3.20 ± 0.19 3.74 ± 0.12 *

��������g 0.17 ± 0.06 0.26 ± 0.14


� �����g/100 g�� 2.85 ± 0.50 4.02 ± 0.60 *

�� �����g/100 g�� 0.23 ± 0.01 0.25 ± 0.04

����

(n = 6)
�����

(n = 6)
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図 3-1-1. 初期成長速度の異なるブロイラーヒナにおける血漿中 3-
MeHis 濃度および浅胸筋中の Atrogin-1 mRNA 発現量の比較  

*;P<0.05  遅：遅発育区  急速：急速発育区  
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図 3-1-2.ブロイラーヒナの浅胸筋中のリン酸化 FoxO1 およびリン酸化

FoxO3 タンパク質の発現量  
 
 
 
 
 
 

FoxO1（78 kDa）
FoxO3（82 kDa）

�����FoxO1/3��
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図 3-1-3. 初期成長速度の異なるブロイラーヒナにおける浅胸筋中の

AKT および FoxO1 タンパク質のリン酸化割合の比較  
*;P<0.05  遅：遅発育区  急速：急速発育区  
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図 3-1-4. 初期成長速度の異なるブロイラーヒナにおける縫工筋中の

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量および AKT と FoxO1 タンパク質のリ

ン酸化割合の比較  
*;P<0.05  遅：遅発育区  急速：急速発育区  
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3-1-4 考察  

本節の結果より、骨格筋タンパク質分解の指標である血漿中の 3-

MeHis 濃度が遅発育区と比較して急速発育区で有意に低かったことか

ら、第 1 章の結果と同様に急速発育区は遅発育区と比較して、タンパ

ク質分解が低く維持されていることが示唆された。また、遅発育区と

比較して急速発育区の浅胸筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量が

有意に低かった。哺乳動物およびニワトリ骨格筋において Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量はタンパク質分解速度と正の相関を示すため

（Sacheck et al., 2004; Ohtsuka et al., 2011）、急速発育区の骨格筋タン

パク質分解速度の低さは、浅胸筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現

量が低いことが影響していると考えられる。  

さらに、本研究において、5 日齢ブロイラーヒナの浅胸筋中の AKT

および FoxO1 タンパク質のリン酸化割合は、遅発育区と比較して有意

に高かった。AKT はリン酸化により活性化し、FoxO1 をリン酸化させ

ることで、FoxO1 タンパク質は核から細胞質へと移動することが知ら

れている（Daitoku et al., 2011）。その結果、FoxO1 の標的遺伝子であ

る Atrogin-1 mRNA 発現は減少する（Sandori et al., 2004; Stitt et al.,  

2004）。本節の結果より、初期成長期の増体が速い急速発育区は浅胸

筋中の AKT のリン酸化割合が高く、FoxO1 タンパク質をリン酸化し、

FoxO1 転写因子の細胞内局在を変化させることによって、その転写活

性が低下した結果、Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現が減少し、タンパク質

分解がより抑制されることが示唆された。  

一方、5 日齢ヒナの縫工筋重量は、遅発育区と比較して急速発育区
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で重かったが、体重に対する縫工筋重量の割合は、両区間に差はなか

った。本節の結果より、縫工筋中における Atrogin-1/MAFbx mRNA の

発現量、AKT および FoxO1 タンパク質のリン酸化割合にも両区間で差

は認められなかった。これらの結果より、成長が著しい時期のブロイ

ラーヒナの縫工筋におけるタンパク質分解速度は急速発育区および遅

発育区との間に差がない可能性が考えられた。  

しかしながら、急速発育区と遅発育区間のタンパク質分解の差異が

浅胸筋と縫工筋で違う理由は不明である。 考えられる可能性の 1 つと

して、浅胸筋と縫工筋の成長率の違いが示唆される。Saneyasu ら（2017）

は、体重に対する浅胸筋重量の割合が 3 日齢から 5 日齢までに著しく

増加することを報告した。加えて、我々はこれまでに体重に対する浅

胸筋重量割合が 1 日齢から 5 日齢までで約 340％増加したのに対し、

縫工筋重量の割合は 30％減少することを確認した。これらの結果は、

浅胸筋の成長速度が縫工筋と比較してより高いことを示した。さらに、

浅胸筋におけるタンパク質合成速度およびタンパク質分解速度が縫工

筋よりも約 10 倍高いことから（Tesseraud et al., 1996）、浅胸筋におけ

るタンパク質代謝回転が縫工筋より高いことが考えられた。それゆえ

に、成長が著しい時期は縫工筋と比較して浅胸筋がよりタンパク質分

解の抑制が成長に影響を与えやすいことが示唆された。  

次節では、骨格筋において主要なタンパク質分解制御因子と骨格筋

量の個体差との関連を明らかにするために、Atrogin-1/MAFbx mRNA の

発現量の減少を惹起しタンパク質分解を抑制する因子として報告され

ている、インスリン、IGF-1 およびアドレナリンの血漿中濃度と骨格筋
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中の受容体の発現量を遅発育区と急速発育区で比較した。  
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第 2 節 成長速度が異なるブロイラーヒナにおけるタンパク質分解抑

制シグナルの比較  

 

3-2-1 目的  

前節でも述べたように、これまでに Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量

の減少を介してタンパク質分解を抑制する因子が複数報告されている。

例えば、哺乳動物およびニワトリの骨格筋および培養骨格筋細胞にお

いて、 AKT のリン酸化を介して FoxO1 の転写を阻害し、 Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現を抑制することがインスリン（Suryawan et al.,  

2007; Duchêne et al, 2008; Timmerman et al., 2010; Saneyasu et al., 2017）

または IGF-1（Frayn and Maycock, 1979; Sacheck et al., 2004; Stitt  et al.,  

2004; Nakashima et al., 2017）の刺激により惹起されることが報告され

ている。また、アドレナリンも骨格筋タンパク質分解を抑制すること

が報告されている（Navegantes et al., 2002）。Silveira ら（2014）は、

アドレナリンの投与が AMP-PKA シグナルの活性化によって FoxO1 の

転写活性を阻害し、Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を減少させること

を報告している。さらに、第 1 章で述べた通り、アドレナリンは G タ

ンパク質共役型受容体である 9 種の AR（α1A、α1B、α1D、α2A、α2B、

α2C、β1、β2、および β3）を介して様々な組織において機能を発揮する。

これら 9 種のサブタイプのうち、骨格筋では主に β-AR（β1、β2、β3 の

3 種のサブタイプに分類される）によって作用が伝達される（Grady et 

al., 1997）。  

本節では、インスリン、IGF-1 およびアドレナリンそれぞれの血漿中

濃度と骨格筋中の受容体の発現量を遅発育区と急速発育区で比較した。 
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3-2-2 材料および方法  

（１）供試動物と実験計画  

第 2 章第 1 節に準じ、同様のヒナを用いて分析した。  

 

（２）骨格筋中の遺伝子発現  

 試薬は第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈組織からの mRNA 抽出〉  

 mRNA の抽出は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈cDNA の合成〉  

 cDNA の合成は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーを表 3-2-1 に示した。mRNA の発現量

は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（３）血漿中インスリン濃度測定  

 レビス®ブタインスリン由来の ELISA キット（AKRIN-013T、和光純

薬工業株式会社、大阪）のマニュアルの指示に従って使用した。  

 

 

 



 54 

（４）血漿中のアドレナリン濃度測定  

本研究では、血漿中のアドレナリン濃度を蛍光検出を用いた HPLC 法

によって分析した（Mitsui et al., 1985; Yuniant et al., 1998）。  

〈試薬〉  

水酸化リチウム、塩酸、エタノール、アセトニトリル、塩化カリウム、

メタノール、トリス、還元型グルタチオン、イソプロパノール、酒石

酸アドレナリン、酒石酸水素ノルエピネフェリンはナカライテスク（京

都）、1, 2-ジフェニルエチレンジアミンは東京化成（東京）、フェリシ

アン化カリウムは島久薬品（大阪）で購入した。  

 

 ・還元型グルタチオン溶液  

還元型グルタチオン 200 mg を 15 mL チューブに秤量し、2 mL の

ddH2O を用いて溶解した。  

 

・2.0 M 水酸化リチウム  

水酸化リチウム 21 g をビーカーに秤量し、ddH2O で溶解後、250 mL

に定容した。  

 

・12 M 塩酸：エタノール（1：9、v/v）  

ddH2O 900 mL にエタノール 100 mL を混合した。  

 

・0.2 M リン酸リチウム緩衝液（pH 5.8）  

（A）水酸化リチウム 2.098 g をビーカーに秤量し、ddH2O で溶解後、
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200 mL に定量した（0.25 M）。  

（B）濃リン酸 0.68 mL を 50 mL に定量する（0.2 M）  

（A）を 160 mL と（B）を 40 mL 定量し混合する。濃リン酸を用いて

pH 5.8 に調整する。  

 

・アセトニトリル水溶液（1：1、v/v）  

ddH2O 500 mL とアセトニトリル 500 mL を混合した。  

 

・溶出 buffer（0.6 M 塩化カリウム -アセトニトリル（1：1、v/v）、0.6 

M フェリシアン化カリウム）  

塩化カリウム 4.47 g とフェリシアン化カリウム 19.75 mg をそれぞれ

ビーカーに秤量し、ddH2O で溶解した後、100 mL に定容した。その後

アセトニトリル 100 mL と混合した。  

 

・1, 2-ジフェニルエチレンジアミン（DPE）（蛍光試薬）  

DPE 0.637 g ビーカーに秤量し、15 mL エタノールで溶解した。これ

に 15 mL の ddH2O を加え、1 N 塩酸で pH 6.7 に調整した。  

 

・高速液体クロマトグラフ移動相  

（A）Tris 1.51 g をビーカーに秤量し、ddH2O で溶解後、250 mL に定

容し、50 mM トリス溶液を作成した。  

（B）塩酸 1.04 mL を ddH2O で 250 mL に定容し、50 mM 塩酸を作成

した。  
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（C）（A）と（B）を pH 7.0 になるように混ぜ合わせる。  

アセトニトリル 500 mL とメタノール 100 mL、（C）400 mL を混合し

て 1000 mL とした。その後、0.45 µm フィルター（ JHWP04700、Merck、

DE）で減圧ろ過を行った後、超音波洗浄機で脱気した。  

 

・イソプロパノール溶液  

イソプロパノール標品を 10 pM の濃度で ddH2O を用いて調整した。  

 

・アミン混合標準液（STD）  

酒石酸アドレナリン、イソプロパノール、酒石酸水素ノルエピネフェ

リンをそれぞれ 10 mM に調整し、1/1000 ずつ希釈し、10 pM まで調整

した。  

 

〈血漿の採取〉  

 血液をヘパリンおよび還元型グルタチオン溶液を 50 µL ずつ分注し

た 15 mL ファルコンチューブに回収し、氷冷した。4 ºC 、20,000 ×g で

15 分間の遠心分離を行った後、上清の血漿を 2 mL チューブに採取し、

分析に用いるまで -80 ºC で保存した。  

 

〈カラムの前処理（洗浄）〉  

カラムは TOYOPAK IC-SP カートリッジ（0008489、東ソ株式会社、

東京）を用いた。カラムに 5 mL のシリンジを取り付け、2.0 M 水酸化

リチウムを 2 mL（1 mL×2）、ddH2O 10 mL（5 mL×2）を流した。その
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後、12 M 塩酸：エタノール混合液を 2 mL（1 mL×2）流し、再び ddH2O 

10 mL（5 mL×2）を流した。最後に、0.2 M リン酸リチウム緩衝液（pH 

5.8）3 mL（1 mL×3）を充填した。  

 

〈血漿の前処理〉  

1.5 mL のチューブに融解した血漿を１mL 分注した。また、内部標

準物質として 10 pM イソプロテレノールを 25 µL 分注した。その後、

0.5 M リン酸リチウム緩衝液（pH 5.8）500µL を加え、ボルテックスミ

ックスし、これをサンプル溶液とした。  

 

〈アミンの分離溶出〉  

前処理したカラムに 1 mL のシリンジを取り付け、サンプル溶液を全

量注入した。ゆっくりシリンジを押し、サンプル溶液がカラムから完

全に流出させた。その後、ddH2O を 10 mL（5 mL×2）、ddH2O：アセト

ニトリル混合液 2 mL をおとした（シリンジで押さずに、自然落下させ

ることで、アミンのみがカラムに吸着する）。完全に流出した後、溶

出 Buffer 300 µL をとおした。再び、溶出緩衝液 300 µL をカラムに通

し、溶出されたものを 1.5 mL チューブに回収した。  

 

〈アミンの蛍光誘導体化〉  

完全に回収したサンプルに DPE を 50 µL 添加し、ボルテックスミッ

クスした。40 ºC に設定したヒートブロックで 40 分間インキュベート

した。その後、氷冷中に移し反応を停止させた。1 mL シリンジとシリ
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ンジ用 0.45 µm フィルター（Minisart RC4 / Sartorius stedim）でフィル

ターろ過し、HPLC 用サンプル瓶に回収し、8 時間以内に HPLC により

分析した。  

 

〈アドレナリンの同定および計算〉  

 アドレナリンは流速 0.8 mL/分の時に 6.2 分、イソプロテレノールは

9.7 分で溶出される。アドレナリン濃度は、以下の式を用いて計算を行

なった。  

アドレナリン（pmol/mL）＝血漿中に入れたイソプロテレノール（内部

標準）の量（10 pM）×（サンプル中のアドレナリンの高さ /サンプル中

のイソプロテレノールの高さ）×（アミン混合 STD 中のイソプロテレ

ノールの高さ /アミン混合 STD 中のアドレナリンの高さ）/血漿の量（0.5 

mL）  

 

（６）血漿中の成長ホルモン（GH）の測定  

ニワトリ成長ホルモン ELISA キット（E-EL-Ch2116-96T、Elabscience®、

TX、  USA）のマニュアルの指示に従って使用した。  

 

（５）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は、  Student’s の t 検定法を用いて対照区との差異を調べ

た。  
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3-2-3 結果  

5 日齢ブロイラーヒナの成長速度が異なる 2 区間における血漿中の

インスリン濃度、および浅胸筋中のインスリン受容体 mRNA の発現量

に差は認められなかった（図 3-2-1）。同様に、浅胸筋中の IGF-1 mRNA

の発現量にも 2 区間での差は認められなかった（図 3-2-2A）。IGF-1 は

GH より肝臓で合成が惹起される。しかしながら、血漿中の GH 濃度に

も差はなく、肝臓中の IGF-1 mRNA 発現量にも 2 区間の差は認められ

なかった（図 3-2-2B、C）。また、浅胸筋中の IGF-1 受容体 mRNA の

発現量にも差は認められなかった（図 3-2-2D）。  

5 日齢ブロイラーヒナの成長速度が異なる 2 区間における血漿中の

アドレナリン濃度に差は認められなかった（図 3-2-3A）。浅胸筋中の

β1-AR mRNA および β3-AR mRNA の発現量に 2 区間の差は認められな

かったものの、β2-AR mRNA の発現量は遅発育区と比較して急速発育

区で有意に高かった（図 3-2-3B-D）。  
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表 3-2-1. 本節で用いたプライマーとその配列（Gallus gallus domesticus） 

IGF-1:インスリン様成長因子−1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sequence (5'-3')

���	���� Forward GAC TCT CCA ACG AAC AGG TG
Reverse TCA GCA TCT CAA TGA CCT CAA

IGF-I Forward CTT CAG TTC GTA TGT GGA GAC A
Reverse GAT TTA GGT GGC TTT ATT GGA G

IGF-I ��� Forward CTG TGT CCG ACA AAT GGG GA
Reverse TGA CGG TCA GTT TCG GGA AG

β 1 -��
�	���� Forward TTA GTG TCC CGG TTG CTG TC
Reverse AGC TTG GTG CTC TAG CTT GG

β 2 -��
�	���� Forward GAC GCC GGA ACG CTG AG
Reverse GAA GAC AGT GAC CAG CAC GA

β 3 -��
�	���� Forward ATC GGC AAG GAC AAG GTG AG
Reverse CCC ATG ATG ATG CCC AAG GT

18S 	���� RNA Forward AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG
Reverse CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA

���
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図 3-2-1. 初期成長速度の異なるブロイラーヒナにおける血漿中のイン

スリン濃度および浅胸筋中のインスリン受容体 mRNA の発現量の比較  
 遅：遅発育区  急速：急速発育区  
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図 3-2-2. 初期成長速度の異なるブロイラーヒナにおける組織中の

IGF-1 および IGF-受容体 mRNA の発現量と血漿中 GH 濃度の比較  
*;P<0.05   遅：遅発育区  急速：急速発育区  
IGF-1:インスリン様成長因子 ; GH:成長ホルモン  
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図 3-2-3. 初期成長速度の異なるブロイラーヒナにおける血漿中アドレ

ナリン濃度と浅胸筋中の β-AR 受容体 mRNA の発現量との比較  
*;P<0.05   遅：遅発育区  急速：急速発育区  
β-AR: β アドレナリン受容体  
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3-2-4 考察  

 前章の結果より、増体速度の異なる 2 区間で体タンパク質分解速度

に有意な差があること、ならびにその差は浅胸筋中の Atrogin-1/MAFbx 

mRNA の発現量が関与することが示された。哺乳動物およびニワトリ

の骨格筋および培養骨格筋細胞において、インスリンまたは IGF-1 の

刺激が AKT のリン酸化を介して FoxO1 の転写を阻害し、Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現を抑制することが報告されている（Frayn and 

Maycock, 1979; Sacheck et al., 2004; Stitt  et al., 2004; Nakashima et al.,  

2017; Saneyasu et al., 2017）。しかしながら、本節の結果より、増体速

度が異なる急速発育区と遅発育区の 2 区間の血中のインスリン濃度、

および浅胸筋中のインスリン受容体 mRNA 発現量に差は認められなか

った。同様に、浅胸筋中の IGF-1 mRNA の発現量に 5 日齢における急

速発育区と遅発育区との間に差は認められなかった。血中の IGF-1 濃

度を測定するには、ELISA 法やラジオアイソトープ実験をする必要が

あるが、現時点でニワトリに適合した ELISA キットがないことと、ラ

ジオアイソトープ実験の技術取得が困難であったため、本実験では測

定が不可能であると判断し、IGF-1 濃度に関与すると考えられる GH 濃

度の測定を試みた。血液中の IGF-1 濃度は GH およびインスリンによ

って調節されており（Thissen et al., 1994）、肝臓で主に産生されてい

る。しかしながら、血漿中の GH およびインスリン濃度は、成長速度

が異なる 2 区間で同等レベルであった。さらに、肝臓中の IGF-1 mRNA

発現量に差はなく、IGF-1 受容体  mRNA の発現量は遅発育区と比較し

て急速発育区で低くなった。以上の結果より、初期成長期のブロイラ
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ーヒナの骨格筋タンパク質分解レベルに対するインスリンおよび IGF-

1 の寄与は大きくないと考えられた。  

また、アドレナリンも Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を減少させ

骨格筋タンパク質分解を抑制することが報告されている（Navegantes 

et al.,2001; Silveira et al., 2014）。さらに、第 1 章で述べた通り、アド

レナリンは G タンパク質共役型受容体である 9 種の AR のサブタイプ

のうち、骨格筋では主に β-AR（β1、β2、β3 の 3 種のサブタイプに分類

される）によって作用が伝達される（Grady et al., 1997）。本節では、

血漿中のアドレナリン濃度および各 β-AR mRNA 発現量を遅発育区と

急速発育区で比較した。その結果、血漿中のアドレナリン濃度に差は

なく、また、β1 および β3-AR mRNA の発現量に差は認められなかった。

一方、β2-AR mRNA 発現量のみ遅発育区と比較して急速発育区で有意

に高かったことから、急速発育区のタンパク質分解速度の低さは、β2-

AR mRNA の発現量と相関する可能性が示唆された。  

本章の結果より、骨格筋タンパク質抑制とシグナルと β2-AR mRNA

発現量との関連が示唆されたため、第 4 章ではブロイラーヒナの骨格

筋における AR シグナルの作用について調べた。  
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第 4 章 肉用鶏ヒナの骨格筋におけるアドレナリンシグナルの作用  

 

第 3 章の結果より、肉用鶏の骨格筋タンパク質分解の個体差を支配

する要因として β2-AR mRNA の発現量の関与が示唆された。アドレナ

リンは、骨格筋タンパク質分解を抑制することが報告されており

（Navegantes et al., 2002）、Silveira ら（2014）はアドレナリンの投与

が AMP-PKA シグナルの活性化によって FoxO1 の転写活性を阻害し、

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を減少させることを報告している。し

かしながら、アドレナリンはストレス応答性のホルモンに分類され、

その作用として主に異化に関わる研究が多く報告されていることから、

骨格筋タンパク質分解の抑制メカニズムについては注目されていなか

った。  

前章で述べてきたように、アドレナリンは 9 種の受容体（α1A、α1B、

α1D、α2A、α2B、α2C、β1、β2、および β3）を介して様々な組織におい

て機能を発揮する。これら 9 種のサブタイプのうち、骨格筋では主に

β-AR（β1、β2、β3 の 3 種のサブタイプに分類される）によって作用が

伝達される（Grady et al., 1997）。これまでに本研究室では、1 日齢の

ブロイラーヒナに β2-AR 作動薬であるクレンブテロールを腹腔内投与

す る と 骨 格 筋 タ ン パ ク 質 分 解 の 指 標 で あ る 3-MeHis 含 量 お よ び

Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現量が縫工筋で減少することを報告してい

る（ Ijiri et al., 2014）が、その他 β-AR サブタイプが骨格筋のタンパク

質分解に関与しているかは不明である。  

本章では、Ijiri ら（2014）のモデルを用いて、先ず、第 1 節として 1
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日齢のブロイラーヒナにアドレナリンまたは非選択的 β 受容体作動薬

であるイソプロテレノールを腹腔内投与し、Atrogin-1/MAFbx mRNA の

発現量に与える影響を調べた。続いて第 2 節では、1 日齢ブロイラー

ヒナに β-AR サブタイプそれぞれの作動薬を腹腔内投与し、アドレナ

リンによる Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現制御に関わるサブタイプの

同定を行なった。  

 

第 1 節  アドレナリンおよびイソプロテレノールの腹腔内投与がブロイ

ラーヒナの骨格筋における Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現に及

ぼす影響  

 

4-1-1 目的  

 本研究では、１日齢ブロイラーヒナにアドレナリンまたは非選択的

β-AR 作動薬であるイソプロテレノールを腹腔内投与し、縫工筋中の

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量に与える影響を調べた。  

 

4-1-2 材料および方法  

（１）供試動物と実験計画  

1 日齢のブロイラー初生ヒナ（チャンキー系  ROSS308、オス）を加

治木ヒナセンターから 18 羽導入し、3 区に分け、PBS（対照区）、ア

ドレナリン（01019-21、ナカライテスク、京都）、イソプロテレノール

（19703-04、ナカライテスク、京都）を腹腔内に単回投与した。予備試

験の結果、投与濃度は 0.1 mg/kg 体重に設定し、また、最もアドレナ

リンの効果が示された投与 3 時間後に屠殺し、解体を行った。屠殺後、
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血液、および縫工筋を採取し重量測定後、 -80ºC で凍結保存した。  

 

（２）縫工筋中の遺伝子発現  

 試薬は第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈組織からの mRNA 抽出〉  

 mRNA の抽出は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈cDNA の合成〉  

 cDNA の合成は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーを表 3-1-2 に示した。mRNA の発現量

は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（3）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は、Dunnet’s の多重比較検定法を用いて対照区との差異を

調べた。  
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4-1-3 結果  

結果は、図 4-1-1 に示した。１日齢ブロイラーヒナに対するアドレ

ナリンの腹腔内への単回投与は、投与 3 時間後の縫工筋中の Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量を有意に減少させた。また、アドレナリンと

同様に、非選択的 β-AR 作動薬であるイソプロテレノールの腹腔内単

回投与も、投与 3 時間後の縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現

量を有意に減少させた。   
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図 4-1-1. 1 日齢ブロイラーヒナへのアドレナリンおよびイソプロテ

レノールの投与が縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量に対す

る影響  
*; P<0.05,  PBS：対照区；AD：アドレナリン区； ISO：イソプロテ

レノール区  
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4-1-4 考察  

哺乳類においてアドレナリンは、骨格筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA

の発現量を減少させ、骨格筋タンパク質分解を抑制することが報告さ

れている（Navegantes et al., 2001; Silveira et al., 2014）。本節の結果よ

り、ニワトリヒナにおいてもアドレナリンの投与は投与 3 時間後の縫

工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を有意に減少させた。この

ことから、鳥類の骨格筋においてもアドレナリンは Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現調節に関わるホルモンであることが示唆された。また、

骨格筋において β 型の AR がアドレナリンの作用を伝達する受容体で

あると報告されていることから（Grady et al., 1997）、本節ではニワト

リヒナの腹腔内に β-AR 非選択的作動薬であるイソプロテレノールの

投与を行なった。その結果、アドレナリンと同様に、投与 3 時間後の

縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量は有意に減少した。本節

の結果より、ニワトリヒナの骨格筋においてアドレナリンは β-AR シ

グナル伝達を介して Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を調節することが

明らかとなった。  

次節では、β-AR のサブタイプ（β1、β2、β3）の選択的作動薬を 1 日

齢ブロイラーヒナに腹腔内投与し、縫工筋における Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現に与える影響を調べた。   
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第 2 節 アドレナリンによる Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現制御に関

わる β アドレナリン受容体サブタイプの同定  

 

4-2-1 目的  

前節の結果より、ニワトリヒナの骨格筋においてアドレナリンは β-

AR を介して Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を調節することが示唆され

た。本研究では、各 β-AR サブタイプ（β1、β2、β3）の選択的作動薬の

腹 腔 内 投 与 が ブ ロ イ ラ ー ヒ ナ の 骨 格 筋 に お け る Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現に及ぼす影響を調べ、アドレナリンによる Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現減少を惹起する受容体の同定を行なった。  

 

4-2-2 材料および方法  

（1）供試動物および実験計画  

実験 1：1 日齢のブロイラー初生ヒナ（チャンキー系  ROSS308、オ

ス）を加治木ヒナセンターから 24 羽導入し、4 区に分け、PBS（対照

区）、β1-AR 作動薬（ドブタミン ; D0676、Sigma-Aldrich、MO、USA）、

β2-AR 作動薬（クレンブテロール ; C5423、Sigma-Aldrich）、β3-AR 作動

薬（BRL37344；Sc-200154、Santa Cruz、CA、USA）を腹腔内に単回投

与した。予備試験の結果、投与濃度は全て 0.1 mg/kg 体重に設定した

（図 4-2-1）。投与 3 時間後に屠殺し、解体を行った。屠殺後、血液、

および縫工筋を採取し重量測定後、 -80ºC で凍結保存した。  

実験 2：1 日齢のブロイラー初生ヒナ（チャンキー系  ROSS308、オ

ス）を加治木ヒナセンターから 24 羽導入し、アドレナリン投与区また

は PBS 投与区に分けた。次に、それぞれの処理区の 6 羽は、アドレナ
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リンまたは PBS 投与の 30 分前に β2-AR 遮断薬（ブトキサミン；B1385、

Sigma-Aldrich）を投与し、残りの 6 羽には PBS を投与した。その後、

アドレナリン（0.1 mg/kg 体重）または PBS を腹腔内に単回投与した。

投与の 3 時間後に屠殺し解体した。屠殺後、血液、および縫工筋を採

取し重量測定後、 -80ºC で凍結保存した。  

 

（２）縫工筋中の遺伝子発現  

 試薬は第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈組織からの mRNA 抽出〉  

 mRNA の抽出は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈cDNA の合成〉  

 cDNA の合成は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーを表 3-1-2 に示した。mRNA の発現量

は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（3）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は、 Dunnet’s の多重比較検定法を用いて対照区との差異を

調べた。  
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4-2-3 結果  

結果は図 4-2-2 に示した。ブロイラーヒナへの β1-AR 作動薬ドブタ

ミンの腹腔内投与は、縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量に

影響を与えなかったが、 β2-AR 作動薬クレンブテロールの投与は

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を有意に減少させた。一方、β3-AR 作

動薬 BRL37344 の投与は Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を有意に増

加させた。  

また、ブロイラーヒナへのアドレナリンの投与は、Atrogin-1/MAFbx 

mRNA の発現量を有意に減少させた（図 4-2-3）。一方、β2-AR 遮断薬

であるブトキサミンの前投与は、アドレナリンによる Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現減少を抑制した（図 4-2-3）。  
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図 4-2-1. 1 日齢ブロイラーヒナへの β アドレナリン受容体サブタイ

プの選択的作動薬の投与が縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現

量にに与える影響（投与濃度決定の予備試験）  
*; P<0.05  
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図 4-2-2. 1 日齢ブロイラーヒナへの β アドレナリン受容体サブタイ

プの選択的作動薬の投与が縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現

量に与える影響  
*; P<0.05,  PBS：対照区；DB：ドブタミン区；CB:クレンブテロール

区；BRL：BRL37344 区  
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図 4-2-3. 1 日齢ブロイラーヒナへの β2 アドレナリン受容体選択的遮

断薬の前投与が縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量に与える

影響  
*; P<0.05,  PBS：対照区；AD：アドレナリン区；BUT:ブトキサミン区；

AD×BUT：アドレナリン×ブトキサミン区  
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4-2-4 考察  

本節の結果より、β2-AR 作動薬であるクレンブテロールの投与は、

投与 3 時間後の縫工筋において Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を有

意に減少させた。一方で、β1-AR 作動薬であるドブタミンや β3-AR 作

動薬である BRL37344 の投与による Atrogin-1/MAFbx mRNA の減少は

認められなかった。また、β2-AR 遮断薬であるブトキサミンの前投与

は、アドレナリン投与による Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現減少を抑

制した。これまでに哺乳類において、クレンブテロールの投与が骨格

筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を減少させることが報告されて

いる（Koopman et al., 2010; Gonçalves et al., 2012; Sato et al., 2012; Sato 

et al., 2013）。さらに、本研究室では 1 日齢ブロイラーヒナにおけるク

レンブテロールの投与が、Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量減少を介し

て縫工筋のタンパク質分解を抑制することを報告している（ Ijiri et al. ,  

2014）。これらの結果より、ブロイラーヒナにおいてアドレナリンは、

β2-AR シグナルの活性化を介して骨格筋における Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現を調節し、タンパク質分解を抑制することが示唆された。 

一方、ニワトリヒナへの BRL37344 の投与は縫工筋中の Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現を有意に増加させた。しかしながら、骨格筋に

おける β3-AR の役割に関する情報が不十分であるため、BRL37344 が

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を増加させるメカニズムは不明のま

まである。さらに、ラットの骨格筋および C2C12 培養骨格筋細胞にお

いて β3-AR は生理学的に有意な量の発現はしていないことが報告され

ている（Liu et al., 1998; Ngala et al., 2008）。したがって、骨格筋にお
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ける BRL37344 の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量に与える影響は、

β3-AR を介した作用ではない可能性が示唆された。  

第 3 章の結果より、初期成長期の増体速度が早い急速発育区では遅

発育区と比較して β2-AR mRNA の発現量が高かったことから、Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現減少に伴う骨格筋のタンパク質分解の抑制は

β2-AR シグナルがより強く活性化された結果であることが考えられた。

第 3 節では、ニワトリヒナの骨格筋における β2-AR シグナルによるタ

ンパク質分解抑制メカニズムのさらなる解明を目的とし、クレンブテ

ロールの単回投与が骨格筋に与える影響を詳細に調べた。   
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第 3 節 ニワトリヒナの骨格筋における β2-AR シグナルによるタンパ

ク質分解抑制メカニズムのさらなる解明  

 

4-3-1 目的  

第 2 節より、ブロイラーヒナにおけるクレンブテロールの腹腔内投

与による β2-AR の活性化は、縫工筋の Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現量

を減少させることにより、タンパク質分解を抑制することが示された。

前章でも述べている通り、FoxO 転写因子は Atrogin-1/MAFbx mRNA の

転写に重要な役割を果たしており（Sandori et al., 2004）、インスリン

や IGF-1 によるタンパク質分解抑制シグナルは、  AKT のリン酸化が

FoxO1 転写因子を阻害することによって Atrogin-1/MAFbx mRNA の発

現を抑制することはよく知られている（Sandori et al., 2004; Stitt et al. ,  

2004）。FoxO 転写因子は AKT によるリン酸化を受け、核内から細胞

質へ移行することでその転写活性が抑制される（Daitoku et al., 2011）。

これまでに、哺乳類においてクレンブテロールによる β2-AR の活性化

は、AKT のリン酸化を介して Atrogin-1/MAFbx の発現を減少させるこ

とが報告されている（Koopman et al., 2010; Gonçalves et al., 2012; Sato  

et al., 2012）。しかしながら、ニワトリヒナの骨格筋における β2-AR の

活性化が AKT のリン酸化および FoxO1 転写因子のリン酸化状態や細

胞内局在に及ぼす影響については、未だ解明されていない。  

本節では、ブロイラーヒナを用いてクレンブテロール投与による β2-

AR の活性化が、AKT-FoxO1 シグナルを介した骨格筋タンパク質分解

抑制機構に与える影響を調べた。  
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4-3-2 材料および方法  

（１）  供試動物および実験計画  

 1 日齢のブロイラー初生ヒナ（チャンキー系  ROSS308、オス）12

羽を加治木ヒナセンターから導入し、 6 羽ずつ体重が均等になるよう

に 2 区に分け、対照区とクレンブテロール投与区の 2 区に分けた。対

照区には PBS を投与し、クレンブテロール投与区には 0.1 mg/kg 体重

に濃度を調整したクレンブテロールを投与した。投与 3 時間後に屠殺

し、解体した。屠殺後、血液、および縫工筋を採取し重量測定後、-80ºC

で凍結保存した。  

 

（２）縫工筋中の遺伝子発現  

 試薬は第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈組織からの mRNA 抽出〉  

 mRNA の抽出は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈cDNA の合成〉  

 cDNA の合成は第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーを表 4-3-1 に示した。mRNA の発現量

は第 3 章第 1 節に準じて行った。  
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（３）血漿中の遊離 3-MeHis 濃度分析  

本研究では、血漿中の遊離 3-MeHis 濃度を HPLC 法によって分析し

た。第 2 章第 1 節に準じて試薬を調製した。  

 

〈骨格筋中 3-MeHis 濃度測定の前処理（除タンパク質処理）〉  

第 2 章第 1 節と準じて行った。   

 

〈血漿中 3-MeHis 濃度測定の前処理（除タンパク質処理）〉  

第 2 章第 1 節と準じて行った。  

 

〈カラムクロマトグラフィーによる MeHis の粗分離〉  

 第 2 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈3-MeHis の同定および計算〉  

 第 2 章第 1 節に準じて行った。  

 

（４）骨格筋中のタンパク質発現分析  

試薬は第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈全細胞タンパク質の抽出〉  

 第 3 章第 1 節に準じて行った。  
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〈核タンパク質と細胞質タンパク質の抽出〉  

 約 500 mg の縫工筋を氷冷した 1 mL の Lysis バッファー（10 mM 

HEPES（pH 7.9）、1.5 mM MgCl2、10 mM KCl、10 mM DTT、1 %プロ

テアーゼインヒビターカクテル）が入ったエッペンドルフチューブに

入れ、ハサミで細切した。その後、チューブを氷上に置きながら、ポ

リトロンホモジナイザーでホモジェナイズした。遠心分離機（Model 

3700、KUBOTA、東京）を用いて 4 ºC、10,000 ×g で 20 分間遠心分離

し、上清を細胞質タンパク質サンプルとし、分析まで -30 ºC で保存し

た。  

 上清を回収した後のペレットに、140 µL の Extraction バッファー（20 

mM HEPES（pH 7.9）、1.5 mM MgCl2、420 mM NaCl、0.2 mM EDTA、

25 %（v/v）グリセロール、1 %プロテアーゼインヒビターカクテル）

を加え、超音波ホモジナイザーを用いて再懸濁した。その後、遠心分

離機（Model 3700、KUBOTA、東京）で 4 ºC、20,000 ×g で 20 分間遠心

分離し、上清を核タンパク質サンプルとし、分析まで -30 ºC で保存し

た。  

 

〈タンパク質量の測定〉  

 第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整〉  

 第 3 章第１節に準じて行った。  
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〈SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング〉  

 第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（５）統計処理  

データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は、  Student’s の t 検定法を用いて対照区との差異を調べ

た。  
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4-3-3 結果  

 体重、縫工筋重量にクレンブテロール投与による影響は認められな

かった。血漿中の 3-MeHis 濃度はクレンブテロール投与により有意に

減少した（図 4-3-1A）。また、縫工筋における Atrogin-1/MAFbx mRNA

の発現量は、クレンブテロール投与により対照区と比較して有意な減

少が認められた（図 4-3-1B）。  

縫工筋中の全 AKT のタンパク質発現量には、クレンブテロール投与

による影響は認められなかったが、リン酸化 AKT のタンパク質発現量

は対照区に対して有意に増加した（図 4-3-2）。その結果、縫工筋中の

全 AKT 発現に対するリン酸化 AKT の発現比は、クレンブテロール投

与によって有意に増加した（図 4-3-2）。続いて、クレンブテロールが

FoxO1 タンパク質の細胞内局在に与える影響を調べるために、核タン

パク質と細胞質タンパク質をそれぞれ抽出し、FoxO1 タンパク質の発

現を調べた。クレンブテロールを投与したヒナの縫工筋の細胞質タン

パク質では全 FoxO1 の発現に差はなかったが、リン酸化 FoxO1 の有意

な増加が認められた（図 4-3-3A）。一方、核タンパク質において、FoxO1

タンパク質の有意な減少が認められた（図 4-3-3B）。  

さらに、ニワトリヒナの骨格筋ではクレンブテロール投与により

FoxO1 mRNA の発現量が有意に減少することが明らかとなった（図 4-

3-4A）。また、IGF-1 mRNA の発現量は有意に増加した（図 4-3-4B）。  
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表 4-3-1  本節で用いたプライマーとその配列（Gallus gallus domesticus） 

 

 

 

 

 

 

 

Sequence (5'-3')

Atrogin-1/MAFbx Forward CCA ACA ACC CAG AGA CCT GT

Reverse GGA GCT TCA CAC GAA CAT GA

FoxO1 Forward TCT GGT CAG GAG GGA AAT GG

Reverse GCT TGC AGG CCA CTT TGA G

IGF-I Forward CTT CAG TTC GTA TGT GGA GAC A

Reverse GAT TTA GGT GGC TTT ATT GGA G

18S ����� RNA Forward AAA CGG CTA CCA CAT CCA AG

Reverse CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA

	���
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図 4-3-1. 1 日齢ブロイラーヒナへのクレンブテロールの投与が血漿

中の 3-MeHis 濃度および縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量

に与える影響  
*; P<0.05,  PBS：対照区；CB：クレンブテロール区  
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図 4-3-2. 1 日齢ブロイラーヒナへのクレンブテロールの投与が縫工

筋中の AKT タンパク質の発現量に与える影響  
*; P<0.05,  PBS：対照区；CB：クレンブテロール区  
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図 4-3-3. 1 日齢ブロイラーヒナへのクレンブテロールの投与が縫工

筋中の FoxO1 タンパク質の局在に与える影響  
*; P<0.05,  PBS：対照区；CB：クレンブテロール区  
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図 4-3-4. 1 日齢ブロイラーヒナへのクレンブテロールの投与が縫工

筋中の FoxO1 および IGF-1 mRNA の発現量に与える影響  
*; P<0.05,  PBS：対照区；CB：クレンブテロール区；IGF-1：インスリ

ン様成長因子  
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4-3-4 考察  

本節の結果より、ニワトリヒナに対するクレンブテロールの腹腔内

投与は、骨格筋の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を減少させ、タン

パク質分解を抑制することが明らかとなった。  

 骨格筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現減少が認められたクレン

ブテロール投与 3 時間後の縫工筋中の AKT のリン酸化割合は、クレン

ブテロール投与によって有意に増加した。哺乳類において、β2-AR シ

グナルの活性化は、AKT のリン酸化を介して骨格筋特異的なユビキチ

ンリガーゼである Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を減少させることか

ら（Koopman et al., 2010; Gonçalves et al ., 2012; Sato et al., 2012）、哺

乳類と同様にニワトリヒナの骨格筋においても、β2-AR シグナルの活

性化は、AKT のリン酸化を介することが示唆された。  

骨格筋のタンパク質分解調節機構として IGF-1-AKT シグナルカスケ

ードがよく知られている。すなわち IGF-1 が IGF-1 受容体に結合する

と、AKT がリン酸化され、FoxO 転写因子をリン酸化することにより核

外へ移行させる（Daitoku et al.,  2011）。しかしながら、β2-AR シグナ

ルの活性化が、FoxO1 転写因子のリン酸化状態や細胞内局在に及ぼす

影響については、未だ解明されていなかった。本節では、クレンブテ

ロールを投与した 3 時間後のヒナの骨格筋の細胞質タンパク質におけ

るリン酸化 FoxO1 の有意な増加が認められた。一方、核タンパク質に

おいて、FoxO1 タンパク質の有意な減少が認められた。本節の結果よ

り、β2-AR シグナルの活性化は、AKT のリン酸化割合を増加させ、細

胞質におけるリン酸化 FoxO1 タンパク質の発現を増加させることが明
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らかとなった。β2-AR シグナルにより FoxO1 転写因子の細胞内局在が

変化し、標的遺伝子に対する FoxO1 の転写活性が低下した結果として

Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現が減少し、タンパク質分解が抑制されたと

考えられる。  

加えて、クレンブテロールの投与により、骨格筋における FoxO1  

mRNA の発現量の減少と、核タンパク質中の FoxO1 タンパク質の発現

減少が認められた。これらの結果より、ニワトリヒナへのクレンブテ

ロールの腹腔内投与が骨格筋の FoxO1 mRNA およびタンパク質の発現

量を減少させることにより、結果的に FoxO1 の転写活性を低下させる

可能性も推察される。そこで第 5 章以降は、ニワトリ初代培養筋管細

胞および C2C12 培養筋管細胞を用いてクレンブテロールによる β2-AR

シグナルの活性化が FoxO1 転写因子の mRNA 発現量を減少させる作

用機序について調べることを目的とした。  
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第 5 章 培養骨格筋細胞における β2-AR シグナルによる FoxO1 転写活

性抑制分子機構の解明  

     

第 4 章の結果より、ニワトリヒナを β2-AR の作動薬であるクレンブ

テロールで刺激すると、骨格筋タンパク質分解を抑制することが示唆

された。また、その誘導メカニズムは、既存のタンパク質分解抑制シ

グナルとして知られているインスリンや IGF-1 と同様に骨格筋の AKT

のリン酸化と FoxO1 のリン酸化（局在変化）を伴うことが明らかとな

った。加えて、ニワトリヒナに対するクレンブテロールの腹腔内投与

は、FoxO1 のリン酸化のみならず骨格筋における FoxO1 mRNA の発現

を減少させることを明らかにした。この β2-AR による FoxO1 mRNA の

発現量の減少は今までに知られていない新規の作用機序の可能性が高

い。  

本章では、第 1 節と第 2 節でニワトリ初代培養筋管細胞を、第 3 節

と第 4 節では C2C12 培養筋管細胞を用いて、クレンブテロールによる

β2-AR シグナルの活性化が FoxO1 転写因子の転写活性を減少させる機

構の解明を目的とした。  

 

第 1 節 ニワトリ初代培養筋管細胞の培地へのクレンブテロール添加

条件の検討  

 

5-1-1 目的  

 ニワトリ初代培養筋管細胞を用いて、クレンブテロールによる β2-

AR シグナルの活性化が FoxO1 転写因子の mRNA に及ぼす影響を調べ
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るために、クレンブテロールの適切な添加濃度を決定した。  

 

5-1-2 材料および方法  

（１）  供試細胞と実験計画  

〈試薬〉  

 Medium 199（199 培地）、仔ウシ血清、ペニシリンストレプトマイシ

ン（PS）は、Life Technologies（NY、USA）より購入した。  

  

〈ニワトリ初代培養筋管細胞の培養条件〉  

 13 日卵齢のニワトリ胚の大腿筋から筋芽細胞を単離した（Nakashima 

et al., 2016）。199 培地に仔ウシ血清を 15 %、ニワトリ胚抽出液を 2.5 ％

添加した培地で 7 日間培養し、筋管を形成させた。クレンブテロール

の添加培地は、Wannenes et al.（2012）の条件を参考にし、0.01、0.1、

および 1 µM の濃度で添加した 199 培地（無血清、5%PS）を用いた。

比較対照として、溶媒（PBS）のみを添加した 199 培地（無血清、5%PS）

を用いた。クレンブテロールの添加の 3 時間後に細胞の total RNA を

回収した。  

 

（２）  骨格筋細胞中の遺伝子発現  

〈試薬〉  

 試薬は、第 3 章第 1 節に準じて購入した。  
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〈細胞からの mRNA 抽出〉  

 0.5 mL の ISOGENⅡを入れた 1.5 mL 容マイクロチューブに細胞の回

収液を移し、氷で冷やしながらピペッティングにより細胞を溶解した。

スピンダウンを行い、0.2 mL の UltraPureWater を加え、15 秒間激しく

撹拌混合し、室温で 15 分間静置した。20,000 ×g で 5 分間の遠心分離

を行い、不溶物を沈殿させた。上清 0.5 mL を 1.5 mL 容マイクロチュ

ーブに移した。p-Bromoanisole を 2.5 µL 加えて、15 秒間しっかりと撹

拌し、20,000 ×g で 5 分間の遠心分離を行った。上清（水層）0.325 mL

を別の 1.5 mL 容マイクロチューブに移し、イソプロパノールを 0.325 

mL 加えて、30 秒間撹拌した。室温で 10 分間静置後、20,000 ×g で 5 分

間の遠心分離を行った。上清をアスピレーターで吸引して完全に除き、

75 %エタノールを 250 µL 添加し、ペレットが浮くまで軽く撹拌した。

20,000 ×g で 1 分間の遠心分離を行い、上清をアスピレーターで吸引し

て完全に除いた後、75％エタノール 0.5 mL を加えてペレットが浮くま

で軽く撹拌し、20,000 ×g で 1 分間の遠心分離を行った。上清をアスピ

レーターで吸引して完全に除き、UltraPure Water を 30 µL 添加し、ペ

レットを溶解した。超微量紫外・可視分光光度計を用いて。抽出サン

プル中の RNA 含量を求めた。  

 

〈cDNA の合成〉  

 cDNA の合成は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  
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〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーは表 4-3-1 に準じた。mRNA の発現量

は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（３）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は Dunnet’s の多重比較検定法を用いて対照区との差異を調

べた。  
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5-1-3 結果  

ニワトリ初代培養筋管細胞の培地へクレンブテロールを 0.01、0.1、

および 1 µM の濃度で添加すると、FoxO1 と Atrogin-1/MAFbx mRNA の

発現量が有意に減少した（図 5-1-1）。  
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図 5-1-1. ニワトリ初代培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が

FoxO1 および Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量に与える影響  
*; P<0.05  
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5-1-4 考察  

 0.1 および 1 µM のクレンブテロール刺激は、FoxO1 mRNA の発現量

を減少させた。また、0.1 および 1 µM でのクレンブテロール刺激は、

ニワトリ初代培養筋管細胞において、Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現量を

減少させた。0.1 および 1 µM の濃度は、C2C12 培養筋管細胞に対する

クレンブテロールの刺激により Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量減少

を報告した Wannenes ら（2012）の結果と一致した。本研究の以降の

実験ではニワトリ初代培養筋管細胞の培地へ 1 µM の濃度でクレンブ

テロールを添加した。  
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第 2 節 ニワトリ初代培養筋管細胞に対するクレンブテロールの添加

が AKT-FoxO シグナルならびに FoxO1 mRNA の発現量に及

ぼす影響  

 

5-2-1  目的  

 ニワトリ初代培養筋管細胞を用いて、クレンブテロールによる β2-

AR シグナルの活性化が AKT および FoxO1 のリン酸化状態へ及ぼす影

響を調べることを目的とした。  

  

5-2-2 材料および方法  

（１）  供試細胞と実験計画  

〈試薬〉  

 試薬は、第 5 章第 1 節に準じて購入した。  

  

〈ニワトリ初代培養筋管細胞の培養条件〉  

 筋管の形成は第 5 章第 1 節に準じて行った。クレンブテロールの添

加培地は、第 5 章第 1 節の結果より、1 µM の濃度で添加した 199 培地

（無血清、5% PS）を用いた。比較対照として、PBS のみを添加した 199

培地（無血清、5% PS）を用いた。クレンブテロール添加の 3 時間後に

細胞の全細胞タンパク質を回収した。また、クレンブテロールが FoxO1

および Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現量へ与える影響を経時的に調べる

ために、クレンブテロール添加の 1 および 3 時間後に細胞の total RNA

を回収した。  
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（２）骨格筋細胞中の遺伝子発現  

 骨格筋細胞中の遺伝子発現は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（３）骨格筋細胞中のタンパク質発現分析  

〈試薬〉  

 試薬は、第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈全細胞タンパク質の抽出〉  

 6 well dish から回収した初代培養筋管細胞を氷冷した 0.5 mL の RIPA

バッファー（50 mM Tris（pH 8.0）、0.5%デオキシコール酸ナトリウム、

40%NP.40、150 mM NaCl、0.1 %SDS、1 mM EDTA、1%プロテアーゼイ

ンヒビターカクテル）が入った 1.5 mL 容マイクロチューブへ移し、ピ

ペッティングで細胞を溶解させた。遠心分離機（H-2000B、コクサン）

を用いて 4ºC、20,000 ×g で 10 分間遠心分離し、上清をウエスタンブロ

ッティング用サンプルとし、分析まで -30ºC で保存した。  

 

〈タンパク質量の測定〉  

 サンプル中のタンパク質量の測定は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整〉  

 ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整は、第 3 章第 1 節

に準じて行った。  
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〈SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング〉  

 SDS-PAGE およびウエスタンブロッティングは、第 3 章第 1 節に準

じて行った。  

 

（４）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は、Student’s の t 検定法を用いて対照区との差異を調べた。  
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5-2-3 結果  

 クレンブテロール添加 3 時間後のリン酸化 AKT および全 AKT のタ

ンパク質発現量に、クレンブテロール添加の影響は認められず、リン

酸化割合にも影響は認められなかった。（図 5-2-1）。一方、リン酸化

FoxO1 および全 FoxO1 のタンパク質発現量は対照区と比較して有意に

減少したが、リン酸化割合にクレンブテロールによる影響は認められ

なかった（図 5-2-2）。また、FoxO1 mRNA の発現は、クレンブテロー

ル添加 1 時間および 3 時間ともに対照区と比較して有意に減少した

（図 5-2-3A）。Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量は、添加 1 時間後には

クレンブテロールの影響は認められなかったが、添加 3 時間後の発現

量は対照区と比較して有意に減少した（図 5-2-3B）。一方、IGF-1 mRNA

の発現量は、クレンブテロール添加 1 時間および 3 時間後ともにクレ

ンブテロールによる影響は認められなかった（図 5-2-3C）。  
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図 5-2-1. ニワトリ初代培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が

AKT タンパク質の発現量に与える影響  
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区   
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図 5-2-2. ニワトリ初代培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が

FoxO1 タンパク質の発現量に与える影響  
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区   
 
 
 
 

リン酸化FoxO1
（arbitrary unit）

CT   CB

全FoxO1
（arbitrary unit）

*

CT   CB

FoxO1リン酸化割合
（arbitrary unit）

CT   CB

リン酸化FoxO1
全FoxO1

CT CB

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*



 106 

 
 
 

図 5-2-3. ニワトリ初代培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が

mRNA の発現量に与える影響  
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区；IGF-1：インスリン

様成長因子   
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5-2-4 考察  

 in vivo での実験結果より、哺乳類において、β2-AR シグナルの活性

化は、AKT-FoxO1 のリン酸化を介して骨格筋特異的なユビキチンリガ

ーゼである Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を減少させることが報告さ

れている（Koopman et al., 2010; Gonçalves et al., 2012; Sato et al., 2012）。

また、第 4 章第 3 節の結果より、ニワトリ初生ヒナにおいても AKT お

よび FoxO1 のリン酸化を介した Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現減少が

示された。しかしながら、ニワトリ初代培養筋管細胞へのクレンブテ

ロールの添加は、AKT および FoxO1 のリン酸化に影響は与えなかっ

た。それにも関わらず、クレンブテロール添加の 3 時間後に Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量が減少した。これらの結果より、ニワトリ初

代培養筋管細胞へのクレンブテロール添加により活性化された β2-AR

シグナルは、AKT のリン酸化を介さず Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現

を減少させることが示唆された。  

本節（ in vitro）の結果は、 in vivo の実験系で得られたクレンブテロ

ール投与による AKT のリン酸化の増加（第 4 章第 3 節、Koopman et 

al., 2010; Gonçalves et al., 2012; Sato et al., 2012）と矛盾した結果とな

った。その理由として、IGF-1 の関与が考えられる。第 4 章第 3 節の結

果より、ニワトリヒナへのクレンブテロールの投与は骨格筋中の IGF-

1 mRNA の発現量を有意に増加させた。IGF-1 が IGF-1 受容体に結合す

ると、AKT をリン酸化し活性化させ、FoxO 転写因子をリン酸化するこ

とにより核外へ移行させる（Daitoku et al., 2011）。一方、ニワトリ初

代培養筋管細胞において IGF-1 mRNA の発現量は、クレンブテロール



 108 

添加 1 時間および 3 時間後ともにクレンブテロールによる影響は認め

られなかった。さらに、 in vitro において培地へのクレンブテロール添

加は AKT および FoxO1 のリン酸化に直接影響を与えなかった。これ

らの結果は、β2-AR シグナルが骨格筋細胞の AKT のリン酸化と直接的

には関連しない可能性を支持する。第 4 章第 3 節で認められたニワト

リ初生ヒナ骨格筋における AKT および FoxO1 のリン酸化は IGF-1  

mRNA の発現増加を介して誘導される可能性が示唆された。  

 さらに、クレンブテロール添加による FoxO1 mRNA の発現量の減少

は、 Atrogin-1/MAFbx mRNA の減少に先行して起こった。加えて、

Atrogin-1/MAFbx mRNA が減少したクレンブテロール添加 3 時間後に

は、全 FoxO1 タンパク質の減少が確認された。これらの結果から、ニ

ワトリ初代培養筋管細胞においてクレンブテロールは FoxO1 mRNA の

発現減少を介して Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を抑制することが示

唆された。  

 これまでに、クレンブテロールを用いた β2-AR の活性化を介した

FoxO1 mRNA およびタンパク質減少作用は in vivo および in vitro どち

らにおいても確認された。第 3 節では、β2-AR の活性化が FoxO1 転写

因子の転写活性調節に与える影響を哺乳類（マウス）由来の骨格筋細

胞である C2C12 培養筋管細胞を用いて調べた。  
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第 3 節 C2C12 培養筋管細胞の培地へのクレンブテロール添加条件の

検討  

 

5-3-1 目的  

 C2C12 培養筋管細胞を用いて、クレンブテロールによる β2-AR シグ

ナルの活性化が FoxO1 転写因子のリン酸化状態と FoxO1 mRNA が及

ぼす影響を調べるために、クレンブテロールの適切な添加濃度を決定

することを目的とした。  

 

5-3-2 材料および方法  

（１）  供試細胞と実験計画  

〈試薬〉  

 Dulbecco's Modified Eagle's medium（DME 培地）は、和光純薬工業

（大阪）、ウシ胎児血清（FBS）、ウマ血清（HS）、ペニシリンストレ

プトマイシン（PS）は、Life Technologies（NY、USA）より購入した。  

   

 〈C2C12 培養筋管細胞の培養条件〉  

 C2C12 培養筋管細胞を DME 培地に FBS を 10%、PS を 5%添加した

増殖培地でコンフルエントに達するまで培養した。その後、DME 培地

に HS を 2%、PS を 5%添加した分化培地で筋管を形成させた。クレン

ブテロールの添加培地は、第 3 章第 1 節の条件を参考にし、0.01、0.1、

および 1 µM の濃度で添加した DME 培地（無血清、5%PS）を用いた。

比較対照として、溶媒（PBS）のみを添加した DME 培地（無血清、5%PS）

を用いた。クレンブテロールの添加の 3 時間後に細胞の total RNA を
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回収した。  

 

（２）  骨格筋細胞中の遺伝子発現  

〈試薬〉  

 試薬は、第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈細胞からの mRNA 抽出〉  

 細胞からの mRNA の抽出は本章の第 1 節に準じて行った。  

 

〈cDNA の合成〉  

 cDNA の合成は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーを表 5-3-1 に示した。mRNA の発現量

は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（３）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は Dunnet’s の多重比較検定法を用いて対照区との差異を調

べた。  
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5-3-3 結果  

C2C12 培養筋管細胞の培地へクレンブテロールを 0.1 および 1 µM の

濃度で添加すると、FoxO1 mRNA の有意な減少が認められた（図 5-3-

1A）また、クレンブテロールを 0.1 および 1 µM の濃度で添加すると、

Atrogin-1/MAFbx mRNA の有意な減少が認められた（図 5-3-1B）。  
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表 5-3-1. 本節で用いたプライマーとその配列（Mus musculus）  

 

 

 

 

 

 

Sequence (5'-3')

Atrogin-1/MAFbx Forward GCA AAC ACT GCC ACA TTC TCT C

Reverse CTT GAG GGG AAA GTG AGA CG

FoxO1 Forward GCT GGG TGT CAG GCT AAG AG

Reverse GGA CTG CTC CTC AGT TCC TG

IGF-1 Forward GCT TGC TCA CCT TCA CCA GC

Reverse TTG GGC ATG TCA GTG TGG

18S ����� RNA Forward ACT CAA CAC GGG AAA CCT CAC C

Reverse CCA GAC AAA TCG CTC CAC CAA C

	���
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図 5-3-1. C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が mRNA
の発現量に与える影響  
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区   
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5-3-4 考察  

 第 5 章第 1 節のニワトリ初代培養筋管細胞の結果と同様に、0.1 およ

び 1 µM でのクレンブテロール刺激は C2C12 培養筋管細胞において、

FoxO1 mRNA の発現量を減少させた。さらに、0.1 および 1 µM のクレ

ンブテロール刺激は、Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現量を減少させた。本

研究の以降の実験では、C2C12 培養筋管細胞の培地へ 1 µM の濃度で

クレンブテロールを添加した。  
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第 4 節 C2C12 培養筋管細胞に対するクレンブテロールの添加が AKT-
FoxO シグナルに及ぼす影響  

 

5-4-1  目的  

 C2C12 培養筋管細胞を用いて、クレンブテロールによる β2-AR シグ

ナルの活性化が AKT および FoxO1 のリン酸化状態へ及ぼす影響を調

べることを目的とした。  

  

5-4-2 材料および方法  

（１）  供試細胞と実験計画  

〈試薬〉  

 試薬は、第 5 章第 1 節に準じて購入した。  

  

〈C2C12 培養筋管細胞の培養条件〉  

 筋管の形成は本章第 3 節に準じて行った。クレンブテロールの添加

培地は、本章第 3 節の結果より、1 µM の濃度で添加した DME 培地（無

血清、5 %PS）を用いた。比較対照として、PBS のみを添加した DME

培地（無血清、5 %PS）を用いた。クレンブテロールの添加の 3 時間後

に細胞の全細胞タンパク質を回収した。また、クレンブテロールが

Atrogin-1/MAFbx および FoxO1 の mRNA 発現へ与える影響を経時的に

調べるために、クレンブテロール添加の 1 および 3 時間後に細胞の

total RNA を回収した。  
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（２）骨格筋細胞中の遺伝子発現  

 骨格筋細胞中の遺伝子発現は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（３）骨格筋細胞中のタンパク質発現分析  

〈試薬〉  

 試薬は、第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈全細胞タンパク質の抽出〉  

 本章第 2 節に準じて行った。  

 

〈タンパク質量の測定〉  

 サンプル中のタンパク質量の測定は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整〉  

 ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整は、第 3 章第 1 節

に準じて行った。  

 

〈SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング〉  

 SDS-PAGE およびウエスタンブロッティングは、第 3 章第 1 節に準

じて行った。  

 

（４）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値
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の差の検定は、Student’s の t 検定法を用いて対照区との差異を調べた。   
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5-4-3 結果  

 クレンブテロール添加 3 時間後のリン酸化 AKT および全 AKT のタ

ンパク質発現量に、クレンブテロール添加の影響は認められず、リン

酸化割合にも影響は認められなかった。（図 5-4-1）。クレンブテロー

ル添加 3 時間後の全 FOXO1 タンパク質量は有意に減少し、一方で、リ

ン酸化 FoxO1 タンパク質量は有意に増加した結果、リン酸化割合も有

意に増加した（図 5-4-2）。また、FoxO1  mRNA の発現量は、クレンブ

テロール添加 1 時間および 3 時間後ともに有意に減少した（図 5-4-

3A）。Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量は、添加 1 時間後ではクレンブ

テロールの影響は認められなかったが、添加 3 時間後には対照区と比

較して有意に減少した（図 5-4-3B）。  
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図 5-4-1. C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が AKT タ

ンパク質の発現量に与える影響  
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区   
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図 5-4-2. C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が FoxO1
タンパク質の発現量に与える影響  
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区   
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図 5-4-3. C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加が mRNA
の発現量に与える影響  
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区；IGF-1：インスリン
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5-4-4 考察  

 本章第 2 節で得られたニワトリ初代培養筋管細胞に対するクレンブ

テロール添加の影響と同様に、C2C12 培養筋管細胞においてもクレン

ブテロールの添加は、AKT をリン酸化させなかった。また、IGF-1 mRNA

の発現量においてもニワトリ初代培養筋管細胞と同様に、クレンブテ

ロール添加 1 時間および 3 時間後ともにクレンブテロールによる影響

は認められなかった。本章第 2 節で述べたとおり、 in vivo の実験系で

認められるクレンブテロール投与による AKT のリン酸化は、IGF-1 シ

グナルを介した間接的な作用である可能性が高い。  

一方、FoxO1 mRNA の発現量は、クレンブテロール添加 1 時間後か

ら有意に減少した。Atrogin-1/MAFbx mRNA の減少よりも、FoxO1 mRNA

の発現減少の方が先行して起こることから、C2C12 培養筋管細胞にお

いてもクレンブテロールは FoxO1 mRNA の発現減少を介して Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現を抑制することが示唆された。  

しかしながら、ニワトリ初代培養筋管細胞とは異なり、C2C12 培養

筋管細胞において FoxO1 タンパク質のリン酸化割合は有意に増加した。

AKT 以外に FoxO1 タンパク質をリン酸化する経路として PKA シグナ

ルがある。PKA は Gs タンパク質共役型受容体であるアドレナリン受

容体の活性化により、アデニル酸シクラーゼの活性化および細胞内

cAMP レベルの上昇により活性化する。PKA は直接 FoxO1 をリン酸化

するキナーゼであり、AKT と同様に FoxO1 の 3 つリン酸化部位（スレ

オニン 24 番目、セリン 256 番目、およびセリン 319 番目）をリン酸化

することが報告されている（Lee et al., 2011）。本研究で用いたリン酸
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化 FoxO1 の抗体はセリン 256 番目がリン酸化された FoxO1 を検出し

ている。これらのことから、本節の結果で認められた FoxO1 のリン酸

化は PKA を介している可能性が考えられる。また、ニワトリ初代培養

筋管細胞において FoxO1 のリン酸化が増加しなかった理由として、

cAMP の活性や PKA シグナルに哺乳類と鳥類の違いがある可能性が考

えられる。鳥類において PKA シグナルの知見は乏しいためさらなる検

証が必要である。  

FoxO タンパク質の転写活性は様々な翻訳後修飾（リン酸化、アセチ

ル化、モノユビキチン化およびポリユビキチン化）の影響を受ける。

リン酸化は主要な翻訳後修飾メカニズムとしてよく知られており、  

FoxO のリン酸化は、細胞内局在からサイトゾルへと変化し、その DNA

結合活性を低下させ、その転写活性を抑制する（Biggs et al., 1999; Kops 

et al., 1999; Nakae et al., 1999; Nasrin et al., 2000; Zhang et al., 2002）。

さらに、FoxO タンパク質の変化は細胞機能に大きな影響を与えると考

えられており、FoxO タンパク質の欠損は哺乳動物の癌の増加と関連す

る（Borkhardt et al., 1997; Paik et al.,2003）。本章の結果より、培養骨

格筋細胞においてクレンブテロールによる β2-AR の活性化は、FoxO1

タンパク質のリン酸化に よる細胞内 局在の変化に加えて、 FoxO1  

mRNA およびタンパク質の発現を減少させたことから、新たな骨格筋

のタンパク質分解抑制シグナル経路であると考えられる。  

第 6 章では、クレンブテロールにより活性化された β2-AR シグナル

が培養骨格筋細胞における FoxO1 転写因子の mRNA 発現を減少させ

る作用機序の解明を目的とした。より詳細なメカニズムを明らかにす
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るため、今後は C2C12 培養骨格筋細胞を用いて遂行した。  
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第 6 章 培養骨格筋細胞における β2-AR シグナルによる microRNA を

介した FoxO1 転写活性の抑制分子機構の解明  

  

FoxO タンパク質の転写活性は、リン酸化、アセチル化、ならびにユ

ビキチン化などの様々な翻訳後修飾によって影響を受ける（Calnan and 

Brunet, 2008; Daikoku et al., 2011）。FoxO タンパク質のリン酸化は、

その細胞内局在を核からサイトゾルへと変化させ、その DNA 結合活性

を低下させ、それによってその転写活性を抑制する（Biggs et al., 1999;  

Daitoku et al., 2011）。第 4 章第 3 節において、ニワトリヒナにおける

クレンブテロールの投与は、骨格筋のリン酸化 FoxO1 タンパク質の細

胞内局在を変化させ、核タンパク質の存在量を減少させ、その結果、

ニワトリ骨格筋におけるタンパク質分解を減少させた。加えて、第 5

章において培養骨格筋細胞におけるクレンブテロールの添加は、

FoxO1 mRNA と FoxO1 タンパク質の発現量を有意に減少させた。これ

らの結果は、β2-AR シグナルが、リン酸化だけでなく骨格筋における

タンパク質存在量も制御することによって FoxO1 転写活性を調節する

役割を果たす可能性を示した。Qin ら（2010）はグルココルチコイドが

FoxO1 mRNA 発現量と核タンパク質の存在量を増加させることを報告

している。しかしながら、FoxO1 mRNA および FoxO タンパク質量の

減少のメカニズムは不明な点が多い。  

第 6 章では、クレンブテロールにより活性化された β2-AR シグナル

が C2C12 培養骨格筋細胞における FoxO1 転写因子の mRNA 発現およ

びタンパク質量を減少させる作用機序の解明を目的とした。  
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第 1 節  β2-AR シグナルによる FoxO1 mRNA 発現抑制に関わる

microRNA の同定  

 

6-1-1 目的  

 FoxO1 転写因子の mRNA の減少は、FoxO1 遺伝子の転写抑制、また

は、FoxO1 mRNA が分解される可能性が考えられる。第 5 章で得られ

た結果より、培養骨格筋管細胞においてクレンブテロール誘導性の

FoxO1 mRNA の発現量が 1 から 3 時間後に減少することが認められた。

このように急速な mRNA の発現減少は、FoxO1 mRNA が分解されてい

る可能性が高いと考 え、 FoxO1 mRNA の分解に関わる microRNA

（miRNA）に着目した。miRNA は、タンパク質をコードしない低分子

の RNA であり、シード配列と呼ばれる領域の 6、7 塩基と相補的な配

列を持つ標的 mRNA と結合する。多くの場合が標的 mRNA の 3’UTR

と部分的な複合体を形成し、miRNA が結合した標的 mRNA は、ポリ A

鎖が短縮され、不安定化し、最終的には分解される。FoxO の転写後調

節因子として過去 10 年間で多くの micro RNA（miRNA）が同定されて

いる（Urbánek and Klotz, 2017）。本節では C2C12 培養筋管細胞におけ

る FoxO1 mRNA 発現の調節に関与する miRNA を同定するためにマイ

クロアレイ分析を行った。  

 

6-1-2 材料および方法  

（１）  供試細胞と実験計画  

〈試薬〉  

 試薬は、第 5 章第 1 節に準じて購入した。  
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 〈C2C12 培養筋管細胞の培養条件〉  

 筋管への形成は本章第 3 節に準じて行った。クレンブテロールの添

加培地は、本章第 3 節の結果より、1 µM の濃度で添加した DME 培地

（無血清、5 %PS）を用いた。比較対照として、PBS のみを添加した

DME 培地（無血清、5 %PS）を用いた。クレンブテロールの添加の 1

時間後に mirVanaTM miRNA Isolation Kit （Ambion、TX、USA）を用

いて細胞の total RNA および miRNA を回収した。  

 

（２）骨格筋細胞中の micro RNA のマイクロアレイ  

〈試薬〉  

 UltraPure Water は caymanchamical company（Ann Arbor、MI、USA）、

エタノールはナカライテスク（京都）より購入した。  

 

〈細胞からの mRNA 抽出〉  

 total RNA および miRNA の抽出は、mirVana™ miRNA Isolation Kit

（Ambion、TX、USA）の手順に準じて行った。UltraPure Water を 100 

µL 添加し、ペレットを溶解した。超微量紫外・可視分光光度計を用い

て。抽出サンプル中の RNA 含量を求めた。  

 

 

〈RNA の希釈〉  

 miRNA のマイクロアレイ分析用に RNA 濃度が 3 ng/µL となるよう

に、UltraPure Water で希釈し分析するまで -80°C で保存した。  
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〈マイクロアレイ〉  

 本実験では、Filgen 株式会社（愛知）の GeneChipTM miRNA Array 受

託解析を利用した。  
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6-1-3 結果  

 １µＭクレンブテロールで１時間刺激した C2C12 培養筋管細胞にお

ける miRNA の発現をマイクロアレイ分析により調べた。その結果、

3163 個の miRNA が C2C12 培養筋管細胞において検出された。そのう

ち、対照区との間に有意差が認められた miRNA を図 6-1-1 にヒートマ

ップで示した（増加した miRNA を赤色、減少した miRNA を青色で示

した）。合計で 103 個の miRNA に有意差があり、クレンブテロール添

加 1 時間後の C２C12 培養筋管細胞において 64 個の miRNA が増加し、

39 個の miRNA が減少した。  
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図 6-1-1. C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加により発現

量に有意差が認められた miRNA 
*; P<0.05  CT：対照区；CB：クレンブテロール区   
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6-1-4 考察  

 C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテロールの添加により合計 103 個

の miRNA を同定され、そのうち 64 個の miRNA がクレンブテロール

刺激の 1 時間後に増加し、39 個の miRNA が減少した。増加した miRNA

のうち、miR-9、miR-21、および miR-222 は、癌細胞において FoxO1 

mRNA の 3'UTR 領域に結合することによって FoxO1 mRNA の発現を

調節することが報告されている（Go et al., 2015; Myatt et al., 2010; Shen  

et al., 2017）。本節より、C2C12 培養筋管細胞においてクレンブテロー

ルによる β2-AR の活性化により増加したこれら 3 つの miRNA は、

FoxO1 mRNA の減少に寄与している可能性が示された。  

 さらに、マイクロアレイにより得られた結果から対照区と比較して

有意に増加しており、かつその発現量が 2 倍以上の miRNA のうち、

Target Scan（Agarwell et al., 2015）により、4 つの miRNA（miR-374b-

5p、miR-7038-3p、miR-7016-3p および miR-7a-1-3p）が FoxO1 の 3’UTR

領域に結合することが予測された（図 6-1-2）。次節ではこれらの miRNA

の機能活性を調べるために、miRNA mimic をトランスフェクトした

C2C12 培養筋管細胞における FoxO1 mRNA およびタンパク質発現を調

べた。  
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図 6-1-2.   FoxO1 mRNA の 3'UTR における予測される miR-374b-5p、
miR-7038-3p、miR-7016-3p、および miR-7a-1-3p の標的部位  
miR：microRNA  
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第 2 節 C2C12 培養筋管細胞における β2-AR シグナルにより増加する

microRNA の導入が FoxO1 転写活性に与える影響  

 

6-2-1 目的  

 前節より、クレンブテロールの添加により C2C12 培養筋管細胞で増

加が認められた miRNA うち、Target Scan（Agarwell et al.,  2015）によ

って、4 つの miRNA（miR-374b-5p、miR-7038-3p、miR-7016-3p および

miR-7a-1-3p）が FoxO1 の 3’UTR 領域に結合することが予測された。

本節では、これらの miRNA の機能活性を調べるために、miRNA mimic

をトランスフェクトした C2C12 培養筋管細胞における FoxO1 の mRNA

およびタンパク質発現を調べた。  

 

6-2-2 材料および方法  

（１）  供試細胞と実験計画  

〈試薬〉  

 試薬は、第 5 章第 1 節に準じて購入した。  

  

〈C2C12 培養筋管細胞の培養条件〉  

 筋管への形成は本章第 3 節に準じて行った。  

 

〈C2C12 培養筋管細胞への miRNA mimic 導入〉  

Trans IT-X2 Dynamic Delivery System（MIR6003、Mirus、WI、USA）

を用いて C2C12 培養筋管細胞に miRNA mimic を導入した。miRNA 

mimic は mirVanaTM miRNA mimic（miR-374b-5p、miR-7038-3p、miR-
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7016-3p、または miR-7a-1-3p、invitrogen、MA、USA）または AccuTargetTM 

miRNA mimic（SMC-2001、Bioneer、Korea）をネガティブコントロール

とし、各 miRNA mimic を培地中に 30 µM となるように調整し導入し

た。導入後、24 時間後に細胞の mRNA およびはタンパク質を回収し

た。  

 

（２）  骨格筋細胞中の遺伝子発現  

〈試薬〉  

 試薬は、第 3 章第 1 節に準じて購入した。  

 

〈細胞からの mRNA 抽出〉  

 RNA の抽出は、第 5 章第 3 節に準じた。  

 

〈cDNA の合成〉  

 cDNA の合成は、第 5 章第 3 節に準じて行った。  

 

〈Real Time PCR〉  

 PCR 反応に用いたプライマーは表 5-3-1 に準じた。mRNA の発現量

は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

（３）骨格筋細胞中のタンパク質発現分析  

〈試薬〉  

 試薬は、第 3 章第 1 節に準じて購入した。  
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〈全細胞タンパク質の抽出〉  

 細胞タンパク質の抽出は第 5 章第 2 節に準じて行った。  

 

〈タンパク質量の測定〉  

 サンプル中のタンパク質量の測定は、第 3 章第 1 節に準じて行った。  

 

〈ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整〉  

 ウエスタンブロッティングに供するサンプル調整は、第 3 章第 1 節

に準じて行った。  

 

〈SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング〉  

 SDS-PAGE およびウエスタンブロッティングは、第 3 章第 1 節に準

じて行った。  

 

（４）  統計処理  

 データは平均値±標準誤差として表した。得られたデータの平均値

の差の検定は Dunnet’s の多重比較検定法を用いて対照区との差異を調

べた。  
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6-2-3 結果  

 FoxO1 mRNA の 3’UTR 領域に結合することが示唆された miRNA

（miR-374b-5p、miR-7038-3p、miR-7016-3p、および miR-7a-1-3p）の

mimic をそれぞれ C2C12 培養筋管細胞に導入した結果、miR-374b-5p

および miR-7a-1-3p の導入で FoxO1 および Atrogin-1 / MAFbx mRNA の

発現量が有意に減少した（図 6-2-1）。同時に、miR-374b-5p および miR-

7a-1-3p mimic の導入は FoxO1 タンパク質の発現も有意に減少させた

（図 6-2-2）。  
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図 6-2-1.  C2C12 培養筋管細胞に対する miR-374b-5p、miR-7038-3p、
miR-7016-3p、および miR-7a-1-3p の導入が遺伝子発現量に与える影響  
*; P<0.05、 CT：対照区；NTC：ネガティブコントロール区；  
miR：microRNA  
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図 6-2-2.  C2C12 培養筋管細胞に対する miR-374b-5p および miR-7a-1-
3p の導入が FoxO1 タンパク質に与える影響  
*; P<0.05、 CT：対照区；NTC：ネガティブコントロール区；  
miR：microRNA  
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6-2-4 考察  

 本節では、本章第 1 節において C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテ

ロール添加の 1 時間後に変動した miRNA のうち Target Scan（Agarwell  

et al., 2015）により FoxO1 mRNA の 3’UTR 領域との結合が推察された

4 種の miRNA mimic（miR-374b-5p、miR-7039-3p、miR-7016-3p および

miR-7a-1-3p）を C2C12 培養筋管細胞に導入し、FoxO1 mRNA および

FoxO1 タンパク質の発現量を調べた。導入した 4 つの miRNA mimic の

うち、miR-347b-5p または miR-7a-1-3p が C2C12 培養筋管細胞におけ

る FoxO1 mRNA の発現量を減少させた。加えて、これら 2 つの miRNA 

mimic の導入は FoxO1 タンパク質量も有意に減少させた。さらに、miR-

347b-5p および miR-7a-1-3p mimic の導入は Atrogin-1/MAFbx mRNA の

発現量も減少させた。miRNA は、タンパク質をコードしない低分子の

RNA であり、シード配列と呼ばれる領域の 6、7 塩基と相補的な配列

を持つ標的 mRNA と結合する。多くの場合が標的 mRNA の 3’UTR と

部分的な複合体を形成し、miRNA が結合した標的 mRNA は、ポリ A 鎖

が短縮され、不安定化し、最終的には分解される。これらの結果は、

これまでに FoxO1 mRNA の発現量を調節することが報告されている

miRNA（miR-9、miR-21 および miR-222；Go et al., 2015; Myatt et al.,  

2010; Shen et al., 2017）に加えて、miR-374b-5p および miR-7a-1-3p が

骨格筋細胞における FoxO1 mRNA の分解に関与している可能性が考え

られる。本節の結果より、C2C12 培養筋管細胞においてクレンブテロ

ールによる β2-AR の活性化は、miR-374b-5p および miR-7a-1-3p などの

microRNA の発現量を急激に増加し、FoxO1 mRNA の分解を亢進させ
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ることが示唆された。その結果、FoxO1 タンパク質の存在量が減少し、

Atrogin-1/MAFbx に対する FoxO1 の転写活性が低下し、タンパク質分

解が抑制される可能性が考えられた。  
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第 7 章 総合考察  

 

産肉性の向上とは、体タンパク質の蓄積増加による骨格筋量の増大

とみなすことができ、体タンパク質の蓄積は、タンパク質の合成量と

分解量の差で表される。ニワトリでは、体格の異なる系統である肉用

鶏と卵用鶏の比較より、合成量よりも分解量が骨格筋量に大きく影響

することが示唆されている（Hayashi et al., 1985）。しかしながら、こ

れまでのところ既知のタンパク質分解の調節機構では骨格筋量の個体

差を説明できておらず、肉用鶏の骨格筋量の個体差には、これまでに

注目されていないタンパク質分解の調節機構の関与が推察される。  

アドレナリンは、骨格筋では主に β-AR 受容体（β1、β2、β3 の 3 種の

サブタイプに分類される）によって作用が伝達される。アドレナリン

は、ストレス応答性のホルモンに分類され、その作用として主に異化

に関わる研究が多く報告されていることから、骨格筋のタンパク質分

解の調節機構に対するアドレナリンの作用は注目されていなかった。

しかしながら、本研究室では肉用鶏の骨格筋において β2-AR シグナル

によるタンパク質分解の抑制作用を見出したことから（ Ijiri  et al.,  

2014）、本研究では骨格筋における β2-AR シグナルに着目した。本研

究では、肉用鶏の骨格筋量の個体差に対する β2-AR シグナルの関与を

解明と、加えて、骨格筋のタンパク質分解に対する β2-AR シグナルの

詳細な作用機序の解明を目的とした。  

先ず、第 2 章では、初期成長期（1〜5 日齢）の肉用鶏ヒナの成長速

度が異なる個体間（急速発育区と遅発育区）の体タンパク質代謝回転
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速度を比較した。単位時間あたりに蓄積されたタンパク質と排泄され

た 3-MeHis の量を測定すれば、骨格筋タンパク質の合成速度および分

解速度の測定が可能であると考えられている（Young and Munro, 1978; 

西澤 , 1983）が、この測定方法を利用するためには、生体内に存在する

3-MeHis の大部分が骨格筋（アクチン、ミオシン）に存在し、排泄物の

ほとんどが筋肉由来の 3-MeHis であることを証明する必要がある。第

2 章では、5 日齢のブロイラーの 3-MeHis の組織分布を調べた結果、骨

格筋中の 3-MeHis 含量は 81.0 µmol となり、筋胃、消化管、その他の臓

器などにも比較的多く含まれていた。これを全体の 3-MeHis 含量に対

する割合で示すと、5 日齢では骨格筋に 67.4％、筋胃に 10.6％、消化

管に 9.8％、その他臓器に 10.9％となった（表 2-1-2）。羽毛と皮はま

とめて測定した結果、5.2 µmol であったが、以前の研究結果より、11

日齢のブロイラーの羽中に 3-MeHis はほとんど含まれていないことが

明らかとされている（品川卒論、1981）。したがって、本実験で明らか

となった 5.2 µmol のほとんどは皮由来であると考えられる。また、血

液＋骨＋頭をまとめて測定した結果、10.8 µmol となったが、骨中にも

3-MeHis はほとんど含まれていないことが明らかとなっている（品川

卒論、1981）。さらに、血液のみの 3-MeHis 濃度を測定した結果、1.1 

µmol と極めて少ない。したがって、血液＋骨＋頭に含まれる 3-MeHis

のほとんどが、解体時に骨もしくは頭から採取しきれなかった骨格筋

に由来するものだと考えられる。 5 日齢の肉用鶏ヒナの体全体の 3-

MeHis 含量に対する%で示すと骨格筋は 67.4％以上となり大部分の 3-

MeHis は骨格筋に含まれていることが示唆された。  
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第 2 章の結果より、5 日齢ブロイラーの骨格筋中の 3-MeHis 含量は、

Hayashi ら（1985）が報告した 15 日齢ブロイラーにおける骨格筋中の

3-MeHis 含量である 57.1％を上回ったことから体タンパク質の合成速

度および分解速度の指標として利用可能であると判断し、急速発育区

と遅発育区の体タンパク質代謝回転速度を比較した。7 日齢ブロイラ

ーヒナの骨格筋中のタンパク質分解速度を計算すると、遅発育区と比

較して急速発育区で有意に低い値を示した。一方、タンパク質合成速

度は、遅発育区と比較して急速発育区で高い傾向を示したが、有意な

差は認められなかった。これらの結果より、成長速度の差には、骨格

筋のタンパク質分解速度の差が合成速度と比較してより大きく寄与す

ることが示された。ニワトリやウズラを用いた研究より、体格差のあ

る系統間の比較では、体格が小さい個体は大きい個体よりタンパク質

分解速度が高く、合成速度が低いことから、合成量よりも分解量が骨

格筋量に大きく影響することが示唆されている（Hayashi et al., 1985; 

Maeda et al., 1986）。これらの結果と同様に、同品種・同系統内の肉用

鶏においても成長速度の個体差には、タンパク質合成よりも分解速度

の差がより強く影響することが示唆された。  

第 3 章では、初期成長期の肉用鶏ヒナにおける骨格筋タンパク質分

解速度を支配する分子機構の解明を行った。骨格筋のタンパク質の分

解量は、標的タンパク質に付加されたユビキチン鎖をプロテアソーム

が認識し、不可逆的に分解するシステム（ユビキチン -プロテアソーム

系タンパク質分解）によって調節される（ Ciechanover et al., 1998;  

Hershko et al., 1998; Jagoe et al., 2001; Lecker et al., 2004; Lecker et al.,  
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2006）。また、Atrogin-1/MAFbx の遺伝子発現量は FoxO 転写因子によ

って調節されており、FoxO の転写活性は、AKT によるリン酸化を受

け、細胞内局在が変化することにより低下する（Sandori et al., 2004;  

Stitt et al., 2004; Daitoku et al., 2011）。初期成長期の肉用鶏ヒナの成長

速度が異なる急速発育区と遅発育区において、骨格筋タンパ質分解の

指標である血漿中の 3-MeHis 濃度が遅発育区と比較して急速発育区で

有意に低かったことから、第 2 章の結果と同様に急速発育区は遅発育

区と比較して、タンパク質分解が低く維持されていることが示唆され

た。また、遅発育区と比較して急速発育区の浅胸筋中の Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量が有意に低かった。哺乳動物およびニワトリ

の骨格筋において Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量はタンパク質分解

速度と正の相関を示すため（Sacheck et al., 2004; Ohtsuka et al., 2011）、

急速発育区の骨格筋タンパク質分解速度の低さは、浅胸筋中の Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量の低さに起因すると考えられた。さらに、5 日

齢ブロイラーヒナの浅胸筋中の AKT および FoxO1 タンパク質のリン

酸化割合は、遅発育区と比較して有意に高かった。第 3 章の結果より、

初期成長期の増体が速い急速発育区は浅胸筋中の AKT のリン酸化割

合を増加させ、細胞質におけるリン酸化 FoxO1 タンパク質の発現を増

加させることで、FoxO1 転写因子の細胞内局在が変化し、標的遺伝子

に対する FoxO1 の転写活性が低下した結果として Atrogin-1/MAFbx 

mRNA 発現が減少し、タンパク質分解が抑制されたと示唆された。  

これまでに Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量の減少を介してタンパ

ク質分解を抑制する因子が複数報告されている。例えば、哺乳動物お
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よびニワトリの骨格筋および培養骨格筋細胞において、AKT のリン酸

化を介して FoxO1 の転写を阻害し、Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を

抑制することがインスリン（Suryawan et al., 2007; Duchêne et al, 2008; 

Timmerman et al., 2010; Saneyasu et al., 2017）および IGF-1（Frayn and 

Maycock, 1979; Sacheck et al., 2004; Stitt  et al., 2004; Nakashima et al.,  

2017）の刺激により惹起されることが報告されている。また、アドレ

ナリンも骨格筋タンパク質分解を抑制することが報告されている

（Navegantes et al., 2002）。Silveira ら（2014）は、アドレナリンの投

与が AMP-PKA シグナルの活性化によって FoxO1 の転写活性を阻害し、

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を減少させることを報告している。そ

こで第 3 章では、タンパク質分解を抑制する因子として報告されてい

る、インスリン、IGF-1 およびアドレナリンの血漿中濃度と骨格筋中の

受容体の発現量も遅発育区と急速発育区で比較した。その結果、増体

速度が異なる急速発育区と遅発育区の 2 区間の血中のインスリン濃度、

およびアドレナリン濃度に差は認められなかった。血中の IGF-1 濃度

を測定するには、ELISA 法やラジオアイソトープ実験をする必要があ

るが、現時点でニワトリに適合した ELISA キットがないことと、ラジ

オアイソトープ実験の技術取得が困難であったため、第 3 章では測定

が不可能と判断し、 IGF-1 濃度に関与すると考えられる GH 濃度の測

定を試みた。血液中の IGF-1 濃度は GH およびインスリンによって調

節されており（Thissen et al., 1994）、肝臓で主に産生されている。し

かしながら、インスリンと同様に、血漿中の GH 濃度は成長速度が異

なる 2 区間で差は認められなかった。また、浅胸筋中のインスリン受
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容体および IGF-1 受容体  mRNA の発現量にも差はなかった。さらに前

述の通り、IGF-1 は主に肝臓で合成されるため、肝臓中の IGF-1 mRNA

の発現量に差はなく、 IGF-1 受容体 mRNA の発現量は遅発育区と比較

して有意に減少した。以上の結果より、インスリンおよび IGF-1 は初

期成長期のブロイラーヒナの骨格筋タンパク質分解レベルへの寄与は

低いと考えられた。  

続いて、遅発育区と急速発育区の 2 区間における各 β-AR mRNA 発

現量を比較した。その結果、β1 および β3-AR mRNA の発現量に差は認

められなかった。一方、β2-AR mRNA 発現量のみ遅発育区と比較して急

速発育区で有意に高かった。本研究室では肉用鶏の骨格筋において β2-

AR シグナルが Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を減少させ、タンパク質

分解することを明らかにしている（ Ijiri et al., 2014）。これらの結果よ

り、急速発育区のタンパク質分解速度の低さは、β2-AR mRNA の発現量

と相関することが示唆された。しかしながら、本研究では初期成長期

のタンパク質分解速度が異なる 2 区間における β2-AR mRNA の発現量

に差が生じる理由については明らかにできなかった。β2-AR mRNA の

発現量に差が生じる理由として、 2 区間に有意な差があった飼料摂取

量の関与について検討した。しかしながら急速発育区の飼料摂取量を

遅発育区の飼料摂取量と同等に制限給餌したにも関わらず、急速発育

区の β2-AR mRNA 発現量およびタンパク質分解レベルも変化は認めら

れなかった。これらの結果より、β2-AR mRNA の発現量には少なくとも

飼料摂取量は関与しない可能性が示唆された（未発表データ）。  

第 4 章では、ブロイラーヒナの骨格筋における AR シグナルのタン
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パク質分解抑制作用について調べた。第 3 章の結果より、肉用鶏の骨

格筋タンパク質分解の個体差を支配する要因としてアドレナリンの関

与が示唆された。アドレナリンは、骨格筋タンパク質分解を抑制する

ことが報告されているが（Navegantes et al., 2002; Silveira et al., 2014）、

アドレナリンはストレス応答性のホルモンに分類され、その作用とし

て主に異化に関わる研究が多く報告されていることから、骨格筋タン

パク質分解の抑制メカニズムについては注目されていなかった。前述

の通りアドレナリンは受容体を介して様々な組織において機能を発揮

する。骨格筋では主に β-AR（β1、β2、β3 の 3 種のサブタイプ）によっ

て作用が伝達される（Grady et al., 1997）。1 日齢のブロイラーヒナに

アドレナリンまたは非選択的 β 受容体作動薬であるイソプロテレノー

ルを腹腔内投与し、Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量に与える影響を調

べた。その結果、ニワトリヒナにおいてもアドレナリンの投与は投与

3 時間後の縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を有意に減少

させた。また、ニワトリヒナの腹腔内に β-AR 非選択的作動薬であるイ

ソプロテレノールの投与を行なった。その結果、アドレナリンと同様

に、投与 3 時間後の縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量は有

意に減少した。これらの結果より、ニワトリヒナの骨格筋においてア

ドレナリンは β-AR シグナル伝達を介して Atrogin-1/MAFbx mRNA の

発現を調節することが明らかとなった。続いて、1 日齢ブロイラーヒナ

に β-AR サブタイプそれぞれの作動薬を腹腔内投与し、アドレナリン

による Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現制御に関わるサブタイプの同定

を行なった。β2-AR 作動薬であるクレンブテロールの投与は、投与 3 時
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間後の縫工筋において Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を有意に減少

させた。一方で、β1-AR 作動薬であるドブタミンや β3-AR 作動薬であ

る BRL37344 の投与による Atrogin-1/MAFbx mRNA の減少は認められ

なかった。さらに、β2-AR 遮断薬であるブトキサミンの前投与は、アド

レナリン投与による Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現減少を抑制した。

これまでに哺乳類においても、クレンブテロールの投与が骨格筋中の

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を減少させることが報告されている

（Koopman et al., 2010; Gonçalves et al.,  2012; Sato et al., 2012; Sato et 

al., 2013）。これらの結果より、ブロイラーヒナにおいてアドレナリン

は、β2-AR シグナルの活性化を介して骨格筋における Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現を調節し、タンパク質分解を抑制することが示唆された。 

第 3 章の結果より、初期成長期の増体速度が速い急速発育区では遅

発育区と比較して β2-AR mRNA の発現量が高かったことから、Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現減少に伴う骨格筋のタンパク質分解の抑制は

β2-AR シグナルがより強く活性化された結果であることが考えられた。

以降の実験では、骨格筋における β2-AR シグナルによるタンパク質分

解抑制メカニズムのさらなる解明を目的とし、先ず、ニワトリヒナに

対するクレンブテロールの単回投与が骨格筋に与える影響を詳細に調

べた。その結果、ニワトリヒナにおけるクレンブテロールの腹腔内投

与は、縫工筋中の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を減少させ、タン

パク質分解を抑制することが明らかとなった。また、Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現減少が認められたクレンブテロール投与 3 時間後の縫工

筋中の AKT のリン酸化割合は、クレンブテロール投与によって有意に
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増加した。哺乳類において、β2-AR シグナルの活性化は、AKT のリン

酸化を伴って Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を減少させることから

（Koopman et al., 2010; Gonçalves et al., 2012; Sato et al., 2012）、哺乳

類と同様にニワトリヒナの骨格筋においても、β2-AR シグナルの活性

化に、AKT のリン酸化が関わることが示唆された。骨格筋のタンパク

質分解調節機構として IGF-1-AKT シグナルカスケードがよく知られて

いる。すなわち IGF-1 が IGF-1 受容体に結合すると、AKT がリン酸化

され、 FoxO 転写因子をリン酸化することにより核外へ移行させる

（Daitoku et al.,  2011）。しかしながら、β2-AR シグナルの活性化が、

FoxO1 転写因子のリン酸化状態や細胞内局在に及ぼす影響については、

未だ解明されていなかった。クレンブテロールを投与した 3 時間後の

ヒナの骨格筋の細胞質タンパク質におけるリン酸化 FoxO1 の有意な増

加が認められた。一方、核タンパク質において、FoxO1 タンパク質の

有意な減少が認められた。これらの結果より、β2-AR シグナルの活性

化は、AKT のリン酸化割合を増加させ、細胞質におけるリン酸化 FoxO1

タンパク質の発現を増加させることが明らかとなった。また、FoxO1 転

写因子の細胞内局在が変化し、標的遺伝子に対する FoxO1 の転写活性

が低下した結果として Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現が減少し、タンパ

ク質分解が抑制されたと考えられる。加えて、クレンブテロールの投

与により、骨格筋における FoxO1 mRNA の発現量の減少と、核タンパ

ク質中の FoxO1 タンパク質の発現減少が認められた。これらの結果よ

り、ニワトリヒナへのクレンブテロールの腹腔内投与が骨格筋の

FoxO1 mRNA およびタンパク質の発現量を減少させることにより、結
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果的に FoxO1 の転写活性を低下させる可能性も推察された。そこで第

5 章以降は、ニワトリ初代培養筋管細胞および C2C12 培養筋管細胞を

用いてクレンブテロールによる β2-AR シグナルの活性化が FoxO1 転写

因子の mRNA 発現量を減少させる作用機序について調べた。  

哺乳類および第 4 章の結果より、β2-AR シグナルの活性化は、AKT

のリン酸化を 伴って Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を 減少させる

（Koopman et al., 2010; Gonçalves et al., 2012; Sato et al., 2012）。しか

しながら、第 5 章においてニワトリ初代培養筋管細胞および C2C12 培

養筋管細胞を用いた培地へのクレンブテロールの添加は、AKT のリン

酸化に影響は与えなかった。またニワトリ初代培養筋管細胞へのクレ

ンブテロールの添加は FoxO1 のリン酸化にも影響を与えなかった。そ

れにも関わらず、クレンブテロール添加の 3 時間後に Atrogin-1/MAFbx  

mRNA の発現量が減少した。これらの結果より、培養筋管細胞へのク

レンブテロール添加により活性化された β2-AR シグナルは、AKT のリ

ン酸化を介さず Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を減少させることが示

唆された。  

第 5 章においてニワトリ初代培養筋管細胞および C2C12 培養筋管細

胞共に、クレンブテロール添加による FoxO1 mRNA の発現量の減少は、

Atrogin-1/MAFbx mRNA の減少に先行して起こった。加えて、Atrogin-

1/MAFbx mRNA が減少したクレンブテロール添加 3 時間後には、全

FoxO1 タンパク質の減少が確認された。これらの結果から、培養骨格

筋細胞においてクレンブテロールは FoxO1 mRNA の発現減少を介して

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現を抑制することが示唆された。これまで
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に、クレンブテロールを用いた β2-AR の活性を介した FoxO1 mRNA お

よびタンパク質減少作用は in vivo および in vitro どちらにおいても確

認された（第 4 章および第 5 章）。また、β2-AR の活性を介した FoxO1  

mRNA およびタンパク質減少作用は、これまでに報告されていない β2-

AR シグナルの新規経路であると考えられる。FoxO タンパク質の発現

量は細胞機能に大きな影響を与えると考えられており、FoxO タンパク

質の欠損は哺乳動物の癌の増加と関連する（Borkhardt et al., 1997; Paik  

et al.,2003）。これらの結果より、培養骨格筋細胞においてクレンブテ

ロールによる β2-AR の活性化は、FoxO1 タンパク質のリン酸化による

細胞内局在の変化に加えて、FoxO1 mRNA およびタンパク質の発現を

減少させる、新たな骨格筋のタンパク質分解抑制シグナル経路により

タンパク質の分解を抑制すると考えられる。  

第 5 章において、β2-AR シグナルが、FoxO1 のリン酸化による細胞

内局在の変化だけでなく骨格筋におけるタンパク質存在量も制御する

ことによって転写活性を調節する役割を果たす可能性を示した。Qin ら

（2010）はグルココルチコイドが FoxO1  mRNA 発現量と核タンパク質

の存在量を増加させることを報告している。しかしながら、FoxO1  

mRNA および FoxO タンパク質量の減少のメカニズムはほとんど解明

されていない。FoxO1 転写因子の mRNA の減少は、FoxO1 遺伝子の転

写抑制、または、FoxO1 mRNA が分解される可能性が考えられる。第

5 章で得られた結果より、培養骨格筋管細胞においてクレンブテロー

ル誘導性の FoxO1 mRNA の発現量が 1 から 3 時間後に減少することが

認められた。このように急速な mRNA の発現減少は、FoxO1 mRNA が
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分解されている可能性が高いと考え、第 6 章では、FoxO1 mRNA の分

解に関わる microRNA（miRNA）に着目した。C2C12 培養筋管細胞にお

ける FoxO1 mRNA 発現の調節に関与する miRNA を同定するためにマ

イクロアレイ分析を行った。C2C12 培養筋管細胞へのクレンブテロー

ルの添加により合計 103 個の miRNA を同定され、そのうち 64 個の

miRNA がクレンブテロール刺激の 1 時間後に増加し、39 個の miRNA

が減少した。増加した miRNA のうち、miR-9、miR-21、および miR-222

は、癌細胞において FoxO1 mRNA の 3'UTR 領域に結合することによっ

て FoxO1 mRNA の発現を調節することが報告されている（Go et al.,  

2015; Myatt et al., 2010; Shen et al., 2017）。C2C12 培養筋管細胞におい

てクレンブテロールによる β2-AR の活性化により増加したこれら 3 つ

の miRNA は、FoxO1 mRNA の減少に寄与している可能性が示された。 

 さらに、マイクロアレイにより得られた結果から対照区と比較して

有意に増加しており、かつその発現量が 2 倍以上の miRNA のうち、

Target Scan（Agarwell et al., 2015）により、4 つの miRNA（miR-374b-

5p、miR-7038-3p、miR-7016-3p および miR-7a-1-3p）が FoxO1 の 3’UTR

領域に結合することが予測された。これら 4 つの miRNA の機能を調

べるために、miRNA mimic をトランスフェクトした C2C12 培養筋管細

胞における FoxO1 mRNA およびタンパク質発現を調べた。導入した 4

つの miRNA mimic のうち、miR-347b-5p または miR-7a-1-3p が C2C12

培養筋管細胞における FoxO1 mRNA の発現量を減少させた。加えて、

これら 2 つの miRNA mimic の導入は FoxO1 タンパク質量も有意に減

少させた。さらに、miR-347b-5p および miR-7a-1-3p mimic の導入は
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Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量も減少させた。これらの結果は、これ

まで に FoxO1 mRNA の 発現量 を調 節する こと が報告 され てい る

miRNA（miR-9、miR-21 および miR-222；Go et al., 2015; Myatt et al.,  

2010; Shen et al., 2017）に加えて、miR-374b-5p および miR-7a-1-3p が

骨格筋細胞における FoxO1 mRNA の分解に関与している可能性が考え

られる。培養筋管細胞においてクレンブテロールによる β2-AR の活性

化は、miR-374b-5p および miR-7a-1-3p などの microRNA の発現量を急

激に増加し、FoxO1 mRNA の分解を亢進させることが示唆された。そ

の結果、FoxO1 タンパク質の存在量が減少し、Atrogin-1/MAFbx に対す

る FoxO1 の転写活性が低下し、タンパク質分解が抑制される可能性が

考えられた。  

本研究で明らかとなった事実をまとめると、初期成長期（1〜5 日齢）

の増体が速いヒナは遅いヒナと比較して、骨格筋のタンパク質分解速

度が遅いことが明らかとなった。また、増体が速いヒナのタンパク質

分解の低さは、骨格筋に発現するアドレナリン受容体のうち β2-AR 発

現量の高さが関与している可能性が示された。加えて、骨格筋におけ

る β2-AR のタンパク質分解抑制作用は、FoxO1 転写因子の細胞内局在

の変化と複数の miRNA の発現増加による FoxO1 mRNA の分解亢進の

2 つの経路を介した、核内 FoxO1 タンパク質量の減少により Atrogin-

1/MAFbx mRNA に対する FoxO1 の転写活性を低下させた結果、タンパ

ク質分解を抑制することが示唆された。これまでに、ニワトリの成長

差の解明を目的とした研究は、国内外で競合的に行われているが、そ

の多くが「ブロイラーとレイヤーなど成長速度の異なる品種間」の比
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較研究であり、「同品種内での差」は研究されてなかった。また、骨

格筋において既知のタンパク質分解の調節機構では骨格筋量の個体差

を説明できていなかったが、本研究の結果より肉用鶏ヒナの骨格筋量

の個体差に β2-AR シグナルの関与が推察された。  

本研究室では、クレンブテロールに構造が類似している化合物であ

るカプサイシンを飼料に添加すると、ブロイラーの骨格筋重量が増加

することを明らかにしている（石丸修論、2016）。また、Chikazawa と

Sato（2018）は、マウスまたはヒトの β2-AR において作動薬様の活性

を示す植物由来の化合物をいくつか報告している（大麦属に含まれる

グラミンや柑橘類に含まれるホルデニンなど）。本研究により、骨格

筋の β2-AR シグナルのタンパク質分解抑制の作用機序が十分に解明さ

れたことから、これらの化合物を含む飼料資材により β2-AR を活性化

させることで骨格筋タンパク質分解の抑制による肉用鶏の成長改善が

期待される。特に鹿児島県は多くの柑橘類の産地であることから、柑

橘類の生産副産物が多く発生することが予想される。前述の通り、柑

橘類に含まれるホルデニンが β2-AR の活性を示すことから（Chikazawa 

and Sato,  2018）、これらの副産物をブロイラーまたは地鶏への飼料資

材に活用することを検討したい。  

さらに、本研究より初期成長期の増体速度の個体差または骨格筋タ

ンパク質分解の個体差に骨格筋の β2-AR mRNA の発現量が関わること

が示唆された。β2-AR mRNA 発現量の個体差は、遺伝的要因または環境

的要因により決定されると考えられる。遺伝的な要因として考えられ

る肉用鶏の β2-AR 遺伝子とそのプロモーター領域における一塩基多型
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（Single Nucleotide Polymorphism：SNP）に着目し、β2-AR mRNA 発現

量の差の原因となる DNA 変異を検出する。得られたデータによって遺

伝育種学的に選抜することで、生産現場へ還元を目指すことが可能と

なる。  

一方で、初期成長期の環境的要因が骨格筋の β2-AR mRNA の発現量、

タンパク質分解量の個体差を生じさせる可能性も考えられる。これま

でに本研究室では、肉用鶏ヒナの孵化後の飼料給与の開始を実験的に

2 日遅らせると、初期成長期の成長速度および、出荷日齢の骨格筋にお

いて抗酸化酵素の遺伝子発現が低下し、脂質過酸化物量の増加、ドリ

ップロスの増加、ならびに味覚特性の変化（旨味の低下）が起こるこ

とを明らかにした（井尻ら , 2018）。これらの結果から、孵化後の飼料

摂取の開始時期は初期成長期の増体速度と関連することが示唆される。

今後、飼料摂取の開始時期が骨格筋の β2-AR mRNA 発現量ならびにタ

ンパク質分解速度の個体差に及ぼす影響について検討することで、環

境要因と骨格筋の β2-AR mRNA 発現量との関連性を明らかにできると

考えられる。  

我が国における畜産をめぐる情勢は、国際環境の変化（経済連携交

渉の進展や飼料原料価格の上昇など）および消費者ニーズの多様化（少

子高齢化や健康志向の高まりなど）を受け、日々刻々と変化している。

今後は、これまで以上に「品質」および「価格」の面で「強みのある畜

産物」を安定的に供給することが求められている（農林水産省 , 2015）。

近年では、畜産物の品質を向上させる方策として、畜産物の呈味成分

や機能性成分の増強などの数多くの取組が試みられ、銘柄家畜・銘柄
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食肉が作出されている。一方、家畜の生産現場では、個体の遺伝的能

力や飼養環境により家畜の成長速度や乳肉卵などの生産能力に個体差

が生じることは周知の事実であるが、畜産物の品質のばらつきについ

ての研究は、十分に行われているとは言えない。したがって、肉用鶏

の成長速度の個体差の研究成果は、ブロイラーのみならず全国で生産

される地鶏の多くに還元可能であると考えられる。成長速度の個体差

の最小化により安定的な鶏肉の生産が実現できれば、輸入鶏肉に対し

ても対抗できる産業として成長させられると期待できる。畜産物の品

質にばらつきが生じる原因の解明と斉一性を高める技術の開発は、今

後、我が国の市場に出回る国産畜産物を強化するためのブレイクスル

ーとなると考える。  
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摘要  

 

第1章  緒言  

  

第1節   研究の背景  

 長期的な飼料穀物の需給のひっ迫が懸念される状況下で、ブロイラ

ーや地鶏などの肉用鶏の生産には、産肉性や飼料効率の向上が求めら

れている。飼料効率が良く短期間の飼育で出荷できるように育種改良

されてきたブロイラーは、生後約 50 日で出荷体重に達し、その飼料効

率も 2.0 以下となっている。また、地鶏についても、日本農林規格に

基づいた規格内で効率よく出荷できるように育種改良が進められてい

る。一方、生産現場では、肉用鶏の成長に大きな個体差が生じること

は公知の事実である。したがって、ブロイラーや地鶏の産肉性を向上

させるためには、体重や骨格筋量の個体差を最小化し、斉一性を高め

ることが必要である。  

骨格筋は外部からの生理刺激に対する反応として、その量または質

が可逆的に変化する組織である。産肉性の向上とは、体タンパク質蓄

積量の増加による骨格筋量の増大とみなすことができ、体タンパク質

の蓄積は、タンパク質の合成量と分解量の差で表される。肉用鶏と卵

用鶏の比較より、ニワトリでは、合成量よりも分解量が骨格筋量に大

きく影響する。しかしながら、同品種・同系統内の肉用鶏の個体差と

タンパク質代謝との関連は不明である。  

タンパク質の翻訳・合成が増加する過程では、AKT を介したシグナ
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ル経路が重要な働きを持つ。すなわち、リン酸化により活性化された

AKT は、mTOR および p70 S6 kinase を介してタンパク質の翻訳ならび

にタンパク質の合成を増加させ、骨格筋肥大を誘導する。一方、骨格

筋のタンパク質の分解は、標的タンパク質に付加されたユビキチン鎖

をプロテアソームが認識し不可逆的に分解するシステム（ユビキチン

-プロテアソーム系タンパク質分解）によって調節される。骨格筋では、

Atrogin-1/MAFbx が骨格筋特異的ユビキチンリガーゼとして同定され

ている。Atrogin-1/MAFbx mRNA 発現量は、骨格筋におけるタンパク質

分解量と正の相関を示すことが報告されている。  

 

第２節 本研究の目的と概要  

 本研究では、肉用鶏の骨格筋量の個体差に対する β2-アドレナリン

受容体（AR）シグナルの関与の解明と、加えて、骨格筋のタンパク質

分解に対する β2-AR シグナルの詳細な作用機序の解明を目的とした。

本研究の第 2 章では、初期成長期（1〜5 日齢）の肉用鶏ヒナの成長速

度が異なる個体間（急速発育区と遅発育区）の体タンパク質代謝回転

速度を比較した。第 2 章より、同品種・同系統内の肉用鶏ヒナの個体

差において骨格筋タンパク質分解速度の関与が示唆されたため、第 3

章では肉用鶏ヒナの骨格筋タンパク質分解速度を支配する分子機構の

解明を行なった。第 3 章で成長速度の個体差に関与する骨格筋タンパ

ク質抑制シグナルとしてアドレナリンによる経路が示唆されたため、

第 4 章では肉用鶏ヒナの骨格筋におけるアドレナリン受容体シグナル

の作用について調べた。アドレナリン受容体のうち、β2-AR の選択的
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刺激により骨格筋のタンパク質分解が抑制されたため、第 5 章および

第 6 章では鶏初代培養筋管細胞および C2C12 培養筋管細胞を用いて

β2-AR シグナルによる骨格筋タンパク質分解抑制に関わる分子機構を

調べた。  

 

第２章   肉用鶏ヒナの成長速度の個体差と骨格筋タンパク質分解速度

との関連  

肉用鶏では、生後 1 週目の体重と出荷前の最終体重の間には、正の

相関があることが報告されているため、本章では、肉用鶏のヒナを初

期成長期（1〜5 日齢）の増体量が多い急速発育区と増体量が少ない遅

発育区の 2 区に分け、成長速度が異なる個体間の体タンパク質代謝回

転速度を調べた。骨格筋中および排泄物中の 3-メチルヒスチジン（3-

MeHis）濃度を分析し、骨格筋タンパク質の代謝回転速度の算出に利用

した。急速発育区は遅発育と比較して、終体重、増体量、および骨格

筋重量は重かった。遅発育区と比較して急速発育区でタンパク質合成

速度が高い傾向を示し（p=0.09）、一方で、タンパク質分解速度は有意

に低くなった（p<0.05）。Hayashi ら（1985）は、肉用鶏と卵用鶏の比

較より、ニワトリでは、合成量よりも分解量が骨格筋量に大きく影響

することを報告していることから、同品種・同系統内の肉用鶏におい

ても成長速度の個体差には、タンパク質合成速度よりも分解速度の差

がより強く影響することが示唆された。  
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第 3 章 肉用鶏ヒナの骨格筋タンパク質分解速度を支配する分子機構

の解明  

 第 2 章より、同品種・同系統内の肉用鶏ヒナの個体差に骨格筋タン

パク質分解速度の関与が示唆されたため、第 3 章では骨格筋タンパク

質分解速度を支配する分子機構の解明を行なった。第 2 章と同様に、

肉用鶏のヒナを初期成長期（1〜5 日齢）の増体量が多い急速発育区と

増体量が少ない遅発育区の 2 区に分け、骨格筋中の AKT と FoxO1 の

リン酸化割合（リン酸化タンパク質 /全タンパク質）、および Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量を比較した。遅発育区と比較して急速発育区

で AKT と FoxO1 のリン酸化割合は有意に高くなった。一方、Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量は急速発育区で有意に低くなった。これらの

結果より、遅発育区と比較して急速発育区は AKT により転写因子

FoxO1 の活性が低下し、その標的遺伝子である Atrogin-1/MAFbx mRNA

の発現が減少し、結果的にタンパク質分解が抑制される可能性が示唆

された。  

AKT のリン酸化を惹起しタンパク質分解を抑制する因子として、イ

ンスリン、IGF-1 およびアドレナリンが報告されている。そこで、それ

ぞれの血漿中濃度と骨格筋中の受容体の発現量を遅発育区と急速発育

区で比較した。血漿中のインスリン濃度と骨格筋中のインスリン受容

体 mRNA の発現量に成長速度が異なる 2 区間に差が認められなかっ

た。同様に、骨格筋中の IGF-1 mRNA および IGF-1 受容体 mRNA の発

現量にも 2 区間に差が認められなかった。一方、血漿中のアドレナリ

ン濃度、および、骨格筋中の β1、β3-AR  mRNA 発現量は成長速度が異
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なる 2 区間に差が認められなかったが、β2-AR mRNA 発現量は遅発育

区と比較して急速発育区で有意に高かった。以上の結果より、急速発

育区のタンパク質分解速度の低さは β2-AR を介したアドレナリンシグ

ナルが関与する可能性が示唆された。  

 

第 4 章 肉用鶏ヒナの骨格筋におけるアドレナリンシグナルの作用  

アドレナリンは、骨格筋において Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量

を減少させることが報告されている。アドレナリンには、9 種類の受

容体が存在しているが、骨格筋では、主に β 型受容体（β1、β2 および

β3）が発現している。本章では、ニワトリヒナ骨格筋において、アドレ

ナリンによる Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現制御に関わる β-AR サブ

タイプを調べた。  

1 日齢の肉用鶏ヒナ 18 羽を 3 区に分け、PBS、アドレナリン、およ

び非選択的 β-AR 作動薬であるイソプロテレノールを投与した。肉用

鶏ヒナの骨格筋における Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量は、アドレ

ナリン投与後 3 時間で有意に減少した。同様に、イソプロテレノール

の投与は、投与 3 時間後の骨格筋における Atroign-1/MAFbx mRNA の

発現量を減少させた。これらの結果より、アドレナリンが肉用鶏ヒナ

の骨格筋において β-AR シグナル伝達を介して Atrogin-1/ MAFbx mRNA

発現量を調節することが明らかとなった。続いて、1 日齢の肉用鶏ヒ

ナ 24 羽を 4 区に分け、PBS、β1-AR 作動薬（ドブタミン）、β2-AR 作

動薬（クレンブテロール）、β3-AR 作動薬（BRL37344）を投与した。

β1-AR 作動薬の投与は、Atrogin-1/MAF mRNA の発現量に影響は与えな
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かった。一方、β2-AR 作動薬の投与は、Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現

量を減少させた。β3-AR 作動薬の投与は、Atrogin-1/MAFbx mRNA の発

現量を増加させた。さらに、1 日齢の肉用鶏ヒナ 24 羽をアドレナリン

投与区または PBS 投与区に分けた。それぞれの処理区の 6 羽は、アド

レナリンまたは PBS 投与の 30 分前に β2-AR 遮断薬（ブトキサミン）

を投与し、残りの 6 羽には PBS を投与した。アドレナリンの投与は、

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量を減少させた。一方、β2-AR 遮断薬の

前投与は、アドレナリンによる Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現減少を

抑制した。これらの結果より、肉用鶏ヒナの骨格筋において、アドレ

ナリンによる Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現は β2-AR を介して抑制さ

れることが示唆された。  

本章の結果より、β2-AR 作動薬（クレンブテロール）により、Atrogin-

1/MAFbx mRNA の発現量が減少したことから、肉用鶏ヒナの骨格筋を

用いてメカニズムのさらなる検証を行った。1 日齢の肉用鶏ヒナ 18 羽

を 3 区に分け、そのうちの 2 区にクレンブテロールを投与し、１また

は 3 時間後に解体した。対照区には PBS を投与した。骨格筋中の全

AKT のタンパク質発現量には、クレンブテロール投与による影響は認

められなかったが、リン酸化 AKT のタンパク質発現量は、クレンブテ

ロール投与の 1 および 3 時間後に対照区に対して有意に増加した。そ

の結果、骨格筋中の全 AKT 発現に対するリン酸化 AKT の発現比は、

クレンブテロール投与の 1 および 3 時間後に有意な増加を示した。骨

格筋中のリン酸化 FoxO1 の発現量は、クレンブテロール投与の 3 時間

後に有意な増加を示した。また、クレンブテロールを投与した初生ヒ
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ナの骨格筋では、核内タンパク質中の FoxO1 に対する細胞質タンパク

質中の FoxO1 の発現比に有意な増加が認められた。加えて、クレンブ

テロール投与 3 時間後に、FoxO1 および Atrogin-1/MAFbx mRNA の発

現量が減少した。これらの結果から、肉用鶏ヒナの骨格筋においてク

レンブテロールにより活性化された β2-アドレナリン受容体シグナル

は、AKT を介して FoxO1 をリン酸化し、核外へ移行させることが示唆

された。また、FoxO1 転写因子が細胞質側へ移行した結果として、ク

レンブテロール投与 3 時間後の Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現量が減

少し、タンパク質分解を抑制させ、骨格筋重量を増加することが示唆

された。  

 

第 5 章 骨格筋細胞における β2-AR シグナルによる FoxO1 転写活性抑

制分子機構の解明  

第 4 章の結果より、骨格筋を β2-AR の作動薬であるクレンブテロー

ルで刺激すると、骨格筋タンパク質分解の抑制を介して骨格筋量が増

加することが示唆された。また、その誘導メカニズムは、IGF-I と同様

に骨格筋の AKT のリン酸化を介した FoxO の転写活性の低下を伴うこ

と明らかとなった。加えて、肉用鶏初生ヒナに対するクレンブテロー

ルの腹腔内投与は、投与 3 時間後の骨格筋における FoxO1 および

Atrogin-1/MAFbx mRNA の発現が減少することを明らかにした。本研究

では、鶏初代培養筋管細胞および C2C12 筋管細胞を用いて、クレンブ

テロールが FoxO1 mRNA の発現に及ぼす影響とその機序を調べた。  

13 日齢鶏胚の大腿筋から調整した筋芽細胞を筋管に形成させた後、
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クレンブテロール（1µM）を添加して 1 または 3 時間培養した。鶏初

代培養筋管細胞において、クレンブテロールは AKT および FoxO1 の

リン酸化割合に影響しなかったが、Atrogin-1/MAFbx mRNA を有意に減

少させた。加えて、FoxO1 mRNA は、クレンブテロール添加の 1 およ

び 3 時間後に有意に減少し、FoxO1 タンパク質はクレンブテロール添

加の 3 時間後に減少した。  

C2C12 筋芽細胞を筋管に形成した後、C2C12 筋管細胞にクレンブテ

ロール（1µM）を添加して 1 または 3 時間培養した。C2C12 筋管細胞

において、クレンブテロールは AKT のリン酸化割合に影響しなかった

が、FoxO1 のリン酸化割合は有意に増加させ、Atrogin-1/MAFbx mRNA

を有意に減少させた。加えて、ニワトリ初代培養筋管細胞と同様に、

FoxO1 mRNA は、クレンブテロール添加の 1 および 3 時間後に有意に

減少し、FoxO1 タンパク質は、クレンブテロール添加の 3 時間後に減

少した。  

これらの結果より、クレンブテロールによる β2-AR の活性化は、鶏

初代培養筋管細胞と C2C12 筋管細胞において、AKT のリン酸化割合

の増加を介さずに Atrogin-1/MAFbx mRNA を減少させることが明らか

となった。一方、どちらの細胞においてもクレンブテロール添加によ

り FoxO1 mRNA およびタンパク質が減少した。したがって、クレンブ

テロールによる Atrogin-1/MAFbx mRNA の減少は、FoxO1 タンパク質

のリン酸化による転写活性の調節だけではなく、転写因子 FoxO1 タン

パク質の量的な減少にも起因すると考えられた。  
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第 6 章 骨格筋細胞における microRNA を介した FoxO1 転写活性の抑

制機構の解明  

β2-アドレナリン受容体の活性化による FoxO1 mRNA およびタンパ

ク質の量的な減少の作用機序をより詳細に調べるために、C２C12 筋管

細胞を用いて検証した。第 5 章で確認されたクレンブテロールによる

急速な FoxO1 mRNA の発現減少の理由として、microRNA（miRNA）に

よる FoxO1 mRNA の分解亢進が考えられたため、C2C12 筋管細胞にク

レンブテロールを添加して 1 時間培養し、発現が変動する miRNA を

マイクロアレイ法により調べた。加えて、変動が認められた miRNA の

うち Target Scan により FoxO1 mRNA の 3’UTR との結合が推測された

4 種の miRNA mimic を C2C12 筋管細胞に導入し、FoxO1 mRNA の発現

を調べた。C2C12 筋管細胞において、クレンブテロール添加により 64

種の miRNA が有意に増加した。増加した miRNA のうち FoxO1 mRNA

の 3’UTR に結合することが推測された miR374b-5p、miR7038-3p、

miR7016-3p、および miR7a-1-3p の miRNA mimic を C2C12 筋管細胞に

導入した結果、miR374b-5p および miR7a-1-3p で FoxO1 mRNA を有意

に減少させた。以上の結果より、FoxO1 タンパク質が減少した作用機

序として、miR374b-5p および miR7a-1-3p の発現量増加により FoxO1 

mRNA の分解が亢進したことが示唆された。その結果、FoxO1 タンパ

ク質の発現量が減少し、Atrogin-1/MAFbx に対する FoxO1 の転写活性

が低下し、骨格筋のタンパク質分解が抑制されると考えられた。  
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まとめ  

初期成長期の肉用鶏ヒナの成長差には、骨格筋のタンパク質分解速

度が強く関与していおり、特に、β2-AR シグナルによるタンパク質分

解抑制メカニズムが関与することが示唆された。また、β2-AR シグナ

ルは microRNA の発現増加による FoxO1 転写因子の mRNA を分解す

る経路と、FoxO1 転写因子のリン酸化による転写活性を低下させる経

路の 2 つの経路を介することで、タンパク質分解を抑制することが示

唆された。  
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��1g��MeHis (umol/g tisuue) ��������(g) ����MeHis��(umol/g tisuue)

1 5.30 17.62 93.47
2 4.58 18.94 86.83
3 4.76 18.11 86.22
4 4.45 18.02 80.28
5 3.86 14.18 54.70
6 5.86 14.43 84.61


� 4.80 16.88 81.02
���	 0.70 2.04 13.58
���	 0.31 0.91 6.07

1 5.80 3.15 18.27
2 4.23 3.37 14.27
3 7.69 2.84 21.85
4 2.71 3.18 8.63
5 3.92 4.23 16.60
6 1.05 3.86 4.05


� 4.24 3.44 13.95
���	 2.32 0.51 6.55
���	 1.04 0.23 2.93

1 3.14 0.56 1.76
2 2.95 0.66 1.95
3 0.64
4 2.24 0.61 1.37
5 1.79 0.68 1.22
6 2.21 0.82 1.81


� 2.47 0.66 1.62
���	 0.56 0.09 0.31
���	 0.25 0.04 0.14

1 0.70 3.04 2.12
2 0.24 2.74 0.65
3 0.74 2.50 1.85
4 0.72 3.08 2.22
5 0.81 3.16 2.57
6 3.02


� 0.64 2.92 1.88
���	 0.23 0.25 0.73
���	 0.10 0.11 0.33

1 0.93 7.90 7.33
2 1.04 7.72 8.04
3 0.64 6.71 4.28
4 0.13 7.02 0.93
5 0.89 7.26 6.49
6 0.55 7.42 4.07


� 0.70 7.34 5.19
���	 0.33 0.44 2.63
���	 0.15 0.20 1.18

1 24.57
2 0.72 22.07 14.63
3 0.27 24.66 6.96
4 0.71 22.11 14.15
5 0.94 23.31 19.06
6 0.46 21.20 9.53


� 0.62 22.99 12.87
���	 0.26 1.43 4.72
���	 0.12 0.64 2.11

1 0.84 2.86 2.40
2 1.66 5.37 8.90
3 2.72 3.68 10.01
4 1.84 4.26 7.82
5 1.82 3.04 5.54
6 5.78


� 1.77 4.17 6.93
���	 0.67 1.21 3.03
���	 0.30 0.54 1.35

�����
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relative expression
relative expression

relative expression
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1.31
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0.46
2
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Atrogin-1/MAFbx  mRNA

relative expression
1 0.72
2 1.57

3 1.18

4 0.73

5 0.69

6 1.12

�� 1.00

���� 0.35

���� 0.16

1 0.39

2

3 0.28

4 0.32

5 0.15

6 0.19

�� 0.26

���� 0.10

���� 0.04

1 0.45

2 0.66

3 0.12

4 0.49

5 0.39

6

�� 0.42

���� 0.20

���� 0.09

PBS:���
AD:����	�
ISO:��������
�

��
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#�

Atroign-1/MAFbx mRNA FoxO1  mRNA IGF-1  mRNA

nmol/uL relative expression relative expression relative expression
1 15.78 0.50 1.13 0.95
2 18.83 0.77 1.59 0.36
3 15.65 0.97 0.78 0.72
4 20.48 1.56 0.82 1.75
5 16.06 1.71 0.70
6 16.60 0.49 0.98 1.20

�� 17.23 1.00 1.00 1.00
 !�� 1.98 0.52 0.33 0.52
 !)� 0.88 0.23 0.15 0.23

1 15.51 0.16 0.74
2 3.56 0.38 0.65
3 12.66 0.11 0.55 2.97
4 14.07 0.49 0.77 2.31
5 11.20 0.20 0.60 3.22
6 14.32 0.62 2.61

�� 11.89 0.33 0.66 2.78
 !�� 4.34 0.20 0.09 0.40
 !)� 1.94 0.09 0.04 0.18

&'*%� �%�

�
+�AKT �AKT AKT�
+��� �
+�FoxO1 �FoxO1
arbitrary unit arbitrary unit arbitrary unit arbitrary unit arbitrary unit

1 0.58 0.46 1.20 1.03 1.16
2 0.84 0.75 1.06 0.82 1.27
3 0.72 0.66 1.03 0.91 0.87
4 1.28 1.05 1.15 0.90 1.04
5 1.27 1.52 0.79 1.07 0.77
6 1.30 1.57 0.78 1.26 0.89

�� 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
 !�� 0.32 0.46 0.18 0.16 0.19
 !)� 0.14 0.21 0.08 0.07 0.09

1 1.13 1.05 1.01 1.08 0.82
2 1.22 0.96 1.20 0.91 0.72
3 1.47 0.86 1.60 1.03 0.90
4 1.38 1.00 1.29 0.97 0.65
5 1.28 1.00 1.20 1.10 0.72
6 1.63 1.03 1.49 1.47 0.72

�� 1.35 0.98 1.30 1.09 0.76
 !�� 0.18 0.07 0.22 0.20 0.09
 !)� 0.08 0.03 0.10 0.09 0.04

IGF-1:�
��
��,��

�$�

��
��	���

�

�$�

��
��	���
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miRNA Log2 P  Value

miR-665-5p 2.70 0.42 31.79 26.11 11.77 3.56 0.01
miR-6958-3p 8.30 2.00 28.89 14.94 3.48 1.80 0.02
miR-3068-3p 3.73 1.00 11.67 3.85 3.13 1.65 0.01
miR-374b-5p 2.18 0.49 6.77 2.59 3.10 1.63 0.01
miR-6944-3p 9.71 1.85 29.52 9.92 3.04 1.60 0.01
miR-7038-3p 14.99 5.17 45.03 1.00 3.00 1.59 0.01
miR-7016-3p 21.50 12.63 61.63 18.23 2.87 1.52 0.04
miR-7066-3p 4.01 1.19 10.93 4.75 2.73 1.45 0.04
miR-7a-1-3p 3.14 0.85 8.56 4.17 2.73 1.45 0.04
miR-148b-3p 13.69 2.91 31.52 9.67 2.30 1.20 0.02
miR-1231-3p 1.62 0.15 3.67 1.01 2.26 1.18 0.01
miR-6236 6.07 2.45 12.90 0.95 2.12 1.09 0.04
miR-350-5p 2.50 0.97 5.27 0.91 2.11 1.07 0.03
miR-224-5p 1.94 0.14 4.00 0.89 2.06 1.04 0.01
miR-466e-3p 2.21 0.61 4.55 1.22 2.06 1.04 0.03
miR-466a-3p 2.21 0.61 4.55 1.22 2.06 1.04 0.03
miR-3473f 2.34 0.82 4.58 0.72 1.96 0.97 0.03
let-7b-3p 1.69 0.34 3.25 0.69 1.93 0.95 0.02
miR-3102-3p.2-3p 2.82 0.94 5.43 1.37 1.92 0.94 0.05
miR-494-3p 14.16 2.56 27.00 8.44 1.91 0.93 0.05
miR-3535 211.47 26.22 384.23 122.62 1.82 0.86 0.04
miR-1983 25.49 6.62 45.71 10.41 1.79 0.84 0.04
miR-191-3p 1.54 0.37 2.59 0.49 1.68 0.75 0.04
miR-501-5p 175.30 39.41 291.91 64.12 1.67 0.74 0.05
miR-6392-3p 1.21 0.19 1.85 0.26 1.53 0.61 0.03
miR-5627-5p 3.03 0.23 4.61 0.38 1.52 0.61 0.00
miR-8103 1.53 0.23 2.33 0.26 1.52 0.60 0.02
miR-5123 1.99 0.14 2.86 0.35 1.44 0.52 0.01
miR-6988-3p 1.84 0.16 2.60 0.24 1.42 0.50 0.01
miR-21c 2.15 0.25 2.98 0.16 1.39 0.47 0.01
miR-344f-3p 1.27 0.08 1.75 0.30 1.38 0.47 0.04
miR-6351 1.69 0.13 2.33 0.38 1.38 0.47 0.03
miR-5618-3p 1.25 0.08 1.70 0.19 1.36 0.44 0.02
miR-669f-3p 1.29 0.15 1.75 0.16 1.35 0.44 0.02
miR-29b-2-5p 9.61 1.41 12.95 0.42 1.35 0.43 0.03
miR-383-3p 1.48 0.14 1.98 0.24 1.34 0.42 0.03
miR-382-5p 1.40 0.22 1.86 0.06 1.34 0.42 0.03
miR-1258-3p 1.32 0.07 1.75 0.07 1.32 0.41 0.00
miR-133a-3p 2295.39 194.55 2998.78 346.81 1.31 0.39 0.04
miR-6981-5p 41.64 6.10 54.35 3.63 1.31 0.38 0.04
miR-7074-5p 1.49 0.06 1.94 0.14 1.30 0.37 0.00
miR-7036b-3p 5.38 0.72 6.94 0.17 1.29 0.37 0.03
miR-9-3p 1.53 0.07 1.96 0.21 1.28 0.36 0.02
miR-221-3p 3767.70 196.09 4819.17 691.17 1.28 0.36 0.05
miR-3093-3p 1.88 0.14 2.40 0.13 1.28 0.35 0.01
miR-6400 1.42 0.10 1.80 0.05 1.27 0.35 0.01
miR-10a-3p 1.35 0.10 1.67 0.13 1.24 0.31 0.03
miR-3060-5p 1.30 0.06 1.59 0.09 1.22 0.29 0.01
miR-222-3p 3199.05 131.08 3915.28 253.23 1.22 0.29 0.01
miR-381-5p 1.23 0.07 1.50 0.08 1.21 0.28 0.01
miR-741-3p 1.53 0.14 1.86 0.14 1.21 0.28 0.05
miR-721 1.62 0.03 1.95 0.19 1.20 0.27 0.03
miR-433-3p 1.49 0.13 1.78 0.12 1.20 0.26 0.04
miR-3569-3p 1.22 0.03 1.46 0.07 1.19 0.25 0.00
miR-6369 1.67 0.10 1.99 0.08 1.19 0.25 0.01
miR-7087-3p 1.64 0.14 1.94 0.11 1.18 0.24 0.04
miR-881-5p 1.23 0.05 1.45 0.09 1.18 0.24 0.02
miR-145a-5p 3525.92 178.44 4130.01 117.67 1.17 0.23 0.01
miR-149-5p 2151.77 123.68 2507.17 44.06 1.17 0.22 0.01
miR-5107-3p 1.45 0.06 1.68 0.04 1.16 0.21 0.01
miR-5615-5p 1.27 0.08 1.45 0.06 1.14 0.19 0.04
miR-205-3p 1.42 0.04 1.58 0.04 1.12 0.16 0.01
miR-8097 1.41 0.05 1.57 0.06 1.11 0.15 0.02
miR-302d-3p 1.41 0.03 1.56 0.02 1.11 0.15 0.00
miR-7067-3p 1.82 0.01 1.76 0.01 0.97 -0.05 0.00
miR-344-5p 1.57 0.04 1.48 0.03 0.94 -0.08 0.04
miR-6537-5p 1.62 0.03 1.43 0.03 0.88 -0.18 0.00
miR-7011-3p 1.52 0.10 1.34 0.04 0.88 -0.19 0.04
miR-379-3p 1.46 0.03 1.26 0.06 0.86 -0.22 0.01
miR-3544-3p 1.67 0.05 1.42 0.06 0.85 -0.23 0.01
miR-5128 287.56 9.18 243.09 23.49 0.85 -0.24 0.05
miR-509-3p 1.55 0.03 1.31 0.09 0.84 -0.25 0.01
miR-6936-3p 1.87 0.11 1.57 0.12 0.84 -0.25 0.03
miR-7119-3p 1.93 0.06 1.61 0.12 0.83 -0.27 0.02
miR-7664-5p 1.56 0.05 1.29 0.06 0.83 -0.28 0.00
miR-7657-3p 1.59 0.12 1.31 0.05 0.82 -0.28 0.02
miR-463-3p 1.67 0.06 1.35 0.11 0.81 -0.31 0.01
miR-217-5p 1.61 0.07 1.28 0.13 0.79 -0.33 0.02
miR-3965 1.66 0.06 1.29 0.12 0.78 -0.36 0.01
miR-137-3p 1.59 0.13 1.23 0.09 0.77 -0.38 0.01
miR-106b-5p 1790.54 136.07 1362.66 134.03 0.76 -0.39 0.02
miR-6944-5p 72.18 9.57 53.94 5.17 0.75 -0.42 0.04
miR-149-3p 1472.40 202.57 1075.83 127.04 0.73 -0.45 0.04
miR-6904-3p 2.00 0.14 1.42 0.14 0.71 -0.49 0.01
miR-7676-5p 1.86 0.34 1.32 0.10 0.71 -0.49 0.05
miR-664-3p 2.00 0.34 1.39 0.17 0.69 -0.53 0.04
miR-2861 4379.38 54.36 2959.62 721.04 0.68 -0.57 0.05
miR-6982-5p 21.37 4.03 14.05 2.44 0.66 -0.61 0.05
miR-3547-5p 498.25 39.14 326.20 39.10 0.65 -0.61 0.01
miR-6394 3.80 0.77 2.48 0.30 0.65 -0.62 0.04
miR-6997-5p 3.06 0.68 1.96 0.10 0.64 -0.64 0.03
miR-5130 977.93 95.57 619.37 142.81 0.63 -0.66 0.04
miR-718 4.73 0.79 2.77 0.10 0.58 -0.77 0.01
miR-455-3p 156.59 7.37 85.29 16.26 0.54 -0.88 0.01
miR-1904 3.71 0.57 1.90 0.53 0.51 -0.96 0.02
miR-7686-5p 165.80 28.38 83.69 36.36 0.50 -0.99 0.05
miR-190a-3p 3.55 1.25 1.68 0.51 0.47 -1.08 0.05
miR-3102-5p 124.71 28.95 58.82 8.62 0.47 -1.08 0.01
miR-3472 6.84 1.08 3.06 0.79 0.45 -1.16 0.01
miR-7666-3p 64.98 24.43 27.58 7.91 0.42 -1.24 0.05
miR-3110-3p 17.74 4.31 6.62 2.58 0.37 -1.42 0.02
miR-7672-5p 14.95 3.21 5.38 1.11 0.36 -1.47 0.00
miR-680 19.39 7.31 5.91 1.42 0.30 -1.71 0.01

Control Clenbuterol
Mean SD Mean SD Fold-Change
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FoxO1 mRNA Atroign-1/MAFbx mRNA �FoxO1
relative expression relative expression relative expression

1 1.12 0.92 1 0.99
2 0.76 0.68 2 1.07
3 0.95 1.10 3 0.94
4 0.81 0.94 4 1.04
5 1.28 1.32 5 0.92
6 1.20 1.04 6 1.03

�� 1.02 1.00 �� 1.00
��� 0.21 0.21 ��� 0.06
���� 0.10 0.10 ���� 0.03

1 1.27 1.03 1 0.81
2 1.09 1.03 2 0.95
3 0.63 0.84 3 1.08
4 0.80 0.82 4 1.02
5 0.76 0.88 5 0.90
6 1.05 1.19 6 1.17

�� 0.93 0.96 �� 0.99
��� 0.24 0.15 ��� 0.13
���� 0.11 0.06 ���� 0.06

7 0.88 0.39 1 0.97
8 0.71 0.89 2 0.87
9 0.76 0.81 3 0.81

10 0.70 0.93 4 0.80
11 0.79 0.94 5 0.88
12 0.84 0.64 6 0.84

�� 0.78 0.77 �� 0.86
��� 0.07 0.22 ��� 0.06
���� 0.03 0.10 ���� 0.03

13 0.59 0.83 1 0.87
14 0.78 1.44 2 0.63
15 0.71 0.89 3 0.82
16 1.06 1.43 4 0.92
17 1.07 1.32 5 0.64
18 1.23 6 0.82

�� 0.84 1.19 �� 0.78
��� 0.21 0.27 ��� 0.12
���� 0.10 0.12 ���� 0.05

19 1.27 0.63
20 1.31 0.93
21 0.81 1.03
22 0.97 1.10
23 0.86 0.94
24 1.02

�� 1.04 0.92
��� 0.21 0.18
���� 0.09 0.08

25 0.75 0.37
26 0.76 0.23
27 0.70 0.60
28 0.74 0.64
29 0.70 0.48
30 0.76 0.52

�� 0.73 0.47
��� 0.03 0.15
���� 0.01 0.07
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