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略語 

アルギニン：Arg 

アルギニングリシンアミジノトランスフェラーゼ：AGAT 

クレアチニン：Crn 

クレアチン：Cr 

メチオニン：Met 

 

略語形は Wyss と Kaddurah-daouk（2000）を参考にした。  
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第 I章 緒論 

近年，生息域の環境悪化などにより生息数が減少している野生動物種が増え

てきている。とりわけ肉食性の動物は生態系の中で高次消費者に位置するため，

環境問題による影響を強く受けてしまい，日本のみならず世界の中で個体数の

減少が危ぶまれている（レッドデータブック，2014；Drewitt と Langston，2006）。

鳥類だけを見ても，日本に生息する約 35種の肉食性鳥類のうち半数近くが絶滅

危惧種に指定されている（レッドデータブック，2014）。また肉食性のみならず

日本固有の種については，生息域における保護だけでは個体数の維持あるいは

増殖を行うことが困難であるため，動物園や保護施設などの生息域外での保護

が必要となっている。ニホンライチョウ（Lagopus muta japonica）は 30年前と

比べ約 20%も生息数を減らしたと言われており，2012年のレッドリストでは絶

滅危惧 II類から絶滅危惧 IB類に変更された（レッドデータブック，2014）。そ

のため 2012年からライチョウ保護増殖事業計画が進められている。これらの野

生動物を生息域外において個体数を増やすためには，繁殖技術の確立とともに，

飼育下での適正な栄養管理を行うことが重要である。 

動物の栄養管理は栄養要求量の推定と使用可能な飼料原料の選定とそれに基

づいた飼料配合設計を行い給与することで行われる。しかしこれらすべてが可

能な動物は多くない。生息域外保全により飼育下にある絶滅危惧種や動物園動

物などにおいては種間差や個体差も大きく，またそもそも栄養要求量が明らか

にされていない動物がほとんどである。 

栄養要求量が求められている動物は，哺乳類においてはウシ，ウマ，ブタと

いう産業動物，サル，イヌ，ネコという実験動物，伴侶動物が挙げられる。こ

れらの動物について食物や消化管の構造の違いだけでなく，各栄養素の要求量

や代謝的な特徴が明らかになっている。一方鳥類は，草食性であり反芻動物の
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ように胃内発酵を行っているツメバケイ（Goday-vitorino ら，2008）から，肉食

性である猛禽類まで，哺乳類と同様にさまざまな食性の種が存在しているが，

鳥類では栄養学的な研究が進んでいるのはニワトリなどの雑食性の種ばかりで

ある。また，これらの動物においても，同じ飼料で画一的な過栄養管理が可能

なわけではない。 

遺伝的多様性の少ないコマーシャル鶏やマウス，ラットなどの実験動物の場

合，ライフステージごとに飼養標準に基づいて画一的な栄養管理が可能である。

コマーシャル鶏は実験動物として登録もされており，栄養管理も週齢単位で全

体管理が行われている（日本飼養標準・家禽，2011）。一方で，ウシやブタなど

の場合は個体差が大きく，乳量や乳質のモニタリングを行うことで個体ごとの

栄養管理に対応するか，形質の近い個体を集め一括管理に対応している

（DePeters と Cant，1992；Ikuta ら，2000）。またブタでは週齢よりも体重を基

準としている（日本飼養標準・豚，2005）。 

個性が尊重されるペットや，遺伝的多様性が維持された状態で飼育されなけ

ればならない絶滅危惧種などの保護飼育下にいる動物は，同じ種であっても個

体差が大きく，画一的な栄養管理は行えない。これらの動物の栄養管理を行う

ためには，栄養状態のモニタリングとそれぞれの個体に合ったテーラーメイド

の栄養管理が必要である。 

栄養素には大別するとエネルギー源となる栄養素，体を構成するための栄養

素，代謝を行うために必要となる栄養素がある。これらの栄養素はすべて動物

の生命維持のために必須であるが，まず優先されるのは生命活動の基礎となる

エネルギー源となる栄養素である。そのため栄養要求量を求める際には，まず

エネルギー要求量を求める（飼養標準・家禽，2011）。エネルギー源となる 3

大栄養素のうち，蛋白質はエネルギー源であるとともに体を構成する主な成分
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であり，またポストゲノムの中核をなす分子栄養の要となる栄養素でもあり，

他の栄養素に比べ重要性が高い。また 3大栄養素のバランスが悪いと，蛋白質

から糖新生が行われ，糖が脂肪に変換されるなど代謝調節が行われる。このと

きの代謝において補酵素として働くビタミン要求量が影響を受ける。そのため

エネルギー源となる栄養素の中で異なる役割を持つ蛋白質と，その他二つの栄

養素のバランス，すなわちエネルギー量と蛋白質の比率は重要であり，簡便な

栄養管理の為のモニタリング項目としてもっとも重要である。エネルギー要求

量については代謝体重からの計算による推測が可能であるが，蛋白質・アミノ

酸についてはそのような法則が存在しない。そのため蛋白質・アミノ酸要求量

については実験的に求めていかなければならない。しかしながら，すべての動

物種について試験を行い，要求量を求めることは困難である。とりわけ絶滅危

惧種などは実験上の制限が多いか，あるいはそもそも実験そのものが行えない

種がほとんどである。そのため既に蛋白質・アミノ酸要求量が求められている

動物の値を応用するか，近縁種を実験動物として選定し実験的な要求量の推定

が必要である。 

また栄養要求量は動物の生理状態によって変動し，その生理状態は飼育環境，

ライフステージ，飼料の利用性，ストレスなど様々な要因により変動する。ス

トレスは血中のコルチコステロン濃度を上昇させ，コルチコステロンは糖新生

を促進し血糖値をあげる。モニタリングを行う際の保定や採血は，動物にスト

レスを与えることで生理状態に影響を及ぼす可能性がある。そのため，実験的

な栄養要求量の推定と，日常のモニタリングを動物にストレスを与えずに行う

ためには，動物に直接触れずに行える非侵襲的な方法が必要となる。 

非侵襲的な方法は同一個体を連続して使用することが可能であるため，日々

のモニタリングに有用である。家畜や家禽においても増体重や，乳量・乳質，
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産卵率などを指標として用いている。しかしこれらの指標はモニタリングでき

るステージが成長期や繁殖期などステージが限られるため，日常的なモニタリ

ングには適用しにくい。尿中の最終代謝産物は，蛋白質・アミノ酸の要求量を

求めることができる非侵襲的な代謝指標のひとつである。特に制限アミノ酸な

ど栄養的に制限因子となりやすい物質を前駆体とする物質は代謝を反映しやす

い。前駆体となる物質が栄養制限因子となっているときは，指標となる物質の

合成および排泄量は低く，逆に制限因子でなくなれば合成および排泄量が増加

するからである。既存の方法として排泄タウリンを指標とした試験方法がある。

これは排泄物中のタウリンが含硫アミノ酸であるMetやシスチンの代謝を直接

反映する指標であることを利用した方法であり，ラットなどの哺乳類をはじめ

として，鳥類のニワトリにおいてもアミノ酸要求量を求める指標としての有効

性が証明されている（Tojo ら，1986；Ohta と Ishibashi，1995）。しかし肉食性

のコノハズクで試験を行ったところ，シスチンの過剰投与が排泄タウリン量に

反映されなかった（木崎，2008）。哺乳類のネコではタウリンを合成することが

できないことが知られているが，その理由としてネコが肉食性であることが挙

げられる。肉食性の動物は，動物性の栄養素に対する高い代謝能力を持つが，

同時に植物性の栄養素からの必須栄養素の合成能力は損失している（Rogersと

Morris，1982；Legrand-Defretin，1994）。とりわけタウリンは植物性飼料にはほ

とんど見られず，動物性飼料に多量に含まれているため，肉食性のネコではタ

ウリン合成能力を失ってしまったと考えられる。同様の理由から肉食性鳥類で

あるフクロウもこの排泄タウリンを指標として用いることはできないと考えら

れる。 

そこで，タウリンと同じく尿中に排泄される最終代謝産物の一つであり，肉

食性の動物でも代謝される可能性があるものとして Crn に注目した。Crn は，
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Arg，グリシンおよび Metという 3つのアミノ酸の代謝から合成される Crの最

終代謝産物である（Wyss と Kaddurah-daouk，2000）。Cr はそのほとんどが Cr

リン酸の形で筋肉中に存在し，筋中の ATP へのリン酸供給源としての働きを持

つ生体内物質である。体内の Cr の約 2%が非酵素的に脱水され，Crn に変換さ

れ，Crn は腎臓で再吸収されることなく尿中に排泄される。Cr 合成過程には 2

段階あり（Fig. I -１），まず Argとグリシンを基質として Arg・グリシンアミジ

ノトランスフェラーゼ（AGAT，E.C.2.1.4.1）がグアニジノ酢酸を合成する。次

いでグアニジノ酢酸をメチル化するグアニジノ酢酸メチルトランスフェラーゼ

（GAMT，E.C.2.1.1.2）が働き Cr が合成される。AGAT 活性は動物種によって

活性がみられる組織が異なり，ラットやマウス，イヌ，ネコでは腎臓に活性が

確認され，ヒトやウシ，ブタ，鳥類においては肝臓で活性が確認できる（Wyss

と Kaddurah-daouk，2000）。一方で GAMT 活性は主に肝臓において活性が確認

されている。Cr合成に必要とされるメチル基は S-アデノシルMet由来のもので

あり，Met は Cr 合成のメチル基供与源である（Walker，1979）。ニワトリヒナ

において，飼料中の過剰な Argが Crn排泄量を増加させたことが報告されてお

り（Austicと Nesheim，1972），排泄 Crn量がこれら 3つのアミノ酸の代謝を反

映する可能性が示唆されている。Crは生命活動において重要な働きを持ち，ま

た肉食性の哺乳類であるネコにおいても，Cr 合成酵素 AGAT および GAMT の

活性が確認されていることから（Greemhaff，1997），Crは食性に関わりなく合

成および代謝され，Crn として排泄されていると考えられ，蛋白質やアミノ酸

の代謝指標として有用である可能性がある。 

絶滅危惧種の生息域外保全や，動物園での動物の飼育において適正な栄養管

理を行うためには，その動物の情報収集，栄養要求量の推定とそれに基づいた

飼料の給与，そしてモニタリングによる個体ごとの調整といった戦略的なテー
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ラーメイドの栄養管理方法の確立が必要である。そこで本研究は飼育下動物の

栄養管理のための，非侵襲的な蛋白質・アミノ酸栄養状態評価方法の開発を目

的とした。採血やと殺を行わず，かつ食性に関わりなく蛋白質やアミノ酸栄養

状態の評価が可能な方法として，排泄 Crn量を指標とした方法に着目し，栄養

状態評価方法確立のため 6つの試験を行った。 

まず，第 II章では実験動物での立証を目標とし，排泄 Crn量が蛋白質アミノ

酸栄養状態評価の指標となりうるのか調べた。アミノ酸要求量を求めるための

様々な指標が確立されているブロイラーヒナを用い，指標の中でもわかりやす

い増体重が飼料中の蛋白質やアミノ酸の増加にともない変化する水準において，

排泄 Crn量の反応に変化が見られるか検討し，またその反応が代謝を反映して

いるか検討を行った。 

III章では排泄Crn量が食性に関わりなく用いることのできる指標であるか確

認するために，雑食性のブロイラーで見られた飼料中のアミノ酸や蛋白質含量

に対する排泄 Crnの反応が，動物性の栄養素の合成能力が低い肉食性鳥類にお

いても再現性がみられるか検討した。肉食性鳥類のうち比較的運動量が少なく，

また排泄物の回収が容易なフクロウ類の実験への利用を考え，その中でも小型

のヨーロッパコノハズク（Otus scops）を対象として，飼料中 Metおよび蛋白質

の量的試験を行い，排泄 Crn量について雑食性のブロイラーと同様の反応が見

られるか確認を行った。 
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第一節 飼料中メチオニンおよびアルギニン含量がブロイラーヒナの排泄クレ

アチニン量におよぼす影響 

1．緒言 

動物において尿中のアミノ酸最終代謝産物は，蛋白質・アミノ酸の栄養状態

を評価できる指標の一つである。既存の方法として含硫アミノ酸の代謝を直接

反映する排泄タウリンを指標とした方法があり，ラットなどの哺乳類をはじめ

として，鳥類のニワトリにおいてもアミノ酸要求量を求める指標としての有効

性が示されている（Tojo ら，1986；Ohtaと Ishibashi，1995）。しかし肉食性の

コノハズクで試験を行ったところ，シスチンの過剰投与が排泄タウリン量に反

映されなかった（木崎，2008）。 

そこでタウリンと同じく尿中に排泄される最終代謝産物の一つであり，肉食

性の動物でも代謝される可能性があるものとしてCrnに注目した。Crnは，Arg，

グリシン，Metから合成される Crの最終代謝産物であり，ニワトリヒナにおい

て筋肉中 Cr量が飼料中の Arg要求量の指標になりうることが報告されている

（Chamruspollert ら，2002a）。Crは非酵素的に Crnへ転換され腎臓で再吸収さ

れずに排泄される（Wyss と Kaddurah-daouk，2000；Brosnan，2011）。このこと

から排泄 Crn量も筋中 Cr量と同様に Cr合成の基質であるアミノ酸の栄養状態

の指標となる可能性がある。 

そのため本章では，Crnの前駆体である Crの合成材料となるMet および Arg

の飼料中含量の変動に対する，排泄 Crnの反応を確認する試験を行った。実験

動物における立証を目標とし，鳥類の中でも実験動物として登録されており，

またアミノ酸要求量を求めるための様々な指標が確立されているブロイラーヒ

ナを用い，指標の中でもわかりやすい増体重が飼料中 Metまたは Arg含量の増

加にともない変化する水準において，排泄 Crnの反応の変化を調べた。さらに，
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Cr合成系の律速酵素である肝臓中の Arg・グリシンアミジノトランスフェラー

ゼ（AGAT）活性を調べて比較し，排泄 Crn量が代謝を反映しているか検討し

た。 

 

2．材料と方法 

１）動物 

試験 1および 2ともに 8日齢のチャンキー系ブロイラーヒナ雄をそれぞれ 15

羽供試した。温度 37.8℃，相対湿度 60%以上で孵卵させたニワトリヒナを 7日

齢までブロイラー餌付用市販飼料（ジョイスタークランブル，日本農産，ME : 

3.2Mkcal/kg，CP : 23%）を給与し飼養した。8日齢に体重測定を行い平均体重

が等しくなるように，試験 1では飼料中Met 含量が 0.25%，0.50%，0.75%の 3

区，試験２では飼料中 Arg含量が 0.85%，1.44%，2.04%の 3区にそれぞれ 5羽

ずつ分け，試験飼料を与え自由摂取，自由飲水させた。試験期間を 7 日間とし，

試験開始および終了時に体重を測定した。11 日齢にヒナを一羽ずつ代謝ケージ

（30cm x 50cm x 25cm）に入れ，1日に 2回排泄物を全量採取し，3%スルホサ

リチル酸水溶液中にて 3日分をプールし，Crn分析の試料とした。試験期間中

の気温は 22℃±3，照明時間は 14時間で行った。 

試験終了時に頸椎脱臼にて安楽死させたのち，肝臓および回腸末端部の内容

物を採取した。肝臓は AGAT活性測定に供した。回腸末端は盲腸との境界から

3センチメートル部分の内容物を採取し Crn分析に供した。 

動物の管理およびと殺は「日本獣医生命科学大学動物実験規定」のもと承認

を得て行った（13-79）。 

２）試験飼料 

 試験 1および 2ともに，トウモロコシ・大豆粕中心の試料を用いた。試験 1



10 

 

ではMet含量が飼養標準の示す要求量に対し不足の 0.25%区，至適の 0.50%区

もしくは過剰の 0.75%区の 3飼料区（ME : 3.2Mcal/kg, CP : 16.2%）を設定した

（Table.II－1; Table.II－2 ）。試験 2では Arg含量が飼養標準の示す要求量に対

し不足の 0.85%区，至適の 1.44%区もしくは過剰の 2.04%区の 3飼料区（ME : 

3.2Mcal/kg，CP : 20.7%）を設定した（Table.II‐3；Table.II‐4 ）。試験 1の飼料

は太田と石橋（1994; 1997a; 1997b）を参考にした。飼料中の Metあるいは Arg

以外のアミノ酸は日本飼養標準の要求量に合うように結晶アミノ酸粉末を添加

した。Metあるいは Arg含量を変動させた際，相補的にグルタミン酸の添加量

を変動させた。 

３）Crn分析 

 回収した排泄物は 3日分をプールし，3%スルホサリチル酸水溶液中でホモゲ

ナイズを行った。3,000rpm，10分で遠心分離したのち，得た上清について Crn

アッセイキット（Cayman Chemical Company, Michigan, USA）を用い，アルカリ・

ピクリン酸法にて分析を行った。 

４）AGAT活性測定 

AGAT活性は Van Pilsum ら（1970）の方法を参考に測定した。試験 2で採取

したニワトリヒナの肝臓サンプルはホモゲナイズしたのち 1%になるように希

釈し，Arg・グリシン基質溶液と Arg基質溶液にそれぞれ分注し，37℃で 1時

間インキュベートしたのち 0.6N 塩素酸溶液にて酵素の反応を止め，ニンヒド

リン色試薬で反応させ 500nm で測定した。活性は μmol ornithine/ h / mg protein

で示した。 

６）統計処理 

 得られた結果は両試験とも一元配置分散分析を行った。有意性の判定は危険

率 5%で行った。  
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Table II-1. Composition of experimental diets in experiment 1 (%) 

Ingredient 
 

Corn 74.20  

Soybean meal (44% CP) 17.15  

Soybean oil 2.80  

Vitamin mineral premix1 0.25  

Calcium carbonate 0.50  

Calcium phosphate tribasic 2.20  

Choline chloride 0.20  

Sodium chloride 0.40  

Amino acids2 2.30  

Total 100.00  

Metabolizable energy (Mcal/kg) 3.20 

CP (%) 16.18 

Methionine (%) 0.26-0.75 

1 Supplies per kilogram of diet: vitamin A, 6,500,000 I.U. ; vitamin D3, 

2,500,000 I.U. ; dl-α-tocopherol acetate 40,000 mg ; menadion sodium bislfite, 

3,836 mg ; thiamine-HNO3, 2,000 mg ; riboflavin, 4,500 mg ; pyridoxine-HCl, 

2,000 mg ; cyanocobalamine, 10 mg ; Ca-pantothenate, 7,500 mg ; nicotinic 

acid, 30,000 mg ; folic acid, 1,000 mg ; d-biotin, 75 mg ; FeSO4, 54,400 mg ; 

MnSO4, 137,450 mg ; ZnSO4, 123,450 mg ; CuSO4, 18,840 mg ; Ca(I3)2, 768 mg. 

2 See Table 2. 
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Table II-2. Amino acid composition of mixtures and diets in experiment1 (%) 

Amino acid Amino acid mixture Experimental diet 

Arginine 0.43 1.37 

Histidine 0.00 0.35 

Lysine 0.57 1.14 

Isoleucine 0.11 0.76 

Leucine 0.00 1.42 

Valine 0.00 0.79 

Tryptophan 0.05 0.22 

Phenylalanine + Tyrosine 0.00 1.29 

Threonine 0.16 0.76 

Glycine + Serine 0.04 1.43 

Cystine 0.14 0.40 

Methionine 0.00 - 0.49 0.26-0.75 

Glutamic acid 0.80 - 0.31  

Total   2.30  
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Table II-3. Composition of experimental diets in experiment 2 (%) 

 Ingredient  

Corn 62.40  

Corn starch 5.03 - 5.50 

Corn gluten 14.00 

Soybean meal (44% CP) 8.00  

Soybean oil 1.00  

Vitamin mineral premix1 0.25  

Calcium carbonate 1.20  

Calcium phosphate tribasic 2.40  

Choline chloride 0.25  

Sodium chloride 0.30  

Amino acids2 3.35 – 3.38 

Total 100.00  

Metabolizable energy (Mcal/kg) 3.19 

CP (%) 20.70 

Arginine (%) 0.85-2.04 

1See Table 1. 

2See Table 4. 
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TableII-4. Amino acid composition of mixtures and basal diet in experiment 2 (%) 

Amino acid Amino acid mixture Experimental diet 

Histidine 0.00 0.35 

Lysine 0.85  1.20 

Isoleucine 0.06  0.80 

Leucine 0.00  1.35 

Valine 0.00 0.82 

Tryptophan 0.09  0.23 

Phenylalanine + Tyrosine 0.00 1.34 

Threonine 0.14  0.80 

Methionine + Cystine 0.13  0.93 

Arginine 0.00 - 1.20 0.85-2.04 

Glutamic acid 2.11 - 0.88  

Total 3.38 - 3.35           
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３．結果 

 試験 1では，増体重は飼料中の Met含量が増加するにともない 0.50%区まで

有意に増加し（p<0.05），その後一定となった（Table. II-5）。飼料摂取量は 3区

間とも有意な差は認められなかった。飼料効率は飼料中 Met含量 0.50%区が

0.25%区よりも高い値を示したが（p<0.05），0.75%区は他の 2区との違いがみら

れなかった（Table. II-5）。排泄 Crn量は増体重と同様に飼料中 Met 含量の増加

にともない有意に 0.50%区まで増加し（p<0.05），その後一定となった（Fig. II-1）。

一方で， 肝臓 AGAT 活性は飼料中 Met含量の増加にともない有意に 0.50%区

まで低下し（P<0.05），その後一定となった（Fig. II-2）。 

試験 2では，増体重は飼料中の Arg含量が増加するにともない 1.44%区まで

有意に増加し（p<0.05），その後一定となった（Table.II-6）。飼料摂取量は 3区

間とも有意な差は認められなかった。飼料効率は飼料中 Arg含量 1.44%区が

0.85%区よりも高い値を示したが（p<0.05），2.04%区は他の 2飼料区との違いは

認められなかった（Table.II-6）。排泄 Crn量は飼料中 Arg含量の増加にともない

1.44%区まで増加し（p<0.05），その後一定となった（Fig.II-3）。肝臓 AGAT活

性は飼料中 Arg含量の増加にともない 1.44%区まで低下し（p<0.05），その後一

定となった（Fig.II-4）。 

両試験において，回腸末端部の内容物中から Crnは検出されなかった。  
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Table II－5. Effects of dietary methionine (Met) levels on performance of broilers 

from 8 to 14 days of age in Experiment 2. 

Met Body weight gain Feed intake Feed efficiency 

(%)  (g/day) 
 

(gain : feed) 
  

0.25 16.1 ± 6.2b  48.7  ± 7.9 0.32 ± 0.10b 

0.50 29.0  ± 3.3a 58.1  ± 4.3 0.53  ± 0.11a 

0.75 22.4  ± 5.6a  55.5  ± 4.6 0.41  ± 0.13ab 

Values are means ± SD for 5 chicks.  

a, b Means in the same column with no common superscripts differ significantly (p

＜ 0.05). 
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Table II‐6. Effects of dietary arginine (Arg) levels on performance of broilers 

from 8 to 14 days of age in Experiment 1. 

Arg Body weight gain Feed intake Feed efficiency 

(%)  (g/day) 
 

(gain : feed) 
  

0.85 18.0 ± 5.4b  42.5  ± 2.6 0.34 ± 0.07b 

1.44 28.3  ± 4.8a 50.3  ± 5.1 0.46  ± 0.05a 

2.04 26.9  ± 5.0a  50.9  ± 2.7 0.44  ± 0.08ab 

Values are means ± SD for 5 chicks.  

a, b Means in the same column with no common superscripts differ significantly (p

＜ 0.05). 
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Fig. II‐1. Effects of dietary methionine (Met) levels on the 

creatinine excretion of 12 to 14-day-old broilers (experiment 1). 

Values are the means ± SD for 5 chicks. a,bMeans with no 

common letters differ significantly (p < 0.05). 
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Fig. II‐2 Effects of dietary methionine (Met) levels 

on the hepatic L-arginine-glycine amidinotransferase 

(AGAT) activity of 14 day-old broilers (experiment 1). 

Values are means ± SD of 5 chicks. a,bMeans with no 

common letters differ significantly (p < 0.05). 
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Fig. II‐3 Effects of dietary arginine (Arg) levels on the 

urinary creatinine excretion 12 to 14-day-old broilers 

(experiment 2). Values are means ± SD of 5 chicks. a,bMeans 

with no common letters differ significantly (p < 0.05). 
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４．考察 

 排泄 Crn量が蛋白質・アミノ酸の栄養状態を反映する指標となるか検討する

ために，Crの合成材料である Metおよび Arg の飼料中含量に対し排泄 Crn量の

変動を確認した。 

 両試験において，排泄 Crn量は飼料中の Crn前駆体が要求量に対し不足から

至適にかけて増加し（p<0.05），その後一定となった。一方で，肝臓 AGAT活性

は飼料中の Crn前駆体が要求量に対し不足から至適にかけて減少し（p<0.05），

その後一定となり，排泄 Crn量とは逆の反応を示した。 

 両試験とも回腸末端部の内容物から Crnは検出されなかった。このことから，

排泄物中の Crn量は主に尿由来のものであると推察された。しかしながら，一

方で総排泄腔からの盲腸への逆流の現象が報告されており（KarasawaとMaeda，

1994），今回の分析結果からは，逆流による盲腸内の腸内細菌の Crn 量への影響

については分からなかった。 

 Chamruspollert ら（2002b）はブロイラーヒナにおいて飼料中 Arg 含量が筋肉

中のCr濃度に影響を及ぼすことを報告した。Crは非酵素的にCrnに転換され，

腎臓内で再吸収されることなく尿中へ排泄される（Wyss と Kaddurah-daouk，

2000；Brosnan，2011）。従って，尿中の Crn量が Cr合成量を反映しうると考え

られた。 

飼料中のMetあるいは Argが要求量に対し不足の区では，Metあるいは Arg

が Cr合成において制限アミノ酸となっていると考えられる。そのため Crの必

要量を賄うために AGAT 活性は高い値を示したが，Cr合成材料のうちの一つの

アミノ酸が不足しているために Cr合成量は少なく（Chamruspollert ら，2002b），

その結果排泄 Crn量も低い値を示したものと推察された。 

 飼料中Met0.50%区あるいは Arg1.44%区はブロイラーのそれぞれの要求量に
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対し至適状態であるため，AGAT活性は不足のそれぞれの区に対し低い値を示

し，一方で Cr合成材料のアミノ酸の供給が満たされているため Cr合成量は飼

料中のMetあるいは Arg含量の増加にともない増加し，結果排泄 Crn 量も増加

したと考えられた。 

 飼料中Met0.75%区あるいは Arg2.04%区では，その他の前駆アミノ酸が Cr

合成の制限因子となり，Cr合成量は飼料中の Metまたは Arg含量の増加にとも

なう変化が見られず，結果 AGAT活性も排泄 Crn量も至適と差がみられなかっ

たと考えられた。過剰な Met由来のメチル基や Argは別経路で代謝されたと推

察された（Bertolo と McBreairty，2013）。 

 以上の試験より排泄 Crnは飼料中のMetあるいは Arg含量の変化に伴い，用

量依存的に変化することが示され，アミノ酸栄養状態を反映する指標になりう

ることが示された。 
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第 2節 飼料中蛋白質含量がブロイラーヒナの排泄クレアチニン量におよぼす

影響 

1．緒言 

排泄 Crn量が飼料中の前駆体であるMetや Arg量に対し容量依存的な反応を

示すか証明しようとした II章１節では，排泄 Crn量は飼料中のMet や Argに対

し容量依存的な反応を示し，飼料中の Cr前駆体のアミノ酸の過不足を反映する

指標となりうる可能性が示された。 

栄養要求量で最初に求められるべきはエネルギー要求量であり，次にエネル

ギー源ともなり体を構成する主な成分となる蛋白質要求量であることは，各動

物の飼養標準からも明らかである（日本飼養標準・豚，2005；日本飼養標準・

家禽，2011）。とりわけ蛋白質はポストゲノムの中核をなす分子栄養の要となる

栄養素であり，他の栄養素に比べ重要性が高い。そのため，エネルギー要求量

の次には蛋白質要求量が求められる。またエネルギー源となる 3大栄養素のバ

ランスが悪いと，蛋白質から糖新生が行われ，糖が脂肪に変換されるなど代謝

調節が行われる。このときの代謝において補酵素として働くビタミン要求量が

影響を受ける。そのためエネルギーと蛋白質の比率は重要であり，簡便な栄養

管理の為のモニタリング項目として最も重要である。 

蛋白質は 20種類のアミノ酸から構成されるが，これらのアミノ酸は体蛋白質

の合成材料となるだけでなく様々な生体物質の前駆体となり，またそれ自体が

ホルモンのような働きをするアミノ酸もある。またアミノ酸によって生命維持

に使われる割合と体蛋白質合成に使われる割合が異なるため，低蛋白質の際に

はそれぞれのアミノ酸の利用性が変化する。 

Crの前駆体である Metは，飼料原料によって第一，第二制限アミノ酸になり

やすく，システインやグルタチオン，ポリアミン，タウリンなどの合成材料と
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なる他，葉酸生成や DNA，蛋白質のメチル化反応の際のメチル基供与体として

も働く，生命活動の根幹に関わるアミノ酸であるため，蛋白質量が変動しても

Met要求量はあまり変化しない（Tesseraudら，2009; Bertolo とMcbreairty， 

2013）。一方でその他のアミノ酸は蛋白質量の変動に対して利用される量が変化

するため，蛋白質量の変化によって Metとその他のアミノ酸の相対的なバラン

スが変わると思われ，Metに対し容量依存的に変化する排泄Crn量の反応から，

飼料中蛋白質含量の過不足も評価が可能であると考えられる。 

低蛋白質時には Met が他のアミノ酸に対して相対的に不足状態であるため，

Cr合成および Crn排泄量は低くなり，逆に高蛋白質時には Metが過剰となるた

め，Cr合成量および Crn排泄量が増加すると推察され，Fig.II‐5のような飼料

中の蛋白質含量に対し用量依存的な反応が観察されると予測される。 

 そこで本節では，飼料中の蛋白質含量に対しても排泄 Crn量が用量依存的な

反応を示すか検討した。 
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2．材料と方法 

１）動物 

試験 3および 4ともに 8日齢のチャンキー系ブロイラーヒナ雄を用い，試験

3では 15羽，試験 4 では 20羽供試した。温度 37.8℃，相対湿度 60%以上で孵

卵させたニワトリヒナを 7日齢までブロイラー餌付用市販飼料（ジョイスター

クランブル，日本農産，ME : 3.2Mkcal/kg，CP : 23%）を給与し飼養した。8日

齢に体重測定を行い平均体重が等しくなるように，試験 3では飼料中蛋白質含

量が 17%，20%，23%の 3飼料区，試験 4では飼料中 Arg含量および Met含量

をそれぞれ 2段階設定し組み合わせた 4飼料区にそれぞれ 5羽ずつ分け，試験

飼料を与え自由摂取，自由飲水させた。試験期間を 7日間とし，試験開始およ

び終了時に体重を測定した。11日齢にヒナを一羽ずつ代謝ケージ（30cm x 50cm 

x 25cm）に入れ，1 日に 2回排泄物を全量採取し，3%スルホサリチル酸水溶液

中にて3日分をプールし，Crn分析の試料とした。試験期間中の気温は25℃±2，

照明時間は 14時間で行った。試験終了時に頸椎脱臼にて安楽死させたのち，肝

臓を採取し AGAT活性測定に供した。 

動物の管理およびと殺は「日本獣医生命科学大学動物実験規定」のもと承認

を得て行った（28s-25）。 

２）試験飼料 

 試験 1および 2ともに，トウモロコシ・大豆粕中心の飼料を用いた。試験 1

では蛋白質含量が飼養標準の示す要求量に対し不足の 17%区，至適の 20%区も

しくは過剰の 23%区の 3飼料区（ME : 3.2Mcal/kg）を設定した（Table.II‐7; 

Table.II‐8）。試験 2 では Arg含量が飼養標準の示す要求量に対し至適の 1.21%

もしくは過剰の 2.66%の 2段階，Met含量が飼養標準の示す要求量に対し不足

の 0.32%もしくは至適の 0.46%の 2段階をそれぞれ組み合わせ 4種類の試験飼
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料区（ME : 3.2Mcal/kg，CP : 20.7%）を設定した（Table.II‐9; Table.II‐10）。飼

料中のMetあるいは Arg以外のアミノ酸は日本飼養標準（2011）の要求量に合

うように結晶アミノ酸粉末を添加した。試験 4で補正Metあるいは Arg含量を

変動させた際，相補的にグルタミン酸の添加量を変動させた。 

３）Crn分析 

 回収した排泄物は 3日分をプールし，3%スルホサリチル酸水溶液中でホモゲ

ナイズを行った。3,000rpm，10分で遠心分離したのち，得た上清について Crn

アッセイキット（Cayman Chemical Company, Michigan, USA）を用い，アルカリ・

ピクリン酸法にて分析を行った。 

４）Arg・グリシンアミジノトランスフェラーゼ活性測定 

AGAT活性は Van Pilsum ら（1970）の方法を参考に測定した。試験 2で採取

したニワトリヒナの肝臓サンプルはホモゲナイズしたのち 1%になるように希

釈し，Arg・グリシン基質溶液と Arg基質溶液にそれぞれ分注し，37℃で 1時

間インキュベートしたのち 0.6N 塩素酸溶液にて酵素の反応を止め，ニンヒド

リン色試薬で反応させ 500nm で測定した。活性は μmol ornithine/ h / mg protein

で示した。 

５）統計処理 

 得られた結果は，試験 3は一元配置，試験 4は二元配置の分散分析を行った。

有意性の判定は危険率 5%で行った。  
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Table II‐7. Composition of basal diets in experiment 3 (%). 

Ingredient 17% 20% 23% 

Corn 54.50 42.50 30.50 

Corn starch 11.00 13.00 15.00 

Soybean meal (44% CP) 26.36 35.68 45.00 

Soybean oil 3.00 4.18 5.36 

Vitamin mineral premix
1
 0.35 0.35 0.35 

Calcium carbonate 1.04 1.04 1.04 

Calcium phosphate tribasic 1.90 1.90 1.90 

Choline chloride 0.05 0.05 0.05 

Sodium chloride 0.30 0.30 0.30 

Amino acids
2
 0.41 0.26 0.11 

Glutamic acid 0.09 0.24 0.39 

Cellose 1.00 0.50 0.00 

Total 100.00  100.00 100.00  

ME (Mcal/kg) 3.1 3.1 3.1 

CP (%) 17.0 19.9 22.9 

1
Supplies per kilogram of diet: vitamin A, 6,500,000 I.U. ; vitamin D3, 2,500,000 

I.U. ; dl-α-tocopherol acetate 40,000 mg ; menadion sodium bislfite, 3,836 mg ; 

thiamine-HNO3, 2,000 mg ; riboflavin, 4,500 mg ; pyridoxine-HCl, 2,000 mg ; 

cyanocobalamine, 10 mg ; Ca-pantothenate, 7,500 mg ; nicotinic acid, 30,000 mg ; 

folic acid, 1,000 mg ; d-biotin, 75 mg ; FeSO4, 54,400 mg ; MnSO4, 137,450 mg ; 

ZnSO4, 123,450 mg ; CuSO4, 18,840 mg ; Ca(I3)2, 768 mg. 

2
See Table 2. 
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Table II‐8. Amino acid composition of mixtures and basal diet in 

experiment 3 (%). 

Amino acid 17% 20% 23% 

Arginine 0.087 0.058 0.028 

Lysine 0.146 0.146 - 

Methionine + Cystine 0.176 0.130 0.084 

Total 0.409 0.334 0.112 
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Table II‐9. Composition of basal diets in experiment 4 (%) 

Ingredient     

Corn 
 

60.10 

Soybean meal (44% CP) 
 

30.50 

Soybean oil 
 

4.00 

Vitamin mineral premix
1
 

 
0.40 

Calcium carbonate 
 

1.00 

Calcium phosphate tribasic 
 

1.90 

Choline chloride 
 

0.10 

Sodium chloride 
 

0.30 

Amino acids
2
 

 
0.21 

Arginine 
 

0.00-1.45 

Methionine 
 

0.00-0.14 

Glutamic acid 
 

1.59-0.00 

total   100.10  

Metabolozable energy (Mcal/kg) 
 

3.1 

CP (%)   20.1 

1
Supplies per kilogram of diet: vitamin A, 6,500,000 I.U. ; vitamin D3, 

2,500,000 I.U. ; dl-α-tocopherol acetate 40,000 mg ; menadion sodium 

bislfite, 3,836 mg ; thiamine-HNO3, 2,000 mg ; riboflavin, 4,500 mg ; 

pyridoxine-HCl, 2,000 mg ; cyanocobalamine, 10 mg ; Ca-pantothenate, 

7,500 mg ; nicotinic acid, 30,000 mg ; folic acid, 1,000 mg ; d-biotin, 75 

mg ; FeSO4, 54,400 mg ; MnSO4, 137,450 mg ; ZnSO4, 123,450 mg ; 

CuSO4, 18,840 mg ; Ca(I3)2, 768 mg. 

2
See Table 4. 
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Table II‐10. Amino acid composition of mixtures 

and basal diet in experiment 2 (%) 

Amino acid 
  

Lysine   0.20 

Threonine 
 

0.01 

Total   0.21  
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３．結果 

 試験 3では，増体重は飼料中蛋白質含量が増加するにともない，17%区から

20%区まで有意に増加し（p<0.05），その後 23%区まで一定となった（Table.II-11）。

飼料摂取量は飼料中蛋白質含量 17%区において他の 2区，20%区および 23%の

区よりも有意に低い値を示した（p<0.05；Table.II-11）。飼料効率は 17%区にお

いて他の 2区よりも低い値を示した。排泄 Crnは飼料中蛋白質含量が 23%の区

において高い値を示したが（p<0.05；Fig.II-6），蛋白質摂取量当たりの排泄 Crn

量は，飼料中蛋白質含量が増加するに伴い 17%区から 20%区まで減少し，その

後 23%区において増加に転じた（p<0.05；Fig.II-7）。肝臓 AGAT活性も同様の

反応を示した（p<0.05；Fig.II-8）。 

試験 4で得られた結果を Table.II‐12および Fig.II‐9，II－10に示した。増

体重は ArgとMetの間で交互作用は認められなかったが，飼料中 Arg含量が至

適の区において過剰の区よりも有意に高い値を示し（p<0.05），飼料中 Met含量

が至適の区において不足の区よりも有意に高い値を示した（p<0.05；Table.II-12）。

飼料摂取量は 4区とも有意な違いが認められなかったが，飼料効率は交互作用

が認められ，Met不足の 0.32%の 2区において，Argが過剰の区が至適の区より

も有意に低い値を示した（p<0.05；Table.II-12）。排泄 Crn量は Arg とMetの間

で交互作用がみられ，飼料中Arg含量が過剰の 2.66%でMet含量が不足の 0.32%

の区において特異的に高い値を示した（p<0.05；Fig.II-9）。肝臓 AGAT 活性は

Met含量に関わらず，Arg含量が 2.66%の過剰の 2区において Arg含量 1.21%の

至適の区に対し低い値を示した（p<0.05；Fig.II-10）。  
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Table II-11. Effects of dietary protein levels on performance of 8 to 14 day-old 

broilers in Experiment 3. 

CP     Body weight gain     Feed intake     Feed efficiency   

(%) 
 

        (g/day)           (gain : feed) 
 

           17 
  

13.1  ± 2.1  b 

 
32.3  ± 3.2  

b 

 
0.41  ± 0.06  

b 

20 
  

28.6  ± 3.8  a 

 
45.8  ± 4.8  

a 

 
0.63  ± 0.11  

a 

23     23.0  ± 4.2  a   48.7  ± 6.7  
a 

 
0.47  ± 0.07  

b 

Values are means ± SD for 5 chicks.  

a, b means in the same column with no common superscripts differ significantly 

(p＜ 0.05). 
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Fig.II‐6. Effects of dietary protein levels on the creatinine 

excretion of 12 to 14-day-old broilers (experiment 3). Values 

are means ± SD for 5 chicks. a, b means with no common 

letters differ significantly (p<0.05). 
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Fig. II-7. Effects of dietary protein levels on the creatinine 

excretion per protein intake of 12 to 14-day-old broilers 

(experiment 3). Values are means ± SD for 5 chicks. a, b means 

with no common letters differ significantly (p<0.05). 
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Fig.II- 8. Effects of dietary protein levels on the hepatic 

L-arginine-glycine amidinotransferase (AGAT) activity of 14 

day-old broilers (experiment 3). Values are means ± SD for 5 

chicks. a, b means with no common letters differ significantly 

(p<0.05). 
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 Table II-12. Effects of dietary arginine (Arg) levels on performance of 8 to 14 day-old broilers 

in Experiment 4. 

Arg   Met     Body weight gain     Feed intake   
 

Feed efficiency 
 

  (%)   
 

        (g/day) 
 

  
 

  
 

(gain : feed) 
 

             1.21 
 

0.32 
  

22.1  ± 0.8  
  

40.3  ± 1.6  
  

0.55  ± 0.01
b
  

 
1.21 

 
0.46 

  
31.4  ± 1.6  

  
44.1  ± 1.7  

  
0.71  ± 0.01

a
  

 
2.66 

 
0.32 

  
20.1  ± 2.3  

  
43.3  ± 2.3  

  
0.46  ± 0.04

c
  

 
2.66 

 
0.46 

  
27.0  ± 0.8  

  
41.7  ± 1.3  

  
0.65  ± 0.03

a
  

 

       
 

  
 

 
 

      
Arg 

   
 0.05 

 
 

  
Ns 

 
 

 
 0.05 

   
Met 

   
 0.05 

    
Ns 

   
 0.05 

   
Arg x Met   

  
Ns         Ns       

 
0.05     

 
Values are means ± SE for 5 chicks.  

a, b, c means in the same column with no common superscripts differ significantly (p＜ 0.05). 



39 

 

 

Fig. II-9. Effects of dietary arginine (Arg) and methionine (Met) 

levels on the creatinine excretion of 12 to 14-day-old broilers 

(experiment 4). Values are means ± SE for 5 chicks. a,b,c means 

with no common letters differ significantly (p<0.05). 
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Fig. II-10. Effects of dietary arginine (Arg): methionine (Met) ratio 

levels on the creatinine excretion of 12 to 14-day-old broilers 

(experiment 4). Values are means ± SE for 5 chicks. a, b means 

with no common letters differ significantly (p<0.05). 
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Fig. II-11. Effects of dietary arginine (Arg) and methionine (Met) 

levels on the hepatic L-arginine-glycine amidinotransferase 

(AGAT) activity of 14 day-old broilers (experiment 4). Values are 

means ± SE of 5 chicks. a,b means with no common letters differ 

significantly (p<0.05).  
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４．考察 

Crの前駆体である Metは生命活動の根幹に関わるアミノ酸であるため，蛋白

質量が変動してもMet 要求量はあまり変化しない（Tesseraudら，2009; Bertolo

とMcbreairty，2013）。一方でその他のアミノ酸は蛋白質量の変動に対して利用

される量が変化するため，蛋白質量の変化によって Metとその他のアミノ酸の

相対的なバランスが変わると思われ，Metに対し容量依存的に変化する排泄 Crn

量の反応から，飼料中蛋白質含量の過不足も評価が可能であると考えられる。 

低蛋白質時にはMet が他のアミノ酸に対して相対的に不足状態であるため，

Cr合成および Crn排泄量は低くなり，逆に高蛋白質時には Metが過剰となるた

め，Cr合成量および Crn排泄量が増加すると推察され，Fig.II-5のような飼料

中の蛋白質含量に対し容量依存的な反応が観察されると予測される。そこで飼

料中の蛋白質含量に対しても排泄 Crn量が用量依存的な反応を示すか検討した。 

 試験 3では，排泄 Crn量は飼料中蛋白質含量が 23%区において増加した

（p<0.05；Fig.II-6）。この結果は予測された排泄 Crn量の反応と一致した。しか

し，蛋白質摂取量当たりの排泄 Crn量は飼料中蛋白質含量が増加するにともな

い 17%から 20%の区まで低下し，その後 23%の区で増加に転じ（p<0.05；Fig.II-7），

肝臓 AGAT活性も同様の変化を示した（p<0.05；Fig.II-8）。 

蛋白質含量が 23%の区は蛋白質要求量に対し過剰であり，過剰な蛋白質のう

ちCr合成の基質となるアミノ酸の過剰分を処理するためにCr合成が促進され，

肝臓 AGAT活性および Crn排泄量が高い値を示したと推察された。 

飼料中蛋白質含量が 20%の区は，蛋白質要求量に対し至適であるため，蛋白

質代謝の合成と分解が平衡状態となり，そのため Cr合成も過不足なく効率よく

行われ，他の 2区，17%区および 23%区と比べて肝臓 AGAT活性，排泄 Crn量

ともに低い値を示したと推察された。 
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飼料中蛋白質含量が 17%区は，蛋白質含量に対し不足の状態である。この区

は飼料摂取量が他の 2区，20%区および 23%区よりも低く，蛋白質摂取量も少

ないにもかかわらず，至適である 20%区と比較して蛋白質摂取量当たりの排泄

Crn量が高い値を示した。また，肝臓 AGAT 活性も同様に 20%区よりも高い値

を示した。このことから，低蛋白質状態の時に排泄 Crn量を増加させる何らか

の要因があることが推察された。Crの前駆体である Metは，システインやグル

タチオン，ポリアミン，タウリンなどの合成材料となる他，葉酸生成や DNA，

蛋白質のメチル化反応の際のメチル基供与体としても働く，生命活動の根幹に

関わるアミノ酸である。そのため蛋白質合成の際の第一制限アミノ酸となりや

すく，他のアミノ酸は蛋白質合成に有効に使われることなく Metに対し相対的

に過剰状態となると推察された。このことから Crの基質の一つである Metと

その他のアミノ酸の利用性の違いが，蛋白質摂取量に対する排泄 Crn 量が至適

区よりも高い値を示した要因なのではないかと考えられた。 

Keshavarz と Fuller（1971a, b）および Chamrupollert ら（2002b）は Arg過剰飼

料におけるブロイラーヒナの成長低下と筋中 Cr量の増加が，Met添加によって

緩和されることを報告し，過剰な Argを処理するために Cr合成系が促進され，

その結果Met不足を引き起こし，Met添加によってこの現象が緩和されたと考

察した。本章 1節にて，ブロイラーヒナを用いて Argの dose response 試験を行

った際，Arg過剰の 2.04%区において至適の 1.44%区と比較して，排泄 Crn量が

増加する現象は見られず変化は見られなかった。そのため，Arg過剰による Cr

合成の増加という現象は，Metが要求量よりも不足している場合，あるいは Arg

と Met の比率が一定以上の場合に引き起こされるのではないかと推察された。 

そこで試験 4では飼料中の Argが過剰で，Met が不足の時に排泄 Crn量が増

加するか検討を行った。飼料中 Arg含量を至適の 1.21%と過剰の 2.66%の 2段
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階，Met含量を不足の 0.31%と至適の 0.46%の 2段階に設定した要因解析試験

を行った。その結果，排泄Crn量はArg過剰である 2.66%でMet不足である 0.32%

の区において特異的に高い値を示した（Fig. II-9）。この反応を Arg：Met比でみ

ると，2.63から 5.78 にかけて排泄 Crn量が一定で，8.36の際に排泄 Crn量が増

加した（Fig. II-10）。このことから，Arg過剰時に排泄 Crn量が増加する減少は

Metが不足時，Arg：Met 比が一定以上の場合に起こることが推察された。この

現象は Chamruspollert ら（2002a, b）が報告した飼料中の Arg過剰時の筋中 Cr

量の増加と一致し，Cr合成の段階でこの現象が引き起こされていると推察され

た。試験 3における，蛋白質摂取量あたりの排泄 Crn量が蛋白質要求量に対し

不足の 17%区が至適の 20%区よりも高い値を示したことは，低蛋白質状態によ

りMetと Argの利用性が変化したことにより，ArgがMetに対し相対的に過剰

状態になり Cr合成が促進され，その結果排泄 Crn量も増加したためと考えられ

た。 

 試験 3において，低蛋白質区の肝臓 AGAT 活性は至適区と比べて高い値を示

したのに対し，試験 4 では Arg過剰区は Met 含量に関わらず低い値を示した。

Crは主に骨格筋や心筋において Crリン酸の形でADPへのリン酸供与体として

働く（Wyss と Kaddurah-daouk，2000）。すなわち，Crは骨格筋中のエネルギー

代謝に関与している生体物質である。試験 3における蛋白質含量 17%区は蛋白

質が不足状態であり，蛋白質の合成と分解のバランスが崩れた状態になってい

ると推察された。そのため Argだけでなくその他のアミノ酸も蛋白質合成に有

効に使われずに分解されていると考えられる。筋肉中の蛋白質代謝にエネルギ

ーが消費されるとすると，エネルギー代謝に関与している Crも消費される

（Clark ら，2014）。その結果 Cr合成の要求が増加したことで AGAT 活性が促

進されたと推察され，両試験における AGAT 活性の違いは，飼料中蛋白質含量
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によると考えられた。一方で，試験 4では飼料中の蛋白質含量は至適であるた

め，ArgとMetのみバランスが崩れた状態であると推察された。そのため低蛋

白質時のような Cr消費は促進されず，ラットの（Da Silvaら，2014）に見られ

るような合成物質によるフィードバック現象か，あるいは AGATのもう一つの

基質であるグリシンが制限因子となりAGAT活性を下げる要因となったのでは

ないかと推察された。 

 以上の試験より，排泄 Crn量は飼料中の蛋白質含量の変化に対し至適を境に

反応が変化し，蛋白質の変動により起きるアミノ酸の利用性と代謝の変化を反

映していることが示され，アミノ酸および蛋白質の栄養状態を評価する指標に

なりうると考えられた。 
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ヨーロッパコノハズク（Otus scops）における飼料中メチオニンおよび蛋白質が

排泄クレアチニン量に及ぼす影響 

 

1．緒言 

 排泄 Crnが実験動物であるブロイラーにおいてアミノ酸や蛋白質栄養状態

を評価する指標となりうるか確認した II章では，排泄 Crn量は飼料中の Crの

前駆体であるアミノ酸や蛋白質含量に対し容量依存的な反応を示し，指標とな

ることが示された。 

肉食性動物は動物性の栄養素について高い代謝能力を持つが，同時に植物性

の栄養素からの必須栄養素の合成能力は損失している。尿中の最終代謝産物の

一つであるタウリンはアミノ酸要求量推定の指標として有用であるが，肉食性

の動物では用いることができない（Rogers と Morris，1982；Legrand-Defretin，

1994）。動物組織に多量に含まれるタウリンやビタミン Aなどは雑食性や草食

性の動物では合成能力が認められるが，肉食性動物は動物性の栄養素に依存す

るため過剰摂取の問題から合成能力が低いと考えられている（木崎，2008）。 

そこで本章では排泄 Crn量が食性に関わらず用いることができる指標となる

か確認するために，雑食性のブロイラーで見られた飼料中のアミノ酸や蛋白質

含量に対する排泄 Crn の反応が，動物性の栄養素の合成能力が低い肉食性鳥類

においても再現性が見られるか確認を行った。肉食性鳥類のうち比較的運動量

の少なく，また排泄物の回収が容易なフクロウ類の実験への利用を考え，その

中でも小型のヨーロッパコノハズク（Otus scops）を対象とした。また，予備試

験として肉食性鳥類のための摂取組成がコントロール可能な飼料の開発を行っ

た（Fig.III-1）。この試験試料を用いて，コノハズクにおける飼料 Met および蛋

白質含量に対し排泄 Crn量が容量依存的な反応を示すか確認した。 
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2．材料と方法 

１）動物 

成鳥のヨーロッパコノハズク（Otus scops）を 4羽（雌 4羽，101±3.5g）供試

した。試験期間中の気温は 25±1℃，照明時間は 12時間で行った。動物の管理

は「日本獣医生命科学大学動物実験規定」のもと，承認を得て行った（13-82）。 

２）試験飼料 

 試験飼料は，飼料用として市販されている冷凍の生後 2日以内のマウス（Mus 

musculus；1.67±0.22ｇ，GE：4.87kcal/g，CP：64.2%）をアウルルーム（東京都）

および猛禽プロショップテイクオフ（福岡県）を通して月夜野ファーム（群馬

県）より購入した。重量を測定して選別し，解凍したのち試験飼料として用い

た。試験 5では，II章試験 1で設定したブロイラーの試験飼料中の Met含量の

変動幅をもとに，飼料中 Met含量が 0.22%，0.35%，0.60%もしくは 0.72%にな

るように結晶アミノ酸粉末を配合した（Table. III-1）。試験 6では，II章試験 3

で設定したブロイラーの試験飼料中の蛋白質含量の変動幅をもとに，飼料中カ

ロリー・タンパク質比が 0.113，0.125，0.135，0.150になるようにカゼインとラ

ードを配合した。配合した結晶アミノ酸粉末および，カゼインとラードは日本

薬局方空カプセル♯5の中に入れ，マウスの体内に挿入したものを飼料として

用いた（Fig.III-1）。 

３）試験デザイン 

 実験はラテン方格法に基づき行った。4羽を飼料中 Met含量もしくはカロリ

ー・タンパク質比が 4水準の飼料区に割り当て，4期間試験を行った（Fig.III-2; 

III-3）。試験期間は 4 日間試験飼料を給与し，このうちの最終 1日間は代謝ケー

ジ内で排泄物を全量採取し，3%スルホサリチル酸水溶液中にて保存した
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（Fig.III-4）。 

４）Crn分析 

 回収した排泄物は 3日分をプールし，3%スルホサリチル酸水溶液中でホモゲ

ナイズを行った。3,000rpm で遠心分離し，得た上清について Crnアッセイキッ

ト（Cayman Chemical Company, Michigan, USA）を用い，アルカリ・ピクリン酸

法にて分析を行った。 

６）統計処理 

 得られた結果についてはラテン方格法の計算方法に基づき，飼料中 Met含量

×個体×試験期の三元配置分散分析を行った。有意性の判定は危険率 5%で行っ

た。試験 5において Met要求量の推定は，ブロイラーにおける飼料中 Met含量

に対する増体重の Dose response を評価した太田ら（1996）に基づき，Toyomizu

ら（1988）の式 

Y = (A-BX) (1- e
-C(X+D)

) 

Y = Crn排泄量（mg/日） 

X = 飼料中 Met含量（%）あるいはMet摂取量（mg/日） 

を用い，最小二乗法により回帰を行い最高値の 95~100％が得られる量を Met

要求量と推定した。  
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試験飼料の作成方法 

コノハズクの代謝試験で用いた試験飼料. 

生後 2 日以内のマウスにアミノ酸粉末入

りカプセルを挿入したもの. 

①マウスの喉部分にハサミで切れ目を入れる. 

↓ 

②ハサミを閉じた状態で入れ，体と皮膚を分離させるよう

にハサミを広げる. 

③下腹の方までハサミを進めたら，ピンセット

でカプセルを体と皮膚の間に挿入する. 

※このとき切り口の皮膚を巻き込むと突っ張

りうまく挿入できないので注意する. 

④カプセルが出てきてしまわない

ように奥まで挿入する. 

Fig. III-1. 試験5および6における試験飼料の作成方法. 上記の飼料を摂取組成

がコントロール可能な飼料として用いた. 
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試験期間 

1日目 ２日目 ３日目 サンプリング 

ケ
ー
ジ
収
容 

終
了 

試験飼料投与開始 

体重測定 
体重測定 

排泄物採取準備 
サンプリング用の板を

ケージ下のトレイに 

セットする. 

準備完了 排泄物採取へ 

 

給餌をする。 

必要があれば 

餌を数匹置い

ておく. 

Fig. III-2. 試験 5 および試験 6 における試験スケジュールとサンプリング準備手

順. 
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排

泄

物 

採

取

開

始 

ケージに付いた排泄物を

ヘラで板の上に落とす. 

板をトレイから

取り出す. 

排

泄

物 

採

取

終

了 

板の交換 

新しい板を

セットする. 

 

排泄物以外のものは取り除く. 

0.2N HCl 

羽 

フケ 
ペリット 

排泄物には 0.2N 

HClのスプレーを

かける. 

給餌 

 

終了 排泄物採取終了. 

回収と保存は次頁へ. 

体重測定 

Fig. III-3. 試験 5 および試験 6 における試験スケジュールとサンプリング準備手

順. 

給与 4日目 

スプレーがかから 

ないよう一時的に 

ケージから出す. 

排泄物採取

終了 
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蒸留水 

ヘラやピンセットを使い， 

蒸留水で洗い流すようにして

全ての排泄物を回収する. 

排泄物回収と試料調整 

 回収カップにはメスアップ

時に 3％になるようにスル

ホサリチル酸を入れておく. 

すぐに試料調整を行わな

い場合はこの状態で冷凍

保存する. 

ホモジェナイザー（ポリトロン）

で溶液が均一になるように攪拌

する。その後 5000μl を遠沈管

にとる. 

上清を取り， 

クレアチニン分析の

試料とする. 

Fig. III-４. 排泄物回収後のクレアチニン分析のための試料調整作業手順. 

冷却遠心分離機 

4℃, 3000rpm 

で遠心分離する. 
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Table. III-1．Amino acid composition of experimental diets inexperiment 5 

and 6.  

Amino acids Mouse neonatal Experimental diet 

  (%) 
 

  
 

Tau 0.28 0.34 

Asp 1.42 1.74 

Glu 2.60 3.18-3.68 

Pro 0.51 0.62 

Ala 1.24 1.52 

Val 0.80 0.99 

Leu 1.30 1.59 

Tyr 0.53 0.65 

Phe 0.66 0.81 

His 0.40 0.48 

Arg 0.75 0.92 

Lys 0.19 0.23 

Ile 0.48 0.59 

Thr 0.60 0.74 

Gly 1.10 1.35 

Ser 0.86 1.05 

Cys 0.15 0.15 

Met 0.22 0.22-0.72 
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３．結果 

 試験 5において，コノハズクの排泄 Crn量は飼料中Met含量 0.60%まで増

加しその後 0.72%で低下した（p<0.05；Table.III-2；Fig.III-5）。体重変化は見ら

れなかった。この反応より Toyomizu らの式を用いて回帰を行った結果，コノ

ハズクの飼料中のMet 要求量は 0.42%~0.48%と推定された（Fig.III-5）。 

試験 6において体重変化，飼料摂取量に変化は見られなかった（Table.III-3）。

排泄 Crn量は飼料中カロリー・蛋白質比の増加にともない 0.113から 0.125まで

減少し，その後 0.150 で増加に転じた（p<0.05；Fig.III-6）。摂取エネルギーの平

均は 19.7±0.2kcal/日であった。 
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Table. III-2．Effects of dietary methionine (Met) levels on performance and creatinine 

(Crn) excretion of Eurasian scops owls (Otus scops) in experiment 5.  

Met Body weight change Feed intake Crn excretion 

(%) (g/day) (g/day) (mg/day) 

0.22  
 

0.6  ±  1.4  19.7  ±  3.4  0.5  ±  0.2
 b

  

0.35 
 

0.9 ±  0.4 21.0 ± 3.2 2.4 ± 0.3 
a 

0.60  
 

1.0  ±  1.3  21.4  ±  3.0  2.5  ±  0.6
 a 

0.72  
 

1.0  ±  0.7  21.4  ±  2.7  0.9  ±  0.1
 b 

Values are means ±SE for 4 owls. 

a, b 
Means in the same columun with no common superscripts differ significantly 

(p<0.05). 
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Fig. III-5. Effects of dietary methionine (Met) levels on creatinine excretion of 

Eurasian Scops owls (Otus scops). Values are means for 4 owls. Equation 

recommended of Toyomizu et al. (1998) was employed, and regression coefficients 

of fitted curve were A= -6.60, B= -33.0, C= -1.79, and D= -0.7476 (R
2
=0.99). 

Vertical arrows show estimated Met requirement for 95% and 100% maximum 

excretion. 
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Table III-3. Effects of dietary protein levels on performance of broilers from 8 to 14 days of age in 

Experiment 1. 

Protein: energy ratio body weight change feed intake  Crn excretion 

 
 (g)  (g/day)  (mg/day)  (mg/CP intake) 

0.113   0.6  ± 0.6   20.3  ± 2.3   1.46  ± 0.16
a  

0.64  ± 0.07
a
  

0.125   1.0 ± 0.2   21.0  ± 2.4   0.98  ± 0.11
b  

0.42  ± 0.03
b 

0.138   0.8  ± 0.9   21.0  ± 1.9   1.13  ± 0.14
b
 

 
0.45  ± 0.04

b,c 

0.150   1.1  ± 0.2   21.3  ± 2.0   1.49  ± 0.15
a  

0.51  ± 0.02
c 

Values are means ± SE for 4 owls. 

a, b Means in the same column with no common superscripts differ significantly (p＜ 0.05). 
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Fig. III-6. Effects of dietary protein: energy ratio on urinary creatinine 

excretion of Eurasian scops owls (Otus scops). Values are means for 4 

birds±SE. 
a, b

 means in the same column with no common superscripts 

differ significantly (p<0.05). 
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4．考察 

 本章では，II章において雑食性のブロイラーヒナで見られた飼料中 Metに対

する排泄 Crnの量的反応が肉食性鳥類であるコノハズクにおいても再現性がみ

られるか確認を行った。 

試験 5および 6ともに，コノハズクは成鳥を用いた。そのため体重に有意な

変化は見られなかった。しかし，排泄 Crn量はブロイラーヒナと同様の変化を

示したことから，排泄 Crnの反応は成長による体重変動に影響されずに飼料中

Metおよび蛋白質含量に対する過不足が反映されたと推察された。 

試験 5では飼料中 Met含量を 0.22%から 0.72%まで 4水準の飼料を給与した

ところ，コノハズクの排泄 Crn量は飼料中の Met含量 0.60%まで増加し，その

後 0.72%で低下した。飼料中 Met含量 0.72%で排泄 Crn量が低下する現象は，

おそらく飼料中Met が過剰状態にあるためと推察された。Metが過剰の際は硫

黄転換経路で代謝されるが，この経路での Met代謝過程において，グリシンは

グルタチオンの合成材料として，シスタチオニンの合成に必要となるセリンの

前駆体としてなど様々な場所で必要とされる（Tateishi ら，1977）。そのため

Met過剰の際はグリシンがより多く必要となり，その結果 Cr合成過程でグリシ

ンが制限となり Crn 排泄量が低下したと考えられた。 

排泄 Crn量の反応から回帰を行った結果，ヨーロッパコノハズクの飼料中

Met要求量は 0.42%～0.48%と推定された。このことから，排泄Crnを指標とし，

飼料摂取量からの要求量推定が可能であることが示された。 

また，前章試験 4 において，ブロイラーでは飼料中の Argが過剰でMetが不

足の際に Crn排泄量が増加したが，今回の試験において，低 Met区においてそ

のような現象が見られなかった。このことから，マウスの Arg含量はコノハズ

クの要求量に対し過剰ではない可能性が推察された。 
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 試験 6では飼料中のカロリー蛋白質比を 0.113から 0.150まで変動させたとこ

ろ 0.125まで低下し，その後増加に転じた。この反応は試験 3におけるブロイ

ラーヒナの摂取蛋白質あたりの排泄 Crn量と同様の反応であった。試験 6での

コノハズクの場合，試験区ごとの飼料摂取量に有意差は見られず，結果排泄 Crn

量が蛋白質摂取量あたりの排泄量を反映させた反応となったと思われた。 

 4羽の平均体重よりコノハズクの維持エネルギー要求量は，代謝体重より算

出し 12.5kcal/日と推定された（Dolphin, 1987）。今回の試験 6において摂取エネ

ルギーは平均 19.7±0.2kcal /日であり，このことから試験期間中の飼料摂取量は

維持エネルギー要求量を満たしていると考えられた。 

 Crnの前駆体である Crは体内で主に骨格筋や心筋内において Crリン酸の形

で存在し，ADP へのリン酸供与体としての役割を持っている。Crの働きは食性

に関わりなく重要なものであると考えられ，また Cr合成に関わる酵素活性が肉

食性哺乳類のネコにおいても確認されている（Greemhaff，1997）。そのため雑

食性だけでなく肉食性においても用いることのできる指標であると考えられた。

コノハズクの排泄 Crn 量は雑食性のブロイラーヒナと同様の反応を示したこと

から，排泄 Crnは肉食性においても蛋白質アミノ酸栄養状態を反映する指標に

なりうることが示された。 
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第 IV章 総括 

近年，生息域の環境悪化などにより生息数が減少している野生動物が増えて

きており，生息域内での保護だけでは個体数の維持あるいは増殖を行うことが

困難となってきている。そのため，動物園や保護施設などの生息域外での保護

が必要となっている。生息域外において個体数を増やすためには，飼育下での

適正な栄養管理が行えなければならない。また，傷病鳥獣を保護した際も，治

療中あるいは野生復帰へのトレーニング中においての栄養管理は重要である

（文献）。動物の栄養管理は，栄養要求量の推定と使用可能な飼料原料の選定とそれ

に基づいて飼料を配合し給与することで行われる。しかし栄養要求量が求められてい

る動物の中でも，その飼養標準に基づいて画一的な栄養管理が行えるのは，遺伝的多

様性の少ない実験動物やコマーシャル鶏のみである。その他の家畜やほとんどの動物

は個体差が大きく，ウシでは乳質や乳量を用いてモニタリングを行うことで個々の栄

養補正が行われており，ブタでは週齢よりも体重を基準として飼養標準設定がなされ

ている（文献）。絶滅危惧種や希少動物の場合，種間差や個体差が大きく，またそもそ

も栄養要求量が明らかにされていない動物がほとんどであり，その飼育目的から遺伝

的多様性が維持された状態で飼育されなければならないため，日々モニタリングを行

い，それぞれの個体に合ったオーダーメイドの栄養管理を行うべきである。 

様々な栄養素の代謝にエネルギーと蛋白質のバランスが影響を及ぼすことから，こ

れら二つは最初に行われなければならないモニタリング項目である。しかし体重から

推定できる維持エネルギーと異なり，蛋白質は食性の影響を受けるため，実験的モニ

タリングが必要である。また，ストレスは動物の血中コルチコイド濃度を高めて代謝

に影響することから非侵襲的な代謝指標が必要である。 

本研究は飼育下動物の栄養管理のための，非侵襲的な蛋白質・アミノ酸栄養

状態評価方法の開発を目的とした。採血やと殺を行わず，かつ食性に関わりな
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く蛋白質・アミノ酸要求量推定が可能な方法として，排泄 Crn量を指標とした

方法に着目し，要求量推定方法確立のため 6つの試験を行った。 

まず，第 II章では実験動物での立証を目標とし，排泄 Crn量が蛋白質アミノ

酸栄養状態評価の指標となりうるのか調べた。アミノ酸要求量を求めるための

様々な指標が確立されているブロイラーヒナを用い，指標の中でもわかりやす

い増体重が飼料中の蛋白質やアミノ酸の増加にともない変化する水準において，

排泄 Crn量の反応に変化が見られるか検討し，またその反応が代謝を反映して

いるか検討を行った。排泄 Crn量が飼料中の前駆体である Metや Arg量に対し

容量依存的な反応を示すか証明しようとした II章１節では，排泄 Crn 量は飼料

中のMetや Arg含量の増加にともない不足から至適にかけて増加し（p<0.05），

その後一定となった一方で，肝臓 AGAT活性は飼料中 Cr前駆体のアミノ酸含

量の増加にともない不足から至適にかけて低下し（P<0.05），その後一定となっ

た。この反応から排泄 Crnは飼料中の Cr前駆体のアミノ酸含量が低い時にはそ

のアミノ酸が Cr合成の制限因子となり排泄量が決まり，過剰の際には Cr合成

における他の前駆体のアミノ酸が制限因子になると推察され，排泄 Crn量は飼

料中の Cr前駆体のアミノ酸に対し用量依存的な反応を示し，これらのアミノ酸

の過不足を反映する指標となりうる可能性が示された。 

この結果より飼料中蛋白質含量についても低蛋白質時にはMetが他のアミノ

酸に対して相対的に不足状態であるため，Cr合成およびCrn排泄量は低くなり，

逆に高蛋白質時には Metが過剰となるため，Cr合成量および Crn排泄量が増加

すると推察され，飼料中の蛋白質含量に対し容量依存的な反応が観察されると

予測される。そこで 2節では飼料中の蛋白質含量に対しても排泄 Crn 量が用量

依存的な反応を示すか検討した。排泄 Crn量は飼料中蛋白質含量が 23%区にお

いて高い値を示した（p<0.05）。この結果は予測された反応と一致したが，しか
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し，蛋白質摂取量当たりの排泄 Crn量は飼料中蛋白質含量が増加するにともな

い 17%から 20%の区まで低下し，その後 23%の区で増加に転じ（p<0.05），肝

臓 AGAT活性も同様の変化を示した（p<0.05）。Crの前駆体である Metと Arg

の利用性の違いが，蛋白質摂取量に対する排泄 Crn量が至適区よりも高い値を

示した要因なのではないかと考えられ，次に飼料中 Arg含量が過剰で Met含量

が不足の際に，特異的に排泄 Crn量の増加がみられるか検討を行った。飼料中

Arg含量を至適と過剰の 2段階，Met含量を不足と至適の 2段階に設定した要

因解析試験を行った。その結果，排泄 Crn量は Arg過剰でMet不足の区におい

て特異的に高い値を示した（p<0.05）。このことから，Arg過剰時に排泄 Crn量

が増加する現象はMet が不足時，Arg：Met 比が一定以上の場合に起こること

が推察され，低蛋白質時の摂取蛋白質あたりの排泄 Crn量が，蛋白質含量が至

適の区と比較して高い値を示したことも，Met に対し Argが相対的に過剰とな

ったためと考えられた。以上の試験より，排泄 Crn量は飼料中の蛋白質含量の

変化に対し蛋白質量の変動により起きるアミノ酸の利用性と代謝の変化を反映

していると考えられ，アミノ酸および蛋白質の栄養状態を評価する指標になり

うると考えられた。 

次に III章では排泄Crn量が食性に関わりなく用いることのできる指標である

か確認するために，雑食性のブロイラーで見られた飼料中のアミノ酸や蛋白質

含量に対する排泄 Crn の反応が，動物性の栄養素の合成能力が低い肉食性鳥類

においても再現性がみられるか検討した。肉食性鳥類のうち比較的運動量の少

なく，また排泄物の回収が容易な小型のフクロウ類のヨーロッパコノハズク

（Otus scops）を対象として，飼料中 Metおよび蛋白質の量的試験を行い，排泄

Crn 量について雑食性のブロイラーと同様の反応が見られるか確認を行った。

その結果，コノハズクの排泄 Crn量は飼料中 Metあるいは蛋白質含量に対し雑
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食性のブロイラーヒナと同様の反応を示した。II 章の試験に用いた日齢のブロ

イラーの平均重量は 350gであり，一方 III章の試験で用いたコノハズクの体重

は 100gである。そのためブロイラーとコノハズクの間での排泄 Cr量の違いは

体重による違いであると考えられた。Crの働きは食性に関わりなく重要なもの

であると考えられ，また Cr合成に関わる酵素活性が肉食性哺乳類のネコでも確

認されている。これらの結果より雑食性だけでなく肉食性においても用いるこ

とのできる指標であることが示された。 

以上，本研究より排泄 Crn量は飼料中のアミノ酸や蛋白質含量の過不足を反

映する指標となりうる可能性が示された。また肉食性のコノハズクにおいても

雑食性のブロイラーと同様の反応が得られたことから，食性に関わらず用いる

ことができる指標であることが示され，排泄 Crnを指標とし，非侵襲的にタン

パク質およびアミノ酸の栄養評価が可能であることが示された。代謝性指標は

摂取した食餌の栄養に対し反応が速いため，栄養不均衡による様々な障害がお

こる前に予測可能であり，予防医療的なテーラーメイドの栄養管理につながる

ものと期待される。この方法は家禽においても，暑熱や寒冷による環境変化の

際の栄養補正にも有用な方法である。実際にはこの方法をもちいてニホンライ

チョウの域外保全のための飼料評価が行われた。また，部分尿からの評価方法

の開発を，イエネコを用いて行い，その方法をツシマヤマネコの域外保全の栄

養管理にも応用されている。 

近年，遺伝情報からの代謝特性の特定を行うニュートリジェネティクスと，

栄養素による遺伝子レベルでの代謝を調整するニュートリゲノミクスという 2

つの分野からなる，栄養を分子レベルでとらえる分子栄養学が一つの学問分野

として確立している。これらの分野と代謝モニタリング方法を組み合わせると

以下のことが可能である。1）ニュートリジェネティクス的方法により遺伝情
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報から動物の栄養代謝特性の分類を行い，2）その情報に基づいた飼料原料の

調達，3）体重情報から維持エネルギー要求量の算出と，代謝モニタリングに

より栄養調整を行う。4）成長期や繁殖期などは生理条件の変化にともなう代

謝モニタリングを行う。5）代謝障害時や，飼育下から野生復帰を行う際には

ニュートリゲノミクスによる代謝制御を行う。このような栄養管理戦略を立て

ることで現場レベルでの簡便なオーダーメイドの栄養管理が可能である。しか

し，このような理想の栄養管理を行うためには，様々な種，様々な代謝特性を

持つ動物の栄養特異性を明らかにしていく必要がある。  
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