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略語

アグーチ関連ペプチド：AgRP (Agouti Related Protein）

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ：AST(Aspartate transaminase)

アミノ酸： AA (Amino acid)

アラニンアミノトランスフェラーゼ：ALT(Alanine transaminase)

ガンマーグルタミルトランスペプチダーゼ：GGT(γ-glutamyltranspeptidase)

インスリン様成⻑因⼦-1：IGF-1 (Insulin-like growth factor-1)

インスリン様成⻑因⼦-1 受容体：IGF-1R (Insulin-like growth factor-1 receptor)

グルコース：GLU

グルコーストランスポーター：GLUT(Glucose transport)

グルタミン酸オキサロ酢酸トランスアミナーゼ：GOT(Glutamic oxaloacetic transaminase)

グルタミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼ：GPT(Glutamic pyruvic transaminase)

クレアチンホスホキナーゼ：CPK(Creatine phosphokinase)

神経ペプチド Y：NPY (Neuro peptide Y)

デコリン：DCN（Decorin）

トランスフォーミング増殖因⼦β：TGF-β(Transforming growth factor-β)

トリグリセリド：TAG(Triglycerides)

乳酸脱⽔素酵素：LDH(Lactate dehydrogenase)

ビタミン D：VD（Vitamin D）

ビタミン D3：VD3 (Vitamin D3)

ビタミン D 受容体：VDR（Vitamin D receptor）

プロオピオメラノコルチン：POMC (Pro-opiomelanocortin)



ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ：PEPCK (Phosphoenolpyruvate carboxykinase) 

遊離脂肪酸:FFA(Free fatty acid)

1,25-ジヒドロキシビタミン D3：1,25(OH)2D3 

25-ヒドロキシコレカルシフェロール： 25(OH）D3 

White striping: WS

Wooden breast: WB



第Ⅰ章 緒論

世界の⼈⼝は 2017 年の 75.5 億⼈から 2050 年には 97.7 億⼈になると予測さ

れているが、同時に経済成⻑の発展に伴い、収⼊も増えるにつれて⼈⼝⽐率が

過疎部から都市部へと流動する。1950 年には世界⼈⼝の 30%が都市部で⽣活

していたが、2018 年には 55%、2050 年には 68%にまで増加するとの予測であ

る（United Nations, 2017）。⼈⼝が都市部へ増加することにより動物性たんぱ

く質の消費も上昇し、2006 年と 2050 年を⽐較すると 80%の増加予測と報告さ

れている（Ranganathan と Waite, 2016）。特に畜産動物の中でも飼料効率が⾼

い鶏⾁の⽣産需要は増加し続けており、過去 10 年における世界⽣産量も 47%

増となっている。このことは、他の動物性たんぱく質源である⽜⾁（9%）、豚

⾁（17%）と⽐較しても注⽬されている（FAO, 2018）。⾷糧供給に対する⽣産

と確保が世界的な課題となっており、2015 年の国連サミットで採択された 17

項⽬の持続可能な開発⽬標（SDGs, Sustainability Development Goals）にも関

連している問題である。このため鶏⾁産業では世界的な⾼需要に応えるべく、

ブロイラーの育種改良は進み、1957 年と 2005 年のブロイラーを⽐較すると 56

⽇齢での⽣体重がそれぞれ 905ｇ、4,202g と⼤きく異なっており、43 ⽇齢にお

ける胸⾁の増加は雄で 79%、雌で 85%増加している(Zuidhof ら, 2014）。

飼料効率の改善、鶏⾁⽣産量が増加する⼀⽅で鶏⾁品質に関する問題も報告

されている。⽻翼の急激な運動によって筋繊維への酸素供給不⾜に伴う深胸筋

の壊死、変性が認められる深胸筋変性症（Deep pectoral myopathy, 別名緑胸

症）は従来から報告されている症状だが（Richardson ら, 1980）、近代ブロイラ

ー品種では、さらに White Striping（WS）と呼ばれる浅胸筋の筋線維に沿って

⽩い筋が⾁眼的に認められる症状（Kuttappan ら, 2009）や、WS に伴うとされ
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る浅胸筋が⽊質のように硬化する Wooden Breast（WB）と呼ばれる症状（Sihvo

ら, 2013）が報告されている。 

WS は近代ブロイラーに対して特に成⻑を早めようとする飼養栄養管理によ

って低エネルギー飼料よりも⾼エネルギー飼料給餌によって多く発⽣し、雌雄

別 で は 雄 の ⽅ が 重 症 度 は ⾼ く 、 体 重 は よ り 重 い 個 体 の 発 ⽣ 頻 度 が ⾼ か っ た

（Alnahhas ら, 2016 ; Kindlein ら, 2017）。組織病理的所⾒では、筋線維変性が

確認され、線維組織の壊死が確認されている（Ferreira, 2014）。Petracci ら（2014）

は、浅胸筋における筋⾁内脂肪含量とコラーゲン含量が WS 発症区で有意に⾼

く、タンパク質含量は有意に低かったと報告している。それを防ぐためのビタ

ミン E やセレンなどの抗酸化物質の不⾜等も検討されたが、ブロイラーの成⻑

段階に お ける栄 養 素給与 で は明ら か な効果 は 得られ な かった （Kuttappan ら, 

2012）。 

WB は WS と同様に筋線維変性が確認されているが、さらに炎症性による壊

死性線維が確認されており、浅胸筋の pH は無発症区に⽐べてアルカリ域に傾

いていること、⽔分保⽔能⼒が低下していること（Soglia ら, 2016）から、胸⾁

の硬化につながっているのではないかと推察される。また、WS では外⾒上の

判別が不可能であった⾁眼的判断として、WB はブロイラーのそれぞれの翼が

背中側でコンタクトできるかどうかで発症の可能性を簡易診断することが可能

であり、浅胸筋の硬化により翼の可動域が狭くコンタクトできない場合は発症

が疑われる（Kawasaki ら,2016）。アメリカ農務省の⾷品安全検査局の公⽰書

（FSIS Notice 52-18, 2018）によれば、WS は炎症組織との関連はないとされ

ているが、WB においては炎症組織が認められるため、その部位をトリミング

するようにとの指⽰が出ており、正⾁として販売できず加⼯品へのダウングレ

ードや廃棄といった経済的なリスクにもつながり、原因究明と解決策が求めら

れるところである。 
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近代ブロイラーにおける WS、WB のような筋変性の問題は、当初胸⾁消費が

多い欧⽶特有の問題であると推測していたが、現在では⽇本国内でも確認され

ていることから（Otsu ら, 2017）、地域および市場特性、とうもろこしもしくは

⼩⻨といった主要飼料原料の相違、マッシュ、ペレットなどの飼料加⼯形態に

は関連は低いと推察され、ブロイラー育成期のサプリメントなど栄養⾯での改

善傾向も⾒られにくいことから、ブロイラーの遺伝育種改良の結果による成⻑

特性および飼養形態との関連があるのではないかと考えられるが、その発⽣機

序はまだ明らかにされていない。ブロイラー品種はレイヤー品種と⽐較し、成

⻑速度が⼤きく異なり、筋⾁タンパク質代謝のうち、筋⾁タンパク質分解を抑

制させることで成⻑を促進させてきた。近代ブロイラーは特に胸⾁の発達を主

軸として育種改良されてきた種であり、同化作⽤である筋⾁タンパク質分解抑

制に強く働きかけているものと考えられる。⼀⽅で、孵化前後のニワトリは筋

⾁タンパク質分解による糖新⽣を盛んに⾏う。ニワトリ胚の発達における糖新

⽣ に よ り ⾎ 中 グ ル コ ー ス （ GLU） が ⾼ 濃 度 に 維 持 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り

（Ohta ら, 1999）、糖新⽣はグリコーゲン合成と GLU 合成が考えられるが、グ

リコーゲン合成を⾏っていることは報告されている(John, 1988)。インスリン

は異化と同化に関わるホルモンで⾎中 GLU を制御する働きがあり GLU 量に

依存して膵臓から分泌されるが、GLU 合成もしくは⾎中 GLU 制御が異化段階

であるニワトリ胚の発達にとって重要と考えられる。そのため、孵化後、同化

作⽤に転換してからは筋⾁タンパク質合成など成⻑に必要な各器官の機能連携

による⽣命システムの構築が重要となる。ブロイラーの成⻑には各器官の発達

が必須であり、特に⾻格形成は各組織発達の基盤ではあるが、筋⾁タンパク質

合成分解の異化作⽤とは異なり、⾻および各組織形成との関係についての研究

はまだ限られている。現在までの研究報告において、成⻑段階に関しては筋⾁

タンパク質の合成分解系や免疫系の検討は⾏われてきたが、各組織の発達には
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⾻格の発達が重要であることや筋⾁の発達は糖新⽣の作⽤と異なることから、

⾻ 格 系 の 制 御 か ら の 筋 変 性 に 対 す る 検 討 は 重 要 で あ る と 思 わ れ た 。 本 研 究 の

WS および WB に対する仮説として、初⽣ヒナの成⻑促進要因である筋⾁タン

パク質分解抑制と胚発⽣中の糖新⽣の活発による筋⾁タンパク質分解促進の孵

化前後における代謝的⽭盾が孵化後の成⻑の全⾝制御に影響し、WS および WB

のような筋変性の発症と関連があるのではないかと考えられた。また、ビタミ

ン D（VD）は⽪膚で紫外線を吸収することによりビタミン D3（VD3）が合成

され、最終的にホルモン作⽤をもつ活性型ビタミン D3 とも呼ばれる 1,25-ジヒ

ドロキシビタミン D3（1,25(OH)2D3）がビタミン D 受容体（VDR）によって

カルシウムを取り込む⾻格系性機能に関連する役割を担っているが、⾻格およ

びカルシウム代謝だけでなくさまざまな組織に VDR が発現していることが報

告されており（Shanmugasundaram と Selvaraj, 2012）、遺伝⼦制御機構でもあ

る細胞シグナルに関連する役割である全⾝代謝機能にもビタミン D が影響し

ていると推察され、WS および WB に関する本研究における着⽬する因⼦とし

て使⽤できるのではないかと考えた。 

そのため、まず試験 1 として第Ⅱ章では近代ブロイラーにおける筋変性症状

を確認するために Ross 系コマーシャルブロイラーを⽤いて発症区と未発症区

の発育がどのように異なるのかを調査し、WS および WB の発症状態の⾁眼診

断を⾏った後、⾎液⽣化学的評価、および浅胸筋を採取してコラーゲン形成に

関 わ る デ コ リ ン （ DCN）、 そ の 産 ⽣ に 関 わ る ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 ⻑ 因 ⼦

（TGF-β）、および VDR のｍRNA 発現の分析を⾏った。 

試験２〜７となる第Ⅲ章では、孵化前後における代謝的⽭盾について検討す

るために、これまで明らかにされていない孵化前の胚の GLU の蓄積時期と蓄

積部位を明らかにし、糖新⽣阻害剤であるメトフォルミンの投与によって胚発

⽣時における⾎液中の GLU がどのような影響を受けるのか、そして初⽣ヒナ
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における糖新⽣の特異性の検討を⾏った。 

つづいて試験 8 となる第Ⅳ章では、カルシウム代謝および⾻代謝の内分泌系

に関与することが知られており、免疫、細胞の増殖や分化などの傍分泌系への

関与も報告されている VD 機能の出発物質である VD3 に注⽬した。その作⽤に

ついては⾮常に多岐に渡っているが、ブロイラー飼料には、VD3 は飼料添加物

としても利⽤されているためブロイラー種卵を⽤いて VD3 の in ovo 投与がブ

ロイラーの成⻑にどのような影響を与えるか検討を⾏った。 

試験 9 と試験 10 となる第Ⅴ章では、VD の形態について検討し、VD3 の代謝

産物である 25（OH）D3 に注⽬した。25（OH）D3 はカルシウム代謝だけでな

く、種鶏における繁殖成績の改善やブロイラーにおける⾻の健常性の維持、跛

⾏の低減、産⾁増加への期待などで商業利⽤されているが、その作⽤機序の全

てが明らかになっているわけではない。また 25（OH）D3 は、飼料から摂取も

しくは太陽からの紫外線により⽪膚から吸収し代謝変換された VD3 が肝臓に

おいて 25 ⽔酸化酵素により 25（OH）D3 に代謝変換された物質で、ビタミン

D 結合タンパク質（DBP）とともに⾎液中に循環しており、必要に応じて腎臓

の１-⽔酸化酵素により 1,25(OH)2D3 に代謝変換されてカルシウム代謝の調

節機能を担っている。そこで、試験 9 ではブロイラーの初⽣ヒナを⽤いて VD3

と 25(OH)D3 が全⾝代謝制御系へどのように影響を与えるのかを検討し、試験

10 では糖負荷試験を⾏い、VD 機能と第Ⅲ章で検討していた糖代謝との関連に

ついて検討をおこなった。 
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第Ⅱ章．近代ブロイラーにおける筋変性の検討 

 

1.緒⾔ 

 

近代ブロイラー品種は、在来品種と異なり成⻑スピードが速く、産⾁量も多

いことが知られている（⾷品需給研究センター, 2008）。その要求に応えるべく

育 種 会 社 で は お お よ そ ４ 年 毎 に ブ ロ イ ラ ー の 育 種 更 新 を ⾏ っ て い る (Tavarez

と Santos, 2016)。⼀⽅で、近年では筋変性の問題も取り上げられており、特に

White striping(WS)や Wooden Breast(WB)と呼ばれている従来確認されていな

かった筋変性が確認されている。WS および WB はいずれも胸⾁で多くの事例

が確認されているが、WS においてはブロイラーのもも⾁にも確認されている

（Kuttappan ら, 2013）。これらの筋変性による経済損失は、アメリカ合衆国内

で毎年 200 万⽶ドルと⾔われている（Kuttappan ら, 2016）。これらの症状は、

⾷しても害があるわけではないが、⾒た⽬もしくは調理的に消費者から好まれ

ない傾向があるために、正⾁として出荷することが難しくなってきており、ダ

ウングレードされたものが加⼯品もしくは廃棄されている。近代ブロイラーの

品種の違いによる発現率や重症度の違いに差は認められず、飼育環境や飼養管

理の検討が必要とも報告されている（Bailey ら, 2015）。⽇本国内でも同様の症

状は報告されており(半杭, 2013)、出荷⽇齢を早くする、低エネルギー飼料にす

る、成⻑を遅くさせるなどの対応がとられているが、現在の⽣産性、供給を維

持しながらの抜本的な解決までには⾄らず、これらの発⽣機序もまだ明らかに

なっていない。 

試験１では、WS および WB の筋変性による問題の確認を⾏うためにコマー

シャルブロイラーを⽤いて発症個体と未発症個体の⾁眼的観察、成⻑成績、筋

変性の⾁眼的観察と⾎液の⽣化学的評価を実施し、細胞の分化増殖に関わるサ
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イトカインであるトランスフォーミング増殖因⼦-β（TGF-β）、コラーゲン形

成に関わるプロテオグリカンであるデコリン、筋形成への関連が⽰唆されるビ

タミン D 受容体（VDR）の mRNA 発現を分析した。 
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2.材料と⽅法 

 

試験１ 

 

１）動物 

 ⽇本農産⼯業株式会社 研究所研究開発センターにて同条件で飼養された 42

⽇齢の Ross 系コマーシャルブロイラーの雄を⽤いて Kawasaki ら（2016）の⽅

法により WB 発症個体と推測されるブロイラー6 ⽻、未発症個体と推測される

6 ⽻の計 12 ⽻を無作為に選抜した（FigureⅡ-1）。 

 動物の管理およびと殺は、⽇本農産⼯業株式会社の動物実験規定に基づき実

施した。 

 

2)試料の採取 

 ⽇本農産⼯業株式会社 研究所研究開発センターの⾷⿃処理施設にて、選抜

した 12 ⽻の体重を測定し、翼下静脈より⾎液を採取し、⽑細管法によりヘマ

トクリット値を測定した。サンプリングした⾎液は、3,000g、10 分間遠⼼し

て上清を⽣化学分析⽤に保存した。採⾎後、浅胸筋、縫⼯筋、肝臓、腎臓、⼼

臓、精巣、間脳を採取し、重量を測定した。⾎液は⽣化学的評価を⾏い、浅胸

筋のトランスフォーミング増殖因⼦β（TGF-β）、デコリン（DCN）、ビタミ

ン D 受容体(VDR)の mRNA 発現を測定した。 

 

3)⾁眼的特⻑と発症の確認 

 選抜された 12 ⽻の⾁眼的特⻑と WS および WB の発症個体における浅胸筋

の⾁眼診断を実施した。 
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4)⽣化学的評価 

グルコース（GLU）、遊離脂肪酸（FFA）、トリグリセリド（TAG）の含量分

析は、市販検査キット(グルコース CII-テストワコー, 富⼠フィルム和光純薬株

式会社, ⼤阪)を⽤いて分析した。遊離脂肪酸（FFA）、乳酸脱⽔素酵素（LDH）、

クレアチンホスホキナーゼ（CPK）、ガンマーグルタミルトランスペプチダーゼ

（GGT）、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（GOT(AST)）、アラニン

アミノトランスフェラーゼ（GPT(ALT)）については、市販検査キット（ドラ

イケムスライド, 富⼠フイルム株式会社, 東京）を⽤いて分析した。 

 

5)全 RNA 抽出 

浅 胸 筋 の 組 織  50 〜 100mg を  1mL の  TRIzolTM 試 薬  (ThermoFisher 

SCIENTIFIC, USA)を⽤いて、製造者の⼿順（ThermoFisher, 2016）に従って

ホモジナイズした。ホモジナイズした試料を 200μL のクロロホルムと共に 25 

分間インキュベートした後、試料を 15,000g で 30 分間、4℃で遠⼼分離した。

各サンプルの上清を新しいチューブに移し、500μL のイソプロピルアルコー

ルと混合した。5 分間インキュベートした後、サンプルを 4℃で 15,000g で 10 

分間遠⼼分離した。上清を除去し、RNA ペレットを 80%エタノールで⼀度洗

浄 し ⾵ 乾 後 、 ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー ト (DEPC)処 理 ⽔ 20μL に 溶 解 し た 。

RNA 量は、260nm での分光光度法により測定した。 

 

6)逆転写およびリアルタイム PCR 分析 

逆転写およびリアルタイム PCR を Furuta ら(2009)の⽅法によって実施し

た。TGF-β、DCN、VDR および内部標準遺伝⼦ Ribosomal protein S17 (RPS17)

プライマーペアは TableⅡ-1 のものを使⽤した。 
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7)統計解析 

得られた結果は SAS®ソフトウェア(SAS Institute, 2001)の⼀般線形モデルを

⽤いて、群間の差を Mann-Whitney の U 検定を行った。相関分析は Spearman の

順位相関係数を⽤いて解析した。有意性の判定は危険率 5%で⾏った。 
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FigureⅡ-1. Left: Normal broiler, right: Wooden Breast broiler, selected by 

using the simple method of Kawasaki et al (2016). 
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TableⅡ-1. Gene-specific primers used for the analysis of chick 

TGF-, DCN, VDR, and RPS17 gene expression by 

quantitative RT-PCR. 

Gene  primer sequence 

TGF- Forward （5ʼ-3ʼ） GACACGCAGTACACCAAGGT 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） CCGGCCCACGTAGTAAAT 

DCN  Forward （5ʼ-3ʼ） CCGACATGGCTCCAACAG 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） GAGTTGTGTCAGGGGGAAGG 

VDR Forward （5ʼ-3ʼ） GAAAGTCATCGACACCCTCCTG 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） TGCTGCTGAATTTGCTTCTCAC 

RPS17 Forward （5ʼ-3ʼ） AAGCTGCAGGAGGAGGAGAGG 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） GGTTGGACAGGCTGCCGAAGT 
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3．結果 

 

本試験では、WB 未発症区および発症区における 42 ⽇齢の⽣体重に差は認

められず（FigureⅡ-2）、採取した浅胸筋、縫⼯筋、⼼臓、肝臓、精巣の重量に

差は認めらなかった（TableⅡ-2）。⾎液の⽣化学的評価については、ヘマトク

リット値（FigureⅡ-3）、⾎中 GLU、TAG、FFA、CPK、GGT、GOT(AST)、

GPT(ALT)、AST/ALT ⽐に有意な差は認められなかった（TableⅡ-3）。浅胸筋

における TGF-β、DCN、および VDR の mRNA 発現は、WB 発症有無での差

は認められなかったが（（TableⅡ-４））、TGF-βおよび DCN (r=0.811, P<0.01; 

FigureⅡ -4)で 強 い 相 関 が 認 め ら れ 、 TGF-β お よ び VDR (r=0.685, P<0.05; 

FigureⅡ-5)で相関が認められた。 

外⾒の⾁眼的評価では、FigureⅡ-6 に⽰したように WB 未発症区においては

両翼が背⾯で接触できていたが、WB 発症区については浅胸筋の硬化によりそ

れぞれの翼の可動域が狭まり⾃⾝の背⾯以上に上がらないため両翼が接触する

ことはなかった。 

浅胸筋の⾁眼的観察では、WS においては筋線維の⽅向に沿うように線維間

に⽩い線状のようなものが多数観察され、どの個体も浅胸筋上部の鈍端部分（⾸

⽅向）の⽅が下部の平坦部分（腹部⽅向）よりも⽩線が顕著であった（Figure

Ⅱ-7）。 

WB については、FigureⅡ-8 に⽰したように、浅胸筋全体にわたり透明〜⻩

⾊味がかかった孵化時の筋⾁分解に類似した物質が認められ、筋⾁⾃体は部分

的に退⾊し硬化していた。また、全体に渡り内出⾎の点在が認められた。 
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FigureⅡ-2. Live body weight in in asymptomatic group (negative) and symptomatic group 

(positive) of wooden breast broilers at 42 days of age. 

14



 

 

 

 

TABLE Ⅱ-2.Weight of pectoralis major muscle, sartorius muscle, heat, liver, 

and testis in asymptomatic group (negative) and symptomatic group (positive) 

of wooden breast broilers at 42 days of age1.  
           

  Wooden breast 

    Negative   Positive 

          (g)        
          

Pectoralis major muscle 402.03 ± 28.39   389.70 ± 21.26  

Sartorius muscle 18.82 ± 2.53   18.50 ± 2.99  

Heart  17.02 ± 2.00   16.88 ± 1.81  

Liver  62.12 ± 11.87   61.37 ± 4.51  

Testis   0.78 ± 0.34     0.80 ± 0.18  

1Values are means ± SE for 6 broilers. 
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FigureⅡ -3. Hematocrit value in asymptomatic group (negative) and 

symptomatic group (positive) of wooden breast broiler at 42 days of age.  
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FigureⅡ-4. Correlation analysis between TGF-βand DCN mRNA 
expression of pectoral major muscle in broilers at 42 days of age. 
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FigureⅡ-5. Correlation analysis between TGF-βand VDR mRNA 
expression of pectoral major muscle in broilers at 42 days of age. 
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FigureⅡ-6. Morphological observation in asymptomatic group (negative; left) 
and symptomatic group (positive; right) of wooden breast. 
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FigureⅡ-7. White striping (direction of arrow) of the pectoralis major 
muscle at 42 days of age broilers. 
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FigureⅡ-8. Wooden breast of the pectoralis major muscle at 42 days of age 
broilers. Black arrow: macular intramuscular bleeding, black triangle: clear-
yellowish exudate. 
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4．考察 

 

 本試験での 42 ⽇齢のブロイラーにおける⽣体重および各器官重量について

は WB 未発症区および WB 発症区での明らかな違いは認められなかったが、⽣

体重が⼤きく成⻑がより早いものの⽅が WS や WB の発症率は⾼いと報告され

ている（Immonen, 2014）。本試験で差が認められなかったことは得られた⽇齢

体重が産業平均より⾼いことから、研究施設の飼養環境が良好であったためで

はないかと推察された。⾁眼的には、Kawasaki ら（2016）の⼿法を元に WB 発

症個体の判別を⾏ったが、WB を発症しているブロイラーの胸筋部分を触診し

たところ、明らかに硬く翼の背⾯側への可動は胸筋に牽引される形となり、WB

未発症区と⽐較すると可動域が明らかに狭い印象であった。WS および WB と

もに筋変性の程度に差が⾒受けられたが、これは Kuttappan ら（2013）、Cruz

ら（2017）によっても報告されている。WB 未発症区でも筋線維の間に WS が

確認された個体があったが WB のように浅胸筋が硬化するようなことは確認さ

れなかった。WS に特徴的な筋線維に平⾏して存在する⽩線状のものは Bailey

（2015）らによって脂肪細胞と結合組織であったと報告されており、ブロイラ

ーの成⻑速度と同様に筋線維の肥⼤発達のスピードが速すぎるために、⽑細⾎

管内の酸素供給が⾏き渡らず筋線維細胞が壊死してしまうのではないかと推察

された。そのため、筋線維の発達が中断もしくは遅延してしまったところに脂

肪細胞が⼊り込み成⻑と共に WS を発症していくのではと考えられた。⼀⽅で

WB 発症個体においては WS を併発している個体が確認された。⾎液の⽣化学

評価では、実施した項⽬について有意な差は認められなかったが、GLU につい

てはニワトリ種特有の⾼⾎糖を両区とも維持しており、ばらつきも少ないこと

から⾎中 GLU が低下しないような強い制御を受けているものと考えられた。

筋⾁崩壊に関連するクレアチンフォスフォキナーゼ（CPK）の数値は、発症区

24



 

 

の⽅が⾼い傾向があるだけでなく、ばらつきも⼤きいので筋⾁内における障害

が起きているものと考えられた。また、グルタミン酸ピルビン酸トランスアミ

ナーゼ（GPT）は、肝細胞にのみ存在するのに対してグルタミン酸オキサロ酢

酸トランスアミナーゼ（GOT）は肝細胞以外にも⾻格筋にも存在しており、ヒ

トにおいては GOT が上昇し GPT が変化しない場合は筋疾患が疑われるとい

うことからも筋崩壊との関連があるものと推察した。 

WB については WS に認められていなかった炎症性単核細胞の浸潤が報告さ

れている（Kuttappan ら, 2013）。⾁眼的観察において WB 発症個体の浅胸筋の

全体に孵化時に認められる筋⾁分解物に類似した無⾊〜⻩⾊のコロイド状物質

が認められ、筋⾁硬化が筋⾁分解の前段階である可能性が考えられた。近代ブ

ロイラーは筋⾁タンパク質分解を抑制することで成⻑を速めるように育種改良

が進められてきたが、本来ニワトリは孵化前後において糖新⽣が活発であり、

筋⾁タンパク質分解を亢進させていることが報告されている。この代謝的⽭盾

が上述したような症状を引き起こしているのではないかと考えられた。浅胸筋

における TGF-β、DCN、および VDR の mRNA 発現は発症区間に差は認めら

れなかったものの筋⾁損傷時に修復される際に必要となるコラーゲン形成に関

連する DCN とその産⽣に関わる TGF-βとで強い相関が認められ、TGF-βお

よび VDR でも相関が認められたことからも VD が筋⾁代謝に関連する可能性

が⽰唆された。これらのことは緒論で仮説を⽴てた孵化前後の異化同化作⽤の

⽣理的⽭盾と VD を因⼦として着眼点にあてたことは間違いではないと考えら

れた。  
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第Ⅲ章． 初⽣ヒナの糖新⽣特異性の検討 

 

1.緒⾔ 

 

前章にて確認された WS および WB の筋変性は、孵化前後における糖新⽣に

よる筋⾁タンパク質分解の亢進とブロイラーの成⻑因⼦である筋⾁タンパク質

分解の抑制との⽣理的⽭盾が⽣じている可能性が考えられたため、本章では孵

化前後における糖新⽣の特異性についての検討を⾏った。 

胚および初⽣ヒナの栄養状態は、その後の成⻑および形質発現に影響するこ

とが知られており、Ohta ら(1999)は、Cobb 系ブロイラー種鶏の種卵を⽤いて

アミノ酸（AA）の in ovo 投与を孵卵 7 ⽇⽬に実施し、孵化時のヒナの体重を

増加させることを⽰した。ニワトリ胚のタンパク質代謝は卵⽩量によって影響

を受け (Muramatsu ら,1990)、in ovo AA 投与が胚における AA の利⽤性を改

善すると報告されている(Al-Murrani, 1982; Ohta ら, 1999; Ohta ら, 2001)。AA

の機能は多様であるが、糖新⽣のために利⽤され、⾎液中の⾼ GLU 濃度の維

持に関与することが知られている(Ohta ら, 1999)。シチメンチョウ胚を使⽤し

た研究において、胚発⽣の後期段階で AA が糖新⽣に利⽤されて組織中のグリ

コーゲン濃度を増加させ、孵化後に組織中のグリコーゲン濃度が減少したこと

が報告されている(John ら, 1988)。また、ニワトリ胚を⽤いた研究において、

孵 卵 の 後 期 段 階 で 炭 ⽔ 化 物 の 投 与 が 胚 発 ⽣ を 促 進 し た こ と も 報 告 さ れ た (Uni

ら, 2005)。これらの研究は、AA は孵化のエネルギー源として利⽤される可能

性を⽰唆した。Ohta ら(2007)は、GLU 代謝の律速酵素であるヘキソキナーゼ

活性は胚発⽣および孵化時の筋⾁および肝臓で⾮常に低いことを⽰したが、糖

新⽣および⾼⾎糖維持の⽣理学的意義は明らかではない。 

したがって、試験２〜７ではニワトリ胚における AA からの糖新⽣が活発に
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なる理由を検討し、胚における GLU の蓄積時期および蓄積部位について検討

した。さらに、糖新⽣による⾼⾎糖維持とブロイラーの筋⾁タンパク質分解抑

制との⽣理作⽤の⽭盾が⽣じている可能性を調べるために、糖新⽣における律

速酵素であるホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ（PEPCK）の発現

を抑制し、糖新⽣を阻害することが報告されている（Madiraju ら, 2014）メト

フォルミ ンに注⽬ した。糖 新⽣が活 発になる 前の種卵 にメトフ ォルミ ン を in 

ovo 投与することによる初⽣ヒナの⾎中 GLU 濃度がどのように影響を与える

のか、そして GLU 代謝がインスリン依存性によって制御されるかを検討した。 
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2.材料と⽅法 

 

１）動物 

Cobb 系ブロイラー種卵 86 個を種鶏農場（株式会社福島エンヤ, 福島）から

⼊⼿し、試験２、３、４、５、６、および７において、それぞれ 24、16、8、

8、20 および 10 個ずつ使⽤した。各試験とも温度 37.8℃、相対湿度 60%以上

で孵卵した。 

 

2）試料の採取と調製 

試験２では、孵卵 17 ⽇⽬、18 ⽇⽬、および 19 ⽇⽬に種卵 8 個ずつを割卵

し、胚を採取した。胚 GLU 含量および組織 1g 当たりの胚 GLU 濃度を分析し

た。 

試験３では、孵卵 17 ⽇⽬および 19 ⽇⽬にそれぞれ 8 個の種卵から胚を採取

し、hatching muscle、⼤腿筋、胸筋、腺胃、筋胃、腸、⼼臓、および肝臓を採

取し、各器官の GLU 含量と濃度を分析した。 

試験４では、孵卵 19 ⽇⽬に 8 個の種卵から胚を採取し、腎臓、胸腺、ファブ

リキウス嚢、脾臓、および脳を採取し、各器官の GLU 含量と濃度を分析した。 

試験５では、孵卵 19 ⽇⽬に 8 個の種卵から胚を採取し、胚の卵⻩動脈から

⾎液を採取し、⾎液中の GLU 濃度を分析した。 

試験６では、孵卵 17 ⽇⽬に種卵 20 個を平均卵重量が同じになるように各 5

個の卵を 4 つの区に振り分け、メトフォルミン塩酸塩(富⼠フィルム和光純薬

株式会社, ⼤阪)を 0、100、200 および 300mg/mL の異なる 4 種類の濃度に調

製し、Ohta ら(1999)によって述べられている⽅法によって孵卵 17 ⽇⽬の種卵

に各区 0.5mL ずつ in ovo 投与し、胚の⽣存率およびヒナの孵化率の⽤量反応

を観察するとともに孵化直後のヒナの⼼臓採⾎を⾏い、GLU 分析を実施した。 
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試験７では、孵卵 17 ⽇⽬に 10 個の種卵を平均卵重量が同じになるように 5

個ずつ 2 区に分け、試験 6 の結果から 0、200mg/mL の 2 種類の異なる濃度の

メトフォルミン塩酸塩を、試験 6 と同じ要領で孵卵 17 ⽇⽬に種卵にそれぞれ

0.5mL ずつ in ovo 投与し、19 ⽇⽬まで孵卵を続け、孵卵 19 ⽇⽬に種卵を割卵

し、胚および卵⻩嚢重量を測定し、胚を GLU 含量分析に使⽤した。 

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」に基づき実

施した。 

 

3)GLU 含量分析 

試験２および７で採取した胚のサンプルを重量測定後にハサミでスライスし、

ヒストコロン ホモゲナイザー(株式会社マイクロテック・ニチオン, 東京)を

⽤いて 3%スルホサリチル酸⽔溶液中でホモジナイズを⾏った。各器官および

組織は胚 2 個体分を１チューブに⼊れ、3%スルホサリチル酸⽔溶液中でホモ

ジナイズを⾏い、得られたホモジネートおよび採⾎した⾎液を 4℃、3,000g で

10 分間遠⼼分離したのち、上清を GLU 測定⽤試料とした。GLU 含量は、市販

検 査 キ ッ ト (グ ル コ ー ス CII-テ ス ト ワ コ ー , 富 ⼠ フ ィ ル ム 和 光 純 薬 株 式 会 社 , 

⼤阪)を⽤いて分析した。 

 

4)統計解析 

得られた結果は SAS®ソフトウェア(SAS Institute, 2001)の⼀般線形モデルを

⽤いて、試験２、３、４、６および７において⼀元配置の分散分析、試験３に

おいて⼆元配置の分散分析を実施し、平均値間の差を Tukey の多重⽐較検定を

⽤いて分析した。試験６における胚の⽣存率、初⽣ヒナの孵化率については X2

検定を⾏った。有意性の判定は危険率 5%で⾏った。  

29



 

 

3.結果 

 

試験２では、種卵の平均卵重量は 57.6±0.6g であった。胚重量は孵卵⽇数が

経過するにつれて増加し、孵卵 17 ⽇⽬と 19 ⽇⽬の間に有意な差が認められた

(FigureⅢ-1; P<0.05)。胚 GLU 含量および組織 1g 当たりの GLU 濃度は、孵卵

17 ⽇⽬から 19 ⽇⽬まで孵卵⽇数が経過するにつれて直線的に増加し、孵卵 17

⽇⽬と 19 ⽇⽬の間に有意な差が認められた(P<0.05)。同様に、胚あたりの総

GLU 含量は、孵卵⽇数が経過するにつれて直線的に増加し、孵卵 17 ⽇⽬と 19

⽇⽬の間に有意な差が認められた(P<0.05)。 

試験 3 では、孵卵 17 ⽇⽬と 19 ⽇⽬の⽐較的⼤きい器官および組織の GLU

含量を⽐較したところ、肝臓組織 1g 中の GLU 濃度は孵卵⽇数の経過とともに

7.81±1.94 から 3.02±0.98mg に有意に減少した(P<0.05)が、他の組織では差

は認められなかった(TableⅢ-1;P<0.05)。 

試験４では、GLU を主なエネルギー源として必要としているが試験３で検討

していなかった⼩さな器官、組織について孵卵 19 ⽇⽬の GLU 含量および濃度

を分析した。脳および脾臓では GLU は検出されず、腎臓、胸腺、およびファブ

リ キ ウ ス 嚢 の GLU 含 量 は 、 そ れ ぞ れ 0.030±0.024、 0.005±0.002、 お よ び

0.007±0.009mg と低かった(TableⅢ-2)。 

 試験５での⾎中 GLU 濃度は 202±42mg/dL で、⾎中 GLU 濃度と試験２の

胚の重量から推定算出した総 GLU 含量は 4.50±0.49mg であった。 

試験 6 では、メトフォルミン 300mg/mL 投与区においてヒナは孵化しなかっ

た ば か り で な く ⽣ 存 し て い る 胚 も 認 め ら れ な か っ た 。 メ ト フ ォ ル ミ ン

100mg/mL 投与区と対照区では胚の⽣存率および初⽣ヒナの孵化率に差は認め

られなかったが、200mg/mL 投与区では⽣存率および孵化率の低下(P<0.05)ま

た は 低 下 傾 向 が 認 め ら れ た (TableⅢ -3)。 初 ⽣ ヒ ナ の 孵 化 時 体 重 お よ び ⾎ 中
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GLU 濃 度 は い ず れ も 対 照 区 、 メ ト フ ォ ル ミ ン 100mg/mL 投 与 区 お よ び

200mg/mL 投与区間で差は認められなかった。⼀⽅で体重あたりの肝臓重量⽐

は 、 メ ト フ ォ ル ミ ン 濃 度 の 増 加 に つ れ て 減 少 傾 向 と な り 、 メ ト フ ォ ル ミ ン

200mg/mL 投与区は対照区よりも有意に低くなった(P<0.05)。 

試験７では、試験６の結果に基づいて⽣存可能なメトフォルミン 200mg/mL

を in ovo 投与した結果、孵卵 19 ⽇⽬の胚および卵⻩嚢重量は対照区とメトフ

ォルミン 200mg/mL 投与区との間で有意な差は認められなかった(TableⅢ-4)。

胚における GLU 濃度はメトフォルミン投与による影響は受けなかったが、胚

GLU 含量は対照区よりもメトフォルミン 200mg/mL 投与区で有意に増加した

ことが認められた(P<0.05)。 
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FigureⅢ-1. Changes in embryo weights, tissue glucose concentration, 
and glucose contents of embryo with embryonic ages.   
Values are means ± SD for 8 embryos.  
a,bMeans with no common letter are differ significantly (P< 0.05). 
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TABLE Ⅲ-1. Weights and glucose contents and concentration in several tissues of broiler 
breeder embryos on Days 17 and 19 of incubation1 

Tissue 
Day of 
incubation Weights 

 
Tissue glucose 

Contents  Concentration  
    (g)    (mg/tissue)  (μg/g tissue)  
Egg weight2 17  61.9 ± 0.7           
  19  62.3 ± 1.1           
Hatching M. 17  0.175 ± 0.017  0.03 ± 0.02  0.17 ± 0.09  

  19  0.190 ± 0.013  0.04 ± 0.02  0.23 ± 0.12  

Thigh M. 17  0.478 ± 0.029  0.10 ± 0.01  0.20 ± 0.02  

  19  0.629 ± 0.038  0.13 ± 0.05  0.20 ± 0.09  

Pectoral M. 17  0.645 ± 0.086  0.15 ± 0.05  0.24 ± 0.07  

  19  1.034 ± 0.081 * 0.35 ± 0.08  0.34 ± 0.09  

Stomach 17  0.153 ± 0.030  0.01 ± 0.01  0.09 ± 0.03  

  19  0.185 ± 0.007  0.02 ± 0.01  0.12 ± 0.04  

Gizzard 17  0.433 ± 0.064  0.03 ± 0.02  0.07 ± 0.07  

  19  0.529 ± 0.052  0.09 ± 0.05  0.16 ± 0.08  

Intestine 17  0.652 ± 0.058  0.09 ± 0.05  0.14 ± 0.06  

  19  0.529 ± 0.052  0.12 ± 0.06  0.22 ± 0.10  

Hart  17  0.589 ± 0.022  0.02 ± 0.01  0.03 ± 0.01  

  19  0.848 ± 0.035 * 0.16 ± 0.11  0.18 ± 0.13  

Liver  17  0.236 ± 0.053  1.77 ± 0.19  7.81 ± 1.94  

  19  0.468 ± 0.084 * 1.48 ± 0.76  3.02 ± 0.98 * 

Provability Tissue NS    0.05    0.05    
P<  Age 0.05    0.05    0.05    
  Tissue x age NS    NS    0.05    
1Values are means ± SD for 4 samples with 2 embryos. 
2Values are means ± SD for 8 eggs and embryos. 
*Significantly different from Day 17 of incubation (P< 0.05). 
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TABLE Ⅲ- 2. Weights and glucose contents and concentration in the brain, 

bursa, spleen, and thymus of broiler breeder embryos at Days 19 of incubation  

    Tissue glucose 

Tissue Weight   Contents  Concentration  

  (g)    (mg /tissue)  (mg /g tissue)  

Egg1  57.3 ± 6.3  -    ---    

Embryo1 33.0 ± 3.2  -    ---    

Brain2 0.839 ± 0.042  ND    ND    

Kidney2 0.164 ± 0.021  0.030 ± 0.024  0.169 ± 0.131  

Bursa2 0.033 ± 0.003  0.007 ± 0.009  0.120 ± 0.152  

Spleen2 0.012 ± 0.002  ND    ND    

Thymus2 0.059 ± 0.012  0.005 ± 0.002  0.043 ± 0.013  

1Values are means ± SD for 8 eggs and embryos. 

2Values are means ± SD for 4 samples with 2 embryos. 

ND = not detected. 
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4.考察 

 

シチメンチョウ胚の発⽣後期においては、AA からの糖新⽣により筋グリコ

ーゲン濃度が増加し孵化後消失するために、AA は孵化時のエネルギー源であ

ると考えられてきた(John ら, 1988)。⼀⽅、ニワトリ胚においては⾎中 GLU が

⾼濃度に維持されることが知られているが(Ohta ら, 1999)、この時期の GLU

取 り 込 み に 必 要 な グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー (GLUT)の 遺 伝 ⼦ 発 現 は 弱 く

(Carver ら、2001; Shashidhara ら、2007)、糖新⽣を⾏いグリコーゲンではなく

GLU を合成した場合には、そのまま組織に蓄積され、組織中の GLU 蓄積量が

⼤きい器官が GLU 消費器官である可能性が考えられる。 

そこで本章では、まずニワトリ胚の組織における GLU が⾼濃度になる時期

と蓄積される器官および組織ごとに検討した。その結果、孵卵 17 ⽇⽬の胚の

GLU 含量および 1g あたりの胚 GLU 濃度はともに⾮常に低く、孵卵 19 ⽇⽬ま

で有意に増加した。これは孵卵 17 ⽇⽬から 19 ⽇⽬にかけて糖新⽣により GLU

が蓄積されていると推察された。胚発⽣速度が異なるシチメンチョウの組織中

グリコーゲン濃度とは直接⽐較はできないが、孵化直前に急激な増加を⽰した

ことは⼀致した(John ら, 1988)。⼀⽅で各組織中の GLU 濃度は低い値を⽰し

たが、唯⼀⾼い濃度が認められた肝臓中 GLU 濃度は孵卵 17 ⽇⽬で胚の総量を

超え、孵卵 19 ⽇⽬に胚の総量の半分量を占めたが、胚の発⽣に伴い減少した。

肝 臓 で の 糖 新 ⽣ は 活 発 で あ る が ⾼ ⾎ 糖 を 維 持 す る た め 肝 臓 か ら ⾎ 液 中 に 運 ば

れていると考えられた。孵卵 17 ⽇⽬の肝臓の GLU 含量の超過は、試験２より

も試験３の⽅が 4g 重い種卵を⽤いたことと肝臓組織に⾎液が残留していたこ

とが原因ではないかと推測されるが、孵卵 17 ⽇⽬の胚 GLU 含量の⼤部分は肝

臓に存在すると考えられた。 
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試 験 ４ で 確 認 さ れ た 胸 腺 お よ び フ ァ ブ リ キ ウ ス 嚢 に お け る GLU 含 量 は

0.005 および 0.007mg であった。胸腺およびファブリキウス嚢における免疫細

胞 の 分 化 に は 、 GLU が 必 須 の エ ネ ル ギ ー 源 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る

(Shashidhara ら, 2007)が、GLU 濃度は低く GLUT-1 および GLUT-3 の mRNA

発現も低いことから、胚発⽣中は積極的な分化は⾏われていないと推察された。

脳での GLU は本試験では検出されなかったが、脳が脂肪酸由来のケトンを主

なエネルギー源として利⽤できることはよく知られている（LaManna ら, 2009）。

しかしながら、胚発⽣中の活動そのものも明らかでないことから、GLU はエネ

ルギー源としては利⽤されていないと考えられた。 

試験５での推定全⾎量から算出した⾎中総 GLU 含量は、胚総 GLU 含量を上

回り、これが組織中の GLU 濃度に影響を与えやすく、孵卵 19 ⽇⽬の GLU は

肝臓以外では胚に残存する⾎液に由来すると推察された。 

試験６、７では、AMP キナーゼの活性化を促進し、低⾎糖を引き起こす 2 型

糖 尿 病 の 経 ⼝ 薬 と し て の ビ グ ア ノ イ ド 剤 で あ る メ ト フ ォ ル ミ ン を ⽤ い て 胚 発

⽣時における⾎中 GLU 含量が制御されるか調べた。試験 5 での胚の⽣存率お

よ び 初 ⽣ ヒ ナ の 孵 化 率 は メ ト フ ォ ル ミ ン の ⾼ ⽤ 量 で 明 ら か な 低 下 が 確 認 さ れ

たが⽣理的限界を超えたためと考えられた。メトフォルミンによる AMP キナ

ーゼの活性化は、糖新⽣律速酵素である PEPCK の発現を抑制し糖新⽣を阻害

することが知られている。Ashwell と McMurty（2003）は、14 ⽇齢のブロイ

ラーヒナへの AMP キナーゼの投与が⾎中 GLU 含量を低下させたと報告した

が、試験６でのメトフォルミン in ovo 投与後に孵化した初⽣ヒナの⾎中 GLU

濃度に差は認められず、試験７で孵卵 19 ⽇⽬の胚 GLU 濃度に影響を与えなか

ったことから、胚の発⽣時期において⾎液から各組織への GLU の取り込みお

よび利⽤性は低いと推察された。AA から糖新⽣により合成された GLU は肝臓

に貯蔵されると同時にその⼤部分が⾎液中に存在すると推察され、メトフォル
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ミンによる⾎中 GLU 低減作⽤は認められなかったが、⾼⽤量で⽣存率および

孵 化 率 は 低 下 し た た め ⾼ ⾎ 糖 維 持 と 糖 新 ⽣ 制 御 が ニ ワ ト リ の ⽣ 命 維 持 に 重 要

である可能性が⽰唆された。糖新⽣がメトフォルミンによって⼀時的に抑制さ

れることは佐藤（2012）によって報告されていることから、動的適応によるフ

ィ ー ド バ ッ ク を 受 け て い る こ と で ⾎ 糖 値 は ほ と ん ど 影 響 を 受 け な い も の と 考

えられたが、ブロイラーでは動的適応がおこるような形質が⽋落してしまった

可能性も考えられる。 

これらのことから、肝臓および⾎液は主要な GLU 貯蔵器官、組織であると

ともに GLU 濃度は胚発⽣中には影響を受けず、アミノ酸からの糖新⽣による

GLU は孵化後に利⽤するためではないかと考えられ、異化作⽤につながる糖新

⽣は筋⾁タンパク分解亢進につながっていることから、ブロイラーの育種改良

に よ っ て 筋 ⾁ タ ン パ ク 分 解 抑 制 が 引 き 起 こ さ れ て い る の で は な い か と ⽰ 唆 さ

れた。 
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第Ⅳ章． ビタミン D3 がブロイラーの成⻑に及ぼす影響の検討 

 

1．緒⾔ 

 

ビタミン D3 (VD3)は、⼩腸におけるカルシウム吸収の促進(Bronner, 2003)、

カルシウムホメオスタシスの維持(DeLuca, 2004; Fleet, 2017; Soares, 1984)、

お よ び ⾻ 代 謝 に お け る ⾻ 芽 細 胞 の 増 殖 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て お り

(Bronner and Stein, 1995; Nordin, 2010)、⾻形成の観点から成⻑に影響を与え

る こ と が 報 告 さ れ て い る (Biely J and March BE, 1967; Saunders-Blades と

Korver, 2014)。さらに、それは免疫、代謝、種々の細胞の増殖および分化、ア

ポトーシスなどに関して多機能性であることが⽰唆されているが、成⻑を制御

す る た め の 他 の 組 織 に お け る 作 ⽤ 機 序 に つ い て は ほ と ん ど 知 ら れ て い な い 。

VD3 の代謝産物である 25-ヒドロキシコレカルシフェロール（25(OH)D3）の吸

収性と有効性は VD3 と異なるため、25(OH)D3 を利⽤して、動物飼育における

VD 源としての栄養供給が⼀般的になりつつある。これは従来から利⽤されて

いた内分泌的役割のカルシウム代謝を⽬的とした利⽤だけでなく、傍分泌的役

割である局所的な作⽤をもたらすことを期待されている。ワクチン希釈緩衝液

に溶解した 25(OH)D3 をブロイラー種卵に in ovo 投与した結果、孵化率の改善

が 確 認 さ れ た が 、 そ の 後 の 成 ⻑ に 及 ぼ す 影 響 は ⾒ ら れ な か っ た (Bello et al., 

2014)。さらに、25(OH)D3 は、VD3 から活性型ビタミン D3 とも呼ばれている

1,25(OH)2D3 までの VD の中間型である。したがって、Bello ら(2014)の結果

は、溶媒注⼊または VD の形態によって影響を受ける可能性があると考えられ

た。さらに、25(OH)D3 のブロイラー種鶏への飼料給与は、衛星細胞活性の発

達および⾻格筋の成⻑を改善した(Hutton ら、2014)。しかし、25(OH)D3 の VD

として出発物質である VD3 の効果は胚栄養では評価されていない。 
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そこで試験８では、各組織へのシグナル伝達や代謝機能への関連が⽰唆され

る VD の出発物質としての VD3 がどのように作⽤するのかを確認するために、

⼤⾖油を溶媒として VD3 の in ovo 投与がブロイラーの成⻑に与える影響につ

いて検討を⾏った。 
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2．材料と⽅法 

 

試験８ 

 

1)動物および試料の採取 

Ross 系ブロイラー種鶏の同じ種鶏群から 24 時間以内に産まれた卵 100 個を

種鶏農場（株式会社福島エンヤ, 福島）から⼊⼿し、温度 37.8℃および相対湿

度 60%以上で孵卵した。うち 60 個の種卵を孵卵 17 ⽇⽬にキャンドリングによ

り選択し、受精卵を各 20 個ずつ 3 区に分けた。孵卵 18 ⽇⽬に受精卵の卵殻の

鈍端側に滅菌消毒したニードルで⽳を開け、0.5mL の蒸留⽔(対照区)、0.5mL

の⼤⾖油(⼤⾖油区)、もしくは 60IU の VD3 を 0.5mL の⼤⾖油に溶解した溶液

(VD3 区)を in ovo 投与した。孵化時にヒナを雌雄判別し、体重を測定した。各

12 ⽻のヒナ(雌 6 ⽻、雄 6 ⽻)を平均体重が同じになるように 3 区に分け、市販

ブロイラー前期飼料(ME 3,100kcal/kg、CP 21%; ジョイスター、⽇本農産⼯業

株式会社, 神奈川)を 4 週間⾃由摂取、⾃由飲⽔させ、体重は 0、3、7、14、21、

28 ⽇齢時に測定、記録した。28 ⽇齢で頸椎脱⾅により安楽死させたのち肝臓

および浅胸筋を採取し、脛⾻の⻑さを測定した。肝臓でのインスリン様成⻑因

⼦-1（IGF-1, Insulin-like growth factor-1)および浅胸筋でのインスリン様成⻑

因⼦-1 受容体（IGF-1R, Insulin-like growth factor-1 receptor)の mRNA 発現を

測定した。 

 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」のもと実施

した。 

 

2)全 RNA 抽出 

肝 臓 お よ び 浅 胸 筋 中 の 組 織 50 〜 100mg を 1mL の TRIzolTM 試 薬
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(ThermoFisher SCIENTIFIC, USA)を⽤い、製造者の⼿順（ThermoFisher, 2016）

に従ってホモジナイズした。ホモジナイズした試料を 200μL のクロロホルム

と共に 10 分間インキュベートした後、試料を 15,000g で 30 分間、4℃で遠⼼

分離した。各サンプルの上清を新しいチューブに移し、500μL のイソプロピル

アルコールと混合した。5 分間インキュベートした後、サンプルを 4℃で 15,000g

で 10 分間遠⼼分離した。上清を除去し、RNA ペレットを 80%エタノールで⼀

度洗浄し⾵乾後、ジエチルピロカーボネート(DEPC)処理⽔ 20μL に溶解した。

RNA 量は、260nm での分光光度法により測定した。 

 

3)逆転写およびリアルタイム PCR 分析 

逆転写およびリアルタイム PCR を、Furuta ら(2009)の⽅法によって実施し

た 。 IGF-1、 IGF-1 受 容 体 、 お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-リ ン 酸 脱 ⽔ 素 酵 素

（ GAPDH ） の プ ラ イ マ ー ペ ア は 報 告 さ れ て い る (Table Ⅳ -1;Yun ら , 2005; 

Furuta ら, 2009)ものを使⽤した。 

 

4)統計 

得られた結果は SAS®ソフトウェア(SAS Institute, 2001)の⼀般線形モデルを

⽤いて、主効果として投与区間および雌雄間を⼆元配置分散分析によって解析

し、平均値間の差を Tukey の多重範囲検定を⽤いて解析し、統計的有意差を

P<0.05 とした。 
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3．結果 

 

本試験では、測定⽇における投与区の違いによる各体重の差は認められなか

った（TableⅣ-2）。孵化率は、対照区で 75%、⼤⾖油区および VD3 区の両⽅で

95%であった。 

28 ⽇齢時の脛⾻⻑は、投与区と雌雄間で交互作⽤が認められた(P<0.05)。

VD3 区 の 雌 雄 間 の 脛 ⾻ ⻑ と 雄 の VD3 区 と 対 照 区 で 有 意 な 差 が 認 め ら れ た

(P<0.05)が、⼤⾖油区との差は認められなかった（TableⅣ-3）。 

肝臓重量、浅胸筋重量は投与区、雌雄差の違いによる有意な差は認められな

かった（TableⅣ-4,5）。 

肝臓での IGF-1 の mRNA 発現レベルは、VD3 区で有意に⾼いことが認めら

れた(P<0.05)が、雌雄間の差は認められなかった（TableⅣ-4）。 

浅胸筋での IGF-1R の mRNA 発現レベルは、投与区と雌雄間の交互作⽤が認

められ(P<0.05)、雌の VD3 区と対照区および⼤⾖油区で有意な差が認められた

(P<0.05)が、雄では差は認められなかった（TableⅣ-5 )。 
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TableⅣ-3. Effects of composition of in ovo administration control, soybean oil, 

and vitamin D3 at Day 18 of incubation, and sex differences on tibia length in 

broilers at 28 days of age1. 

      Tibia length 

   (mm) 

Control Female  108.4 ± 1.4 ab 

 Male  102.2 ± 3.7 b 

Soybean oil Female   105.3 ± 3.6 ab 

 Male  106.5 ± 1.8 ab 

VD3 + oil Female  101.2 ± 4.3 b 

 Male  108.7 ± 2.6 a 

P< Treatments NS    

 Sex  NS    

 Interaction 0.05    

Values are means ± SE for 6 birds. 

a,bMeans in the same column with no common superscript differ significantly （P< 

0.05）. 
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4．考察 

 

本章では、投与区間において体重、肝臓重量および浅胸筋重量に有意な差は

認められなかったが、脛⾻⻑においては投与区と雌雄間で交互作⽤が確認され、

雄の VD3 区および⼤⾖油区と対照区の脛⾻⻑の差は、VD3 と⼤⾖油の併⽤によ

るものではないかと考えられた。この結果は、脛⾻⻑に対する VD3 単独の影響

であるのかどうかは明らかではないが、VD3 は⾻成⻑に影響を与える可能性が

あると報告されている（Edmund ら, 1983）。 

コマーシャル農場における雌の WS および WB 発症率が雄より低いもしくは

発症が遅いと⾔われているが、浅胸筋において筋細胞の増殖や分化に関わると

される IGF-1R の mRNA 発現レベルは VD3 区の雌でのみ増加が認められたこ

とから、雌における筋⾁代謝が健全である可能性が考えられた。⼀⽅、雄では

健 全 性 の ⽋ 落 に よ り 筋 ⾁ タ ン パ ク 質 分 解 の 抑 制 が 働 く の で は な い か と 考 え ら

れた。肝臓の IGF-1 の mRNA 発現レベルは VD3 区および⼤⾖油区で⾼い値を

⽰した。この肝臓の IGF-1 の mRNA 発現レベルの結果は、脛⾻⻑の結果と同

様の傾向が確認されことから、雄においてのみ成⻑が促進され、⾻伸⻑に影響

を与えるのではと考えられる。これらの結果は、VD3 の in ovo 投与が IGF-1R

の mRNA 発現に影響を与える⼀⽅で成⻑形質には現れない可能性が⽰された

た。VD3 の機能は多岐に渡り、これらの作⽤機序はまだ全てが明らかになって

いるわけではないが、ヒトにおいては⼥性ホルモンであるエストロゲンが⾻代

謝に関与することが報告されている(Cauley, 2015)。⿃類の雌においてもエス

ト ロ ゲ ン は カ ル シ ウ ム 代 謝 や 雌 ⿃ に 特 有 の ⾻ 髄 ⾻ の 産 ⽣ に 関 わ る こ と が 報 告

されていることから（Beck と Hansen, 2004）、雌雄差の原因としては性ステロ

イドホルモンが関与していると推察された。 

また、ビタミン D 受容体（VDR）は、全ての VD 機能に関与すると考えら
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れ、カルシウム代謝をつかさどる各器官、組織および下垂体、⽪膚、筋細胞、

リ ン パ 球 、 単 球 な ど 幅 広 く 存 在 し て い る 。 こ の 受 容 体 は 1,25(OH)2D3 、

25(OH)D3、VD3 によって制御されている(Darwish と DeLuca, 1993)が、その

調節機構の全ては明らかになっていない。VD3 はすでに産業界で幅広く利⽤さ

れてはいるが WS および WB の問題は解決されていない⼀⽅で VD の機能が筋

⾁ 代 謝 に 関 連 し て い る こ と は 本 研 究 の こ れ ま で の 結 果 で も ⽰ 唆 さ れ て い る こ

とから、全⾝代謝制御に関係する VD は VD3 ではない形態の可能性も考えられ

た。 
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第Ⅴ章．25-ヒドロキシコレカルシフェロールによる全⾝代謝制御系との関連性の検討 

 

1．緒⾔ 

  

前章においてビタミン D3（VD3）が胚およびブロイラーの成⻑に与える影響

を検討した。その結果、VD3 の in ovo 投与によって⾻代謝、筋⾁組織、および

成⻑に関わるインスリン様成⻑因⼦-1 受容体（IGF-１R）のｍRNA に影響を与

えたが、成⻑形質には現れない可能性が⽰唆された。VD3 は WS および WB の

問題が報告される前から産業利⽤されている。筋⾁代謝に VD が関与している

こ と は 本 研 究 の こ れ ま で の 試 験 の 結 果 か ら ⽰ さ れ て い る が 、 投 与 形 態 と し て

VD3 が適合しているかどうかはまだ不明である。25(OH)D3 は、VD3 と活性型

ビタミン D とも呼ばれる 1,25-ジヒドロキシビタミン D3（1,25(OH)2D3）との

代謝中間型の VD 形態である（FigureⅤ-1）。内分泌系機能である 25(OH)D3 が

カ ル シ ウ ム 代 謝 に 関 わ っ て い る こ と は 従 来 か ら よ く 知 ら れ て い る (Bronner, 

2003; DeLuca, 2004; Fleet, 2017; Soares, 1984; Bronner and Stein, 1995; 

Nordin, 2010)。25(OH)D3 を 1,25(OH)2D3 に代謝変換させる酵素である１-⽔

酸化酵素の mRNA は腎臓ばかりでなく、胸筋、腸、盲腸、胸腺の各器官にも存

在していることが報告されている(Shanmugasundaram と Selvaraj, 2012）。ま

た、Bello ら(2014)は、ワクチン希釈緩衝液に溶解させた 25-ヒドロキシビタミ

ン D3（25(OH)D3）が、孵化後の発育成績に悪影響を与えなかったことを報告

したが、⼀⽅で 25(OH)D3 投与における孵化率は、⽐較とする VD3 区よりも⾼

く孵化率を改善する可能性を報告した。また、Hutton ら(2014)は、25(OH)D3

の飼料給与によりブロイラーにおける胸⾁量が増加する原因として 25(OH)D3

が⾻格筋衛星細胞を刺激し浅胸筋の収縮に関わっていることを⽰した。哺乳類

では、視床下部において 1,25(OH)2D3 が肝臓の GLU ⽣産を抑制する働きがあ
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り、⾎中の GLU を減少させると報告されている（Sisley ら, 2016）。これらの

ことから、VD の機能はカルシウム代謝以外での成⻑能⼒に関わる全⾝代謝機

能に対して影響を与えるものと考えられる。しかしながら、初⽣段階での視床

下部における VD シグナル伝達に関する知⾒は限られている。⿃類では視床下

部 の 漏 ⽃ 核 お よ び 視 床 下 部 下 核 に お い て 異 化 作 ⽤ を ⾏ う プ ロ オ ピ オ メ ラ ノ コ

ルチン（POMC）および同化作⽤を⾏うアグーチ関連ペプチド（AgRP）、神経

ニューロン Y（NYP）が存在し、エネルギー代謝制御に重要な役割を持つと報

告されており（Bungo ら, 2000; Shiraishi ら, 2008）、Shiraishi ら（2011）の報

告 に よ れ ば ニ ワ ト リ の 脳 内 に イ ン ス リ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 異 化 作 ⽤ の

POMC のｍRNA 発現が増加することから、インスリンの作⽤を介した幼雛期

のエネルギー代謝調節に重要なシステムであることを⽰している。 

 そこで本章では、VD の全⾝代謝制御を調べるために視床下部でのメラノコ

ルチンシステムの POMC、AgRP、NYP の遺伝⼦発現を評価の因⼦とした。ま

た、現在産業利⽤可能な VD は VD3 と 25(OH)D3 の 2 種類あり、欧州では VD

においてはブロイラーで 5,000IU およびそのほかの家禽類が 3,000IU を上限と

し て 規 制 さ れ て い る た め （ European Union, 2017 ）、 こ れ を ベ ー ス と し て

25(OH)D3 の添加ガイドライン（DSM Nutritional Products, 2016）を組み合わ

せて VD の代謝段階における形態の違いと添加量が、投与時の⾎中濃度および

代謝制御機構に与える影響について検討した。 
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FigureⅤ-1. Vitamin D forms and metabolism. 
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2．材料と⽅法 

 

1)動物および試料の採取 

試験９では、Ross 系ブロイラー種鶏から産まれた 40 個の種卵を種鶏農場（株

式会社イシイ, 徳島）から⼊⼿し、種卵を温度 37.8℃および相対湿度 60%以上

で孵卵させ、孵化時にヒナの体重を測定したのち各 6 ⽻のヒナを平均体重が同

じになるように４区に分け、基礎飼料(ME 3,200kcal/kg、CP 20%; TableⅤ-1）

に、VD3 および 25(OH)D3 をそれぞれ 3,000IU/kg および 0μg/kg 、5,000IU/kg

および 0μg/kg 、3,000IU/kg および 69μg/kg 、5,000IU/kg および 69μg/kg 

の 4 区を基礎飼料に混合して給与した（TableⅤ-2）。飼料は 11 ⽇間⾃由摂取、

⾃由飲⽔させた。11 ⽇齢時に体重を測定し⾎液を採取したのち頚椎脱⾅にて安

楽死させた。採取した⾎液は、25(OH)D3 含量、GLU 含量、遊離脂肪酸含量、

カルシウム含量の分析⽤に保存した。肝臓、腎臓、浅胸筋、間脳を採取し、そ

れぞれの器官における VDR の mRNA 発現を測定し、間脳でのプロオピオメラ

ノコルチン(POMC; Pro-opiomelanocortin)、アグーチ関連ペプチド（AgRP：

Agouti Related Protein）、神経ペプチド Y（NPY; neuropeputide Y）、VDR のｍ

RNA 発現を測定した。 

試験１０では、Ross 系ブロイラー種鶏を⽤いて試験 9 と同条件で孵卵させ、

同飼養条件で 4 区に給与し、10 ⽇齢時にヒナを 16 時間の絶⾷処置を施し、そ

の後、各ヒナに 40mg に調整した GLU 溶液を経⼝投与して、絶⾷・⾃由飲⽔

させた。投与 0、15、30、60、120 および 180 分後に翼下静脈から⾎液を採取

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

を得て実施した（30S-25）。 
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2) 25(OH)D3 含量分析 

 採取した⾎液は 4℃、3,000g で 10 分間遠⼼分離したのち、上清を 25(OH)D3

分析⽤測定⽤試料とした。試料 10μL に 1ng/mL 25-OH ビタミン D3-d3 を含

むメタノール溶液を内部標準溶液として 90μL を添加し、Vortex mixer にて攪

拌した。それぞれの試料は 14,000g, 5 分間遠⼼分離したのち、上清を回収後、

⾼速液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS/MS;LCMS-8050 システム, 島津

製作所, 京都）を⽤いて分析した。LC-MS 分析条件は、TableⅤ-3 の通りであ

る。 

 

3) GLU・遊離脂肪酸含量・カルシウム含量分析 

採取した⾎液は 4℃、3,000g で 10 分間遠⼼分離したのち、上清を各測定⽤

試料とした。GLU 含量は、市販検査キット(グルコース CII-テストワコー, 富

⼠フィルム和光純薬株式会社, ⼤阪)を⽤いて分析した。遊離脂肪酸含量は、市

販検査キット（NEFA テストワコー, 富⼠フィルム和光純薬株式会社, ⼤阪)を

⽤いて分析した。カルシウム含量は、市販検査キット(カルシウム E-テストワ

コー, 富⼠フィルム和光純薬株式会社, ⼤阪)を⽤いて分析した。試験 10 では、

GLU 濃度を測定し、各時間における糖負荷後の⾎糖変化率および試験 180 分

間の総変化量（AUC：Area under the curve）も算出し、各区のインスリン感受

性について検討した。 

 

4)全 RNA 抽出 

肝臓、腎臓、浅胸筋、および間脳組織 50〜100mg を 1mL の TRIzolTM 試

薬 (ThermoFisher SCIENTIFIC, USA)を⽤いて、製造者の⼿順（ThermoFisher, 

2016）に従ってホモジナイズした。ホモジナイズした試料を 200μL のクロロ

ホルムと共に 25 分間インキュベートした後、試料を 15,000g で 30 分間、4℃
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で遠⼼分離した。各サンプルの上清を新しいチューブに移し、500μL のイソ

プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル と 混 合 し た 。 5 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 サ ン プ ル を 

4℃で 15,000g で 10 分間遠⼼分離した。上清を除去し、RNA ペレットを 80%

エ タ ノ ー ル で ⼀ 度 洗 浄 し ⾵ 乾 後 、 ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー ト (DEPC)処 理 ⽔ 

20μL に溶解した。RNA 量は、260nm での分光光度法により測定した。 

 

5)逆転写およびリアルタイム PCR 分析 

逆転写およびリアルタイム PCR を Furuta ら(2009)の⽅法によって実施し

た。POMC、AgRP、NPY、VDR のプライマーペアは TableⅤ-4 のものを使⽤

した。なお、分析で⽤いた内部標準遺伝⼦は試験 2 と同様 Ribosomal protein 

S17 とした。 

 

6)統計解析 

 得られた結果は SAS®ソフトウェア(SAS Institute, 2001)の⼀般線形モデルを

⽤いて、VD3 添加区間および 25OHD3 添加区間を⼆元配置分散分析によって解

析し、平均値間の差を Tukey の多重範囲検定を⽤いて解析した。相関分析は

Spearman の順位相関係数を⽤いて解析した。統計的有意差を P<0.05 とした。 
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Table Ⅴ-1. Composition of basal diet.  

Ingredient   (%)  

Corn  42.50  

Corn starch  13.00  

Soy bean meal  35.68  

Soy bean oil  4.18  

Calcium carbonate  1.19  

Tricalcium phosphate  1.90  

Choline chloride  0.05  

Sodium chloride  0.30  

Cellulose  0.50  

Amino acids  0.29  

Glucose  0.24  

Vitamin mineral premix   0.20  

 

 

58



TABLE Ⅴ-2. VD3 and 25(OH)D3 level in treatment groups. 
Treatment VD3 25(OH)D3

(IU) (μg/kg) 

A 3,000 0
B 5,000 0
C 3,000 69
D 5,000 69
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Table  Ⅴ-3. LC-MS analysis condition 

<分析条件 LC>        

カラム  ： YMC Triart (2.0mmI.D. x 50 mmL., 1.9μm） 

移動相 A  ： 精製⽔：メタノール：ギ酸=50:50:0.025 

移動相 B  ： メタノール 

B 濃度  ： 67%  

初期流速  ： 0.5 mL/min 

カラム温度  ： 40℃  

試料注⼊量  ： 10μL  
     

<分析条件 MS>     

イオン化モード  ： ESI positive 

ネブライザーガス流量 ： 3L/min.  

ヒーティングガス流量  ： 10L/min.  

ドライイング流量  ： 10L/min.  

インターフェース温度  ： 180℃  

DL 温度  ： 150℃  

ヒートブロック温度  ： 400℃  

CID ガス圧  ： 270kPa   
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TableⅤ-4. Gene-specific primers used quantitative RT-PCR analysis. 

Gene  primer sequence 

POMC Forward （5ʼ-3ʼ） AACAGCAAGTGCCAGGACC 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） ATCACGTACTTGCGGATGCT 

AgRP Forward （5ʼ-3ʼ） AGGCCAGACTTGGATCAGATG 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） ACTCCAGGAGGCGGACAC 

NPY Forward （5ʼ-3ʼ） GGCACTACATCAACCTCATC 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） CTGTGCTTTCCCTCAACAA 

VDR Forward （5ʼ-3ʼ） GAAAGTCATCGACACCCTCCTG 

 Reverse （5ʼ-3ʼ） TGCTGCTGAATTTGCTTCTCAC 
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3．結果 

 

 試験 9 における 11 ⽇齢までのブロイラーヒナの飼料摂取量、増体重、飼料

要求率に差は認められず、11 ⽇齢時の⽣体重および各器官重量に差は認められ

なかった（TableⅤ-5）。 

⾎中 25(OH)D3 含量は、A 区（3000:0）および D 区（5000:69）が B 区(5000:0)

および C 区（3000:69）よりも有意に⾼かった（P<0.05; FigureⅤ-2）。 

GLU 含量および遊離脂肪酸に差は認められなかった（FigureⅤ-3,4）。カルシウ

ム含量は、各投与区に差は認められなかったが、25(OH)D3 の添加量によって

有意な差が認められた（P<0.05; FigureⅤ-5）。 

肝臓、浅胸筋、間脳の VDR の mRNA 発現に差は認められなかったが(Table

Ⅴ-6,8,9)、腎臓の VDR の mRNA 発現では、25(OH)D3 が添加されていない VD3

区間で有意な差が認められ（P<0.05; TableⅤ-7）、25(OH)D3 が添加されてい

る VD3 区間では差が認められなかった。また、VD 間および投与種間における

交互作⽤が確認された（P<0.05; TableⅤ-7）。 

間脳の POMC の mRNA 発現は、25(OH)D3 が添加されていない VD3 区間で

有意な差が認められ（P<0.05; TableⅤ-10）、25(OH)D3 が添加されている VD3

区間では差が認められなかった。VD 間および投与種間における交互作⽤が確

認された（P<0.05; TableⅤ-10）。AgRP および NPY については VD 区間、添

加区間の差は認められなかった(TableⅤ-11, 12）。また、間脳の VDR と POMC

に相関が認められた（r=0.409, P<0.05; FigureⅤ-6）。 

 試験 10 で⾏った経⼝ブドウ糖負荷試験では、GLU 溶液を経⼝投与した 120

分経過後に C 区（3000:69）の⾎糖値は、A 区（3000:0）および D 区（5000:69）

より有意に低い値となったが（P<0.05; FigureⅤ-6）、経⼝投与後 180 分間の総

変化量は、投与区間に有意な差は認められなかった（FigureⅤ-7）。
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FigureⅤ-2. Plasma 25（OH）D3 level in broilers at 11 days of age. 

a,bLS Means in a bar chart with no common superscript differ significantly（P< 0.05）. 
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FigureⅤ-3. Plasma glucose level in broilers at 11 days of age. 
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 FigureⅤ-4. Plasma FFA level in broilers at 11 days of age. 
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FigureⅤ-5. Plasma calcium level in broilers at 11 days of age. 

a,bLS Means in a bar chart with no common superscript differ significantly（P< 0.05）. 
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TableⅤ-6. Effects of composition of VD3 and 25(OH)D3 feeding on VDR 

mRNA expression of liver in broilers at 11 days of age. 

  

VD3 

(IU) 

25(OH)D3 

(μg/kg) 

VDR mRNA expression 

A 3,000 0 0.017 ± 0.006  

B 5,000 0 0.032 ± 0.006  

C 3,000 69 0.030 ± 0.006  

D 5,000 69 0.017 ± 0.006  

P< VD3 NS    

 25(OH)D3  NS    

 Interaction NS    

Values are LS means ± SE for 6 birds. 

a,bLS Means in the same column with no common superscript differ 

significantly （P< 0.05）. 
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TableⅤ-7. Effects of composition of VD3 and 25(OH)D3 feeding on VDR 

mRNA expression of kidney in broilers at 11 days of age. 

  

VD3 

(IU) 

25(OH)D3 

(μg/kg) 

VDR mRNA expression 

A 3,000 0 0.66 ± 0.10 a 

B 5,000 0 1.06 ± 0.04 b 

C 3,000 69 0.81 ± 0.07 ab 

D 5,000 69 0.87 ± 0.10 ab 

P< VD3 0.05    

 25(OH)D3  NS    

 Interaction 0.05    

Values are LS means ± SE for 6 birds. 

a,bLS Means in the same column with no common superscript differ 

significantly （P< 0.05）. 
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TableⅤ-8. Effects of composition of VD3 and 25(OH)D3 feeding on VDR 

mRNA expression of pectoral major muscle in broilers at 11 days of age. 

  

VD3 

(IU) 

25(OH)D3 

(μg/kg) 

VDR mRNA expression 

A 3,000 0 0.017 ± 0.004  

B 5,000 0 0.012 ± 0.004  

C 3,000 69 0.015 ± 0.004  

D 5,000 69 0.016 ± 0.004  

P< VD3 NS    

 25(OH)D3  NS    

 Interaction NS    

Values are LS means ± SE for 6 birds. 

a,bLS means in the same column with no common superscript differ 

significantly （P< 0.05）. 
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TableⅤ-9. Effects of composition of VD3 and 25(OH)D3 feeding on VDR 

mRNA expression of diencephalon in broilers at 11 days of age. 

  

VD3 

(IU) 

25(OH)D3 

(μg/kg) 

VDR mRNA expression 

A 3,000 0 0.038 ± 0.001  

B 5,000 0 0.052 ± 0.002  

C 3,000 69 0.048 ± 0.005  

D 5,000 69 0.052 ± 0.005  

P< VD3 0.05    

 25(OH)D3  NS    

 Interaction NS    

Values are LS means ± SE for 6 birds. 

a,bLS means in the same column with no common superscript differ 

significantly （P< 0.05）. 
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TableⅤ -10.  Effects of composition of VD3 and 25(OH)D3 feeding on 

POMC mRNA expression of diencephalon in broilers at 11 days of age. 

  

VD3 

(IU) 

25(OH)D3 

(μg/kg) 

POMC 

 mRNA expression 

A 3,000 0 10.84 ± 0.67 a 

B 5,000 0 18.42 ± 2.54 b 

C 3,000 69 15.26 ± 1.17 ab 

D 5,000 69 14.13 ± 0.93 ab 

P< VD3 0.05    

 25(OH)D3  NS    

 Interaction 0.05    

Values are LS means ± SE for 6 birds. 

a,bLS means in the same column with no common superscript differ 

significantly （P< 0.05）. 
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TableⅤ -11.  Effects of composition of VD3 and 25(OH)D3 feeding on 

AgRP mRNA expression of diencephalon in broilers at 11 days of age. 

  

VD3 

(IU) 

25(OH)D3 

(μg/kg) 

AgRP  

mRNA expression 

A 3,000 0 147.7 ± 4.4  

B 5,000 0 157.9 ± 8.5  

C 3,000 69 147.7 ± 4.4  

D 5,000 69 144.9 ± 5.4  

P< VD3 NS    

 25(OH)D3  NS    

 Interaction NS    

Values are LS means ± SE for 6 birds. 

a,bLS means in the same column with no common superscript differ 

significantly （P< 0.05）. 
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TableⅤ-12. Effects of composition of VD3 and 25(OH)D3 feeding on 

NPY mRNA expression of diencephalon in broilers at 11 days of age. 

  

VD3 

(IU) 

25(OH)D3 

(μg/kg) 

NPY  

mRNA expression 

A 3,000 0 64.79 ± 8.68  

B 5,000 0 72.49 ± 15.55  

C 3,000 69 78.20 ± 17.36  

D 5,000 69 56.88 ± 9.39  

P< VD3 NS    

 25(OH)D3  NS    

 Interaction NS    

Values are LS means ± SE for 6 birds. 

a,bLS means in the same column with no common superscript differ 

significantly （P< 0.05）. 
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FigureⅤ -6. Correlation analysis between Diencephalon VDR and POMC in broiler at 11days of age. 
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FigureⅤ-7. Area unit curve of blood glucose concentration for 180 minutes 

after oral glucose administration in broilers at 11 days of age. 
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4．考察 

 VD の形態や添加量の違いによる成⻑への影響は試験９および 10 では認め

られなかったが、⾎液中のカルシウム濃度は 25(OH)D3 の存在下で増加したこ

とは、従来から報告されている内分泌的な作⽤として 25(OH)D3 がカルシウム

濃度制御を⾏っているためと推察された。⾎中 GLU 濃度は、投与区間に差は

認められず、⾼⾎糖状態を維持するニワトリ種が持つ特異的⽣理作⽤のためで

はないか、そして⾎中脂肪酸濃度は VD による影響は受けないものと考えられ

た。 

腎臓での VDR の mRNA 発現は、VD3 のみの添加区（A,B 区）では有意な差

が認められたが（P<0.05）、25(OH)D3 を組み合わせた区（C,D 区）では有意差

はなくなった。このことは、25(OH)D3 が⾎液から腎臓で恒常性を保っている

ためではないかと推察され、それにより 1,25(OH)2D3 の分泌量を制御する⽬的

があるのではないかと考えた。腎臓での発現結果と類似した結果が間脳での異

化作⽤に関わる POMC の mRNA でも観察され、VD3 のみの添加区（A,B 区）

では有意な差が認められたが（P<0.05）、25(OH)D3 を組み合わせた区（C,D 区）

では有意差は認められなかった。このことは、25(OH)D3 が存在することによ

り POMC の恒常性に影響を与えているのではないかと考えられた。VDR は、

末梢器官だけでなく脳にも存在し、VD 形態の中で最も VDR と親和性が⾼いと

される 1,25(OH)2D3 がインスリン感受性に影響を与え、摂⾷制御に関連する可

能性が報告されていることから、エネルギー代謝制御を担うメラノコルチンペ

プチドである POMC の制御においても 25(OH)D3 が影響を与えていることが

⽰され、全⾝的な代謝制御系機構に関与している可能性が⽰された。⼀⽅で、

同化亢進を担う AgRP および NPY においては VD3 および 25(OH)D3 の添加に

よる影響が認められなかったこと、VDR は異化作⽤に傾いていると考えられて

いることから、同化亢進には影響が少ないのではないかと考えられた。 
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また試験 10 の糖負荷試験により、GLU 経⼝投与 120 分後の⾎糖変化率は、C

区において有意な低下を⽰したことや（P<0.05）、有意な差は認められなかっ

たが 180 分間の総変化量で C 区が低い傾向があることから 25(OH)D3 の存在

によってインスリン感受性が⾼まることが⽰唆された。糖負荷試験の結果は⾎

中 25(OH)D3 の結果と類似していた。A 区と C 区を⽐較すると C 区に低下が

認められるが、制御機能と同時に局所組織での VD 利⽤のために 25(OH)D3 が

利⽤されているためではないかと推察した。D 区の値は増加しているがこれは

利⽤されてもまだ⼗分なレベルがあるのか、もしくは利⽤されていないのかど

うかは今後の検討が必要である。肝臓での VDR の mRNA 発現に差は認められ

なかったが、⾎中 25(OH)D3 の結果と相反していることから、肝臓で VD3 が必

要とされている場合に VDR の mRNA 発現が⾼い⽅向へ動き、⾎中の 25(OH)D3

が減少するのではないかと考えられた。 

 以上の結果より、25(OH)D3 の存在によって POMC の変動が確認されたこと

は糖代謝を制御していた可能性も考えられ、糖負荷によって VD バランスによ

る⾎糖調節機能が起きたのではないかとも考えられた。VD3 の形態では VDR

の親和性が 25(OH)D3 よりも低いと報告されていることからも VD の機能とし

ては 25(OH)D3 で評価するべきではないかと推察された。 
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第Ⅵ章． 総括 

 

世界⼈⼝の増加に伴い、⾷糧供給に対する将来的な確保が課題となっている。

⾷ 糧 需 要 が ⾼ ま る 中 で 動 物 性 た ん ぱ く 質 の ⽣ 産 も 増 加 す る に つ れ て 飼 料 効 率

が⾼く飼育期間が短い鶏⾁の⽣産需要は増加しており、過去 10 年での世界⽣

産量も 47%増加して安価で栄養価の⾼い鶏⾁に注⽬が上がっている。近代ブロ

イラーは、⽇本国内での⼀般的な出荷体重 3kg まで 45-50 ⽇と飼育期間も短く、

飼料要求率も在来種よりも優れている。ブロイラーの育種改良も他の動物種と

⽐較して更新が早く、より成⻑が早く正⾁量が多くとれるブロイラーが求めら

れており、育種改良を重ねることによって近年では特に胸⾁量の増加が顕著で

ある（Zuidhof ら, 2014）。 

育 種 改 良 が 進 ん で い く ⼀ ⽅ で 鶏 ⾁ 品 質 に 関 す る 問 題 も 取 り 上 げ ら れ て き て

おり、従来では認められなかった筋線維間に認められる⽩⾊の線状組織が浅胸

筋で観察され、まれに⼤腿部でも観察される White striping（WS）と呼ばれる

筋変性や、浅胸筋が硬化して部分的に内出⾎が認められる Wooden breast (も

しくは Woody breast; WB)と呼ばれる筋変性が⽇本を含めた世界各地で取り上

げられている。軽度の WS については鶏⾁品質的には⼤きな影響もなく⼀般的

に流通されているが、重度の WS や WB については品質的なダウングレードや

廃棄対象となることがあり、経済的な損失としても影響を与えている。これら

の筋変性については、産卵鶏や飼育期間が⻑い在来種ではこれまで報告されて

いないため、近代ブロイラー特有の育種、飼養、および栄養との関連があるの

ではないかと考えられる。 

WS および WS の筋変性は、これまで取り上げられてきたセレン⽋乏やビタ

ミ ン E ⽋ 乏 に 伴 う 筋 線 維 の 壊 死 を 引 き 起 こ す 栄 養 性 筋 症 （ Nutritional 

myopathy）ではないかとも考えられた。しかしながら、正⾁保存時のドリップ
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ロスを防ぐためにビタミン E は⾼添加されているのが⼀般的であるために現代

の栄養管理では考えにくく、Kuttappan ら（2012）が実施したビタミン E 給与

試験でも改善は⾒られなかったこと、Otsu ら（2017）の病理学的診断でも浅胸

筋 の 筋 変 性 と 栄 養 性 筋 症 の 病 変 は ⼀ 致 し な い こ と か ら も 筋 組 織 へ の 栄 養 ⽋ 乏

によるものではないことが⽰唆された。Soglia ら(2016)は WS および WB を同

時 発 症 し て い る 個 体 の 浅 胸 筋 の 組 織 学 的 診 断 で は 筋 線 維 数 が 減 っ て お り 線 維

サイズも⼤きくばらついていることを報告しているが、筋線維数は胚の成⻑段

階 で 増 加 し 、 孵 化 時 点 で 筋 線 維 数 は 固 定 さ れ 維 持 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る

（Remington ら, 1994）。ビタミン D3(VD3)の代謝産物である 25-ヒドロキシコ

レカルシフェロール（25(OH)D3）は、孵卵期間のニワトリ胚における⾻格筋発

達 や 筋 ⾁ タ ン パ ク 質 合 成 お よ び 筋 線 維 の 増 殖 に 関 わ る 衛 星 細 胞 を 刺 激 す る こ

とが報告されている（Hutton ら, 2014）。これらのことから、WS と WB の筋変

性に関連して筋線維数が変動したとするならば、孵化前の胚の成⻑段階で影響

を受けている可能性が考えられる。⼀⽅で、ニワトリ胚の発⽣で促進される糖

新⽣は、筋⾁タンパク質分解を促進し、得られたアミノ酸を肝臓で GLU に代

謝変換することでエネルギー源として利⽤する異化亢進を⾏う。初⽣ヒナの成

⻑には筋⾁タンパク質分解抑制が必要なため、ここで代謝的⽭盾が⽣じてしま

うが、同化亢進により筋⾁タンパク質分解を抑制することで成⻑を促進させて

いる可能性がある。この糖新⽣の同化、異化の制御の役割を⾏うインスリンは

⾎中 GLU 濃度に依存して合成分泌されるが、⾎中 GLU の制御が同化亢進によ

るブロイラーの成⻑に影響を与えると推察される。 

本研究は、近代ブロイラーの新たな筋変性問題へ取り組むために、育種改良

に よ る 筋 ⾁ タ ン パ ク 質 分 解 抑 制 の 促 進 が 本 来 の 異 化 作 ⽤ を ⾏ う ニ ワ ト リ に 代

謝⽣理的な⽭盾が⽣じているのではないか、またカルシウム代謝および⾻格形

成に関わる内分泌機能だけでなく、各組織のシグナル伝達に関与するビタミン
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D が筋⾁代謝に関係しているのではないかという２つの仮説を⽴て探究するこ

ととした。 

まず第Ⅱ章では、WS および WB の筋変性について、産業現場で実際どのよ

うな問題が起こっているかを確認するために、発症・未発症個体の成⻑成績⽐

較、⾁眼的観察を実施し⽣化学的評価を⾏った。成⻑成績では、出荷⽇齢時で

の⽣体重や各器官の重量に有意な差は認められなかったが、このことは、成⻑

が 早 く 出 荷 体 重 が 重 い 成 ⻑ 成 績 の 優 れ た 近 代 ブ ロ イ ラ ー に 影 響 が 出 て い る と

⾔われていることからも WS および WB が⽣体重や各器官重量に影響を与えて

いないことは⼀致していた。⼀⽅で、外⾒の⾁眼的観察では WB 発症個体にお

け る 浅 胸 筋 の 硬 化 に よ り 翼 の 可 動 域 は 明 ら か に 限 定 的 で 未 発 症 区 と 異 な っ て

いた。WS 発症個体については浅胸筋の硬直は認められないので外⾒上の違い

は認められなかったが、浅胸筋の発症部分の⾁眼的観察では筋線維の⽅向に沿

って脂肪組織が⽩線状に存在していた。これはブロイラーの成⻑スピードに伴

う浅胸筋の成⻑により筋線維の発達のための酸素供給が追いつかず、代謝不順

により線維が壊死してしまう可能性が考えられ、壊死した線維の間に脂肪およ

びコラーゲンの結合組織が⼊り込んだのではと推察された。細胞増殖および分

化、そしてコラーゲン形成にも関わるとされる TGF-βや DCN の mRNA の発

現 量 は 強 い 正 の 相 関 が 認 め ら れ た こ と か ら 筋 変 性 の 発 症 に 関 連 し て い る 可 能

性が考えられ、TGF-βと VDR の相関関係も認められたことから VD が WS お

よび WB の発症を検討するうえでの因⼦の１つになるものと考えられた。また

胚 発 ⽣ に お け る 異 化 作 ⽤ と 育 種 改 良 に よ る 同 化 作 ⽤ の 代 謝 ⽭ 盾 に よ り 筋 ⾁ 分

解が起きている可能性も考えられた。 

そのため、仮説に⽴てた孵化前後における糖新⽣の特異性を検討した第Ⅲ章

では、糖新⽣阻害剤であるメトフォルミンを投与したことによる⾎中 GLU 濃

度に変動は⾒られず、ニワトリに特異的な⾼⾎糖を維持していたが、過去の報
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告 に よ る と メ ト フ ォ ル ミ ン 投 与 に よ る 糖 新 ⽣ 抑 制 は ⼀ 時 的 に ⾏ わ れ て い た 可

能性は考えられたが、⾼⾎糖維持がニワトリの⽣命維持に重要であるためフィ

ードバックにより糖新⽣制御が働いたと考えられた。また、ブロイラーの育種

は 筋 ⾁ タ ン パ ク 質 分 解 を 抑 制 す る こ と で 筋 ⾁ を 成 ⻑ さ せ て き た が こ の 異 化 抑

制 に 対 す る 強 い フ ィ ー ド バ ッ ク に よ り 異 化 作 ⽤ で あ る 筋 ⾁ タ ン パ ク 質 分 解 が

促進されるものと考えられた。 

２つ⽬の仮説に取り組んだ第Ⅳ章では、⾻格筋発達や筋線維の増殖と肥⼤に

関わる 25(OH)D3 の出発物質である VD3 の in ovo 投与による孵化後の成⻑に

与える影響について調べることを⽬的として、Ross 系ブロイラー種鶏の種卵を

⽤いて孵化させ、蒸留⽔、⼤⾖油、VD3+⼤⾖油の 3 区を孵卵 18 ⽇⽬に in ovo

投与し、孵化後の成⻑と 28 ⽇齢時の脛⾻⻑、成⻑や発達を促進するインスリ

ン様成⻑因⼦-1（IGF-1）およびインスリン様成⻑因⼦-1 受容体（IGF-1R）の

mRNA 発現量を測定した。28 ⽇齢までの体重に明らかな違いは認められなか

ったが、脛⾻⻑は VD3 区の雌雄間、雄のみの VD3 区と蒸留⽔区で有意な差が認

められた（P<0.05）。肝臓中 IGF-1 の mRNA 発現量は VD3 区で⾼い値を⽰し

たことから、雄においてのみ成⻑が促進され⾻の成⻑に影響を与えることが⽰

唆されたが、成⻑の指標となる浅胸筋における IGF-1R の mRNA 発現量は、

VD3 区の雌のみで有意な増加が認められたことから、VD3 の in ovo 投与が IGF-

1R の mRNA に影響を与える⼀⽅で成⻑形質には現れない可能性が⽰された。

特 に 雌 鶏 に 特 有 の カ ル シ ウ ム 代 謝 に 必 要 な ⾻ 髄 ⾻ の 産 ⽣ は エ ス ト ロ ゲ ン に よ

って制御されており、雌雄差の原因としては性ステロイドホルモンが関与して

いると推察された。またⅣ章の結果から浅胸筋 IGF-1R の mRNA 発現において

VD3 区の雌でのみ差が認められたことは産業界で WS および WB の発症が雄と

⽐ 較 し て 発 症 率 が 低 い ま た 発 症 時 期 が 遅 い と の 声 も あ る こ と か ら 雌 で は 筋 発

達における健全性が保たれている可能性が考えられ、雄ではこの健全性が⽋落
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す る こ と に よ り 筋 ⾁ タ ン パ ク 質 分 解 抑 制 が 促 進 さ れ る 可 能 性 も 考 え ら れ た 。

VD の 機 能 は 主 に カ ル シ ウ ム 代 謝 を 制 御 す る 内 分 泌 系 と ビ タ ミ ン D 受 容 体

（VDR）を中⼼として下垂体、⽪膚、筋細胞、リンパ球、単球に存在し機能す

る傍分泌系に分けられ、1,25(OH)2D3、25(OH)D3、VD3 によって調節されてい

るが、そのメカニズムはまだ明らかにされていない。Ⅳ章で得られた結果は、

形態の異なる VD 間の交互作⽤に関係しているのではないかと推察した。 

そこで第Ⅴ章では、Ⅳ章の結果を元に VD の形態の違いが全⾝代謝制御系に

及ぼす影響を検討する⽬的で 11 ⽇齢時まで成⻑と⾎中 25(OH)D3 含量、VDR

の mRNA 発 現 お よ び メ ラ ノ コ ル チ ン 系 の mRNA 発 現 を 測 定 し た 。 ⾎ 中

25(OH)D3 含量、肝臓での VDR の mRNA、腎臓での VDR の mRNA、そして

摂⾷抑制に関わる POMC の mRNA 発現において 25(OH)D3 の存在下で動きが

あったことから、胚発⽣から初⽣ヒナの異化亢進および同化亢進にともなう代

謝変化に対して 25(OH)D3 は糖代謝の制御に関連していた可能性が考えられた。

また、糖負荷試験においては、25(OH)D3 の存在下でインスリン感受性が⾼ま

る可能性が⽰されたことから VD バランスによる⾎糖調節が起きたものと考え

られた。このことは⾎中 25(OH)D3 でも類似した傾向が⾒られ 25(OH)D3 の存

在が調節機能を働かせているかもしくは VD３ と⽐較し効率よく局所組織に利

⽤させているのではないかと推察された。 

以上、本研究では⾻格筋の形成維持が VDR の減少と⽐例して低下すること

から、VD が関与する⾻格筋の維持に対して分解に傾いて起きていること、ブ

ロ イ ラ ー が 孵 化 前 後 に 異 化 を ⾏ い な が ら 糖 新 ⽣ を ⾏ っ た 後 に 同 化 に 切 り 替 わ

り、糖新⽣の阻害が⽣育の妨げになること、代謝制御中枢機能において VDR が

飼料中 VD3 および 25(OH)D3 に依存して変化することから⾻格筋形成維持に

VD が深く関わっていることを⽰した。また、VD の形態として VD3 と⽐較し

て 25(OH)D3 が⾻代謝に関わるカルシウム制御ばかりでなく、25(OH)D3 の存
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在下で⾎液中の VD の制御およびインスリン感受性に関わり、1,25(OH)2D3 の

制御の役割も担っていることからも VD3 ではなく 25(OH)D3 の必要性が⽰さ

れた。よって、初期の糖新⽣制御と 25(OH)D3 を利⽤した異化制御が WS よび

WB のような筋変性を制御する可能性があるのでないかと⽰唆された（Figure

Ⅵ-1）。 

今後、WS/WB の筋変性に関わる遺伝⼦発現の網羅的解析を進めていくこと

で、これまで明らかではなかった筋⾁形成維持の機序と初期栄養特性と VD3 の

関与が明らかにされれば、WS および WB に対する解決策を⾒出すことにつな

がると考えられた。 
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Figure Ⅵ -1.  Summary of study of early nutritional factors associated with 

metabolism disorders in modern broilers.  
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本 農 産 ⼯ 業 株 式 会 社  研 究 開 発 セ ン タ ー  ⽯ 井 俊 ⾏ 様 に ⼼ よ り 御 礼 申 し 上 げ ま

す。

本研究の各試験を遂⾏するにあたり、尽⼒いただき研究補助をしてくださっ

た⻘⽊孝明⽒、⾚坂優⾥奈⽒をはじめとする動物⽣産化学教室室員諸⽒に深く

感謝いたします。

ま た 、 本 研 究 の 遂 ⾏ に 助 ⾔ を 賜 り ま し た DSM Nutritional Products Asia

Pacific 社 Dr. Thau Kiong Chung ならびに Dr. Fidelis Fru-Nji、本研究遂⾏へ

の協⼒を賜りました DSM 株式会社 アニマルニュートリション本部諸⽒に厚

く御礼申し上げます。

最後に、本研究の遂⾏への理解と⽀えてくれた家族に感謝いたします。
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