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要 約

牛に飼料とともに鮭皮由来コラーゲンペプチド (MCP)を8週間摂取させ，前肢蹄冠の背側，外側，指聞の真皮を解

析した.MCP群の背側と外側の蹄冠皮膚は真皮の厚さ，線維芽細胞数，コラーゲン細線維の直径が増加，上昇した.

MCP群の指問真皮の線維芽細胞数は増加したが，厚さは低下し，コラーゲン細線維直径は減少した.線維径を調整す

るデルマタン硫酸とV型コラーゲンはMCP群のすべての部位で増加し，特に指問での増加が顕著であった.結合組織

の強さの指数MADは背側と外側で増加したが指聞では減少した.MCP投与による指間真皮のユニークな応答は細い

コラーゲン細線維を集めて柔軟な結合組織を形成し，着地時の衝撃を緩衝するためと考察した.MCPは線維芽細胞に

作用し蹄冠の各部位に即した太さのコラーゲン細線維を産生させ，真皮構造を強化する効果があると考えられた.

一一一キーワード:コラーゲン，牛，真皮，蹄冠，鮭皮由来コラーゲンペプチド.

われわれはこれまでに，コラーゲンペプチドが家畜

(兎や豚)の結合組織の損傷部位の治癒を促進すること

や，結合組織の組成を変化させ強靭化することを明らか

にしてきた [1，2].現在，市場で流通しているコラーゲ

ンペプチドのおもな供給源は，牛や豚，鶏など家畜の皮

膚(真皮)，臆，骨および鶏冠であるが，牛海綿状脳症

の日本国内での発生を端緒とした牛由来原料の使用制限

や，食品に対する消費者の安全性意識の高まりなどか

ら，人との聞に共通感染症の報告がない魚類由来のコラ

ーゲンが栄養補助食品として注目されつつある.これま

で加工時に排出される鮭皮は，産業廃棄物として処理さ

れるのみであった.しかし，最近になって鮭皮からのコ

ラーゲン抽出精製方法が開発 [3J，商品化されたことも

あり，将来，鮭皮が天然由来の安全かっ安定的なコラー

ゲン供給源候補となることが期待される.

牛の蹄病は蹄骨の蹄床への沈下よって発症するが，こ

の沈下を防止しているのが懸架装置と呼ばれるコラーゲ

ン線維をおもに構成される蹄冠周囲の結合組織である

[4J. これまで，われわれの報告に加えて複数の研究で

コラーゲンペプチドが生体結合組織へ広汎な生理活性を

有していることが明らかにされてきた [1，2，5， 6J. コ
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ラーゲン分子に最も多く含まれる，プロリン ヒドロキ

シプロリンから構成されるジペプチドには線維芽細胞の

増殖性を濃度依存性に増加させる機能がある [7J. ま

た，プロリン含有ペプチドには，ルーメン内微生物によ

る分解や変性を受けにくい特性があることも報告されて

いる [8J.そして，牛を含む反努動物のアミノ酸および

ペプチドの消化・吸収の場が，前胃ではなく下部消化管

である可能性が示唆されている [9-12J. これらのこと

から，牛へ経口投与されたコラーゲンペプチドが，下部

消化管で吸収されたのち，蹄冠周囲の真皮線維芽細胞の

増殖とコラーゲン産生を促進させ，結果として組織の強

靭化ができると予見できる.

しかし，これまで牛に対してコラーゲンペプチドを投

与した報告はみあたらない.そこで本研究では，コラー

ゲンペプチドによる蹄病の発生予防を視野に入れた予備

的研究として，鮭皮膚由来コラーゲンペプチド(マリン

コラーゲンペプチド:MCP)の生体への効果を確認す

ることを目的とし， 8週間にわたり牛にMCPを経口的

に摂取させ，蹄冠周囲の皮膚真皮組織に惹起される変化

を形態学的，生化学的に明らかにした.

↑連絡責任者:保坂善真(鳥取大学農学部獣医学科獣医解剖学教室)

干680-8553 鳥取市iliJlJl.!町南4-101 fi・FAX0857-31-5572 E-mail: y目hosa@muses.tottori-u.ac.jp
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表1 真皮屑の!早さおよび線維芽細胞数

対I!在1洋

背{則 外叙IJ

主主皮胞の厚さ (mm) 2.0土0.1 1.7士0.1

線維}J::'紺I!l包数 (ceIls/mm2) 342.5土24.2 507.5土48.7

*対!照llfと上ヒ'Ji交してP<0.05

指|潟

3.0:t 0.1 

480.0 :t 50.8 

背側

MCPllf会

外1l11J t~1羽

2.5 :t 0.1 * 2.2 :t 0.1 * 2.7 :t 0.1 * 

507.5土42.3* 612.5土48.9* 735.0:t 31.7ネ

?三'f nllJ 外 ll!1J 指r.Jl

対日百ilf MCP君l' 対照iif MCPllf 対照1洋 MCP1Ti下

関 1，'f1H1J，外側および指聞の皮腐のヘマトキシリン・エオジン染色像(上段)および免疫
総織化学で検出した線高:jfr芽続I1JI包(下段).表皮層の基音11より，毛包(*)の恭底までを

真皮!百の厚さ (d) として計iJ!IJした.MCP群では背nm，外側で真皮!替の摩さが増した
が，指問での浮さは逆に減少した.真皮下1:1に含まれる線維芽細胞はいずれの部位も

MCP 群で増加しており特に指l/iJでの増加が著しい.

材料および方法

本研究は酪農学割大学動物倫理実験規定に従い，鮪農

学極!大学動物実験委員会の承認を得た上で、行った.

供使動物:2歳齢の雌ホルスタイン4li.i'lを， 2liJiずつ2

lf下に分類し，それぞれを対照群と MCP群とした.各個

体の飲水および飼料摂淑は自由に行わせた.実験期間は

8遊間とし，期間中の飼料は対照群には乾草のみを，

MCP 群には乾草に加え体重lkgあたり 0.2gのMCP

(分子量1.5kDa，Jl二原水産鮒，北海道)を添加したもの

を与えた.なお，本実験で用いたMCPは淡黄色から虫

色で無味無臭の粉末であり， JI荷乳類由来のコラーゲンペ

プチドと比較して水への溶解性が高いこと，粘性が低い

こと，そして腸での吸収が速いなどの特徴がある.実験

期間中は定期的に摂食量および体重を測定した.実験期

間終了後にキシラジンおよびネンブタールによってj架麻

酔後，放血殺した.その後，前)J支締冠部を剃毛し蹄冠の

外1l!1J，背1l!1Jおよび指rf日から真皮を採取した.採取組織は
三分割し，二つは組織学的検索のためにブアン液および

3%グルタールアルデヒド中で閤定し，残りの組織は液

体窒素で凍結後グリコサミノグリカン (GAG)および

コラーゲン組成のf9Tf.析のために使用までマイナス 80度

で保存した.

真皮の厚さおよび線維芽細胞数の計測:ブアン液で固

定した組織は定法に従い脱水透徹後，パラフインに包捜

し6μmの切片を作成した.切片は脱パラフイン処理後

ヘマトキシリン・エオジン染色した.真皮の!事さは表皮

膚の恭底線より毛包の基部までとした.また，真皮中の

線車，jfr芽細胞数は，向細胞のマーカーであるprolyl-4-hy-

droxylase (s) に対するウサギ抗血清(第一ファイン

ケミカル(械，富山)を用いて免疫組織化学によって検出

後，一定凶積1:1:1の陽性細胞数を計測した.なお，真皮の

!享さ，線維芽細胞数ともに， 1サンプルにつき各10枚の

切片標本を作成後，切!十襟本1枚あたり 3カ所を無作為
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君主2 コラーゲン紺i線維の各指標

対I!制作 MCP訴

?年仮u 外側 指間 背倶IJ 外領u 指問

コラーゲン制fJ対ttの直径(nm) 83.0:t 0.3 80.9:t 0.2 97.0土0.2 91.5士0.3* 87.1:t 0.3 * 93.7:t 0.3 * 
コラーゲン紛i線維の本数(!μm2) 85.0土4.2 85.6 :t4.5 82.5:t 3.2 87.5土4.3 88.7土5.1 89.9土4.7
CFI (%) 59.3:t 1.5 66.2土1.6 72.6:t 0.9 67.6土1.5端 67.4土1.9 64.6土1.0*
MAD 97.1 94.2 111.2 107.1 103.3 109.4 

*対照群と比較してP<0.05

対日間下 MCPTt'f 

背

仮l

外

1ftlJ 

己

回

目

司

ふ
寸
J

日
HB

関2 背側，外側および指問の真皮コラーゲン組l線維の透

過型電子顕微鏡像.MCPl洋では各部位とも単位面積

あたりのコラーゲン議11線維の本数に変化は認めなかっ

たが，部iげ;!'Httの直径は，背11mおよび外倶IJで増加し，指

摘jでは減少した.

に選び，合計30カ所の値を各サンプルの計測値とし，

その平均を求めた.

透過型電子顕微鏡 (TEM)観察:組織を5mmに細切

してグルタールアルデヒドで路定し，さらに1%四酸化

オスミウムで後国定し，定法に従い樹脂に包樫後，超薄

切片(厚さ1l0nm) を作成後，電子染色を施してTEM

でコラーゲン細線維の断面を観察した. 1，000本のコラ

ーゲン細線維の誼径をiJ!lJ定しコラーゲン細線維の斑径平

均 (nm)および単位面積あたりの本数(本/μm2) を求

めた.得られた値より以下の指数 mass.‘average

diameter (MAD) ， collagen fibril index (CFI)を算

出した.得られたデータを一元配置分散分析後，

Scheffe法で多重比較を行った.なおMADはコラーゲ

ン組織の強さを表す指標で

N 
L: ll;di 

MAD=三こと一一
Nη  

エll;di

(n; :コラーゲン細線級の本数，djコラーゲン車111線維

の直筏)

で表される.この債が大きくなるにしたがい組織の強

靭性が増加する.また， CFIは組織断面中に占めるコラ

ーゲン細線維の割合(%)を示す [13J.

GAGの解析:微量分離定量法にしたがい， GAGを抽

出し，酢酸アセテート膜を用いた二次元電気泳動法で

GAGの分離と定量を行った.

コラーゲン分子種の解析 Sykesら[l4Jの方法に

したがい，コラーゲンを抽出しSDS-PAGEによってコ

ラーゲン分子を分離後 1 型コラーゲンに対する服~お

よびV現コラーゲンの割合を算出した.

成 績

fA:使動物の体重は，実験期間中は増加し続けたが給与

飼料の違いによる差はなかった.また，採取したいずれ

の組織にも肉眼的に病理学的な変性は観察されなかった

(成績は米掲載).MCP 群は対照群と比較して背1&1]およ

び外仮1]の真皮の厚さが増加したが，逆に指開の真皮は厚

さが減少し，いずれの部位も群間で有意な違いがあっ

た.MCP群の線維芽細胞の数は背側，外側および指開

3部位すべてで対照群より増加し， it下関で有意差を認め

た.特に羽CP群の指間の線維芽綿胞数は対照1洋の約

1.7倍に増加した(図1，表1).

コラーゲン細線維の直径は対照群では指開で最大の値

を示したが， MCP群内の3部位の値はいずれも約90nm

の近似した値を示した.すなわち背側および外側では車

径が場加し，逆に指聞では減少した.同様の変化の傾向

(MCP群において， 1i直が背側・外倶IJでは増加，指関では

減少)はCFIおよびMADで認められた.コラーゲン細

線維の単位前積あたりの本数は，いずれの部位でも増加

したが，若手間で、の有意差はなかった(図2，表2). 
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表3 GAGの割合

対照群 MCP群

背側 外側 E止問 背側 外債IJ E止問

DS: HS 58.2 : 41.8 64.5: 35.5 53.7 : 46.3 62.5: 37.5 71.5: 28.5 81.4 : 18.6 

表4 コラーゲン種の割合

対照群

背側 外側

I型コラーゲンに対する割合(%)

αl(ill)1α2( I) 32.0 35.5 
αl(V)1α2(1) 12.8 9.9 

検出したGAGのおもな構成はすべてでデルマタン硫

酸 (DS)およびヒアルロン酸 (HA)であり，他の結合

組織中に見いだされるコンドロイチン硫酸は検出できな

かった(表3).いずれの部位でも対照群との比較で，割

合がDSでは増加し， HAは減少した.特にMCP群の指

間では，他の2部位と比較して， DSの割合の増加が顕

著であった.

またコラーゲンのおもな分子種はすべてでI型， !ll型

およびV型コラーゲンであった. 1型コラーゲンに対す

るE型およびV型コラーゲンの割合を求めたところ，!ll

型/1型の割合 [αI(班)/α2(1) Jは同群内での部位

聞の比較で際だ、った違いがなかったことから，コラーゲ

ン細線維の形態形成に及ぼす影響は少ないと判断した

(表4).いっぽう， V型/1型の割合 [α1(V)/α2 (1)J 

では，対照群の背側，外側，指聞が百分率(%)で12.8，

9.9， 5.1であり， MCP群は同じく 14.3，14.3， 21.2で

あり，指聞の値が他の部位よりも，対照群では低伎を

MCP群では高値を示した.また群聞の比較でも指聞が

高い値を示した(表4).

考 察

MCP群ではすべての部位で線維芽細胞数が増加し，

真皮層の厚さが増加した.また単位面積あたりのコラー

ゲン細線維の本数も増加した.コラーゲンペプチドには

細胞増殖促進作用やコラーゲン細線維の産生増強機能が

経口的投与実験によって確認されている[1， 2J. MCP 

群の背但ijおよび外側でコラーゲン細線維の直径が有意に

増加したが，これらの部位(背側，外側)ではMCPに

含まれる因子が真皮中の線維芽細胞の増殖を促し，コラ

ーゲンの産生を克進させたことによって，組織全体での

真皮の厚さが増加した可能性が考えられる.またIwai

ら口1]は，経口的摂取したコラーゲンペプチド由来の

オリゴペプチドが血清中に移行することを報告している

ことから，本研究でも経口的にMCPが血清中に移行し

コラーゲンペプチド種特異的に，線維芽細胞の増殖やコ

MCP群

指問 背倶IJ 外側 指問

27.5 18.6 14.7 16.6 

5.1 14.3 14.3 21.2 

ラーゲン線維の形成に影響を及ぼした可能性を考慮でき

る.

投与したMCPの生体内での吸収部位として，牛を含

む反努動物では前胃および下部消化管(空腸および回

腸)が候補として考えられる.MCPはプロリンならび

にヒドロキシプロリンを15mol%含み，これらはコラー

ゲン分子の主たる構成アミノ酸である.飼料に含まれる

アミノ酸の消化率を明らかにした過去の実験では，プロ

リンおよびプロリン含有ペプチドは，前胃でのルーメン

内微生物の消化作用をほとんど受けずにバイパスし

[8-10J，下部消化管で消化・吸収される [9，10J. ま

た，反努動物の前胃上皮細胞は能動的ペプチド輸送を行

わないとの報告もある [12J.加えて，腸管ペプチドト

ランスポーターPepTlの牛消化管での発現は，空腸お

よび回腸が最も強く，前胃での発現は微弱である[15J.

これらの報告は，本実験で投与したMCPがおもに下部

消化管から消化・吸収された可能性を示唆するものであ

る.ただ，本研究は現象の記述が中心であり，現時点で

は反努動物でのMCPの腸管からの取込み機構，その後

の生体内での動態，線維芽細胞への作用機構などについ

ては不明のままであるので今後さらに詳細な検討が必要

である.

興味深いことに， MCP群の指間真皮の形態学的な解

析結果は他の2部位とは異なる傾向を示した.すなわ

ち， MCP群の指聞で増加したのは線維芽細胞数のみで

あり，コラーゲン細線維の直径，真皮層の厚さ，コラー

ゲン細線維の直径， CFIやMADは総じて減少した.こ

のことは指間真皮の線維芽細胞のMCPに対する応答が

背側や外側の皮膚線維芽細胞とは異なることを示唆す

る.

結合組織の強靭さを表すMADは，コラーゲン細線維

の直径が規定しているが，本成績ではMCP群のMAD

は背側および外側で上昇し逆に指聞では減少した.

GAGの相対量は， MCP群のいずれの部位でも DSが増

加し， HAが減少した.コラーゲン分子種の解析ではV
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型コラーゲンの割合の増加はいずれの部位でも認められ

たが，とりわけ指間での増加が目立っていた.結合組織

のDSプロテオグリカンであるデコリンは，コラーゲン

線維聞に存在して，線維に伸張性を，結合組織に対圧性

を付与する一方で、，コラーゲン細線維の形成速度や直径

調節に抑制的に働く [15-17]. また， V型コラーゲン分

子はI型コラーゲンの表面に付着してコラーゲン細線維

の直径増加を抑制している [18，19J. よって，指間での

MADの減少は， DSおよびV型コラーゲンの増加によ

ってコラーゲン細線維直径が減少したために誘導された

と考えられた.

馬の臆骨付着部のように可動性が小さく固定が必要な

部位では，コラーゲン細線維の直径が大きく，逆に筋臆

接合部のような可動性が大きく柔軟性を必要とする部位

では小さな直径のコラーゲン細線維が形成される [20J.

指聞は蹄冠部の背側や外側と比較して，着地時の高い体

重負荷を受けるため組織全体が伸張しやすく可動性が大

きい.よってMCP投与による指聞のユニークな組織応

答は，細いコラーゲン細線維を集めて軟らかい結合組織

を形成し，着地時の衝撃を緩衝するためかもしれない.

結論として，鮭皮由来のコラーゲンペプチドが従来の

コラーゲンペプチドと同様に蹄冠周囲の結合組織構造を

強化する機能を持つ可能性が示唆された.また，蹄冠真

皮の線維芽細胞はMCPに応答し，部位ごとの機能に即

した太さのコラーゲン細線維を産生した可能性が考えら

れた.MCPの経口投与は蹄冠真皮の部位ごとの機能を

維持しながら結合組織の構造を強化する効果がある可能

性が示唆された.今後は本研究成績の信頼度を上げるた

めに，より多くの個体での検証を行いMCPの最適投与

量や期間を設定するとともに， MCPがどのように下部

消化管から吸収され，利用されるかについて明らかにす

る必要がある.

最後に，本実験を遂行するに当たり， MCPを分与いただい

た井原水産株式会社に深謝する.
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A Preliminary Study of the Administrative Effect of Collagen Peptides Derived 

from Salmon Skin on Dermis Around Bovine Hooves 

Yoshinao HOSAKA *↑， Chihiro GOTOH， Kei ABE， Aya NAGAYASU， Hiromi UEDA 

and Kazushige TAKEHANA 

* Department 01 Veterinary Anatomy， Faculty 01 Agriculture， Tottori Universi砂，4-101 
Koyama-Minami， Tottori， 680-8553 Japan 

SUMMARY 

This study aims to c1arify whether collagen peptide derived from salmon skin (MCP; marine collagen pep-
tide) can affect the strength of bovine hoof connective tissue. MCP was administered orally to two adult cows 

at 0.2 g/kg bodyweight for eight weeks. Then， connective tissue from three regions-dorsal， lateral and palmar 
aspect-of each fore-hoof was collected for the histological and biochemical investigations. The thickness of the 

dermis， number of fibroblasts， and diameter and density of collagen fibrils in thedorsal and lateral aspects in 
the MCP group significantly increased as compared with the control group. 1n the palmer aspect， the number 
of fibroblasts in the MCP group increased. Thickness of dermis， and diameter and density of collagen fibri1s 

decreased. Moreover， increase in relative ratios of dermatan sulfate and type V collagen， which regulated fib-
ri1 assembly， was also observed in this hoof region. Long-term MCP ingestion could increase the mass-aver-
age diameter (MAD) and strength index of connective tissue in the dorsal and lateral regions， but decrease the 

MAD in the palmer region. MCP may have potential for strengthening the connective tissue structure for main-

taining the integrity and function of the dermis and dermal extracellular matrix in all hoof regions. 

一一-Key words : collagen， cow， dermis， hoof， salmon skin-derived collagen peptide. 
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