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培養骨格筋細胞を用いた家禽の暑熱ストレス発生機序の解明

一活性酸素の過剰産生が体タンパク質分解元進に及ぼす影響ー

喜久里基・吉田隼巳・古川恭平・神園巴美・豊水正昭

(東北大学大学院農学研究科動物栄養生化学分野)

1 .緒論

暑熱環境下における肉用鶏の生産性低下は

古くからの問題であり、近年激化の様相を示す

夏季の暑熱によって肉用鶏産業が大きな損失

を被ることは想像に難くない。それゆえに、暑

熱時に発生する肉用鶏生産の量的・質的な低下

を改善する生産技術体系の確立は重要な課題

である。

暑熱ストレスによる生産性の低下を真に改

善するためには、肉用鶏が暑熱下でどのような

生理反応・生体応答を示しているのか、その全

貌を明らかにすることが肝要である。これまで

の研究において、暑熱環境下では熱放散促進の

ための浅速呼吸にともなう呼吸性アルカロー

シスの発症 1)、甲状腺ホノレモンの低下・コルチ

コステロンの増加にともなう体タンパク質分

解充進 2，3)、腸管微繊毛の損傷・免疫応答の変

化 4，5) ならびにミトコンドリア活性酸素

(reactive oxygen species、ROS) の過剰産生

による酸化ストレス 6，7)が生じることが明らか

にされている。このため、呼吸性アルカローシ

ス発症を抑制するための重曹(重炭酸ナトリワ

ム)の給与 1)や、酸化ストレス発生抑制のため

のビタミン Cやビタミン E、ポリフェノール類、

電解還元水といった抗酸化物質の給与 8-10)によ

る暑熱ストレス緩和の有効性が調べられてき

ている。しかしながら、これらはいずれも暑熱

時の生産性を真に改善するまでには至ってお

らず、暑熱時の生体応答の一部改善を目的とし

た対策としては十分ではない。

上述したとおり暑熱ストレスによって誘導

される生体反応は様々であるが、これら反応の

相互連関や機序に着目した研究は少ない。単独

の反応と捉えていた暑熱ストレス時の各応答

にも関連性があるとするならば、その中枢因子

を見極め、これを制御することで暑熱ストレス

のより完全な低減が実現できると考えられる。

最近のライフサイエンス研究の進展より、 ROS

は細胞内シグPナル伝達におけるセカンドメッ

センジャーとして機能し、細胞内レドックス応

答などの様々な細胞応答を惹起することが明

らかにされている 11)0 ROSは過剰に発生すると

その高い反応性ゆえに脂質、タンパク質、核酸

といった生体分子を無差別に傷害するが、その

一方で、シグナル分子中のCysなどの特定のアミ

ノ酸を修飾しその後の細胞内シグ、ナル伝達を

活性化することで、酸化ストレスのフィードパ

ック制御や酸化損傷分子の除去などの細胞内

自浄作用を誘導する働きもあると考えられて

いる。

本研究では、暑熱感作にともなう IROSの過

剰産生」と「体タンパク質分解」の関連性に着

目した(図1)。暑熱下において過剰産生される

ROSがタンパク質分解システムの尤進に関与す

ることを実証できれば、抗酸化物質などの投与

による酸化ストレス抑制が暑熱ストレスの低

減に有効であることを科学的に再確認でき、タ

ンパク質分解抑制作用がある機能性資材の投

与が不必要であるとの提言ができる。こうした

相互に関連する生体応答を鶏まるごとの個体

を用いた invivo実験で検証していくことは

極めて難しいが、培養細胞を用いて生体条件を

Proceedings of Japanese Society for Animal Nutrition and Metabolism 58(2): 53・63，2014.
In vitro studies investigating a possible mechanism by which heat司inducedreactive oxygen species (ROS) 
down-regulates the protein contents in skeletal muscle ofbroilers chickens 
Motoi Kikusato， Hayami Yoshida， Kyohei Furukawa， Tomomi Kamizono， and Toyomizu Masaaki 
(Animal Nu仕ition，Life Science Lab.， Graduate School of Agricultural Science， Tohoku University) 
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模した invitro実験モデルを構築で、きれば、

組織・細胞レベルでの暑熱時の生体応答の相互

連関性を追究することが可能となる。すでに、

ガンや腫蕩細胞における研究では培養細胞を

用いた実験が盛んに行われており、その知見と

モデ、ノレ動物のそれをクロストークさせること

でその代謝メカニズムの全貌を解き明かして

いる。すでに、暑熱ストレス研究においても、

鶏初代培養骨格筋細胞を高温培養した

Nakashimaら (2004)の報告をはじめ、鶏以外

にも敗血症や過剰炎症応答時の体温上昇を模

した高温培養などの研究例が多数報告されて

し、る 3，12，13)。

本研究では暑熱ストレス時に生じるROSの過

剰産生ならびに体タンパク質分解の充進の関

連性について鶏初代骨格筋培養細胞を用いて

検証した。すなわち、まず高温培養時の骨格筋

細胞におけるROS産生応答ならびにタンパク質

量の変化を調べた後、続いて抗酸化剤添加時に

おけるタンパク質量の回復効果ならびにタン

パク質分解システムの一つであるユピキチン

プロテアソーム系システム関連遺伝子発現応

答を詳細に調べた。本稿では、高温培養した鶏

骨格筋培養細胞では、ミトコンドリア ROS(ス

ーパーオキシド産生)がユピキチンプロテアソ

ーム系タンパク質分解システムを充進し、細胞

タンパク質量の低下をもたらすことを報告す

る。

高温感作
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図 I 酸化ストレスと細胞タンパク質量の低下

2. 材料と方法

2-1)ニワトリ初代骨格筋培養細胞の調製およ

び高温培養手順

0日齢肉用鶏(♂、 Ross)の浅胸筋より抽出

した筋芽細胞を培養し、各試験に供試した。ま

ず、断頭屠殺した鶏より採取した浅胸筋を 10免

ペニシリン+ストレプトマイシン (PS)溶液に

浸した後、眼科用ハサミを用いてペースト状に

なるまでミンシングした。これをコラゲナー

ゼ-ディスパーゼからなる酵素溶液内で 15-20

分間撹枠・消化し細胞浮遊液を得た。浮遊液を

遠心分離(1，300rpm、5min) し、得られた細

胞ベレットに 1.5%PS、10九ウシ胎児血清 (FBS)

を含む DMEM+M199(4: 1、v/v)培養培地を適

量添加した後、 Differentialadhesion法を用

いて筋芽細胞を濃縮した。トリパンブルーによ

る細胞数の計測後、Type-1コラーゲンでコーテ

イングされた 90φディッシュに播種し、上記

培地を用いて筋細胞を 370C・同CO2条件下で約

48 h培養した(前培養)。増殖した筋芽細胞に

2. 5出トリプシン溶液を添加して細胞を剥離し

た後、遠心分離 (1，300rpm、5min)を行い、

再度細胞ベレットを得た。この細胞を試験に応

じて 35φ ・60φディッシュ、あるいは 24ウェ

ノレ・ 6ウェノレブρレートに 45，000cells/cm2とな

るよう播種し、前培養と同様の環境下で80-90九

サブコンフノレエントに達するまで培養した。初

生鶏は松本鶏園(蔵王、宮城)より入手し、全

ての実験動物取扱いは東北大学動物実験専門

委員会の承認を得て実施した。

上記操作により得られた骨格筋培養細胞は

無血清培地に置換した後、 410C・5九CO2となるよ

う設定したインキュベーターで 1-6h培養し、

細胞内ROS産生量、カルボニル化タンパク質量、

遺伝子発現量の測定に供試した(詳細は後述)。

また、各試験において脱共役剤

2，4-dinitrophenol (DNP、50μM)およびNADPH

オキシダーゼ(NOX4 )阻害剤

diphenyleneiodonium (DPI、1μM)を細胞内

ROS産生量測定の際のハンクス平衡塩溶液

(HBSS)に添加し、スーパーオキシド特異的捕
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捉剤 4-hydroxy-TEMPO(Tmp、5mM)は高温培養

1 h前に添加した。また、プロテアソーム特異

的阻害剤 ProteasomeInhibi tor 1 (20州、Merck、

持539160)は無血清培地に添加し 6h高温培養

した。

2-2)細胞内 ROS産生量およびミトコンドリア

スーパーオキシド産生量の測定

細胞内 ROS 産生量は 5-(and-6)-

chloromethyl-2'，7'-dichlorodihydrofluores 

cein diacetate， acetyl ester (CM-HzDCFDA、

Life Technologies 、C6827)、ミトコンドリア

スーパーオキシド ("Oz-)産生量はMitoSOX™ Red 

reagent (Life Technologies、M36008)を用い

た蛍光強度測定により、それぞれ定量した。

CM-HzDCFDAはスーパーオキシドを除いた、過酸

化水素 (HzOz)、ヒドロキシラジカル ("OH)、ヒ

ドロベルオキシラジカル (HOO')、ペノレオキシナ

イトライト (ONOO・)といった細胞内で発生する

主要な ROSと反応し、細胞内エステラーゼによ

りアセチノレ基が切断され蛍光を発する。本試験

においては、培養培地を 5μMCM-HzDCFDAを含

むハンクス平衡塩溶液 (HBSS) に置換した後、

対照区は 37.C、高温培養区は 41.Cに設定した

蛍光マイクロプレートリーダーを用いて、 30

minのインキュベートの間における λEx/λEm

二 485nm/535 nmの蛍光強度を測定した。また、

細胞内ミトコンドリアスーパーオキシド産生

量を測定するため、 MitoSOX™ Red reagentを

HBSSに5μMとなるよう添加し、 λEx/λEm= 

510 nm/580 nmの蛍光強度を同様に測定した。

いずれの測定においても、測定後の各ウェルの

タンパク質量を bicinchoninicacid (micro 

BCA)法で測定し、細胞タンパク質μg当たりの

値に補正した。

2-3)力ルボニル化タンパク質量の測定

細胞カルボニル化タンパク質含量は

Dalle-Donne ら (2003)の方法に基づき、

dinitrophenylhydrazine (DNPH)を用いたウエ

スタンプロット法により定量した凶。 DNPHが

カノレボニノレ基に特異的に結合する性質を利用

し、本試験では抗DNPH抗体を用いて DNPH結合

タンパク質を特異的に検出した。高温感作後の

培養細胞を 50mMジチオスレイトールを含む

SDSサンブρルバッファーで回収した後、超音波

破砕・沸騰湯浴内における SDS化を行い

SDS-PAGE を行った。 Polyvinylidene 

difluoride (PVDF)膜に転写後、抗 DNPH抗体

(Sigma-Aldrich、D9656) を添加し検出した。

検出後、 PVDF膜は CoomassieG-250染色液

(GelCode Blue Stain Reagent、ThermoFisher 

Scientific枠24590)で染色した後、可視画像

を撮影し、各レーンの総バンド強度の値からパ

ックグラウンドの値を差し引き、アプライした

サンフ。ルの正味総タンパク質量(相対値)を求

めた。この値を用いて、抗 DNPH抗体で検出さ

れた各レーンの総バンド強度を補正した。

2-4)リアルタイムRT-PCR法による遺伝子発現

解析

高温培養時の骨格筋培養細胞の遺伝子発現

応答を解析するため、培養細胞の RNAを抽出し

た後 cDNAを合成し、リアノレタイム RT-PCRを行

った。細胞中の RNAはTRlzol/クロロホルムを

用いて抽出した後、逆転写酵素 (M-MLV)およ

び Oligo(dT)プライマー+ランダムプライマ

ー (99: 1)を用いて cDNAを合成した。リアル

タイム RT-PCR法では、目的遺伝子として aVlan

uncouplingprotein(avUCP:センス 5'-ACT CTG 

TGA AGC AGC TCT ACA CC-3'、アンチセンス 5'

-ATG TAC CGC GTC TTC ACC ACA TC-3'、GenBank

accession No. NM_204107.1)、hemeoxygenase-1 

(H01 :センス 5'-GGT CCC GAA TGA ATG CCC 

TTG-3'、アンチセンス 5'-ACC GTT CTC CTG GCT 

CTT GG-3'、NM_205344.1 )、 NADPHoxidase 

(NOX4 :センス 5'-GCT CTG GCA AGA GAA TCG 

AC-3'、アンチセンス 5'-TGC TTG GTC CAC AAC 

AGA AA-3'、NM_00ll01829.1)、Atrogin-1(セ

ンス 5'一CCAACA ACC CAG AGA CCT GT-3'、ア

ンチセンス 5'-GGA GCT TCA CAC GAA CAT GA-3'、

NM_001030956. 1)、MuRF1(センス 5'一TGTCTA 

CGG GCT GCA GAG GAA-3'、アンチセンス 5'-ATG 

TAC CGC GTC TTC ACC ACA TC-3'、NM_204107.1) 

ならびに内部標準遺伝子として 18sribosomal 
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RNA (18s rRNA :センス 5'一TAGATA ACC TCG AGC 

CGA TCG-3'、アンチセンス 5'-GGT GCT CCC CCT 

TCT TGA GT-3'、XM_424369.2) の発現量を測定

した。

2-5)統計解析

いずれの試験においても測定結果は means土

SE (平均値土標準誤差)で表し、対照区ならび

に高温培養区の 2区間の比較では Student' s 

t-test を、 DNP などの添加試験では

Tukey-Kramer testを用いて統計解析を行った。

また、いずれの統計解析においても有意差の関

値はo.05以下とした。

高温措養

(((((((( 

ミトコンドリア 細胞質

DNP 

州cp" NOX4 官博DPI
l (ROS産生部位〉 一

V 
ミトコンドリア HO-l .. 
膜電位の上昇 (抗酸化関連勝素)T

V 

スーパーオキシド ...... 

産生 ・
... 

ROS産生量の増加

図2 高温培養時における ROS産生とこれに対

する各阻害剤効果

3.結果

3-1)高温感作時における鶏骨格筋培養細胞の

ROS産生量とタンパク質量の変化

本試験では、まず高温感作が鶏骨格筋培養細

胞の ROS産生量、タンパク質量、カルボニル化

タンパク質含量に及ぼす影響を調べた。細胞内

で発生する主要な ROS(H202、・OH、HOO、ONOO.)

を検出する蛍光フ。ロープ CM-H2DCADAを用いて

細胞内 ROS産生量を調べた結果、 4(Cで 6h高

温培養した細胞内のROS産生量は37
0

C培養区の

それに比べ有意に増加した一方で、タンパク質

量は有意に低下することが示された。また、高

温培養にともないカノレボニル化タンパク質含

量も有意に増加したことから、培養細胞におい

ても高温環境はROS産生量を増加させ酸化スト

レスを誘導することが示された。

次に、高温感作時における細胞内 ROS産生増

加メカニズ、ムを明らかにするため、 ROS産生に

関与する遺伝子発現応答を解析した。これまで

の invivo試験で報告されている avUCPmRNA 

発現の低下 15) が本試験の高温培養細胞におい

ても認められた (pくO.05)。この結果より、

暑熱感作鶏と同様に培養細胞においても、

avUCP発現量の低下がミトコンドリア膜電位上

昇をもたらした結果ROS産生量を誘導した可能

性が考えられた(図 2)。さらに、細胞質におけ

る ROS発生源である NOX4の発現応答の解析結

果から、そのmRNA発現も有意に増加しており、

ミトコンドリアのみならず細胞質における ROS

産生量も増加している可能性が示唆された。ま

た、抗酸化活性を有するピリベノレジン(へム生

分解産物)生成に関与する酵素 HO-1のmRNA発

現が有意に低下していたことから、高温培養細

胞では抗酸化防御機構が低下し、これも ROS産

生量の上昇に関係している可能性が示された

(図 2)。

ここで想定されたメカニズムを検証するた

め、ミトコンドリア膜電位を低下させ ROS産生

を低下させる脱共役剤 DNPならびに NOX4の阻

害剤 DPIをそれぞれ培養細胞に添加した結果、

高温培養にともなう ROS産生量の増加はDPI添

加によりわずかに抑制され、 DNP添加により有

意に抑制された(図 2)。このように高温培養時

の細胞内ROS産生量はミトコンドリア由来であ

る可能性が推察されたことから、MitoSOX™ を用

いてミトコンドリアで主に産生されるスーパ

ーオキシドの検出 (2-2を参照)を試みた結果、

ミトコンドリアスーパーオキシド産生量は高

温培養にともない有意に増加していることが

示された。以上の結果より、高温感作にともな

う細胞内ROS産生量の増加にはミトコンドリア
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ROS産生量の増加が大きく関与していることが

示された(図 2)。

3-2)スーパーオキシド捕捉剤は高温培養にと

もなう ROS産生量増加のみならずタンパク質量

低下も抑制する

3-1)より高温培養時ではROS産生量が増加す

ると同時にタンパク質量も低下していたこと

から、本試験ではタンパク質量の低下が ROS産

生抑制によって緩和できるか否かを検討した。

ミトコンドリアにおける ROS産生は主に電子伝

達鎖複合体 1(NADH:ユビキノンレダクターゼ)

および複合体 III(ユピキノール:シトクロム

cレダクターゼ)で発生するスーパーオキシド

に端を発している。それゆえに、ミトコンドリ

アROS産生を効率的に抑制するためにはスーパ

ーオキシドを特異的に捕捉する抗酸化剤の添

加が有効である。そこで、同作用を有する Tmp

を添加した結果、 6hの4fc高温培養にともな

うROS産生量の増加が有意に抑制されると同時

に、タンパク質量の低下も有意に抑制された。

したがって、高温培養にともなう骨格筋培養細

胞のROS産生増加はタンパク質量低下において

重要な役割を担っている可能性が示された。

また、高温培養時に mRNA発現量が変化した

avUCP、HO-1およびNOX4に対する Tmpの影響も

調べた結果、高温培養時にともなう avUCPの低

下は抑制されなかったが、HO-1の低下ならびに

NOX4の上昇は Tmpによって有意に抑制された。

これらの結果は、高温培養時において増加した

スーパーオキシドがHO-1とNOX4の両遺伝子の

負の変化を誘導していることを示唆する。

3-3)高温培養時の細胞タンパク質量低下にお

けるユビキチンプロテアソーム系タンパク質

分解システムの関与

細胞内にはいくつかのタンパク質分解シス

テムがあり、オートファゴソームなどを形成し

た後に標的タンパク質をカテプシンなどによ

って分解するリソソーム系、また標的タンパク

質をユピキチン化して酵素複合体であるプロ

テアソームでATP依存的に分解するユピキチン

プロテアソーム系が挙げられる。これまでの in

vitro研究において、高温培養した鶏骨格筋細

胞ではプロテアソーム活性が増加することが

報告されている 16)。このため、まず本試験では

高温培養時の細胞タンパク質量低下における

ユピキチンプロテアソーム系タンパク質分解

システムの関与を検証した。 4fc高温培養開始

と同時にプロテアソーム特異的阻害剤

Proteasome Inhibi tor 1を添加した結果、培養

6 h後の細胞タンパク質量の低下が有意に抑制

され、その量は37
0

C培養区と同じレベルにまで

回復した。これらの結果より、本試験における

高温培養でもユピキチンプロテアソーム系タ

ンパク質分解システムの充進がタンパク質量

の低下に深く関わっていることが示された。

Nakashimaら (2004)は、高温培養 6h後に

比べ 24h後における細胞タンパク質量はさら

に低下し、タンパク質量が高温培養時間依存的

に低下していることを報告している 16)。そこで

本試験では、タンパク質量ならびにユビキチン

プロテアソーム系関連遺伝子の経時的変化を

調べた。 4fcの高温培養 1h後において、細胞

タンパク質量は低下しなかったが、培養 3h後

では有意に低下し、この低下は高温培養 6h時

の低下と同程度であった。さらに、ユピキチン

プロテアソーム系関連遺伝子のうち、標的タン

パク質のユピキチン化を担うユピキチン転移

酵素 (E3)である Atrogin-1および MuRF-1の

mRNA発現変化を調べた結果、 Atrogin-1はすで

に高温培養 1h後において著しい発現上昇が認

められた一方で、その発現量は培養時間経過と

ともに徐々に低下し、培養 3h後では37
0

C培養

区と同様のレベル、さらに培養 6h後では 37
0

C

培養区より有意に低い値を示した(図 3A)。ま

た、 MuRF-1のmRNA発現量も Atrogin-1と同様

に37
0

C培養区と比較して、高温培養 1h後では

有意に上昇していた一方で、培養 3h後ではや

や高いレベル、さらに培養 6h後では同じ発現

レベルまで戻ることが示された。これに対して、

細胞内タンパク質分解系の一つであるカルパ

イン系の遺伝子 (μ カノレパイン)の経時的発

現を調べた結果、培養 1，3， 6 hいずれの時間
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においても高温培養にともなう変化は認めら

れなかった(図 3A)。これらの結果より、ユピ

キチンプロテアソーム系の充進は高温培養の

早期段階に生じている可能性が示された。

3-4) ミトコンドリアスーパーオキシド産生は

高温培養時のユピキチンプロテアソーム系シ

ステムを冗進させる

高温培養にともなうタンパク質分解にROS特

にスーパーオキシドの産生が関与しているな

らば、高温培養時におけるユピキチンプロテア

ソーム系関連遺伝子とスーパーオキシド産生

量にもパラレルな時系列変化があると推測さ

れる。まず、本試験では CM-HzDCADAを用いて細

胞内ROS産生量の経時的変化をまず調べた結果、

Atrogin-lおよび MuRF-l遺伝子発現の上昇が

認められた高温培養 1h後では細胞内 ROS産生

量は増加しておらず、培養 3h後以降に有意な

上昇が認められた(図 3B)。そこで、ミトコン

ドリアスーパーオキシド特異的プロープ

Mi toSOX™ を用いて高温培養 lh のスーパーオキ

シド産生量を調べた結果、 37
0

C培養区と比較し

てミトコンドリアスーパーオキシド産生量が

有意に上昇していることが示された(図 3B)。

したがって、ユピキチンプロテアソーム系関連

遺伝子の上昇には過酸化水素、ヒドロキシラジ

カル、ヒドロペルオキシラジカル、ベルオキシ

ナイトライトなどではなく、ミトコンドリアス

ーパーオキシドが重要な役割を担っているこ

とが示唆された。

3-5)スーパーオキシド捕捉により高温培養時

のユビキチンプロテアソーム系関連遺伝子の

発現は抑えられる

ミトコンドリアスーパーオキシドがユピキ

チンプロテアソーム系関連遺伝子の発現充進

に影響を及ぼしているとすれば、 Tmpによるス

ーパーオキシド捕捉によりこれら遺伝子発現

は低下すると考えられる。 Tmpを骨格筋細胞に

添加した結果、 1hの4(C高温培養にともなう

ミトコンドリアスーパーオキシド産生量の増

加は有意に抑制され、さらに同高温培養時で認

められていた Atrogin-lおよび MuRFlの mRNA

発現量の上昇も有意に抑制された。また、 Tmp

を添加した細胞を引き続き 6h高温培養した結

果、高温培養により低下傾向が認められたタン

パク質量はTmp添加により有意に抑制されるこ

とが確認された。以上の結果より、高温培養時

において発生したスーパーオキシドを捕捉す

ることでユピキチンプロテアソーム系関連遺

伝子の発現が抑制され、タンパク質量の低下も

抑制されることが明確に示された。

高温培養時間

lh 3h 6h 

(A) 細胞タンパク質量 。• • Atrogin-l 
合 。三コMuRF・1

μ-Calpain 。。。
(8) 細胞ROS産生量 。合 合

ミトコンドリア 倉 合スーパーオキシド産生量

(vs.370C培養区〉

図 3.高温培養にともなうタンパク質分解系関

連遺伝子発現と ROS産生応答

4.考察

本研究より、高温培養した骨格筋細胞では標

的タンパク質をユピキチン化する筋特異的ユ

ピキチンリガーゼである Atrogin-lや MuRF-l

の mRNA発現量が上昇することが示された。本

研究ではプロテアソームの遺伝子発現あるい

は活性の変化について直接的には検討してい

ないが、高温培養時のタンパク質量低下はフ。ロ

テアソーム特異的阻害剤によって完全に抑制

されたことから、この低下にユピキチンプロテ

アソーム系分解システムが関与していると考

えられる。本研究と同様の報告が日甫乳動物細胞

を用いた Luoら (2000)の研究でも示されてお

り、高温時におけるユピキチンプロテアソーム

系分解システムの克進は鳥類に特異的なもの

ではないと考えられる 3)。近年、 ROSがタンパ
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ク質代謝に及ぼす影響については広く研究さ

れており、その多くは ROSの一種である過酸化

水素を培養細胞に添加しているが 17-19)、本研究

では細胞内で産生した内在'性の ROS(特にスー

パーオキシドアニオン)過剰産生がタンパク質

分解システムに影響を与えていることを明確

に示した。さらに Medicherlaand Goldberg 

(2008)の報告では、Saccharomycescerevisiae 

を高温培養、パラコート処理ならびにスーパー

オキシドジスムターゼ 1ノックダウン(後二者

ではスーパーオキシドが外因的および内在的

に発生)により、新規合成タンパク質が選択的

にユビキチン依存的分解を受けることが示さ

れている 20)。したがって、高温培養時における

ユピキチンプロテアソーム系タンパク質分解

システムの充進には ROS(スーパーオキシドア

ニオン)が重要な役割を担っていることは間違

いないであろう。

ユピキチンプロテアソーム系において酵素

分解を実質的に担う 26Sプロテアソームは、プ

ロテアソーム活性を持つ20Sプロテアソームと

その両端に2つの 19S複合体が結合した構造を

持ち、 ATP・ユビキチン依存的に標的タンパク

質を分解する。最近の研究によると、これとは

別に、立体構造を保っていない酸化タンパク質

をATp.ユピキチン非依存的に分解する 20Sプ

ロテアソームの存在が明らかになっている

21，22)。これは機能不全に陥った酸化タンパク質

を分解することで機能性タンパク質の品質管

理を行い、細胞内ホメオスタシスを正常に保つ

機能があると考えられている 23)0 Nakashimaら

(2004)も高温培養時における鶏骨格筋培養細

胞のプロテアソーム活性の上昇は酸化タンパ

ク質の分解に関係している可能性を示唆して

いる 16)。本研究では、 20Sプロテアソーム内の

キモトリプシン活性阻害剤を使用したので、高

温培養にともなうタンパク質分解の尤進に、

26Sプロテアソームによるユピキチン依存的分

解、あるいは 20Sプロテアソームによる酸化タ

ンパク質の分解のどちらが主要な役割を果た

したのかは判別できない。 20Sプロテアソーム

による酸化タンパク質の分解が主体的に行わ

れているのであれば、 Tmp添加によるタンパク

質量の回復は酸化タンパク質の低減によるも

のであると考えられる。しかし、 Tmp添加時に

おいてはユピキチンプロテアソーム系分解シ

ステム関連遺伝子の発現抑制も認められてい

ることから、スーパーオキシドがその転写制御

シグナルとして働いていることは間違いない

であろう。

近年の研究より、細胞代謝において ROSはシ

グナル伝達物質すなわちセカンドメッセンジ

ャーの役割を担っていることは多方面で、明ら

かにされており、タンパク質分解システムにお

ける ROSの関与についても多くの知見が得られ

つつある。例えば、プロテアソームの転写は、

晴乳類では Nrf (nuclear factor erythroid 

2-related factor) 1あるいは Nrf2によって制

御されており、ストレス条件下において Nrf2

はROSなどの刺激による Keaplの脱抑制を介し

てプロテアソームサブユニットの転写を促進

することが明らかにされている 24)。一方、

Atrogin-lおよび MuRF-lなどのユピキチン転

移酵素 (E3)の転写制御に関しては、高温培養

時のみならず絶食によりタンパク質分解が誘

導されるストレス刺激時においてその発現量

が上昇することが報告されているが 25，26)、これ

らE3に対する ROSの関与に関しては、抗ガン

剤ドキソルピシン添加時のミトコンドリア ROS

産生にともなう Atrogin-lおよび MuRF-lの遺

伝子発現上昇についての報告 27)がある。

Atrogin-l の転写は FoxO (forkhead 

transcriptional factor) によって制御され、

さらに FoxOの活性は Aktによって阻害される

ことを考え合わせると、本研究においては、こ

れらの転写活性因子やシグナル伝達分子がス

ーパーオキシド産生による影響を受けている

と推察できる。

本研究では、 Atrogin-l • MuRFlの発現制御に

ミトコンドリアスーパーオキシドの関与が示

唆されたが、その作用点についてはさらなる検

討が必要である。暑熱感作鶏の骨格筋ミトコン
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mGPDH:ミトコンドリアグリセロール31)ン酸デヒドロケナーゼ avUCP脱共役タンパク賀
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図4.ミトコンドリアスーパーオキシド産生を誘導因子とする細胞内タンパク質分解元進メカニズム

ドリアを用いた Kikusatoand Toyomizu (2013) 

の研究では、暑熱感作によって増加したスーパ

ーオキシドのほとんどは電子逆流を介して複

合体Iで発生していることを示した 28)。しかし、

これと同様のメカニズムで本 invitro試験で

もスーパーオキシドがミトコンドリアマトリ

クスで生じた場合、 Atrogin-1の転写・発現の

場である核や細胞質でその制御を受けるとは

考えにくい。なぜなら、複合体 Iで発生した水

溶性ラジカルであるスーパーオキシドはミト

コンドリアマトリックスに放出され 29)、ミ トコ

ンドリア内膜を通過し細胞質に移動できない

からである。したがって、本 invitro試験で

は複合体I以外の箇所でスーパーオキシドが発

生している可能性が考えられる。ミトコンドリ

ア内膜の外側に局在するミトコンドリアグリ

セロール 3リン酸デヒドロケナーゼ (mGPDH)

は近年同定されたミトコンドリア内 ROS産生部

位の一つであり、ミトコンドリアの外側に多量

のスーパーオキシドを放出することが明らか

にされている 30，31)0 mGPDHの本来の機能は解糖

系とミトコンドリアをつなぐグリセロール3リ

ン酸シャトルの構成酵素で、あることから、高温

感作時により細胞内酸化還元バランスが崩れ

た場合に、その活性が上昇しスーパーオキシド

を多量に産生している可能性が推察される。著

者らは、すでに単離ミトコンドリアを用いた実

験で、 mGPDHの基質であるグリセロール3リン

酸を添加すると暑熱感作鶏の骨格筋ミトコン

ドリアではスーパーオキシドROS産生量が増加

することを明らかにしている。これが実際の筋

組織・細胞内において起きているか否か、ある

いは E3の転写制御に具体的にどのように連関

しているかは今後検証する必要がある。

本研究では、骨格筋培養細胞を用いて高温培

養時のROS産生応答ならびにこれがタンパク質

-60-



分解システムに及ぼす影響について追究した

結果、図 4に示す仮説“ミトコンドリアスーパ

ーオキシド産生を誘導因子とする細胞内タン

パク質分解充進メカニズム"を提唱できょう。

しかし、実際の暑熱負荷鶏の体内ではコルチコ

ステロンなどに代表される内分泌変化 2)に加え、

炎症応答時に放出される TNFα(tumor 

necrosis factor α)などのサイトカイン分泌

増加などの変化も誘導されていることは明ら

かである。したがって、鶏の暑熱ストレスの全

貌を解明するためには、これら全身性代謝の変

化も考慮した上で、ミトコンドリア ROS(スー

パーオキシド)産生ならびにユピキチンプロテ

アソーム系タンパク質分解システムの連関を

総合的に解明する必要がある。すでに、 invivo 

試験において暑熱感作した鶏の骨格筋では

Atrogin-1の発現が感作後早期段階で増加して

おり、その後通常レベルまで、回帰するとの本 in

vitro研究と同様の変化が認められている。今

後、本研究のような invitroとinvivoの各

研究情報をさらに統合・連結させることで、暑

熱ストレスの本質を合理的に解き明かすこと

ができると考えている。
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