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第 1章 緒論

1. 子牛の自痢

子牛の下痢症のうち､糞便中に不消化脂肪を多く含み黄色～白色の下痢便を排

出する症候群は白痢と呼ばれ､大腸菌､ロタウイルス､コロナウイルスが主な原

因とされている｡これら白痢を含む子牛の下痢の発症日齢については､Acresら

(3)は､40頭中32頭 (80%)の子牛で生後 10日以内に下痢の発症したことを

認めている｡DeLeeuw (12)は､子牛の下痢症を早発性下痢と遅発性下痢に分類

し､毒素原性大腸菌K99株に起因する下痢の大部分は生後 3日以内の早発性下痢

に含まれるとしている.また､Krogh(31)は1,814頭の下痢症子牛あるも吊ま死

亡子牛から採材した糞便の微生物学的検索を行い､毒素原性大腸菌は 16.4%から

検出され､それらの子牛の日齢はほとんどが 1週間以内であったと報告している｡

AllenとWhite(6)は3年間で793頭の子牛を剖検しての調査で､大腸菌は生後

5日以内､ロタウイルスは 1-4週齢の牛から主に分離している｡ShahとJhala

(54) は 1週齢以下の下痢症子牛の糞便の 30%からロタウイルスを検出してい

る｡

このように白痢の原因となる病原微生物のうち､毒素原性大腸菌による白痢は生

後 1週齢以内に多発し､それ以降はロタウイルスによるものが主流を占めている｡

2 下痢発症子牛からの病原微生物の検出率

これらの下痢を呈する子牛の糞便からの病原微生物の検出率については､多く

の報告がある｡

Acresら (3) は､下痢子牛の糞便の29.7%から大腸菌､24.1%からロタウイ

ルスを検出し､この両者による下痢症が最も発症頻度が高かったことを報告して

いる｡さらにAcresら (4) は､59牛群の 222頭の子牛の 31%から大腸菌､

37%からロタウイルスを検出し､Morinら (36)は､大腸菌とロタウイルスによ

る下痢の発症割合はそれぞれ 13-15%と 5-20%と報告している｡恒光ら (62)

は､同一牧場における 2年間の連続調査で､それぞれの年のロタウイルスの年間

検出率は72%と29.4%､K99株保有大腸菌の検出率は0%と47.1%であったこ

とを認めている｡

この他､下痢症子牛の糞便からの毒素原性大腸菌あるいはその毒素の検出は､

Krogh(31) は16.4%､Isaacsonら(25) は53%､Wielerら (68)は21.9%

と報告している｡

ロタウイルスについては､ShahとJhala(54)は8週齢以下の下痢症子牛 116

頭の糞便の 20.6%から検出しており､コロナウイルスについては､Tsunemitsu

ら (63)は下痢発症牛 180頭中5頭から分離している｡

さらにSnodgrassら (57) は､子牛の下痢が発症した32農場の 78%からロ
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タウイルス､75%からクリプトスポリジウム､41%からコロナウイルス､13%か

ら毒素原性大腸菌､6%からサルモネラを検出している｡

このように報告によってばらつきはあるものの､下痢発症子牛の糞便の多くか

ら病原性微生物が検出され､下痢と感染の間には密接な関連のあることがわかっ

ている｡

3 感染性自痢の証明

さらに病原微生物を子牛に経口投与することにより白痢を発症させる感染試験

が行われている｡ロタウイルスについては､Castrucciら (10) および Goute

ら (20)､コロナウイルスについてはGouteら (20) およびKapilら (29)､

大腸菌についてはGouteら (20) およびTziporiら (64) ､大腸菌とロタウ

イルスの混合感染についてはSnodgrassら (56) の報告がある｡このように､

感染を成立させることにより白痢の発症することが実証されており､また､病理

学的研究 (32､35)からも､感染性白痢の病態は明らかになっている｡

4 病原微生物の検出率と自痢発症との関係

農林水産省の家畜共済統計表 (39､40)によると､全国における子牛の白癖に

よる死亡頭数は1989年の 1,687頭から1995年には 2,185頭に増加し､感染症

に対する治療や予防の知識が十分に浸透しているにも拘わらず､その効果は見え

てきていない｡

そこで過去の報告を見直してみると､健康子牛からも病原微生物は分離されて

いる.Weilerら(68)は､大腸菌由来のShiga-liketoxinを下痢発症子牛の21.9%

から検出すると同時に､健康子牛の 12.9%からも検出した｡Murakamiら (37)

は､ある牛群の22頭の子牛の追跡調査を行い､子牛の下痢症は気温の較差が大き

い日が続いた後に集団発症し､無症状感染や反復感染もあり､症状､ウイルス排

出､抗体上昇の間には相関のないことを報告している｡Acresら (3) は､40頭

中32頭 (80%)で生後 10日以内に下痢が発症したが､大腸菌およびロタウイル

スの検出率は下痢子牛がそれぞれ 29.7%､24.1%であったのに対して､非発症子

牛が 1.4%､21.6%でありロタウイルスの検出率には差のないことを認めている｡

Isaacsonら (25)は､17日齢以下の子牛 62頭中34頭で下痢が発症し､下痢子

牛の53%と非発症子牛の15%から腸管毒素性大腸菌を分離している｡Snodgrass

ら (57)は､32農場の下痢子牛302頭と下痢症が発症していない14農場の健康

子牛49頭の微生物学的検索を行い､下痢子牛群と健康子牛群の間での各微生物の

検出割合は､ロタウイルスのみで 2群間に有意差が認められたが､コロナウイル

ス､クリプトスポリジウム､腸管毒素性大腸菌､サルモネラは､2群間の検出割合

に差のなかったことを報告している｡

このように､臨床的に健康な子牛からも病原性微生物は検出されており､病原
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性微生物の感染が直接発症に結びつくとは限らないようであり､原因不明の白痢

の存在が少なくないことがうかがえる｡さらにAllenとWhite(6) は､3年間

で 793頭の子牛を剖検し､その 25%は腸炎であったが､そのうちの 33%は微生

物学的検索か ら原因が不明であったことを認めている｡これらの報告は感染が成

立しない下痢の存在の可能性を示唆するものと考えられる｡

5 非感染性要因による子牛白痢発症の可能性

現在の子牛の白痢に関する考え方は､上記の実証的研究に基づいて､感染性疾

患として扱われている｡しかし､臨床現場では､抗生物質の投与で治癒しない症

例や再発を繰り返す症例も多く､抗生物質の連用による腸炎の存在 (52)も指摘

されている｡

さらに子牛の感染防御の観点から､初乳中の移行抗体の摂取不足と易感染性と

の関連が注目され (13)､新生子期の血中コルチゾールの高値 (21)や低体重 (13)

等､子牛の生体機能の異常と下痢症との関連についても報告されている｡

いっぽう､非感染性白痢としては､食餌性アレルギー (16)､乳糖不耐性 (47)､

代用乳の脂肪成分の違いによる白痢 (14)などが報告されている｡

母乳の異常による白痢に関しては､母乳のカゼイン癖図時間の延長 (26,27)との

関連の報告がある｡近年､臨床現場からは白痢を発症した子牛において月旦汁分泌

能の減退 (24) のあることが報告され､筆者らも､白痢発症子牛において脂質代

謝や謄臓機能の異常 (44)を認めている｡また､断乳療法により白痢の治癒した

子牛を母牛につけると白痢が再発したり､乳牛の産後疾患に伴って生じたアルコ

ール不安定性母乳を子牛に給与すると子牛が下痢を発症することを経験しており､

母乳性状と子牛の白痢の間には何らかの関連のあることを強く感じてきた｡さら

に国内の臨床獣医師からアルコール不安定性母乳と子牛白痢の関連を示唆する報

告が連続してなされている (18,38,65)｡しかし母乳が原因となる子牛の白痢に

ついては､いまだにその病因 ･病態は明らかではない｡
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第 2章 黒毛和種子牛の母乳性白痢発症試験

緒 言

筆者らは白痢発症子牛の母牛を個体別に検査して､低エネルギー状態と乳汁の

性状の異常が子牛白痢発症に何らかの関与をしていることを認めた (42)｡そこ

で母牛の代謝プロファイルテスト (MFT)を行い､白痢多発牛群の母牛は泌乳期

にでんぷんの供給が少なくエネルギー不足に陥っていること､あるいは肝臓機能

の低下とルーメンコンディションに異常のあることを認め (46)､先の試験成績

(42)と一致した｡そこで分娩後の同一母牛の飼料給与状況､血液性状および乳

汁成分と､その子牛の糞便性状を継続的に追跡したところ､子牛の白痢は低でん

ぷん飼料を母牛に給与している牛群で､デントコーンサイレージの給与開始後 4

-5 日に多発すること､およびその時には母牛の乳脂肪率および血中中性脂肪

(TG)と尿素窒素 (BUN)の急激な増加のあることを認めた (45)｡

以上のことより､子牛の白痢発症の原因の一つとしては､母牛の低エネルギー､

特に低でんぷん飼料で飼養されていたところにデントコーンサイレージを給与す

ることが引き金となって､母牛の脂質代謝あるいはルーメンコンディションが急

変して発症する可能性のあることが示唆された｡

そこで今回は､母牛を分娩後低でんぷん飼料で飼養し､その後にデントコーン

サイレージを給与することにより子牛の白痢が発症するか否かを明らかにするこ

と､およびその時の母牛のルーメン液､血液､乳汁の変化と子牛の白痢発症の因

果関係を究明することを目的として本試験を行った｡

材料および方法

1 供試牛および試験期間

黒毛和種雌牛とその子牛 5組を母牛の最終分娩日から供試した｡試験は本学家

畜病院入院牛舎の単房に母牛を飼養して実施した｡供試母牛の個体名称をA～E､

それに対応する子牛の名称をAC～ECとした｡供試母牛の産歴､最終分娩年月日､

分娩直後の体重を表 1に示した｡母牛は分娩予定日の2-3週間前に家畜病院に搬

入し､搬入後直ちにコクシジウム､クリプトスポリジウム等の消化管内寄生虫の

感染のないことを糞便検査により確認したC牛床は敷き料を一切入れずゴムマッ

トのみとし､随時､高圧蒸気洗浄や強酸性水､塩素系消毒剤および逆性石鹸等の

薬剤による消毒を行い､清浄化を図った｡子牛は出生直後から試験終了まで母牛

から隔離して飼育した｡子牛の飼育室入 り口には踏み込み消毒槽を設置し､飼育

室内の洗浄および消毒は母牛同様の方法で行った｡
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試験期間は､母牛の最終分娩日から子牛の白痢が発症した日までとした｡

2 給与飼料

1)母牛

分娩後は連日､オーチヤード乾草を朝 9時と夕方6時の1日2回､搾乳後に給

与した｡分娩後 10日前後 (分娩後7-18月)から子牛白痢発症までの間は､デン

トコーンサイレージを日量3kg追加給与した｡試験牛Aは､泌乳量が極端に少な

く子牛に給与する乳汁の確保が困難であったため､分娩後4-6日と12-14日に

デントコーンサイレージを日量 1kg追加給与した｡給与飼料および残飼は計量し､

実際の採食量を算出した｡給与飼料は近赤外線法で分析し､日本飼養標準 ･肉牛

用 (1995年版) (41)に基づいて計算した｡飲水は､水槽あるいはウオーターカ

ップから常時自由に行わせた｡

2)子牛

出生後は､母牛から分娩後 1.5時間に搾乳し､検査用乳汁を採取後の残りの乳

汁全量を38℃に加温して晴乳バケツで給与した｡翌日からは､朝夕に母牛から搾

乳し検査用乳汁を採取後の残りの乳汁全量を､38℃に加温して晴乳バケツで給与

した｡飲水は水槽から自由に行わせた｡他の飼料は試験終了まで一切与えなかっ

た｡

3 搾乳

搾乳は､毎回､オキシトシン50単位 (アトニン一〇:帝国臓器製薬 (秩)､東

京都)を頚静脈内に注射後､手搾りで全量を搾りきった｡搾乳は初回は分娩後 1.5

時間に行い､翌日からは朝8時と夕方5時の1日2回行った｡

4 材料の採取､処理および保存

1)乳汁

毎日朝夕の搾乳時に全量を搾乳後､4分房の合乳を速やかに 3つの容器に 3-

50mlづつ入れ､-50℃に凍結保存した｡

2)血液

母子ともに分娩 (出生)後は 1週間に2回､デントコーンサイレージ給与開始

日からは毎日､いずれも午後 3時に採血を行った｡採血は頚静脈から血清分離剤

加､およびヘパリン加真空採血管 (日本ベクトンデッキンソン (秩)､東京都)

を用いて行った｡

血清分離剤加真空採血管は採血後直ちに37℃10分間加温後､毎分 3,000回転

15分間遠心して血清を分離し､一部は測定に供し残りは-50℃に凍結保存した｡

ヘパリン加真空採血管は､採血後直ちに氷冷保存し､血球検査後､速やかに毎

分3,000回転 15分間遠心して血紫を分離し､-50℃に凍結保存したO
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3)ルーメン液

母牛のルーメン液は､採血後に胃汁採取器 (ルミナ- :富士平工業 (秩)､東

京都)を用いて採取した｡またVFAおよびアンモニア測定用のルーメン液は採硬

後直ちに二重ガーゼでろ過し､4℃､毎分3,000回転で20分間冷却遠心して上清

を分離し､測定まで-20℃に凍結保存したO原虫計数用のルーメン液は､二重ガ

ーゼでろ過したルーメン液 1容を､固定染色液であるMHS液(メチルグリン0.3g､

10倍希釈フォルマリン液 11､NaC18.5g)4容と混和し冷蔵保存した｡

細菌数計数用のルーメン液は､生理食塩液に 20%フォルマリン液を加えた液と

等量混和し､冷蔵保存した｡

4)糞便

子牛の糞便採取は原則として 1週間に2回行い､糞便に異常が認められた場合

には随時行った｡

採取した子牛の糞便は4℃で冷蔵し､直ちに検査を行った｡

5 検査項目および方法

1)乳汁

毎日朝夕の搾乳時に､CMT変法による乳房炎の検査とアルコールテストを行っ

た｡アルコールテストスコアは､各分房乳の凝集の程度により､0:凝集 (-)､

1:軽度粒子状凝集､2:粒子状凝集､3:塊状凝集､4:膜状凝集の5段階に区分

した｡搾乳終了後､直ちに 4分房あわせた乳汁の pH をガラス電極法 (Orion

ResearchK.K.,Boston)で測定し､乳量を計量した｡

凍結保存した3容器の乳汁は､それぞれ以下の検査を行った｡

①乳成分の測定 :乳汁中の乳脂肪率､乳蛋白率および乳糖率を､ミルコスキャ

ン (FossElectricCo,ud.,Copenhagen)により測定した｡

喧yrG中の脂肪酸組成 :乳汁のTG中の脂肪酸組成は､脂質をBligh-Dyer法 (義

2)で抽出した後､TGをメチル化し､ガスクロマトグラフィー (GC-12APF､島

津製作所 (秩)､東京都)で測定した｡

③無機成分濃度 :乳汁中の無機成分は､ナトリウム (Na)､カリウム (K)､

カルシウム (Ca)およびマグネシウム (Mg)を原子吸光法により､またリン (P)

を比色法により測定した｡

④カゼイン凝固時間 :乳汁 2mlを試験管にとり､37℃に加温した状態で､あら

かじめ37℃に加温しておいたレンニン (SigmaChemicalCompany,ST.Louts)

0.06Uを添加し､2回､転倒混和し37℃に静置した｡レンニン添加後 3分から､

1分間隔で試験管を転倒混和して､凝固までの時間を測定した｡

⑤乳汁中ケトン濃度:④で凝固した乳汁を毎分3,000回転 15分間遠心して乳清

を分離し (レンネット･ホエー法)､乳清中のアセ ト酢酸およびβヒドロキシ酪

酸濃度を測定した｡
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2)血液

血清生化学検査の項目および方法を表 3に示した｡検査は無機成分を除いて採

血の当日中に行った｡無機成分は凍結血清を用いて後日測定した｡

3)ルーメン液

ルーメン液は､採取後直ちに原虫の運動性を鏡検し､pHをガラス電極法(Orion

ResearchK.K.,Boston)で測定した｡.

原虫数は､冷蔵保存サンプルをFuchs-R'osenthal計算板を用いて顕微鏡下で計

数した｡原虫の種類は大きさによって大型､中型､小型の3群に分類した｡

細菌数は､冷蔵保存サンプルを吉田法の変法 (表4)によって標本を作製し､顕

微鏡下で計数した｡

VFAは凍結保存サンプルを融解後､メタリン酸によって除タンパクし､ガスク

ロマトグラフィーで測定した｡測定項目は､酢酸 (C2)､プロピオン酸 (C3)､

酪酸 (C4)とした｡

アンモニア (A)は､ルーメン液の上清試料 (R)0,5mlにNaOHO.5mlとフェ

ノール混合液3,Omlを加え､ついで次亜塩素酸ナトリウム溶液を0.5ml加えた後､

よく撹拝して発色させ､20分間放置後､分光光度計 (610nm)で測定した｡ブラ

ンク (B)には水を､標準液 (S)には0.25mM (NH4)2S04を用い､以下の計算

により算出した｡

0.7(mg)× ((R-B)/(S-B))×17/14=a(mg/100ml)

ax (10/17)-A (mM)

4)糞便

子牛の糞便について､ロタウイルス抗原検査､腸内生細菌数､腸内細菌同定を

行った｡

ロタウイルス抗原検査は､ロタレックスドライ (第一化学薬品 (秩)､東京都)

により行った｡

腸内細菌数は､糞便0.1gをPBSで10段階希釈し､5-10倍希釈液をマッコン

キー寒天培地 (日水製薬 (秩)､東京都)にそれぞれ0.1ml塗布し､38℃､24時

間培養した後にコロニー数を数えた｡

腸内細菌の同定は､腸内細菌数を確認した後､優勢コロニーをトリプトソイ寒

天培地 (DifcohboratoriesK.K.,Detroit)に継代し､38℃､24時間培養後､

腸内細菌同定キット (API20:日本ビオメリュ一 ･バイテック (秩)､東京都)

により行った｡

6 データ処理

データはデントコーンサイレージ給与開始日を 0日として処理した｡対照は､

デントコーンサイレージ給与開始前のサンプルとし､ルーメン液および血液につ

いては0日と給与開始 3日前 (-3日)の2サンプル､乳汁については-3日か
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ら0日までの朝夕の計 8サンプルを用いた｡母牛の血液､ルーメン液､乳汁は発

症直前の材料を､子牛の血液および糞便は発症直後の材料を白痢発症日の材料と

した｡

統計処理は､デントコーンサイレージ給与開始前の平均値を 100%とした場合

のその後の変動について､デントコーンサイレージ給与開始前との差を Mann-

Whitney検定で求めた｡

成 続

1 母牛の分娩後からデントコーンサイレージ給与開始までの飼料給与内容および

泌乳量

母牛への給与飼料の成分分析結果を表5に示した｡この分析値と､実際の体重､

給与量､残飼量､乳量および産次補正を加味した上での飼料の乾物量 (DM)､可

消化養分総量 (TDN)および粗蛋白量 (CP)の充足率およびでんぷん (ST)濃度

の推移を図1に示した｡DMおよびTDNの充足率はおおむね60-120%､CPは

90-210%､STは3.4%前後で推移した｡

分娩後デントコーンサイレージ給与開始までの母乳のアルコールテストスコア

を図2に示した｡分娩後は試験牛Aを除いて比較的高値で推移したが､デントコ

ーンサイレージ給与開始後は試験牛Bを除いて漸次低下する傾向がみられた0

2 デントコーンサイレージ給与後の子牛の臨床経過と母牛の検査成績

1)子牛の臨床経過

母牛にデントコーンサイレージを給与開始後の､子牛の糞便の性状および色調

の変化を表 6に示した｡

試験牛ACは給与開始前から軟便傾向であったが､給与開始後 3日の朝に黄色

水様便を排出した｡これはすぐに泥状便程度に改善されたが､5日の夕方､再度､

黄色水様便を排推し､翌日夕方まで継続した｡試験牛BCは開始翌日の夕方に黄色

軟便を呈したが､すぐに回復し､6日朝に黄色水様便を排出した｡同日夕方からは

症状が重篤になり､9日朝まで水様便が継続した｡試験牛 CCは､開始後 3日の夕

方に糞便に直径 1-3mm の白色粒子が混在していた｡これは翌日には消失したが

7日の夕方から3日間にわたって水様下痢が継続し､5頭中最も重症となった｡試

験牛 DCはデントコーンサイレージ給与開始直前に黄色軟便を排出し､さらに開

始後3日夕に粘調便を排出したが､すぐに回復し､5日の夕方から2.5日間､泥状

下痢便を排出した｡試験牛ECは3日夕に軟便を排出後すぐに回復し､7日夕と翌

朝に白色水様便を排出した｡この間いずれの個体に対しても､治療は一切行わな

かった｡

以上のように､子牛はデントコーンサイレージ給与開始後 1-3日で 1回目の糞
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便の異常があり､5-7日に本格的な下痢症状を呈した｡そこで､1回目の異常を

前駆症状､2回目の異常を白痢発症と称することにする｡

2)母牛の臨床経過

デントコーンサイレージ給与開始後試験終了までの間､母牛に臨床的な異常は

認められなかった｡

3)飼料充足状況

デントコーンサイレージ給与開始後の飼料充足状況を図 3に示した｡デントコ

ーンサイレージ給与前に比べて､DM､TDNおよび cpはほとんど変動がなかっ

たcLかLSTは､給与開始後に平均 170%以上の値に増加した｡

4)母牛のルーメン液の変化

母牛へのデントコーンサイレージ給与開始日と-3日 におけるルーメン液の性

状と成分の平均値と標準偏差を表 7に示した｡また,この値を 100%とした場合

の､前駆症状発現前日､前駆症状発現日､前駆症状発現翌日､白痢発症前日､白

痢発症当日の5頭の平均値と標準偏差の変動を図4-5に示した｡

(1)pH

デントコーンサイレージ給与開始後若干上昇し､白痢発症前日から低下する傾

向にあったが､各個体で変動の幅に大きな差がみられた｡ (図4)

(2)原虫の運動性

常時活発な運動性が認められ､個体間および経日変化に差は認められなかった｡

(3)総原虫数

総原虫数は前駆症状発現翌日から198±77% (平均±標準偏差)の高値を示し､

そのままのレベルで推移した｡このうち大型原虫は前駆症状発現日の前日と翌 日

に大きく変動し､中型原虫は前駆症状発現翌日に有意に増加した｡その後､大型

および中型の原虫の割合が減少傾向を示し､小型原虫が増加の傾向を示した時点

で白痢が発症した｡ (図4)

(4)生細菌数

生細菌数は前駆症状発現翌日に大きな個体差を示したが､開始前に比べて有意

な変化は認められなかった｡ (図4)

(5)アンモニア濃度

ルーメン液中アンモニア濃度はデントコーンサイレージ給与開始後､若干の低

下傾向を示しながらも標準偏差 (S.D.)は15-27%の範囲で安定して推移したが､

白痢発症日のS.D.は51%と変動が大きかった｡ (図5)

(6)VFA濃度

酢酸 (C2)､プロピオン酸 (C3)､酪酸 (C4)の合計を総VFA とし､その変

化を図5に示した｡ S.D.は5-12%の範囲で安定して推移したが､白痢発症前日

のS.D.は19%と変動が大きかった｡

酢酸 (C2)およびプロピオン酸 (C3)は､総VFA と同様の傾向を示し､白痢
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発症前日に大きく変動した｡酪酸 (C4)は､前駆症状発現前後に 125%前後の有

意に高い値を示した｡

5)母牛の血液の変化

デントコーンサイレージ給与開始日と-3日 における母牛の血液成分の平均値

と標準偏差を表 8に示した｡また､この値を 100%とした場合の､前駆症状発現

前日､前駆症状発現日､前駆症状発現翌日､白痢発症前日､白痢発症当日の 5頭

の平均値と標準偏差の変動を図6-8に示し̀た｡

(1)脂質の転送系

TGは前駆症状発現日に 139±8%と有意に高い値を示した後､高い値で推移し

ていたが､発症当日には 144±28%とさらに増加した｡いっぽうβリポ蛋白 (β

Lipo)はデントコーンサイレージ給与後大きく変動したが､前駆症状発現翌日に

は107±10%の値に収束し､その後は安定して推移した (図6)｡

(2)脂質HDL系

総コレステロール (Tcho)は､前駆症状発現日から不安定に推移したが､リン

脂質 (PL)は白痢発症前日および白痢発症E]にそれぞれ115±17,とおよび 116±

8%と有意に高い値を示し､またPL/Tchoは同様の変化を示した｡

(3)総月旦汁酸

総胆汁酸 (TBA)は前駆症状発現前日には60±27%と有意に低い値を示したが､

その後 100%前後で推移した後次第に変動幅が大きくなり､白痢発症前日には試

験牛 Eが 330%であった他は43±12の低値を示した｡さらに発症当日には試験

牛Eの119%を除くと全般的には66±19%と低値を示した (図6)｡

(4)脂質逆転送系 ･ケトン体

遊離脂肪酸 (FFA)はデントコーンサイレージ給与開始後低下し､平均値で52

-70%の有意に低い値で推移した｡アセト酢酸 (ACAC)は一定の傾向は認めら

れず､βヒドロキシ酪酸 (BHB)はデントコーンサイレージ給与開始後増加傾向

を示し､白痢発症前日に有意に高い値を示した (図7)｡

(5)血糖値

グルコース (Glu)はデントコーンサイレージ給与開始後低下傾向を示したが､

白痢発症日には104±5%と有意に高い値を示した｡

(6)蛋白代謝系

アルブミン (Alb)はデントコーンサイレージ給与開始後低下傾向にあったが個

体差が大きかった｡尿素窒素 (BUN)はデントコーンサイレージ給与開始後低下

し､前駆症状発現翌日には85±10%と有意に低い値を示した｡しかし白痢発症前

日には増加に転じ､発症当日には108±15%に増加した｡

(7)無機成分

前駆症状発現翌日にKが有意に高い値を示し､その後低下した｡Caも同様な傾

向で推移した｡Mgは前駆症状発現日から増加傾向を示し､白痢発症日に最高値に
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達したが､個体差が大きく,有意差は認められなかった｡IPおよびca/IPには､

有意な変化は認められなかった (図8)｡

(8)肝臓酵素

ASTおよびγGTPの検査結果を表 9に示したO試験牛AのγGTPがやや高値

であった他は異常は認められなかった｡

6)母牛の乳汁の変化

母牛の乳汁成分のデントコーンサイレージ給与開始前4日間 の平均値と標準偏

差を表 10に示した｡また､この値を100%とした場合の､前駆症状発現前日､前

駆症状発現日､前駆症状発現翌日､白痢発症前日､白痢発症当日の 5頭の平均値

と標準偏差の変動を図9-12に示した｡

(1)乳量､アルコールテスト､pH

乳量の推移は図 9に示した｡前駆症状発現日の朝に増加した後､夕方の乳量が

有意に低い値を示した他は､一定の傾向は認められなかった｡

乳汁のCMT変法による乳房炎の検査では､陽性牛は認められなかったC

乳汁のpHの推移は図10に示した｡白痢発症前日に変動が大きかった｡

乳汁のアルコールテスト (ALT)の成績を図10に示した｡デントコーンサイレ

ージ給与開始後低下する傾向にあり､白痢との関連は認められなかった｡

(2)カゼイン凝固時間

カゼイン凝固時間を図10に示した｡前駆症状発現前日および白痢発症目の前に

低下する傾向があったが､個体差が大きく､有意差は認められなかった｡

(3)乳脂肪､乳蛋白､乳糖

乳汁成分の推移を図11に示した｡乳脂肪率は､夕の値はほぼ一定に推移したが､

朝の値は前駆症状発現 日には前日に比べて 17.0%増加し､白痢発症前日には

89.1%に低下後､白痢発症当日に6.5%増加して95.6%になった｡

乳蛋白率は､デントコーンサイレージ給与開始後低下し続け､白痢発症前日以

降は90.0-92.5%の有意に低い値を示した｡

乳糖率は白痢発症前日に104.4-105.4%の有意に高い値を示した｡

(4)脂肋酸組成

脂肪酸組成の推移を図12に示した｡ラウリン酸 (C12:0)とリノール酸 (C18:

2)はデントコーンサイレージ給与開始後低下傾向を示した｡ミリスチン醍(C14:

0)とオレイン酸 (C18:1)はほぼ横這い､パルミチン酸 (C16:0)とステアリ

ン酸 (C18:0)は増加傾向を示した｡このうち飽和脂肪酸であるラウリン酸(C12:

0)､ミリスチン酸 (C14:0)､パルミチン酸 (C16:0)およびステアリン酸 (C18:

0)の合計の値は､図 13に示したとおり､デントコーンサイレージ給与開始後増

加傾向を示し､白痢発症前後には軽度に低下したが､有意差は認められなかった｡

また､パルミチン酸 (C16:0)とステアリン酸 (C18:0)の合計は図13に示し

た通り､デントコーン給与開始後増加した｡
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個体別の脂肪酸組成を､図 14に示した.全頭でパルミチン酸 (C16:0)とオ

レイン酸 (C18:1)の増減は対照的であった｡オレイン酸 (C18:1)とパルチ

ミン酸 (C16:0)の比率の推移において､泌乳量の多かった試験牛BおよびEで

オレイン酸 (C18:1)がパルミチン酸 (C16.･0)より多く､試験牛 A､Cおよ

びDでその逆の傾向が認められた｡全頭とも前駆症状発現日あるいはその翌日か

ら比率の変動が大きくなった｡また､ミリスチン酸(C14:0)とステアリン酸(C18:

0)の比率では泌乳量の多かった試験牛BおよびEでミリスチン酸 (C14:0)が

ステアリン酸 (C18:0)より多く､試験牛A､CおよびDでその逆の傾向がみら

れた｡全頭とも前駆症状発現日あるいはその翌日から比率の変動が大きくなった｡

ラウリン酸 (C12:0)とリノール酸 (C18:2)は試験午A､CおよびDでラウ

リン酸 (C12:0)がリノール酸 (C18:2)より多く､試験牛BおよびEでその

逆の傾向が認められた｡

(5)無機成分

無機成分濃度の推移は図 15に示した｡Naは前駆症状発現日の朝に有意に高い

値を示したが､翌日には朝夕とも85%前後の有意に低い値に低下した｡白痢発症

前日にはやや増加し当日には低下したが､個体差が大きかった｡

KはNaと逆の増減傾向を示して推移したが､個体差が大きかった0

Mgは前駆症状発現前日に朝夕の値が大きく帝離したが､前駆症状発現翌日から

朝の値が有意な低値で推移した｡

Caは前駆症状発現前日夕に有意に高い値となり､その後低下傾向を示した｡

iPは有意な変動は認められなかった｡

2価の陽イオンであるCaとMgの和は､全頭で前駆症状発現前日夕方に高値を

示した｡

(6)ケトン体濃度

ケトン体濃度の推移を図16に示した｡アセト酢酸 (ACAC)は一定の傾向は認

められなかった｡βヒドロキシ酪酸 (BHB)は前駆症状発現臼にデントコーンサ

イレージ給与開始前の倍以上に増加したが､個体差が大きく有意差は認められな

かった｡

3 デントコーンサイレージ給与後の子牛の検査成績

1)子牛の糞便中腸内生細菌数の変化

母牛へのデントコーンサイレージ給与開始日と-3日 の子牛5頭の糞便中の腸

内生細菌数の平均値 (3.2Ⅹ108/g)を100%とした場合の､前駆症状発現前日､前

駆症状発現当日､前駆症状発現翌日､白痢発症前臼､白痢発症日の平均値と標準

偏差の推移を図17に示した｡腸内生細菌の優勢菌は常時E.coliであり､その数は

デントコーンサイレージ給与開始後低下し､前駆症状発現日以降は有意に低い値

を示した｡この間の腸内細菌生菌数は106-108/gであり､ロタウイルスは全ての
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個体で終始検出されなかった｡

2)子牛の血液の変化

母牛へのデントコーンサイレージ給与開始日と- 3日 における子牛5頭の血液

成分の平均値と標準偏差を表 11に示した｡また､この値を100%とした場合の､

前駆症状発現前日,前駆症状発現当日､前駆症状発現翌日､白痢発症前臼､白痢

発症E]の平均値と標準偏差の推移を図18Ik示したo

TGは前駆症状発現日に 65±15%と有意に低下した｡その後､変動に差がみら

れるものの徐々に増加する傾向が認められた｡βLipoは前駆症状発現日に低下す

る傾向があったが､個体差が大きく有意差は認められなかった｡Tchoおよび PL

は前駆症状発現前日に増加傾向を示したが､その後横這いで推移した｡TBAは個

体差が次第に大きくなり､前駆症状発現翌日に145±51%の有意な高値を示した｡

FFAは前駆症状発現臼に56±20%の低値を示したが､その後増加傾向を示した｡

ACACは前駆症状発現翌日に大きな個体差を示した｡BHBは前駆症状発現日に

34±26%に有意な低下を示し､その後増加傾向を示したが､変動に大きな個体差

がみられた｡Gluは一定の傾向は認められなかった｡BUNは前駆症状発現翌日､

Albは前駆症状発現前日に最低値を示した後､漸次増加し､発症翌日にはそれぞれ

150±59%および 104±4%になったが､個体差が大きく､有意差は認められなか

った｡

考 察

筆者らのこれまでの試験結果 (ABC)から考えられる子牛白痢の発症機序に関

する作業仮説､すなわち母牛の給与飼料内容の変化による乳汁成分の変化が子牛

の白痢の発症に関与する､いわゆる "母乳性白痢"の存在を証明するために､白

痢の発症試験を行った｡具体的には,低でんぷん飼料を給与していた母牛にデン

トコーンサイレージを追加給与した時の子牛の白痢の発症状況を調べるとともに､

その前後の母牛のルーメン液､血液および乳汁の変化から､白痢発症の背景にあ

る母牛の代謝異常を明らかにすることを試みた｡また､併せて子牛の代謝プロフ

ァイルテストから､乳汁成分の変化と子牛の白痢発症との関連を検討した｡

白痢の発症試験の結果､試験牛 5頭の子牛全頭が白痢を発症した｡子牛の糞便

は､デントコーンサイレージの給与開始後 1-3日に軽度の変化を示し､5-7日

に明瞭な白痢が発症した｡白痢の発症率は 100%で､第 3章における泌乳期の母

牛の低でんぷん飼料と低エネルギーが認められた牛群の子牛の49.5±15.9%､第

4章におけるTDNとでんぷんの供給が不足した群の71.4%に比べて高い値を示し

た｡

筆者らのこれまでの試験結果 (ABC)から､母牛への給与飼料内容と子牛白痢

の関連が示唆されたので､母牛の飼料充足率と白痢発症との関連を検討したとこ
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ろ､全頭ともDM､TDNおよびCPとの関連は認められなかった｡しかしデント

コーンサイレージの給与により､でんぷん濃度は著しく増加した｡今回の白痢発

症日はデントコーンサイレージ給与開始後5-7日であり､先の筆者らの報告 (C)

の白痢発症日であるデントコーンサイレージ給与開始後4-5日とほぼ一致した｡

また､また筆者らの先の報告 (C)ではデントコーンサイレージ給与開始前の給与

飼料中のでんぷん濃度が7%以下の母牛の子牛では全頭で白痢が発症したが､本試

験においても､全頭ともデントコーンサイレージ給与開始まではでんぷん濃度が

7%以下であった｡これらのことから､母牛の飼料中のでんぷん濃度と子牛の白痢

の発症には何らかの関連のあることが示唆された｡

筆者らの先の報告 (A)の白痢自然発症例では､アルコール不安定性母乳との関

連が示唆されたので､これとの関連を検討したが､本試験ではアルコールテス ト

スコアはデントコーンサイレージ給与開始後低い値で推移し､両者の関連は特に

認められなかった｡しかし試験牛Bは､他の4頭が分娩後アルコールテストスコ

アが低下していったのに対してアルコールテストスコアが増加傾向にあり､増加

したところでその子牛が 5頭中最も重症な白痢となり治癒の遅れたことから､ア

ルコール不安定性母乳は白痢の病態に何 らかの影響を与えている可能性も完全に

は否定できないと思われた｡

給与飼料とアルコール不安定性母乳の関連については､乳牛では高蛋白あるい

は低カロリー飼料給与群でアルコール不安定性母乳の発生の多心に とが知られて

いる (22)｡今回､飼料が低TDNであった試験牛BおよびEは､常時アルコー

ルテストスコアが高いレベルで推移したが､高蛋白であった試験牛 CおよびDは､

そのスコアは分娩後徐々に低下し､デントコーンサイレイジ給与期間中は低い値

で推移した｡飼料充足率に問題のなかった試験牛A のアルコールテストスコアは

ほとんど陰性で推移し､黒毛和種牛のアルコール不安定性母乳はそのエネルギー

充足状況を反映していることがうかがわれた｡これは母牛へのエネルギー供給が

充足していない牛群で子牛白痢の発症が多いという筆者らの先の報告 (B)と一致

した｡すなわち､エネルギー供給の不足の結果のひとつとしてアルコール不安定

性母乳､もうひとつの別の結果として子牛の白痢の発症があり､アルコール不安

定性母乳と子牛の白痢の発症とは直接には結びついていないことが推定された｡

子牛が摂取し､直接的に母乳性白痢の発症の原因となり得る乳汁の性状につい

ては､まず､前駆症状発現当日の朝夕の乳量の変動の大きいことが注目された｡

しかし母牛の血液所見からは関連する項目の変化が認められず､これはVFAの変

動の影響と考えられた｡乳汁pHは筆者らの先の報告 (C)では白痢発症群で変動

が激しかったが､本試験においても白痢発症前後に大きな変動が認められた｡こ

のことは乳汁中のケトン体濃度と関連はなく､ルーメン液pHの変動とも無関係で

あり､原因は不明であった｡

母乳に起因する白痢の原因として､カゼイン凝固時間の延長が指摘されている｡

カゼイン凝固時間が延長すると子牛の第四胃でのカー ド形成がうまくいかなくな
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り､晴乳した乳汁が第四胃を短時間に通過するので白痢が発症する (26,27)｡本

試験においては､白痢発症前後に凝固時間が若干延長する傾向がみられたがその

程度はわずかであり､他の血液や乳汁成分の変化より若干遅れて発現したことか

ら､今回の白痢発症の原因とは言いがたいと考えられた｡

今回の試験において､乳汁成分の変化のうち特徴的な所見は､前駆症状発現日

および白痢発症日における乳脂肪率の前日に比べての増加であったが､第 4章の

結果ほど顕著なものではなかった｡これは､第 4章では乳汁の採取が白痢発症時

であったのに対して､本試験では朝夕定期的に搾乳したものであることの差によ

るものと思われた｡

試験牛AおよびBの前駆症状発現日と､試験牛C､DおよびEの前駆症状発現

日と白痢発症日は､血中TGと乳脂肪量は連動して変化した｡この乳脂肪の起源に

ついては､血中TG由来であればC16以上の脂肪酸が増加し､ルーメン由来であ

ればC16以下が増加する (33)｡血中TGと乳脂肪量が連動しなかった試験牛A

およびBの白痢発症日の乳汁中脂肪酸は､発症 2日前からオレイン酸 (C18:1)

とパルミチン酸 (C16:0)が 10%以上の振幅で激しくかつ相反する変動を示した｡

この時オレイン酸 (C18:1)はリノール酸 (C18:2)と連動し､パルミチン酸

(C16:0)はミリスチン酸 (C14:0)およびステアリン酸 (C18:0)と連動し

て変化した｡すなわち試験牛AおよびBの白痢発症日の乳汁中脂肪は､その総量

は変化しなかったが､その組成のうち血中 TG 由来の成分が大きく変動L,._,血清

TG中脂肪酸組成の変動した可能性が示唆された｡試験牛Cはオレイン酸 (C18:

1)とパルミチン酸 (C16:0)の振幅は5%前後と小さく､ミリスチン酸 (C14:

0)とステアリン酸 (C18:0)も同様な変動を示した｡いっぽう､試験牛 DとE

は発症の2-3日前からオレイン酸 (C18:1)､ミリスチン酸 (C14:0)､ラウ

リン酸 (C12:0)の若干の変動は認められたが､その振幅は 5%前後と小さかっ

た｡すなわち､試験牛 C､DおよびEは血中TG由来とルーメン由来の脂肪酸の

いずれもが変動したことになる｡この変動はVFAの変化と一致しない部分もあり､

また､本試験では血中脂肪酸組成の測定を行っていないため､そのメカニズムは

不明であるが､全頭とも血液あるいはルーメン内での脂質代謝に変化のあったこ

とが示唆された｡

乳汁の脂肪酸組成と下痢との関連では､子牛に低級脂肪酸 (C8､C10)あるいは

中級脂肪酸の多い代用乳を飲ませると下痢発症が多いとの報告 (1)がある｡また

子牛では飽和脂肪酸のうち低級飽和脂肪酸の消化率は 100%と高いが､C16以上

の脂肪酸の消化率は､不飽和脂肪酸で 70-90%､飽和脂肪酸では 50%以下に低

下する (50)｡新生児では飽和脂肪酸含量が増えると2価イオンと結合し､特に

Ca塩を形成すると融点が上がり､腸管内腔に沈殿しやすくなる｡そのため乳化が

不十分となり､消化 ･吸収が低下する (23)と言われている｡いっぽう､同じく

新生児でC18の脂肪酸は水分や電解質の吸収を阻害するため下痢が起こる (7)､

あるいは高級不飽和脂肪酸の給与で下痢が発症し結腸へのダメージが生じる (2)
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との報告もある｡脂肪酸塩が形成されると脂肪が腸管内に滞留し､脂肪酸が常在

細菌叢の作用で水酸化脂肪酸となり､吸収されずにNaや水分の分泌を促進して脂

肪便の原因となる (8,58,61)と言われている｡さらにラットにおいては､C18:

1で OH基を持つリシノレイン酸を投与すると､結腸での水分および電解質分泌

の増加が認められている (8)｡

本試験では糞便中の脂肪酸の分析を行っていないので､これらの腸管内での脂肪

酸の変化との関連は不明であった｡しかし本試験では有意差は認められなかった

が､デントコーンサイレージ給与開始後に乳汁中の飽和脂肪酸量の増加が認めら

れ､また､2価イオンであるCaおよびMgが前駆症状発現前日に増加し､飽和脂

肪酸との結合量が増えた可能性が考えられた｡さらにC16およびC18の飽和脂肪

酸がデントコーンサイレージ給与開始後増加していることから､これら脂肪酸組

成および無機成分の変動により乳汁の消化 ･吸収が低下して白痢の発症した可能

性が示唆された｡

この乳汁組成の変化の原因としては､給与飼料の変化とそれに伴うルーメンコ

ンディションの変化が考えられるOそこで､ルーメンコンディションについて検

討した｡ルーメン液中微生物において､総原虫数は前駆症状発現日から増加の傾

向を示した｡このうち最初に前駆症状発現前日に大型原虫数が増加し､前駆症状

発現翌日には中型原虫数が増加した｡しかしこの日を最高値としてpHの低下が始

まり､白痢発症前日から大型および中型原虫数が減少した｡小型原虫数は大型お

よび中型原虫の減少と入れ替わるように増加したが､これはその栄養源となる細

菌数が増加したためと患われる｡しかし細菌数は牛個体によって原虫に捕食され

る程度に差異があったためか､一定の傾向は認められなかった｡このようにpHの

低下とそれに呼応した大型および中型原虫の減少と小型原虫の増加という､ルー

メン内の微生物叢の大きな変化が白痢発症日にむけて進行していったことが認め

られた｡ルーメン液中アンモニア濃度の白痢発症日における変動は､これが微生

物の変化に遅れて発現したことから､微生物叢が変化した結果と推定された｡以

上のことより､白痢発症日には母牛のルーメン環境が悪化していたこと (43)が

示唆された｡

ルーメンコンディションに変化が現れた場合､その結果としてVFA組成の変動

が考えられる｡ 本試験において､前駆症状発現臼には酢酸 (C2)とプロピオン酸

(C3)に変化は認められなかったが､酪酸 (C4)は前駆症状発現前日に有意に増

加した｡ VFAと乳汁成分の関係において､酢酸 (C2)は乳量と脂肪､乳糖､蛋

白の増加､特に脂肪を増加させる作用が顕著であり､プロピオン酸 (C3)-は乳量

は増えないが蛋白が増加するいっぽう脂肪が低下する (51)｡また酪酸 (C4)は､

乳量は増えないが脂肪が増加する (51).｡このことから､前駆症状発現日の酪酸

(C4)の増加は､乳脂肪率の増加に影響している可能性が示唆された｡また白痢

発症日には､いずれのVFAも前日に比べて増加しているが､乳脂肪の変化に一定

の傾向はなかった｡これはルーメン発酵の状態により､乳脂肪率を増加させる酢
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酸 (C2) ･酪酸 (C4)と､減少させるプロピオン酸 (C3) (51)の比率に差異

が生じたためと考えられた｡

母牛個体の MPT

以上のように､母牛の摂取飼料の変化がルーメンコンディションに変化をもた

らし､それが子牛の白痢の発症の転機となる可能性の大きいことが認められた｡

次に､この飼料の変化が母牛の代謝にどのような影響を与えたかを検討した｡

母牛についてMFrを行ったところ､白痢発症日に母牛の血中TG､PL､Glu､

BUNの増加が認められたが､これは､デントコーンサイレージ給与開始後白痢発

症までの間､飼料中のTDNやCPの増加がなく､飼料中脂肪濃度にも変化はなか

ったので､摂取飼料成分由来以外の要因と考えざるを得ない｡

母牛の血中TG の増加の要因としては､(∋飼料中脂質の増加 (60)､②ルーメ

ン微生物体脂質の増加 (19､30､67)､③肝臓中脂質の放出の3つが可能性とし

て考えられるが､①は飼料計算から否定され､③はβLipoの白痢発症日前後の変

動との相関が無いため否定されるので､②のルーメン微生物体脂質由来の可能性

が高いと考えられた｡

PLの増加の要因としては､PLの供給源として(彰飼料中脂質 (60)､②ルーメ

ン微生物体脂質 (5,ll,30,67)､③胆汁酸 (5)および④肝臓や組織の細胞中の脂

質が考えられるが､(丑は飼料計算から否定された｡④はPL/Tchoの変動が大きか

ったことから､PLとTchoがほぼ1:1で構成されている高密度リポ蛋白 (HDD

の増加は考えられず､FFAの増加がなかったことから組織からの供給の可能性も

低かった｡さらにβLipoの変動とも連動していないので､④は要因とはなり得な

いと考えられた｡③の胆汁酸は､白痢発症前日に著しく増加した個体が 1頭 (読

験牛 E)あり､この個体のPLに限っては胆汁酸由来 (5)も考えられた｡しかし､

他の4頭のTBAは開始前に比べて半減しており､腸肝循環の円滑でないことが示

唆され､これも共通の要因とは考えにくかった｡いっぽう､牛の第四胃を通過し

たエステル化脂肪酸の 50%はリン脂質で､これは微生物由来のものと推定されて

おり (66)､試験牛E以外の4頭のPLは②のルーメン微生物由来の可能性が高

いと思われたO試験牛Eについても②の可能性のあることは否定できなかった｡

Gluの増加の要因としては､①糖原性物質､特にVFA 中プロピオン酸 (C3)

の増加､②肝臓等での糖新生の冗進､③ストレス､④ルーメン微生物体の糖が考

えられるこ③については､毎日同様な飼養管理と採材を行っており､子牛の白痢

発症日に全頭ともにストレスを負荷したということはありえない｡②の糖新生の

冗進は､エネルギー不足時のインスリンの低下に伴って起きるが､これはホルモ

ン感受性リパーゼ (HSL)の活性増加を伴うが､∴本試験ではそれによるFFAの増

加は認められず､また､給与飼料内容からみてもこの可能性は低いと思われる｡

①については､VFAの分析から白痢発症前後にプロピオン酸 (C3)の増加が認め
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られ､これが Gluの増加の原因となっている可能性もあると考えられた｡また､

④の可能性も考えられた｡

BUNの増加の要因としては､①飼料中蛋白質の増加 (34､49)､②ルーメン内

アンモニアの増加 (19)､③糖原性アミノ酸の利用による異化冗進 (55)､④ル

ーメン微生物の第四胃以下での消化 (48)が考えられる｡これらのうち①は飼料

計算から否定された｡②はルーメン液の分析から認められたが､BUNの変化はル

ーメン内アンモニアの変化に 1日先行しそいることから､これを原因とすること

は困難と思われた｡③は著しい飢餓の状況で起きるが､供試牛は飼料計算上から

も血液のMFrからも著しい飢餓の状況とは考えにくい｡ゆえに､④のルーメン微

生物由来の可能性が高いと考えられた｡

このように､母牛の血中TG､PL､Glu､BUNの同時増加の要因として､ルー

メン微生物由来以外に起源を求めることは､Gluや一部個体のPLを除いては困難

であった｡このことと､白痢発症前日からの大型および中型原虫数の低下および

小型原虫数の増加を考え併せると､白痢発症日にルーメン微生物が大量にルーメ

ンから排出され､第四胃以下で消化 ･吸収されたものと考えられた｡この微生物

の大量流出は､大型および中型原虫が死滅してルーメンから流出したのか､小型

原虫が増えすぎて流出したものかは不明であるが､飼料､特にでんぷん濃度の増

加に起因したルーメン内微生物叢の変化によるものと考えられた｡

子牛個体のMPT

以上のように､母牛への給与飼料の変更により母牛の脂質代謝を中心とする種

種の栄養成分の代謝に変化が生じ､それによって白痢の前駆症状発症前後や白痢

発症前後に乳汁の性状の変化したことがわかったO次に､それが子牛の白痢にど

のように関与したかを検討した｡

まず､子牛に発症した白痢が感染性のものであったか否かが問題となる｡感染

性白痢の原因として最も多いのは病原性大腸菌とロタウイルス (3)である｡本試

験においては､いずれの時期においても子牛の腸内細菌数の増加は認められず､

ロタウイルスは常時検出されず､また他の牛との接触も無かった∴さらに本試験

では高圧蒸気あるいは薬剤で牛舎を頻繁に洗浄 ･消毒しており､今回の症例が感

染性下痢症である可能性は低いものと考えられたo

子牛の血液のMPTからは､白痢の前駆症状発現日を境に各種の代謝活性に変化

の起こることが認められた｡すなわち､前駆症状発現日前後に全頭でTGが低値を

示し､それ以降は晴乳量が多くTGが著しく高かった試験牛ECを除く4頭で､デ

ントコーンサイレージ給与開始前よりTGが増加した｡腸管から吸収された脂質は

肝臓を経由して体組織へ転送される.血中TGは消化管からリンパ管を経て肝臓に

至るカイロミクロン (60)と､肝臓から放出されるβLipoの主成分である｡子牛

の場合､肝臓の蓄積脂肪量は少ないので､消化管からの摂取脂質が比較的速やか

に肝臓を通過して体組織に転送されると考えられる｡筆者らのホルスタイン晴乳
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子牛における実験 (未発表)において､血中TGは晴乳後 1-2時間に最高値を示

し､4時間には晴乳前の値に戻ることを確認している｡このことと､TGとβリポ

蛋白とが連動して変化したことから､本試験においては前駆症状発現日 (試験牛

DCは給与開始 3日前あるいは給与開始日の自然発症日)前後に腸管からの脂質の

吸収が一時的に低下し､その後､TGの吸収が増加したことがうかがわれた｡血中

TG増加の原因としては､母牛の乳量および乳脂肪量の増加がまず考えられるが､

本試験においては子牛の血中 TG と母牛b)乳量および乳脂肪量は連動していなか

ったので､これは無関係と考えられた｡いっぽう本試験において晴乳後採血まで

の時間は 6時間であり､通常であれば晴乳後の血中TGの一過性の増加の影響の

消失している時間帯であるので､母乳の脂肪酸組成のところで考察したように乳

汁の腸管内での滞留があり､それによる持続的な脂肪吸収のあったことが推定さ

れる｡この乳汁の滞留はいくつかの影響を及ぼす｡まず､乳糖の吸収がTG同様に

増加するため､血中 Gluは一時的に増加する可能性があるが､本試験では前駆症

状発現日前後にそれが認められた｡また､新生児では飽和脂肪酸塩の刺激による

腸管粘膜の炎症が生じて下痢が起きやすくなる (23)と言われている｡また長時

間腸管に滞留した脂肪は常在細菌叢の作用で水酸化されて吸収されにくくなり､

これが腸管の運動性の変化やナトリウムおよび水分の分泌を促進するとされてい

る｡さらに乳糖が長時間腸管内に滞留すると腸管内の微生物叢が変化し下痢が起

きやすくなる (23)｡これらのことが前駆症状発現日から進行し､母乳性状の不

安定化ともからみあって白痢の発症した可能性が考えられた｡TGの増加の原因と

して肝臓からの脂質の放出の活性化も考えなければならないが､βLipoは前駆症

状発現日以前の値を上回ることはなく､肝臓からの脂質の放出能が冗進している

とは考え難かった｡

以上のように子牛は前駆症状発現日以降､消化管内環境は不安定となり､それ

が徐々に悪化 していった可能性が示唆された｡白痢発症日には子牛の血液に著変

はなく､白痢の発症は子牛の代謝異常や脂質の吸収不良によるものではなく､消

化管内での消化不良によるものと推定された｡

まとめ
～

以上のことから子牛白痢発症までの経過をまとめると､以下のよ●ぅになった｡

デントコーンサイレージの給与開始後1-3日に子牛の糞便に軽度の変化が認めら

れたので､この日を前駆症状発現日とした｡前駆症状発現日の乳汁中 Mgおよび

Caは高値の傾向を示し､飽和脂肪酸量あるいは高級飽和脂肪酸も増加の傾向にあ

った｡前駆症状発現日前後にはルーメン液中の大型および中型原虫薮が増加した

が､白痢発症前日から減少し､小型原虫が増加した｡して の日から母牛の血中PL､

およびBUNが増加し､これは大型および中型原虫あるいは小型原虫を消化吸収す

ることによるものと推定された｡この間､乳汁のpH､脂肪酸組成およびケトン体

濃度が次第に不安定になった｡いっぽう子牛の血液検査結果からは､前駆症状発
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現日以降､腸管での乳汁成分の滞留を示唆する所見が得られた｡新生児の白痢に

おいては､高級飽和脂肪酸は吸収が著しく悪い上､二価の陽イオンと結合して脂

肪酸塩を形成して腸管に滞留しやすく､腸管内に脂肪が長時間滞留すると､常在

菌が脂肪酸を水酸化することで吸収されにくいオキシ脂肪酸が形成されてナトリ

ウムや水分の分泌を促進することが発症の原因の一つとされており､この変化が

子牛の腸管内で起きていた可能性が考えられた｡さらに母乳の変化が日を追って

増幅され､飼料変更後5-7日の白痢発症月には､大量のルーメン微生物の消化 ･

吸収に起因すると思われる母牛の血液成分 (PL､TG､Glu､BUN)の一過性の増

加があり､それによると思われる乳汁成分 (乳脂肪率､脂肪酸組成､pH)の一過

性の変化が起こった｡子牛は前駆症状発現日以降すでに消化不良の状態であった

ところに､乳脂肪率､脂肪酸組成およびpH等に変化をきたした乳汁を晴乳し､こ

れにより脂肪の消化不良が急激に進行し､脂肪消化不良便としての白痢が発症し

たと推定された｡白痢発症時には子牛の血中TGの低下は認められず､この時点で

の脂肪吸収不良はないものと推定された｡これは病原微生物により腸管が損傷さ

れて白痢が発症するという､低脂質血症を伴う感染性白痢の病態とは異なるもの

であった｡

このように子牛の "母乳性白痢"は､デントコーンサイレージ給与後に生じる

母牛のルーメンコンディションの変化に起因する乳汁の変化により引き起こされ

ることが示唆された｡しかし母牛のルーメンコンディションの変化､乳汁の生産

過程での変化および子牛の消化管内環境については､さらに詳細な検討が必要と

思われた｡

本試験では牛舎は頻繁に洗浄 ･消毒を行い､微生物感染の防御には細心の注意

を払った｡しかし一般農家ではこのような管理は不可能であり､前駆症状発現日

以降の子牛の消化管の機能が不全であれば､腸内細菌叢が変化し∴感染性白痢の

誘因ともなりうる｡筆者らの先の報告 (B)で示したように母牛の飼養管理の改善

で子牛の白痢は激減することから､感染性白痢と分類されている子牛白痢のうち

の相当数の原因あるいは誘因は母乳の異常である可能性も考えられ､子牛白痢の

予防および治療については母牛の飼養管理から考え直す必要があると思われた｡
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第3章 長鎖脂肪酸投与によるホルスタイン種子牛の糞便

および血液性状の変動

緒 言

筆者 らは第 2章において､黒毛和種子牛の白痴は母牛のルーメンコ

ンデ ィシ ョンの変化 に起因す る乳汁脂 肪酸成分 の変 動が大 きく関与

す ることを明 らかにした｡そ こでそれを確認するために､第 2章で問

題 となった長鎖脂肪酸 を乳汁 に添加す ることによる､子牛 の血液およ

び糞便性状の変化 を検討す ることにした｡当初､供試牛は黒毛和種子

牛 5頭 を用いる予定であったが､頭数の確保等の諸般の事情によ り､

やむを得ず､ホルスタイ ン子牛を用 いざるを得なかった｡

材料および方法

1. 供試牛

臨床的に健康な 2-3週齢のホルスタイン種子牛 20頭を供試した｡供武牛は 5

頭づつ､無投与コントロール群 (C1-5)､オレイン酸投与群 (01-5)､ステア

リン酸投与群 (S1-5)､パルミチン酸投与群 (P1-5)の4群に分けた.供試牛

の性別と導入時の日齢および体重は表 12に示した｡導入時の日齢は1-7日､体

重は33.5-51.0kgであった｡

飼育は戸外のカーフハッチで行い､木製すのこの上にポリウレタンのマットの

みを敷き､他の敷料は用いなかった｡牛の入れ替えの際には､カーフハッチを移

動し､カーフハッチの蒸気殺菌と地面の火炎消毒および生石灰の散布を行った｡

2. 給与飼料および投与脂肪酸

朝 8時と夜 8時の 1日2回､体重の5%に相当する量の代用乳を38℃に加温し

て晴乳バケツで晴乳させた｡飲水はバケツから自由に行わせた｡試験日には朝夕

12時間間隔で 2回､代用乳の2%量の脂肪酸を添加して投与した｡投与した脂肪

酸は､オレイン酸 (関東化学 ;東京)､ステアリン酸 (関東化学 ;東京)､パル

ミチン酸 (関東化学 ;東京)の 3種類を用いた｡他の飼料は試験終了まで一切与

えなかった｡

3. 材料の採取､処理および保存方法

1)採血方法
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試験日の朝の脂肪酸投与前と投与後 1､2､4､6､12､24､36および48時間

に採血を行った｡採血と晴乳が重なった際は､採血後に晴乳した｡採血は頚静脈

から採血量4mlの血清分離剤入り真空採血管 (SST管､日本べクトンデイッキン

ソン､東京)を用いた｡採取した血液は直ちに38℃にて 15分間インキュベ-ト

した後､3000回転で 15分間遠心して血清を分離した｡血清は分離後､一部は直

ちに測定に供し､残りは-40℃で凍結保存した｡

2)採便方法

供試牛は､試験開始前および試験日の朝の脂肪酸投与前と投与後 6､12､24､

36および 48時間と下痢発症時に直腸から糞便を採取した｡採取した糞便は直ち

にチャック付きのビニール袋に薄くのばしていれて密閉し､-40℃で凍結保存し

た｡

4. 検査項目および測定方法

1)血液

血清生化学検査項目は､トリグリセリド (TG)､βリポ蛋白 (βLipo)､遊離

脂肪酸 (FFA)､総コレステロール (Tcho)､リン脂質 (PL)､総胆汁酸 (TBA).

尿素窒素 (BUN)､グルコース (Glu)の 8項目について行った｡測定方法等は

表 13に示した｡測定はTBA､PLを除いて当日中に行い､PLはその個体の試験

が終了した時点で､TBA は後日まとめて測定した｡測定機器は ANALYZER

SUPERZ818(エム ･シー ･メディカル､東京)を用いた｡

2)糞便

導入時に供試牛全頭の糞便中のロタウイルス抗原の有無､腸内生細菌数の検査､

クリプトスポリジウム抗原の有無の検査を行った｡試験期間中は､採取直後に色

と性状を記録し､下痢発症時にはロタウイルス抗原の有無､腸内生細菌数の検査

を行った｡

ロタウイルス抗原の検査は､ラテックス凝集法 (ロタレックスドライ ;第一化

学 ･ORIOND工AGNOSTICA､Finland)により行った｡肉眼的にテストカード

のROTAスポット上に凝集が認められ､かつ CONTROLスポット上に凝集が認

められなかった場合を陽性と判定した旨.腸内生細菌数は､糞便0.1gをPhosphate

BufferedSaline(PBS)で10倍段階希釈し､5-9倍希釈液をマッコンキー寒天

培地 (日水製薬株式会社 ;東京)にそれぞれ0.1ml塗布し､38℃､24時間培養し

た後にコロニー数を計測 した｡クリプ トスポリジウムの有無の検査は､

CryptosporidiumTest(TECHLAB;Blacksburg)によりMonoclonalELISA

法で行った｡糞便0.1gを検体とし､肉眼的にポジティブコントロール､ネガティ

ブコントロールと比較して判定した｡

さらに凍結糞便を用いて､糞便中脂肪酸組成の分析を行った｡糞便は解凍後､

Bligh-Dierの方法 (17)によって粗脂質を抽出した (表 2)｡Bligh-Dierの方
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法は 15mlの共栓付きスピッツグラスに0.5gの糞便を入れ､クロロホルムとメタ

ノールを 1:2の割合で混合した溶液 3.75mlを加え､1-2時間ときどき振とうし一

た後､3000回転で 5分間遠心した｡上清を別のスピッツグラスに移し､沈殿物に

クロロホルムとメタノールと水とを1:2:0.8の割合で混合した溶液4.75mlを加

え､同様に振とう､遠心した｡上清を先程のものと合わせ､2.5mlずつのクロロホ

ルムと水を順次加えて撹拝 し遠心分離後､下層のクロロホルム層を取り出し､同

量のベンゼンを加えて窒素気流中で濃縮し､粗脂質を抽出した｡総TG量は予め重

量を計量したスピッツグラスに抽出した粗脂質を入れて､恒量がでるまで乾燥､

計量を繰り返し､重量法で計量した (28)｡その後､抽出した粗脂質に 5%無水

メタノール塩酸 2mlを加え､50℃で2時間時々振りながら加熱し､室温に冷却後､

ヘキサン 2mlを加えて振とうLでヘキサン層を別のスピッツグラスに移し､この

操作を3回繰 り返した｡2%KHC03を2mlで後洗し､取り出したヘキサン層に小

匙3-5杯の硫酸ナ トリウムを入れて一晩放置し､窒素気流中で溶媒を留去して､

メチルエステル化した (表 14)｡次いで､メタノール5mlに溶解し､よく撹拝し

て 90LLlをサンプルカップに入れ､内部標準として 10LLlのへブタデカン酸 (C17)

(フナコシ､東京)を加えて撹拝して高速液体クロマ トグラフィー (資生堂 ･

NANOSPACESト1､東京)の試料とした｡測定は､移動相は0.1%リン酸水溶液

(MQ) :アセ トニ トリル-2:8､カラムは CAPCELLPAKC18UG120逆相

カラム (資生堂､東京)､注入量 20LLl､測定時間 110分､波長 210pm､カ

ラム温度 40℃の条件で測定した｡

3)代用乳

代用乳中の粗脂質の抽出は､その 1gを､糞便と同様に Bligh-Dierの方法によ

って行い､重量法で総TG量を計量した後､メチルエステル化して､高速液体クロ

マ トグラフィーで脂肪酸組成の分析を行った｡

5.データ処理

データは脂肪酸投与試験日の朝の晴乳前を 0として､その後の時間を示した｡

各項目については､各群 5頭の平均値を求め､晴乳前の値を 100%とした場合の

その後の変動について示した｡統計処理は､脂肪酸投与前と投与後､コントロー

ル群と脂肪酸投与群との有意差の有無をMann⊥Whitney検定で求めた｡

成 績

1. 臨床症状

試験期間中は､元気､食欲に変化はみ られず､体温も正常であった｡試験期間

における各子牛の糞便の性状および色調を表 15に示した｡糞便の性状および色調

の変化は､いずれも半日か ら数日で回復する軽いものであった｡コントロール群
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では､脂肪酸投与後 12-36時間に1頭で軟～粘調性軟便を認めた｡オレイン酸投

与群では､脂肪酸投与後 24時間に3頭で色調が黄白色に変化し､5頭全頭で 6-

24時間に軟便～水様便を呈した｡ステアリン酸投与群では､脂肪酸投与後 12-48

時間に2頭がやや軟～水様便と軟便となり､黄白色便となった｡別の2頭では色

調のみ変化し､白～黄白色便となった｡パルミチン酸投与群では､脂肪酸投与後

12-48時間に5頭全頭がや軟便､泥状便､水様便などになり､色調も黄白色～灰

白色便となった｡また､全頭で白い頼粒の混在を認めた｡

2. 代用乳中総TG量および脂肪酸組成

代用乳中の総 TG量は 1g中 0.063gで､脂肪酸組成はラウリン酸が 5.56%

(0.34mg/ml)､ミリスチン酸が36.84%(2.27mg/ml)､パルミチン酸が6.55%

(0.40mg/ml)､パルミトレイン酸が 1.88% (0.12mg/ml)､ステアリン酸が

6.42%(0.39mg/ml)､9.10ジヒドロキシステアリン酸(9.10-OHFA)が 12.91%

(0.79mg/ml)､12ヒドロキシステアリン酸(12-OHFA)が3.11%(0.19mg/ml)､

オレイン酸が 18.79% (1.16mg/ml)､リノール酸が7.93% (0.49mg/ml)であ

った (図19)｡

3. 血清生化学検査値

1)TG

各群の脂肪酸投与後のTGの平均値の推移を図20に示した｡TGは､各群とも1

回冒脂肪酸投与後 1-2時間に急激に増加し､オレイン酸投与群は投与後 1-2時

間に､ステアリン酸投与群は投与後 2時間に､パルミチン酸投与群は投与後 1時

間に､投与前に対して有意な増加を示した｡各群ともその後減少して､2回目投与

時の12時間にはほぼ投与前の値に戻った｡ステアリン酸投与群では投与後36時

間に､パルミチン酸投与群では投与後 24-36時間に再び増加傾向を示したが､い

ずれも48時間には投与前の値まで減少した｡同一時間での群間に有意な差は認め

られなかった｡

2)8Lipo

各群の脂肪酸投与後のβLipoの平均値の推移を図20に示した｡βupoはTGと

ほぼ同様の変動を示し､1回目投与後 1-2時間に増加傾向を示したが､このうち､

パルミチン酸投与群は投与後 1時間に投与前に対して有意に増加した｡各群とも

その後次第に減少し､2回目投与時の12時間にはほぼ投与前の値に戻った｡同一

時間での群間に有意な差は認められなかった｡

3)FFA

各群の脂肪酸投与後のFFAの平均値の推移を図20に示した｡コントロール群は

晴乳後減少傾向を示し､オレイン酸投与群は投与後 2時間に増加した｡ステアリ

ン酸投与群とパルミチン酸投与群は投与前の値で推移したが､いずれの群も 2回
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目投与時の12時間には投与前の値よりやや増加傾向を示した｡投与後24時間に

は､コントロール群では減少傾向を示したが､脂肪酸投与群は24-48時間に増加

傾向を示した.このうち､コントロール群は36-48時間に､パルミチン酸投与群

は36時間に投与前に比べて有意な増加を示した｡同一時間での群間に有意な差は

認められなかったC

4)Tcho

各群の脂肪酸投与後のTchoの平均値の推移を図21に示した｡いずれの群も投与

後 1-2時間に減少したが､コントロール群では1-2時間に､オレイン酸投与群

では1時間に有意に減少した｡2回目投与時の12時間にはいずれの群もほぼ投与

前の値に戻り､その後､コントロール群は24-36時間には有意に増加し､オレイ

ン酸投与群は 24-48時間に減少してコントロール群に対して有意な低値を示し

た｡ステアリン酸投与群とパルミチン酸投与群はほぼ一定の値で推移した｡

5)PL

各群の脂肪酸投与後のPLの平均値の推移を図21に示した｡コントロール群とス

テアリン酸投与鮮ほ投与後4-6時間までほぼ一定の値で推移し､その後減少傾向

を示し､ステアリン酸投与群は投与後 6-12時間に投与前に対して有意に減少し

た｡コントロール群は24時間ではほぼ投与前の値に戻り一定の値で推移した｡オ

レイン酸投与群は投与後1時間に増加傾向を示し24時間までほぼ一定の値で推移

して,その後減少して投与前の値で推移した｡パルミチン酸投与群は投与後 1時

間に減少傾向を示し12時間までほぼ一定の値で推移して､24時間に増加傾向を

示して投与前の値に戻った後､再び減少した｡同一時間の群間の有意な差は認め

られなかった｡

6) TBA

各群の脂肪酸投与後のTBAの平均値の推移を図21に示した｡コントロール群は

晴乳後 2時間に晴乳前に対して有意に減少し､12時間には投与前の値に戻った｡

その後 24時間では増加したが､36時間にほぼ晴乳前の値まで減少した｡オレイ

ン酸投与群は投与後 1-2時間に急に増加したが､4時間にはほぼ投与前の値まで

減少し､再び6-12時間に増加した｡24時間には投与前の値にまで減少して､そ

の後48時間まで増加した｡また､投与後2､48時間には投与前およびコントロー

ル群に対して有意に増加した｡ステアリン酸投与群はほぼ一定の値で推移した｡

パルミチン酸投与群は投与後 1時間に晴乳前およびコントロール群に対して有意

に増加し､2時間に減少したがコントロール群に対しては有意な高値を示した｡そ

の後 12時間まで投与前の値で推移し､24時間には投与前より増加した後36時間

には再び減少して一定の値で推移した.

7)BUN

各群の脂肪酸投与後のBUNの平均値の推移を図22に示した｡コントロール群と

オレイン酸投与群はほぼ一定の値で推移し､大きな変動はみられなかった｡ステ
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アリン酸投与群は投与後4時間に投与前に対して有意に減少したが12時間には投

与前の値に戻った｡24-48時間には投与前およびコントロール群に対して有意な

低値を示した｡パルミチン酸投与群は投与後 12時間までは一定の値で推移したが､

24時間に減少し､48時間には投与前に対して有意に減少した｡

8)G山

各群の脂肪酸投与後のGluの平均値の推移を図22に示した｡ Gluは各群とも投

与後 1-2時間に上昇し､このうち､コントロール群で晴乳後 2時間に､オレイン

酸投与群で投与後4時間に､ステアリン酸投与群で投与後 1-4時間に､パルミチ

ン酸投与群で投与後 2時間および 6時間に投与前に対して有意に増加した｡各群

ともその後低下して 12時間にはほぼ投与前の値で推移した｡またパルミチン酸投

与群では投与後 2時間にコントロール群に対して有意な低値を示し､投与後 24時

間に投与前に対して有意に減少した｡

4. 糞便の微生物検査

試験開始前および下痢発症時の微生物学的検査結果を表 16に示した｡試験開始

前の腸内生細菌数は､4.4×106-7.9×107/gであり､下痢発症時は 7.6×106-

7,1×108/gであったが､多くの群で著しい変化はなかった｡また､ロタウイル

ス抗原はすべての個体で終始検出されなかった.

5. 糞便中総TG量および脂肪酸組成

1)糞便中総TG量

測定した脂肪酸は､ラウリン酸､ミリスチン酸､パルミチン酸､パルミトレイ

ン酸､ステアリン酸､ 9.10-OHFA､12-OHFA､オレイン酸およびリノール酸で

あった｡

各群の､糞便中総TG量の平均値の推移を図23に示した｡コントロール群は晴

乳後 6時間に減少した後ほぼ一定の値で推移したが､晴乳後 24時間と48時間に

は晴乳前に対 して有意に減少した｡オレイン酸投与群とステアリン酸投与群はほ

ぼ一定の値で推移し大きな変動はみられなかったが､オレイン酸投与群では投与

後 36時間に､ステアリン酸投与群では投与後24時間にコントロール群に対して

有意な高値を示した｡パルミチン酸投与群は投与後 36時間まで増加し､48時間

に減少したが､36時間には投与前およびコントロール群に対して有意に増加し､

48時間にはコントロール群に対して有意な高値を示した｡

2)ラウリン酸

各群の､糞便中ラウリン酸の平均値の推移を図24に示した｡コントロール群は

哨乳後 6時間に増加傾向を示し､12時間には晴乳前の値に戻ったが､24時間には

増加傾向を示し､36時間に減少して 48時間には再び増加したが､暗乳前に対し

て有意差は認められなかった｡オレイン酸投与群はほぼ一定の値で推移し､大き
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な変動は認められなかった｡ステアリン酸投与群は投与後 6時間に減少して､そ

のまま一定の値で推移し､24-36時間には投与前およびコントロ∵ル群に対して

有意に減少した｡パルミチン酸投与群は投与後6時間に増加した後減少して12時

間の2回目投与時には投与前の値に戻った｡24時間にはコントロール群に対して

有意な低値を示したが､36時間にはほぼ投与前の値にまで増加した｡

3)ミリステン穀

各群の､糞便中ミリスチン酸の平均値の推移を図24に示した｡パルミチン酸投

与群は投与後 6時間に増加し､2回目投与時の12時間には減少して投与前の値に

戻り､2回目投与後の24時間にも投与前の値に戻ったが､その後､36時間に増加

してコントロール群に対して有意な高値を示し､その後減少した｡その他の群は

ほぼ一定の値で推移したが､コントロール群は晴乳後36時間に晴乳前に対して有

意に減少した｡

4)パルミチン酸

各群の､糞便中パルミチン酸の平均値の推移を図24に示した.パルミチン酸投

与群は投与後 6時間に増加傾向を示し､2回目投与時の12時間には投与前と比べ

てやや高値を示した｡2回目投与後の 24時間には増加し､36-48時間に投与前

およびコントロール群に対して有意な高値を示した｡その他の群はほぼ一定の値

で推移し､大きな変動はみられなかった｡

5)パルミトレイン酸

各群の､糞便中パルミトレイン酸の平均値の推移を図25に示した｡コントロー

ル群とパルミチン酸投与群は投与後 12時間に有意に減少し､2回目投与後の 24

時間でも同じレベルであったが､36-48時間に投与前の値に戻うた｡コントロー

ル群は噛乳後24-36時間に､投与前に対して有意に減少した｡オレイン酸投与群

は投与後 12時間まで減少傾向を示し､24-36時間に増加傾向を示してその後減

少した｡ステアリン酸投与群は大きな変動はみられなかった｡同一時間での群間

の差は認められなかった｡

6)ステアリン酸

各群の､糞便中ステアリン酸の平均値の推移を図25に示した｡コントロール群

は晴乳後-6時間にわずかに減少し､その後ほぼ一定の値で推移したが､36時間に

晴乳前に対して有意に減少した｡ステアリン酸投与群は投与後 12-36時間に著し

く増加し､24時間でピークとなり､その後48時間に減少したが､12-36時間に

投与前およびコントロー∠レ群に対して有意に増加した｡その他の群は大きな変動

はみられなかった｡

7)9.10-ジヒドロキシステアリン酸 (9.10-OHFA)

各群の､糞便中9.10-OHFAの平均値の推移を図25に示した｡コントロール群

とオレイン酸投与群は投与後 6-12時間に減少し､その後増加したが､2回目投

与後の 24時間には投与前より低値で､48時間にほぼ投与前の値に戻った｡コン
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トロール群は晴乳後 6-12時間に晴乳前に対して有意に減少した｡ステアリン酸

投与群は投与後 6時間に減少し､2回目投与時の12時間には投与前の値よりやや

低値を示し､2回目投与後の24時間にもそのままの値で､その後ほぼ一定の値で

推移した.パルミチン酸投与群は投与後 6時間に増加してコントロール群に対し

て有意な高値を示し､12時間には投与前の65%にまで減少した｡その後増加する

傾向を示し､24時間には投与前の 90%まで増加した｡投与後 12時間と36時間

には投与前に対して有意に減少した｡

8)12-ヒドロキシステアリン酸 (12-OHFA)

各群の､糞便中12-OHFAの平均値の推移を図26に示した｡コントロール群は

晴乳後 12時間まで減少して 24時間に増加する傾向を示したが､晴乳後 36時間

には晴乳前に対して有意に減少した｡オレイン酸投与群は投与後 12時間で有意に

減少したが､2回目投与後の 24時間では増加しており36時間にはピークとなっ

た後､48時間に減少してほぼ投与前の値を示した｡ステアリン酸投与群は投与後

次第に減少し12､24時間ともに減少したが､48時間に増加した｡投与後 36時間

には投与前に対して有意に減少した｡パルミチン酸投与群は投与後 6時間に増加

し､12､24時間ともに減少していたがその後増加する傾向を示した｡投与後 24

時間には投与前に対して有意に減少した｡

9)オレイン酸

各群の､糞便中オレイン酸の平均値の推移を図26に示したOコントロール群は

晴乳後 6時間に晴乳前に対して有意に減少し､その後ほぼ一定の値で推移した｡

オレイン酸投与群は投与後 12時間では投与前のレベルであったが24-36時間で

は増加して48時間には投与前の値に戻った｡ステアリン酸投与群は大きな変動は

みられなかった｡パルミチン酸投与群は投与後次第に増加し12､24時間ともに増

加して 36時間にはピークとなった後､48時間に減少したが､投与後36-48時間

には投与前およびコントロール群に対して有意な高値を示した｡

10)リノール酸

各群の､糞便中リノール酸の平均値の推移を図26に示した｡コントロール群は

晴乳後 6時間に減少し､その後ほぼ一定の値で推移した｡オレイン酸投与群は投

与後 12時間では変動しなかったが､24-36時間では増加して､48時間には投与

前のレベルに減少した｡ステアリン酸投与群は投与後 12時間では変動しなかった

が､24時間に増加し､その後減少してほぼ投与前の値で推移した.パルミチン酸

投与群は投与後 6時間に増加し12時間に減少して投与前のレベル以下になり､24

時間には投与前の値に戻った後､増加して36時間でコジトロール群に対して有意

に高値となり48時間には投与前のレベルに戻った｡

考 察

28



第 2章において黒毛和種牛の母乳性白痢において､白痢発症子牛が晴乳してい

た乳汁の脂肪率は2%程度増加しており､特定脂肪酸が増加していたことを認めた｡

そこで､本章では乳汁中脂肪酸組成と子牛の白痢との関連性をさらに明確にする

ために､人工的に特定脂肪酸を添加した代用乳をホルスタイン子牛に晴乳させ､

臨床症状と糞便中脂肪酸組成の変動を観察した｡

脂肪酸はその炭素数によって短鎖 (C4TC8)､中鎖 (C10～C14).､長鎖 (C16

以上)に分類される｡また､二重結合を持たない脂肪酸は飽和脂肪酸､二重結合

を持つ脂肪酸は不飽和脂肪酸と呼ばれる｡今回の試験の脂肪酸はラウリン酸

(C12)､ミリスチン酸 (C14)が､中鎖飽和脂肪酸､パルミチン酸 (C16)､ス

テアリン酸 (C18)が長鎖飽和脂肪酸､パルミトレイン酸 (C16:1)､オレイン

酸 (C18:1)､リノール酸 (C18:2)が長鎖不飽和脂肪酸である｡

子牛に特定脂肪酸を添加した代用乳を晴乳させると､コントロール群で5頭中1

頭､オレイン酸投与群で5頭全頭､ステアリン酸投与群で5頭中4頭､パルミチ

ン酸投与群で 5頭全頭に糞便性状または色調の変化が認められた｡いずれの症状

も治療なしで半日から数日で回復する軽いものであった｡今回の試験では､糞便

性状の変化時にすべての個体で腸内生細菌数の大きな増加は認められず正常範囲

内の推移であり､ロタウイルス抗原も検出されなかったので､糞便性状の変化は

非感染性の原因による可能性が高いと考えられた｡

血清生化学データは､脂肪酸投与前の値が群間に有意差はなかったもののばら

つきが大きかったため､脂肪酸投与後の変動については脂肪酸投与前に対する変

化率のグラフとして示した｡

血中 TGは食餌性脂質が消化管から吸収されリンパ管を経て肝臓に至るまでの

カイロミクロンと､肝臓から放出されるプレβupo蛋白およびβupoの主成分で

ある｡高橋らは子牛の下痢発症時の血中 TGが低値の時は腸での脂質の消化吸収

阻害などによる低エネルギー状態であり､高値の時は脂質の過剰と肝や腰機能が

関連した脂質代謝異常であり､正常値は中間の病態であるとした (59)｡また､r

筆者らは高脂肪乳給与により短時間で吸収不能に陥る個体と持続的吸収を維持す

る個体があり､子牛の消化吸収能力に大きな個体差があることを認めている (未

発表)｡今回の試験では､血中TGは飽和脂肪酸であるステアリン酸およびパルミ

チン酸投与群で下痢発症時に増加傾向を示したもののコントロール群との有意な

差はみられなかった｡しかし､投与直後にコントロール群より高値を示す傾向が

あり､これは､第四胃内でのカード形成能が低下して乳汁の第四胃の通過速度が

速まり､持続的吸収ができずに一過性に脂質を吸収した可能性が考えられた｡

下痢発症子牛は未発症子牛に比べてBUNの上昇と血中Tchqの低下が認められ､

これは下痢の発症により体内の水分と電解質が喪失し､それに伴い腎血流量が減

少して BUN が上昇し､また､消化吸収阻害に伴うエネルギー吸収の低下により

Tchoが低下することによると考えられている (15)｡しかし､今回の試験では

BUNの増加は認められなかった｡逆に高級飽和脂肪酸投与群で下痢発症時にBUN
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が低下した｡BUNの低下の原因は､血中Tchoが脂肪酸投与各群ともコントロー

ル群より低値を示したことと併せて､消化吸収阻害によるものと考えられた｡PL
は肝で生合成され､アポ蛋白､コレステロール､糖脂質などとともにリポ蛋白を

形成し､複合脂質の中で大きな割合を占めており､栄養失調で低下を示す｡ステ

アリン酸投与群での有意な減少は､そのためであると考えられた｡TBA は脂質を

乳化し､脂肪の消化産物を可溶化させる機能がある｡オレイン酸投与群で下痢発

症後に増加していることから､脂質の消化不良を改善させるために胆汁酸分泌が

冗進したものと考えられた.血中FFAは､体脂肪からの脂肪の動員により供給さ

れエネルギー不足の状態で増加する｡また､給餌後 1.5-3.5時間に40%減少する｡

今回の試験でも､コントロール群と飽和脂肪酸投与群で晴乳後2-4時間に減少傾

向がみられた｡血中FFAは､子牛では体脂肪由来のものとカイロミクロン由来の

ものが考えられるが､オレイン酸投与群では他の群に比べ血中TGの増加が少なか

ったにも関わらず血中FFAが大きく増加した｡これはエネルギーが負の状態であ

る可能性が高いことから､オレイン酸投与群では脂肪の消化吸収が低下したもの

と考えられた｡血中 Gluは､肝での糖新生あるいは食餌により供給され､エネル
∫

ギー不足により低下するが､FFAやケトン体濃度の変化に比べるとその調節機構

は強力で変化は小さい (53)｡今回の試験では､6時間まではいずれの群も投与

前の値より増加したが､パルミチン酸投与群で投与後 2時間にコントロール群に

対して低値を示し､発症時にも減少した｡これは､消化吸収機能の低下により糖

あるいは糖原物質の吸収が低下したためと考えられた｡以上のことから､長鎖脂

肪酸投与により､腸管での消化吸収阻害が起こり､脂質吸収の低下が生じている

と推測された｡

新生子牛において腸管の脂肪酸吸収能は､短鎖脂肪酸であるカプリル酸 (C8)､

カプリン酸 (C10)およびラウリン酸 (C12)は100%､パルミトレイン酸 (C16:

1)､オレイン酸 (C18:1)およびリノール酸 (C18:2)は89､75および79%､

/UL,ミテン酸 (C16)は42%､ステアリン酸 (C18)は26%であり､長鎖飽和脂

肪酸の吸収率の極端に悪いことが示されている (50)｡今回の試験では､長鎖飽

和脂肪酸であるステアリン酸とパルミチン酸投与群で投与脂肪酸が糞便中に増加

しており､糞便中総TG量も増加していることから､長鎖飽和脂肪酸投与における

下痢発症は､吸収率の悪い長鎖飽和脂肪酸が急激に増加したために､腸管内で吸

収しきれずにそのまま排出した脂肪便であることが考えられた｡また､パルミチ

ン酸投与群では､糞便中にミリスチン酸､オレイン酸､リノール酸も増加してお

り､これは､腸管での脂質吸収不良により､本来吸収率のよい脂肪酸の吸収も阻

害され､排出されたものと考えられた｡

Abeは､脂肪源の異なる代用乳を子牛に晴乳し､長鎖不飽和植物油と下痢との

関連について報告した (2)｡また､新生児における脂肪便は､腸管内に長時間脂

肪が滞留すると腸内常在菌が中性脂肪中の飽和脂肪酸を水酸化し､水酸化脂肪酸

に変えてしまうため発症することが知られている (7､9､58､61)｡この水酸化
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脂肪酸は腸管の運動性を変え､ナトリウムや水分の分泌を促進する作用があるた

め､下痢を引き起こす因子となり､この作用はオレイン酸で最も顕著にみられる｡

今回の試験では､不飽和脂肪酸であるオレイン酸を投与した群で下痢発症後に糞

便中水酸化脂肪酸が増加する傾向がみられたことから､オレイン酸が腸管内で水

酸化脂肪酸に変化し､下痢を引き起こす原因となった可能性が考えられた｡

母牛の高脂肪乳は摂取脂肪の分解吸収笹の未発達な子牛において､腸管内での

脂質乳化およびミセル化不良によって消化不良を引き起こすと考えられる｡今回

の試験では､長鎖飽和脂肪酸および長鎖不飽和脂肪酸投与によって子牛に下痢を

引き起こしたが､これらは高脂肪乳による消化不良も一つの原因と考えられた｡

しかし､高脂肪乳においても増加した脂肪酸の種類によりその病態に差異が見 ら

れた｡すなわち､長鎖飽和脂肪酸投与による発症は､吸収率の悪い長鎖飽和脂肪

酸が増加したことにより､腸管内での脂質乳化およびミセル化不良の起きていた

可能性があるoまた､長鎖不飽和脂肪酸投与による発症は､代用乳中脂肪率の増

加､腸管内での不飽和脂肪酸の水酸化による水酸化脂肪酸の増加が､脂質の吸収

不良と水分､電解質の分泌促進を引き起こし下痢が発症したと考えられた｡

以上のことより､長鎖飽和脂肪酸の増加は子牛の白痢と密接な関連を持つこと

が明らかとなった｡
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第 4章 まとめ

子牛白痢発症の一つの要因と推定された低でんぷん飼料給与母牛へのデントコ

ーンサイレージ追加給与後の子牛白痢の発症再現試験を行った｡分娩直後の 5頭

の黒毛和種雌牛とその子牛を供試し､連日の飼料摂取量と泌乳量を掌握しながら､

母牛の胃汁､血液および乳汁と子牛の血液および糞便について､子牛の白痢発症

まで追跡した｡その結果､供試牛の子牛全頭が母牛へのデントコーンサイレージ

給与開始後 5-7日に白痢を発症した｡すなわち､デントコーンサイレージの給与

開始後 1-3日に子牛の糞便に軽度の変化が認められた｡この日を前駆症状発現日

とすると､この前後にルーメン液中の大型および中型原虫数が増加した｡この日

に乳汁中Mg､Caおよび高級飽和脂肪酸濃度が高値を示し､乳汁のpHおよび脂

肪酸組成が不安定になった｡同時に､子牛の腸管内での脂肪酸塩形成による乳成

分の滞留によると思われる子牛の血中TGの増加が始まった｡白痢発症前E]には､

母牛のルーメン原虫のうち大型および中型原虫数が減少しはじめ､小型原虫が著

しく増加した｡それに呼応して血中リン脂質 (PL)および BUNの増加が認めら

れた｡白痢発症日には大量のルーメン微生物の消化 ･吸収の一過性の冗進により

母牛の血液 (TG､PL､糖､BUN)お串び乳汁 (乳脂肪率､脂肪酸組成)成分お

よび乳汁pHに一時的に大きな変化が生じ､この乳汁を晴乳した子牛はこれを脂肪

消化不良便として排出することで白痢が発症したものと推定された｡

以上のことから､低でんぷん飼料を給与されていた母牛にデントコーンサイレ

⊥ジが追加給与されることによって生じたルーメンコンディションの変化が､母

牛の血中脂質の変化を引き起こし､その乳汁を晴乳した子牛が "母乳性白痢''を

発症することが明らかとなった｡

そ こで乳汁 中脂肪酸組成 の変化 と子 牛の 白痢発症 の関連 を明 らか

にする目的で､次の試験を行った｡すなわち､子牛に特定脂肪酸 を添

加 した代用乳を晴乳させ､その臨床症状と糞便中脂肪酸組歳および血

液性状の変動について検討 した｡2-3週齢のホルスタイン子牛 20頭

を 5頭ずつ 4群に分け､無投与コン トロール群 (C群)､パルミチン

酸投与群 (P 群)､ステアリン酸投与群 (S 群)､オレイン酸投与群

(○ 群) とした｡体重の 5%量の代用乳に代用乳の 2%量の脂肪酸を

それぞれ添加 して､試験 日の朝夕 2回､12時間間隔で晴乳させた｡

採血および糞便の採取は試験 日の朝の投与前か ら 48時間まで経時的

に行った｡血液生化学検査は TG､ βLipo､FFA､Tcho､PL､TBA､

BUNおよび Gluについて行った｡糞便は微生物検査を行 うとともに､

凍結糞便 を用いて糞便中 TG量およびその脂肪酸組成の分析を行った0

その結果､C群の 1頭､P群の 5頭､S群の 2頭､○群の 5頭で糞
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便性状または色調の変化が見 られた｡糞便性状の変化時に腸内細菌数

の有意な変化は見 られず､ロタウイルス抗原は終始陰性であった｡血

液成分では､P群および S群で TGの増加傾向､Tcho､Gluの低値､

○群で FFA､TBA の増加､Tchoの低値を示 した｡また､P群および

S群では投与脂肪酸の排出増加 による糞便 中 TG の増加 を示 し､0 群

では糞便 中水酸化脂肪酸の増加傾向が見 られた｡以上の成績よ り､長

鎖飽和脂肪酸投与 (P 群､S群)による糞便性状の変化は､吸収率 の

悪 い長鎖飽和脂肪酸の増加によ り､吸収できなかった脂質が水分 の分

泌 を促進 し､排出されたものと推定された｡長鎖不飽和脂肪酸投与 (○

秤)による糞便性状の変化は､腸内常在菌による脂肪酸の水酸化が進

行 して吸収不良に陥るとともに､水分の分泌が促進 されて生 じたもの

と推定されたO
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表1.供試牛

母 牛

試験牛 年齢産歴 最終分娩 分娩日

(歳)(産) 年月日 体重(kg)

子 牛

試験牛 出生日

体重(kg)

A 14 12 1997.6.10 373 AC 24

B 2 1 1997.6.161341

C 3 2 1997.8.11 421

D 3 2 1997.8.6 403

E 6 4 1997.9.16 440

BC 27

cc 31

DC 32

EC 30

奉 呈.乳汁中脂肪の抽出とメチル他

推賞 の抽出(B=gh-Dyer法)_

1.15ml共栓付スピッツグラスを用い､乳汁 0.5mlに対してクロロホルムーメ

タノール(C-M,1:2)2.Omlを加える｡

2.その混合物を1-2時間ときどき振とうした後遠心(3000rpm/10min)する0

3.上層 (メタノール層)をピペットで別のスピッツ管に移す｡

4.残液 (クロロホルム層)にさらにクロロホルムーメタノールー水(C-M-

H20,1‥2:0.8)2.5mlを加え､同様に振近遠心し､上層を3のスピッツ管に加

える｡

5.上層を合わせたものにクロロホルムを1.5ml加えて50回振塗し､1･5mlの

水を加えて軽く反転させ､遠心する｡

6.上層 (メタノールー水屑)をアスピレーターで (白い膜まで)吸い取り､下

層 (クロロホルム層)を十分に乾燥したネジロ試験管に移す｡

7.2mi のベンゼンを加え､30℃で窒素気流中で 1-2時間濃縮し､乾固後ただ

ちにベンゼン0.5mlに溶かす｡

TGのメチル化

1.得られた試料に1.8%濃硫酸メタノール2mlを加え､50℃で2時間ときどき

振りながら加熱する｡

2.室温まで温度を下げた後､2血 のヘキサンで3回震とうして抽出する｡

3.ヘキサン層をあわせ､2%EHCO32血 で後洗いし､とりだした上層に約20g

の硫酸ナトリウムを入れて1晩放置後､窒素気流中で1-2時間溶媒を乾固

する｡

4.冷暗所に保存し､ガスクロマトグラフィーで測定する直前にジエチルエ~テ

ル500〟1に溶解する｡
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表3 血液検査項目および方法

検査項目 略号 単位 測定方法

脂質の転送系

トリグリセライドTG .m9/dl
βリポ蛋白 βupo m̀g/dl

脂質の逆転送系

遊離脂肪酸 FFA 〝Eq/l
ケトン体

アセト酢酸 ACAC 〝mol/l
βヒドロキシ酪酸 BHB FLmOJ/l

HDL系

総コレステロール TCho mg/dl
リン脂質

総月旦汁酸

糖新生系

グルコース

蛋白代謝系

アルブミン

尿素窒素

肝臓酵素

AST

γGTP
無機成分

ナトリウム

カリウム

カルシウム

マグネシウム

リン

PL mg/dl
TBA FLmOln

Glu mg/dl

Alb g/dl

BUN mg/dl

AST IU/l

rGTP ]U/I

Na mg/dl
K mg/dl
Ca mg/dl

Mg m9/dl
iP mg/dl

遊離ク◆リセロール消去酵素法

Ntoリンカルシウム比濁法

ACS-ACO酵素法 .

酵素法

酵素法

コレステロールオキシダーセ◆法

フォスフオリ八〇イ D法

酵素法

へキソキ1-FIG6PDH法

BCG法
ウレアイ ･GLDH法

MDH･UVレ+汰

γ5'ルタミルP=トロア二lJ卜●基質法

原子吸光法

原子吸光法

原子吸光法

原子吸光法

比色法
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表7.デントコーンサイレージ給与開始日と

3日前のルーメン液検査成績

項目 平均±標準偏差 単位

pH 6.75 ± 0.29

生細菌数 28.8 ± 8.2 X108/ml

原虫数 総数 10.2 ± 1.2 X104/ml

大型 6.5 ± ･4.8 X104/ml

中型 18.9 ± 8.4 ×104/ml

小型 76.5 ± 19.1 X104/ml

アンモニア 6.1 ± 1.5 mmol/l

#VFA 75.7 士 9.3 mmol/l

酢酸 55.4 ± 6.6 mmol/l

プロピオン酸 13.5 ± 2.0 mmol/I

酪酸 6.8 ± 1.7 mmol/l

5頭の平均

表8.デントコーンサイレージ給与開始日と

3日前の母牛の血液検査成績

項目 平均±標準偏差 単位

TG 9.4 士 2.8 mg/dl

BLipo 44.1 ± 19.9 mg/dl

FFA 653 士 398 FLEq/I

ACAC 28.9 ± 24.1 iLmOl/I

BHB 374 ± 115 FLmOl/I

Tcho 61.5 ± 23.2 mg/dl

PL 63.9 ± 22.8 mg/dl

TBA 52.1 ± 26.0 ILmOl/l

Glu 66.1 ± 3.7 mg/dl

BUN 12.5 ± 2.2 mg/dl

Alb 2.84 ± 0.22 g/dl

Na 319.0 ±14.0 mg/dl

K 17.10 ± 1.21 mg/dl

Mg 1.51 ± 0･36 mg/dl

Ca 8.82 ± 0.07 mg/dl

iP 6.10 ± 0.53 mg/dl

5頭の平均
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表9. デントコーンサイレージ給与後

試験終了時までの母牛の肝臓酵素値

試験牛 AST(∪/り γGTP(∪/I)
A 52.8±

B 50.1±

C 65.8±

D 59.7±

E 62.5±

5J.3 22.6± 1,2

5.4 10.3± 0.5

2.4 12.0± 1.0

3.2 13.0± 0.0

1.3 13.7± 0.3

5頭の平均

表10.デントコーンサイレージ給与開始前4日間の

母牛の乳汁検査成績

項目 平均±標準偏差 単位

朝 夕

娼

pH

舶

摘

配

Na
K

1783 ±581

6.37±0.10

4.91 ± 1,43

4.70 ±0.21

3.77 ±0.41

66.37± 12.65

140.8± 48.7

Mg 12.65± 3･72

Ca 139.4± 14.8

P 123.1± 14.2

カセ○ィン凝固時間 6.0±2･0

1027±405 g

6.42±0.13

5.53± 1.14 %

4.67±0.22 %

3.82±0.40 %

68.6± 11mg/dl

139.0± 48.4mg/d1

ll.7± 3.5mg/d1

138.3± 19.5mg/dl

125.9± 24.3mg/dl

5.9±1.3 分

5頭の平均
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表 11.デントコーンサイレージ給与開始日と

3日前の子牛の血液検査成続

項目 平均±標準偏差 単位

34.2 ± 25.0 mg/d1

104.9 ± 50.1 mg/d1

284 ± 152 J⊥Eq/1

13.4 ± 14.0 FLmOJ/I

124 j= 132 iLmOl/I

84.3 ± 20.8 mg/d1

89.3 ± 20.7 mg/d1

31.6 ± 12.5 〝mol/1

99.6 ± 23.9 mg/d1

8.2 士 3.1 mg/dJ

2.43 ± 0.23 g/dl

5頭の平均
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表12.供試牛の性別と導入時の日齢および体重､クリプ トスポリジウム抗原の有無

個体番号 性 導入時の日齢 (日) 導入時の体重 (Kg) クリプトスポリジウム抗原

C-1 雄 1

C-2 雄 4

C-3 雄 3

C-4 雄 3

C-5 雄 2

42.0

46.0

38.5

40.0

44.0

十

十

0-1 雄 1

0-2 雄 2

0-3 雄 1

0-4 雄 2

0-5 雄 2

42.0

51.0

45.5

44.0

44.0

十

S-1 雄 7

Sl2 雄 4

S-3 雄 1

S-4 雄 4

S-5 雄 1

44.5

33.5

42.0

46.0

45.5

一
十

十

一
P-1 雄 4

P-2 雄 2

P-3 雄 1

Pl4 雌 4

p-5 雄 3

33.5

48.0

42.0

41.0

38.5

十

十

C:コントロール群､0:オレイン酸投与群､S:ステアリン酸投与群､

P:パルミチン酸投与群

表13.血清生化学検査項目および方法
検査項目 略号 単位

トリグリセライ ド TG

βリポ蛋白 βLipo

遊離脂肪酸 FFA

摩コレステロール Tcho

リン脂質 PL

総胆汁酸 TBA

尿素窒素 BUN

グルコース Glu

mg/dl

mg/dl

JLEq/I

mg/dl

mg/dl

FLmOI/A

mg/dl

mg/dl
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表14.メチルエステル化の方法

l.抽出した租脂質に5%無水メタノール塩酸2mトを加える｡

2.時々振りながら50℃で2時間加熱する｡

3.室温に冷却後､ヘキサン2mJを加えて振とうしヘキサン層を別のスピッツグラスに移す

4.3.の操作を3回繰り返す｡

5.ヘキサン層を併せ､2%KHCO3 2mlを加えて振とうしヘキサン層を取り出す｡

6,取り出したヘキサン層に小匙3-5杯の硫酸ナトリウムを入れて-晩放置する｡ -

7.窒素気流中で溶媒を留去する｡

8.メタノール0.5mlに溶解し､HPLCの測定に供する｡
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表 15.脂肪酸投与後の糞便性状および 色 調

供式年 脂肪穀投与開始後時rF.1(時rJ.1)0 6 12 24 36 48

C-1 便性状 正常 正常 正常 正常 . 正常 正常

便色調 線色+青色 尿緑色 灰線色 灰撮色 乱究緑色 灰緑色

～.-

C-3ー 便性状 正常 正常 正常 正常 畠常 正常

便色調 茨灰緑色 丑灰緑色 東欧緑色 溝灰緑色 乱爽緑色 東灰緑色

C-4 便性状 正常 正常 :*轍 鍵:;洋H 正常

便色訳 黄土色 黄土色 軽 輩 菟土色

C-5 便性状 正常 正常 正常 正常 正常 正常

便色試 黄土色 黄土色 黄土色 貴土色～茶色 貴土色 黄土色

0-1 便性状便色調 正常こげ茶色 正常こげ茶色 (血液濃) 正常こげ茶色 ー 妻雑 事 章頑 鵜 鵠 正常:.斉頗≡l村..-, # # 畳土色

0-2 便性状便色調 正常黄土色 正常黄土色 正常貴土色 儀≡如蛸 壷 圭 類由',i-虹 洋書≡童≡童: 義;三三
F;

0-3 便性状 正瀬 正常 正常 正常 正常 一

便色調 尿量緑色 灰緑色 灰緑色 溝JB'磐昔 .;… 黄土色 (粘液裳) 責土色

便色詞 貴土色 蓑蓋重さ告 圭…… 黄土色 黄土色 黄土色 黄土色

0-5 =̀‥=:一一●♯ 二:≡:::= :''''LL鵜川'::::: ーrl溝L■■■=====:

便性状便色調 jf#黄土色 :稗 =#:-=..<::=*=享拳輩省吾 i≡壬 :.::.:▲:準*::=:===誌.:& '#::葦… 辛..L=.鞍=;=;=:;童:妻;叢生奪Hi:i;.,=::.:L 紫.沖 告 ;:I義盛軽;三三≡≡ 繋蓋貴意韮暫惹=≡≡

S-1 便性状 正常 正常 正常 学事 轄 亘 正常 正常
便色調 こげ茶得色 こげ茶緑色 こげ茶緑色 塞横軸雑 .蕪簾継 ii等S.:::.;三.;三灰緑色+灰白色 灰緑色

ら-2 便性状便色調 iE# 正常 軸 :==讃≡ 諌…≡:i輔 ;鎌 涙献言;:I;≡;≡:喜 遠類董 謹 正常

便色讃 東灰緑色 貴土色～灰緑色 茶色～灰線色 茶色～灰緑色 灰緑色 乱究緑色

P-1 便性状 正常 正常 正常 正常 :''速 義 正常便色訊 黄土色+緑 灰緑色 1土e+自世 灰緑色十日粒 灰緑色

P-2 便性状1正常便色訊 丑灰緑色 正常灰緑色+白糠少 正常汲汲灰緑色+白粒少

P-3 便性状 正常 正常 ≡轍 …:I;…:≡:諾… ≒主税蛮声毒軒三幸;壬諾 速

p-4 便性状便色調 正常灰緑色 正常灰緑色 正常灰緑色 # 繁華世 襲軽 墓室

p-5 便性状 正常 正常灰緑色+自粒+黄土色 華軒 謹書 誓… 正常灰緑色+白粒+黄土色 蕪密等無頼蔓等

巨葦 浩 美強 度性状または色調の変化
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表16.試験 開始前および下痢発症時の腸内生細菌数 (/g)

供試牛 試験開始前 下痢発症時 供試牛 試験開始前 下 痢発症時

C-1 4.4× 106 S-1 2.0×107 1.0×106

C-2 4.9× 106 S-2 8.0×106 1.OAx1̀07

C-3 7.5× 106 S-3 4.4×106

C-4 2.84 ×107 S-4 4.9xlO6

C-5 7.9× 107 S-5 8.3×106

0-1 2.7× 107 9,8×106 p-1 8.0×106 1.0×107

0-2 7.3× 106 7.1×108 p-2 6.0×106 5.0×107

0-3 8.3× 106 7.6×106 p-3 2.7×107 4.3×106

0-4 7.9× 107 p-4 8.0×106 1.0×107
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