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略表記

1，25(OH)2D 1，2ふdihydroxycholecalciferol，or 1，25-dihydroxyvitamin 03，活性型ビ

タミン D

CP 

DFA 111 

DFAIV 

DM 

HSD 

IgG 

IUPAC 

crude protein ，粗蛋白質

difructose anhydride 111 ，ジフルクトース無水物 111

difructose anhydride IV ，ジフルクトース無水物 IV

dry matter，乾物

honestly significant difference 、Tukeyの多重比較法

immunoglobulin G ，免疫グロブリン G

intemational union of pure and applied chemistry ，国際純正 M 応用化

学連合

N EI net energy for lactation ，泌乳のための正昧エネルギー

NDF neutral detergent fiber ，中性デタージェント繊維

PTH parathyroid hormone ，冨IJ甲状腺ホルモン

TI test interval ，検定日間隔法;産乳量推定の計算法

TMR total mixed ration ，混合飼料



第一章序論

第一節研究目的

北海道の乳牛の 305日乳量を 1985年と 2008年で比較すると，平均乳量lま

7，114 kgから 9，053kgに， 23年間で 1，939kg増加した.一方，平均産次数は 3.2

産から 2.8産に低下し，平均年齢も 4歳 9カ月から 4歳 2カ月に 7カ月も短くなった

((社)家畜改良事業匝.牛群検定事業 2011).乳量の増加は遺伝的改良と栄養・飼

養管理の進歩により達成したものであろうが，産次と年齢の低下は様々な問題を提

起している.米国ペンシルパニア州|の調査結果であるが(Dechowと Goodling

2008)， 2005年の 1年間で乳牛の 27.7%が死亡あるいは淘汰されたその理由

の内訳は怪我その他 26.3%，繁殖の問題 20.1%，死亡 16.5%，乳房炎 14.1%，低

乳量 7.1%，蹄疾患 6.9%，疾病 4.1%，乳器の問題 2.6%，不明 2目2%である.この資

料で淘汰の時期を見ると，分娩 21 目前から分娩後 60日に淘汰の 26.2%が集中

し，死亡の 35.1%，怪我その他の 29.9%は分娩後 60日間に発生している.分娩か

ら 1週間が淘汰のピークであり，分娩牛のトラブルの改善と軽減が産次数，年齢の

低下を食い止める一歩になる.

分娩時，淘汰に大きく関わる疾病は低カルシウム血症である.乳牛は分娩時に血

中カルシウム濃度が低下する.特に 2産以上の分娩牛の多くは低カルシウム血症

の状態にあるが(NRC 2001)，症状は起立不能を伴い死亡することもある重篤な

状態から，全く外観的な変化を伴わない軽微なものまで様々である.治療を受ける

牛は分娩牛の約 5%であり(佐藤と村山 2004)，カルシウム剤の静脈内投与で比較

的容易に回復するため，問題は軽視されがちである.しかし，低カルシウム血症は

多くの周産期疾病の発症に関与しており(Go仔と Horst 1997b)，分娩牛の死亡と

淘汰の大きな原因になっていると予想される.低カルシウム血症予防のために，給

与飼料の陰陽イオン濃度の調節，ビタミン Dの投与，カルシウム給与量の制限など

( Horstら 1997)が示されているが，陰陽イオン濃度の調節に使用する陰イオン塩
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は晴好性が悪く，ビタミン Dは投与時期が限られ，カルシウム給与量は制限が困難

であるなどそれぞれ問題と難点がある

DFA 111 はフラクトースが 2分子結合した難消化性糖類である.'Suzukiら(1998 ) 

がラットを使い初めて DFA 川のカルシウム吸収充進効果を報告したのは 1998年

で，乳牛を対象とした研究の開始は 2002年である. DFA 111は腸内微生物に分解

されにくく(Tamuraら 2004)，カルシウム吸収は上皮細胞間隙からの充進である

( Mineoら2004)など，これまで乳牛で検討されたことのない作用を持ち，これらの

特徴は，特異的に血中カルシウム濃度が低下する乳牛の低カルシウム血症に対し

て効果を持つ可能性が高いと考えられたー

DFA 111の「難消化性」は高等動物の消化酵素に対するもので，多くのオリゴ糖が

閉じ機能を持っているー消化酵素で分解されず腸に到達する難消化性糖類の多く

は，プレバイオテックとしてビフィズス菌や乳酸菌など善玉と呼ばれる腸内微生物に

分解利用され，これら有用菌の増殖に効果を持つまた，微生物に分解された難消

化性糖類は，揮発性脂肪酸になり，腸内を酸性化し，ミネラルをイオン化するミネ

ラルはイオンの形態で吸収されるので，ミネラルのイオン化によりミネラルの吸収量

が増加する(佐久間 2002).したがって，ヒトやラットでは多くのオリゴ糖がミネラル

吸収を高める効果を持つ.しかし乳牛は食道直下に微生物が棲息する第一胃を

持っている.第一胃微生物による糖の分解速度は 75~ 350%/h ( 17 ~ 80分で分

解)とされ(Sniffenら 1992)，難消化性糖類であっても第一胃微生物に分解される

可能性は極めて高いーカルシウムは小腸以降で吸収されるため，オリゴ糖は小腸に

到達しないとカルシウム吸収を完進することはできない同様に， DFA 111が分娩牛

の低カルシウム血症を改善するためには，第一胃微生物の分解を免れて小腸に到

達することが必須の条件になる.そこで， DFA川が反第動物である乳牛において，

ラットやヒトと同じようにカルシウム吸収を完進する可能性があるか検討するため，

第二章では，第一胃微生物による DFA川の分解性を加 vitroにより調査した.

ウシの第一胃は巨大な発酵槽であり，飼料の多くはこの中に一定時間滞留し微

調 2-



生物による分解作用を受けるーまた，第一胃から下部消化管への流出は様々な要

因の影響を受ける(Russellら 1992)ーこのため，手L牛において，ミネラル吸収に対

する DFA川の効果は，第一胃微生物に分解されるかどうかだけでなく，摂取された

DFA 111の消化管内での動態と消長が大きく影響すると考えられる. DFA 111は水に

非常に溶けやすく(Kikuchiら2004).ウシ消化管での挙動は液相に準じると考えら

れるが，第一胃からの流出と十二指腸への到達パターンなど，乳牛の消化管内に

おける動態についての知見は十分ではないそこで，第三章では，第一胃にフィス

テルと，十二指腸にカニューレを装着した非搾乳非妊娠牛を使用し，第一胃および

十二指腸内容液の DFA 111濃度変化と，糞中の DFA 川濃度を調査したまた，血

液中のミネラル濃度も調査し.DFA 111のミネラル吸収に対する効果を検討した

乳牛の分娩時低カルシウム血症はほとんどの牛が経験する特異的疾患である

が，誰でも実施でき効果の高い予防方法は確立=普及していないー DFA川のカルシ

ウム吸収元進効果はビタミン Dが作用する細胞内通路からの吸収と異なり，細胞

開通路からの吸収を活性化するもので，これまで牛に使用した経験はないー作用機

構が副甲状腺ホルモンやビタミン Dと違うため，副甲状腺ホルモンやビタミン D の

効果に DFA111の効果を新たに加えることになり，低カルシウム血症改善により大き

な効果もたらすことが予想される.さらに. DFA 111は砂糖の半分の甘味であるた

め，日奮好性を考慮することなく乳牛に給与でき，加工が容易であるため，経口投与

剤，飼料添加斉1].配合飼料の原料など様々な形態で利用が可能であるー低カルシ

ウム血症に対する DFA 111の給与効果を検討するために，第四章では分娩後に

DFA 111を経口投与し，分娩牛の血中カルシウム濃度回復に対する効果を予備調査

した後，乾乳期の牛に DFA111を給与し，分娩時の血中カルシウム濃度低下に対す

る効果を調査したー

分娩時に低カルシウム血症になった牛の中には，低マグネシウム血症を併発し

ている牛がいる.マグネシウムはカルシウムと同様 2価の陽イオンであり，吸収の

経路も細胞内と細胞聞の二つある.ラットを使った試験で DFA111 はマグネシウムの
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吸収を充進することが認められており(Mineoら 2004)，乳牛において低カルシウ

ム血症だけでなく.低マグネシウム血症の予防効果も期待できるまた，第四章で

給与した乾乳後期の配合飼料はカルシウム含量の低い，カルシウム剤無添加の配

合飼料を使用した.fg;カルシウム血症を予防する方法のひとつに，乾乳期にカルシ

ウム給与量を制限し，カルシウム欠乏状態にして，副甲状腺ホルモンや活性型ビタ

ミン Dの分泌を刺激する方法があるー第四章で乾乳期に給与した配合飼料はこの

方法に準じ，カルシウム含量の低い配合飼料を使用したーしかし，カルシウム吸収

に対する DFA111の機能は濃度勾配による細胞開通路からの吸収元進であり，カル

シウム含量の低い配合飼料よりも，適切な，カルシウム含量の高い配合飼料の方

が高い効果を持つ可能性があると考えられるそこで，第五章では乾乳期におい

て，酸化マグネシウムと DFA111の給与をカルシウム含量の高い配合飼料給与条件

下で行い，分娩前後の血清カルシウムおよびマグネシウム濃度を調査し，低カルシ

ウム血症と低マグネシウム血症に対する DFA111の効果を検討したー

乾乳後期の栄養管理を考慮し第四章と第五章ではカルシウム含量の異なる 2

種類の配合飼料をそれぞれの乾乳後期に使用したーしかし，一般酪農家の飼養方

法は様々であり，乾乳期を前期(乾手Lから分娩予定 21目前まで)と後期(分娩予定

20日前から分娩まで)に分けることはできず，給与飼料を替えることもできないこと

は多い.いろいろな飼養条件下でも，酪農の現場で最大限 DFA 川の効果を機能さ

せる方法を検討することを目的とし，第六章では乾乳前期と後期に使用する配合飼

料のカルシウム含量と， DFA 111の給与を分娩後の経口投与も含め検討したーまた

一般の酪農家で DFA 111添加配合飼料の給与試験を行い，分娩前後に発生する周

産期病に対する DFA111の効果も検討した.

乳牛は産乳能力向上により，乳に移行するミネラルが増加し，泌乳初期はミネラ

ル不足の状態が続く(NRC 2001).亜鉛，マンガン，銅，コバルトは体蛋白質や細

胞蛋由貿，酵素の構成ミネラルであり，吸収率が高いといわれるアミノ酸複合体の

形で給与すると，産乳，乳房炎，蹄疾患，および繁殖が改善されたとの報告がある
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( Nockelsら1993; Nocekら2000; Uchidaら2001)ー牛で確認された DFA111のミ

ネラル吸収元進効果は第四章，第五章で述べたカルシウムとマグネシウムである

が，ラットを使った試験では亜鉛(Mineoら， 2004)や鉄(Asvarujanonら， 2005) 

の吸収に対する効果も報告されており，泌乳牛のミネラル不足を改善し，乳生産と

健康向上に効果を持つ可能性が考えられる.そこで，第七章では乳生産，体重，血

液成分，乳房炎，蹄疾患，および繁殖に対して DFA 111はどのように影響し，どのよ

うな効果を持つ可能性があるかを検討するために， DFA 111を泌乳牛に給与し，調

査を行った.

Sasakiら(2003 )はタイトジヤンクションのひも状構造であるタイトジヤンクション

ストランドを調査し，タンパク質など高分子の物質もタイトジヤンクションを通過でき l

る可能性を指摘した.また， Pansuら(1983 )は細胞開通路からのカルシウム吸収

が若いラットほど高いことを報告し，細胞聞からの吸収抑制が出生後徐々に強化さ

れることを示した.出生子牛の免疫物質の吸収は，これまで上皮細胞の飲作用によ

るエンドサイトーシスであると説明されている.しかし，このようなタイトジヤンクショ

ンの作用と，細胞開通路からの吸収特性を考えると，免疫物質の吸収をエンドサイ

トーシスだけに限定するべきではないように感じたーさらに，免疫物質の吸収が出生

後 24時聞から 36時間と短時間で終了することと，細胞開通路からの吸収が出生

後徐々に抑制されるという結果の関連が，免疫物質の吸収が細胞間通路からの吸

収であることを強く暗示すると考えられた. DFA 111の機能はタイトジヤンクションに

対する作用であり，細胞内通路への効果は知られていないが，第八章では， DFA 

川が出生子牛の免疫物質吸収に及ぼす影響を調査し，免疫物質の吸収経路につ

いても考察した.

本研究の基礎的概念を説明するために，第二節では腸管からの吸収について.

細胞内通路と細胞開通路の違いを，第三節では DFA 川研究の元々の出発点であ

る食品としての DFAIIIとカルシウム吸収克進効果について概説する.
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第二節 腸管からの吸収;細胞内通路と細胞開通路

多細胞生物の表面を覆う上皮は，外界と体内を分ける一枚のシートとして機能

し，上皮細胞同士が結合して形作られる消化管の上皮は体内の恒常性を維持す

るために物質移動を制限しなければならず.また生命活動を維持するためには大量

の栄養素を外界から吸収しなければならない.この矛盾する機能を解決する手段と

して，上皮細胞の細胞膜は主としてリン脂質の二重膜で構成され，大部分の分子や

イオンの通過を制限し，必要な栄養素の吸収は膜を貫通する膜タンパク質で選択的

に行っている.これら上皮細胞同士は密着結合(tight junction)，接着結合

( adherence junction ) ，デスモゾーム結合(desmosome junction ) ，およびギャップ

結合(gap junction)の4つの構造で結合する(石崎と丸山 2010)密着結合は細

胞聞からの漏れを防ぐために機能し，この構造を作るタイトジヤンクションタンパク質

は上皮細胞同士をジッパーのように連続的につなぎ合わせ，物質移動を制限してい

る(古瀬 2006)ー

栄養素の吸収は，上皮細胞の中を通る細胞内通路 (Transcellular pathway)と，

上皮細胞と上皮細胞の間を通る細胞開通路 (Pa悶cellularpathway)の2つの経路

で行われる (Bronner1998) (Figure 1-1).カルシウムを伊jにこれらの経路からの

吸収について以下に概括する

カルシウムなどミネラルはイオン化して吸収される腸管にあるカルシウムイオン

は濃度勾配により受動的に上皮細胞の刷子縁膜 (brush border membrane)を通

過し細胞内に取り込まれる(新木 1999).取り込まれたカルシウムイオンは祭膜

(basolateral membrane)に向かって移動するが，この移動は活性型ビタミン Dに産

生を依存するカルシウム結合蛋白質 (Calbindin)が関与する(新木 1999)ービタミ

ン Dがカルシウム吸収に影響する原因はこの点にある.上皮細胞内のカルシウム

濃度は 10-6 M，血液は 10-3 Mで負の濃度勾配にあるため，上皮細胞から血液へ

の移動はアデノシン三リン酸(ATP )のエネルギーを利用したカルシウムポンプによ

る能動輸送になる(新木 1999).これが，細胞肉通路を介した力ルシウム吸収の機
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序である.

細胞開通路からのカルシウム吸収は腸管内容液と血液間の濃度勾配による受動

輸送である.この細胞聞からの吸収について， NRC ( 2001 )では Bronnerの報告

を引用し， r粘膜上の消化液のカルシウムイオン濃度が 6 mMを越えると，あらゆる

部位の上皮細胞聞から受動輸送が起こる」と記載している.また，細胞聞からの吸

収について「単胃動物では 50%に達するが，乳牛ではどの程度か知られていな

い.Jとも書かれ，細胞聞からの吸収がウシではまだ十分に研究されていないことを

示唆している.

Intestinal 

Lumen Epithelial Cell 
Blood 

Vessel 

Figure 1-1 Calcium absorption via 2 pathways: the transcellular and paracellular 

pathways. 

第三節 食品としての DFA111とカルシウム吸収克進効果

DFA 111は 1930年代にはその存在が知られ(Jacksonと McDonald 1931)， 

1980年代に農林水産省食品総合研究所(現・独立行政法人食品総合研究所)で

食品素材としてその機能性や製造方法の研究が始まった.北海道大学でチコリー

の根から抽出された多糖類;イヌリンを原料に，効率よく DFA 111を生産する方法

( Yokotaら 1991)が発見され， 2004年から日本甜菜製糖(株)清水バイオ工場で本
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格的な工業生産が行われている.

DFA 111の IUPAC名はαーDC什uctofrunose-s -D-fuctofrunose-1 ，2':2，3'-dianhydride 

で，チコリーから抽出したイヌリンに Arthrobactorsp.由来のフラクトシルトランスフエ

ラーゼを作用させ合成する(Kikuchi ら 2009)，2個の D-フラクトースが 1，2'(sフ

ラクトシド結合)と 2，3' (αフラクトシド結合)で環状に結合した糖類である(Figure 

1-2 ).多くのオリゴ糖や多糖において，糖と糖の聞の結合は 1力所であるが， DFA 

川は 2カ所で結合しており，非常に安定性が高いー DFA 111の甘味度はショ糖の約

半分で，ショ糖と同様良く水に溶けるものの，吸湿性は極めて低い(Kikuchiら

2004 ).酸性条件下でも熱に安定で，長期保存してもほとんど分解しない(Kikuchi 

ら 2004).アミノ酸とのメイラード反応も起こりにくく，着色も生じない(Kikuchiら

2004 ) .また，虫歯の原因菌であるミュータンス菌に資化されず(Kikuchiら

2004 )， DFA 111を資化する腸内微生物は数種類報告されている(Minamidaら

2006 )だけで，多くの微生物に対して安定であるこれらの性質は食品素材として，

加工や貯蔵に大きな利点を持っているー

。

HOl也l

3' 

Figure 1-2 Structure of DFA川.

DFA 111のカルシウム吸収元進効果は 1998年， Suzukiらによって初めて報告さ

れた(Suzukiら1998).ラット腸管を用いた invitro試験の結果，カルシウム吸収が

元進される機構は DFA 111がタイトジヤンクションに作用し，締胞間違路からの吸収

を活性化することによって生じ，この作用は小腸だけでなく，盲腸や結腸の上皮細

-8-



胞でも起きることが確認された(Mineoら2001)ー DFA 111 は腸内微生物に分解さ

れにくい糖類であるが，大腸内に棲息する一部の微生物によって分解される

( Minamidaら2006)ー DFA111の分解により生成した短鎖脂肪酸は大腸内の pHを

下げ，ミネラルのイオン化を高めるため，細胞内と細胞間，両通路からの吸収が増

加する(佐久間 2002). 

タイトジヤンクションに対する DFA川と同様の作用は. DFA IV.ラフィノース，フ

ラクトオリゴ糖，マルチトール冒メリビオースでも報告されている(Mineoら 2001. 

2002 ; SuzukiとHara 2004) また，多くの難消化性糖類は腸内微生物に分解さ

れ.腸管内の pHを低下させる(佐久間 2002).これらの点で. DFA 111だけがミネ

ラル吸収を元進する糖類ではないーしかし，タイトジヤンクションに対する作用は強

<.分解する微生物が少ないためその効果は長く持続し，ミネラル吸収により大きく

作用すると考えられる.
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第二章 第一胃微生物による DifructoseAnhydride 111の分解性

[本章の内容は日本畜産学会報， 77， 395-399 ( 2006 )に掲載済みである]

第一節緒言

乳牛のほとんどは分娩時に低カルシウム血症を経験する.また，分娩前後に発

生する起立不能やケトーシス，第四胃変位，胎盤停滞，難産など多くの疾病に低カ

ルシウム血症は関与しており(Corr巴aら 1993; Goffと Horst 1997b; Shaver 

1997) .乳生産の減少(Rajalaら1999)も含め経済的損失は大きいーこのため，低

カルシウム血症の改善策として，分娩前のカルシウム給与量の制限，ビタミン Dの

投与，飼料中の陰・陽イオン塩の調整，およびカリウム摂取量の制限などが取られ

ている(Horstら1997)が，その効果は十分に上がっていない.

ヒトにおいて難消化性糖類の多くはブレバイオティクスとしてビフィズス菌や乳酸

菌などの有用菌を増やしE 健康改善に有効である (Gibson 1999).さらに，最近で

は小腸以降でカルシウム吸収を促進していることが報告されている(Ohtaら1998; 

Greger 1999; Mineoら2001)ーこの作用は主に難消化性糖類が腸内微生物によ

り分解される際に産生される酢酸や酪酸など短鎖脂肪酸と，短鎖脂肪酸による腸管

内の pH低下が関与している(Younesら1996)と考えられているーしかし. Suzuki 

とHara( 2004 )は.難消化性糖類である DFA111. DFA IV，フラクトオリゴ糖，マル

チトールが腸内微生物による分解作用を受けず!こ直接ラットの小腸上皮細胞に作

用し，カルシウム吸収を促進していることを示した

腸管におけるカルシウム吸収の経路は，上皮細胞内を通る細胞内通路と上皮細

胞間隙の細胞開通路がある (Bronner 1998) 上皮細胞内を通るカルシウムの吸

収は活性型ビタミン Dが関与する.活性型ビタミン Dはビタミン D受容体と結合し

カルシウム結合タンパク質合成の促進により腸管からのカルシウム吸収を高める

が，加齢に伴いビタミン D受容体は減少し血中カルシウム濃度の維持が困難にな

る(Goffら 1991).一方，直接カルシウム吸収を促進する難消化性糖類は上皮細
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胞間にあるタイトジヤンクションに作用し，細胞開通路からカルシウムの吸収を高め

ると考えられている(Mineoら2002)このような難消化性糖類が乳牛の第一胃微

生物によっても分解されないならば，ビタミン D受容体減少の影響を受けずに腸管

のカルシウム吸収を促進する可能性が高いー

DFA 111のカルシウム吸収完進効果(Mineoら2002; Mitamuraら2002;Shiga 

ら 2003)は微生物を介さずに発現し，一般的な難消化性糖類と異なり腸内微生物

には分解されにくい(Tamuraら2004)ことから，第一胃微生物による分解を受けに

くい可能性が高くウシへの応用が期待される

本試験の目的は，第一買微生物による DFA川の分解性を調査し，カルシウム吸

収促進物質として乳牛への利用の可能性を検討することにあるそこで invitro培

養により，試験 1では DFA111と難消化性のラフィノース，ラクツロース，および代表

的な易消化性の糖であるスクロースを使用し，分解性を比較した.また，試験 2で

は DFA111で馴致した泌乳牛の第一胃内容液を用い. DFA川の分解性をさらに検

討した.

第二節 材料および方法

試験 1は，試料として難消化性糖類の DFA 111 (日本甜菜製糖閥.東京).ラフィ

ノース(和光純薬工業側，大阪)およびラクツロース(和光純薬工業側)と.比較のた

めに易消化性糖類のスクロース(和光純薬工業側)を使用した.

第一胃内容液は 7時と 16時に各々 2 kgの泌乳牛用配合飼料(イースター

18F.日本甜菜製糖側;DM 88.0%. CP 21.4%. NEI 1.94 Mcal/kg. NDF 17.0%) 

と，チモシー乾草(出穂期)を自由摂取している第一間力ニューレ装着ホルスタイン

種去勢牛(体重 720kg.6歳)から午前 9時に採取し.4重ガーゼで漉過したー

培養方法は Mitchellら(1979 )の方法に準じ. 0.25 Mリン酸緩衝液(0.25 M 

K2P04と0.25M Na2HP04・12H20を約 61: 39の容量比で混合. pH 7.0)を使用

しこの緩衝液 Tリットル当たりに 1種類の糖を 20 9添加した.200 mL容三角フ
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ラスコに調整した第一胃内容液 30 mL，糖を添加した緩衝液 20 mLを加え，炭酸

ガスで内部の空気を置換した後，ブ‘ンゼンバルブを付けたゴム栓で栓をし， 39
0
Cで

培養した.なお.第一胃内容液と緩衝液を混合した培養液 1リットル当たりの糖添

加量は 8 9であり，短鎖脂肪酸の変化を確認するために糖無添加の緩衝液を加

え，同様の方法で培養した区も設けた.

予備調査の結果に加え， DFA 111は可溶性で第一胃内滞留時聞は液相に準じる

と考えられることから培養時聞は 24時間としたー培養開始後 1，2，4，6，8，

12および 24時間目に各試料フラスコを回収したー直ちに培養液を 20 mL分取し

20%スルホサリチル酸溶液で除タンパクしたーその後， 8，000巾m/minで 10分間遠

心し，その上澄み液を各糖分析のために採取したまた，残りの培養液は pH測定

後，短鎖脂肪酸分析に供した.これらの液はいずれも 0.45μm孔径の漉紙で漉過

し分析まで_300Cで保存した.

試験 2は，試験 1と同一条件で飼養した第一肩力ニューレ装着ホルスタイン種去

勢牛から得た第一胃内容液の他に， DFA 111を6時および 15時の 182回，各 25

9を 10日間給与したホルスタイン種泌乳牛 3頭(分娩後 123~ 156日，日乳量 28

~ 35 kg ，体重 630~654 kg， 2~3 産)から 9 時に冒汁採取器(富士平工業

側，東京)を用いて採取した第一胃内容液により DFA川の分解性を調査した.泌乳

牛への給与飼料は乾物比でグラスサイレージ 21.1%，コーンサイレージ 18.4%，ア

ルフアルファ乾草 8.8%，泌乳牛用酉E合餌料 42.6%，ビートパルプ 8.6%，ビタミン・ミ

ネラル剤 0.5%からなる TMR(DM 46.6%， CP 16.5%， NEI 1.51 Mcallkg， NDF 

37.3%)を使用し，自由採食とした.

DFA川の添加量は緩衝液 1リットル当たり 109 (培養液 1リットル当たり 4g) 

とし，その他は試験 1の培養方法と同様に行った.

糖と短鎖脂肪酸の分析には高速液体クロマトグラフを使用した糖は示差屈折率

検出器(問和電工閥，東京)により，カラム;Shodex SUGAR KS-801 ，カラムオーブ

ン;80
o
C，溶離液;1/20000 N NaOH，流速;1 mUminの条件で分析したー短鎖脂
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肪酸は pH緩衝化ポストカラム電気伝導度検出法による有機酸分析システム(!禰島

津製作所，京都)により，カラム;Shim-pack SCR-102H，カラムオーブン;45
0
C， 

移動相;5 mM p-ト)[.;工ンスルホン酸水溶液，移動相流速;0.8 mUmin，緩衝液;5

mM p-トルエンスルホン酸および 100μMエチレンジアミン四酢酸ニナトリウムを含

む 20mM Bis-tris水溶液，緩衝液流速;0.8 mUminの条件で分析した.

試験 1および 2のホルスタインキ重去勢牛と泌乳牛を使用した培養試験はそれぞ

れ 3回反復した.データは JMP4.0.5J ( SAS Institute Inc.， Cary， NC， USA):を使用

して解析を行ったー各糖の分解率と培養時間から一次回帰式を求め，その傾きを 1

時間当たりの分解率としたー培養液の pHおよび短鎖脂肪酸の値は一元配置法で

有意差を検定した後.各糖聞の平均値を Tukeyの方法により多重比較した.なお，

値は平均±標準誤差で示した

第三節結果と考察

試験 1において，各糖の 24時間目の分解率は DFA111 0%，ラフィノース 100%，

ラクツロース 61%およびスクロース 100%であり，ラフィノースとスクロースはそれぞ

れ培養後 12時間と 4時間でほぼ全量が分解された.培養時間と分解率の回帰式

から得られた各糖の 1時間当たりの分解率は DFA 111 0.0土 0.0%，ラフィノース

12.6士 0.6%，ラクツロース 2.7士 0.1%およびスクロース 24.6+ 0.8%であり

( Figure 2-1 )， 24時間の培養で DFA111 は全く分解されなかった

DFA 111で 10日間馴致した乳牛の第一胃内容液からは平均 0.01 g/Lの DFA111 

が検出されたこの第一胃内容液を使用した試験 2において，約 4 g/L添加した

DFA川のほぼ全量が 24時間の培養後に回収され(Figu陪 2ー2)，DFA 111は飼養

条件の異なるウシの第一胃においても分解されにくく安定していると考えられた
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Figure 2-1 Relationships between incubation time and the degradabili!y of DFA 111 (・)，

悶而nose(・)， lactulose (A) and sucrose (.). Regression equations of the degradabili!y 

of DFA 111 (YDFA [11)， ra而nose(Y国筒同時)， lactulose (Y[actu[ose) and sucrose (Ys出回日) on 

incubation time (X) were as follows; YDFA [[[=0.0 (土 0.0)X - 0.3 (土 0.2); 

Y 同而n田 e=12.6(::!:: 0.6) X - 0.7 (+ 2.8); Y[actu[ose=2.7 (::!:: 0.1) X + 1.0 (+ 1.1 ); 

Ysuc同 盟=24.6(土 0.8)X+ 2.9 (土 1.8). 
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Figure 2-2 The concentration of DFA川 inthe culture solution using inocula from the 

steer (圃)fed timothy hay and a concentrate and cows (0) fed a TMR including grass 

silage， com silage， alfalfa hay and a concentrate目

DFA 111は Figure2-3に示すように.2個のひフラクトースが 1，2'(sフラクトシド

結合)と 2，3E (αフラクトシド結合)部分で結合している Sakuraiら(1996 )は DFA
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川の分解について，まず DFA111加水分解酵素によって αフラクトシド結合が分解さ

れ，イヌロビオースに変化した後，sフラクトフラノシダーゼによりSフラクトシド申吉合

が分解されると述べているこのため， DFA 111加水分解酵素がなければ， βフラク

トフラノシダーゼがあっても DFA111の分解反応は進行しないさらに， DFA 111加水

分解酵素を生産する微生物は Arthrobacter sp. で報告されている(Sakuraiら

1996 )ものの.αフラクトシド結合を持つ物質が自然界に少ないため，第一胃肉の

常在菌の中には DFA 川を利用する菌が存在しないことも予想されるヒトにおい

て， Tamuraら(2004 )は DFA 111を摂取したヒトの呼気中水素濃度を測定し， DFA 

111は腸内微生物による発酵をうけにくいことを報告している.

一+

DFAill Inul口biose

Figure 2-3 The structure of DFA 111 and inulobiose. Inulobiose is an intermediate 

product of DFA 111. 

試験 1における培養後 24時間目の各糖添加培養液の性状と糖無添加培養液

の培養前と 24時間培養後の性状を Table2-1に示した.微生物による飼料の分解

は，培養液に含まれる易発酵性炭水化物の影響を受ける可能性がある.糖無添加

培養液において， 0時間目の培養液中短鎖指肪酸含量は酢酸 50.8+ 0.1 

mmol!L，プロピオン酸 13.8+ 0.0 mmol!Lおよび酪酸 9.5+ 0.1 mmol!Lで.培養

24時間目の値と差はなく，添加した糖の分解に影響するような易発酵性の物質が
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存在した可能性はなかったものと考えられる.

DFA 111の培養液は他の糠添加培養液と比較し， pH値が 6.5と最も高く，乳酸は

検出されず，酢酸，プロピオン酸および酪酸含量は最小であったーこれらの値は糖

無添加の培養液とほぼ同じであり，培養液の性状からも DFA川が第一胃微生物に

よる発酵作用を受けず安定していることが示された.一方，ラフィノースは pH値 5.7

土 0.0，乳酸 29.5+ 0.2 mmollL，酢酸 65.6土 0.5 mmollL，プロピオン酸 25.7土

0.3 mmollLおよび酪酸 12.5+ 0.2 mmollLでスクロースの培養液性状と近似してお

り，ラクツロースの培養液性状はこれらのほぼ中間的な値を示した.

Table 2-1 The pH and short chain fatty acids concentrations in the buffered ruminal f1uid 

with various sugars added after 24品rincubation and in. the buffers with no sugar added 

before and a世er24-hr incubation (trial 1) 

No sugar added 

DFAID Raffi血_ose L師団lose Sucrose Before A丘町24-h
e incubation incubation 

SE P 

pH 6.5 b 5.7 d 6.1 c 5.5 e 6.6 a 6.5 b 。。 0.001 

Short cha皿血ttyacids， mmolι 

Lactate 0.0 c 29.5 a 1.4 b 29.1 a 0.0 c 0.0 c 0.1 0.001 

Acetate 50.1 b 65.6 a 65.3 a 65.9 a 50.8 b 49.6 b 0.2 0.001 

Propionate 13.3d 25.7 c 27.4 b 29.2 a 13.8 d 13.4 d 0.1 0.001 

Butyrate 9.5 b 12.5 a 12.8 a 12.6 a 9.5 b 9.4 b 0.1 0.001 

a-e Values in a same row with different superscripts are significantly different at P < 0.05. 

反錆動物において，飼料中の糖類のほとんどは第一胃微生物によって分解され

ると考えられており， Sniffenら(1992 )が示した糖・短鎖脂肪駿画分の分解速度は

75 ~ 350%/hと非常に高い値である.本試験で得られた糖の 1時間当たり分解率

はいずれもこの値より低いが，スクロースは最も分解されやすく，次いでラフィノー

ス，ラクツロースの順であり， DFA 111 は全く分解されず，糖の種類により大きな違い

が認められたーさらに，培養液中の短鎖指肪酸においてもラフィノースはスクロース
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に類似した酸の生成を示し，特に乳酸を多量に産生したが，ラクツロース添加によ

る乳酸生成量は僅かであった.ラフィノースやラクツロースはヒトの腸内微生物の中

で主にビフィズス菌や乳酸菌などによく利用されるが，細菌の種類によって糖の利

用性は異なることが光岡(2002 )により示されており，この違いが本試験での糖の

分解性や短鎖指肪酸生成量の違いになったと考えられる.

以上より. DFA 111 は第一胃微生物による分解性が極めて低く，第一胃をバイパ

スし腸管まで到達する可能性が高いと考えられた.

第四節小括

乳牛への DFA111利用を検討するため，第一胃微生物による分解性を的 vitro培

養により調査した.試験 1は DFA 111と他に 3種類の糖をホルスタイン種去勢牛の

第一胃内容液を用いて 24時間培養し，分解率を測定した.試験 2は DFA 川で馴

致したホルスタイン種泌乳牛の第一胃内容液により. DFA 111の分解性を調査した.

DFA 111 は試験 1および2のいずれにおいても分解されなかったー試験 1で合わせ

て調査したラフィノース，ラクツロースおよびスクロースの 24時間培養後の分解率

は各々 100. 61および 100%であった DFA 111を24時間培養した培養液の pH

および短鎖脂肪酸の性状は糖無添加のものと差はなく，短鎖指肪酸の各成分含量

は他の 3種類の糠を添加した培養液よりも低い値であった.
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第三章 乳牛の消化管における Difructose Anhydride 111の動態と血中ミネラルの

変化

第一 節緒言

DFA 111は腸管からのミネラル.特にカルシウム吸収を完進するこの機能は

DFA 111が腸管に到達し，上皮細胞同士を結合しているタイトジヤンクションに作用

することにより生じる上皮細胞間隙からの吸収の増加である. DFA 111はほ乳類の

消化酵素では分解されない難消化性のオリゴ糖であり(SaitoとTomita 2000).さ

らに，主要な腸内微生物にも分解されにくい(Tamuraら2004)とうい特徴を持つ

第二章の牛の第一胃内容液を用いた的 vitro試験においても. DFA 111 は第一胃微

生物に分解されにくいことが示され，十二指腸に力ニューレを装着した去勢牛による

in vivo試験では. DFA川が十二指腸に到達していることが確認されている(中井ら

2007) .これらにより. DFA 111はヒトやラットと同様，ウシの腸管からのミネラル吸

収を高める可能性が示唆された

ミネラル吸収に対する DFA川の効果は，摂取された DFA111の消化管内での消

長とその動態が大きく影響すると考えられるーウシの第一胃は巨大な発酵槽であ

り，飼料の多くはこの中に一定時間滞留し微生物による分解作用を受けるまた，

第一胃から下部消化管への流出量や速度は飼料の形状(固体か液体か).粒度

(大きさに飼料採食量や飲水量，微生物による分解のされやすさなど，様々な要因

の影響を受ける(Russellら1992). DFA 111 は水に非常に溶けやすく(Kikuchiら

2004 ).第一胃での挙動は液相に準じると考えられるが，第一胃からの流出と十二

指揚への到達パターンなど，乳牛の消化管内における動態についての知見は十分

ではない.

そこで，第一胃にフィステルと，十二指腸にカニューレを装着した非搾乳非妊娠牛

を使用し，第一胃および十二指腸内容液の DFA川濃度変化とJ糞中の DFA111濃

度を調査した.また，血液中のミネラル濃度も調査し. DFA 111のミネラル吸収に対
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する効果を検討した.

なお，本試験には 3頭の牛を準備したが，内 1頭は試験直前に十二指腸カニュ

ーレを破損し，また，第一胃フィステル装着の左腹を下に横臥し，第一胃内容液を

大量に流失するなど問題があった従って，この章は基礎試験として重要なテーマ

であるが，その内容は参考資料として利用願いたいー

第二節 材料および方法

日本甜菜製糖株式会社総合研究所附 Table 3-1 Ingredient and chemical 

属清川農場で使用されている第一胃フイ

ステルおよび十二指腸カニューレを装着

した非妊娠非搾乳牛を 3頭供試したが，

肉 1頭は試験直前に十二指腸カニュー

レを破損したため，十二指腸内容液の採

取は 2頭から行った.試験期間中の飼料

は， Table 3-1に示した TMRおよび乾

草を使用し，試験 15目前からそれぞれ

原物で 27.6kgおよび 2.5kgを6:30と

16 : 30に半量ずつ給与したー DFA 111 

(日本甜菜製糖(槻，東京)0， 50および

100 9に，それぞれ消化管内容物液棺の

指標物質としてエチレンジアミン四酢酸

二ナトリウムコバルト四 水和物

(CoEDTA，キシダ化学側，大阪)を 249 

composition of the TMR and hay 

T政IR Hay 

mgredient composition of世田n.尽， %ofDM

Grass silage 60.4 

Corn silage 25.6 

Flake Corn 8.6 

Soybean meal 5.4 

Chemical composition 

Dryma甘er，% 41.4 84.8 

Crude Protein， DM% 12.2 11.0 

NDF，DM% 43.4 74.1 

Ash，DM% 9.0 5.8 

Calciu血， DM% 0.51 0.24 

Phosphorus， DM% 0.31 0.29 

Magnesium， DM% 0.20 0.23 

Potassiu皿， DM% 1.72 1.99 

Sodiu血， DM% 0.12 0.10 

民edweight， kgDM 11.43 2.12 

( Coとして 3.0 g)加え，イオン交換水で全量 500 mLとした溶液を使用した.試験

は2日間を 1期とする 3x 3のラテン方格法で行った.試験 1日目は 6:00に第

一胃および十二指腸内容液，直腸糞の採取と採血を行い， DFA 111投与 0時の値と
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した.6: 30にDFA川およびコバルト混合溶液 500mLを第一冒フィステルから投

与し， TMRと乾草を給与した.なお，消化管内容物園相の消化管内動態を調べる

ために， 1期第一日目の 6: 10に指標物質として塩化イッテルピ、ウム(111)六水和物

(純正化学側，東京)を 209 (Ybとして 8.9g)混合した 5009のグラスサイレージ

を給与し， 6 : 30に食べ残したイツテルピウム混合グラスサイレージ全量を第一胃

フィステルから投与した.第一胃および十二指腸内容液，直腸糞の採取と採血は

DFA 111投与後 1(7 : 30)， 3 ( 9 : 30)， 6 ( 12 : 30)， 9 ( 15 : 30)， 12 ( 18 : 

30 )および 24時間目(翌朝 6:30)に行い，採糞だけは 36時間目も行った

第一胃内容液は第一胃の 3箇所(第二胃側，複嚢，背嚢)から合わせて 100 mL 

採取し， 4重のガーゼでろ過， 6 M塩酸を加えて， -30
o
C凍結保存した.十二指腸

内容液は 100mL採取し-300C凍結保存した.これら第一官および十二指腸内容液

は融解し 4
0
Cで 14，400 巾m，20分間遠心，得た上澄みをミネラル， DFA 川分析

試料とした.血液は尾根部から 10 mL容真空採血管で採取し， 30分静置後，

3，500 rpmで 10分間遠心した得られた血清はミネラル， DFA 111分析試料として

ー300C凍結保存した.直腸糞 200 9を55
0
Cで予乾，粉砕しミネラル， DFA 111分析

試料とした.

ミネラル分析の前処理はク、ラファイトブロック酸分解システム(閥アクタック，東

京)で酸循環分解容器を使用し，加熱温度 230oc，硝酸により湿式分解したこの

分解液を高周波誘導結合型プラズマ発光分析装置(ICPE-9000 ，側島津製作所，

京都)で分析した. DFA 111は各試料を 20%スルホサリチル酸溶液で徐タンパク，

8，500 rpmで遠心し，その上澄みを HPLC(示唆屈折率検出器(Shodex RI SE-61 ; 

昭和電工閥，東京)，カラム(Shodex SUGAR KS-801 ;昭和電工鮒)，カラムオーブ、

ン80
0C，溶離液 1/20000N NaOH ，流速 1mUmin)で分析した

エチレンジアミン四酢酸ニナトリウムコバルト四水和物は消化管における DFA 111 

の挙動を検討し，第一胃からの流出速度を測定するマーカーとして投与したが，コ

バルト， DFA 111濃度は個体間，処理聞での変動が大きかったため， DFA 111の流出
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速度の推定は行わなかった.

血液成分は，本試験の後，給与飼料だけを替え同じ内容で実施した 2つの試験，

濃厚飼料主体とした試験(乾物でグラスサイレージ;29.1%.コーンサイレージ;

kg)と配

合飼料(2kg)を給与した試験のデータを加え，血液成分の変化を検討したー

12.3%.圧片トウモロコシ;49.8%および大豆粕;8.7%)と，乾草(原物で 6

結果と考察

消化管内液相の指標物質として投与したコバルトの第一胃および十二指腸内容

3-1に示したー第一胃内容液のコバルト濃度から求めた

第三節

液と糞中の濃度を Figure

g; 川投与量 O液相の第一胃通過速度は 1時間当たり 0.193+ 0.035 ( DFA 

g; 0.130 + 0.015)で，この値は100 g; 0.293土 0.075.50 0.157土 0.037.

Koenigが使用した牛は搾乳牛Koenig ( 2002 )らが報告した値;0.136よりも速い.

で，乾物摂取量は 20 kgである本試験の乾物給与量 13.5 kgより採食量は多く，

飼料の第一胃通過速度は速いと考えられる(Sniffenら 1992)が，液相が移動する

速度は採食量の影響をあまり受けないのかもしれない.十二指腸肉容液中のコバ

48時間自に3時間自には最大になり，その後減少しルトは 1時間自に出現し，
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24時間自に最はほぼすべてが十二指腸を通過した糞中では 9時間目に出現し

48時間目で検出される量は少なく，液相部分のほとんどは 48時間で消大になり，

化管から排池された.

54 イツテルビウムは十二指腸に 1時間後に出現し濃度のピークは 9時間後，

132時間時間後まで検出でき，糞中では 9時間後に出現し，ピークは 24時間後，

後でも検出された.

DFA川を 1009投与した牛の第一胃および十二指腸内容液と糞中の DFA111濃

川濃度は投与 1時間後 1353-2に示した.第一胃内容液中の DFA度を Figure

12時間mg/100mLで，その後漸減しながら投与 9時間後に 2.5mg/100mLになり，

川濃度は投与後 1時間後は検出できなかった.また，十二指腸内容液中の DFA

6時3時間目 に76mg/100mLのピークに達した後漸減し自に 37mgパOOmLで，

9時間後 15mgパOOmLで 12時間後には検出できなかった.間後 52mg/100mL， 

糞中には 9時間後と 12時間後にそれぞれ 9および 18mgパOOgの DFA111を検出

川の各消化管部位の出現と濃度パターンはコバルトの変化に近

DFA 111は消化管で液相とほぼ同じく移動するものと考えられた.

した.これら DFA
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DF A 111 100 9 administration. 

-22 -



牛が摂取した DFA111が十二指腸に出現するまでの時間は(中井ら 2007)，本試

験の第一胃からの投与とほとんど違いはない.このことと，十二指腸内容液と糞中

の DFA111出現パターンから， DFA 111 は摂取後，腸管に少なくても 12時間程度存

在したと考えられるー Mineoら(2001 )は DFA111のカルシウム吸収に対する影響を

腸管の部位(空調，回腸，盲腸，結腸)別に， DFA 川濃度とカルシウム吸収の関係

を示し，部位によって DFA 川のカルシウム吸収に対する効果が異なることを示し

たーまた， DFA 111の濃度は対数変換して示し， 0.1 mmollL (今 3.2mg/100mL)と

比較的低い濃度であってもカルシウム吸収が元進することを示した.これらの結果

はラット腸管を使った加 vitro試験によるものであるが，ウシにおいても DFA111 は腸

管の広い範囲で作用し， 1回の投与で約 12時間程度その効果が持続する可能性

があると考えられた

第二章の in vitro試験で， DFA 111は第一胃微生物による 24時間の培養でも分

解されなかった.一方， Minamidaら(2006 )は腸内微生物の中で DFA111を分解す

る菌として Ruminococcusspを報告している.本試験では糞中の DFA111 濃度がコ

バルト濃度と比較し大きく減少しており，投与後 24時間以降で検出されないことか

ら， DFA川はウシの腸内微生物によって分解されているものと考えられる.しかし，

腸管内で分解された DFA 111は揮発性指肪酸を産生し，それによる酸性化によりミ

ネラルをイオン化してミネラルの吸収を高める(Mineoら 2002; Mitamuraら

2002 )ーこのように， DFA 川はタイトジヤンクションへの作用と，イオン化による作

用，二つの作用でミネラル吸収を高めると考えられる

中井ら(2007 )はホルスタイン種去勢牛に DFA川を 429給与し， 2時間自に十

二指腸内容液中の濃度が最大;20 mg/100mしになり， 6時間目まで検出できたこ

とを報告している.本試験で十二指腸内容液中の DFA111 濃度のピークは 3時間目

である.中井の試験では 4時間目に 2時間目より大きく DFA 111 濃度が低下してい

ることから，本試験の結果と合わせて考えると，実際のピークは 1~ 3時間目の間

にあると考えられる. Figure 3-3に中井ら(2007 )が行った 429にほぼ近い， DFA 
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111 50 9投与の第一胃および十二指腸内容液と糞中の DFA 111濃度の推移を示し

た.十二指腸肉容液中の DFA111濃度は， 3時間目に最大;27 mg/100mしになり，

9時間固まで検出でき，また，中井が検出で、きなかった糞中の DFA 111も， 9および

12時間目に検出しこれらの検出パターンは DFA111 100 9投与と同様で、あった.

血液中のミネラル濃度を検討した本試験を含めた三つの試験は，供試牛をミネラ

ル不足の状態にするため，試験飼料以外，ミネラル剤の給与を行わなかった.しか

し DFA111投与前の血中ミネラル濃度はほぼ正常であり，DFA 111投与による影響

はそれぞれの試験では明確にみられなかった.本来であれば個々の試験で結果を

論じるべきであるが，DFA 川の可能性と今後行われるかもしれない試験の参考の

ために，これら 3つの試験の血液データを合わせて Figure3-4を作成した.

DFA 111投与後の時間に換算すると，飼料の給与時間は 0時と 10時の 2回であ

る. DFA 川の投与は 0時の 1回だけであり，十二指腸への到達は 3時間後がピ

ークで， 12時間後までは消化管内に存在すると考えられる.しかし， 2回目の飼料

給与時に存在する DFA 111は直腸に近づいており， 2回目に給与した飼料のミネラ

ル吸収に DFA111はほとんど影響しないと考えられる.
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3-4 Figure 

血清カルシウムおよびマグネシウム濃度は DFA 川 投与約 3時間後から高くな

DFA川投与量が多いほど高くなる傾向がみられた.この変化は DFA 川の動態

にやや対応しており， DFA 111がこれらのミネラルの吸収を元進している可能性が推

察された.ラットの腸管を使用した in vitroの試験で，カルシウムとマグネシウムは

DFA 111により吸収克進されることが報告されている (Mineo b 2004) .また，乳牛
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において，乾手L期に DFA 111を給与すると分娩時の血中カルシウム濃度が高く維持

されること(第四章)，乾乳期に DFA 111と酸化マグネシウムを合わせて給与すると

分娩時に血中マグネシウム濃度の一時的な上昇がみられること(第五章)などの結

果も，乳牛に対する DFA 111のカルシウムおよびマグネシウム吸収効果を示唆して

いるーこれまで，リンに対する DFA111の効果は報告されていないが，ここに示した 6

種類のミネラルの中で，リンは最も DFA111の変化に追従し， DFA 111投与量との関

係にも対応していたー乳牛での試験では，乾乳期の採血は 1日1回であり.分娩後

も分娩直後， 6時間後， 24時間後で， DFA 111投与と血液の日変化は確認してい

ない. DFA 111の効果がなくなると考えられる 12および 24時間後にリン濃度は各

処理ほぽ同じ値になっており， DFA 111投与による血中リンに対する効果は長く続か

ず，そのため効果が確認できていないのかもしれないー DFA 111は鉄の吸収に効果

があると報告されている(Asvarujanon ら 2005)が，その効果は明確ではなかっ

たーまた，カリウムとナトリウムは血液の浸透圧に関係する重要なミネラルである

が，これらの吸収に対する効果も認められなかったー

第四節小括

ウシの消化管内における DFA 川の動態とミネラル吸収の関係を検討するため

にー第一胃フィステルと十二指腸力ニューレを装着した乳牛を使用し，調査を行っ

たーその結果， DFA川は消化管の液相とほぼ同じように移動し，十二指腸に投与 1

時間後には出現し， 3時間後に十二指腸内容液中の DFA 111濃度は最大に達し

たその後減少し， 12時間後には検出しなかったが，糞中には 9および 12時間後

に検出された.これらから， DFA川はウシの消化管内に 12時間以上とどまり，タイ

トジヤンクションに対する作用と，腸内微生物の発酵によるミネラルのイオン化によ

ってミネラル吸収を克進すると考えられたまた， DFA 川の動態に関連し吸収促

進が予想されるミネラルはカルシウム，マグネシウムおよびリンであった
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第四章 Difruclose Anhydride 111の給与が分娩牛の血清カルシウム濃度に及ぼす

影響

[本章の内容は日本畜産学会報， 78， 37-43 ( 2∞7)に掲載済みである]

第一節緒言

乳牛の血中カルシウム濃度は通常 9~ 11 mg/100mLに維持されているが，分

娩時は低下し低カルシウム血症を呈することが多い.低カルシウム血症はカルシウ

ム剤の静脈内投与で多くの場合回復するが，予防としては分娩前のカルシウム給

与量の制限，ビタミン Dの投与，飼料中の陰・陽イオン塩の調整およびカリウム摂

取量の制限など(Horslら 1997)種々の方法が講じられている.これらの方法は国l

甲状腺ホルモン(PTH )の分泌や活性型ビタミン o( 1，25-(OH)2D )の合成を刺激

し，骨からのカルシウムの移行，腎臓でのカルシウムの再吸収および腸管でのカル

シウム吸収を高め，血中カルシウム濃度の低下を抑制しようとするものである.しか

し分娩時は骨から血液へのカルシウム移行が遅延し(Liesegangら 2000; Salo 

ら2003; Kamiyaら2005)，採食量の低下(Hayirliら2003)や加齢によるビタミン

D受容体の減少(Goffら1991)のために，低カルシウム血症を予防する有効な方

法は未だに得られていないー

腸管からのカルシウム吸収は上皮細胞内を通る細胞内通路と上皮細胞聞を通る

細胞間通路の 2つの経路がある (Bronner 1998)ー分娩前のカルシウム給与量の

制限(Horslら1997)や飼料中の陰・陽イオン塩の調整(Joyceら1997)などは活

性型ビタミン D合成の反応を高め，細胞内通路からのカルシウム吸収を促進するー

一方，細胞開通路からのカルシウム吸収はカルシウムイオンの濃度差が影響し，カ

ルシウム剤の経口投与などによって増加する(GoffとHorsl1993 ; Goffら1996). 

ヒトやラットなど単胃動物では難消化性糖類による細胞開通路からのカルシウム吸

収促進作用も報告されている.この作用は難消化性糖類が腸内微生物に分解され

ることによって発現するもの(Younesら1996)と，微生物の分解作用を受けずに上
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皮細胞聞のタイトジヤンクションに直接作用し，カルシウム吸収を促進するものがあ

る(Mineoら2001. 2002; SuzukiとHara2004). 

DFA 111はウシの第一胃微生物に分解されにくく(第二章).乳牛においてもカル

シウム吸収に効果があると予想されるが.反語動物を用いた報告はない.そこで，

乳牛への DFA111給与効果を調査するためにホルスタイン種乳牛を用い，予備試験

として分娩後に DFA 111と炭酸カルシウムの経口投与を行い，血中カルシウム濃度

の変化を調査した.さらに，乾乳期給与試験として乾乳後期に DFA 111添加配合飼

料を給与し，胎子娩出時およびその後の血中カルシウム濃度について検討したー

第二節 材料および方法

試験は日本甜菜製糖株式会社総合研究所附属清川農場で飼養している 2産以

上のホルスタイン種乳牛を用い実施した.供試牛は分娩予定の 60目前に乾乳し，

乾乳日から分娩予定 3週間前(乾乳前期)と，その後分娩まで(乾乳後期)の 2群

に分けパドック付きのフリーバーンで飼養した.

全ての牛は試験期間中，チモシー主体 1番乾草(DM 83.7 ~ 95.5%. CP 6.2 ~ 

8.1%. NDF 62.8 ~ 76.3%. Ca 0.21 ~ 0.30%. P 0.17 ~ 0.24%)を自由摂取させ

た.さらに，乾乳前期は泌乳牛用配合飼料(イースター 18F.日本甜菜製糖(掬，東

京;DM 87.9%. CP 21.4%. NDF 17.5%. Ca 0.83%. P 0.53%)を2kg.乾乳後

期には乾乳牛用配合飼料(ヨーデルドライ，日本甜菜製糖(槻 DM 88.2%. CP 

22.4%. NDF 18.8%. Ca 0.20%. P 0.57%. Vitamin D3 3000 IU/kg )を 4kg給与

した分娩後 3日聞はグラスおよびコーンサイレージ主体の搾乳牛用 TMR( DM 

53.2%. CP 16.5%. NDF 37.3%. Ca 0.75%. P 0.51%)を20kgと乾乳前期に給

与した泌乳牛用配合飼料を 4kg給与した.

DFA 111の効果は分娩後の経口投与による予備試験と，乾乳期給与試験により検

討した.予備試験は 2002年 7月から 2003年 8月まで 26頭の分娩牛を供し，胎

子娩出直後とその 6時間後の採血終了後に 250 mLの水に混合した純度 97%の
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DFA 111 (日本甜菜製糖閥)90 9と炭酸カルシウム(日鉄鉱業側，東京)100 9の経

口投与により行った乾乳期給与試験は予備試験終了後の 2003年 8月から 2004

年 7月まで 26頭の乾乳牛を供し， 13頭は DFA 川給与群として乾乳後期に 1日

当たり 509の DFA111を乾乳牛用配合飼料 4kgに添加して給与し，残り 13頭には

給与せず対照群としたーなお， DFA 111給与群，対照群とも分娩後は予備試験と同

様，胎子娩出直後とその 6時間後に DFA111と炭酸カルシウムの経口投与を行い，

対照群の試験処置は予備試験で行った方法と同ーとした.

乾乳期給与試験に使用した牛 26頭の内 17頭は予備試験でも供した牛で，その

内訳は DFA111給与群 10頭と，対照群 7頭であった.

供試牛は分娩時にボディコンディションスコア(BCS )を Fergusonら(1994 )の

方法で評価し，前産次の 305日乳量を社団法人北海道乳牛検定検査協会の方法

( 1989 )に準じ， TI 法(Sargentら1968)を使用して推定した.

採血は 10mL真空採血管を使用し，胎子娩出直後(0 )と 6，24および 72時間

後に尾根部から採取した.血液は採血後直ちに氷冷し，実験室で 3000 rpm， 10 

分遠心分離した.血清は分析まで_300Cで保存した血清カルシウムは 0-クレゾー

ルフタレインーコンブレクソン(OCPC )法により目立 7350自動分析装置(側目立製

作所，東京)を使用し分析した.なお，低カルシウム血症の判定は Goffと Horst

(1997a)に準じ血中カルシウム濃度 7.5mg/100mL以下としたー

データは平均±標準誤差で表し，統計処理は JMP 4.0.5J (SAS Institute Inc.， 

Cary， NC， USA)で行った.予備試験では，採血時間による血中カルシウム濃度の

有意差を一元配置分散分析(対応あり)で検定し，平均値聞の差を Tukeyの HSD

検定により多重比較した.また，採血時間と血中カルシウム濃度の関係を調べるた

めに各採血時聞による相関を求めた.乾手L期給与試験において，盛次数，分娩時

のボディコンディションスコア，前産次の 305日乳量および分娩後の血中カルシウ

ム濃度は， DFA 111給与群と対照群聞の差異を一元配置法で検定した.予備試験と

乾乳期給与試験の両試験で供試した 17頭の牛については，乾乳期給与試験時の
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処理群ごとに予備試験においても胎子娩出直後の血中カルシウム濃度を集計し，

処理群聞と試験聞の有意差を一元配置法で検定した.予備試験の飼養管理は乾乳

期給与試験の対照群と同じであり.産次ごとの胎子娩出直後の血中カルシウム濃

度についても両者に差異はみられなかったーそこで，胎子娩出直後の血中カルシウ

ム濃度および胎子娩出時低カルシウム血症発生数に対する産次の影響について，

対照群は予備試験 26頭を合わせ 39頭で集計し， DFA 111給与群 13頭と比較し

たーまた，産次と胎子娩出直後の血中カルシウム濃度の関係は， DFA 111給与群と

対照群ごとに T次回帰式を求め，産次による影響を検討した

第三 節結果

予備誌験で供試した牛の産次数は 2.92+ 0.17産で，分娩時ボディコンディショ

ンスコアは 3.44+ 0.06， 305日乳量は 8，997土 309 kgであった乾乳期給与試

験では予備試験と比較し，産次数，分娩時のボディコンディションスコア， 305日乳

量ともやや増加したが， DFA 111給与群と対照群間に差はなかった(Table 4-1). 

Table 4-1 Means士 SEparity， body condition score at calving and milk yield in cows 

of the preliminary experiment and the dry period feeding experiment in which cows were 

fed with or without DFA 111 during prepartum 

P問 linllnary
Dry period feeding experiment 

e却 ell1llent Control DFAill P 

Nrunber of COWS， head 26 13 13 

Nrunberofp町lty 2.92土0.17 3.3HO.33 3.15士0.27 0.7219 

Body condition sco田 atcalving 3.44，土0.06 3.50土0.08 3.50土0.07 0.6973 

Milk yield in previous lacta包onperiod，匂305d 8，997B09 10，551士290 9，860土413 0.1160 

1)予備試験

胎子娩出直後とその 6時間後の採血後に DFA 川と炭酸カルシウムを経口投与
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した予備試験において，血中カルシウム濃度は胎子娩出直後が最も低く， 7.2 + 

0.3 mg/100mしであった 6および 24時間後の血中カルシウム濃度はいずれも 7.7

土 0.3 mg/100mLで胎子娩出直後よりも 0.5 mg/100mL増加し， 72時間後には正

常範囲である 9.3土 0.2mgl100mLに達した(Figure 4-1 ). 0， 6および 24時間

後の血中カルシウム濃度聞には Table 4-2に示したようにいずれも正の相闘がみ

られ(pく 0.01)，分娩直後の血中カルシウム濃度が高いほどその後の血中カル

シウム濃度は高く.回復は早かった.

m

9

8

7

6

 

A
自

CCH¥凶
器

m
g
g
H
6
0
E
E
O凶

a 

。 24 48 

Hours after calving 

72 

Figure 4-1 Means:I: SE serum calcium concentrations after 

calving in the preliminary experiment cows (n = 26). Values with 

different superscript letters are significantly different， P < 0.05. 

Table 4-2 Correlation matrix of serum calcium concentrations after calving in the 

preliminary experiment cows (n = 26) 

Hours after calving 

24 72 6 

Hours after calving 

0

6

M

 

傘. .. 
0.5729 個 0.3652

・0.1670

-0.2455 

0.6546 

0.7927 
.. 

帥 P< 0.01. 
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2)乾乳期給与試験

分娩後の血中カルシウム濃度の変化を Figu陪 4-2に示したー DFA 111給与群の

胎子娩出直後(0時間)の血中カルシウム濃度は 8.0土 0.2 mg/100mLで， 6時間

後には正常範囲である 9.3士 0.3 mgパOOmLに達し，その後もこの値を維持した.

一方，対照群の 0，6および 24時間後の血中カルシウム濃度は 6.6+ 0.3， 7.3 

+ 0.3および 7.5+ 0.4 mg/100mLとDFA111給与群よりいずれも有意に低く(pく

O目01)， 72時間後にほぼ正常範囲である 8.7:t 0.2 mg/100mLに達したものの

DFA川給与群よりも回復は遅かった.
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Figure 4-2 Means土 SEserum calcium concen!ra!ions after calving in cows !rea!ed 

wi!h DFA 111 (・， n = 13) during prepartum or in un!rea!ed con!rol cows (0， n = 13). 

帥 Differen!from con!rol a! P < 0.01. 

DFA 111給与群 13頭の内 10頭と，対照群 13頭の肉 7頭は予備誌験でも供試し

た牛である.予備試験は乾乳期給与試験の前年に行った試験であり，これら 17頭

の乾乳期給与試験時の産次は予備試験時よりもそれぞれ 1産増えているーこの 17

頭の牛の予備試験時と乾乳期給与試験時の胎子娩出直後の血中カルシウム濃度

をFigure4-3に示した. DFA川給与群の予備試験時の血中カルシウム濃度は 7.4

土 0.5mg/100mしで， 1産次増えた乾乳期給与試験時は 8.1土 0.2mg/100mLと有

意な差はないものの 0.7 mg/100mLの増加がみられた.一方，対照群は予備試験
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時 7.1土 0.6mg/100mLで，乾乳期給与試験時は 6.5土 0.3mg/100mLとDFA 111 

給与群とは逆に 0.6 mg/100mLの低下がみられたー両群聞において，予備試験時

の胎子娩出時血中カルシウム濃度はほぼ同じで差はみられなかったが，乾乳期給

与試験時では DFA111給与群が対照群に比べて有意に高い値を示したー
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冒
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Dry period feeding 

experunent 

Figure 4-3 Means士 SEserum calcium concentrations at calving of the preliminary 

experiment and the dry pe吋odfeeding experiment in cows treated with DFA 111 (圃 I n = 

10) during the prepa吋umof the dry period feeding experiment or in untreated control 

cows (口， n = 7). **Different from control at P < 0.01. 
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Figure 4-4 Relationship between parity and serum calcium concentrations at calving in 

cows treated with DFA 111 (・)during prepaはumor in untreated control cows including 

the preliminary experiment cows (0).北Differentfrom control at Pく 0.05.
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産次と胎子娩出直後の血中カルシウム濃度の関係(Figure 4-4)と，産次と胎子

娩出時低カルシウム血症の発生数(Table 4-3)について，対照群は予備試験 26

頭を合わせ 39頭で集計し， DFA 111給与群 13頚と比較しているー

Figure 4-4に示したように，対照群の胎子娩出時血中カルシウム濃度は産次数

の増加に伴って低下し， 2産 7.7+ 0.3 mg/100mL， 3産 6.7士 0.4mg/1 OOmL ， 

4産 6.5土 0.3mg/100mLおよび 5産 6.0+ 0.0 mg/100mLで，一次回帰式から求

めた 1産次増加による血中カルシウム濃度の低下は 0.6+ 0.2 mg/100mL ( P < 

0.01 )であったこれに対し， DFA川給与群は 2産 7.7+ 0.2 mg/100mL， 3産 8.0

+ 0.3 mg/100mL， 4産 7.9mg/100mLおよび 5産 8.7土 0.6mg/100mLで，産次

数の増加による胎子娩出時の血中カルシウム濃度低下は認められなかった.

Table 4-3 Effect of parity on incidence of hypocalcemia (serum calcium <7.5 mg/100 

mL) at calving in cows treated with DFA 111 during prepa吋umor in untreated control cows 

including the preliminary experiment cows 

Contro1 DFAIII 

110. of cows 110. ofhypocalce皿Ia no. of cows 110. ofhypoca1ce血Ia

Parity 

2 15 7 3 l 

3 9 7 7 2 

4 13 10 I 。
5 2 2 2 。

Tota1 39 26 13 3 

胎子娩出直後に血中カルシウム濃度が 7.5mg/100 mL以下の低カルシウム血症で

あった牛は，乾乳期に DFA 川を給与しなかった対照群 39頭中 26ii.ll. 67%に達

し， 3産以上の牛では 24頭中 19頭， 86%と高率であった(Table 4-3)ー一方，

DFA 111給与群において低カルシウム血症は 13頭中 3頭， 23%で対照群よりも少

ない割合であったー
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第四節考察

予備試験において胎子娩出直後とその 6時間後に行った計 2回の DFA 川と炭

酸カルシウムの経口投与は 6時間後に胎子娩出直後よりも血中カルシウム濃度

を0.5 mg/100mL高め， 24時間後においてもその濃度を維持することができた.分

娩前後の血中カルシウム濃度を測定し分娩直後よりも分娩後 12~ 30時間に血

中カルシウム濃度が最少になったとする報告(GoffとHorst 1990; Go刊と Stabel

1990 ; Tveitら1991; Yamagishiら2000)があることから， DFA 111と炭酸カルシウ

ムの投与は血中カルシウム濃度の回復に効果を持つ可能性が高いと考えられた

一方，胎子娩出直後の血中カルシウム濃度とその後 6および 24時間目の血中カ

ルシウム濃度の間に認められた正の相関は.胎子娩出時に血中カルシウム濃度の

高い牛ほどその後の回復も早いことを示唆している Joyceら(1997 )は分娩時の

血中カルシウム濃度の改善は分娩後の採食量を高めることを報告している.本試

験で採食量は確認していないが，胎子娩出時とその後の血中カルシウム濃度回復

における相関の要因のーっとして，分娩直後の血中カルシウム濃度が高いほど採

食量が向上し，その後の回復に影響した可能性がある.特に，骨から血液へのカル

シウム移行機能が低下している(Liesegangら2000; Satoら2003; Kamiyaら

2005 )といわれる分娩時において，血中カルシウム濃度回復のために飼料からの

カルシウム供給は重要であり，分娩宣後の血中カルシウム濃度を高く維持する予防

処置が低カルシウム血症を効率的に改善すると考えられる

消化管の運動が正常であれば，牛に投与した DFA 111は腸管の中に 12時間程

度存在すると考えられる(第三章)ーまた， Mineoら(2001 )が示した DFA111による

カルシウム吸収への影響は，腸管の部位(空調，回腸，盲腸，結腸)別に， DFA 111 

濃度とカルシウム吸収の関係を示している DFA川の濃度は対数変換して示され，

0.1 mmol/L (キ 3.2 mg/100mL)と比較的低い濃度であってもカルシウム吸収を充

進し，腸管の広い範囲で作用すると考えられる. DFA 111は熱に安定で，吸湿しにく

く，飼料左しての利用が容易である.また，乾乳期の配合飼料に添加することで分娩
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という非日常的な状況に対応でき，経口投与よりも安全に給与することができる.こ

のような点から予備試験に引き続き乾乳期給与試験を実施し， DFA 川の低カルシ

ウム血症に対する予防効果を検討したー

予備試験を含め本試験の実施は低カルシウム血症予防のため，従来から提唱

( Go仔と Horst1993 ; Horstら 1997)されている方法の中からカルシウム給与の

制限とビタミン Dの給与を分娩予定 3週間前から分娩までの期間全供試牛に対し

て行った.すなわち，カルシウムの制限はカルシウムを含むミネラル剤が配合され

ていない乾乳牛用配合飼料を使用し，カルシウム含量の低いチモシー主体の 1番

乾草を自由採食させることによって行ったーまた，ビタミン Dはビタミン D3を 1日当

たり 12，000IU給与した.日本飼養標準(1999)では分娩前 3週間の成雌牛(体重

650 kg )のカルシウムとビタミン Dの 1日当たり要求量はそれぞれ 44g， 6，300 IU 

と示され，これらの値と比較し，本試験において分娩前のカルシウムは不足の状態

にあり，ビタミン Dは不足することがないと考えられるしかし，乾乳期に DFA111を

給与しなかった予備試験と乾乳期給与試験の対照群の牛において，胎子娩出直後

に低カルシウム血症となった牛は 67%と高率であった.冨IJ甲状腺ホルモン(PTH ) 

分泌を刺激し，乳熱を予防するカルシウム給与量として， Horstら(1997 )は 1日

当たり 10~ 20 9以下に制限することを示しており，本試験程度のカルシウム制限

では低カルシウム血症の予防効果は十分ではないと考えられた.

これに対し，乾乳期の DFA川給与によって胎子娩出直後の血中カルシウム濃度

低下は大きく軽減された.これまで， DFA 111を含む難消化性糖類の多くは腸管か

らのカルシウム吸収を促進することがラットやヒトにおいて認められている.この難

消化性糖類がカルシウム吸収を促進する機構の仮説として，佐久間(2002 )は①

短鎖脂肪酸による消化管内の pH低下は不溶性カルシウムを可溶性にし，細胞聞

を拡散的に移行する，②短鎖指肪酸はイオン化したカルシウムよりも吸収のよいカ

ルシウムと酢酸の複合体を形成する，③短鎖脂肪酸の中で酪酸は上皮細胞の細胞

増殖を促進する，など腸内微生物が難消化性糖類を分解し産生する短鎖指肪酸の
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関与を示唆しているしかし，反翁動物は単胃動物と異なり，腸内微生物に分解さ

れやすい難消化性糖類を第一胃で分解し，小腸以降でのカルシウム吸収への効果

は少ないものと考えられるー一方， DFA 111， DFA IV;ラフィノース，フラクトオリゴ

糖，マルチトール，メリピオースなどは腸内微生物の関与を受けずに直接小腸上皮

細胞聞のタイトジヤンクションに作用し，カルシウム吸収を促進する難消化性糖類で

あることがラットやヒトで報告されている(Mineoら2001， 2002; Suzukiと Hara

2004) .第二章および第三章で示したように DFA 111は第一買微生物に分解されに

くく，乳牛の腸管には 12時間程度存在していると考えられる DFA 川が促進する

上皮細胞聞からのカルシウム吸収は腸管腔側と体液側のイオン濃度勾配によって

受動的に行われ (Bronner 1998)，カルシウムのイオン濃度差が大きいほど，吸収

が高まる(TangとGoodenough2003 )ーしたがって，血中のカルシウム濃度低下が

大きいほどイオン濃度差も大きくなり，受動的なカルシウム吸収能は大きくなる.そ

の結果， DFA 川給与群は血中カルシウム濃度の低下が抑制され，分娩時の血中

カルシウム濃度を高く維持したものと考えられる.

乳牛の分娩時低カルシウム血症は加齢に伴い増加する(R司alaら1999).本試

験においてもこの関係は認められ，乾手L期給与試験の対照群の中で，予備試験で

も供試した 7頭の同一牛において，予備試験時から 1産次増えた乾手L期給与試験

時での胎子娩出時の血中カルシウム濃度は 0.6 mg/100mL低下した.さらに，予備

試験を含めた乾乳期に DFA 川を給与しなかった 39頭においても胎子娩出時血中

カルシウム濃度の低下は T産次の増加につき 0.6 mg/100mLと同じで，低カルシウ

ム血症の割合は 2産次 47%，3産次 78%，4産次 77%および，頭数は少ないが 5

産次 100%と加齢により増加したことが認められた. Go宵ら(1991 )は乳熱を発症

した牛のうち，活性型ビタミン Dの生産が不十分である割合は約 10%と少なく，分

娩時に血中カルシウム濃度が低下した牛の多くは PTHと活性型ビタミン D濃度が

増加し，カルシウム濃度を維持する機能は正常に働いていることを示した.また，腸

管の上皮細胞にあるビタミン D受容体は加齢により減少することを示し，産次数の
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増加がより深刻な低カルシウム血症を引き起こす原因の一つは，ビタミン D受容体

の減少であるとしている乾乳期に DFA 111を給与した牛においても，加齢によりビ

タミンD受容体が減少し，上皮細胞肉を通るカルシウムの吸収は減少していると予

想されるが，産次と胎子娩出時血中カルシウム濃度に負の関係はみられなかった

DFA川が完進するカルシウム吸収作用は受動輸送に関係するものであり.ビタミン

D受容体が関与する能動輸送の影響を受けることはないと考えられる.その結果，

DFA 川給与群は血中カルシウム濃度の低下が抑制され.産次数の影響を受けな

かったものと考えられるー

以上の結果より，乾乳後期の DFA 川給与は分娩直後の血中カルシウム濃度低

下を抑制し，その後の血中カルシウム濃度の回復も早<.低カルシウム血症の改善

が期待できると考えられた.また，この効果は産次数の影響を受けにくく，ラットやヒ

トで確認された腸管からのカルシウム吸収冗進効果が，反第動物である乳牛でも発

現しているものと考えられたー

第五節小括

DFA 111はヒトやラットで腸管からのカルシウム吸収元進効果が認められており，

ウシの第一胃微生物にも分解されにくく，乳牛での利用が期待できる.そこで. 2産

以上のホルスタイン種乳牛を使用し，乾乳後期の DFA111給与が分娩時の血中カル

シウム濃度に及ぼす影響を調査した胎子娩出直後の血中カルシウム濃度は DFA

川給与牛が 8.0mg/100mLで，無給与牛の 6.6mg/100mLよりも高く.6および 24

時間後の血中カルシウム濃度も DFA111給与牛が無給与牛よりも高い値を示した.

DFA 川給与牛は胎子娩出後 6時間目で血中カルシウム濃度が正常闇と考えられ

る9mg/100mLに達し無給与牛は 72時間目で 8.7mg/100mしになった DFA 111 

無給与牛は産次が増えると胎子娩出直後の血中カルシウム濃度は低下したが.給

与牛ではこのような関係は認められなかったー以上より.DFA 111は分娩時の血中カ

ルシウム濃度低下を抑制し，低カルシウム血症の予防に有効であると考えられた.
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第五章 Difructose Anhydride 111と酸化マグネシウムの給与が乳牛の分娩前後の

血清カルシウムおよびマグネシウム濃度に及ぼす影響

第一 節緒言

第三章で DFA 1111まカルシウムの他，マク、ネシウムの吸収に対して効果を持つ可

能性を示した.乳牛においてマグネシウムの吸収率は低く，分娩時に低マグネシウ

ム血症になることがある (NRC2001).ヒトにおいて，マク、ネシウムはカルシウムと

同様，上皮細胞内と上皮細胞開から腸で吸収され(Schlingmannと Gudermann

2005 ). DFA 111のミネラル吸収促進効果はカルシウムだけでなく，マグネシウムで

もラットを用いた試験で認められている(Mineoら2004).成牛はマグネシウムを第

一胃と腸で吸収する(Leonhard-Marekら2005)が. DFA 1111こよって低マク、ネシウ

ム血症を予防できる可能性は高い.

第四章の試験では，低カルシウム血症予防に推奨されているカルシウム含量の

低い配合飼料を乾乳後期に給与した.しかし. DFA 111のカルシウム吸収促進は上

皮細胞聞から濃度勾配による生じるため.カルシウム含量の高い配合飼料の方が

より高い効果を持つ可能性が予想されるー

そこで，本試験では乾乳牛にカルシウム含量の高い泌乳牛用配合飼料を給与

し DFA 111と酸化マグネシウム給与が分娩前後の血清カルシウムおよびマグネシ

ウム濃度に及ぼす影響を調査し，低カルシウム血症と低マグネシウム血症に対す

るDFA川の効果を検討したー

第二節材料および方法

試験は日本甜菜製糖株式会社総合研究所附属清川農場で飼養している 2産以

上のホルスタイン種乳牛を 20頭供した.供試牛は分娩予定の 60目前に乾乳し，

乾乳日から分娩予定 3週間前(乾乳前期)までと，その後分娩まで(乾乳後期)の 2

群に分けパドック付きのフリーバーンで飼養し，試験飼料はセルフロックスタンチヨン
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のついた飼槽で給与した.分娩徴候確認後は個別のペンに移動し，分娩後 3日間

はこのペンで飼養した.

試験期間中はの配合飼料(イースター 18F.日本甜菜製糖(槻，東京)を乾乳前期

は2 kg.乾乳後期から分娩 3日後までは 4 kg給与したこれに加え，分娩から 3

日聞はグ、ラスおよびコーンサイレージ主体の搾乳牛用 TMRを原物で 20 kg給与し

た.配合飼料と TMRはそれぞれ 7時と 16時の 2回に分けて給与したー全ての牛

に試験期間中，チモシー主体 T番乾草を給与し自由摂取とした(Table 5-1 ). 

Table 5-1 Dry matter content and chemical composit旧nof the feeds 

Formulafbedl Hay 2 TMR
3 

Dryma仕:er，% 87.9 83.7 -95.5 53.2 

Crude protein， %DM 21.4 6.2 -8.1 16.5 

NDF4，%DM 17.5 62.8 -76.3 37.3 

Calcium， %DM 0.83 0.21 -0.30 0.75 

Phosphorus， %DM 0.53 0.17 -0.24 0.51 

Magnesium， %DM 0.26 0.08 -0.13 0.24 

Potassiu皿，%DM 1.52 0.99・1.53 1.50 

1 Formula feed for lactation cows (Yeaster 18F produced by Nippon Beet Sugar 

Manufacturing. Co.. Ltd， Tokyo. Japan). 

2 Range 

3 Total mixed ration containing 27.7 % grass silage， 17.2 % corn silage， 43.1 % formula 

feed (Yeaster 18)，11β% beet pulp and 0.2 % mineral premix， each as "dry matter. 

4 Neutral detergent fiber. 

DFA 川と酸化マグネシウムの給与は分娩予定 3週間前から分娩までの期間に

給与した配合飼料 4 kgに，純度 97%の DFA111 (日本甜菜製糖(樹)50 9と飼料用

として市販されている酸化マグネシウム(マグネシウムペレツト，東洋電化工業(樹，

高知;Mg 52%)を309混合した DFAMg群， DFA 111を509 混合した DFA群，酸

化マグネシウムを 30 9混合した DMg群，および DFA 111と酸化マグネシウム無
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Table 5-2 Parity， milk yield and body condition score at calving (mean :t SE) in cows 

supplemented with or without DFA川 and/ormagnesium oxide 

Number of COWS， head 

N阻 lberof pari1y 

DFAMg 

5 

Treatment' 

DFA DMg 

5 5 

Control 

5 

P 

3.20土0.37 3.00土0.45 3.20土0.73 3.20土0.73 0.9934 

M日kyield in previous 
10，651土1，0199，316土512 10，183ま，95310，789"=387 0.5384 

lactation period， kg/305d 

Body conditiou s∞re at calving' 3.65士0.10 3.65胡 .10 3.55土0.05 3.45土0.15 0.4926 

1 Treatmenl: DFAMg = 50 9 of DFA 111 and 30 9 of magnesium oxide (MgO)/d; DFA = 50 

9 of DFA 1I11d; DMg = 30 9 of MgO/d; and Control. 

2 Five-point evaluation of body condition (Fergusonら 1994).

添加の Control群の 4処理を行い，それぞれ各 5頭の牛 (Table5-2)に給与した.

分娩後は第四章と同様，全牛に分娩直後とその 6時間後の 2回，採血後に 250

mLの水に混合した DFA111 90 9と炭酸カルシウム(日鉄鉱業側，東京;Ca 38%) 

100 9を経口投与したーなお，分娩後は経口投与以外の DFA 111給与や，酸化マグ

ネシウムの給与は行わなかった.

採血は分娩予定 5目前をめどに開始し，分娩前は毎朝 9時，分娩後は分娩直後

( 0 )とその 6( 0.25日)， 24 ( 1日)および 72(3日)時間後に尾根部から真空採

血管を使用し採取した血液は採血後直ちに 3，500 rpmで 10分間遠心分離したー

血清カルシウムおよびマグネシウムは VetTest8008(IDEXX Laboratories， Inc.， 

Westbrook， ME， USA )を使用して分析した.

データは平均±標準誤差で表し，統計処理は JMP9 (SAS Institute Inc.， Cary， 

NC， USA)で行った.各牛の分娩 5日前から 2目前までの血清カルシウムとマグネ

シウム濃度の平均を乾乳期の基準値 Base Valueとし，処理ごとにこの基準値と各

採血時間の値との聞の有意差を t検定した.採血時間ごとに，血清カルシウムとマ

グネシウムは処理問による差を一元配置法で検定し，差が認められた場合は
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Tukeyの HSD検定により多重比較した.また，血清カルシウムは乾乳期の DFA 111 

給与の有無により， DFAMg群と DFA群を合わせた DFA 川給与牛と， DMg群と

Control群を合わせた DFA111無給与牛の 2群で，採血時間ごとに差異を検定した

第 三節結果

乾乳牛に給与した配合飼料， DFA 111および酸化マグネシウムは全て採食され，

食べ残しは見られなかった.また， Table 5-2に示した産次数，前産次の 305日乳

量，および分娩時のボディコンディションスコアは処理問に差はみられなかった

乾乳後期の DFA 111と酸化マグネシウム給与処理による分娩前後の血清カルシ

ウム濃度の健を Table5-3に示した.乾乳期の基準値(Base Value)とした分娩前

5日から 2日の血清カルシウム濃度はいずれの処理も 9mg/100mL以上の正常闘

で推移し，各群間においても差異はみられなかった.血清カルシウム濃度の低下は

分娩 1目前から始まり，分娩直後に最も低い値となった.これら変化のパターンは

処理聞で違いはみられず，分娩直後の血清カルシウム濃度は DFAMg群 7.9+ 0.4 

mg/100mL， DFA群 8.1+ 0.3 mg/100mL， DMg群 7.3土 0.6 mg/100mLおよび

Control群 7.2+ 0.6 mg/100mLで，それぞれ BaseValueよりも有意に低下した(p

< 0.05 ).分娩後はいずれの処理においても血清カルシウム濃度は増加したが，

乾乳期の DFA 川給与の有無によって異なる傾向がみられたーすなわち，乾乳期に

DFA 川を給与した DFAMgおよび DFA群は分娩後 6から 24時間で血清カルシウ

ム濃度が正常闘である 9 mg/100mLにほぼ達し， 3日後には基準値よりも高い 10

mg/100mL 1二なったが， DFA 111を給与しなかった DMgおよび Control群が 9

mg/100mLの正常闘に達したのは分娩 3日後であった.

乾乳期の DFA 川給与の差異を明確にするために， Figure 5-1に DFAMgと

QFA群を合わせた 10頭の DFA111給与牛と， DMgとControl群を合わせた DFA111 

無給与牛 10頭の血清カルシウム濃度の推移を示したー分娩 2目前までの血清カ

ルシウム濃度は DFA川給与牛および無給与牛とも 9mg/100mL以上で推移し，
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Table 5-3 Concentrations of the serum calcium around pa吋urit旧n m cows 

supplemented with or without DFA 111 and/or magnesium oxide 

Trea伽lent'
SE P 

DFAMg DFA DMg Control 

Base Valne 2 9.5 9.4 9.2 9.3 0.1 0.4895 

* -1 d 9.2 9.1 8.5 9.0 0.4 0.5931 

7.9吻 * 
喝院 * 0.5037 Od 8.1 7.3 7.2 0.5 

司齢 * * 0.25 d 8.7 8.9 7.5 7.4 0.6 0.2472 

ld 9.2 a 8.9 ab 7.9 *ab 7.4 *b 0.4 0.0274 
司齢 * 3d 10.0 10.2 9.0 9.0 0.4 0.0443 

* Di仔'erentfrom the base value at Pく 0.05.

'，b Means in the same row with different supersc吋ptletter differ at Pく 0.05.

1 Treatmenl: DFAMg = 50 9 of DFA 111 and 30 9 of magnesium oxide (MgO)/d; DFA = 50 

9 of DFA IIl1d; DMg = 30 9 of MgO/d; and Control 

2 Base Value: Mean serum calcium concentration 2-5 d befo陪 calving. Parturition 

occurred at 0 d 
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自
ロ
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Figure 5-1 Serum calcium concentrations (mean士 SE)in cows fed (圃)or not fed 

(口)50 9 of DFA 111. Parturition occurred at 0 d.ぺ耐Differentfrom the cows fed the diet 

without DFA川 atPく 0.05or P < 0.01， respectively. 
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DFA 111給与による差異はみられなかったー分娩 1目前から血清カルシウム濃度は

両牛とも低下し分娩直後に最少となったが，その濃度は DFA 111給与牛が無給与

牛よりも高い傾向!こあり，それぞれ分娩 1目前 9.1土 0.2と8.7土 0.3 mg/100mL 

( P < 0.31 ).分娩直後 8.0+ 0.2と7.2土 0.4 mg/100mL ( Pく 0.13)であった

分娩後の血清カルシウム濃度は DFA111給与牛が無給与牛よりも高く，それぞれ分

娩6時間後 8.8土 0.2と7.4士 0.6 mg/100mL ( P < 0.05). 1日後 9.0+ 0.1と

7.7 + 0.4 mg/100mし(P < 0.01 ). 3 日 f~ 10.1 + 0.3と9.0士 0.2mg/100mL ( P 

< 0.01 )であったー

乾乳後期の DFA111と酸化マグネシウム給与処理による，分娩前後の血清マグネ

シウム濃度の変化を Table 5-4に示した DFA 111と酸化マグネシウムを給与しな

かった Conlrol群において，血清マグネシウム濃度は 分娩 5 目前から分娩 1日

後まで約 2mg/100mLで推移し.3日後は 1.8mg/100mLに低下した.この傾向は

酸化マグネシウムだけ給与した DMg群，酸化マグネシウムを給与せず DFA 川だ

Table 5-4 Concentrations of the serum magnesium around pa吋urition in cows 

supplemented with or without DFA 111 and/or magnesium oxide 

Treatment1 

SE P 
DFAMg DFA DMg Control 

Base Value 2 2.2 1.9 2.0 2.1 0.1 0.0141 

ーld 2.4 1.9 2.0 2.0 0.2 0.2492 

Od 2.7 *a 2.1 b 2.0 b 2.1 b 0.1 0.0082 

0.25 d 2.6 * 2.1 2.0 2.0 0.2 0.0435 

ld 2.1 2.2 1.9 1.9 0.1 0.3229 

* 3d 1.7 1.9 1.7 1.8 
事

0.1 0.5928 

安 Differentfrom the base value at P < 0.05. 
..b Means in the same row with different supe陪 criptletter differ at P < 0.05 
1 Treatment: DFAMg = 50 9 of DFA 111 and 30 9 of magnesium oxide (MgO)/d; DFA = 

50 9 of DFA IllId; DMg = 30 9 of MgO/d; and Control. 

2 Base Value: Mean serum magnesium concentration 2-5 d before calving. Parturition 

occurred at 0 d. 
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け給与した DFA群とも同じであった.一方， DFA 111と酸化マグネシウムを合わせて

給与した DFAMg群の血清マグネシヴム濃度は乾乳期の基準値とした分娩 5目前

から 2目前までの 2.2土 0.1 mg/100mLと比較し，分娩 1目前は 2.4土 0.1

mg/100mL ( P <" 0.26 )で増加傾向にあり，分娩直後には 2.7土 0.1mg/100mL ( P 

< 0.001 )で最大となり， 6時間後 2.6土 0.1 mgパOOmL( P < 0.01 )にやや低下

し， 1日後 2.1+ 0.1 mg/100mL (P < 0.30)で， 3日後には 1.7土 0.2mg/100mL 

( P < 0.001 )に基準値よりも低下した.この分娩前後の一時的な上昇は DMg群，

DFA群および Control群ともみられず， DFAMg群にだけみられた.各処理聞の血

清マグネシウム濃度は， Base Value， 0 d， 0.25 dにおいて差異がみられ，

DFAMg群の血清マグネシウム濃度は odにおいて他の 3群よりも有意に高い値

(Pく 0.05)であった.

第四節考察

カルシウムに関し，第四章と本章の違いは乾乳期に給与する配合飼料のカルシ

ウム濃度を高めたことであるー分娩時の低カルシウム血症予防のーっとして，副甲

状腺ホルモン(PTH )の分泌や活性型ビタミン o( 1，25ベOH)2D)の分泌を完進す

るために乾乳期のカルシウム給与量を制限し，カルシウム不足の状態にするとの考

えがある(NRC 2001 ).第四章ではこの考えから，乾乳期のカルシウム給与量を

制限した.しかし， DFA 111の機能は上皮細胞間隙から受動輸送によるミネラル吸

収を高めることであり，腸管内のカルシウム濃度は高い方がより高い効果が得られ

るのではないかと考え，カルシウム濃度の高い配合飼料を使用した.しかし，どちら

の試験においても DFA 川を給与した牛の分娩時血清カルシウム濃度は 8.0

mg/100mLと変わらなかった

DFA 111の給与期間は乾乳後期の約 20日間としたが， DFA 111を摂取した牛の血

清カルシウム濃度は分娩前の 2日以前において無給与の牛と変わらなかった.

Shigematsuら(2004)は健康なヒトにおいて， DFA 111摂取後 2-6時間において
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尿中へのカルシウム排せつ量の増加を報告している.乾乳牛のカルシウム吸収が

DFA 1日の給与によって増加しても，体内への蓄積や体外への排准量が増加し，血

清カルシウム濃度は一定に維持され.差異はなかったのかもしれない.

本試験の血清カルシウム濃度低下は分娩 1目前から始まり.分娩直後に最小と

なったが， DFA 111を給与した牛の血清カルシウム濃度低下は， DFA 川無給与の

牛の低下よりも抑制されたーラットの腸管膜を使った試験で Mineoら(2001 )は，

DFA 111が上皮細胞間にあるタイトジヤンクションの結合間隙を弛め，細胞開通路か

らのカルシウム吸収を促進することを示した.また，細胞開通路からのカルシウム

吸収はカルシウムの濃度勾配が大きいほど完進する(Pansuら 1993).腸管内容

物と血液聞のカルシウム濃度差は血清カルシウム濃度が低いほど大きくなり，カル

シウムの吸収能が元進し，加えて DFA 111のタイトジヤンクションへの作用がカルシ

ウム吸収をさらに促進したものと考えられるー

分娩後の飼養管理は供試牛すべて同ーであるが，乾乳期に DFA 111を給与した

牛の血清カルシウム濃度回復は，第四章と同様非常に早かった.血中カルシウム

濃度低下に対し，副甲状腺ホルモンが分泌され，骨からのカルシウム再吸収が完

進し，血中カルシウム濃度を高めようとする.しかし，分娩時において骨から血液へ

のカルシウム移行は遅延するといわれ(Liesegangら 2000; Satoら 2003; 

Kamiyaら 2005)，血中へのカルシウム供給は腸管からのカルシウム吸収が主体

になる.しかし，血中カルシウム濃度が低いほど消化管の運動は弱まり，探食量の

低下や廃絶が起こる (NRC 2001).これに対し，分娩時の血中カルシウム濃度低

下が少ないと乾物摂取量は多く(Joyceら 1997)，飼料からのカルシウム供給量

は多くなる.本試験では乾物摂取量を測定していないが，乾物摂取量の増加がカル

シウムの供給を高め，血中カルシウム濃度回復に大きく貢献したと推察される.

1日当たり 30 9の酸化マグネシウムの給与によって，マグネシウム摂取量は

DFAおよび Control群より DFAMg群と DMg群は約 15 9多いと予想される.しか

し， DFAMg群と DMg群聞で血清マグネシウム濃度の変化は異なり，酸化マグネシ
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ウムと DFA111を併用給与した DFAMg群だけが分娩前後に一時的な増加がみられ

たー分娩前後の血中マグネシウム濃度の上昇は，乾乳期間のマグネシウム摂取が

十分であったことを示すといわれており(Stabelら2002)， DFAMg群のマグネシウ

ム吸収量はそれ以外の群よりも多かったことを示唆すると考えられる. Mineoら

( 2004 )は DFA 111のタイトジヤンクションに対する作用がマグネシウムの吸収にお

いても促進効果を持つことを示しており，ウシにおいても DFA 111 はマグネシウム吸

収を促進したものと考えられる.

一方， DMg群の血清マグネシウム濃度は DFAおよび Control群と同様，乾乳期

からほぼ一定に推移し，マグネシウム摂取量増加による血清マグネシウムへの効

果はみられなかった. Jitlakhotら(2004 )の試験において， NRC ( 2001 )が推奨

する量とほぼ等しい 40 9のマグネシウムを摂取した乾乳牛のマグネシウムバラン

スはほぼ 0で，体蓄積の増加はみられない.本試験においても，給与飼料のマグネ

シウム含量から，マグネシウム摂取量は DFAMgおよび DMg群でも 40 9を大きく

超えることはないと考えられ.その結果， DMg群では酸化マグネシウムの給与効

果が得られなかったのかもしれないーまた.第一胃は成牛の主要なマグネシウム吸

収部位であり(MartensとGabel 1986)，第一胃の pHはマグネシウムの溶解性と

吸収に影響する(EmanueleとStaples1994 ; Johnsonら1988).乾乳牛は乾草主

体で飼養されることが多く，高い第一胃 pHにより給与したマグネシウム剤の効果が

影響を受ける可能性も高い.しかし少ないマグネシウム摂取量ではあっても，

DFA 川はマグネシウムの吸収率を高め乾乳牛に十分なマグ、ネシウムを供給したも

のと考えられた.

カルシウムおよびマグネシウムは 2価の陽イオンで，これらのミネラルは腸管の

上皮細胞肉を通る細胞内通路と上皮細胞聞を通る細胞開通路の 2経路で吸収され

る.細胞開通路からの吸収は濃度勾配に依存する受動的輸送であり，難消化性糖

類の多くがこの経路からのミネラル吸収を促進する効果を持つその理由の一つは

難消化性糖類が高等動物の消化酵素で分解されず.腸内微生物に分解され，産生
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する短鎖脂肪酸が腸管内を酸性化するからであり，不溶性のカルシウムやマグネ

シウムは pHの低下により溶解し，吸収が促進されるーこのような難消化性糖類の

発酵によるミネラル吸収に対する効果は，単胃動物で数多く報告されている(Levrat 

ら1991; Schulzら1993; Younesら1996; Watanabeら2000)が，反須動物では

食道直下で第一胃微生物による分解作用を受けるため，単胃動物でみられるような

ミネラル吸収に対する難消化性糖類の明確な効果は示されていない.しかし，第三

章で示したように. DFA 111は牛の第一胃を通過しており.ミネラル吸収に対し単胃

動物における難消化性糖類と同様な働きをしている可能性は高い.難消化性糖類

がミネラル吸収を促進するもう一つの理由として. DFA 111. DFA IV.ラフィノース，

フラクトオリゴ糖，マルチトール，メリビオースなどのタイトジヤンクションへの作用が

報告されている(Mineoら2001. 2002; SuzukiとHara 2004).上皮細胞は体内

と体外を分ける組織であり，細胞閣の隙聞から物質が漏出するのを防いでいるのが

タイトジヤンクション(密着結合)で，キルト風のシールを形成している(石崎と丸山

2010 )ーラットの腸管膜を使った試験で Mineoら(2001 )は. DFA川が上皮細胞間

にあるタイトジヤンクションの結合間隙を弛め，細胞開通路からのカルシウム吸収を

促進することを示し，さらにマグネシウムの吸収においても促進効果を持つことを示

した(Mineoら2004). DFA 111 はウシにおいてもこのような二つの作用によって，

カルシウムやマグネシウムなどのミネラル吸収を促進している可能性が高く，第四

章に示した分娩牛の血中カルシウム濃度低下を抑制だけでなく，マグネシウム吸収

に対しても影響したと考えられた.

第五節小括

DFA川はラットにおいてカルシウムやマグネシウムの吸収充進が認められ，乾乳

後期にカルシウム含量の低い配合飼料を給与した乳牛において，分娩時の低カル

シウム血症改善がみられた本研究の目的は乾乳期にカルシウム含量の高い毘合

飼料を給与し，低カルシウム血症と低マグネシウム血症への DFA川の効果を検討
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することであった.

DFA 111と酸化マグネシウムを分娩前のホルスタイン種乳牛(2産以上)20頭に

給与し，分娩 5目前から分娩 3日後の血清カルシウムとマグネシウムの変化を調

査したー処理は乾乳後期に DFA 111と酸化マグネシウムを給与した DFAMg群，

DFA 111だけを給与した DFA群，酸化マグネシウムだけを給与した DMg群，および

DFA 111と酸化マグネシウム無給与の Control群の 4処理とした.

DFA 111を給与した DFAMg群と DFA群を合わせた DFA111給与牛と， DMg群と

Control群を合わせた無給与牛の血清カルシウムに分娩 2目前以前では，差異は

なかったが，分娩時の血清カルシウム濃度平均は DFA 111給与牛 8.0+ 0.2 

mg/100mL， DFA 111無給与牛 7.2+ 0.4 mg/100mLで， DFA 111給与牛がやや高い

値となったー分娩後 6，24および 72時間の血清カルシウム濃度は DFA111給与牛

が無給与牛よりも有意に高い値となり， DFA 111はカルシウム含量の高い配合飼料

であっても血清カルシウム濃度の低下に対して抑制効果を持ち，分娩後の血清カル

シウム濃度回復に有効であると考えられたー分娩前後の血清マグネシウム濃度は

DFA群， DMg群および Control群の 3処理に大きな違いはみられず， 2 

mg/100mL前後で一定に推移した.一方， DFA 川と酸化マグネシウムを併用給与

した DFAMg群は，乾乳期にマグネシウム摂取が十分であった場合にみられる，分

娩前後の一時的な血清マグネシウムの増加が認められ， DFA 111はマグネシウム

の吸収も高めているものと考えられた.これらの結果， DFA 111 はカルシウムとマグ

ネシウムの吸収を改善し，低カルシウム血症と低マグネシウム血症の改善に効果を

持つことが示唆された.
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第六章 分娩前後の DifructoseAnhydride 川とカルシウムの給与が血中力ルシウ

ム濃度と周産期疾病に及ぼす影響

[本章の内容は日本家畜臨床学会誌， 30， 31-38 ( 2∞7)に掲載済みである]

第一節緒言

乳牛の低カルシウム血症は酪農家に多くの損害をもたらしているー臨床的に起立

不能になり，獣医師の治療あるいは廃用を余儀なくされる場合や.潜在的な低カル

シウム血症により，いわゆる周産期疾病である胎盤停滞，ケトーシス，第四胃変位，

食欲不振などを引き起こし(Correaら1993;Go宵と Horst1997b ; Shaver 1997 ) ， 

その後の繁殖障害にまで影響を及ぼす可能性が高い(佐藤と村山 2004) 

現在，低カルシウム血症の予防は乾乳期に飼料の陰・陽イオン濃度の調節，ビタ

ミン Dの給与，カルシウム給与量の制限などの方法(Horstら1997)が示されてい

るが，十分な効果を得るまでには至っていない特に，カルシウム給与量制限によ

る方法は，冨IJ甲状腺ホルモン(PTH )分泌を刺激するために，分娩前のカルシウム

給与量を 1日当たり 10~ 20 9に制限しなければならず(Horstら1997)，日常，

給餌される飼料からこの低い量を維持するのは非常に難しく，逆に母牛の体肉蓄積

を枯渇させる恐れがある(平井 2005).第四章と第五章では乾乳期を前期と後期に

分けられることを前提に，乾乳後期に使用する配合飼料のカルシウム含量と DFA

川の給与効果を検討した.しかし，酪農家の中には乾乳牛を分けられず，一つの配

合飼料しか使用できないということは少なくない.

このような条件の中でも. DFA 川の効果を最大限発揮する方法を検討するた

め，カルシウム濃度を低くした配合飼料と，通常の泌乳期用配合飼料と同程度カル

シウムを含んだ配合飼料を使用しこれらの飼料に DFA 111を混合して乾乳牛に給

与し，さらに，分娩後にカルシウムと DFA 111を経口投与して，分娩前後の血中カル

シウム濃度を比較したーまた，一般酪農家 4軒の協力を得て，延べ 599の分娩を調

査し. DFA 111給与による周産期疾病の予防効果を検討した.
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第二節材料および方法

試験 1

日本甜菜製糖株式会社総合研究所附属清川農場で飼養している 2産以上のホ

ルスタイン種乳牛 15頭を用いたー供試牛は分娩予定の 60目前に乾乳し，乾乳日

から分娩予定 3週間前(乾乳前期)と，その後分娩まで(乾乳後期)Iこ分けてパドッ

ク付きのフリー司バーンで飼養した.すべての牛は試験期間中，チモシー主体 1番

乾草(DM 83.2 ~ 90.6%， DM中 CP5.3 ~ 9.5%， NDF 73.5 ~ 78.3%， Ca 0目16

~ 0.31%， P 0.17 ~ 0.26%)を自由採食させたー乾乳期の配合飼料はカルシウム

剤無添加の低カルシウム配合餌料(ヨーデルドライ，日本甜菜製糖(槻，東京; DM 

86.8%， DM中 CP25.5%， NDF 18.0%， Ca 0.19%， P 0.63%， Vitamin D3 3，000 

IU/kg )と通常の搾乳牛用配合飼料のカルシウム含量と同水準にした常カルシウム

配合飼料(イースター 20F，日本甜菜製糖側;DM 89.1%， DM中 CP24.7%， NDF 

17.4%， Ca 1.06%， P 0.63%， Vitamin D3 3，000 IU/kg)の2種類を使用しいずれ

か 1種類の毘合飼料を乾乳前期は 2kg，乾乳後期は 4kg給与した.

供試牛は以下のように 5頭ずつ 3群に分け， Table 6-1に示した方法で飼養管

理したー

第 1群(低 Ca・後期 DFA+分娩後 Ca'DFA)は低カルシウム配合飼料を乾乳

全期間使用し， DFA 111を乾乳後期に配合飼料 1kg当たり 12.59 ( 50 gl日)添加

し給与した，

第 2群(常 Ca'全期 DFA+分娩後 Ca'DFA)は常カルシウム配合飼料を乾乳

全期間使用し， DFA川を配合飼料 1kg当たり 12.59 (乾乳前期 25gl日，後期 50

gl日)添加し給与した.

第 3群(常 Ca・後期 DFA)は常カルシウム配合飼料を乾手L全期間使用し， DFA 

川を乾乳後期!こ酉E合飼料 1kg当たり 12.59 ( 50 gl日)添加し給与したー

第 1群と第 2群の牛には，分娩直後(0時間)とその 6時間後の採血終了後に

第四章と同様，純度 97%の DFA111 (日本甜菜製糖鮒)90 9と炭酸カルシウム(日
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Table 6-1 Fonnula feed calcium concentration and DFA 111 supply for 向 period，and 

DFA川 andcalcium supplementation following parturition 

Istgroup 

Formulafi白"jCa concentration 

DFAill 

2ndgroup 

Formulafi民対Ca∞ncentration 

DFAill 

3rdgroup 

Formulafi日"jCa c泊llCelltratIon

DFAill 

Far-off dry period Close-up向Iperiod I F 0110前ngparturition 

0.19% 

Og 

l.06% 

50 g supply 

l.06% 

Og 

0.19% 

50 g supply 

l.06% 

50 g supply 

l.06% 

50 g supply 

DFAill andCa 
oral adrninis甘ation'

DFAillandCa 
oral adrninis仕ation

'

DFAill血ldCa
non snpply 

1 Water (250 mL) containing 90 9 of DFA 111 and 100 9 of calcium carbonate (Ca: 38%) 

was orally administered to the cows twice， immediately following parturit旧日 and 6 hours 

following paはurition，in both cases after blood was collected. 

鉄鉱業側，東京)100 9を250mLの水に混合し経口投与した

分娩後はグラスおよびコーンサイレージ主体の搾乳牛用 TMR(DM 51.4%， DM 

中 CP16.6%， NDF 34.4%， Ca 0.73%， P 0.50%) 20 kgと常カルシウム配合飼料

4 kgを給与した.乾草は乾乳期間中と同様，自由採食であるー

採血は 10 mL真空採血管を使用し，分娩前 5日間の午前 9時および分娩直後

( 0 )と 6，24， 72時間後に尾根部からおこなった.血液は採取後置ちに氷冷し，

実験室で 3，500巾m，10分間遠心分離した.血清は分析までー30
0
Cで保存した血

清カルシウムは 0-クレゾールフタレインーコンブレクソン(OCPC )法により目立

7350自動分析装置(側目立製作所，東京)を使用し分析したー

データは平均±標準誤差で表し，統計処理は JMP 4.0.5J (SAS Institute Inc.， 

Cary， NC， USA)で行った.各群聞の差異を一元配置法で検定したまた，それぞ

れの群内で，採血時間による血中カルシウム濃度の有意差を一元配置分散分析で
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検定し，平均値問の差を Tukeyの HSD検定により多重比較したー

試験2

北海道十勝支庁内の 4農家 (Table6-2)の協力を得て，対照年として 2004年 4

月から 12月の初産も含めた 295分娩，試験年は 2005年 1月から 11月末までの

同じく 304分娩，合計 599の分娩について，分娩宣前から分娩 7日後までの疾病

発生状況を農業共済組合の家畜診療データを用いて調査した.搾乳牛頭数は 30

頭から 190頭と聞きがあり，また乳量も約 8，000kg台が3軒， 10，000 kg台が 1軒

である.乾乳期間の飼養方法も様々で.乾乳の前期後期を一群管理している農家

からフリーストールで前期と後期に分けている農家も含まれるー

DFA川の給与は低カルシウム配合銅料 4kgに DFA111が 509含まれるように

混合したー配合飼料は朝・タ 1日2回， 2 kgずつ，他の飼料とは混合せずに給与

したー B農家の乾乳前期後期一群管理の牛群は全乾乳期聞を通じて，また前期と

後期を分けてニ群管理を行っている牛群は後期のみ給与した.なお，ケトーシスと

脂肪肝は区別して取り扱うことは困難であるが(111村ら 2002)，家畜診療データは

両診断名が記載されていたので両診断名を記載した.

Table 6-2 Outline of Ihe dairy farms Ihal examined DFA 111 feeding sludy 

Fann A B C D 

τ11e number oflactation cows 30 110 60 190 

Milk yie1d， kg/305 days 8，365 8，650 10，300 8，400 

Period ofDFA III feed supplied C10se-np Al1 dry period C10se-up C10se-up 

Drycowsm阻 agement 2 groups 1 group 2 groups 2 groups 

Free sto01 Freebam Tie sto01 Free sto01 
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第三節結果

試験十

血中カルシウム濃度の推移を Figu陪 6-1に示した.各群聞の同時点では有意差

はみられなかった.乾乳全期間，低カルシウム配合飼料と乾乳後期に DFA I日を給

与した第 1群は，分娩直後の血中カルシウム濃度は 7.2土 0.7 mg/100mLと平均
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11寸 suppIimentaむonDFA III in close-up dry period叩 d也四oral

adrninistera甘onDFA III and calcinm following parturition! 

6 

ab ab 

2nd group (Usual calcium formula feed and suppIimenta白onDFAIII
11寸由roughall命yperiod， and oral adrninisteration DFA旧 andcalcium

follO¥'ing parturitionl ab 

ab 
a 

6 
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11 ，suppIimentation DFA III in c1ose-up dry period and then no 

admin担terationfollowing pa内出.tionl

6 

-6 -2 0 
Days around parturition 

2 4 -4 

Figure 6-1 Serum calcium concentrations (mean + SE). Parturition occurred at 0 d 

a-c Plots with different superscript letter di町erat Pく 0.05
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値ではあるが低カルシウム血症の範囲(GoffとHorst 1997a) (7.5 mg/100mL以

下)fこ入ったこれに対して，乾乳全期間通常のカルシウム濃度の配合飼料と DFA

fffを給与していた第 2群の分娩直後の血中カルシウム濃度は 7.9土 0.4

mg/100mL，乾乳全期開通常のカルシウム濃度の配合飼料と乾乳後期に DFA川を

給与していた第 3群は 8.0+ 0.2 mg/100mしまでしか低下しなかった

分娩直後と 6時間後にカルシウムと DFA川を経口投与した第 t群と第 2群の血

中カルシウム濃度は分娩 6時間後から上昇を続けたが，経口投与をしなかった第 3

群は，分娩 24時間後の血中カルシウム濃度が 7.7士 0.7 mg/100mLと， 0， 6時

間後よりも低下した.

試験2

試験期間中の疾病発生頭数を Tabfe 6-3に示した.A， B， C， D各農家の発

生頭数は対象年が 6，13， 16， 96頭で合計 131頭，分娩頭数に対する疾病発

生割合が 44.4%であったが，試験年は 4，18， 7， 83頭で合計 112ii.ri，分娩頭数

に対する疾病発生割合が 36.8%となり，合計では試験年の方がやや低下した.

低カルシウム血症が大きく影響する乳熱の A，B， C， D各農家の発生頭数は

対照年がそれぞれ 3頭(A農家の疾病発生頭数に対する割合は 50.0%，以下同

様)， 5頭(38.5%)， 3頭(18.8%に 2頭(2.1%)で合計 13頭(合計の疾病発生頭

数に対する割合は 9.9%)なのに対し，試験年は 3頭(75.0%)， 2頭(11.1%)， 3 

頭(42.9%に 1頭(1.2%)で合計 9頭(8.0%)になったーまた，とダウナー症候群は

対照年が 0頭(0.0%に 1頭(7.7%)， 2頭(12.5%に 3頭(3.1%)で合計 6頭

( 4.6%)なのに対し試験年は O頭(0.0%)， 1頭(5β%)， 1頭(14.3%)， 0頭

( 0.0%)で合計 2頭(1.8%)になり，低カルシウム血症が大きく影響する乳熱とダウ

ナー症候群の合計の発生頭数は，対照年の 19頭(14.5%)から試験年の 11頭

( 9.8%)に減少した.
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Table 6-3 Occurrences of perinatal diseases and incidence of each disease for the 

perinatal diseases 

[Control year (before conducted this study)J 

Total Milk Downer Retained Displaced T7_L__'_ Fat旬__...~~，_ Puerperal Farm Partl.lrition -_._. ....... -_...._. .------------r-----Ketosis ----J Dvstocia ----r---- Others 
disease fever s)'ndrome plac田 taabomasum .~_._~.~ liver ~ J

Y

' 晶;ver

Numberof∞明

A 

B 

25 

69 

6 

13 

3 

5 2 2 

2 

2 

C 40 16 3 2 I I 3 2 4 

D 161 96 2 3 4 8 13 6 6 7 47 

Total 295 131 13 6 4 11 15 6 10 11 55 

Incid叩 ce.of回 chdisease品'fthe perinatal dis回 se.% 

A 100s 5札。

B 100.0 38.5 7.7 15.4 7.7 

16.7 。。
15.4 

33.3 

15.4 

C 100.0 18.8 12.5 6.3 6.3 18.8 12.5 25.0 

D 100.0 2.1 3.1 4.2 8.3 13.5 6.3 6.3 7.3 49.0 

Total 100.0 

[Test yearJ 

Farm Parturition Total 
disease 

Numberof田 明

A 

B 

29 

79 

4 

18 

9.9 4.6 3.1 8.4 11.5 

14.5同 (19/131) 27.5% (361131) 

Milk 
fever 

3 

2 

42.0% (551131) 

D偽有ler Retained Displa田 dKetosis 
s)ndrome plac阻 taabαn田町n

4.6 7.6 8.4 42.0 

Fa匂 Dystoma FUCEFeral Others 
liver fever 

2 2 10 

C 45 7 3 I I 2 

D 151 83 I I 3 6 8 64 

合計 304 112 9 2 I 4 I 0 8 10 77 

Incid回目。f田 chdis白血forthe perinatal disease，同

A 100.0 75.0 25.0 

B 

C 

100.0 Il.l 

100.0 42.9 

5.6 

14.3 14.3 

5.6 Il.l Il.l 55.6 

28.6 

D 100.0 1.2 1.2 3.6 7.2 9.6 77.1 

合計 100.0 8.0 1.8 

9.8% (11/112) 

0.9 3.6 0.9 

5.4% (6/112) 

15.2% (17/112) 

。。 7.1 8.9 68.8 

低カルシウム血症が影響する可能性が高い周産期疾病の胎盤停滞は D農家の
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みの発生で，対照年は 4頭(4.2%)なのに対し，試験年では 1頭(1.2%)に，第四

冒変位は B. C. 0各農家で対照年はそれぞれ 2頭(15.4%に 1頭(6.3%). 8 

頭(8.3%)の合計 11頭(8.4%)なのに対し，試験年では O頭(0.0%に 1頭

( 14.3%). 3頭(3.6%)の合計 4頭(3.6%)に減少した.ケトーシスと脂肪肝を合わ

せた B. C. 0各農家の発生頭数は，対照年がそれぞれ 1頭(7.7%). 1頭

( 6.3%). 19頭(19.8%)で合計 21頭(16.0%)なのに対し，試験年では B農家で

ケトーシス 1頭(5.6%)のみで合計 1頭(0.9%) rこ大きく減少した.低カルシウム血

症が影響する可能性の高い腐産期疾病である胎盤停滞，第四胃変位，ケトーシス，

脂肪肝の合計は対照年の 36頭(27.5%)から試験年の 6頭(5.4%)に大きく減少し

たー結局，低カルシウム血症と関連した周産期疾病発生率は対照年 55頭(42.0%) 

から試験年 17頭(15.2%)に減少した.

第四節考察

本試験で，乾乳全期間でカルシウム濃度の低い配合飼料を給与した第1群では

乾乳後期に DFA111 50 9を給与していたにもかかわらず，他の試験区に比較して分

娩前からカルシウム濃度が低くなる傾向を示し，分娩時には 5頭の平均値ではある

が. 7.2 mg/100mL以下になったー第四章で示したように乾乳後期のみカルシウム

濃度が低い配合飼料と DFA111 50 9を給与した場合. 8.0 mg/100mLを維持してい

るー Paracellularpathwayのカルシウム吸収は濃度依存性なので，消化管内容物に

十分なカルシウムが存在することが必要である.このため. DFA 111が給与されてい

ても腸管内カルシウム濃度が低ければ，その吸収量は低下すると考えられる.しか

し，腸からのカルシウム吸収が低くなっても，骨などにカルシウムの体内蓄積が十

分存在すれば，そちらからの供給が血中濃度の維持に働く可能性がある乾乳前

期からカルシウム濃度の低い配合飼料を給与した第 t群では分娩後の回復も遅い

傾向がみられた.このことから乾乳期間中にカルシウムの体蓄積を枯渇させるよう

な飼養管理は分娩時の血中カルシウム濃度低下に大きな影響を与えると考えられ
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た

血中カルシウム濃度は分娩時よりも分娩後 16~ 32時間後の方が低下すること

が示されている(内藤 2004) 骨からの再吸収機能の回復は分娩後数日かかり，

分娩直後は飼料からのカルシウムだけが血中への供給源であるとの報告もある

( Goffら1989).今回の第 3群でも，乾乳全期間，カルシウムが 1.06%含まれた配

合飼料と乾乳後期には DFA11150 9が給与されていたにもかかわらず，分娩直後と

6時間後のカルシウムと DFA 川の給与がなかったため， 24時間後には分娩時よ

りもその値は低下したー DFA 111は水溶性なので，消化管内の通過は非常に早く，

経口投与された DFA 111は十二指腸では投与後2時間以内ピークに達し 6時間以

降検出されなかった(中井ら 2007)ので，給与を中止するとその効果はすぐに低下

すると考えられる.これらのことから，第 1群，特に第 2群では.分娩後にも DFA111 

と高濃度のカルシウムが経口投与され，消化管内のカルシウム濃度が上がったこと

により，腸管の paracellular pathwayからのカルシウム吸収が増加し，より早く血中

カルシウム濃度が回復したと考えられた.今回は実験を行っていないが，分娩後に

DFA 111を含んでいないカルシウムの経口投与も，腸管内容物のカルシウム濃度が

上がり， paracellular pathwayからのカルシウム吸収が増加すると考えられるため，

血中カルシウム濃度の回復に有効だと考えられるー

実験 2による野外試験では，乾乳期に給与された粗飼料中のカルシウム濃度は

測定しておらず，カルシウム給与量が要求量を満たしていたかどうかは不明であ

る.また分娩直後と 6時間後のカルシウムと DFA 川の経口投与は行っていないー

しかし， DFA川を給与しなかった対照年よりも給与した試験年の方が乳熱やダウナ

ー症候群，低カルシウム血症に伴う周産期疾病が減少した.分娩時の低カルシウ

ム血症を抑制するだけでも筋肉の運動性や消化管の動きが維持される.これにより

採食量の低下が抑制され，カルシウム摂取量が維持されてその後の周産期疾病発

生の改善につながったのではないかと考えられた.少数例ではあるが，乳熱よりも

ダウナー症候群の減少が大きくなった.ラットでは， DFA 川はカルシウム以外にも
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マグネシウムなど他のミネラル吸収促進作用が確認されているので(Asva叫anon

ら2005; MitamuraとHara 2005).ダウナー症候群発生予防につながったのかも

しれない.しかし，乳量の高い C酪農家では，例数が少ないが乳熱の発生頭数は

対照年，試験年とも 3il.!iで，その効果は明白ではないー泌乳量が多いと乳中に流出

するカルシウム量も増え，分娩後数日間骨からのカルシウム補給は期待できず

( Go汗ら 1989).消化管からのカルシウム補給が間に合わなくなるーこのような場

合，今回は野外では行っていないが，分娩後にもカルシウムと DFA川を給与するこ

とで，低カルシウム血症が予防できる可能性がさらに高まると考えられたー

結論として，分娩前3週間から分娩までは paracellular pathwayからのカルシウ

ム吸収を増加させるオリゴ糖 DFA111を給与し，さらに，分娩後には消化管カルシウ

ム濃度を上げるために要求量以上のカルシウム剤と. DFA川の給与を行うことで，

潜在性を含めた分娩時およびその後の低カルシウム血症を予防することが可能で

あると考えられた.

第五節小括

カルシウム含量の異なる配合飼料と DFA川の給与方法および分娩後に DFA111 

とカルシウムの混合剤を経口投与することの有効性について，血中カルシウム濃度

の推移から検討した.また，一般酪農家で，乾乳期 DFA 111給与による周産期疾病

の予防効果を検討した.乾物中カルシウム含量 0.19%の配合飼料と乾乳後期に

DFA 111を給与した第 1群の分娩時血中カルシウム濃度は 7.2 mg/100mしであっ

た.一方，他の 2群では，カルシウム含量 1.06%の配合飼料を給与し，乾乳前・後

期と分娩後にも DFA川を給与した第 2群と乾乳後期のみ DFA111を給与した第 3

群における分娩時の血中カルシウム濃度はそれぞれ 7.9と8.0 mg/100mしであっ

た.とくに，分娩後カルシウムと DFA111を経口投与しなかった第3群は，分娩 24時

間後の血中カルシウム濃度が 7.7土 0.7 mg/100mLと. O. 6時間後よりも低下し

血中カルシウム濃度の回復が遅延したー一般酪農家での DFA111の給与試験では，
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診療頭数に対する低カルシウム血症と関連した周産期疾病発生率は， DFA 111を給

与していない対照年が 42%に対して， DFA 111を給与した試験年は 15.2%に低下し

た.以上より乾乳期間に DFA111の給与.さらに分娩後にカルシウムと DFA111の混

合剤を経口投与することで，分娩後の低カルシウム血症を軽減し，関連した周産期

疾病の発生率を低下させる可能性が示唆された.
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第七章 Difructose anhydride 111の給与が泌乳牛の乳生産，体重，血液成分，乳房

炎.蹄疾患および繁殖に及ぼす影響

第 一節緒言

DFA 川は分娩牛の血中カルシウムやマグネシウム濃度に影響していることが確

認され(Mineoら2004).ヒトやラットと同様，ウシにおいてもカルシウムとマグネシ

ウムの吸収を元進していると予想される.さらに，ラットを使った試験で，亜鉛

( Mineoら2004)や鉄(Asvarujanonら2005)での吸収克進も報告されている.し

かし DFA 川の効果はこれだけであろうかつ低カルシウム血症の劇的な改善作用

から，新しい効果に対する期待も高い

乳牛の泌乳能力の向上はミネラル不足を助長している (NRC 2001).さらに，微

量ミネラルである亜鉛，マンガン，銅.コバルトの給与により，産乳，乳房炎，蹄疾

患.および繁殖が改善する(Nockelsら1993; Nocekら2000; Uchidaら2001) 

牛で確認された DFA 111のミネラルに対する効果は，第四章および第五章に示した

分娩牛の血清カルシウムとマグネシウムに関するものだけであるが，泌乳牛の乳生

産と健康改善に効果を持つ可能性も考えられるそこで，乳生産，体重，血液成分，

乳房炎，蹄疾患，および繁殖に対し DFA 川はどのように影響し，どのような効果を

持つ可能性があるかを検討するために，日本甜菜製糖株式会社総合研究所附属

清川農場の泌乳牛を全て使用し. DFA 111給与試験を一年にわたって行った.

なお，清川農場では飼料給与を個体ごとに管理することができず，採食量の把握

は群単位でもできない.このため，泌乳牛を使った試験で最も基本となる栄養摂取

量の点から結果を考察することができなかった.また，個体差による結果への影響

を小さくするために支障がない限り搾乳牛を試験に組み入れ，調査期間を 1年とし

た.このため. DFA 111給与処理聞で統計処理するための斉一性が十分に保たれず

実験条件を満たしていない項目も多い.しかし，泌乳牛に対する効果の可能性を示

し，今後の DFA111研究の指針とすることを目的に本実験を実施した.
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第二節 材料および方法

T 供試動物と試験区分

試験は 2008年 5月から 2009年 5月まで，日本甜菜製糖株式会社総合研究所

附属清川農場で実施した，試験開始直前の乳牛データを基に，全搾乳牛を分娩後

の日数， 305日乳量，産次などがほぼ等しくなるように 3群に分け， 受胎を確認し

た育成牛(未経産牛)についても，出産日を基に交互に各群Iこ国置されるように振り

分けた(Table 7-1).これらの 3群にそれぞれ， DFA 111組シラップ(日本部菜製糖

側，東京;純度 97%の DFA 111製品を製造する過程で産出される液;固形分 65%，

DFA 111 33%含有)とビートパルプを 55対 45の割合で混合し，これを乾燥し作成し

た DFA川混合飼料(DFA 111 20%含有)を 1頭・ 1日当たり 0，200 ( DFA川とし

て40g)，および 4009 ( DFA 111として 80g)給与し，それぞれ DFAO，DFA40， 

および DFA80としたー

Table 7-1 Days in milk， miIk yield， number of parity， and number of cows in the each 

lactation number in groups 

Treatment 1 
P 

DFAO DFA40 DFA80 

Days in Milk， d 232 239 246 0.957 

Milk yield， kgβ05 d 9，621 9，629 9，630 l.000 

Nn皿 berofpari勿 2.57 2.79 2.71 0.945 

Lactationnwnber， nwnber of cows 

。 2 3 3 

1 5 4 5 

2 3 3 3 

3 2 2 l 

4 2 3 3 

>4 2 2. 2 

1 Treatmenl: DFAO = 0 9 of DFA 111， DFA40 = 40 9 of DFA 111， DFA80 = 80 9 of DFA 111 
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2.給与飼料

給与飼料の主体はグラスサイレージ，コーンサイレージと，泌乳牛用配合飼料(イ

ースタ-18F，日本甜菜製糖鮒)などを混合した Table 7-2の TMRで，これを全

頭に給与したーこの TMRは日乳

量約 40 kgの生産に必要な養分

を含有しており，粗飼料割合は

47.3%で， CP中溶解性蛋白質

は 53%，飼料設計ソフト Spartan

ration evaluator I balancer for 

dairy cattle 2.0 ( Michigan state 

university， East Lansing， MI， 

USA)で求めた CP中バイパス

蛋白質は 33.5%であった TMR 

は朝夕 1日2固に分け.次の給

餌まで飼料が残る量をパドックの

飼稽で給与した.

この他，搾乳時に牛舎内でイ

ースタ-18;500 9を全頭に給

与し，合わせて試験区分にした

がい， DFA 川混合飼料を 1日

分の半量，給与した.チモシ-1

番乾草は不断給餌とし，パドック

の草架に常時配置した.

3 飼養管理

Table 7-2 Ingredient and chemical composition 

of the TMR 

TMR 

h1gredient composition of1he TMR， % ofDM 

Grass siIage 15.3 

Com silage 32.0 

Yeaster 18
' 

28.7 

NewsuperM
' 

11.8 

N ew culture
' 

11.5 

Tricalcium phosphate 0.3 

Yeast hi-mi，r 0.4 

Chemical composition ofTMR 

Dry matter， % 47.0 

Crude protein， % ofDM 17.0 

NEl， McaVkg ofDM l.69 

Non五bercarbohydrate， % ofDM 38.3 

Starch， % ofDM 21.3 

Neutral detergent五ber，% ofDM 33.7 

Calci凹 1，%ofDM 0.67 

Phosphate， % ofDM 0.47 

1 Yeaster 18: formula feed for lac!a!ion cows， 

New super M: supplement feed for lac!a!ion 

cows， New cul!ure: bee! pulp mixed feed， Yeast 

hi-mix: yeast， vi!amin， and !racemineral complex 

feed， produced by Nippon Beet Sugar Mfg.， Co.， 

Ltd， Tokyo. 

牛は搾乳のため 5時と 15時， 1回当たり約 t時間 30分牛舎に係留したーこの
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係留以外，牛は牛舎外のパドックに放飼したーパドックは水槽，飼槽，牛床があり，

牛はこの中で自由に行動することができたーなお，試験を開始した 5月から 11月ま

で10---15時の間，雨天でなければ放牧を行ったー

4.調査および分析方法

体重は毎週水曜日 14時に計量した.

乳量は毎月下旬に 1回，水曜日夕方と翌木曜日朝に乳量を計量し. 1日の産乳

量とした.この 2回の乳を混合し，乳成分測定に用いたこれ以外の水曜日，夕方

は毎週乳量を計量し，下の①式を用いて日乳量とした.

日乳量=(1+(タ~朝の搾乳間隔;14時間)..;-(朝~タの搾乳間隔;10時間))x夕方搾乳量…①

血液は分娩 1目前，分娩直後.1.2.3.5.7日後，その後は火および金曜

日の週 2回，分娩 109日後まで，朝の搾乳時に尾根部から真空採血管で採取し

たー採取した血液は直ちに氷冷し実験室で 3.500rpm. 10分遠心し血清を分析

まで_300Cで保存したー

蹄疾患の調査は試験開始直前の 2008年 5月 21日，試験中の刊月 28日，試

験終了直前の 2009年 5月29日の削蹄時に行ったー

乳成分は十勝農協連生乳検査センター(帯広)で分析した血液の総蛋白質は血

清蛋白屈折計(附アタゴ，東京)で，カルシウム，リン，マグネシウム，血糖，総コレ

ステロール，遊離脂肪酸および尿素窒素は和光純薬工業側(大阪)の生化学検査

試薬;カルシウム Eーテストワコー，ホスファ Cーテストワコー，マグネシウム Bーテスト

ワコー，グルコース CII-テストワコー，コレステロール Eーテストワコー. NEFA C-

テストワコー，および尿素窒素 Bーテストワコーで分析した.蹄疾患の判定は真鍋弘

行削蹄師が行い，乳房炎および繁碩は飼養管理の記帳データを使用した.

統計処理は JMP4.0.5J ( SAS Institute Inc.， Cary， NC， USA)を使用し，一元配

置分散分析で検定し平均値聞の差を Tukeyの HSD検定により多重比較した.
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第三節結果と考察

1 乳量および体重

Table 7-3， Figure 7-1および 7-2の乳量と体重は試験期間に連続で，分娩か

ら 140日間(泌乳初期~中期)測定できた 23頭と分娩後 147日から 252日まで

の期間(泌乳中期~後期);Jl'J定できた 20頭に分け比較した.なお，初産牛は乳量

および体重が経産牛と大きく異なるため.集計には使用しなかった

分娩から 140日間(泌乳初期~中期)の牛においての乳生産能力は前産の 305

日乳量で比較し，各群聞に差はなく，泌乳初期から中期の 1日当たり乳量(今産自

みられなかったが，本試験の 1日当たり手L量は DFA80が DFAOおよび DFA40より

有意に増加した(Table 7-3および Figure7-1 ). 

Table 7-3 Milk yield for 0 -140 days in milk Cearly-mid lactation period) and 147 -

252 days in milk Cmid-Iate lactation period) 

Treatmentl 
P 

DFAO DFA40 DFA80 

Early-mid lactation 

Nmnber of cows 7 8 8 

Milk yield 

Previons lactation， kgβ05 d 10，415 10，212 10，536 0.933 

Present lactation， kg/d 44.0 43.3 44.6 0.522 

L但d-late lactation 

Nnmber of cows 8 6 6 

Milkyield 

P田 viouslactation， kg/305 d 10，465 10，217 11，032 0.639 

Present lactation， kg/d 35.5
b 

35.4
b 

38.4' 0.007 

1Treatment: DFAO = 0 9 of DFA 111， DFA40 = 40 9 of DFA川， DFA80 = 80 9 of DFA 111 

，.b Means in the same row with different superscript le世erdiffer at P < 0.05 
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Figure 7-1 Milk yield for 0 -140>days in milk (early-mid laclalion periodl and 147 -

252 days in milk (mid-Iale laclaiion periodl. DFAO = 0 9 of DFA 111， DFA40ロ 409 of DFA 

111， DFA80 = 80 9 of DFA 111. 

体重は分娩後 2~ 4週に最少となり，その後回復した.体重が最少になった後

の 1日当たり増体重は， Figure 7-2.の回帰直線の傾きから，泌乳初期から中期の

DFAO; 138 g， DFA40; 407 g， DFA80; 442 9で，泌乳中期から後期は DFAO;292 

g， DFA40; 323 g， DFA80; 332 9と， DFA川を給与した 2群の回復が DFA111無

給与の DFAOよりもやや高い傾向にあったー
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Figure 7-2 Body weighl for 0 -140 days in milk (early-mid laclalion periodl and 147 -

252 days in milk (mid-Iaie laclalion periodl. DFAO = 0 9 of DFA川， DFA40 = 40 9 of DFA 

111， DFA80 = 80 9 of DFA川.

2.乳量検定成績

Table 7-4は月一回実施している乳量検定の， 2008年 6月から 2009年 5月ま

で 12回のデータを， DFA 川給与処理ごとに単純平均した結果である.乳量，乳脂
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肪，乳糖は DFA40および DFA80が DFAOよりやや高い傾向にあり， 305日乳量も

多かったが，無脂固形分と乳蜜白は DFAOが DFA40および DFA80よりやや高か

った.手L質に影響し，乳房炎の指標でもある体細胞数は DFAOが 260，000個ImLと

DFA40の 99，000個ImL，DFA80の 148，000個ImLよりも高い傾向にあった.乳中

のミネラルにおいて，カルシウムとマグネシウム濃度は処理群聞に差がみられ (Pく

0.05)， DFA80は DFAOおよび DFA40よりも高く，一日当たり，乳中に移行したカル

シウムは DFAO;32.9 :t 0目9g， DFA40; 33.6土 0.9g，および DFA80;37.0土 1.0

gで，マグネシウムは DFAO; 3.8 + 0.1 g， DFA40; 3.8 + 0.1 g，および DFA80;

4.1土 0.19であった.

乳糖とミネラルは浸透圧を高め(吉村 2006)，乳量増加に最も影響する成分であ

り，低い体細胞数も乳生産を高める(Philpotと Nickerson 2001)ために効果を持

つー乳糖と休細胞に対する DFA 111の影響はまだ不明であるが，体重回復の面から

Table 7-4 Monthly milk recording data from June 2008 to May 2009 

1 Treatment1 

DFAO DFA40 DFA80 
P 

Milk yield， kg/d 34.9 35.2 36.3 0.525 

Fat， % 3.73 3.91 3.75 0.060 

SoIids-not-おt，% 8.88 8.83 8.78 0.608 

Crnde protein， % 3.39 3.30 3.22 0.402 

Lactose， % 4.49 4.52 4.56 0.767 

Calcium， mgflOOmL 94.8
b 

96.7
b 

101.7' 0.002 

Calcium， gfd 32.9
b 

33.6
b 

37.0' 0.004 

Magnesi山 n，mg/l00mL 10.9
b 

11.0
b 

1l.4' 0.021 

Magnesium， g/d 3.8
b 3.8 b 4.1 ' 0.009 

Somatic cell count， xl，O∞cells/mL 260 99 148 0.054 

Milk yield， kg/305 d 10，174 10，398 10，426 0.486 

1 Treatment: DFAO = 0 9 of DFA 111， DFA40 = 40 9 of DFA 111， DFA80 = 80 9 of DFA 111 

a.b Means in the same row with different superscript let!er differ at P < 0.05. 
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採食量の増加が予想され，微量ミネラル摂取の増加による免疫機能(Sharmanら

2008 )や健康維持による効果が影響した可能性が考えられた.

3 分娩後の血液成分

試験開始から 2009年 2月刊日の聞に分娩し， 109日間の採血を終了した牛は

DFAO; 11頭， DFA40; 12頭， DFA80; 10頭であるーこれらの血液成分で DFA111給

与処理聞に有意差が認められたのは，リンの乾乳期と分娩 5日後，マグネシウム

の分娩 5日後，総コレステロールの乾乳期，遊離脂肪酸の分娩 7日後，および血

清尿素態窒素の分娩 1日後であった.

カルシウムは乾乳期と比較し，各群とも分娩直後および 1日後，有意に低下し

たー分娩2日後約 9.5mg/100mLに回復したが，泌乳期聞は 10mg/100mL以上で

推移しており，血中カルシウム濃度が安定するのは分娩 14~ 17日後以降と考え

られた(Figure 7-3 ) . 
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Figure 7-3 Changes in serum calcium concentration in cows treated with 0 9 (・)， 409 

(ふ)and 80 9 (口)of DFA 111 

リンは各群とも乾乳期 5~ 6 mg/100mLが，分娩時 4mg/100mL前後に低下し

3日後約 6 mg/100mLに一時的な上昇があり， 5 ~ 7日後約 5 mg/100mLに低下

した後，徐々に 6mg/100mLに向かつて増加する傾向がみられた(Figure 7-4 )ーな

お，分娩直後と比較し，分娩 3日後のリンは各群とも有意に上昇した.血中のカル
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シウムが低下すると副甲状腺ホルモン(PTH )が分泌され，骨組織からカルシウム

が再吸収されるーリンもまた骨の構成成分であるため血中のリン濃度は増加する

(千勝と松本 1999).分娩 3日後のリン増加は PTHによる骨からの供給が反映し

ているのではないかと考えられTこ.
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Figure 7-4 Changes in serum phosphorus concentration in cows treated with 0 9 (・)，

40 9 (ふ)and 80 9 (口)of DFA 111. 
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Figure 7-5 Changes in serum magnesium concentration in cows treated with 0 9 (・)，

40 9 (ふ)and 80 9 (口)of DFA 111. 

マグネシウムは乾乳期と比較し，分娩時に一時的な増加があり，その後 3~ 5 

日に最低となり，回復には分娩後 21日目頃までかかった(Figure7-5).乾享L期に

マグネシウムを十分摂取していると，分娩時にマグネシウムは一時的に増加

( Stabelら2002)する.しかし，マグネシウムの体内蓄積は少なく，飼料から供給さ

れなければならない (NRC 2001). 分娩後 3~5 日にかけてのマグネシウム低下
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は，乳量の増加に飼料摂取量が対応できず低下しているのかもしれないー DFA40 

および DFA80は DFAOよりも，分娩後の血中マグネシウム低下が少ない傾向にあ

り，分娩 5日後には DFA80とDFAO聞に有意差がみられるなど. DFA 111給与が分

娩後の飼料摂取量の低下抑制仁効果を持つ可能性が示唆された.

血清中の総蛋白質と総コレステロールは分娩から 1日後にかけ低下した後，増

加し，総蛋白質は 7.0~ 7.5 g/100mL.総コレステロールは 170~ 210 mg/100mL 

の値となった (Figure 7-6および 7-7)圃これに対し血糖，遊離脂肪酸，尿素窒素

は分娩時に一時的な増加がみられた(Figure 7-8. 7-9および 7-10)ー総蛋白質

と総コレステロールの低下および，遊離脂肪酸の増加は飼料摂取量の低下と乳生

産の増加による蛋白質およびエネルギーの不足が影響する(岡田 2005)ことから，

充足するまでに蛋白質は 40~ 50日，エネルギーは 60~ 100日を要したと予想さ

れる.血糖はストレスで高まり(岡田 2005).分娩に伴う反応として分娩の 24時間

前頃から増加するため，分娩予測に利用されている(松井ら 2001)尿素窒素の増

加はエネルギー不足や肝機能の低下が原因といわれている(岡田 2005)ーしかし，

肝機能の低下であれば長期にわたって尿素窒素は高値を示すと考えられるが，分

娩後 3日以内に尿素窒素は低下しており，分娩時の採食量低下によるエネルギー

不足が影響したものと考えられたー
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4.乳房炎

試験を開始した 2008年 5月23日を境に，その前年;2007年6月-2008年 5

月までを対照年とし， DFAO， DFA40および DFA80の対象牛の乳房炎を調査し

た.その結果，乳房炎の分房数，治療回数および乳廃棄回数とも群聞に差はみら

れなかった.一方，試験期間中の乳房炎は，乳房炎の分房数，治療回数および乳

廃棄回数とも DFA川給与処理で有意差 (P< 0.01)があり，治療回数および乳廃

棄回数は DFA40および DFA80が DFAOより有意に少なかった(P< 0.05) 

分娩前，胎子を異物として排除しないために免疫は抑制の状態にある.また，分

娩後はエネルギーや蛋白質，ビタミンおよびミネラルなどの要求量が増大し，免疫

機能維持に必要な栄養素が不足しやすいーそのため，ビタミンやミネラルの増給に

よる免疫機能の改善事例が，これまで多数報告(Nockelsら1993; Weiss 2005 )さ

れているー本試験においても，乳房炎は分娩後の早い時期ほど発生が多い傾向に

あるが (Figure7-11)，治療回数合計に占める分娩から 50日間の治療回数の割合

は，対照とした試験前年が 41%であるの対し，試験年は 32%に減少した. DFA 111 

給与によって，乳中に移行するカルシウムおよびマグネシウム量が増加しており，

他の微量ミネラルの吸収量が増加した可能性も予想される. DFA 111給与によるこ

れらミネラル吸収の増加が乳房炎を減少させたのかもしれない.
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Table 7-5 Effect of DFA 111 supplementation on mastitis of lactating cows 

Trea凶 ent1

DFAO DFA40 DFA80 
P 

hl the previous year of tlus study 

Nu皿berofcows

CJinical mastitis 

Number of cows 

Numberofqu町宇田

Trea!ulent of masti包S

Total days of discard milk 

m tllIs study 

Nu阻.berof cows2 

Clinical mastitis 
「

Nu血b町 ofcows2

Nu血 .berof quarte四 Z

Trea!ulent of mastitis 

Total days of discard milk 

百118S旬dy/previousyear， % 

Clinical mastitis 

Nu血.berofcows

Number of quarters 

Trea匝lentof mastitis 

Total days of discard milk 

14 13 13 

q

J

Q

J

A

υ

E

A

 

1
A

勾

J

0.737 

0.334 

0.095 

10 

13 

21 

215 

8 

11 

14 

116 

17 (3) 17 (4) 16 ( 3) 

-.73開

6 ( 3) 

8 ¥ 6) 0.008 

10b 0.010 

93
b 

0.005 

120 

89 

100 

131 

14 ( 6) 7 ( 2) 

23"(16) 12"b( 6) 

38" 14
b 

388" 140b 

140 

177 

181 

180 

88 

109 

100 

121 

1 Treatment: DFAO = 0 9 of DFA 111， DFA40 = 40 9 of DFA川， DFA80 = 80 9 of DFA 111. 

2 Number in parentheses represents new disease occurrence cows and quaters a世er

this study 

a.b Means in the same row with different supe陪 criptletler di町erat Pく 0.05



5.蹄疾患
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Figure 7-11 Mastitis treatment after calving. 

蹄疾患調査は誌験開始直前(開始前)の 2008年 5月 21 日，試験中 (中期)の

2008年 11月 28日，および試験終了直前(終了前)の 2009年 5月 29日の計 3

回，南IJ蹄にあわせて実施した.結果の集計は， 3回の調査を全て受けた牛 34頭に

ついて行った.蹄質が影響する蹄疾患は，白帯病(蹄壁が白帯部分から遊離し起こ

す炎症)が終了前， DFAOで2蹄に見られ

た以外は，全て蹄底潰揚 (蹄底部に生じる

潰虜)であった.細菌による感染性の蹄疾

患は，へアリーアタック(白帯の感染症)が

DFA40の同一牛の同-1蹄で中期および

終了前に見られ，世間フレグモーネ(祉間

皮膚から深部への感染)が DFAOの中期

に 1蹄で見られた以外は，全て魁皮膚炎

(祉間および蹄球に隣接する世間隆起部に

発生するスピロヘータ様細菌による感染

症)で、あった.
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調査対象牛において蹄質が影響する蹄疾患は，開始前 0蹄であったが，中期 4

蹄，終了前 9蹄に増加した.この蹄疾患の発生は DFA川の給与で異なる傾向がみ

られ， DFA 111を給与しない DFAOが最も多く， DFA 111を最も多く給与した DFA80

が終了前で 1蹄と最も少なかったー一方，感染性の蹄疾患は開始前 19蹄に見ら

れ，中期 22蹄，終了前 10蹄で， DFA 111給与による差はみられなかった (Table7 

-6).なお，試験開始時から.感染性の祉問皮膚炎予防と治療のため， 10%硫酸銅

溶液による蹄消毒を週 2回行った.

Table 7-6 Effect of DFA 111 supplementation on claw disease 

Trea旬lent1
P 

DFAO DFA40 DFA80 

Number of cows 12 12 10 

Claw disease也athoof quality influences， nmnber ofhooves 

Before illitiation of甘eatments 。 。 。
Middle period ill this s加dy2 2 (2) 1 (1) 。(0) 0.291 

At expiratioll of this study 
2 

5 (3) 3 (2) 1 (1) 0.302 

Jnfectious claw diseases， n町nberofhooves 

Before illitiatioll of trea匝lents 9 7 3 0.288 

Middle period in this study 2 8 (4) 10 (8) 5 (4) 0.578 

At expiration of this s胞dy2 2 (0) 4 (0) 4ο) 0.528 

1 Treatment: DFAO = 0 9 of DFA 111， DFA40 = 40 9 of DFA 111， DFA80 = 80 9 of DFA 111. 

2 Number in parentheses represents new disease occurrence claw. 

蹄質が影響する疾患に「かかる確率;p jと， rかからない確率;1 -P jの比rp 

..，.. (1 - p) jからオッズ (odds)を求め， DFA 111無給与の DFAOのrodds ..，.. 

(DFA40あるいは DFA80の odds)j から， DFA 111を摂取した DFA40および DFA80

は摂取しない DFAOに比べて，どのくらい蹄質が影響する疾患にかかりにくいかを

求めた (odds ralio). DFA40は DFAOの約 2倍， DFA80は約 4倍蹄質が影響す
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る蹄疾患にかかりにくいと考えられた(Table7-7) 

Table 7-7 Odds ratios that is resistant to claw disease a町'ectedby hoof quality for 

DFA 111 treatments 

Trea!ment1 

DFAO DFA40 DFA80 

Odds 

Before initiation of trea!ments 0.00 0.00 0.00 

Middle period in也isstudy 0.04 0.02 0.00 

At 田<pirationof也isstudy 0.12 0.07 0.03 

Odds ratio 

Middle period in this study 2.00 

Ate却 irationof也1SS知dy 1.70 4.50 

1 Treatment: DFAO = 0 9 of DFA川， DFA40 = 40 9 of DFA川， DFA80 = 80 9 of DFA川ー

蹄はケラチンタンパク質からなり，この構造を強化する栄養としてはビオチン

( Midlaら1998)と，ミネラルではE鉛(Noc巴kら2000)がある.本試験では亜鉛の

分析を行っていないため， DFA 111と蹄疾患の関係を亜鉛の点から検討できない.し

かしカルシウムも蹄角質の表皮でケラチノサイトが分化する際に必要で，欠乏する

と角質の成熟が影響を受ける (VanAmstelとShearer2008 )といわれている本試

験ではカルシウム吸収量の増加が，乳中カルシウムの増加から示唆されており.蹄

質強化にも DFAIIIが関与した可能性が考えられた

6.繁殖

2008 年 5 月 22 日~ 2009年 2月 27日の試験期間中に分娩した牛は 37頭で，

その内 31頭を繁殖に供用した.受胎を確認した牛は 29頭で， DFAOの 2頭は受

胎させることができず廃用した
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血中プロゲステロンの変化から推測した初回排卵白は分娩後 10~ 78日の範囲

にあり，平均 28日で処理問に差はなかった.繁殖に供用した牛は全て人工授精を

行い，初回授精日は分娩後平均 83日，初回受胎率は 45%で処理問に差はなかっ

た.受胎牛において，授精回数は平均 2.2回，空胎日数は分娩後 137日で，これら

の値においても処理聞に差異はみられなかった (Table 7-8).初回排卵が分娩後

40日以上かかった牛は DFAO，の 1頭， DFA40の 3頭，および DFA80の 2頭で，

この 6頭平均の初回排卵は分娩後 57日， 305日乳量 11，895 kg，分娩時の体重

646 kg，分娩 60日後の体重 628 kg，分娩後 60日間の最少体重は 591 kgであ

り，初回排卵日が 39日以内だ{った牛の 21日， 11，210 kg， 693 kg， 668 kg， 642 

kgと比較し，産乳量，体重の減少量，および減少からの体重増加とも大きな差異は

なく，初回授精 87日，授精回数 2.7回，受胎日 157日で 6頭全て受胎した.

TabJe 7-8 Effect of DFA JJJ suppJementation on reproduction peげ'ormanceof the 

Jactating cows 

Treatment1 
P 

DFAO DFA40 DFA80 

P町旬ritioncows 13 14 10 

Breeding cows 11 12 8 

First ovulation， day 26:1:5 32015 25 :1:6 0.641 

First service， day 85:1: II 84:1: 11 79:1:13 0.082 

First service conception rate， % 45 42 50 0.941 

Conception cows 

Number of cows 9 12 8 

Service p町 concep白on 2.1土0.6 2.3 :1:0.5 2.4:1:0.6 0.947 

Days open 132士26 144:1:22 134士28 0.922 

Non-conception cows 

Nu血 berofcows 2 

Service 5.5 

Final se四国eday 215 

VaJues are mean :1: SE. 

1 Treatment: DFAO = 0 9 of DFA JJJ， DFA40 = 40 9 of DFA JJJ， DFA80 = 80 9 of DFA川.
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Uchidaら(2001 )は高泌乳牛に微量ミネラルのE鉛，マンガン，銅と，コバルトを

給与し，初回授精，授精回数，空胎日数が改善したことを報告している.本試験でも

DFA 111給与により繁殖に対する効果を期待したが， DFA 111給与による差異はみら

れなかったー供試牛は全て初回排卵が認められ，授精は 1回以上行ったしかし，

DFAOでは 2頭の牛が受胎せず，受胎牛の授精回数と空胎日数から，これらの牛

の数値は除外している.

第四節小括

本試験は泌乳牛に対する DFA 111の給与効果確認を目的としており， DFAO， 

DFA40および DFA80の群聞において分娩時血清カルシウム濃度に差異はなかっ

た.分娩後 DFA111を給与した DFA40および DFA80は，給与しなかった DFAOと比

較し泌乳中期から後期の乳量が多く，泌乳全期間にわたり体重増加も多い傾向が

みられた.DFA川給与牛は分娩後の血清マグネシウム濃度低下が少なく，飼料摂

取量の増加が示唆され，乳量や体重増加に影響した可能性があると考えられた.ま

た， DFA 111給与によって，乳中のカルシウムおよびマグネシウムが増加し，乳糖も

増加する傾向にあり，これらも乳量増加に影響したものと考えられた乳房炎や蹄

疾患の発生でもやや改善効果がみられ.健康改善が乳量向上や体重回復に影響し

た可能性も考えられる繁殖に差異Iまみられなかったが， DFA 1日を給与しなかった

DFAOでは 2頭を未受胎を理由に廃用したが， DFA40および DFA80では全頭受

胎させることができた.
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第八章 Difructose Anhydride 111の給与が出生子牛の血清免疫グロブリン G濃度

に及ぼす影響

[本章の内容は Journalo[ Dairy Science に掲載予定(in press )である]

第一 節緒言

免疫は感染や病気から体を守る生体防御機能である.新生子は自己免疫機能が

確立されておらず，母親の免疫グロブリンを受動免疫として受け継ぐ.ヒトの胎児は

胎盤を経由して母親の免疫グロブリンを取得する.しかし，ウシ，ヒツジ，ブタなど，

有蹄類は胎盤が免疫グロブリンを通さず，これらの動物は出生後初乳を飲み，免疫

グロブリンを獲得する.子牛の免疫グロブリン吸収は生後 24~ 36時間しか続かず

( Stottら 1979)，非常に短時間で終了するーまた，この免疫グロブリン吸収は初手L

中の免疫グロフリン濃度，免疫グロブリン摂取量，生まれてから初乳を摂取するま

での時間，子牛の遺伝的，および生理的な環境などの影響を受ける(Kruse 1970 ; 

Stottら1976; StottとFellah1983 ; Jasler 2005 ) .子牛が十分な免疫グロブリンを

獲得するため，これらの現象面から初乳給与についての提案(NRC 2001 )があるー

しかし健康やその後の生存が影響を受ける受動免疫移行の失敗といわれる，生

後 24時間目の血中免疫グロブリン G濃度が 10 mg/mLに達しない子牛も少なくな

い(BrignoleとStott1980 ) . 

新生子の免疫グロブリン吸収は，小腸上皮細胞内に取り込まれ体肉に吸収され

るトランスサイトーシスといわれている(StaleyとBush 1985).上皮細胞への取り

込みに際し，選択性のある特異的受容体を介したトランスサイトーシス; specific 

receptロトm巴diatedt悶 nscytosisと，選択性をもたない非特異的トランスサイトーシス，

nonspecific transcytosisの2つの方法で行われ(Pacha 2000)，どちらで吸収され

るかは動物で異なる. Jakoiら(1985 )はラットの腸細胞から免疫グロブリン Gと結

合する蛋白質の分離抽出を報告し，醤歯類においてその吸収は選択的であること

を示した.一方，子牛は受容体が確認されず，またいろいろな蛋白質が吸収される
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ことから非特異的で選択性をもたないと考えられている(StaleyとBush1985). 

本報告は出生子牛の免疫グロブリン G吸収に及ぼす DFA 川の効果を検討する

ものである. DFA 111 は上皮細胞のタイトジヤンクションに作用し，細胞間通路からミ

ネラル，特にカルシウムの吸収を高める(Mineoら 2001)オリゴ糖であり，第四章

および第五章に示した乳牛の分娩時血清カルシウム濃度低下を抑制する効果も認

められたこれら確認された DFA 111の機能は細胞間通路からの吸収元進と考えら

れるが，エンドサイト シスに対する作用は報告されていないーしかし， DFA川が免

疫グロブリン Gの吸収を高めるならば， DFA川は上皮細胞のエンドサイトーシスを

充進するか，あるいは免疫グロブリン G の吸収が上皮細胞のヱンドサイトーシスだ

けでなく，細胞開通路からの吸収を示唆するものと考えられるそこで， DFA 111が

出生子牛の血清免疫グロブリン G濃度と免疫グロブリン Gの吸収に及ぼす効果を

明らかにするとともに，出生直後の子牛の免疫グロブリン G吸収機構についても考

察した.

第二節材料および方法

1 .供試動物と飼養管理

DFA川は日本甜菜製糖株式会社清水工場でイヌリンを原料に酵素合成された純

度 97%ものを使用したー DFA111は子牛に給与する初乳および代用乳に混合し 7日

間給与したー DFA川の給与量と処理は o9混合した DFAO，3 9混合した DFA3，

6 9混合した DFA6および 18 9 混合した DFA18の4処理である. 120頭の子牛

(ホルスタイン種 87gjl:，ホルスタイン種と黒毛和種の交雑種 33頭)を使用した子

牛は各処理に無作為に振り分けた (Table 8-1)ー子牛は出生後，授乳する前に，

母牛から分離し，体重を量仇個別のペンに収容した.

分娩後 2時間以内に母牛から 3.5Lの初乳を搾ったその 1.5Lを直ぐに子牛に

飲ませ，残りは冷蔵保存した. 2回目のほ乳は，出生 10時間後に冷蔵した第 1回

目の初乳を温めて 2 L給与した. 3回目のほ乳は出生 24時間目の採血終了後に
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給与し，その後は通常のほ乳時間である 6時 30分と 16時に， 1回に 2 L給与し

た.分娩後 3日聞は母牛の手Lを，その後は市販の代用乳を給与した水，スタータ

ー(スタート，日本甜菜製糖附，東京;DM 87.2%， CP 23.8%， NDF 14.3%， Ca 

0.92%， P 0.56%におよび乾草は出生直後から給与したが， 7日間の試験期間にお

いて，スターターと乾草はほとんど摂取されなかった.採血は出生後 0，24時間固

と， 2， 3， 5および 7日目の 6時，ほ乳前に実施したー

2 分析方法

血液は真空採血管で頚静脈から採取し直ちに氷冷した.3，500 巾mで10分間

遠心し，血清を採取し，分析まで， -30 Ocで保存した.初乳と血清の免疫グロブリン

G含量は一元放射免疫拡散法(附メタボリック工コシステム研究所，宮城県)で分析

した血清は 21倍に，初乳は 51倍に希釈し， 5μLをジヱルプレートの穴に注入

し， 370Cで 48時間培養後，リングの直径を測定した.同時にウシ免疫グロブリン

G 濃度 0.5mg/mLと2mg/mLの標準液から検量線を作成し，血清と初乳の免疫グ

ロブリン G濃度を定量した免疫グロブリン G吸収率(AEA;apparent efficiency of 

immunoglobulin G absorption)は血液量を Quigleyら(1998 )に準じ出生時体重の

8.6%1こ設定し， 24時間自の血清免疫グロブリン G濃度から求めた血液中の免疫

グロフリン G量と，出生後 24時間内の免疫グロブリン G摂取量から求めた.

3.統計分析

実験データの統計処理は JMP9 ( SAS Institute Inc.， Cary， NC， USA)を使用し

たー体重， 1および 2回目のほ乳時間， 1および 2回目の採血時間，初乳免疫グ

ロブリン G濃度，免疫グロプリン G摂取量， 1および 2回目採血の血清免疫グロ

ブリン G濃度および免疫グロブリン G吸収率は DFA 111 1こよる処理を説明変数と

し，一元国置法によって分析した.Table 8-1の頭数の項における P値は遺伝要因

を示し，品種ごとの頭数を，分割表による力イ二乗検定で分析した.体重データは，
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品種ごとに集計し処理聞の頭数が異なるので平均+SEMで示したー 24時間百

の血清免疫グロブリン G濃度に影響する要因として. DFA 川摂取量，初乳免疫グ

ロブリン G濃度，体重. 1回目のほ乳から 2回目の採血までの時間. 2回目のほ

乳から 2回目の採血までの時間，品種，性別，初乳蛋白質濃度，および初乳比重

の 9項目をステップワイズ法で検討し. 1回目のほ享Lから 2回目の採血までの時

間，品種，初乳蛋白質濃度，および初乳比重を除いた 5項目を説明変数として重回

帰分析を行ったー各変数の偏回帰係数については標準化偏回帰係数を求め，効果

を比較した.初乳免疫グロブリン G濃度と 24時間目の血清免疫グロブリン G濃度

の関係を，単回帰分析を使い，全子牛と DFA 111処理別子牛で表示し，また，共分

散分析を行い DFA川摂取による効果を分析した.

第三節結果と考察

処理問に品種の儒仏体重差はみられなかった (Table8-1)ー

Table 8-2に示すように出生後 24時間に子牛が摂取した初乳の免疫グロフVン

G 濃度は，最少 19.7mg/mLから最大 140.4mg/mLの範囲で，各処理問の平均濃

Table 8-1 The number and body weight of calves of Holstein and Holst巴inX 

Japanese black in each treatment 

Trea加盟nts 1 

DFAO DFA3 DFA6 DFA18 P 

Number of calv田 30 30 30 30 0.483 

Holstein 24 21 23 19 

HolsteinxJapanese Black 6 9 7 11 

Birth body weight， kg 42.3土1.1 40.8土0.8 42.7士1.1 41.3土 0.9 0.494 

Holste皿 43.2士1.2 41.1土1.1 44.2土1.0 43.2土0.9 0.225 

HolsteinxJapanese Black 38.7土1.6 40.0土1.2 37.5土2.6 37.9土1.2 0.702 

Values are mean士 SEM.

1 Treatments: DFAO = 0 9 DFA 111; DFA3 = 3 9 DFA川;DFA6 = 6 9 DFA 111; DFA18 = 
18 9 DFA 111 
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度は DFA0; 65.9 mg/mL， DFA 3; 61.1 mg/mL， DFA 6; 62.3 mg/mLおよび

DFA 18; 58.7 mg/mしであった子牛が出生後 24時間で摂取した 3.5Lの初乳に

含有する免疫グロブリン G総量は DFA0 ; 231 g， DFA 3 ; 214 g， DFA 6 ; 218 

9および DFA 18; 206 9で処理問に差はなかった.出生時の血清免疫グロブリン

G 濃度は各処理ともほぼ omg/mしだった. 24時間後の血清免疫グロブリン G濃

度は DFA0; 16.4 mg/mL， DFA 3; 17.1 mg/mL， DFA 6; 21.0 mg/mLおよび

DFA 18 ; 21.2 mg/mLで， DFA 111摂取量が多いほど高い傾向 (P= 0.053)を示し

た.免疫グロブリン G吸収率は初乳への DFA111添加量が多いほど高く， DFA 0; 

26.0%， DFA 3; 29.7%， DFA 6; 36.2%および DFA 18; 37.2%で有意に(P< 

0.001 )増力日しTこー

Table 8-2 Means and standard errors (SE) of study parameters in calves fed 

colostrum with or without DFA 111 

Age at feeding， h 

1st feeding， h 

2nd feeding， h 

Age at blood sampling， h 

1st blood s田upling，h 

2nd blood s四 pIinιh

Colos旬皿田nUUlloglobulinG， mg/mL 

ImmunoglobuIin G intake， g 

Semm町田lUllOglobulinG， mg/mL 

Oh 

24h 

Apparente日iciencyof 

immunoglobuIin G absorption2， % 

Treatments 1 

DFAO DFA3 DFA6 DFA18 SE P 

1.2 l.l l.l 1.3 0.1 0.603 

10.1 10.4 9.8 10.2 0.2 0.383 

0.8 0.8 0.9 0.9 0.1 0.766 

24.8 24.8 24.6 24.7 0.2 0.933 

65.9 61.1 62.3 58.7 5.0 0.786 

230.6 214.1 218.2 205.5 17.5 0.787 

0.0 0.3 0.0 0.0 0.1 0.177 

16.4 17.1 21.0 21.2 1.6 0.053 
b b ， 

26.0 29.7 36.2 37.2 1.6 0.001 

a，b Means in the same row with different supersclipt letter di仔'erat P < 0.05. 
1 Treatments: DFAOロo9 DFA 111; DFA3 = 3 9 DFA 111; DFA6 = 6 9 DFA 111; DFA18 = 18 
9 DFA 111 

2 AEA = Apparent efficiency of immunoglobulin G absorption， calculated as serum IgG at 
24 h x BW at birth， kg， x 8.6 (serum volume as a percentage of body weigrt， 

divided by immunoglobulin G intake. 
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出生 24時間後の血清免疫グロブリン G濃度は DFA111による処理問に差はみら

れなかった.しかし， DFA 111摂取量，初乳免疫グロブリン G濃度，体重， 2回目の

ほ乳から 2回目の採血までの時間，および性別の 5項目を説明変数とする重回帰

分析の結果，寄与率 0.697でP< 0.001の重回帰式が得られた (Table8-3)ーこれ

ら項目の標準化偏回帰係数Fから，血清免疫グロブリン G濃度の増加に対する効

果は， DFA 111摂取量が 0.25で，初乳免疫グロブリン G 濃度の 0.8に次いで高い

値であったさらに，免疫グロブリン G 吸収に影響するといわれている 1)免疫グロ

ゴリン G摂取量， 2)初乳免疫グロブリン G濃度， 3)ほ乳時間， 4)体重， 5)遺

伝(品種)の DFA 111処理聞における P値は，それぞれ 1)P = 0.787， 2) P = 

0.786， 3) 1回目;P = 0.603， 2回目;P = 0.383， 4) P = 0.494， 5) P = 

0.483で差はみられず，血清免疫グロブリン G濃度や免疫グロブリン G吸収率の

差異は，摂取した DFA111の影響であると考えられたー

Table 8-3 Resul!s of multiple regression analysis for serum IgG concen!ra!ion a! 24 h 

of age 

Rsqu匝ち 0.697 

Variables 
Co町elation

Beta 1 P 
coe:血cient

DFA III iotake， g 0.32 0.25 く0.001

Colos白血凹皿unoglobulioG， mg/ni 0.26 0.80 <0.001 

Body weight， kg -0.44 心27 く0.001

Time企0血 second島ediogto 
0.64 0.11 0.034 

second blood sumpliog， h 

Sex 
2 

-1.11 -0.13 0.017 

1 Be!a is !he s!andardized pa凶alregression coefficien! of mul!iple regression analysis. 

2 As a dummy variable， values 1 (female) and -1 (male) were assigned. 

本試験で使用した全子牛のデータから得られた生後 24時間目の血清免疫グロ

ブリン G濃度は， Figure 8-1に示したように初乳免疫グロブリン G濃度と正の相関

を持ち，それは一次式で表された(r2=0.5391， P < 0.001 ). Stottと Fellah
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( 1983 )の試験でもこの関係がみられ，血清免疫グロブリン G 濃度は初乳の給与

量よりもその初乳に含まれる免疫ク、ロブリン G濃度により大きく影響を受けることが

示された. Pansuら(1983 )はラットを使い，投与した溶液中のカルシウム濃度とカ

ルシウム吸収について saturableprocessとnonsaturableprocessの差異を示した.

それによると saturable processはカルシウム結合蛋白質の影響を受け，上皮細胞

の中を通る細胞内通路からの吸収で， Michaelis-Mentenの式で表すことができ，吸

収量は最大値を持つ. Nonsaturable processは上皮細胞と上皮細胞の聞を通る細

胞開通路からの吸収が主体の濃度勾配による吸収で，正の一次式で表すことがで

きる. Stottと Fellah( 1983 )の報告と同様，本試験の結果は免疫グロブリン G の

吸収が nonsaturableで上皮細胞聞からの吸収であることを示唆する.新生子牛の

蛋白質吸収が選択性をもたず，受容体をもたない非選択帝1]のエンドサイトーシスと

考えられる(StaleyとBush1985)ことにおいても，免疫グ口ブリン G吸収は濃度勾

配による nonsaturable processであると考えられるーしかし，免疫グロブリン Gの吸

収は小腸上皮細胞のエンドサイトーシスによるといわれている(Staleyと Bush

1985) .一方， DFA川で確認された機能は，タイトジヤンクションへの作用による細

胞開通路からのミネラル，特にカルシウムの吸収促進であり(Mineoら 2001)，工

。60

号SJ舗ヨ司自S m J 

買冨

圃

U自EGB 3 IO 

。
。 50 100 150 

Colostn皿出munoglobulinG，皿g/mL

Figure 8-1 Relationship between colostrum IgG and serum IgG at 24 h of age based on 

data from all calves. The linear line in the figure shows the relationship; Serum IgG = 

4.379 + 0.234 x Colostrum IgG (R2 = 0.539， P < 0.001). 
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ンドサイトーシスに対する効果は確認されていない

Figure 8-1で示した血清免疫ク、ロブリン Gと初乳免疫グロブリン Gのグラフを，

DFA 111処理ごとに分け回帰直線を描くと. DFA川摂取量が多いほど血清免疫グロ

ブリン G濃度は高く，初乳免疫グロブリン G濃度が高いほどその差は大きくなる傾

向がみられた (Figure 8-2)ー共分散分析から，これらのグラフは傾きに差異はない

ものの，高さへの影響が確認された (r2=0.6317. P < 0.001).このことも免疫グロ

ブリン G が細胞開通路から吸収されていることを示唆する証左と考えられるーこれ

まで，タイトジヤンクションは上皮細胞聞を接着し，細胞開通路からの物質移動を強

力に防いでいると考えられてきた.しかし，タイトジヤンクションを形成する蛋白質;ク

ローディン (claudin)にはいろいろなタイプがあり，その組み合わせや量比によって

バリア一機能は異なる(Furuseら2001; Van Ilallieら2001; Amashehら2002)ー

また，タイトジヤンクションのストランドは端と端あるいは端と側面で切れたりつなが

ったりして，高分子の物質もゆっくり通ることができる(Sasakiら2003). Pansuら

( 1983)は nonsalurableprocessによるカルシウム吸収は出生後早いほど多いこと

を示し，さらに. WisserとHorsler( 1978 )は未熟な腸ほど大人の腸より透過率は

高いことを示した.出生子牛に早〈初乳を飲ますほど，免疫グロブリン G 吸収は多

く，免疫グロブリン Gを吸収できる時聞は出生後 24- 36時間程度と限定される

この理由として上皮細胞の成熟や腸内の蛋白質分解の増加(Telemoら 1987; 

Marlinら1993; Marlinら1997)と腸内微生物や腸内微生物による産生物(Slaley 

ら1972)などの影響が示唆されているーしかし，タイトジヤンクションのバリア一機能

の変化とそれによる効果と考えれば，大きな矛盾は生じないのではないだろうか.
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Figure 8-3 Changes in serum immunoglobulin G concentration in calves treated with 0 

g， 3 g， 6 9 and 18 9 of DFA 111. The mean serum immunoglobulin G concentration on the 

same day ，did not differ among treatments. E町orbars indicate standard errors of the 

打leans.

Figure 8-3の出生後の血清免疫グロブリン G濃度は同一時間において処理聞

に差はなく，平均値でその推移を示した.出生後 24時間以降の血清免疫グロブリ

ンG濃度の変化は各処理とも同様で， 2日目に最大になり，その後減少した.免疫
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グロブリン G吸収の終了 (intestinal closure)は出生後 24~ 48時間の聞で起き，

これに DFA川は関与しなかったタイトジヤンクションに作用する難消化性糖類とし

て DFA IV.ラフィノース，フラクトオリゴ糖，マルチトール，メリビオースなどが知ら

れているが，これらの中で DFA111 はカルシウム吸収充進に高い効果を持ち(Mineo 

ら2001; Min巴oら2002; SuzukiとHara 2004).タイトジヤンクションへの作用は

大きいと考えられる.しかしs 免疫グロブリン G吸収の intestinalclosureを変えるほ

どDFA 111のタイトジヤンクションに関わる作用は大きくなく，出生後の腸における輸

送機能の発達のような大きな変化には影響しないと考えられた.

第四節小括

本研究の目的は. DFA 川が出生子牛の血清免疫グロブリン G濃度と免疫グロ

ブリン G吸収に及ぼす効果を明らかにすることであり，免疫グ口ブリン Gの吸収方

法についても考察した処理は初乳に DFA川を Og混合した DFAO. 3 9混合した

DFA3. 6 9混合した DFA6および 189混合した DFA18の 4処理であるーホルスタ

イン種と，ホルスタイン種x黒毛和種からなる 120頭の子牛を 30頭ずつ各処理に

無作為に振り分けた.出生 24時間後において各処理の血清免疫グロブリン G濃

度は 16.4~ 21.2 mg/mL.免疫グロブリン G吸収率は 26.0~ 37.2%で. DFA 111 

摂取量が多いほど，血清免疫グロブリン G濃度と免疫グロブリン G吸収率は増加

した.出生 24時間後の血清免疫グロフリン G濃度に及ぼす DFA111摂取量の影響

は，重回帰分析による標準化偏回帰係数から初乳免疫グロブリン G濃度の 0.80に

次ぐ. 0.25と見積もられた全子牛の初乳免疫グロブリン G濃度と出生 24時間後

の血清免疫グロブリン G 濃度の関係は，正の一次回帰式で高い相関が得られた

これは非選択的な吸収であり，濃度勾配による細胞開通路からの吸収と同じ特徴で

ある.さらに. DFA川処理を加えた共分散分析の結果. DFA川による直線の高さ

への影響が確認されたー 免疫グロブリン G吸収に対するこのような DFA111の効果

から，出生子牛において免疫グロブリン Gは細胞開通路からも吸収されている可能
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性が高いと考えられた.一方， DFA 111は小腸から免疫グロブリン Gが吸収されなく

なる intestinal closureには影響せず，免疫グロブリン G吸収期間を延長することは

できなかったー
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第九章総合考察

カルシウムの吸収経路は細胞内通路; transcellular pathwayと細胞開通路;

paracellular pathway.二つの経路があるー単買動物においてカルシウムの 50%は

細胞開通路を介した受動翰送で吸収される (Nellans 1988)ー反詔動物においても

細胞間通路からの吸収は重要であろうと考えられるが，乳牛では第一胃の希釈作

用が足かせになり，これまで十分な検討が加えられていないー本研究はこの細胞開

通路からのミネラル吸収克進効果を持つ DFA川について，反第動物である乳牛に

対する生理的機能性と，合わせて産業的価値の検討を，分娩牛，搾乳牛，出生子

牛を使用して進めた. DFA 1111ま新しい素材であり，ヒトに対する研究も始まって日

が浅く，本書を構成する各章に沿って論理的に研究が進んだわけではないー出てき

た結果を説明するために後から組んだ実験や.第三章，第七章のようにまだその成

果が発表する水準に達していないものもある.しかし. DFA 111が反努動物に持つで

あろう機能性について，これまで検討した全体を示し，今後の取り組みに資すること

ができることを期待して，本研究の結果をまとめたー

反第動物は食道直下に微生物が棲息する反詔胃を持ち，摂取した飼料はこの反

詔胃で微生物による分解作用を受ける.アミノ酸組成に優れた蛋白質であってもア

ンモニアに分解され，糖やデンプンは発酵され，揮発性脂肪酸やメタンが生成され

るー私たち単胃動物の栄養価値観とまったく異なり，私たちに効果のあるものが，そ

のまま効果を維持することは反詔動物では難しい.このため，飼料の機能性を反第

動物で検討する上で最初出てくるのが反第胃で分解されるか，否かという点であ

る DFA川が主要な腸内微生物に分解されないという報告は. DFA川を乳牛で利

用しようと考えたときの大きな後ろ盾であった.第一胃微生物による分解性を検討

する加 vitro試験は比較的簡単な実験であり，結果も短期間で判明する.しかし，生

体から回収した微生物が全て生育するわけではなく，その結果は他の結果とも合わ

せ，慎重に検討する必要があるー DFA 111 については微生物が機能していることを

-90-



確認するために，同一培養液に.同系統のオリゴ糖を加えて培養結果を検討した

り，異なる飼養管理の牛から採取した微生物を使用するなど条件を変え検討し，

DFA川が第一胃微生物に分解されにくいことを確認したー

しかし，基本は生体を使った invivoでの確認であり宮本研究の第三章がこれに当

たるーラットの腸管を使用した invitroによる試験で(Mineoら2002)，DFA 111の効

果は腸管の部位で異なり，また DFA 川の濃度もカルシウム吸収に影響することが

示されている.したがって効率よく DFA 111を乳牛に給与するためには， DFA 川が

ウシの腸管の中をどのように移動し，どのような濃度で存在するかを知ることが必

要になる.ウシの第一胃は巨大な発酵槽であるだけでなく，飼料は反第・混合同希釈

されて第一胃から下部消化管へ流れていくーこの流出速度は液相と固相で異なる.

DFA 111は水によく溶け，液相の移動パターンに近似し，腸管内での滞留時間と濃度

変化もほぼ確認できたと考えている.しかし，精確な結果を残すためには斉一な動

物を十分な頭数確保することが必要であり，今後新たな実験が行われることを期待

している.

DFA 111を乳牛に給与しようと考えた一番の目的は，分娩時の低カルシウム血症

を改善したいと考え，その素材を検討していたからである.乳牛の低カルシウム血

症は 1793年には文献に登場する古くからある疾病で，分娩時に特異的に発生し，

遺伝的改良による泌乳能力の向上は低カルシウム血症の発生を高めている.低カ

ルシウム血症の予防で，現在最も効果がある方法とされているのが飼料の陰陽イ

オン差(DCAD)の調節であり，これに関連しナトリウムとカリウム給与の制限と，陰

イオン塩の給与があるこれ以外ではカルシウム給与量の制限や，ビタミン D の投

与があり，直接的な予防ではないが，分娩後のカルシウム剤の経口投与も示されて

いる(NRC 2001 ).しかし，これらの方法はまだ十分にうまくいっていないー DFA111 

はショ糖の半分の甘さで牛の晴好性が良く，配合飼料や液状飼料などへの加工も

容易であるーまた，カルシウムの吸収に対する機能が乳牛でこれまでほとんど検討

されたことのない細胞開通路からの促進であり，その高い効果にも期待がもてたー

舗 91.-



試験を開始した 2002年はまだ DFA 111の工業的な生産が始まっておらず，試作製

造された少量の DFA 111で効果を確認するために，分娩後の投与効果を検討したー

分娩後の投与効果は確認できたが，その効果は分娩直後の血清カルシウム濃度の

影響を強く受けると考えられた.その打開策として乾乳期の給与を検討したが，乾

乳期に血清カルシウム濃度が高まる可能性と，その結果，副甲状腺ホルモンや活

性型ビタミン Dの分泌が抑制されるかもしれない懸念があった.実際，実験してみ

るとこれらは全くの紀憂であり，分娩時の血清カルシウム濃度低下に対する抑制効

果は驚くIまどであった.本研究では示さなかったが，富IJ甲状腺ホルモンと活性型ビタ

ミン Dの変化は，乾手L期に DFA川を給与しても，血清カルシウム濃度の変化によ4

対応することを確認しているーまた，第五章で示したように DFA 111を乾乳期に給与

していても，乾乳期の血清カルシウム濃度は給与していない牛と変わらない.

DFA 川を乾乳期に使用するに当たって，このとき給与する飼料のカルシウム濃

度が問題になる.現在，乾乳期のカルシウム給与量の制限が効果は十分ではない

が，最も簡単であるため，低カルシウム血症予防対策として広く実施されているーし

かし， DFA 川によるカルシウムの吸収完進は濃度勾配により生じるため，一緒に

給与する飼料のカルシウム濃度は高い方が有効ではないかと考えられる様々な

飼養管理が混在する中で， DFA 111の効果が最も発揮できる配合飼料のカルシウム

濃度を検討したーまた， DFA 111を添加した配合飼料を乾乳牛に給与することによる

効果について，実際の酪農家で給与試験を行い，周産期疾病に対する改善効果を

明らかにしたー

乳牛の泌乳能力の向上はミネラル不足を助長し，微量ミネラルである亜鉛，マン

ガン，銅，コバルトの給与により，産乳，乳房炎，蹄疾患，および繁殖の改善が報告

されている.これらの試験では，吸収が良いといわれるアミノ酸や多糖類と結合した

有機ミネラルが使用される泌乳牛に DFA川を給与した場合においても，同様な効

果が示唆されたが，第五章のマグネシウムと同様，微量ミネラルの投与を含めた検

討によりその効果がより明瞭になるのかもしれない浴乳牛を対照とした試験で精
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度を高めるためには斉一性と頭数確保が重要であり，大規模な試験が行われるこ

とを期待したいまた.DFA川の効果として出生子牛の免疫抗体吸収を検討したー

その結果はこれまでの吸収経路に対する定説を覆す可能性を持ち，感染性疾患か

ら子牛守る，新しい初乳の給与方法を構築できる可能性を秘めていると感じてい

る.

DFA川と同様，タイトジヤンクションに作用するオリゴ、糖は DFAIV.ラフィノース，

フラクトオリゴ糖，マルチトール，メリピオースなどがある。また，多くのオリゴ糖は腸

内細菌に分解され，その際!三産生される揮発性脂肪酸が腸内を酸性化し，カルシウ

ムをイオン化するため，カルシウムの吸収は完進されると報告されている。したがっ

て，ヒ卜においては多種類のオリゴ糖がカルシウム吸収を元進し，それは日常的な

現象であると考えられる。しかし，ウシでは第 胃微生物がこのようなオリゴ糖を分

解するため，ヒトやラットで得られる効果がウシでは発現しない。第一胃微生物に分

解されにくい DFA111はこの点で特別なオリゴ糖であり，ウシでの効果が顕著な理由

であろう。 DFA 111研究はこれまで，分娩牛のカルシウム吸収を中心lこ行ってきた

が，浴乳牛に対する効果も期待でき.出生芋牛の免疫グロブリン G吸収といった全

く異なる効果も得られたさらに. Matsumotoら(2009 )と Takagiら(2011 )は黒毛

和種の子牛に対するプロバイオテツクとしての利用を報告しているー今後も新しい機

能と，さらに新たな畜種での効果についても検討し，畜産経営と家畜の健康に貢献

したいと考えている。
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要約

Difructose anhydride (DFA) 111はチコリーの貯蔵物質であるイヌリンを原料に，酵

素合成によって製造されるフラクトースが 2分子結合したオリゴ糖であるーショ糖の

半分の甘味で，水によく溶けるが吸湿性は極めて低く，加工性と貯蔵性に優れてい

るさらに，二つの特徴を有している.ひとつは，高等動物の消化酵素で分解され

ず，主要な腸内微生物によっても資化されない難消化性であり.もうひとつは，腸管

の上皮細胞と上皮細胞を結合し，体内への物質通過を制限している密着結合(tight 

junction)に作用し，細胞開通路(paracellular pathway )を介したミネラル，特にカル

シウムの吸収を克進することであるーこれらの機能は食品素材としての利用を検討

する中でラットやヒトなど単胃動物を対象として見出されたー

本研究はこのニ糖類である DFA 川を，反努胃を持つ乳牛に給与し，効果を検討

した初めての取り組みであり，乳牛の分娩時低カルシウム血症に対する顕著な改

善効果を明らかにしたーさらに，搾乳牛の産乳，乳房炎，蹄疾患，および繁殖に対す

る効果や，出生子牛の免疫グロプリン G吸収に対する効果についても合わせて検

討しそれぞれに有益な効果を確認した

DFA 川の効果を反須動物である乳牛で検討するに当たり，第一胃微生物による

DFA 111の分解性と，牛消化管内における DFA川の動態を調査したー DFA川は第

一胃微生物に分解されにくいが，糞中に検出される割合は少なく.腸内微生物によ

って多くが分解されていると考えられた.牛の消化管内での動態は液相の移動パタ

ーンに近似し，摂取後 1時間で十二指腸に出現し，十二指腸内容液中の DFA111 濃

度ピークは 1~ 3時間の間にあると考えられたー 9時間後でも第一胃から十二指

腸へ DFA 111は流入しており，糞中には 9および 12時間後で認められたことから，

DFA 111は腸管に 12時間以上滞留するものと考えられるラット腸管による invitro 

試験で. DFA 111のミネラル吸収完進効果は腸管の広い範囲で確認されており.ウ

シにおいてもヒトやラットと同様，ミネラル吸収を元進するものと考えられる.
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乳牛は分娩時，特異的に血中カルシウム濃度が低下し.低カルシウム血症にな

る牛は経産牛の 60%に達する DFA 111を乾乳後期に給与するとこの分娩時の血

中カルシウム濃度低下が抑制され，その後の回復も早かった.この結果は乾乳後

期にカルシウム含量の低い(0.20%)配合飼料を給与して得られたものであるが，カ

ルシウム含量の高い(0.83%)毘合飼料を給与しても血中カルシウム濃度の低下抑

制と回復に対する DFA111の効果は変わらないことを確認したまた，酸化マグネシ

ウムは DFA 111と一緒に給与することで吸収に対する効果が高まると考えられ，

DFA 111は低カルシウム血症だけでなく，低マグネシウム血症にも有効であると考え

られた.低カルシウム血症は周産期疾病に影響するー一般酪農家で実施した試験

により，乾乳牛に DFA 川を添加した配合飼料を給与すると，低カルシウム血症が

大きく影響する乳熱とダウナー症候群や，低カルシウム血症が影響する可能性の

高い胎盤停滞，第四胃変位，ケトーシス，脂肪肝の発生が DFA 111を給与しなかっ

た前年よりも大きく減少し乾乳期の DFA111 給与は周産期疾病対策としても有効で

あると考えられた.

新たな DFA 111の効果について，搾乳牛と出生子牛を用いて検討した.搾乳牛は

泌乳能力が向上したことから泌乳初期においてミネラル不足になっている可能性が

高く，微量ミネラルの給与で産乳，乳房炎.蹄疾患，繁殖などが改善したと報告され

ている搾乳牛に DFA川を給与した試験において. DFA川給与牛は乳に移行する

カルシウムとマグネシウム量が増加し，乳量も増加する可能性が示唆された.また，

乳房炎に擢患した分房数，治療回数，乳廃棄回数が減少し蹄質が影響する蹄疾

患にもかかりにくく，健康改善にも効果が見られたー繁殖に差異は認められなかった

が.DFA 111給与牛は全頭受胎し. DFA 111を給与しなかった牛では2頭が未受胎

のため廃用になった.出生子牛では初乳に含まれる免疫グロブリン G の吸収に対

する効果を検討した.これまで出生子牛の免疫グロブリン G吸収に関する定説は，

上皮細胞に取り込まれ吸収されるトランスサイトーシスといわれている.しかし，

DFA 111は免疫グロプリン Gの吸収を高めており，出生子牛の免疫抗体吸収がトラ
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ンスサイトーシスよりも上皮細胞間隙で行われている可能性を初めて示したー

乳牛の栄養吸収に関し，腸管の細胞開通路からの吸収はこれまでほとんど検討

されていない.しかし，〆密着結合に作用する DFA 川を使用することにより，現象面

ではあるが細胞開通路からの吸収が乳牛においても様々な可能性を持ち，また効

果も大きく，吸収経路として重要であることを明らかにできたと考えている研究を

開始してまだ 10年であり，基礎研究を含め多くの課題が残っている.今後も新しい

機能とさらに新たな畜穫での効果についても検討し，畜産経営と家畜の健康に貢

献したい。
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