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第1章緒論

1.1. ストレスとグルココルチコイドについて

Hans Selyeは，医学・生理学界で，今日的な意味合いでの「ストレスJとい

う言葉を初めて用いた.彼はストレスを「生体が外部から刺激を受けて緊張や

ひずみの状態を起こした時に，これらの刺激に対する特異的な反応に加えて，

刺激の種類によらずに一定のパターンを示す非特異的な反応」とし，これをも

たらす刺激を「ストレッサーJと定義し，ストレスとストレッサーを区別して

いる (Selye1946) .しかし最近では，健康障害に結びっく有害なストレッサ

ーやストレス反応をまとめて「ストレスJと呼ぶようになっており(桑野ら

2010) ，日常生活においても，ストレスがたまる，ストレスを発散させる，育

児ストレス，介護ストレス，環境ストレスなど，広範囲にわたって「ストレスJ

という言葉が日常的に用いられている(二木 2007)

生体がストレスにさらされると，視床下部一下垂体一副腎皮質系

(hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis: HPA系)と，視床下部一交感

神経一副腎髄質系 (sympatheticnervous-adrenal-medullary axis: SAM系)

の主に 2つの系に種々の変化が起こり，複雑なストレス反応が発現する(中村

ら 2000) .特に， HPA系により副腎皮質から分泌されるグルココルチコイド

は，血液中濃度が比較的高いことから，ストレス指標のゴールドスタンダード

と呼ばれており，その血液中濃度はストレス指標として一般的に認められてお

り，多用されてきた(山口 2007) .また，ストレッサーの強度によっても反

応が段階的に変化するため，ストレス研究においてグルココルチコイドを測定

することは有益であると言われている (Terlouwら 2009) .グルココルチコ

イドは，コレステロールから生合成されステロイド骨格をもつことからステロ
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イドホルモンとも呼ばれている.グルココルチコイド分泌が関与する HPA系

では，ストレス刺激により，視床下部から副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン

(corticotropin -releasing hormone: CRH) が産出され，下垂体門脈中に放出

される.この CRH が脳下垂体前葉からの副腎皮質刺激ホルモン

(adreIi.ocorticotropic hormone: ACTH)分泌を促進し，これが副腎皮質から

のグルココルチコイド分泌を促す.さらに，ストレス刺激が過剰に伝わらない

ようにフィードパック機能があり，グルココルチコイドは CRH，ACTH分泌を

抑制し， ACTHは CRH分泌を抑制する.

1.2. ウシにおけるストレス刺激によるコノレチゾール分泌

ウシでの主なグルココルチコイドはコルチゾーノレである (Mormede ら

2007) .急性ストレスによる血液中コルチゾール濃度の上昇は，これまでにウ

シにおいても数多く報告されてきた.例えば，輸送(Grigorら 2001) ，除角

(StaffordとMellor2005) ，去勢 (Stewartら 2010)，社会的隔離 (Boissy

と LeNeindre1997) といったストレッサーによって，ウシの血液中コルチゾ

ール濃度は大きく上昇する.このような急性ストレスが生体に加わった場合は，

血液中コルチゾール濃度は急速に増加し，数分から数十分でピークに達した後，

刺激前のレベルに戻る (Mormedeら 2007).一方，ストレスが持続するある

いは繰り返されるような慢性ストレスについては，急性ストレス負荷時のよう

な急激な一過性のコルチゾール濃度の明らかな上昇は認められない.慢性スト

レスによる血液中コルチゾール濃度の基礎値の変化についてはいくつか報告さ

れているが，結果は必ずしも一致しない.Fisherら(2002) らは，皆、乳牛を用

い，横臥を制限するような処理を 1週間行うと，コントロールと比較し，血築

中コルチゾール濃度の基礎値が上昇したと報告している.また， Barnettら
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( 1988) らは，ブタを用い，長期にわたってつなぎ飼いで飼育すると，グ、ルー

プ飼いした群と比較し血紫中コルチゾール濃度の基礎値が上昇したと報告して

いる.一方，子牛を長期にわたり隔離すると，血紫中コルチゾール濃度の基礎

値が減少したという報告 (vanReenenら 2000)や，長期にわたる隔離や横臥

制限は，泌乳牛の血柴中コルチゾール濃度の基礎値に変化を及ぼさないという

報告 (MunksgaardとSimonsen1996) もある.このように，慢性ストレスに

よる血液中コルチゾール濃度の基礎値に関しては統ーした見解が得られていな

い.この原因として，コルチゾール分泌には日内変動があり (MostlとPalme

2002) ，また採血行為自体がストレッサーになるため (Morton ら 1995;

Hopsterら 1999) ，コルチゾールによる慢性ストレスの検出が難しいことが

考えられる.しかしながら，実際には，慢性ストレスによりわずかながらコル

チゾールの基礎値は上昇すると言われており (Mormedeら 2007;Trevisiと

Bertoni 2009) ，より詳細に研究されているラットにおいても，ストレッサー

の種類により反応の経路は異なるが，いずれにしても，慢性ストレスによって

血液中コルチゾーノレ濃度の基礎値は高く維持すると報告されている(樋口

2000) 

1.3. 放牧牛のストレス評価について

わが国では f放牧Jという飼育方式が見直されてきている.わが国の畜産は，

本来，放牧により行われてきたが，昭和 30年代前後に，役肉用から肉専用へ

と家畜の飼育目的が変化するのに伴い，放牧は急速に表退し，海外からの輸入

飼料に依存した舎飼いへと転換してきた(蔦谷 2003) .その結果，わが国の

飼料自給率はわずか 26% (2012年度:農林水産省生産局畜産部畜産振興課

2014) と先進国の中でも著しく低くなっている.また，近年の口蹄疫や BSE
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の発生を受け，消費者の食の安全，安心を求める声が一層強まるなか，家畜の

生産性のみを追求してきたこれまでの輸入飼料依存型畜産が疑問視され始めて

いる.それらを解決する対策として，ウシを放牧することは有効であり，農林

水産省が 2010年に策定した「酪農及び肉用牛生産の近代化を図るための基本

方針Jにおいても，放牧の推進が盛り込まれている(農林水産省 2010). 2004 

年には，全体に対する放牧導入農家が，乳用牛では 18.3%，肉用牛では 6.6%

だったのに対し， 2011年には，乳用牛で 30.8%，肉用牛で 12.9%と大きく伸び

ている.しかし， 2013年には，乳用牛で 29.9%，肉用牛で 11.7%と，いずれも

横ぱいあるいは微減となり，土地条件等の制約があり放牧導入が難しい地域も

あるが，さらなる放牧の普及活動が必要である(農林水産省大臣官房統計部生

産流通消費統計課 2013)

放牧は，ウシにとってストレスが少なく快適な飼育方式であると一般的に思

われている.ウシを放牧すると，ウシは自由に歩きながらのんびり草を食み，

ゆったりと反甥，休息しているように見えるからである.さらに，放牧により

繁殖成績が向上した，ウシが健康になった，ウシの毛づやが良くなった等々，

放牧によるメリットを耳にすることも多い. しかしながら，いずれもが経験的

知識や人間の主観による部分が多く，科学的根拠は薄い.逆に，放牧牛は，気

象環境の影響を直接受け，また，小型ピロプラズマ病をはじめとするいわゆる

放牧病の発病リスク等，その外部環境は非常に厳しい.これらのことから，放

牧飼育によるウシのストレスレベルや快適性について，科学的に明らかにする

ことが非常に重要になってくる.もし，放牧がウシにとってストレスの少ない

飼育方式であると科学的に提示できれば，わが国における放牧の普及につなが

ると考えられる.そのためには，放牧牛のストレスを客観的にとらえ的確に評

価しなければならない.

放牧牛のストレスを評価するにあたっては， 1.2.で述べたように，放牧牛の
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血液中コルチゾール濃度を測定することが考えられる.しかしながら，その場

合，前述したように採血行為自体がストレッサーとなり，コルチゾール濃度が

高まる危険性がある (Mortonら 1995;Hopsterら 1999) .特に放牧牛は，

舎飼い牛と異なり，ヒトとの接触の機会が減るため，採血のためのヒトによる

追い込み，保定，加えて採血行為が著しいストレッサーとなり，放牧牛を対象

とした血液中コルチゾール濃度によるストレス評価は，正確性に欠けると考え

られる.

そこで，血液に代わって痛みや苦痛を伴わずに採取できる生体試料を用い，

その中に含まれるコノレチゾールあるいはその代謝産物をストレス指標として利

用した研究が，家畜や動物園動物を対象に近年数多く報告されている.例えば

糞 (Mostlら 1999;Morrowら 2002;MateoとCavigelli2005) ，尿 (Hayら

2000; Anestis 2009) ，唾液(Negraoら 2004;Youngら 2012)，ミルク (.Verkerk

ら 1998;Fukasawaら 2008) ，毛 (Davenportら 2006;Pericら 2013) な

どを用いて検討されている.なかでも尿は，その採取が非侵襲的に行えること

に加え，コルチゾーノレの主な排世ルートであり，その排准は数時間にわたって

蓄積されるためコルチゾールの日内変動を緩衝でき，慢性ストレスによるコノレ

チゾールの基礎値の変動を検出できる試料であると考えられている (Mormede

ら 2007) .また，尿へのコルチゾール排世のうち多くが肝臓で代謝されグ、ル

クロン酸等の抱合を受けるが，一部は遊離コルチゾールとして排池され，それ

は血液中遊離コルチゾールと並行的に変動すると言われている (Lindholmと

Schultz. Moller 1973) .しかし，尿中コルチゾールに関してウシを対象動物と

した報告は非常に少なく，尿中コルチゾールの血液中コルチゾールに代わるス

トレス指標としての有効性，さらに放牧牛での応用の可能性については不明で

ある.
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1.4. 本研究の目的と意義

本研究では以上の知見をふまえ，ウシを対象動物とし，非侵襲的に採取でき

る尿を用いたストレス評価法を確立するとともに，放牧牛のストレスを客観的

に評価することを目的とした.

第 2章では，コルチゾーノレ分泌を増加させる ACTHをウシの静脈中に投与し，

その時の血液中および尿中コルチゾールを調べ，血液の代替としての尿利用の

可能性について検討した.なお，血液についてはその濃度を用いているが，尿

については，実用的観点から 24時間蓄尿ではなく，採取が簡単なスポット尿

を用いたため，尿の濃さを補正する目的でクレアチニンに対する比(尿中コル

チゾールレベル)を用いた (Klanteら 1997) .次に， ACTH投与のような薬

物による負荷ではなく，実際に起こりうるストレス，すなわち，社会的隔離，

除角または去勢といった，精神的および肉体的ストレッサー負荷時における尿

中コルチゾールレベルの変化を調べ，ストレス指標としての尿中コルチゾール

レベルの有効性について検討した.

第 3章では，尿中コルチゾールレベルを用い，放牧や舎飼いといった飼育方

式とストレスの関係について，日本短角種を用いて検討した.しかし，放牧適

正には品種間差があるといわており(Prendivilleら 2010) ，特に日本短角種

は，夏山冬里方式と呼ばれるように，夏は山で伝統的に放牧されてきた品種で

ある (高安 1983).そこで，日本短角種以外に，ウシの代表品種であるホル

スタイン種についても，日本短角種と同様に，放牧や舎飼いといった飼育方式

が尿中コルチプールレベルに及ぼす影響について検討した.しかし，ホルスタ

イン種は暑熱に非常に弱い品種であり (Sharma1983) ，放牧や舎飼いといっ

た飼育方式だけではなく，暑熱についてもあわせて検討する必要性が生じた.

そこで， 日本短角種とホルスタイン種における，飼育方式や暑熱が尿中コノレチ
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ゾールレベノレに及ぼす影響について調べ，品種間で比較検討した.

これらの研究によって，ウシにおいて尿中コルチゾーノレレベルがストレス指

標となることが明らかにされれば，実際の現場でウシのストレスレベルが簡易

に測定できる.そのことにより，よりストレスの少ない飼育管理が実現し，生

産性の向上につながることが期待される.また，この指標を用いて，放牧牛の

ストレスレベルを客観的に把握できれば，これまで主観的に論じられてきた，

放牧はウシにとってストレスが少なく快適な飼育方式，という発想について科

学的に考察できる.また，放牧推進攻策の裏付けとなり，わが国の飼料自給率

向上につながると考えられる.これらの研究は，近年，世界的に広まっている

アニマルウェルフェア研究の一助になると期待される.

7 



第2章ストレス指標としての尿中コルチゾールレベル

コルチゾールは，ほ乳類において，急性ストレス負荷時に HPA系が活性化

し，副腎皮質より分泌されるホルモンである.そのため，コルチゾールの血液

中濃度は急性ストレスの指標として用いられることが多い.慢性ストレス負荷

時には，血液中コルチゾール濃度はわずかに上昇すると言われている

(Mormedeら 2007;TrevisiとBertoni2009) .しかし，採血行為自体が著

しいストレッサーになるため (Mortonら 1995;Hopsterら 1999) ，血液中

コルチゾール濃度による慢性ストレスの検出は難しいとされている.また，大

型動物においては，採血のための隠離や保定に困難を伴うことも多い.そこで，

血液以外で，非侵襲的に採取が可能な生体試料を用い，その中に含まれるコル

チゾールあるいはコルチゾール代謝産物が，ストレス指標として利用できるか

について検討した研究が，家畜や動物園動物を対象に数多く報告されている

(Fukasawaら 2008;Pericら 2013) .中でも尿は，採取する際に家畜の拘

束を必要としない上，コルチゾールの主な排准ルートであり，その排池は数時

間にわたって蓄積されるため，コルチゾールの日内変動を平準化できる生体試

料であると考えられる (Mormedeら 2007) .しかし，ウシにおける尿中コル

チゾールに関する報告は少ない.そこで本章では，ウシにおいて尿中コルチゾ

ールは血液中コルチゾール濃度を反映するのかについて調査するため，高IJ腎皮

質からのコノレチゾール分泌を促進するホルモンである ACTHをウシに投与し

た時の尿中コルチゾールの反応について調べた.次に，実際のストレッサーと

して，社会的隔離や除角，去勢といった，精神的および身体的ストレッサーを

ウシに負荷し，その時の尿中コルチゾールを調べ，そのストレス指標としての

有効性について検討した.試料としての尿は，実用的観点から 24時間蓄尿で

はなく，採取が簡単なスポット尿とし，尿中コルチゾールは，尿の濃さを補正
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するためクレア.チ・ニンに対する比(尿中コノレチゾーノレレベル)で表した (Klan，te

ら 1997.)
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2.1. ACTH投与が尿中コルチゾールレベルに及ぼす影響

2.1.1. 緒言

ストレスホルモンともいわれるコルチゾールは，副腎皮質より血液中に分泌

されるが，その後，主に肝臓や腎臓で 11sヒドロキシステロイドデヒドログナ

ーゼによって不活性型のコルチゾンへと可逆変換される (Fig.2・1) .コルチ

ゾールおよびコルチゾンは肝臓で還元され， 5α ・テトラヒドロコルチゾール

(THFα) ， 5 s -THF (THF6) またはテトラヒドロコルチゾン (THE) とな

り，グルクロン酸と抱合し水溶性となって尿中に排池される.尿中に排池され

るコルチゾールの多くは THFおよび THEであり，遊離コルチゾールも少量で

はあるが排池される(熊谷と七星 1969) .このことはヒトを対象に得られた

知見であるが，ウシにおいては，コルチゾールは THFや THEとほぼ同程度尿

中に排世され (Pavlovicら 2013)，その大部分は遊離型である (Antignacら

2002) . THFや THEのように，ステロイド骨格の 17，21位に水酸基， 20位

にケトン基を有するステロイドは，コルチゾールも含めて 17ヒドロキシコル

チコイド(17-0HCS) と呼ばれており，硫酸溶液中でフェニルヒドラジンと呈

色反応 {Porter-Silber反応)を示す.このことから，ヒトの分野では，尿中

17-0HCSを測定することによって，コルチゾール分泌を検討している報告も

多い (Taniyamaら 1993;Ohashiら 2001).また，尿中には遊離コルチゾー

ルも排池されることから，尿中コルチゾールを直接測定することによりコルチ

ゾール分泌を検討したものが，ヒト (Jamesら 2008;井上と桑野 2013)，ブ

タ(Hayら 2000;Fouryら 2007)，イヌ (Blackwellら 2010;Titulaerら 2013)，

ネコ(LichtsteinerとTurIier2008; U etakeら 2013)，チンパンジー (Muller

とWrangham2004; Anestis 2009) ，ヒツジ (Millerら 1991) などで報告さ
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れている.ウシにおいては， Redbo (1993) が尿中コルチゾールをつなぎ飼い

時のストレス指標に用いた研究を報告している.しかし，その報告で使われた

試料は 24時間の蓄尿であり，ウシを対象に 24時間の尿を採取することは糞の

混入の問題や，採取のためのハーネス装着自体がストレッサーとなり得る恐れ

がある.尿中クレアチニンに対する比を用いることで尿の希釈を補正できると

されるが (Klanteら 1997) ，ウシにおいてスポット尿を用い，その中に含ま

れるコルチゾールや 17-0HCSに関する報告は非常に少なく詳細は不明である.

そこで，副腎皮質からのコルチゾール分泌を促進するホルモンである ACTHを

ウシに投与し，その時の尿中クレアチニンに対する尿中コルチゾール，尿中

17-0HCS，および血液中コルチゾール濃度について調べ，尿中コルチゾールレ

ベルは血液中コルチゾール濃度の代替になり得るのかについて検討した.

2.1ユ 材料および方法

( 1 ) 供試動物および試験方法

試験は東北農業研究センター内(岩手県盛岡市)で行った.日本短角種経産

牛 3頭(平均体重 595:t51kg)を供試した.飼料は 1日 1頭あたり濃厚飼料 1

kg，粗飼料としてオーチヤードグラスサイレージを乾物重量で 8kg給与した.

濃厚飼料はトウモロコシ，コーングルテンミール，ふすま，米ぬか，菜種粕，

および大豆粕が主原料であった.飼料は， 9時と 16時の 1日2回等量を給与し

た.供試牛はスタンチョンで個別に繋留されていた.供試牛には，試験開始 2

時間前に頚静脈にカテーテルを装着した. 40IUの ACTH(Sigma， St. Louis， 

MO， USA)を2mlの生理食塩水で溶解したものを，2時間の間隔をあけて 2回，

頚静脈カテーテルより投与した.これは，できるだけ少ない ACTH投与量で，

血柴中コルチゾール濃度の上昇を数時間持続させる方法である (Verkerkら
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1994; Stelwagenら 1998) .対照として， 2mlの生理食塩水を ACTHと同様

に投与した.ACTH投与と生理食塩水投与は，少なくとも 1週間の間隔を開け

て実施した.

( 2 ) 試料採取

ACTHまたは生理食塩水の頚静脈カテーテル投与を 0および 120分とした場

合， -30， 0， 30， 60， 90， 120， 150， 180， 210， 240， 270， 300， 330， 360 

分，および 12，24， 48時間後に頚静脈カテーテルより血液を採取した.血液

は，へパリン入りのチューブに採取し遠心したのち，血紫を分析まで-200Cで

保存した.尿については，試験開始から採血が終了するまでの間，各供試牛の

すべての自然排尿について，スポット尿として個別に回収した.各尿のうち

30mlをフィルターで癒過し不純物を取り除き，分析まで-200Cで保存した.

( 3 ) 分析方法

血柴および尿中コルチゾールは，市販の EIAキット (Neogen，Corp.， 

Lexington， KY， USA，現取り扱い;Oxford Biomedical Research， Inc.， Oxford， 

MI， USA) を用いて測定した.ウシの尿中コルチゾール分析については，希釈

試験及び添加回収試験を行いその分析方法の有効性について確認した.すなわ

ち，ウシの尿を段階希釈して測定し，横軸に希釈度の逆数，縦軸に測定値をと

った時，その直線は原点を通る直線となった (Fig.2-2) .また，ウシの尿に

外因のコルチゾールを添加した場合， 84.4%という高い回収率を示した (Table

2・1).以上のことから，本キットによるウシの尿中コノレチゾーノレ分析は可能で

あると判断した.尿中 17-0HCSは， Porter-Silber反応を利用し測定した(神

戸川 1977).尿中コルチゾールおよび尿中 17-0HCSは，尿中クレアチニンに

より尿の希釈を補正した (Klanteら 1997) .クレアチニンは， Jeffe法によ

り測定した(クレアチニンテストワコー，和光純薬，大阪，日本) .尿中コル

チゾールレベルおよび尿中 17・OHCSレベルは， ng/mgクレアチニンを単位と
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した.

( 4 ) 統計処理

血液中コルチゾール濃度，尿中コルチゾールレベルおよび尿中 17-0HCSレ

ベルは， SAS (Version9.21; SAS Institute， Cary， NC， USA)の MIXEDプロ

シジャを用い，個体を変量効果，処理，時間およびそれらの交互作用を母数効

果として解析した.交互作用が有意な場合においては，処理ごとに時間を母数

効果とし Scheffeの多重比較を行った.また，時間ごとに処理を母数効果とし

解析した.

2.1.3. 結果および考察

ACTHまたは生理食塩水を投与した時の血築中コルチゾール濃度，尿中コノレ

チゾールレベルおよび尿中 17-0HCSレベルについて，代表して 1頭の試験牛

における経時変化を Fig.2・3に示した.血柴中コルチゾール濃度は，すべての

試験牛で， 2回の ACTH投与によりいずれも急速に(<0.5時間)上昇し，各

投与後 2時間以内に投与前のレベルに戻った.尿中コルチゾールレベルは，血

紫中コルチゾール濃度とほぼ同じ反応曲線を示した.本試験で用いた Verkerk

らによる ACTH投与の方法は，高い血液中コルチゾール濃度を数時間持続させ

るものであった.しかし， Verkerkらが用いた供試牛の平均体重が 471kgで

あったのに対し，本試験における供試牛の平均体重は 595kgと大きかったた

めに，数時間にわたる高い血液中コルチゾール濃度を維持できなかったと思わ

れた.しかし 血液中コルチゾール濃度が数回上下に変動したことによって，

尿中コルチゾールレベルが血液中コルチゾール濃度を反映していることについ

て，より鮮明に示されたと考えられる.血策中コルチゾール濃度のピーク値と

尿中コルチゾールレベルのピーク値との時間差は約 0.5時間であった.血築中
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コルチゾール濃度と尿中コルチゾールレベルの時間差は，ヒツジでは 2時間

(Millerら 1991) ，プタでは1.5時間と報告されており (Hayら 2000) ， 

本試験ではそれらより早かった.一方，尿中 17-0HCSレベルは， ACTH投与

による血紫中コルチゾール濃度の上昇に伴いその値は大きくなったが，血艇中

コルチゾール濃度はACTH投与後 2時間以内に投与前のレベルに戻りそのまま

維持するのに対し，ACTH投与数時間後においても元のレベルに戻らなかった.

また，血築中コルチゾール濃度のピーク値と尿中 17-0HCSレベルのピーク値

との時間差も約 0.5時間であった.

ACTHまたは生理食塩水を投与した時の血柴中コルチゾール濃度の反応の

平均値を Table2・2に示した.投与 30分前， 6時間後および 36時間後の血柴

中コルチゾール濃度に ACTH投与区と生理食塩水投与区で差はなかった.しか

し，投与 0-6時間の反応曲線下面積は， ACTH投与区で明らかに大きかった (p

< 0.01) 

Fig. 2・4に， ACTHまたは生理食塩水を投与したのち 6時間ごとに区切っ

た時の，尿中コルチゾールレベルおよび尿中 17-0HCSレベルの平均値を示し

た.ACTH投与により，投与後 0-6時間後の尿中コルチゾールレベルは，それ

に続く他の時間よりも 4-10倍高く，また，生理食塩水投与 0-6時間後と比較

しても有意に高かった.ACTH投与 0-6時間後の尿中 17・OHCSレベルは，投

与 18-24時間後および 24-30時間後よりも有意に高かったが，尿中コルチゾー

ルレベルほど顕著ではなかった.尿中 17-0HCSは，コルチゾ}ルの分泌異常

を反映する検査としてヒトで利用されてきた(山田と関原 2010).ウシでは，

尿に含まれる内因性のコルチゾール代謝産物中に占める THFや THEの割合が

ヒトと比較し低いと言われているが (Pavlovicら 2013) ，尿中コルチゾール

レベルと尿中 17・OHCSレベルが同等の反応を示さなかったことについては不

明である.
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以上のことから，約 0.5時間の差はあるものの，ウシにおいて尿中コルチゾ

ールレベルは，血液中コルチゾーノレ濃度の変化を非常によく反映しており，

HPA系の活性を見る時，尿は血液の代替として非侵襲的に採取できる生体試料

であると考えられた.また，血液中コルチゾール濃度の代替としては，尿中

17-0HCSよりも，尿中コルチゾーノレを直接測定する方が優れていることが明

らかとなった.
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Table 2・1Analytical recovery of cortisol from urine 

Sample Added Observed Estimated Recovery 

(ng/ml) (ngjml) (ng/ml) (%) 

Sample 1 。 0.829 

0.3 1.056 1.123 94.1 

2 2.573 2.789 92.3 

Sample 2 。 0.220 

0.3 0.356 0.519 68.7 

2 1.818 2.209 82.3 

Average 84.4 

18 



1200 

ω 

1000・5
‘d 伺
ω 
‘-u 
凶

E 
1通
z 

g 
z 
o 
h 
守4

E 
e 
g 

‘・2 

800 

600 

400 

200 

....0-Plasma cortisol 

注 入 ， 
l，、A、 J/

昼、、.~ -~-‘..-----
ー'-' " 、，
..喧4

ー司・ーUrinarycortisol 

ー也・ Urinary17・OHCS

ACTH 
120 

ω 
・~ 100 

包含笠

E出

E280 
ご E。、、
111 G.II 

吉ε60
~ -
52 
m ・ー
さ喧
話 8 40 
ã:~ 
m 
g 

‘・コ 20 

。
29.5 19.5 

Time (h) 

9.5 

0 

・0.5

1200 

{
ω
E
C山首
E
U凶
Eh『凶
C}
一明

U
Z
0

・hH
E
m
p
-
2
2

nu 
nu 

n
U
 

4
4
 

200 

ー吋ヨー・Plasmacortisol Saline 

120 

800 

600 

400 

ー圃・-Uri悶 rycortisol 

ー也・ Urinary17・OHCS

企/，a-ー喧P喧"'*叫弘、、 ー ------....ι----

nu 

n
U
 

4
4
 

官
E
E
話
。
』
ω凶
E
冶
£

-
o
a
t
o
u
r
g℃コ

{-E冶
ε
-
o
a
t
s
g包括一色

80 

60 

40 

20 

。
29.5 19.5 

TIme(h) 

9.5 

0 

・0.5

Fig. 2-3 Concentrations of plasma cortisol (open squares)， 
urinary cortisol (closed circles)， and urinary 17-
OHCS (closed triangles) in a representative 

following the administration of ACTH or saline at 

time 0 and 2 h (indicated byarrows). 

cow 

19 



Table 2-2 Mean plasma cortisol concentrations and integrated 

adrenocortical responses following the 

administration of adrenocorticotropic hormone 

(ACTH， n = 3) or saline (n = 3) to cattle宇
Item 

Cortisol (ng/ml) 

At-30min 

At6h 

At36h 

Integrated cortisol response 

(ng. min/ml ~) 

宇Means+ standard errors. 

ACTH 

5.21 :f: 1.191 

5.04 :f: 1.85 

5.93 :f: 3.22 

8673 :f: 570
a 

Saline 

4.1 :f: 0.53 

5.82 :f: 0.98 

7.77 :f: 1.83 

2492 :f: 729
b 

~ Area under the plasma cortisol concentration X time curve over 6 h. 
a，b Means within a row with different superscripts are significantly 

different (P < 0.01). 
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2ユ 社会的隔離ストレスが尿中コルチゾールレベルに及ぼす影響

2.2.1. 緒言

生体がストレスに曝されると主に 2つの系の反応が発現する. 1つは HPA

系であり，1.1.や 2.1.で詳しく述べた.一方，もう 1つの系である SMA系では，

Cannon (1932) のいう「闘争か逃走 (fightor flight) J反応に代表されるよ

うな緊急時に交感神経系が興奮し，交感神経節前線維の神経終末からアセチル

コリンが放出され，副腎髄質から主にアドレナリン分泌が促進される.同時に，

交感神経節後線維からはノルアドレナリンが分泌される.神経終末から分泌さ

れたノルアドレナリンの一部は循環血液中へと流入し，全身に運ばれる.それ

らの結果，血圧の上昇，脈拍の増加，血糖値の糟加，瞳孔の散大などの反応が

生じる(樋口 2000) .循環血液中のカテコールアミンは，代謝の過程で一部

尿中へ排池されるため (Payneら 1992) ，尿中カテコールアミンをストレス

指標とした研究が，家畜や動物園動物の分野では，ブタ (HayとMormede1998; 

Hayら 2000;Fouryら 2005)，ゾウ (Dehnhard2007) ，イヌ(堀井ら 2003)，

ヒツジ (Sasakiら 1973;大城ら 1978) などで報告されている.ウシでは，

尿中カテコールアミンと肉質の関係について (Lowe ら 2004; Muchenje ら

2009)や，尿中カテコールアミンの品種間差(O'Neillら 2012)について報告

されているが，それらの尿は屠畜時に採取したものであり，ウシの生存時にお

ける尿中カテコールアミンについては， Alvarez と Johnson(1970) と

NakamuraとNemoto(1992) による環境温度との関係についての報告がある

のみで詳細は不明である.

ウシは群居性動物と言われており，群れを形成する動物である(佐藤と近藤

2002) .ウシを 1頭だけ隔離すると，心拍の増加，血策中コルチゾール濃度の
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上昇，鳴きの回数の増加がみられ，ウシにとって社会的隠離は明らかに厳しい

精神的ストレッサーになると言われている (HopsterとBlokhuis1994; Boissy 

とLeNeindre1997 : Rushenら 1999)

2.1.において，ウシに ACTHを投与し，血柴中コルチゾール濃度を人為的に

高めると，尿中コルチゾールレベルは上昇することを述べた.しかし，実際の

ストレス負荷時における尿中コルチゾールレベルの変動についても確認する必

要がある.そこで，ウシを社会的隠離させた時の尿中コルチゾールおよび尿中

カテコールアミンについて調べ，それらがどのように変化するのかについて検

討した.あわせて，尿中コルチゾールレベルと尿中カテコールアミンレベルの

関係についても調べた.

2ユ2. 材料および方法

( 1 ) 供試動物および試験方法

試験は東北農業研究センター内(岩手県盛岡市)で行った. 6頭の日本短角

種雌牛(平均体重 651+42 kg)を供試した.それらを含む 14頭 (457-756kg， 

2-12才)を 1群として牛舎で群飼し，それらは隣接する松林 (2.5ha)に自由

にアクセスできた (Fig.2・5) .牛群は， 1日2回， 09:00と 16:00に牛舎で給

餌し，飼料は， 1日1頭あたり濃厚飼料 1kg，粗飼料として乾草を自由摂取さ

せた.濃厚飼料は 2.1.と同様のものであった.水は自由摂取させた.牛群は，

給餌の時のみ牛舎にいたが，その他の時間帯は松林で過ごした.

試験牛は， 1頭ずつ社会的に隔離した.すなわち電牧で松林へのアクセスを

3日間禁じた.初日の隔離処理は 8:30に開始した.その他のウシはすべて給餌

と給餌の聞は松林で過ごし，その間，試験牛の位置からは牛群は見えなかった.

試験牛の尿は， 3日間の隔離処理期間中， 1日1回， 9:00以降の最初の排池
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物を採取したが， 2.1.で尿中コルチゾールレベルの変動と血柴中コルチゾール

濃度の変動には約 0.5時間の時間差があることが確認されたため，初日のみ，

隠離処理 2時間後からの尿を採取した.各尿のうち 30mlをフィルターで癒過

し不純物を取り除き，カテコールアミン用には 6N塩酸を数滴加えて酸性化し

たものを準備し，分析まで-200Cで保存した.

( 2 ) 分析方法

尿中コルチゾールおよび尿中カテコールアミンは，市販の EIAキットを用い

て測定した(OxfordBiomedical Research， Inc.， Oxford， MI， USAおよびLabor

Diagnostika N ord， N ordhorn， Germany) .これらの尿中の値は尿の希釈率を

補正するため，尿中のクレアチニン濃度に対する比で表した.クレアチニンは，

Jeffe法により測定した(クレアチニンテスト，和光純薬，大阪，日本) .尿

中コノレチゾールレベルおよび尿中カテコールアミンレベルは， ng/mgクレアチ

ニンを単位とした.

( 3 ) 統計処理

尿中コルチゾールレベルおよび尿中カテコールアミンレベルは， SAS 

(Version9.21; SAS Institute， Cary， NC， USA)のMIXEDプロシジャを用い，

個体を変量効果，採取日を母数効果とし， Scheffeの多重比較を行った.また，

尿中コルチゾールレベルと尿中カテコールアミンレベルの相関は， SASの

CORRプロシジャを用いて解析した.

2ユ3. 結果および考察

尿中コルチゾールレベルおよび尿中アドレナリンレベルは，隔離前と比較し，

隔離処理 1日目で有意に上昇し (P< 0.05) ，続く 2日間では処理前のレベル

に戻った (Fig.2-6) .尿中ノルアドレナリンレベルは，採取日によりなんら
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かの差がある傾向が見られたが (P< 0.07) ，多重比較による採取日間の明確

な差は見られなかった.ウシにおいて短期の社会的隔離処理はコノレチゾール分

泌を増加させるが (Rushenら 1999)，社会的隔離処理が長期化するとその増

加は見られなくなると言われている (MunksgaardとSimonsen1996) .この

ことから，社会的隔離に対する適応あるいはコルチゾール分泌のフィードパッ

ク機能が働いていると考えられている.本試験においても，尿中コルチゾール

レベルの上昇が確認され，その上昇は一過性であった.

一方，コルチゾール分泌と異なり，家畜を対象としたストレス刺激時のカテ

コールアミンに関する研究は，循環血液中のカテコールアミンの分解が速くそ

の測定が難しいこと，また，個体差が大きいことなどの理由から少ない(Minton

1994) .しかし， 300 kg程度の子牛を 14時間トラック輸送した時，血衆中ア

ドレナリンおよびノルアドレナリン濃度は上昇したという報告(Odore ら

2004)や，いわゆるヌレ子と呼ばれる晴乳子牛を 100km以上輸送すると血柴

中ノルアドレナリン濃度は上昇したという報告 (Uetakeら 2011)は，ウシに

おいてもストレスにより SAM系が活性化されることを示している.また，雄

ウシにおいて，屠畜前の扱われ方が屠畜後の尿中アドレナリンレベルを上昇さ

せること (Loweら 2004)や，数品種の去勢牛において，屠畜後の尿中カテコ

ールアミンレベルはその品種のストレス感受性を反映していること (Muchenje

ら 2009) が報告されている.本試験の結果から，屠畜後だけではなく，生体

においてもストレスにより尿中アドレナリンレベルが上昇することが明らかと

なった.

Table2・3に尿中ホルモン聞の相関係数を示した.尿中コルチゾールレベルは，

尿中アドレナリンレベルとの聞に正の相闘がある傾向が見られたが (P<0.08) ， 

尿中ノルアドレナリンレベルとの聞に相関は見られなかった.Fouryら(2005)

は，屠畜後のブタの尿を調べ，尿中コルチゾールレベルと尿中アドレナリンレ
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ベルの聞には正の関係があり，それは，尿中コノレチゾールレベルと尿中ノルア

ドレナリンレベルの正の関係、よりも強いと報告しており，我々の結果と一部一

致している. しかし彼らは，尿中アドレナリンレベルと尿中ノルアドレナリン

レベルの聞にも強い正の関係があると報告しているが，我々の試験では，尿中

アドレナリンレベルと尿中ノルアドレナリンレベルの聞に相関は見られなかっ

た. Appleら(1995) は，ヒツジを用い，拘束および社会的隔離ストレスは，

血築中コルチゾール濃度およびアドレナリン濃度を著しく上昇させるが，ノル

アドレナリン濃度を変化させなかったと報告している.アドレナリンは，特に，

精神的ストレスを反映し，一方，ノルアドレナリンは身体運動と関係があると

言われている(Odoreら 2004) .また， Fouryら (2005) は，副腎皮質と副

腎髄質は連携しながら生体内で機能するが， HPA系と SAM系は独立してそれ

ぞれが働いていると述べている.これらのことが，本試験において，尿中コル

チゾールレベルと尿中アドレナリンレベルとの聞にのみ相闘が見られたことと

なんらかの関係あるのかもしれない.

以上のことから，日本短角種において，社会的隔離ストレスを負荷すると，

一時的に尿中コルチゾールレベルおよび尿中アドレナリンレベルが上昇するこ

とが明らかとなった.尿中コルチゾールレベルは，人為的な HPA系活性の高

まりだけではなく，実際のストレス負荷にも反応して上昇することが明らかと

なった.また，尿中コルチゾールレベルだけではなく，尿中アドレナリンレベ

ルについても，非侵襲的なストレス指標となりうることが，屠体だけではなく

生体においても示された.隔離処理 1日目において，尿中コルチゾールレベル

は処理前と比較し 2.4倍，尿中アドレナリンレベルは 2.7倍の上昇でほぼ同程

度であり，いずれも処理 2日目には処理前レベルに戻ることから，どちらがよ

り優れたストレス指標であるかについては断言できない結果であった.ただし，

本試験で用いた分析キットは，カテコールアミン測定では測定前にアシル化が
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必要など，コノレチゾールの方が測定の手順が簡易であり，利用しやすいと考え

られた.
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Fig. 2-5 Experimental facilities to study the effect of social 

isolation in cattle. 
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errors. Different letters indicates significant differences 
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Table 2・3Correlation coefficient among urinary 

hormone levels in cows 

Cortisol 

Adrenaline 

Noradrenaline 

Adrenaline Noradrenaline 

0.375本 0.088

0.173 

本Approachingsignificance (P < 0.08) 
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2.3. 除角および去勢が尿中コルチゾールレベルに及ぼす影響

2.3.1. 緒言

多頭の群飼育の場合，その管理を円滑に行うために除角を実施することが多

い.除角によって，順位争いによる角の突き合いによる損傷を減少させ，また，

肉用牛では肉質を向上させるという報告がある(前原ら 1993) . 

また，雄子牛は，多くの場合肉用牛として肥育されるが，去勢を施すことで，

肉質が向上するとともに，管理者への危険が減少する(玉城ら 2006)

このように，除角や去勢は産業上必要であり，一般的に行われる処置である.

しかし，これらはウシにとって著しいストレッサーであることは容易に想像で

き，実際，これらの処置により血柴中コルチゾール濃度は上昇する.除角によ

る血策中コルチゾール濃度の変化については多くの研究が報告されているが，

Staffordと Mellor(2005) の総説によると，除角により，血築中コルチゾー

ル濃度は急速に上昇し，約 30分で最高値に達し，その後， 5-6時間後には元の

レベルに戻る.この一連の反応は， 6週齢の子牛でも， 6ヶ月齢の子牛でも大

きくは変わらない.また，去勢によっても血柴中コルチゾール濃度は上昇する

が， 6 ヶ月齢よりも遅く処理すると，コルチゾール濃度はより上昇する

(Bretschneider 2005) .本節では，除角や去勢といった処置によって血媛中

コルチゾール濃度が上昇した時における，尿中コルチゾールレベルの変化につ

いて調査し，ストレス指標としての有効性について検討した.
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2.3ユ 材料および方法

( 1 )供試動物および試験方法

試験は東北農業研究センター内(盛岡市)で行った.日本短角種の雄子牛 3

頭 (3ヶ月齢，平均体重 131::t16.2 kg) と，雌子牛 3頭 (8ヶ月齢，平均体重

195::t 5.81 kg) を供試した.雄子牛には除角と去勢を実施し，除角と去勢の処

置は 2日間の間隠をあけた.雌子牛には除角の処置を行った.除角，去勢とも

に無麻酔で実施した.除角は横臥位の保定後，除角器を使用し，焼熔により止

血した.去勢は，横臥位の保定後，無血去勢器を用いて実施した.保定前の安

静時に尿を採取し，処理前の試料とした.除角または去勢処理後 60分以内に

尿を採取し，除角または去勢時の試料とした.ただし，除角処理を施した 1頭

については，処理中の尿を試料とした.各尿をフィルターで漉過し不純物を取

り除き，分析まで-200Cで保存した.

( 2 )分析方法

尿中コルチゾールは，市販の EIAキットを用いて測定した(Oxford 

Biomedical Research， Inc.， Oxford， MI， USA; Labor Diagnostika Nord， 

N ordhorn， Germany) .これらの尿中の値は尿の希釈率を補正するため，尿中

のクレアチニン濃度に対する比で表した.クレアチニンは Jeffe法により測

定した(クレアチニンテスト，和光純薬，大阪，日本) .尿中コルチゾールレ

ベルは， ng/mgクレアチニンを単位とした.

( 3 )統計処理

尿中コルチゾールレベルは， SAS (Version9.21; SAS Institute， Cary， NC， 

USA) の MIXEDプロシジャを用い，個体を変量効果，処理を母数効果とし，

Scheffeの多重比較を行った.
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2ふ3. 結果および考察

尿中コルチゾールレベルは，去勢によって有意に上昇し，また，除角によっ

ても上昇する傾向が認められた (Fig.2・7) .除角や去勢により，血紫中コル

チゾール濃度は処置後約 30分で最高値に達する (Molonyら 1995) . 2.1.に

おいて，尿中コルチゾールレベルは，血柴中コルチゾール濃度の変化と J 30分

程度の遅れをともなって同様に変化することを確認した.よって，処置後約 60

分後の尿中にコルチゾールが多量に含まれると考えられ，本試験で行った試料

採取は J 1頭の供試牛については除角処理中に尿を採取したことも含め，若干

早かったかもしれない.しかし，それらの作業は横臥位の保定という処置を伴

うため，本試験で得られた試料は，保定を含めたストレッサーに曝された試料

であると考えられた.除角処理前の，保定枠への拘束のみのストレッサーに対

しても血策中コルチゾール濃度は上昇するという報告がある (Wohltら 1994)

従って，本試験からは，なんらかの身体的(および精神的)ストレッサーが負

荷され、血柴中コルチゾール濃度が上昇する時には，尿中コルチゾールレベル

も上昇することが明らかとなった.

除角や去勢は，産業上必要で回避できない処置であるため，その際のウシへ

の負担を少しでも減らそうと様々な研究が行われている.例えば鎮痛剤，抗炎

症薬，局所麻酔薬の使用や (StaffordとMellor2005) J 超早期での実施(白

尾 2000;Bretschneider 2005)などにより，ストレス低減を試みている.その

際，多くの研究では血液中コルチゾール濃度でウシのストレスレベルを評価し

ているが，尿中コルチゾールレベルに代えることによって，より簡易に，かっ

採血によるストレスを排除した上でストレスレベルを評価できるものと考えら

れる.

以上のことから，少なくとも身体的ストレッサーを受けたときのストレス指
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標として，尿中コノレチゾーノレレベルは有効であることが確認された.
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Fig. 2-7 Urinary cortisol levels before and after dehorning 

and castration. Values are means + standard 
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2.4. 小括

本章では，ウシにおいて，スポット尿を用いた尿中コルチゾールレベルが，

ストレス指標として利用可能かについて検討した.その結果，ウシに ACTHを

投与することにより，人為的に血築中コルチゾール濃度を高めると，尿中クレ

アチニンに対する比で表した尿中コルチゾールレベルも同様に高まり，時間の

経過とともに血築中コルチゾール濃度が低下すると，尿中コルチゾールレベル

も同様に低下した.このように，尿中コルチゾールレベルは，血媛中コルチゾ

ール濃度の変化を非常によく反映していた.尿は，血液と異なり，ウシに対し，

その採取が非侵襲的かつ簡易に行え，採取自体がストレッサーになりうる危険

性は少ない.これらのことから，尿中コルチゾールレベルは血液中コルチゾー

ル濃度の代用として利用が可能であると判断するとともに，その採取に負荷が

かからないため，血液よりもむしろ正確なストレス指標になりうるかもしれな

い.次に，精神的ストレッサーとして社会的隔離処置を施した時，および，身

体的ストレッサーとして除角や去勢処置を施した時における，尿中コルチゾー

ルレベルについて調査した.その結果，いずれのストレッサーに対しても，尿

中コルチゾールレベルは上昇した.以上のことから，尿中コルチゾールレベル

は，ワシにとってストレス指標として有効であることが明らかとなった.その

ほかに，尿中 17-0HCSおよびカテコールアミンについても同様に検討したが，

血柴中コルチゾール濃度への反映精度や，測定の複雑さから，尿中コルチゾー

ルの方が優れた指標であると考えられた.

36 



第3章飼育方式がウシのストレスレベルに及ぼす影響

我が国の畜産は，肉用牛，乳用牛ともに，その飼育は牛舎内で集約的に行わ

れ，給与飼料の大部分は海外からの輸入に頼っているのが現状である.しかし，

著しい飼料自給率の低下や口蹄疫の発生などから，輸入飼料に依存しない安心

安全な畜産を目指して，農林水産省は「酪農及び肉用牛生産の近代化を図るた

めの基本方針Jを策定し，その中で放牧を推進している(農林水産省 2010). 

わが国では，放牧はこれまで衰退の一途をたどってきたが，この 10年間で放

牧を取り入れる農家の割合は1.5--2倍に増加している.

昨今の畜産業界では，世界的にアニマルウェルフェアに対する取り組みが

行われている.家畜におけるアニマルウェルフェアとは， r飢えと渇きからの

自由J， r不快からの自由J， r痛み，傷，病気からの自由J， r通常行動へ

の自由J， r恐怖や悲しみからの自由Jの 5つの自由を保証してやることであ

り，家畜をよりストレスが少なく彼らの本来の性質を尊重する方法で飼育する

ことを意味する(佐藤， 2013) .このようなアニマルウェルフェアの視点から

も，放牧は優れた飼育方式だと一般的に思われている.例えば， ドイツ圏で福

祉の指標とされている AnimalNeeds lndex (ANI2000) では，放牧時聞が多

いほどウェルフェアスコアは高く評価される(瀬尾 2010;近藤 2013).また，

放牧では乳房炎 (Washburnら 2002) や肢行 (Hernandez-Mendoら 2007)

といった疾病が少ないとも言われている.しかし，放牧牛は気象環境の影響や

小型ピロプラズマ病の発病リスクなど，その飼育環境は非常に厳しいのも事実

である.放牧牛のストレスを客観的にとらえ評価できれば，アニマルウェルフ

ェア研究の一助になると同時に，わが国における放牧の普及にもつながると考

えられる.

そこで本章では，放牧および舎飼い飼育下におけるストレスレベルを調査し，
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比較検討した.ストレス指標としてのコルチゾールは，血液中の濃度を測定す

るのが一般的であるが，放牧牛ではヒトとの関係が希薄になりがちなことから，

採血行為自体が極度のストレッサーとなり，血液中コルチゾール濃度をストレ

ス指標として用いることは難しい.血液中コルチゾール濃度に代わって，尿中

クレアチニンに対する比で表した尿中コルチゾールレベルがストレス指標とな

り得ることを第 2章で確認できたことから，本章においても尿中コルチゾール

レベルをストレス指標として用いた.対象牛は日本短角種およびホルスタイン

種とした.日本短角種は，北海道および北東北で飼育され，放牧適正があると

言われている品種である.一方ホルスタイン種は，乳用牛として世界で最も一

般的な品種であるが，暑熱に弱い.そのような特徴のある 2品種では，飼育方

式に対する尿中コルチソールレベルの反応が異なった.そこで最後に，この 2

品種間で飼育方式や暑熱に対する尿中コルチゾールレベルについて比較し，尿

中コルチゾールレベルとそれぞれの品種の特徴との関連について考察した.
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3.1. 飼育方式が日本短角種における尿中コルチゾールレベルに及ぼす影響

3.1.1. 緒言

放牧されたウシは，より自然な行動パターンを発現しやすい環境にあると言

われており (Hemsworthら 1995)，舎飼い飼育下と放牧飼育下で，ウシの行

動を比較した研究がいくつか報告されている.Krohnら(1992)は，年間を通

じて，ウシは数時間は外で過ごすことを好み，特に夏は牛舎内で TMRを摂取

するよりも放牧地で生草を摂取する方を好むと報告している.また，舎飼い飼

育下のウシは，放牧飼育下のウシよりも休息時聞が短く(Oconnellら 1989)， 

牛舎でつなぎ飼いされていたウシを放牧すると常同行動の発現頻度が減少した

(Redbo 1990) という報告もある.これらの報告では，行動学的側面から，放

牧は舎飼いと比較しウシにとってストレスは少ないだろうと結論づけている.

一方，生理学的側面から，放牧と舎飼いを比較した研究は進んでいない.

Redbo (1993) は，放牧されているウシを牛舎でつなぎ飼いすると，その後 1

週間はコルチゾール分泌の上昇が認められたことから，つなぎ飼いはウシにと

ってストレスになり得ると考察している.しかしこの研究では，逆のパターン

である牛舎から放牧へと飼育環境を変化させた検討が行われておらず，コルチ

ゾールの上昇は，単に，飼育環境が変わったことに起因する可能性も否定でき

ない.

そこで試験 1では，放牧から舎飼い，あるいはその逆の飼育環境の変化が，

コノレチゾール分泌にどのように影響を及ぼすかについて調査し，あわせて行動

調査も行い，放牧と舎飼いでどちらがウシにとってストレスになるのかについ

て検討した.ウシは，反幼時には伏臥姿勢を好み(RuckebuschとBueno1978) ， 

反幼時における起立姿勢の増加は不快性と何らかの関係があると言われている
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(OstermanとRedbo2001) .これらのことから，反物時の伏臥率を行動学的

ストレス指標として調査した.さらに試験 2では，実際の春の放牧開始前後に

おけるコルチゾール分泌について調査し，実験的ではなく実際に起こりうる状

況下における検討も加えた.

3.1.2. 材料および方法

( 1 ) 供試動物および試験方法

試験は東北農業研究センター内(岩手県盛岡市)で行った.

(ア) 試験 1

日本短角種経産牛 7頭(平均体重 632土39kg) を供試した.供試牛はすべて

放牧および舎飼い経験はあるが，つなぎ飼いは未経験だった.供試牛を含む牛

群は， 2004年 4月 27日に放牧地に出された.供試牛は，施設の関係から 2つ

のグループに分け，4頭は 2004年 6月 2日に，残り 3頭は 2004年 7月 7日に，

それぞれ放牧地から牛舎へと飼育環境を変え， 4週間後に再び放牧地に戻した.

放牧地から牛舎へと飼育環境を変える 2週間前から，牛舎から放牧地へと戻し

た 4週間後までを試験期間とした.放牧地は，全部で 4haあり，第一優占草

種はケンタッキーブルーグラス (Poapratensis L.)であった.放牧地では，

供試牛は他の非供試牛と一緒の牧区に放牧され，放牧密度は約 3.6頭Ihaであ

った.補助飼料は給与されなかった.牛舎では，供試牛は約 1mのロープある

いは鎖でつなぎ飼いされた.供試牛は一列に並び隣の牛との間隔は約 1mであ

った.隣のウシとの聞に仕切りはなく，接触は可能だった.牛床にはもみ殻を

しき，毎日交換した.飼料は残飼が少量生じる程度の乾草を 09:00と 16:00の

1日2回，等量を給与した.水と鉱塩は各供試牛の前に配置し，不断給餌した.

供試牛からのスポット尿は，飼育環境を変えた後 5日聞は毎日採取し，加えて，
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試験期間中 1週間ごとに 1回採取した.スポット尿は， 8:30以降最初の排池物

を採取した.各尿のうち 30mlをフィルターで鴻過し不純物を取り除き，分析

まで-200Cで保存した.

(イ) 試験 2

日本短角種経産牛 6頭(平均体重 653:t20kg) を供試した.供試牛は，他

の非供試牛とともに冬季は牛舎で飼育され， 2003年 5月 1日に放牧を開始し

た.放牧開始 2週間前から開始 4週間後までを試験期間とした.放牧地は試験

1と同様であった.牛舎では群飼とし，隣接する松林 (2.5ha)への移動が可

能だった.飼料は， 1頭あたり 1日につき配合飼料 1kgと乾草 12.5kgDMを

09:00と 15:30に等量与えた.水と鉱塩は不断給餌した.供試牛からのスポッ

ト尿は放牧開始日を O日とし， -14， -7， -6， -3， 1， 2， 3， 5， 6， 7， 14， 21， 

28日目に採取した.採取後の取り扱いは試験 1と同様とした.体重は毎週測定

した.

( 2 ) 尿採取および分析

尿中コルチゾールは，市販の EIAキットを用いて測定した(Oxford 

Biomedical Research， Inc.， Oxford， MI， USA) .尿中コルチゾールは，尿の希

釈率を補正するため，尿中のクレアチニン濃度に対する比で表した.クレアチ

ニンは， Jeffe法により測定した(クレアチニンテスト，和光純薬，大阪，日

本) .尿中コルチゾールレベルは， ng/mgクレアチニンを単位とした.

( 3 ) 行動調査

試験 1においては行動調査を実施した.試験期間中 1週間ごとに 1回， 13:00

から 17:00の 4時間， 4分おきのタイムサンプリングにより実施した.すなわ

ち， 1セッションにつき 1頭あたり 60の観測データを得た. 1人の観測者が，

供試牛の姿勢(起立あるいは伏臥)および行動(採食，反勿，飲水，自己なめ，

社会行動あるいはその他)を同時に観測し記録した.総反幼時間のうち，伏臥
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姿勢での反甥時間の割合を算出し，反幼時の伏臥率とした.

( 4 ) 統計処理

行動調査から得られた反甥時の伏臥率データについては逆正弦変換した後，

尿中コルチゾーノレレベルおよび体重とともに， SAS (Version9.21; SAS 

Institute， Cary， NC， USA)のMIXEDプロシジャを用いて解析した.試験 1

においては，個体を変量効果，グ、ループ，行動調査日または尿採取日，および

それらの交互作用を母数効果とて解析した.試験 2においては，個体を変量効

果，体重測定日を母数効果として解析した.飼育方式の影響については，

CONTRASTステートメントを用い， Scheffeの多重比較の基準に従い解析した.

3.1.3. 結果および考察

試験 1において，尿中コルチゾールレベルは，グループと尿採取日の交互作

用に有意性はなかったため (P< 0.31) ，グループをまとめて解析した.放牧

地から牛舎へと飼育方式を変化させたとき，尿中コノレチゾールレベルは，変化

前と比較し， 1日目において約 3.4倍上昇した (Fig.3・1).その後， 1週間は

高レベルを維持し，放牧時の値と比較し有意に高かったが (Pく 0.01)， 2週

目には牛舎飼育前のレベルにまで低下し，続く牛舎飼育期間中はそのまま維持

した.このことから，放牧地から牛舎という飼育方式の変化は HPA系を活性

化すると考えられた.ただし，本試験の供試牛は，これまでに牛舎でのつなぎ

飼いを経験したことがなく，このこともコルチゾールの上昇に一部影響を及ぼ

していると考えられる.本試験結果は，放牧しているウシを牛舎でつなぎ飼い

すると，最初の 1週間はコルチゾールの分泌量は上昇したがその後は減少した

という Redbo(1993)の報告と一致する.ウシにおいて，つなぎ飼いや横臥制

限が長期にわたると，コルチゾール濃度は一時的に上昇するがその上昇は持続
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しない (LadewigとSmidt1989; MunksgaardとSimonsen1996) ことから，

コルチゾール分泌のフィードパック機能や，新規環境に対する適応の存在が指

摘されており，本試験においても同様のことが考えられた.

一方，牛舎から放牧地へと飼育方式を変化させたときは，尿中コルチゾール

レベルの変化は見られなかった.このことから，ウシにとって，放牧から牛舎

でのつなぎ飼いという飼育方式の変化は，逆の，牛舎でのつなぎ飼いから放牧

という変化よりも，一時的にせよ HPA系の活性を高めるということが明らか

となった.

試験 1の期間中，異物なめや舌遊び行動といった異常行動は見られなかった.

反勿時の伏臥率は，グループと行動調査日の交互作用が有意であったが (p< 

0.01) ，各グループ内の結果は同様の傾向にあったためまとめて表した (Fig.

3・2).反幼時の伏臥率は，放牧地から牛舎へと飼養環境を変えると大きく下が

り，舎飼い期間中は低いまま維持した.牛舎から放牧地へと飼育環境を変える

と反幼時の伏臥率は牛舎飼育前のレベルに戻った.これらのことからも，ウシ

にとって，牛舎でのつなぎ飼いは放牧よりも不快だったと考えられる.また，

LadewigとSmidt(1989)や Redbo(1993)の考察と同様に，本試験からも，

行動学的指標は，長期的あるいは繰り返されるストレスに対し，生理学的指標

よりも，反応が強く現れると考えられた.

試験 2において，春の放牧開始前後に尿中コルチゾールレベルの変化は認め

られなかった (Fig.3・3) .このことは，試験 1において，牛舎から放牧へと

飼育方式を変えたときに尿中コルチゾールレベルは変化しなかったことと一致

する.しかし試験 1の牛舎環境はつなぎ飼いであり，試験 2では隣接する松林

への移動も可能な群飼，と，試験 1と2では牛舎での自由度に大きな違いがあ

った. Redbo (1990) は，常同行動は，放牧前の舎飼いよりも，放牧後の舎飼

いで増加すると報告している.このことから，ウシにとっては， r放牧の前J
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よりも， r放牧の後Jがストレスで，試験 1と2の放牧前の牛舎環境の違いに

よる影響は少なかったと考えられる.一方，体重は放牧開始後増加し，放牧開

始 33日目には，放牧開始 0日と比較しその増加は有意だった (pく 0.01).一

般的に，ウシを放牧すると，開始直後はボディコンディションスコアや体重は

減少すると言われている (Washburnら 2002;Hernandez-Mendoら 2007). 

本試験では供試牛として日本短角種を用いたが，日本短角種は，伝統的に夏山

冬里方式で飼育されてきた品種で，放牧に適していると言われており(高安

1983) ，本試験でも放牧開始直後から体重増加が見られた.このことから，本

試験で見られた，放牧から牛舎へと飼育方式を変えたことによる尿中コルチゾ

ールレベルの上昇は，放牧適性がある日本短角種に限って見られる現象である

可能性も否定できず，他の品種でも検討する必要性が生じた.

以上のことからまとめると，日本短角種において，放牧から牛舎でのつなぎ

飼いへと飼育方式を変えると，尿中コルチゾーノレレベルは上昇したが，牛舎で

のつなぎ飼いから放牧に変えると尿中コルチゾーノレレベルは変化しなかった.

また，牛舎よりも放牧の方が反甥時の伏臥率も高かったことから，日本短角種

においては，牛舎よりも放牧という飼育方式の方がストレスが少ないことが示

唆された.

44 



50 

-.z g u 2 E445 0 

35 

|P…ド
1E 通
30 

25 

E s z 
20 

15 

10 

5 

。
。 10 20 30 40 50 60 70 

Day 

Fig.3・1Urinary cortisol levels of cows under indoor housing 
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differences (P < 0.01). 
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3ユ 飼育方式がホルスタイン種における尿中コルチゾールレベルに及ぼす

影響

3.2.1. 緒言

3.1.において， 日本短角種では，放牧よりも牛舎の方がストレスの多い飼育

方式であることを，一時的な尿中コノレチゾールレベルの上昇および持続的な反

幼時の伏臥率の低下から明らかにした.

一方，牛舎では，ウシは高品質の飼料摂取が可能であり，雨風を防げるとい

ったメリットもある.Legrandら (2009)は，ホルスタイン種泌乳牛を用いて

放牧地と牛舎の選択試験を行い，ウ 1シは特に温湿度指数 (THI)が高いと日中

は牛舎で過ごすことを選択したと報告している.また， Charltonら (2011b)

は，降雨や乳量によって反応は異なるが，ホルスタイン種泌乳牛を用いて放牧

地と牛舎の選択試験を行った結果，放牧地および牛舎の選択率がそれぞれ 8%

および 92%だったと報告している.

ホルスタイン種は，ジャージ一種やブラーマン種と比較して特に暑熱に弱い

品種であり (Garcia-Penicheら 2005) ，加えて，泌乳期は特に暑熱に対する

感受性が高いと言われている (Hemsworthら 1995).我が国は温暖湿潤気候

帯に位置するが，昨今の夏季の猛暑は全国レベルで著しい(日本気象協会 2013). 

これらのことから，ホルスタイン種泌乳牛にとって，夏季の放牧はむしろスト

レスになり得る可能性も否定できない.

そこで，ホルスタイン種泌乳牛において， 3.1.とほぼ同様に，舎飼いから放

牧，あるいはその逆の飼育方式の変化が尿中コルチゾールレベルに及ぼす影響

を調べ，放牧と舎飼いでどちらがストレスになるのかについて，特に夏季の放

牧に焦点をあて検討した.また，起立および伏臥動作は，ウシにおいて飼育環
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境のウェルフェアを評価する際のよい行動学的指標と考えられている (Lidfors

1989) ことから，本試験において，放牧および舎飼い飼育下において，これら

の動作に要する時間を調査した.飼育方式の急変によるダメージを避けるため，

飼育方式の移行時それぞれに 1週間の馴致期間を設けた.

3ユ2. 材料および方法

( 1 )供試動物および試験方法

試験は東北農業研究センター内(岩手県盛岡市)で行った.泌乳中期のホノレ

スタイン種泌乳牛 16頭(平均体重 605::!::19 kg ;日平均乳量 25.3::!::1.5 kg) を

供試した.供試牛は，試験前には他のホルスタイン種泌乳牛とともに， 1年を

通じてパドック付きの牛舎で，後述する舎飼い期と同様に飼育されていた.搾

乳時間は 06:00と 16:30の 1日2回であった.水と鉱塩は自由摂取とした.

試験は 2年間に 3回に分けて行った. 1回目の試験 (Period1)では，放牧

経験のない 5頭を供試した. 2回目の試験 (Period2)では放牧経験のない 3

頭を供試した. 3回目の試験 (Period3)では，放牧経験のある 6頭と，放牧

経験のない 2頭の計 8頭を供試した.供試牛は，牛舎から放牧地へと飼育方式

を変え， 3週間放牧した後牛舎へ戻した.飼育方式の切り替え時には， 1週間

の馴致期間を設けた.各 Periodは9週に渡る 5つの期間から成り立っている.

すなわち，試験開始直前期 (1週間) ，放牧馴致期 (1週間;放牧馴致開始日

を O 日とする) ，放牧期 (3週間) ，舎飼い馴致期 (1週間) ，舎飼い期 (3

週間)である.Period 1， 2，および 3の放牧期はそれぞれ 2008年 6月 30日，

2008年 9月 8日および 2009年 8月 3日に開始した (Fig.3・4)

放牧期は，搾乳および配合飼料給与時以外は昼夜放牧とした.配合飼料(可

消化養分総量 [TDN]79.9% [乾物中]，組タンパク質 [CP]14.0% [乾物中]) 

49 



は，日本飼養標準・乳牛(1999) に従い各搾乳前に牛舎で給与した.第一優占

草種がオーチヤードグラス (Dactylisglomera ta L.) である放牧地 (1ha) は

電気牧柵で 5つの区画に分け， 1牧区あたり 2・3日の輸換放牧を行った.放牧

地には 5x5mの庇陰場所を設置した.また，放牧地に沿って松の木が植えられ

ており，ウシはその木陰を利用できた (Fig.3・5) .放牧地には供試牛のみ放

牧した.水飲み場は庇陰場所近くに設置した.放牧地と牛舎は約 110m離れて

おり小道でつながれていた.

舎飼い期では，ウシは約 1mの鎖でつなぎ飼いされた.朝の搾乳後 2時間お

よび夕方の搾乳前 3.5時間の計 5.5時間は，隣接するパドックに非供試牛とと

もに放たれた.その聞に牛床を清掃し敷料のおがくずを交換した.配合飼料

(TDN80.2% [乾物中]， CP62.2% [乾物中])およびオーチヤードグラス乾

草 (TDN62.% [乾物中]， CP11.9% [乾物中])を日本飼養標準・乳牛 (1999)

に従って給与した.

放牧馴致期では，最初の 3日聞は，ウシは朝の搾乳後から 13:00まで放牧さ

れ，続く 4日間は朝の搾乳後から夕方の搾乳前まで放牧された.それ以外の時

間帯は舎飼い期と同様とした.一方，舎飼い馴致期では，最初の 3日聞は朝の

搾乳後から 13:00まで舎飼い期と同様に牛舎で飼育し，続く 4日間は朝の搾乳

後から夕方の搾乳前まで牛舎で飼育した.それ以外の時間帯は放牧期と同様と

した.これら放牧馴致期および舎飼い馴致期においては，飼料は舎飼い期と同

様の配合飼料と舎飼い期の半分のオーチヤード乾草を給与した.

気象データは，東北農研センター内にある厨川気象観測露所から得た. THI 

は (Hahn1999) による以下の式を用いて算出した.

THI = (0.81 x TAVE) + RHUM (TAVE -14.4) + 46.4 

TAVE: 日平均気温 (OC) ， RHUM: 日平均湿度(小数点表示)

放牧期と舎飼い期における THIは同じとみなし，放牧期および舎飼い期と
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もに上記の THIの値を用いた.

( 2 )尿採取

供試牛からのスポット尿は， -6 日目(試験開始直前期) ， 0， 1， 2， 3， 4 

日目(放牧馴致期) ， 7， 8， 9， 14， 27 日目(放牧期) ， 28， 29， 30， 31， 

32日目(舎飼い馴致期) ， 35， 36， 37， 42， 55日目(舎飼い期)に， 1日 1

回， 09:00以降最初の排池物を採取した.各尿のうち 30mlをフィルターで漉

過し不純物を取り除き，分析まで-200Cで保存した.

( 3 )分析方法

尿中コルチゾールは，市販の EIAキットを用いて測定した(Oxford 

Biomedical Research， Inc.， Oxford， MI， USA) .尿中コルチゾールは，尿の希

釈率を補正するため，尿中のクレアチニン濃度に対する比で表した.クレアチ

ニンは， Jeffe法により測定した(クレアチニンテスト，和光純薬，大阪，日

本) .尿中コルチゾールレベルは， ng/mgクレアチニンを単位とした.

( 4 )行動調査

Period3において，放牧期および舎飼い期における供試牛の伏臥動作と起立

動作をビデオカメラに記録した.記録は連続する 2日間， 09:00から 4.5時間

行った.起立動作および伏臥動作を， Hultgren (2001)の報告に従い，それぞ

れ 2つの動作 (Stage1および Stage2)に分割し (Table3-1)，それらに要す

る時間を計測した.

( 5 )統計処理

尿中コルチゾールレベルは SAS(Version9.21; SAS Institute， Cary， NC， 

USA) の MIXEDプロシジャを用いて解析した.個体を変量効果，飼育方式，

Periodおよびそれらの交互作用を母数効果として解析し，交互作用が有意な場

合においては， Periodごとに飼育方式の効果を Scheffeの多重比較に基づき解

析した.次に， THIを 72以上および 72未満に分け， THIの水準ごとに，個体
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を変量効果，飼育方式を母数効果とし， Scheffeの多重比較による解析を行っ

た.また，飼育方式ごとに，個体を変量効果， THIを母数効果として解析した.

行動調査によるデータについては，各飼育方式下の個体ごとの平均値を

Wilcoxonの符号化順位検定により解析した.

3ユ3. 結果および考察

各 Periodの気象条件を Table3・2に示した.試験開始直前期，放牧期および

舎飼い期における日平均乳量は，それぞれ 25.1kgl頭， 24.6 kgl頭および 21.5

kgl頭であった.

尿中コノレチゾールレベルは，尿採取日と Periodの交互作用が高度に有意 (P

= 0.0002)だったため， Periodごとに分けて Fig.3-6に示した.Period 3では，

放牧期の方が舎飼い期よりも尿中コルチゾールレベルの平均値は高かった

(13.2:t0.68 vs. 9.27+0.40 ng/mgクレアチニン，Pく 0.01). Period 3では，

放牧期の THIが高く，そのことにより尿中コルチゾールレベルが高まった可能

性が考えられた. THIは，暑熱ストレスを表す際に使われる指標であり， THI 

が 72を超えると乳量が減少し始めると言われている (Ravagnoloら 2000) . 

そこで，本試験においても THIを 72で分け， Periodをすべてまとめて解析し

た.THI72以上では，尿中コルチゾールレベルは飼育方式全体に何らかの差が

見られたが (P<0.05， Fig. 3-7) ，多重比較を用いた解析では飼育方式聞に有

意差は見られなかった.また，飼育方式ごとに THIの効果を解析した結果，放

牧期における尿中コルチゾールレベルは， THI72以上の方が THI72未満より

も高かった.これは， THIが高くなるにつれて乳中コルチゾールが上昇したと

いう Zahnerら (2004) の報告と一部一致している.

しかしながら，放牧期を除いては， THIによる尿中コルチゾールレベルの差
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は見られなかった.暑熱ストレスがコルチゾールレベルに及ぼす影響について

は，これまでにいくつか報告されている.しかし，慢性的な暑熱ストレスによ

り，血液中コルチゾール濃度は，上昇した (Elvingerら 1992; Chaiyabutr 

ら 2008)，減少した (Adeyemoら 1981; Correa-Calderonら 2004)，ある

いは変化しなかった (Bouraouiら 2002) とあり，統ーした見解は得られてい

ない.本試験においても，放牧や舎飼いといった飼育方式の違いによって， THI 

がコルチゾールレベルに及ぼす影響に違いが見られ，暑熱によるストレス反応

は，そのウシがおかれている飼育方式によって異なる可能性が示唆された.

放牧は，牛舎よりもウシにとって行動の自由度が高くなる点では，アニマル

ウェルフェアにとって好ましい飼育方式であると一般的に恩われている

(Hemsworthら 1995) . 3.1.における日本短角種を用いた試験では，放牧よ

りも舎飼いにおいて一時的な尿中コルチゾールレベルの上昇がみられ，放牧は

牛舎よりもストレスの少ない飼育環境であることが生理学的にも示された.し

かし， Legrandら (2009)や Falkら (2012) は， THIが上昇するにつれて，

ホルスタイン種泌乳牛が日中に放牧地で過ごす時聞は減少した，と報告してい

る.また，ホルスタイン種は特に暑熱に弱い品種であり (Garcia-Penicheら

2005) ，さらに泌乳牛ではルーメン発酵や代謝の過程における熱生産が著しく，

暑熱ストレスに冒されやすい(Bernabucciら 2010) .以上のことから，夏季

の放牧は，その時の THIが 72を超えるような場合は，ホルスタイン種泌乳牛

にとっては，舎飼いよりもストレスになり得ると考えられた.

起立動作にかかる時聞は， Stage 1， Stage 2ともに放牧と舎飼いで差はなか

った (Table3・3) .伏臥動作にかかる時聞は， Stage 2では放牧と舎飼いで差

はなかったが， Stage 1に関しては放牧の方が舎飼いよりも短かった. Krohn 

とMunksgaard(1993)はタイストールとルーズパーンでのウシの伏臥動作を

調べ，タイストールでは伏臥動作や，伏臥動作の準備にかかる時聞が長かった，
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と報告している.Kondoら (2007) もまた，放牧地のウシよりも，つなぎ飼い

されたウシの方が，前肢を踏み始めた時聞から完全に伏臥するまでの時聞が長

かったと報告している.これらの結果から，ホルスタイン種泌乳牛においても，

行動学的には， 3.1.と同様に，放牧地のウシの方が，牛舎でつなぎ飼いされた

ウシよりもウシ本来の行動様式を示しやすいと考えられた.

3.1.では，放牧から舎飼いへの飼育方式の変化後約 1週間，尿中コルチゾー

ルレベルは高値を示したが，その後は変化前のレベルへと回復した.しかし本

節では，飼育方式の変化直後である放牧馴致期や舎飼い馴致期において尿中コ

ルチゾールレベルの上昇は見られなかった.本節では，乳生産を行っているホ

ルスタイン種のコンディションを考慮し，飼育方式の切り替えを急激に行わず，

徐々に慣れさせる「馴致」を行った.どのような方法であれ，恩11致には，日増

体量の低下改善や，呼吸器病，消化器病の発症抑制などの効果があると言われ

ており(仮屋 2005) ，この「周11致Jによってストレスが緩和された可能性も

ある.また，本節の試験の Period3では， 3週間の放牧期において尿中コルチ

ゾールレベルは高値を維持し，コルチゾール分泌の反応は持続的であった.こ

れは，飼育方式だけではなく，暑熱の影響も受けたためかもしれない.本試験

では，舎飼いといっても， 1日のうち数時間はパドックに放たれる，半屋外飼

育であった.そのため，放牧飼育との明確な違いは，生草摂取，十数時間のつ

なぎ飼育，が主なものであり，これらが，飼育方式の違いによる尿中コルチゾ

ールレベルの差に影響しているのかもしれない.

以上のことからまとめると，ホルスタイン種泌乳牛においては， 3.1.のよう

な舎飼いでの尿中コルチゾールの上昇は見られず，むしろ， THIが 72を超え

ると，放牧飼育下においてのみ尿中コルチゾーノレレベルの上昇が見られた.ホ

ルスタイン種泌乳牛にとって夏季の放牧は，舎飼いと比較し行動の自由度は大

きく，アニマルウェノレフェアの 5つの自由のうち， r通常行動への自由Jは満
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たされているが，コルチゾールの上昇を伴う生理的なストレッサーとなり， r不

快からの自由Jは保証されないことが示唆された. 3.1.とあわせると，ホルス

タイン穏と日本短角種では，放牧や舎飼いといった飼育方式や暑熱に対する生

理反応に品種間差が存在すると考えられた.
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June July Aug. Sept. Oct. Nov. 

2008 

Period 1 ト~卜~
↑側、併↑↑側、側、↑↑

Period 2 |B|T4G|TI| 
↑側、併↑↑側、側、↑↑

2009 

~卜~Period 3 

↑側、仲~↑↑州側、↑↑

Fig. 3-4 Schematic representation of the experiment design. 

B = before the experiment; TG = transition phase to 
adapt to grazing; G = grazing; TI = transition phase to 
adapt to indoors; I = indoors. Arrows indicate urinary 
sampling. 

56 



。。。。
Water supply ~ ~ 

01 。。。。。
O 

F 

Shade area 

持n

Fig. 3-5 Plan of the area used for the experiment. 
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Table 3・1Definition of recorded behavioral events. 

Event 

Rising 

Start of rising stag~ 1 

Start of rising stage 2 

End of rising stage 2 

Lying down 

Start of Iying down stage 1 

Start of Iyi ng down stage 2 

End of Iyi ng down stage 2 

Deficition 

Chest lifted from the floor， using carpal joint 
Hind pa比Iifted and hi nd legs stretched 

Both front feet placed on the floor 

Start of pending head movement 

First carpal joint touches the floor 

Chest rests on the floor 
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Table 3-2 Summary of ambient temperatures and 

Temperature-Humidity Index (THI) values per 
period during the study十.

Temperature (OC) Temperature-Humidity Index 

A
U

一
o-

......• 

，tt恒

V
E
-
司
1
4

e
一
nr-

Mean 

21.4 

(22.2) 

17.1 

(18.0) 

20.9 

(23.2) 

Range 

7.3田33.0

( 13.8-31.5) 

2.6-30.4 

(17.3・28劫

8.0-31.3 

(16.2・31.3)

Mean 

68.9 

(70.4) 

62.4 

( 63.8) 

57.2 

(72.5) 

2 

3 

Range 

57.9・76.6

(61.7-74.5) 

50.1・75.5

(50.ふ70.2)

57.2-76.4 

(68.5・76.4)

十Datain the grazing phase are in parentheses. 
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Fig. 3-6 Urinary cortisol levels of cows under THI levels above 

72 (open circles， triangles or squares) and below 72 
(closed circles， triangles or squares) for Periods 1， 2， 
and 3. B = before the experiment; TG = transition phase 
to adapt to grazing; G = grazing; TI = transition phase to 
adapt to indoors; 1= indoors. 
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Fig. 3-7 Urinary cortisol levels of cows for THI levels above 

and below 72. TG = transition phase to adapt to 
grazing; G = grazing; TI :; transition phase to adapt to 

indoors; I = indoors. Values are means + standard 
errors. ** indicates significant differences between 
high and low THI groups (Pく0.01).
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Table 3・3Duration of Iying down and rising of cows in the 

Grazing and Indoors phases during Period 3 (median). 

Grazing Indoor P 

Median n Median n 

Ri5ing 

Stage 1 (5) 1.69 6 3.86 6 0.173 

Stage 2 (5) 2.90 6 2.73 6 0.753 

Lyingdown 

Stage 1 (5) 3.80 7 11.6 7 0.018 

Stage 2 (5) 5.18 7 5.15 7 0.398 
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3.3. 飼育方式によって変化する尿中コルチゾールレベルの日本短角種およ

びホルスタイン種における品種間比較

3.3.1. 緒言

3.1.では，日本短角種において，飼育方式を放牧から舎飼いに変化させると，

尿中コルチゾールレベルの上昇が見られることを明らかにした.一方 3.2.では，

ホルスタイン種において， THIが高いときは舎飼いよりもむしろ放牧で，尿中

コルチゾールレベルが高まることを明らかにした.これらのことから，ホルス

タイン種と日本短角種では，放牧や舎飼いといった飼育方式に対する生理反応

に品種間差が存在する可能性が示唆された.また，ホルスタイン種では，尿中

コルチゾールレベルは暑熱によって変化するが，その反応は飼育方式によって

異なることも明らかとなった.

日本短角種における暑熱の影響については，これまでに，松川と今村(1976)

による，黒毛和種は日本短角種よりも耐暑性がある，という報告のみで詳しく

は調べられておらず，暑熱に対する生理反応については不明な点が多い.他の

品種を用いた暑熱に対する品種間差については，これまでにも多く報告されて

おり，例えば，ジャージ一種やブラウンスイス種は，ホルスタイン種と比較し

暑熱に対する抵抗性があると言われている(Garcia -Penicheら 2005).また，

暑熱に対する感受性はウシの用途にも依存する，すなわち，乳用牛は乳生産に

よる熱生産があるため，肉用牛よりも暑熱に対する感受性は高いという報告も

ある(Bernabucciら 2010).加えて，ストレスに対する内分泌や代謝反応は，

遺伝的要因がきわめて重要な役割を果たすといわれており (Garcia-Belenguer 

ら 1996) ，ストレス反応においても，品種間で異なる可能性は十分に考えら

れる.
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そこで，放牧や舎飼いといった飼育方式が尿中コルチゾールレベルに及ぼす

影響について，ホルスタイン種と日本短角種間で比較検討し， THIの影響につ

いてもあわせて検討した.本試験では，別の目的のために 2006年から 2011年

の聞に行われた 7つの試験から試料を得た.ただし，暑熱時のデータが少なか

ったため，ホルスタイン種のデータの一部については， 3.2.で用いたデータを

使用した.

3.3ユ 材料および方法

( 1 )供試動物および試験方法

試験は東北農業研究センター内(岩手県盛岡市)と北海道農業研究センター

内(北海道札幌市)の 2箇所で行った.ホルスタイン種 50頭(平均体重 598土9.8

kg，平均年齢 3.80::!:0.26才)と日本短角種目頭(平均体重 553:!:34 kg，平均

年齢 3.9+0.6才)を供試した.THIが高い時のデータが限られていたため，ホ

ルスタイン種 50頭のうち 16頭については， 3.2.で供試したウシのデータの一

部を使用した.ただし，放牧馴致期および舎飼い馴致期のデータについては，

放牧，舎飼いの仕分けが不明瞭なため除外した.ホルスタイン種 50頭中 6頭

については， Asakumaら (2010) の報告に詳細が述べられている. 5頭につ

いては， Uedaら (2011)の報告に詳細が述べられているが，その中の 24時開

放牧していた試験牛のみを本試験では使用した.

すべてのウシは放牧(ホルスタイン種 44頭，日本短角種目頭)あるいは舎

飼い(ホルスタイン種 42頭，日本短角種目頭)下で飼育されていた.放牧に

おけるホルスタイン種 14頭および舎飼いにおけるホルスタイン種 6頭は北海

道農業研究センターで飼育され，その他はすべて東北農業研究センターで飼育

されていた (Table3・4).ホルスタイン種はすべて泌乳牛で 1日2回搾乳であ
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った.

放牧では，日本短角種は昼夜放牧であり，ホルスタイン種は搾乳時間以外昼

夜放牧であった.放牧地は 0.5・4haで，第一優占草種はオーチヤードグラス

(Dactylis glomerata L.) J ベレニアルライグラス (Loliumperenne L.) J 

メドウフェスク (Festucapratensis Huds.)またはケンタッキーブルーグラス

(Poa pratensis L.) であり，数区画に分け 1・3日ごとに転牧した.搾乳に要

する養分摂取が必要なため，ホルスタイン種においてのみ搾乳時に配合飼料を

給与した.

舎飼いでは，ホルスタイン種 6頭と日本短角種 5頭については，約 1mの鎖

またはロープでつながれ，ホルスタイン種においては搾乳時間を除くが， 24時

間のつなぎ飼いとした.つなぎ飼いのホルスタイン種 6頭においては別の舎飼

い飼育も行われた.すなわち，この 6頭と他のホルスタイン種 30頭は，前述

のようにつなぎ飼いされたが J 1日に約 5.5時間，牛舎に隣接する外のパドッ

クに放たれた.日本短角種 7頭については，牛舎でスタンチョンにて繋留され

たが J 1日に約 6時間牛舎に隣接する外のパドックに放たれた.残りのホルス

タイン種 6頭と日本短角種 5頭は，それぞれフリーストールまたはルーズパー

ンで飼育された.舎飼い時には，乾草または牧草サイレージと配合飼料を給与

した.すべてのウシにおいて水と鉱塩は自由摂取とした.

気象データは，東北農業研究センター内にある厨川気象観測露所および北海

道農業研究センター内にある羊ヶ正気象観測露所から得た.THIは(Hahn1999) 

による以下の式を用いてそれぞれ算出した.

THI = (0.81 x TAVE) + RHUM (TAVE -14.4) + 46.4 

THI:温湿度指数 J TAVE: 日平均気温 (OC) J RHUM: 日平均湿度(小数点

表示)

放牧および舎飼いにおける THIは同じとみなし，放牧および舎飼いともに
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上記の THIを用いた.

( 2 )尿採取

供試牛からのスポット尿は，放牧においては 1頭あたり 1-8回，舎飼いでは

2-9回採取した.尿採取は 07:30から 13:00の聞に 1日につき 1回行った.各

尿のうち 30mlをフィルターで糠過し不純物を取り除き，分析まで-200Cで保存

した.

( 3 )分析方法

尿中コルチゾーノレは，市販の EIAキットを用いて測定した(Oxford 

Biomedical Research， Inc.， Oxford， MI， USA) .尿中コルチゾールは，尿の希

釈率を補正するため，尿中のクレアチニン濃度に対する比で表した.クレアチ

ニンは， ，Jeffe法により測定した(クレアチニンテスト，和光純薬，大阪，日

本) .尿中コルチゾールレベルは， ng/mgクレアチニンを単位とした.

( 4 )統計処理

尿中コルチゾールレベルは SAS(Version9.21; SAS Institute， Cary， NC， 

USA)の MIXEDプロシジャを用いて解析した.THIは， 72を超えると乳牛に

おいて乳量が減少すると言われていることから (Ravagnoloら 2000)， 72以

上および 72未満で分けた.個体を変量効果，飼育方式(放牧および舎飼い)， 

品種(ホルスタイン種および日本短角種)， THI (THI72以上および 72未満)， 

およびそれらの交互作用を母数効果として解析した.交互作用が有意な場合に

おいては，飼育方式，品種，または THI内において単純主効果の検定を行った.

さらに，飼育方式X品種，品種XTHI，または飼育方式XTHI内において，個

体を変量効果とし， THI，飼育環境，または品種をそれぞれ母数効果として解

析した.
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3.3.3. 結果および考察

Table3"5には，東北農業研究センターおよび北海道農業研究センターにお

ける，本試験で行った尿採取期間中の気象状況を示した.

尿中コルチゾールレベルについては，飼育方式，品種， THIの 3つの因子聞

の交互作用は有意ではなかった (P=0.69， Table 3・6) が，飼育方式と品種と

の聞の交互作用は有意であった (Pく 0.01).そこで，飼育方式ごとに品種の，

または，品種ごとに飼育方式の影響を調べた.その結果，放牧において，尿中

コルチゾールレベルはホルスタイン種の方が日本短角種よりも高かった (Pく

0.01)が，舎飼いにおいては， 2つの品種間で差はなかった (Fig.3・8).日本

短角種は，伝統的に夏山冬里方式で飼育されており(高安 1983)，また， 3.1. 

において放牧開始直後から体重の増加がみられたように，放牧に対する適応能

力が高い品種であると考えられる.ホルスタイン種は，放牧飼育下において，

ジャージ一種と比較し，ボディコンディションスコアが低く，乳房炎の発症率

が高く，さらに繁殖率も低いと言われている (Washburnら 2002) .また，

Prendiville ら (2010) は，バイト速度や食草時間といった，放牧に関連する

能力には明確な品種間差があると報告している.これらのことから，放牧飼育

に対するストレスは， 日本短角種の方がホルスタイン種よりも少なく，日本短

角種の優れた放牧適性を反映していると考えられた.

また，サシパエやアブのような刺吹性昆虫は，放牧牛に対し負の影響を及ぼ

すことがわかっている.例えば，それらはウシに頭振り，脚上げ，尻尾振りな

どの行動を誘発し，一連の食草行動を阻害し，牧草摂取量を減少させると言わ

れている (Doughertyら 1993). Steelmanら(1991)は，ウシの品種間で，

ノサシパエの個体群密度に違いがあるということを報告しており，本試験では

刺唆性昆虫の調査は行っていないが，このような違いが，品種間で尿中コルチ
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ゾールレベルに違いをもたらした可能性も考えられた.

また，ホルスタイン種では，尿中コルチゾールレベルは放牧において舎飼い

よりも高かった (P<0.01， Fig.3・8).一般的に，放牧は舎飼いよりもウェル

フェアレベルが高いと考えられているが，ホルスタイン種に放牧地と牛舎を自

由に出入りさせると，常に放牧地にとどまるというわけではない.むしろ，日

中の THIが高い時や，夜間の降雨時では，放牧地よりも牛舎で過ごす時聞が長

い (Legrandら 2009;Falkら 2012) .また，そのような飼育方式の選択に，

乳量， BCSやこれまでの経験 (Charltonら 2011b)，さらに放牧地と牛舎聞

の距離 (Charlton.ら 2011a) が影響を及ぼすという報告もある.本試験の結

果から，ホルスタイン種にとって，放牧は舎飼いよりもストレスレベルの高い

飼育方式であることが示唆された.しかし，本試験は，別の目的で行われた 7

つの試験で供試されたウシの試料を用いて解析したものであり，乳量や BCS

等については考慮、しておらず，今後のさらなる研究が必要である.また， 3.2. 

では， THI72以上においてのみ，飼育方式による尿中コルチゾールレベルの違

いが認められたが，本試験では，標本数が増えたために， THIに関係なく差が

検出されたと考えられた.

一方，日本短角種では，尿中コルチゾールレベルは舎飼いにおいて放牧より

も高かった (Pく 0.01，Fig. 3-8). 3.1.では，放牧地から牛舎でのつなぎ飼

いへと飼育方式を変えると，尿中コルチゾールレベルは上昇したが，その上昇

は約 1週間持続したのみで，それ以降は元のレベルに回復した.このことは，

コルチゾール分泌のフィードパック機能や，新規環境に対する適応の存在によ

るものと考えられる.しかし、慢性的なストレスによってコルチゾールレベル

の基礎値はわずかながら上昇すると言われており (Mormedeら 2007)，本試

験では標本数が増えたためにそれを検出できたと考えられた.

飼育方式と THIとの聞には有意な交互作用が認められたが (P<0.05， Table 
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3-6) ， THI72以上および 72未満において，飼育方式の単純主効果は認められ

なかった (THI72以上，放牧 8.83:t0.64vs.舎飼い 6.65:t0.63ng/mgクレ

アチニン，P = 0.51; THI72未満，放牧 8.99土0.43vs.舎飼い 9.02:t2.82 

ng/mgクレアチニン P=0.76) .また，放牧および舎飼いにおいて， THIの単

純主効果は認められなかった(放牧，P= 0.24;舎飼い，P= 0.87) . 

品種と THIの間の交互作用は，完全には否定できなかった (P=0.13， Table 

3-6) .そこで，品種ごとに THIの，または THIごとに品種の影響を調べた.

その結果，ホルスタイン種では，尿中コルチゾールレベルは， THI72以上にお

いて THI72未満よりも高かった (P<0.01， Fig. 3-9) .しかし，放牧では THI72

以上 12.1:t0.79，THI72未満 9.99:t0.55ng/mgクレアチニンであったが，舎

飼いでは， THI72以上 8.48:t1.23， THI72未満 8.80:t0.24 ng/mgクレアチニ

ンであり (Table3-6)，放牧においてのみ暑熱による尿中コルチゾールレベルの

上昇が見られた.一方，日本短角種では， THIによる尿中コルチゾールレベル

の差は見られなかった.また， THI72以上では，尿中コルチゾールレベルは，

ホルスタイン種において日本短角種よりも高かった (P< 0.01) . THI72未満

においても，尿中コルチゾールレベルは，ホルスタイン種において日本短角種

よりも高い傾向にあった (P< 0.06) .しかし，放牧ではホルスタイン種 9.99

+0.55，日本短角種 6.79+ 0.56 ng/mgクレアチニンであったが，舎飼いでは，

ホルスタイン種 8.80:t0.24， 日本短角種 9.94:t1.07 ng/mgクレアチニンで

(Table 3-6)，その傾向は放牧においてのみ見られた.

THIは，暑熱ストレスを表す際によく使われる指標であるが， 3.2.でも述べ

たように，慢性的な暑熱ストレスとコルチゾールレベルの関係については，こ

れまでに統ーした見解はない. しかし，慢性的な暑熱ストレスによるコルチゾ

ールレベルの減少は暑熱ストレスに対する適応を，逆に，暑熱ストレスによる

コルチゾールレベルの増加はストレスに対する負荷を示唆すると言われている
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(Silanikove 2000) .本試験における結果から，ホルスタイン種では，特に放

牧時において， THI72以上という暑熱に対し生理反応の影響を受けやすいこと

が明らかとなった.また，日本短角種では THI72程度の暑熱では尿中コルチゾ

ールレベルは変化せず，ホルスタイン種と日本短角種聞には暑熱に対する感受

性に差があることが示された.乳生産はそれによる代謝熱発生のため暑熱スト

レスが増長すると言われているが(Bernabucciら 2010)，本試験では乳量を

調査していない.また，黒毛のウシは，明るい毛のウシよりも暑熱に敏感だと

いう報告もあり (Brown.Brandlら 2006)，乳量や毛色等，今後，検討してい

かなければならない.

以上のことからまとめると，舎飼いでは，ホルスタイン種と日本短角種との

間で尿中コルチゾールレベルに差はなかったが，放牧ではホルスタイン種の方

が日本短角種よりも尿中コルチゾールレベルは高かった。また、 3.1.や 3.2.と

同様に、ホルスタイン穏では，放牧よりも舎飼いで尿中コルチゾールレベルは

高く、日本短角種では放牧よりも舎飼いで尿中コルチゾールレベルは高かった.

さらに，ホルスタイン種では，日本短角種よりも特に放牧において暑熱の影響

を受けやすいことも明らかとなった.これらのことから，飼育方式および(ま

たは)暑熱に対するストレス反応は，ウシの品種間で差があることが示唆され

た.しかし，本試験では，乳量や BCS，試験開始前までの飼育方式をはじめ，

放牧条件や牛舎施設は考慮していない.また，日本短角種とホルスタイン種を

比較したが，両品種を同時に同一環境で試験しておらず，今後，各種条件をそ

ろえ，詳細に検討する必要がある.
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Table 3-4 Summary of the experimental animals used in this studyす

NARO!TARC NARO/HARC 

Number of animals 
E
9
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ヨ
u
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-
+守

p
-
H
一
如

Indoors 

H JS 

36本 179

Pasture 

H JS 

14情。

Indoors 

H JS 

6明。

十NARO/TARC= NARO Agricultural Research Center for Tohoku Region， NARO/HARC 
= NARO Agricultural Research Center for Hokkaido Region， H = Holstein， JS = 
Japanese Shorthorn. 

本Thesame 30 H cows were used in the Pasture and the Indoors at the NARO/TARC. 

9 The same 17 JS cows were used in the Pasture and the Indoors at the NARO/TARC. 

lIThe same 6 H cows were used in the Pasture and the Indoors at the NARO/HARC. 

71 



Table 3・5 Summary of the weather data during the urinary 

sampling of cows in this studyt 

Weather variable NARO灯ARC NARO/HARC 

Mean Range Mean Range 

Air temperatu陀 {OC} 17.9 -1.9・34.1 19 9.8・28.7

THI~ 63.6 39.9・79.0 65.4 59.3・71.8

Relative humidity {%} 76.5 42.0・97.0 79.3 61.7・90.5

Solar radiation {W/m
2
} 160 13.3・330 219 53.9・352

Wind speed {m/s} 2.33 n/a・15.1 3.05 n/a-9.2 

十NARO/TARC=附AROAgricultural Research Center for Tohoku Region， 
NARO/HARC = NARO Agricultural Research Center for Hokkaido Region， 
H = Holstein， JS = Japanese Shorthorn. 
!iTHI = Temperature Humidity Index. 
n/a = Not available. 
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Table 3-6 Urinary cortisol levels of Holstein and Japanese Shorthorn cows reared under 

grazing and indoor housing conditions and at high (主72)and low (<72) THllevels. 

Holstein Japane担 Sho耐10rn Pvalue'章

G悶!!ng Indoor housing Grazing Indoor housing 

!:fJgb t!jgh !:fJgb H!gb 
B s T BxS SxT BxT BxSxT 

Item Low Low Low Low 

Animal 日 44 11 42 7 17 7 17 

coはisol~ 12.1 9.99 8綿 8.80 4.90 6.79 5.61 9.94 <0.01 o.n 0.68 <0.01 0.04 O.日 0.69 

SEM咽 0.79 055 1.23 0.24 0.52 0.56 0.62 1.07 

キB= main effect of breed; 5 = main effect of breeding system; T = main effect of THI; B X S = inte悶ctionof breed and breeding system; S 

X T = interaction of breeding system and THI; B X T = interaction of breed and THI; B X S X T = inte悶ctionof breed， breeding system， 
andTHI. 

!i Cortisol concent問tionis shown as ng/mg creatinine. 

"SEM = standard error of the mean. 
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3.4. 小括

本章では，前章でストレス指標としての有効性が示された尿中コルチゾール

レベルを用いて， 日本短角種およびホルスタイン種を対象に，放牧および舎飼

い飼育下におけるストレスレベルを調べた.その結果， 日本短角種では，一時

的な反応の場合もあるが，舎飼い飼育下の方が放牧飼育下よりも尿中コルチゾ

ールレベルは高かった.一方，ホノレスタイン種では，放牧飼育下の方が舎飼い

飼育下よりも尿中コノレチゾールレベルは高かった.これらのことから， 日本短

角種では，放牧よりも舎飼いの方がストレスレベルの高い飼育方式であり，逆

にホルスタイン種では，舎飼いよりも放牧の方がストレスレベルの高い飼育方

式であることが示唆された.さらに，ホルスタイン種では，暑熱ストレスが加

わると，尿中コルチゾールレベルは放牧時において上昇したが，舎飼い時にそ

の変化は見られなかった.一方，日本短角種では，暑熱ストレスが加わっても

尿中コルチゾールレベルに変化は見られなかった.ホルスタイン種は暑熱に弱

い品種とされている (Sharmaら 1983) が，特に放牧環境において暑熱スト

レスの影響を受けやすいことも明らかとなった. 日本短角種における暑熱感受

性についてはこれまで明らかにされてこなかったが，本試験から， THIが 72

程度の暑熱暴露ではストレス反応は影響を受けないことが明らかとなった.

以上のことから，同じウシでも，品種によって，放牧や舎飼いといった飼育

方式や暑熱に対するストレスレベルは異なることが示された.暑熱ストレスに

対する反応が品種で異なることはこれまでに報告されているが

( Garcia -Penicheら 2005) ，本試験から，その反応には飼育方式が影響を及

ぼすことが示された.よって，ウシの暑熱ストレスを検討する際には，品種に

加え，その飼育方式についても考慮する必要性が示唆された.これらのことは，

尿中コルチゾールレベルをストレス指標とした場合の結論であるが，行動学的
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指標では， 日本短角種，ホノレスタイン種ともに，放牧の方が舎飼いよりも行動

の自由度は高い飼育方式であることが示された.ストレス状態を正確に解釈す

るためには，行動学的指標と生理学指標を総合しで判断する必要があると言わ

れており (Terlouwら 2009) J さらにより多くの指標を取り入れ，ストレス

反応を理解していくことが望まれる.
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第4章総合考察

本研究では，ウシにおいて尿中コノレチゾールレベルがストレス指標となりう

るかについて検討し，さらにそれを用いて，放牧牛のストレス評価を行った.

本章では，第 2章および第 3章で明らかになった結果をまとめるとともに，今

後の研究の方向性について考察した.

4.1. ストレス指標としての尿中コルチゾールレベルについて

第 2章において，ウシを用いて，尿中クレアチニンに対する尿中コルチゾー

ルの比である尿中コルチゾールレベルが，血液中コルチゾール濃度に代わるス

トレス指標になるのかについて検討した.ウシの静脈中に ACTHを投与し，血

液中コノレチゾール濃度を人為的に変化させると，尿中コルチゾールレベルもそ

れと同様の変化を示した.また，ウシに，精神的ストレッサーまたは身体的ス

トレッサーを負荷すると，尿中コルチゾールレベルの上昇が確認できた.これ

らのことから，尿中コルチゾールレベルは，血液中コルチゾールに代わるスト

レス指標として有効であると考えられた.これらのことは，急性ストレスに対

する反応であるが，慢性ストレスについては，血液中コルチゾール濃度を指標

として利用するのは難しいとされてきた.なぜなら，血液中に分泌されたコル

チゾールは，コルチゾール分泌を促進する働きがある ACTH，CRH分泌を抑制

し， ACTHはACTH分泌を促進する働きがある CRH分泌を抑制する，という

ように，生体の HPA軸には恒常性を保つようフィードパック機能が存在する

からである.そこで，単純なコルチゾール濃度ではなく， ACTHに対するコル

チゾール分泌の反応性から慢性ストレスを評価すべきだという意見もある.し

かし，雄牛への 4週間のつなぎ飼いは， ACTHに対するコルチゾール分泌を低
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下させたという報告 (LadewigとSmidt1989) がある一方，乳牛への 3週間

の横臥制限あるいは社会的隔離は ACTHに対するコノレチゾール分泌の低下を

認めないという報告 (Munksgaardと Simonsen1996)があるなど，慢性スト

レスと ACTH刺激に対するコノレチゾール分泌反応との関係に統ーした見解は

得られていない.一方，慢性ストレスによって血築中コルチゾール濃度はわず

かながら上昇するともいわれており (Mormedeら 2007; Trevisiと Bertoni

2009) ，ウェルフェアの状態が悪いとランクづけられた農場において，良いと

ランクづけられた農場と比較し，血策中コルチゾール濃度の基礎値は高かった

と報告されている (Trevisiら 2005).尿は，不純物が少ないことに加え，非

拘束でかつ牛体に接触することなく採取でき，血液と異なり採取自体がストレ

ッサーになる危険性は非常に少ない.加えて，尿は数時間蓄積された後排池さ

れるため，コルチゾール分泌の日内変動を緩衝できる試料だと思われる.従っ

て，尿中コルチゾールレベルは，血液中コルチゾーノレ濃度よりも，慢性ストレ

スを検出しやすい指標の 1つではないかと考えられる.また，本研究で用いた

尿は，全量ではなくスポット尿を用いたため，採取が簡易という利点があり、

実際の現場でも応用でき、この指標を用いて飼育環境を改善できれば生産性の

向上につながる.実際，狭小の耕作放棄地への黒毛和種の少頭数放牧は，一般

的な大面積放牧地の多頭数放牧よりもれ入牧直後において尿中コルチゾールレ

ベルが高まること(出口ら 2007;出口と東山 2008)や，北東北の酪農現場に

おいて，暑熱期は平温期よりも尿中コルチゾールレベルが高まること(深津ら

2013)が報告され，現場での尿中コルチゾールレベルのストレス指標としての

利用が試みられている.また，尿中クレアチニンに対する比で表した尿中カテ

コールアミンレベルについても検討したところ，そのうち尿中アドレナリンレ

ベルについては，ストレス刺激に対して尿中コルチゾールレベルとほぼ同様の

変化を示した.しかし、分析の煩雑性等からコルチゾールの方が利用しやすく，
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尿中コルチゾーノレレベルは，ウシにおけるストレス指標として非常に有効であ

ると考えられた.

4ユ 放牧牛のストレス評価と課題について

第 3章において，前述の尿中コノレチゾールレベルをストレス指標として，放

牧牛のストレスを評価した.その結果， 日本短角種とホルスタイン種ではスト

レス反応が異なった.すなわち，日本短角種では，放牧よりも舎飼いで尿中コ

ルチゾールレベルは高かった.一方，ホルスタイン種では，舎飼いよりも放牧

で尿中コルチゾールレベノレは高かった.特に，夏季の放牧時において顕著であ

った.本研究での暑熱試験は，寒冷地である盛岡で実施したものであり，本研

究の暑熱環境は暑熱ストレスとは言えないレベルかもしれない.しかし，この

程度でも尿中コルチゾーノレレベルに変化が見られたことから，夏季にホノレスタ

イン種を放牧する場合は，快適な庇陰場所の設置や，夜間放牧に限定するなど，

十分に対策を講じる必要があると考えられた.

これまでの放牧牛のストレス評価に関する研究は，行動学的指標を用いたも

のが多かった.それらの報告では，放牧下のウシの方が舎飼い下のウシよりも

休息時聞が長く (O'connellら 1989)，常同行動の発現頻度が低い(Redbo1990) 

など，放牧は舎飼いよりもストレスが少ない飼育方式であると考察している.

実際，ドイツ・オーストリア圏のアニマルウェルフェア評価法である ANIでは，

放牧すること自体が重要視され，放牧するだけで高評価になる.また， EUで

は，放牧可能な季節にはつなぎ飼いを禁止している国もある(瀬尾 2010)

本研究においても，行動学的指標からは，日本短角種，ホルスタイン種ともに，

舎飼いよりも放牧の方が行動の自由度は高い，という結果であった.しかし，

ストレス状態を正確に解釈するには，行動学的指標と生理学的指標を組み合わ
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せて総合的に評価する必要があるといわれている (Terlouwら 2009) .生理

学的指標として尿中コルチゾールレベルを用いると，日本短角種では行動学的

指標と同様，放牧はストレスの少ない飼育方式であると言えたが，ホルスタイ

ン種では逆に放牧はストレスになるという結果であった.このように，生理学

的指標を取り入れると，すべてのウシにとって，放牧は常にストレスが少ない

飼育方式であるとは言えないことが明らかとなった.従って，飼育方式のウェ

ルフェアを論じるとき，放牧は無条件でウェルフェアレベルが高い飼育方式で

ある，と判断するのは危険であり，品種の特性や特徴を考慮する必要があると

考えられた.

家畜とは，野生動物を捕獲し飼いならし，人聞が都合のよいように作り変え

た動物であり，当然，その表現型は野生のものとは異なってくる(本江 2009). 

特にホルスタイン種は，乳用牛群検定牛に限ると， 305日間乳量は 2012年に

は全国平均で 9，286kgとなり， 1975年の乳量から 3，460kgも増加した(家畜

改良事業団 2012) ように，飛躍的に改良が進められてきた品種である.この

ように高度にヒトの手が加えられてきたことが，舎飼いよりも放牧環境で尿中

コルチゾールレベルが高くなった理由のーっとして考えられる.一方，日本短

角種は，北東北を中心に飼育されてきた品種であり， 5-10月の聞は奥山地帯に

ある放牧地で放牧され，秋が深まると農家に戻り冬の聞は農家の牛舎で過ごす，

といった夏山冬里方式で伝統的に飼われてきた υ11手 2008) .北東北の厳し

い気象条件，草地条件に慣らされてきた関係で，劣悪な飼料の利用性にすぐれ，

さらに，まき牛による受胎率も 90%以上という特徴がある(高安 1983) .こ

のような飼育事情が放牧適正へとつながり，舎飼いよりも放牧で尿中コルチゾ

ーノレレベノレが低かったことと関係があるのかもしれない.

放牧は，ウシにとってストレスが少なく快適な飼育方式である，という主観

的，経験的知識に対し，科学的手法により客観的に評価し，我が国の放牧普及
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に貢献する，というのが本研究の目的であった.それに対し，放牧がウシにと

って常にストレスの少ない飼育方式であるとは言えない，というのが本研究結

果であり，わが国の放牧普及には直接結びつかないかもしれない.しかし，本

研究で得られたそれぞれの品種の特徴を理解することで，ストレスの少ない飼

育管理が可能となり，生産性の向上につながると考えられる.

4.3. 今後のストレス研究の展開と方向性

本研究では， r放牧J r舎飼い」とひとまとめにしたが，その環境は千差万

別であり，放牧や舎飼いにおけるどの要因が鍵となるのかなどについても検討

していかなければならない.また，試験牛の乳量や BCS，過去の飼育方式など

には考慮、しておらず，今後，これらをそろえて試験を行い，詳細に検討してい

く必要がある.

また，本研究では，ストレスといった「不快」という負の視点から，飼育方

式を評価したが， r快適J という正の視点からの評価も重要である.しかしな

がら， r快適」指標に関する研究は少なく， r快適J性を数値化するのは難し

いとされている.ところが近年，ヒトの分野で，心拍変動の周波数解析により

得られる成分が，高IJ交感神経系の活動を単独で反映するパラメーターであると

いうことが明らかとなった(早野 2009;川村 2010).副交感神経系はりラッ

クス時に活性化することから，これを快適性指標として利用した研究が報告さ

れている(伊藤ら 2009;小倉 2012).ウシにおいてもいくつか報告はあるが

(von Borellら 2007;Oginoら 2011) ，まだまだ不明な点が多く，今後は，

この心拍変動の周波数解析について，快適性指標としての利用可能性を検討し，

それを用いた飼育環境の快適性評価を行い，ストレス評価とあわせて，ウシに

おける飼育環境の総合的な評価を行っていきたい.
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第5章摘要

本研究では，ウシにおいて，非侵襲的に採取できるスポット尿を用い，尿中

コルチゾーノレレベルのストレス指標としての利用可能性について検討するとと

もに，それを用いて放牧牛のストレスを客観的に評価することを目的とした.

血液中コルチゾール濃度はストレス指標として広く用いられているが，採血

行為や，それに伴う拘束および保定は，ウシにとって著しいストレッサーであ

り，そのことにより血液中コルチゾール濃度が高まる危険性がある.そこで，

血液に代わって，非侵襲的かっ簡易に採取できるスポット尿を用い，尿中に含

まれるコルチゾールのストレス指標としての利用可能性について検討した.ウ

シに副腎皮質刺激ホルモン (ACTH) を投与し，人為的に血液中コルチゾール

濃度を高めると，尿中クレアチニンに対する比で表した尿中コルチゾールレベ

ルも同様に高まった.また，時間の経過とともに血液中コルチゾール濃度が低

下すると，尿中コルチゾールレベルも同様に低下した.このように，尿中コノレ

チゾールレベルは，血液中コルチゾール濃度の変化を非常によく反映していた.

次に，明らかなストレッサーをウシに負荷し，その時の尿中コルチゾールレベ

ルを調べた.すなわち，精神的ストレッサーとして社会的隠離を，身体的(お

よび精神的)ストレッサーとして除角や去勢をウシに施し，その時の尿中コル

チゾールレベルを調べた.その結果，いずれの負荷に対しても尿中コルチゾー

ルレベルの上昇が確認された.以上のことから，ウシにおいて，尿中コルチゾ

ールレベルは，血液中コルチゾーノレ濃度に代わるストレス指標として利用可能

であると考えられた.

放牧は，舎飼いと比較し，ウシにとってストレスの少ない飼育方式であると

一般的に考えられているが，主観的，経験的知識によるものであり，科学的根

拠は薄い.放牧牛のストレスレベルを客観的に評価することは，放牧普及のた
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めの施策やアニマルウェルフェア研究の観点からも非常に重要である.ヒトと

の関係が希薄になりがちな放牧牛では、採血に伴う行為が特に極度のストレツ

サーとなり，血液中コルチゾール濃度をストレス指標として用いることは難し

い.そこで，前述の尿中コルチゾールレベルを用い，放牧および舎飼い飼育下

におけるウシのストレスレベルを調べた.伝統的に夏山冬里方式で飼育され，

放牧適性があると考えられている日本短角種と，乳量向上に向けて飛躍的に改

良されてきたホルスタイン種を対象牛とした.その結果，日本短角種とホルス

タイン種では反応に違いが見られた.すなわち，日本短角種では，一時的な反

応の場合もあるが，舎飼い飼育下の方が放牧飼育下よりも尿中コルチゾールレ

ベルは高かった.一方，ホルスタイン種では，放牧飼育下の方が舎飼い飼育下

よりも尿中コルチゾールレベルは高かった.このことから，日本短角種では，

放牧よりも舎飼いの方がストレスレベルの高い飼育方式であり，逆にホルスタ

イン種では，舎飼いよりも放牧の方がストレスレベルの高い飼育方式であるこ

とが示唆された.さらに，ホルスタイン種では，暑熱ストレスが加わると，尿

中コルチゾールレベルは放牧時において上昇したが，舎飼い時にその変化は見

られなかった.一方，日本短角種では，暑熱ストレスが加わっても尿中コルチ

ゾールレベルに変化は見られなかった.ホルスタイン種は暑熱に弱い品種であ

るが，特に放牧環境において暑熱ストレスの影響を受けやすいことが明らかと

なった.以上のことから，同じウシでも，品種によって飼育方式に対するスト

レスレベルは異なることが示された.また，暑熱ストレスに対する反応が品種

で異なることはこれまでに報告されているが，その反応には飼育方式が影響を

及ぼすことが示された.

以上のように，スポット尿を用いた尿中コルチゾールレベルは，ウシにおけ

るストレス指標として有効であり，その測定のための試料採取が簡易であるこ

とから，現場での応用も期待される.また，ウシにとって，放牧は無条件でス
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トレスの少ない快適な飼育方式であるとは言えず，特にホノレスタイン種を夏季

に放牧する際には，十分な暑熱対策を講じる必要があると考えられた.本研究

は，ウシにおける飼育環境の改善のための基礎的知見となり，ストレスの少な

い飼育環境が実現されることによって生産性の向上につながると考えられる.
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Summary 

The objectives of this study were to assess the use of urinary cortisol to 

monitor adrenal activity in cattle using spot urine samples， which could be 

collected non -invasively， and to investigate the stress levels of cattle under 

outdoor grazing using urinary cortisol as an indicator of stress. 

In mammals， stress is usually assessed by the level of plasma cortisol， 

which is secreted by the adrenal gland in response to activity of the 

hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. However， capturing and blood 

sampling are themselves knows to cause a rise in the cortisol levels. 

Therefore， non-invasive sampling procedure such as the determination of 

cortisol in urine instead of in blood were investigated. First， urine samples 

were collected following an adrenocorticotrophic hormone (ACTH) challenge， 

and cortisol levels in urine were compared with the levels in plβsma. 

Urinary cortisol levels， which were calculated by divided urinary cortisol 

concentrations by urinary creatinine concentrations to correct urine 

dilution， showed a pattern of changes similar to that ofplasma with a 0.5-h 

temporal lag time， and peak levels after the ACTH challenge were 4 to 10 

times higher than the basallevels. Second， we investigated u'rinary cortisol 

levels of cattle in response to actual stressors; social isolation as a mental 

stressor and dehorned or castration as a physical stressor. In response to 

these stressors， urinary cortisol levels were significantly increased 

compared with basallevels. These results indicated that the cortisollevels 

in the urine were available for use to monitor HPA activity in cattle. 
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Grazing is generally thought to have a better ‘image' in terms of the 

animal welfare， partly because the animals on pasture seem to be free to 

perform a wide range of species.specific behaviors. 80 far， however， very 

few studies have focused on the physiological stress responses of cattle 

during outdoor grazing. Evaluating stress levels of grazing cattle will 

contribute to animal welfare research as well as to government policies to 

promote grazing system for farmers in Japan. Therefore， we investigated 

the differences in the" physiological stress responses of cattle between under 

outdoor grazing and indoor housing using urinary cortisollevels as a stress 

indicator. We used 2 cattle breeds as experimental animals. One is 

Japanese 8horthorn cattle， which are traditionally grazed on natural 

highland grassland， and the other is Holstein cattle， which have been 

highly improved primarily for milk production and are the highest milk 

producing cattle in the world. For Japanese 8horthorn cattle， "the urinary 

cortisol levels were lower in the grazing compared to the indoor housing， 

although these responses were temporary in some case. For Holstein cattle， 

the urinary cortisol levels were higher in the grazing than in the indoor 

housing. These findings imply that there may be differences in the 

responses to breeding systems of Holstein and Japanese 8horthorn cattle， 

with Japanese 8horthorn cattle being expected to show lower stress levels 

when grazed， and with Holstein cattle under indoor housing system. In 

addition， the urinary cortisol levels for Holstein cattle were higher in the 

Temperature. Humidity Index (THI)ミ72condition group than in the THI 

<72 only in the grazing， not in the indoor housing. For Japanese 8horthorn 

cattle， the urinary cortisol levels did not differ significantly between the 2 
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THI condition groups， regardless of the breeding system. The results of the 

present study indicated that Holstein cattle were more sensitive to heat 

stress than were Japanese Shorthorn cattle， especially when reared on 

pasture. Our findings also indicated that the presence of breed differences 

in response to the breeding system and (or) heat stress. 

In conclusion， the cortisol levels in spot urine samples were practical 

alternative to the cortisol levels in plasma with a non-invasive sampling 

method for cattle. It is also expected to use them on livestock farmers 

because of easy sampling method. In addition， it showed that grazing is not 

necessarily stressless bresding system for cattle， and that summer grazing， 

even under climatic conditions not considered to be extreme， induces some 

physiological stress responses in Holstein cattle. However， this does not 

mean that summer grazing is not important for cattle. We suggest the use of 

management to avoid heat stress， such as providing access to pasture at 

night and providing better access to shade. These results are useful 

information for improvement of breeding systemnt for cattle， which 

contribute to improvement of animal production. 
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