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|原著|
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発育と疾病に与える影響
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要 約

黒毛和種牛繁殖農場34戸で，自給粗飼料のマイ コトキシン汚染と子牛の発育および疾病発生との関連が調査された.

アフラトキシン (AF)BI汚染が， コー ンサイレージ22検体中5検体，ラッピング調製グラスサイレージ11検体中2検

体で検出され，母牛の乳汁へのAFM1
汚染をもたらした.デオキシニパレノール汚染は， コーンサイレージ1検体で検

出された.汚染サイレージが給与された農場では，子牛の日増体量の低下 (p<0.05)，下痢症の増加 (P<0.01)およ

び流早産の増加 (P<0.05)が見い出され，下痢発症例では血清ASTが上昇し (p< 0.05)， MHC + CD14 +単球数が減

少していた (p<0.01).以上の結果から，マイコトキシン汚染飼料と子牛の発育低下および下痢発生は，免疫応答能の

低下を介して関連することが示唆された.一一キーワード:子牛，下痢， 黒毛和種，マイコ トキシン，サイレージ.

マイコトキシン (Mt)は，穀類をはじめ種々の飼料

中で，それぞれ特異的なカピから産生され [1，2]，人や

家畜に対してさまざまな毒性を示す [2-4J.Mt研究の

歴史は古く，食品や飼料に関するものをはじめ数多くの

報告があるが，近年自給飼料のサイレージとしての利用

が拡大しつつあるなかで，その調製や保存との関係から

改めて注目されつつある.流通飼料では飼料安全法で定

められた厳密な規制基準(基準値) [1， 2Jが設けられて

いるが，和牛繁殖農場では自給粗飼料を中心に飼養され

ている事例が多く，汚染実態や疾病発生との関わりはほ

とんど明らかにされていない.今回，サイレージを中心

に自給粗飼料中の主要な Mt濃度を測定し，下痢症など

出生子牛における疾病発生との関係を疫学的に検討し

た.

材料 お よ び 方 法

調査は 2004年10月から 2005年6月にかけて，山形

県置賜管内の黒毛和種牛繁殖農場34戸(繁殖牛飼養頭
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いでほぼ通年で給与中の自給粗飼料が採材された.調査

飼料は，パンカーまたはタワー調製のコーンサイレージ

(corn silage : CS) 22検体，ラッピングで調製された

グラスサイレージ (grasssilage GS) 11検体，同じ

くラッピングで調製されたイネホールクロップサイレー

ジ (wholecrop rice silage : WCRS) 7検体および自

家産の稲ワラ 10検体で， 計50検体が対象となった.そ

れぞれの飼料は 1検体につき 10カ所より約 20gずつ採

取され集合された計200g前後がそれぞれ試料にされた.

各試料は，インキュベーターで70t，72時間乾燥させ

水分除去後に粉砕し，アフラトキシン (AF)BIは70%

メタノールで，デオキシニパレノール (DON) とゼア

ラレノン (ZEN)はPBS(pH7.4)で抽出後i慮、過し，そ

れぞれ市販キット (VeratoxAflatoxin， DON5/5， Zear-

alenon Quantitative Test Kit， NEOGEN CORPORA-

TION， U.S.A.)を用いてマイクロプレート式ELISA法

[5Jにより測定された.またAFM1
は， 調査農場におい

て授乳中の母牛39頭を対象に，滅菌スピ ッツ管に搾乳

数:4-42頭)を対象に行われ，調製保存方法につい した礼汁を 2，000rpm，10 t， 15分で遠心した脱脂乳を

て聞き取りした後に採食状況を確認のうえ，各農場にお 試料として，同法(RlDASCREENAFM1， r-Bipharm， 

↑連絡責任者:小形芳美(山形県農業共済組合連合会中央家畜診療所)
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表 l 農場群の区分と自給飼料中のマイコトキシン濃度

c'k場群 調査飼料 検体数 測定年月 DON (ppm) AFBl (ppb) ZEN (ppb) 

CS 6 05/1-05/3 1.94:t 1.46 24.0:t 7.2 314.9:t 243.8 

汚染群 GS 2 04/11-04/12 1.76 36.1 89.8 

(8戸) WCRS 1 05/3 0.38 13.3 20.9 

ワラ 2 05/1-05/3 0.19 3.8 147.1 

平均値 11 1.44:t 1.33 21.5:t 13.4 216.7:t 219.4 

CS 5 04/10-05/6 0.71 :t 0.43 6.7:t 8.4 61.1 :t 60.3 

軽度汚染群 GS 2 05/1 0.33 15.1 13.3 

(7戸 WCRS 0511 0.26 14.7 0 

ワラ 4 05/1-05/3 0.34:1: 0.20 3.0:t 2.4 0 

平均値 12 0.49:t 0.35 7.5:t 7.3 27.7:t 47.4 

CS 11 05/1-05/3 0.49:t 0.24 3.9:t 3.0 53.7:t 75.0 

対照群 GS 7 04/10-05/6 0.30:t 0.19 2.8:t 2.7 O 

(19戸) WCRS 5 05/1-05/3 0.27:t 0.24 4.1 :t 3.9 29.1:t 65.2 

ワラ 4 05/1 0.21:t 0.05 3.6:t 2.4 O 

平 均値 27 

法による許容基準

子牛 (3カ月未満)基準

各群の平均値±標準偏差を示す (検体数2の飼料は平均値のみ)

0.36:t 0.23 

4.0 

1.0 

3.6:t 2.9 

20.0 

10.0 

27.3:t 58.5 

1.000 

1.000 

CS:デントコーンサイレージ.GS:ラッピング調製のグラスサイレージ

WCRS:ラッピング調製のイネホールクロ ップサイレージ

Germany)で定量された.

各Mtの成牛における基準値を飼料安全法で定められ

ているAF20ppb， DON 4.0ppmおよびZEN1，000ppb， 

3カ月未満の子牛の基準値をAF10ppb， DON 1.0ppm 

およびZEN1，000ppbとして， 34戸の調査農場のうち，

給与粗飼料のいずれかの Mt濃度が成牛の基準濃度を超

えた農場は汚染群 (8戸)，子牛の基準濃度を超えた飼料

があった農場は軽度汚染群 (7戸)およびすべての飼料

が子牛の基準に満たない農場は対照群 09戸)となる 3

群に区分された.

各農場で生産された子牛については，出生時体重を

30kgに仮定し，調査飼料を育成時期に摂取していたと

推察される子牛の市場出荷時体重より 1日あたり増体量

(daily gain : DG)を算出するとともに，調査飼料給与

期間における下痢症および早産，虚弱などの新生子異常

を中心に，疾病発生状況が調査された.下痢症の治療費

は，家畜共済の病傷記録簿から算出された.さらに，調

査農場で飼育されている 200日齢未満の子牛のうち，下

痢発症子牛36頭(汚染群 12頭，対照群24頭)と臨床

的に健康な子牛 15頭 (対照群のみ)，計51頭の頚静脈

よりプレーン試験管と EDTA-2K加試験管に採血した.

前者は，血清を分離後に総コレステロール (T-cho)， 

アスパラギン酸アミノトランスフエラーゼ (AST)およ

び血中尿素窒素 (BUN)が自動分析器 CAU-640，オリ

ンパス掛，東京)により測定された.後者は抗ウシ CD3

抗体(総Tリンパ球)，抗ウシ CD4抗体(ヘルパーTリ

ンパ球)，抗ウシ CD8抗体(サプレッサー/キラーTリ

ンパ球)，抗ヒト CD14抗体 (単球)，抗ウシWC1抗体

(y dT型細胞)および抗ウシ MHCc1ass n抗体 (単

球・ Bリンパ球)を用いて白血球表面抗原が解析され

た.抗マウス FITC標識抗体を反応させた各表面抗原陽

性細胞はフローサイトメ ーター (FACScan，Becton 

Dickinson， U.S.A.)により解析された [6].採血と同

時に直腸より採取された便を試料として， ロタ (A，B， 

C群)およびコロナウイルスを対象に RT-PCR法でウ

イルス核酸検出，大腸菌 (定量培養)やサルモネラ (増

菌培養)などの細菌分離培養，クリプトスポリジウムお

よびコクシジウムなどの原虫をショ糖浮遊法による顕微

鏡観察下でオオシストの検出がそれぞれ行われた.

検査成績の平均値はウェルチのt検定により，疫学的

調査における疾病発生数は〆検定を用いて有意差の有

無が調べられた.

成 績

調査農場におけるそれぞれの飼料，調査月およびMt

濃度を群ごとに表1に示した.調査飼料中， Mtの成牛

基準値を上回った飼料はCSで最も多く， 22検体中6検

体 (27.3% : AF5， DONl)を占めた.GSは11検体中

2検体 08.2%)でAF汚染があったが， WCRSおよび

稲ワラでは基準値に達した検体はなく， ZENはすべて

の飼料で基準値を下回った.調査農場では，対照群の2

戸でCS調製の際にプロピオン酸が添加されていたが，

その他の農場では調製時防徽剤などを添加している農場

はなく，飼料給与時にMt吸着剤が給与されている農場

一一一786一一一
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表 2

子牛出生数

自給飼料中のマイコトキシン濃度と疾病発生状況

農場群 戸 (R頁)

汚染群 8 128 

軽度汚染群 7 67 

対照群 19 117 

治療回数，治療費は平均値±標準偏差

a-b : P<O.Ol， a-c: P<0.05 

流早産 新生子異常
(頭) (頭)

7' l3 

6 

1C 4 

下痢症

発症数 死亡数 治療回数 1件の治療費(点)

77' 4 12.8:!: 8.7' 3，358 :!: 2，331 ' 

41' 3 6.8:!:4.3b 2，196:!: 1.562b 

43b 4 7.2:!:6.0b 2，155:!: 1.799b 

表3 下痢発症子牛の糞便中微生物および血液生化学検査成績

糞便微生物検出数(頭) 血液生化学検査成績
n 日齢農場群 便性状

(頭) (日) ロ タ コクシ
ウイルス ジウム

汚染群 下痢 12 24~132 

対照群 下痢 24 8~ 197 

対照群 健康 15 32~ 194 

下痢発症子牛は 1~4 診目に採血および採便

血液生化学検査成績は平均値±標準偏差を示す

a-b: P<0.05 

340一

~ 301....................................0 

壬

事201--0'--"--' 

5 10 15 20 

飼料中AFB1(ppb) 

2 

O 

25 

図l 飼料中AFB1と乳汁中AFM1の関係

30 

もなかった.汚染群の農場では， Mt汚染飼料は二次発

酵が強く ，特に3月に採材した検体が顕著であっ た.ま

た，それらの汚染飼料は粗飼料として単独で給与されて

いる農場が多く，ワラやWCRSが併給されている農場

でも，濃厚飼料などを合わせた全給与飼料中の Mt濃度

は基準値を上回っていた.汚染飼料は残飼量が多く ，給

与された牛は成牛子牛を問わず牛群全体が軟便傾向であ

った.

子牛の発育を評価したところ，汚染群の子牛81頭の

DGは0.80:!: 0.13kg (平均値±標準偏差)であり， 軽

度汚染群 59頭お よび対照群 99頭そ れぞれの DG

(0.87 :!: 0.l3， 0.85:!: 0.13kg)に比べ低かった (p<

0.05) .また，出生子牛の疾病発生数をみたところ，汚

染群では対照群に比べ流早産 (p<0.05)および下痢症

(p< 0.01)の発生が多く，うち下痢症では治療回数と

治療費が他の2群と比較して明らかに多く，長期の治療

5 

4 

3 

線虫 (-) 
T-cho AST BUN 
(mg/d[) (IU/[) (mg/dl) 

7 127.7:!: 61.0 93.3:!:54.8' 11.4:!: 3.7 

l 18 116.7:!:52.0 56.2:!: 17.6b 12.6土4.9

O 12 144.1:!: 49.6 56.3:!: 11.7b 9.9:!:3.7 

を要した.また，汚染群では虚弱などの新生子異常の発

生が対照群に比べ多い傾向にあり，軽度汚染群でも対照

群に比べて下痢の発生が有意に多かった (p< 0.01) 
(表2).

乳汁中のAFM1
濃度は，検体によ って検出限界以下か

ら最高値54.9pptまで分布し，摂取飼料中のAFB1濃度

との間に明らかな相関関係はなかった.対照群のなか

で，発情期にあった繁殖牛2頭 08.0，54.9ppt) およ

び子牛が出生2日目と 3日目に突然死亡し，剖検により

大腸菌症と診断された症例の母牛2頭(軽度汚染群，対

照群各1頭:29.4， 5.6ppt)の乳汁中AFM1濃度は，他

の個体に比べ高値であった(図 1).

下痢発症子牛の便から検出されたウイルスおよびその

他の病原微生物の種類，数および検出日齢などは，汚染

群と対照群の問で明らかな相違はなかったが，汚染群子

牛のAST活性が対照群に比べ高かった (p<0.05，表

3). また，白血球表面抗原の解析成績では，ナイーブT

細胞 (CD3+ CD45R +)数は対照群の 4.7:!: 3.1 x 102
/ 

μlに対し汚染群下痢子牛では7.3:!:2.3 x 102/μlと多

く，同様にヘルパ-T細胞 (CD4+ CD45R +)数も対照

群の1.1:!:0.5 x 102/μlに対して 1.5:!: 0.4 x 102/μlと

多かった (p<0.05).逆に頼粒球数 (37.5:!: 16.5およ

び50.4:!: 31.2 x 102/μt)と MHCclass II + CD14 +単

球数 (2.9:!:1.1および5.4:!: 3.3 x 102/μt)について

は，汚染群が対照群と比べ有意に少なかった (P<0.01) 

(図2).

考察

今回の調査により， 管内の和牛繁殖農場で日常的に給

与されているサイレージで， AFをはじめとする Mt汚染

一一一787一一一
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X 102/μl 頼粒球 X 102/μl ナイーブT細胞 (CD3+CD45R+)

200 I … ー一一一一一一一 20 

企

150 Iーーー ーo

100 I傘一一

fけ-;k冠盛 会
A~t七会× 九 × 08 

X 102/μMHCII単球 (MHC+CD14 +) 

O 

100 200 

日齢

300 

O 
15ト一一一一一一一一一

O 

X 102/μl ヘルパーT細胞 (CD4+CD45R+) 

3一一一一一一一一一一一一一一一一------- 一ー

100 200 300 

日齢

×汚染群下痢 ム対照群下痢 O対照群健康 |

図2 汚染群と対照群における白血球サブポピュレーションの比較

が確認された.パッキングや保存などの際に厳密な調製

をしなかったサイレージは品質が劣化することも多いと

される [7，8Jが，特にカピが産生しやすい春季には汚

染の程度がより重度なものになることが示された.汚染

飼料は晴好性が低く，子牛の発育不良や疾病数の増加な

どにも影響を及ぼしていることが示されたことから，自

給粗飼料の調製や保存方法に一定の推奨基準を設けるこ

とは重要な課題と考えられる.

Mt汚染飼料の牛への影響は，乳牛を中心にした報告

が主であり，抗病性の低下 [1，9J，繁殖成績の不振 [4，

10Jおよび乳汁移行を介しての人への健康被害 [2，11， 

12Jなどが問題視されている.しかし，肉牛や繁殖牛に

おける調査 ・研究成績はほとんど報告されておらず，子

牛がMtを摂取した場合の影響についても明らかにされ

ていない.今回の調査によって，汚染農場では繁殖牛に

早流産の増加が示されたが，エストロジ‘ェンと類似する

作用を示すとされる ZEN[l3J の濃度は他の群に比べ

て高値であったにも関らず，すべて基準値未満であっ

た.飼料摂取量の減少にともなう低栄養の影響と並行し

て基準値を超える AFの並存が妊娠維持を障害した可能

性もあり， ZENの繁殖和牛に及ぼす影響濃度とあわせ，

複数の Mtが与える相乗作用についてもさらに検討して

いく必要がある.

一一一788

下痢発症子牛の検査成績からは， Mt汚染農場とその

他において便中から検出された病原微生物の種類には明

らかな差がなかったが，対照群でロタウイルスの検出個

体がいずれも 14日齢以下であったのに対し， Mt汚染農

場では84日齢の個体で検出されており，コクシジウム

症も日齢に関係なく発生していることから， Mt汚染に

よる子牛の抗病性の低下を介在して，病原微生物の易感

染状態にあったことが推察できた.また， Mt汚染群の

子牛ではAST値の上昇によって明らかな肝機能の低下

が示された. 一般に母牛と同居している晴乳子牛は，粗

飼料の摂食行動も比較的早期に始まる [14J ことから，

強力な肝臓毒としてのAF汚染 [1，2J飼料が子牛の肝

機能に障害を与え，ひいては治療期間の延長などに与え

ている影響も少なくないものと推察された.

乳汁中のAFM，濃度と飼料中のAFB，濃度とに明らか

な関係はなく，乳牛の乳汁中規制濃度 (50ppt) を超え

た検体は 1検体のみであった.乳牛における AFの乳汁

移行率はおよそ1.7%と報告されている [15Jが，黒毛

和種繁殖牛では一般的な飼料給与量と泌乳量 [16Jから

推計される移行率は，乳牛と比較して低いものと考えら

れた.これは濃厚飼料の給与量が少ないことをはじめ，

種々の要因によるものと考えられる.しかし，子牛対象

のMt基準で区分した軽度汚染群においても，下痢の発
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生は対照群に比べ多く，ホルスタイン種や成牛に比較し

て抗病性が劣る黒毛和種の子牛 [6，17Jでは，連続的

なMt摂取を考慮した許容基準についても慎重な検討が

必要と思われた.

今回実施した白血球サブポピュレーションの成績か

ら，汚染群では持続的な Mtの摂取により，ナイーブT

細胞とへルパーT細胞はむしろ増加しているものの，骨

髄系の細胞に分化するべき頼粒球やマクロファージへ成

長していく活性単球 [6J数は日齢に関わらず少ないこ

とが示された.有害な毒性物質が摂取され，ナイーブT

細胞などの免疫担当細胞は生体を防衛する反応として増

加していたが，いっぽうで病原微生物の除去などを担う

貧食細胞が明らかに減少していたことなどから， Mtは

子牛の免疫応答能に密接に関与している可能性が示唆さ

れた.

今後は，和牛繁殖農場における自給飼料の積極的なモ

ニタリングと吸着剤給与を含めた現実的な対策などを検

討していくことが重要な課題であると考えられた.

最後に，糞便中の微生物検索を実施いただいた動物衛生研究

所七戸研究施設の勝田 賢先生に深謝する.
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マイコトキシンが黒毛和種子牛の発育と疾病に与える影響

Influence of Mycotoxin Contamination in Silages on J apanese Black Calves' 
Growth and Disease 

Yoshimi OGATA判， Kenji W ADA， Takashi FU]lKURA， Kohkichi TAKAHASHI， 

Hiromichi OOTUKA， Hazime NAGAHATA and Masateru KOIWA 

* Okitama Veterinary Clinical Center， 3668-3 Kubotamachi， Yonezawa， 992-0002， Japan 

SUMMARY 

The link between mycotoxin contamination of roughage and the growth and occurrence of diseases were 
investigated in 34 ]apanese Black cattle breeding farms. Contamination with aflatoxin (AF) B， was detected in 

five of 22 corn silage and two of 11 wrapped grass silage， respectively， resulting in the contamination of mater-
nal milk with AFM，・ Contaminationwith deoxynivalenol was also detectable in one of 22 corn silage. A 
decrease in the daily gain of calves， increase in calf diarrhea and premature birth were found on farms fed high-
ly contaminated silage. The level of serum AST was elevated and the number of MHC 1I + CD 14 + -monocyte was 
reduced in calves with diarrhea. These results suggest that the mycotoxin of roughage may be related to a 

depression of the growth and occurrence of diseases of calves via a suppressed immune response. 
一一-Key words : calf， diarrhea， Japanese Black cattle， mycotoxin， silage. 
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