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研究成果の概要（和文）：　畜産現場において、家畜に給与する飼料を汚染するカビ毒の防除対策は世界的な克
服課題である。本研究では牛尿中ゼアラレノン(ZEN)及びステリグマトシスチン(STC)測定系結果から、牛飼料へ
のオリゴ糖製剤添加により腸管からのZEN及びSTC吸収が低下すること、尿メタボローム解析結果から、ZENとSTC
の高浸潤牛群では、低浸潤牛群と比較して生体内ATP産生やアミノ酸代謝などが大きく変化すること、牛卵管上
皮細胞へのZEN暴露試験より、精子に対する抗炎症作用が阻害されること、及び雌牛群の繁殖性をモニターする
ための内分泌的指標として、血中抗ミューラー管ホルモン濃度測定が有用であること、などを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：At livestock farms, measures to control mycotoxins that contaminate the feed
 fed to livestock are a global challenge. In this study, based on the results of the measurement 
system of both zearalenone (ZEN) and sterigmatocystin (STC) in bovine urine, it was revealed that 1)
 supplementation of oligosaccharide preparations to cattle feed reduces the absorption of ZEN and 
STC from the intestinal tract, 2) from the urinary metabolome analysis, the in vivo ATP production 
and amino acid metabolism in the highly exposed cattle group of both ZEN and STC are significantly 
changed as compared with the low exposed group, 3) it was found that the in vitro anti-inflammatory 
effect of bovine oviductal epithelial cells on sperm is inhibited after the ZEN exposure, and 4) 
blood anti-Mullerian hormone concentration measurement is useful as an endocrine index for 
monitoring the fertility of cows.

研究分野：獣医臨床繁殖学

キーワード： カビ毒　牛　ゼアラレノン　ステリグマトシスチン　繁殖性　防除法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々が報告している牛群の尿中濃度測定系は、経口摂取されたカビ毒の生体内浸潤レベルを個体あるいは牛群
レベルで継続してモニターすることが可能であり、他に類を見ない測定系である。家畜飼養環境下でのカビ毒防
除法に関しては、世界的にカビ毒吸着剤が広く使用されているが、その効果判定法は消化管上皮細胞や実験動物
を用いた報告、ヒト消化管を模した体外消化発酵モデルなどを用いた報告があるのみで、飼養環境下の牛群を用
いた研究は我々の報告を含めて極めて少数である。特にカビ毒防除を目的とした各種添加剤の効果を、尿中カビ
毒濃度測定系を用いて評価する試みはこれまでのところ報告例が無く、極めて斬新な新規データである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、畜産現場においてカビ毒汚染飼料の摂取が疑われる家畜の消化器疾患や繁殖障害等の
中毒症状が世界的に報告され、乳肉等の食品中へのカビ毒残留の危険性も指摘されている。一方、
乳肉生産現場においては、「食品の安全性」や「動物福祉」の観点等から、環境衛生や飼養衛生
（どのような飼養環境下で家畜が飼育されているのか）を意識した取り組みが必須条件となっ
ている。飼養環境下におけるカビ毒浸潤動態のモニタリングは、家畜衛生や乳肉衛生面からも極
めて重要な社会的課題である。我々はこれまでに、Fusarium 属真菌由来カビ毒で、エストロジ
ェン類似作用を持つことから内分泌撹乱物質として知られるゼアラレノン (ZEN) と、
Aspergillus 属真菌由来カビ毒で、強い毒性や発ガン性を持つアフラトキシン B1 (AFB1) 生合
成過程の中間物質の１つとして知られているステリグマトシスチン (STC) に着目して、実際に
腸管から吸収された生体内カビ毒浸潤レベルを反映する液体クロマトグラフィー質量分析 
(LC/MS/MS)法による尿中 ZEN（代謝物を含む）および STC 濃度測定系を構築するとともに 
(Takagi et al., 2011; Fushimi et al., 2014)、本測定系はカビ毒吸着剤添加効果の客観的
評価法としても極めて有用であることを初めて報告した（Fushimi et al., 2014）。 
 飼料へのカビ毒吸着剤(MA)添加は、生産現場において実践可能な唯一のカビ毒防除法とされ
ているが、我々の研究成果からその効果はカビ毒の種類や汚染レベル、MA の添加方法などによ
り大きく影響を受ける事が初めて明らかにされており、実際の添加効果は未だ不明なままであ
る。客観的な臨床データに裏打ちされた、実際の臨床現場で直ちに応用可能で有効な新規カビ毒
防除法の導入が世界の家畜生産現場レベルで求められている。 
 最近、研究協力者である Fink-Gremmels 教授（ユトレヒト大学）らのグループは、実験動物を
用いたカビ毒汚染飼料へのフラクトオリゴ糖(FOS)添加試験から、消化管上皮細胞への炎症作用
低減効果、およびタイトジャンクション (TJ) の「消化管バリア」機能増強によるカビ毒吸収阻
害効果を報告した(Akbari et al., 2015)。一方で、我々は既に子牛に対するFOS製剤(Difructose 
anhydrideⅢ)添加による消化管からの初乳中 IgG 吸収作用(Takagi et al., 2011)、および胃腸
炎発症低減効果(Matsumoto et al., 2009)などを報告している。したがって、我々の尿中カビ毒
濃度測定系を用いて FOS 製剤単独、あるいは FOS と MA の併用によるカビ毒吸収低減効果が確認
されれば、カビ毒対策が極めて困難な生産現場での「安全な新規カビ毒防除法」として直ちに臨
床応用可能であり、世界的にも重要な科学的発見となることが期待できる。一方、研究分担者の
宮本らは、牛卵管上皮細胞の体外培養系モデルを確立し、卵管の精子や受精卵を認識する局所免
疫システムの存在を初めて示した(Marey et al., 2016; Yousef et al., 2016, 2017)。カビ毒が「受
精の場」である卵管の自然免疫システムを撹乱する可能性が高く、今回初めて母体側の繁殖に関
わる局所免疫への影響を検証することになる。 
 
２．研究の目的 
(1)牛群飼料への FOS 添加が消化管バリア機能に与える臨床的評価と新規カビ毒防除法の確立 
 オリゴ糖に関しては、家畜生産現場においてプレバイオティクス製剤としての目的で広く使
用されているが、腸管 TJ のバリア機能からのカビ毒吸収低減効果を主目的とした使用例報告は
皆無である。本研究は、カビ毒防除を目指して行う初めての FOS 添加試験であり、得られる成果
は尿中カビ毒濃度を客観的にモニターした世界初の臨床データとなる。 
(2)カビ毒の低濃度長期間浸潤が牛生体内代謝や繁殖性に与える影響の検証 
 繁殖用雌牛では卵巣内の胞状卵胞発育能を反映する血中抗ミューラー管ホルモン(AMH)濃度測
定を、肥育牛ではガスクロマトグラフィー(GC/MS)法を用いたメタボローム解析による生体内代
謝物変動の観察を行うことで、これまでに報告がない牛生体内代謝や繁殖性に関する新規デー
タベースを得る。 
(3)牛卵管上皮細胞（BOEC）及び牛子宮内膜上皮細胞(BEEC)培養系モデルを用いた ZEN 暴露によ
る内分泌撹乱作用の解明 
 カビ毒が「受精の場」である卵管及び子宮の自然免疫システムを撹乱する可能性が高く、初め
て母体側の繁殖に関わる局所免疫への影響を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)尿中カビ毒濃度測定系を用いたFOS飼料添加によるカビ毒防除効果検証 
牛飼料へのFOS添加予備試験結果を基にしたFOS至適添加濃度を用いて、本試験を実施する。 
(2)FOS添加が牛群の疾病発生や繁殖成績に及ぼす影響に関するデータベース作成 
 各牛群由来の血液サンプルを用いた血清生化学検査を行うとともに、FOS添加試験開始前後
での診療カルテと繁殖記録を基に、各牛群における疾病および繁殖管理データベースを構築
する。 
 (1)、(2)で得られた結果から、飼養環境下の牛群における給与飼料への FO 添加が「タイトジ
ャンクションの消化管バリア」機能に与える影響を臨床的に評価するとともに、牛群の健康状
態と繁殖性も併せて検証することで、家畜生産現場レベルではその防除が極めて困難である飼



料中カビ毒浸潤への適応の可否を明らかにする。 
 
(3)繁殖雌牛群におけるカビ毒浸潤動態とAMH濃度との関連性—FOS添加効果の検証 
 上記で得られた血液サンプルを用いて、尿中ZEN、STC濃度と血中AMH濃度との関連性につい
て、牛群数を増やしてデータベース蓄積を継続するとともに、FOS添加が卵巣内胞状卵胞数 
(AMH濃度) に与える影響を新規に明らかにする。 
 (3)で得られた結果から、(2)の結果と併せて、カビ毒浸潤（特にZEN）のウシへの内分泌撹
乱作用の有無、および生産現場における繁殖性への影響の有無を詳細に検証する。 
 
(4)肥育牛群におけるカビ毒浸潤動態とメタボローム解析—FOS添加効果の検証 
 上記で得られた尿と血液サンプルを用いて、カビ毒浸潤動態とメタボローム解析との関連
性について、牛群数を増やしてデータベース蓄積を継続するとともに、FOS添加が蛋白質、糖
や脂質代謝等の各代謝パラメーターに与える影響を新規に検証する。 
 (4)で得られた結果から、 (2)の結果と併せて、カビ毒浸潤のウシ生体内各代謝機能への影響
の有無を詳細に検証するとともに、肥育牛群における新規代謝プロファイルテスト作成のた
めの基礎データとする。 
 
 (5)ウシ卵管上皮細胞及び子宮内膜細胞培養系モデルを用いた ZEN 浸潤による家畜の繁殖性へ
の影響 
 BOEC 及び BEEC 培養系モデルを用いた ZEN とその代謝物の添加試験を行う。BOEC 及び BEEC
における発現遺伝子の発現動態を無添加コントロール群と比較検討し、in vivo 条件下におけ
る卵管と子宮内膜へのカビ毒浸潤の影響を検証する。 
 (5)で得られた結果から、これまでの配偶子、胚の知見に加えて、ZEN 浸潤が母体生殖関連細
胞の生存性や内分泌系へ与える影響について詳細に検証する。 
 
４．研究成果 
 給与飼料中の ZEN 濃度が同値であることを確認した黒毛和種肥育雌の 2 牛群から、オリゴ糖 
(DFAⅢ)添加群 15 頭、無処置対照群 15頭の計 30頭を本試験に供した。DFAⅢ添加は朝夕の給餌
時に飼料に添加し、添加期間を２週間として添加試験開始時 (Day 0) と添加開始 9日目 (Day 
9) 、14 日目 (Day 14)、および添加休止後 9日目 (Day 23) に尿および血液のサンプリングを
行った。尿サンプルはクロマトグラフィー質量分析法により尿中 ZEN とその代謝物α-およびβ
-ゼアラレノール(α-ZOL およびβ-ZOL)濃度の測定を行った。併せて、DFAⅢ添加による腸管 TJ
機能をモニターするために、血清カルシウム (Ca)、マグネシウム (Mg) 、無機リン (iP) の濃
度測定を行った。その結果、尿中濃度は ZEN、α-ZOL、β-ZOL、及びそれらの総計濃度のいずれ
においても DFAⅢ添加群が対照群よりも有意に低くなり（P<0.05）、それらは腸管からの ZEN 吸
収量の差を反映するものと推測された。一方、血清生化学検査については Ca、Mg における 2群
間の差はなかったが、iPにおいては有意差が認められ、Day 23 において DFAⅢ添加群が対照群
よりも有意に高い濃度（P<0.05）となり、これは DFAⅢ添加が消化管上皮の TJ 機能に影響を与
えた結果を反映するものと思われた。さらに、DFAⅢ添加が、尿中 STC 濃度に与える影響を同様
に検証した。その結果、添加 9日目に尿中に STC が検出された未経産牛の頭数は、DFAⅢ添加群
（10％）で対照群（60％）と比較して少なかった。DFAⅢ添加中止後 9日（Day 23）において、
尿中STCが検出された未経産牛の頭数や急性相タンパク質である血清アミロイドA濃度変化（腸
管炎症性の変化）に差はなかったものの、DFAⅢ添加群の尿中 STC 濃度は対照群よりも有意に低
かった（P = 0.032）。以上の結果、飼料への DFAⅢ添加により、腸管からの ZEN 及び STC 吸収が
低下する可能性が示唆された。 
 カビ毒汚染が牛の代謝系に及ぼす影響を検証するため、先行研究によりZENとSTCの自然汚染
が確認された稲ワラを給与された黒毛和種肥育牛群を試験牛群として、汚染稲ワラ給与時の尿
サンプル（高濃度群：n=6）と汚染稲ワラ除去後14日目に採取した尿サンプル（非汚染群：n=6）、
および非汚染稲ワラ給与下の黒毛和種肥育牛群由来尿サンプル（対照群：n=6）を用いて、ガス
クロマトグラフィー質量分析法による尿中代謝物のメタボロミクス解析を行った。Principal 
component analysis (PCA) 解析の結果、高濃度群および非汚染群と対照群との間には代謝系
における顕著な差異が存在したが、高濃度群と非汚染群との間には違いは見られなかった。ま
た、エネルギー代謝やアミノ酸代謝などにおいても、試験牛群と対照群との間に有意な差が確
認された。以上の結果から、カビ毒汚染飼料の摂取により一般的な血液生化学検査では検知で
きない代謝系の変化が生じていることが明らかとなり、高濃度汚染飼料の牛生体内代謝系への
影響は、汚染飼料の除去後も長期間に及ぶ可能性が示唆された。 
 ウシ精子に応答した免疫関連サイトカイン発現に対するBOECへのZEN曝露の影響を調査した。
その結果、ZENは炎症誘発性サイトカインの発現を刺激することによってBOECに炎症性効果を
もたらし、サイトカイン発現とPGE2産生のレベルで精子とBOEC間の通常の相互作用を妨害する
可能性が示唆された。さらに、BEECへのZEN暴露試験より、ZENの存在がBEECの精子によって引
き起こされる炎症誘発性カスケードを増強し、精子に対する多型核細胞食作用を誘発して精子
の運動性を低下させる可能性が示された。以上のことから、牛卵管及び子宮がZENに曝露する
と、受精時の精子生存に悪影響を及ぼし、結果として受胎率に影響する可能が示唆された。 
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