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研究成果の概要（和文）：　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、市販のELISA測定キットを用いた尿中ゼアラレノン(ZEN)濃度に加えて、尿中デオキシニバレノール
(DON)濃度測定系を確立して、簡便な多種類カビ毒汚染牛群モニタリング系を確立した。牛群のカビ毒浸潤動態
が牛生体内代謝や繁殖性に与える影響に関する検証では、尿中ZEN及びDON濃度と血中抗ミューラー管ホルモン
(AMH)濃度及び血清アミロイドA （SAA）濃度測定とも負の相関を確認した。さらに、牛群のDON及びZEN汚染は繁
殖性や乳房炎などの発生に大きく影響を与え、カビ毒防除対策により改善可能であった。

研究成果の概要（英文）：In livestock production, control measures against mycotoxins that 
contaminate feed fed to livestock are a worldwide challenge to overcome. In this study, we 
established a simple system for monitoring herds contaminated with multiple types of mycotoxins by 
establishing a system for measuring urinary deoxynivalenol (DON) concentration in addition to 
urinary zearalenone (ZEN) concentration using a commercially available ELISA kit. In the 
verification of the effects of herd mycotoxin contamination dynamics on bovine metabolism and 
fertility, negative correlations were observed between urinary DON and ZEN concentrations and blood 
anti-Mullerian hormone (AMH) and serum amyloid A (SAA) concentrations. Furthermore, DON and ZEN 
contamination in herds had a significant impact on reproductive performance and mastitis, which 
could be ameliorated by mycotoxin control measures.

研究分野：獣医臨床繁殖学

キーワード： 牛　多種類カビ毒　繁殖性　飼料　カビ毒防除
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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カビ毒濃度測定系は、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。牛飼養環境下でのカビ
毒浸潤動態やその影響に関する報告は世界的に乏しく、飼養環境下の汚染牛群をモデル牛群として用いた研究は
我々の報告を含めて極めて少数である。特に世界的に問題となっている、飼料中多種類カビ毒汚染に関する問題
に対して、その検出法、対応後の効果判定とその後の長期的な牛群の健康状態や繁殖性に関する情報は皆無であ
り、食品としての乳肉の衛生面からも家畜飼養環境下のカビ毒浸潤動態は極めて重要で斬新なデータである。

※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。近年の気候変動、温暖化の影響も相まって、保管飼料中のカビ毒浸潤動態の把握及びその

防除は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 ELISA法（スクリーニング用）と液体クロマト
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

築した。汚染牛群（稲ワラ）の摘発、生体内代謝と繁殖性に与える影響の解明を行うとともに、

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。一方で近年、機器分析法の発展に伴った飼料中カビ毒同時測定系による多種類カビ毒同時汚

染事例摘発が世界的に相次いで報告されているが、牛群における尿中多種類カビ毒同時測定系

（UMMAS）に関する報告は皆無である。以上を背景とした本研究課題の第一の学術的「問い」
は、「我が国の牛群における生体内多種類カビ毒同時浸潤レベルはどの程度なのか、そして多種類カ

ビ毒同時浸潤は生体内代謝や繁殖性にどのような影響を与えるのか」、である。 
	 飼料へのカビ毒吸着剤(MA)添加は、家畜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、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
ける事を我々は既に報告しており、実際の添加効果は未だ不明である。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、我々は実験動物で消化管上皮細胞への炎症低減効果によるタ

イトジャンクション (TJ) の「消化管バリア」機能修復によるカビ毒吸収阻害効果が報告されたフ

ラクトオリゴ糖(FOS)製剤 (Difructose anhydride III)を牛群飼料に添加し、尿中 ZEN および STC 濃

度測定系データからカビ毒吸収低減効果を初めて確認した。以上を背景とした本研究課題の第

二の学術的「問い」は、「本申請課題により新規確立される UMMAS データはカビ毒防除を目的とす

る飼料添加剤の客観的評価法として有用なのか、そして臨床現場で直ちに応用可能で多種類カビ毒

同時汚染飼料にも有効なカビ毒防除法は何か」、である。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は以下の通りである。	

	 ① 尿中多種類カビ毒同時測定系の新規確立と我が国牛群のカビ毒浸潤データベース拡充 
	 ② カビ毒同時浸潤が牛生体内代謝と繁殖性に与える影響、関連性の詳細な検証 
	 ③ 新規測定系データを指標としたカビ毒防除法の有用性検証、新規防除法の検証と確立 
	 以下の４カビ毒（AFB1,デオキシニバレノール、ZEN、フモニシン）濃度については、飼料安
全法により飼料中の許容基準が定められており、輸入飼料を対象にした輸入段階でのカビ毒監

視体制が確立されているものの、各牛群レベルにおける飼料中カビ毒浸潤動態は不明である。本

研究にて確立を目指す UMMAS は、我々の研究グループで既に独自開発し稼働している尿中
ZENおよび STC濃度測定系を基盤に、許容基準が設定されている上記４種カビ毒を含む、実際
に経口摂取が予想されるその他の主要カビ毒とそれらの代謝物の生体内浸潤レベルがモニター

可能となるもので、世界で他に類を見ない測定系である。さらに、モデル牛群において UMMAS
データを長期間モニターすることで、家畜生産現場におけるカビ毒低濃度長期間暴露モデルと

しての影響調査が可能となる。具体的には、牛群の血液生化学検査結果から、カビ毒浸潤が生体

内代謝系や炎症誘発に与える影響や、特に雌牛では受胎性の他、卵巣の胞状卵胞数を反映する血

中抗ミューラー管ホルモン(AMH)濃度測定を行うことで、これまでに報告例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創成することができる。これらの点が本研究の独自性、創造

性である。さらに、オリゴ糖製剤は、Prebiotics 製剤として既に世界中の家畜生産現場において
使用されているが、牛腸管 TJ のバリア機能に着目したカビ毒吸収低減効果は我々が世界で初めて

報告した知見である。本研究課題は、牛群における多種類カビ毒同時汚染防除の可否を検証するこ



とを目的として行う初めての試みであり、得られる成果はその効果判定の指標として尿中カビ毒濃度

を客観的にモニターした世界初の臨床データとなる。この点も本研究の優れた独自性、創造性であ

る。 
 
３．研究の方法 
研究課題１：LC/MS/MS法を用いた牛尿中多種類カビ毒同時測定系	(UMMAS)	の確立	

これまでに報告例の無い LC/MS/MS 法を用いた UMMAS の確立を図る。我々が既に尿中 ZEN、STC

濃度測定で確立している手順を基本に、以下の一連の実験を行う。なお、本研究では、牛飼料中

に検出報告があり、LC/MS/MS 測定系の positive	mode および negative	mode	で検出可能なカビ

毒とその代謝物を各 5〜10 種選定して順次加えていく予定である。	

１）尿サンプルの調整：経口摂取された各カビ毒が肝臓でどの程度グルクロン酸胞合されている

のかを調べる目的で、尿サンプルの前培養時の	 b-Glucuronidase/arylsulfatase 添加有無によ
る LC/MS/MS 測定を行う。	

２）添加回収実験：既に稼働している我々の LC/MS/MS の条件設定が、UMMAS に対する適応の可

否を検証するために添加回収実験を行う。試験用尿サンプルに各濃度の標準液を添加して、C-18

カラムで固相抽出後に、調整済み条件による LC/MS/MS 測定を行って各カビ毒回収率を検討する。

得られた結果をもとに、溶媒濃度や流速などの最適条件を設定する。	

１）、２）で得られた結果から、最終的に測定感度、妥当性の検証を行い、UMMASを確立する。	

	 	

研究課題２：異なる地域、飼養環境下の牛群におけるUMMASデータベース作成と臨床的評価	

	 各地域（九州、本州と北海道を予定）の異なる飼養管理モデル牛群において尿、給与飼料およ

び血液のサンプリングを行い、UMMAS データに基づくカビ毒浸潤動態の把握、および血清生化学

検査結果から、様々なレベルでの多種類カビ毒同時浸潤が牛生体内代謝、炎症レベルや繁殖性に

与える影響を検証する。	

１）尿サンプル測定：わが国の飼養環境下の牛群における飼料中多種類カビ毒同時浸潤に関する

データベースを構築する。	

２）血清生化学検査：特に肝機能や肝代謝を反映する各種パラメーターのデータベースを作成す

る。さらに生体内炎症レベルモニターのための血清アミロイド A	蛋白(SAA)濃度測定、および卵

巣内胞状卵胞数モニターのための抗ミューラー管ホルモン	(AMH)濃度を測定する。	

本結果から、我が国牛群の新規多種類カビ毒浸潤動態と牛生体に与える影響を明らかにする。	

	

研究課題３：UMMAS データを用いたカビ毒防除法評価と新規防除法の確立	

	 研究課題２で得られる各モデル牛群の UMMAS データベースを参考に試験牛群を選定する。本

研究では、尿中 ZEN、STC 濃度測定系を用いた報告実績のある市販 MA と FOS 製剤、および我々の

子牛への添加試験から、下痢罹患率の低下および便中乳酸菌数の増加が観察された乳酸菌死菌

製剤を用い、単独あるいは混合添加による添加効果を検証する。	

１）試験牛群：飼養環境が異なる複数の雌牛群を選定し、各試験牛群において①	無処置コント

ロール群 10 頭、②	添加群 10 頭、計 20 頭使用、添加剤は既報を参考に推奨量を添加する。	

２）添加試験：我々の過去の添加試験を参照して添加期間２週間とし、添加前後で尿および血液

を採取して、研究課題２に準じて UMMAS と血清生化学検査を行う。	

本結果から、各添加剤のカビ毒防除効果の有用性と牛生体に与える影響を明らかにする。	

	

	 以上の研究を順次展開し、我々がこれまで積み上げてきた牛群におけるカビ毒浸潤動態に関

するデータベースをさらに拡充させる。さらに世界で必要とされている、客観的な評価に基づい

た効果的かつ現実的な新規カビ毒防除法開発を目指す。	

	

４．研究成果 

 本申請課題の目的の１つである、尿中多種類カビ毒同時測定系の新規確立に関しては、これまでに

確立しているゼアラレノン(ZEN)とステリグマトシスチン (STC)に加えて、デオキシニバレノール(DON)と

フモニシンの LC/MS/MS による測定系の確立を終え、現在市販の ELISA 測定キットを用いた簡便な尿

中 DON 測定系確立の可能性を見出した。牛群におけるカビ毒浸潤動態が牛生体内代謝や繁殖性に

与える影響に関する検証では、尿中 ZEN 濃度と牛卵巣内胞状卵胞数モニターのバイ オマーカーであ



る血中抗ミューラー管ホルモン(AMH)濃度との間に負の相関関係があることを明らかにするとともに、炎

症性マーカーである血清アミロイド A （SAA）濃度測定とも負の相関を確認した。さらに、我々のフィール

ド調査から新規摘発した DON 汚染乳用牛群をモデル牛群として、DON 汚染が牛群の繁殖性（受胎率）

や乳房炎などの疾病罹患率に大きく影響を与えることを確認するとともに、汚染飼料摘発後の有効な対

応策を実証することができた。新規カビ毒防除法確立の一環として継続している、飼料への「オリゴ糖製

剤」や「熱処理乳酸菌死菌体製剤」の添加による、尿中カビ毒濃度低減効果の検証に関しては、様々な

発育ステージにおける牛群において添加試験を実施し、これまでに給与飼料へのオリゴ糖製剤

(DFAIII)添加による尿中 STC 濃度低減効果を初めて報告するとともに、 DFA III 添加群と無添加群と

の間の血中低級脂肪酸濃度（腸管内における DFAIII 発酵状況の確認）を比較検討して、DFA III 添加

による腸管内発酵状況の変化を牛において初めて確認した。さらに、黒毛和種哺乳期子牛、及び離乳

前子牛を用いた代用乳への熱処理乳酸菌死菌体製剤添加試験を実施し、添加群において疾病罹患

率の低下や離乳日齢の短縮効果を確認して臨床的な有用性を明らかにした。 
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