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乾物摂取量（dry matter intake; DMI） 

乾物（dry matter; DM） 

可消化養分総量（total digestible nutriens; TDN） 
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グルコース（glucose; Glu） 
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カルシウム（calcium; Ca） 

無機リン（inorganic phosphorus; IP） 

遊離脂肪酸（non-esterified fatty acid; NEFA） 

3-ヒドロキシ酪酸（3-hydroxybutyric acid; 3-HB） 
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総ビリルビン（total bilirubin; T-Bil） 

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（aspartate aminotransferase; AST） 

アラニンアミノトランスフェラーゼ（alanine aminotransferase; ALT） 

インスリン様成長因子Ⅰ(Insulin-like growth factor Ⅰ; IGF-I) 



アンモニア態窒素（ammonia nitrogen; NH3-N） 

揮発性脂肪酸（volatile fatty acid; VFA） 

エンドトキシン（リポ多糖）（lipopolysaccharide; LPS） 

脂肪補正乳量（fat corrected milk; FCM） 

無脂固形分（solid non fat; SNF） 

乳中尿素窒素（milk urea nitrogen; MUN） 
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第 1 章 緒論  

ホルスタイン種乳牛は近年、遺伝的改良により泌乳能力が大幅に向上し、国内のホ

ルスタイン種雌牛の 305 日乳量検定成績は平成元年（1989 年）の 7,705kg から、平成

30 年（2018 年）には 9,711kg と飛躍的な向上を遂げている（一般社団法人家畜改良

事業団 . 1990 & 2019）。一方で、乳生産に要するエネルギーの増加に栄養摂取がお

いつかず、分娩後の NEB の期間と程度は増大している（Macmillan et al. 1996）。NEB

の程度は周産期疾病の発生率と密接に関わっており、扇ら（2001）は 217 牛群での調

査において、高泌乳牛群ほど第四胃変位やケトーシスといった周産期関連疾病の発

生が多かったことを報告している。NEB に陥った牛では、脂肪組織から NEFA を放出

し、肝臓に動員する（Bell. 1979）。動員された NEFA はエネルギー源として利用される

が、処理能力を上回る大量の NEFA が動員されると、NEFA は脂肪に蓄積し脂肪肝と

なる（及川 . 2015）。また、肝臓において糖質が枯渇している状態では、NEFA から生成

されたアセチル CoA がクエン酸回路に参入できず、代替エネルギーとして大量のケトン

体が生成され、ケトーシスを引き起こす（及川 . 2015）。多くの場合、脂肪肝はケトーシス

に先行することが知られており（Oikawa et al. 1997; Shaw. 1956）、両者の関連は深い。

また、分娩後 7 日目と 35 日目の肝細胞中の脂質量が多い牛は、分娩日の血中イオン

化カルシウム濃度が低い事が報告されている（Chamberlin et al. 2013）。他にも、脂肪

肝と第四胃変位との関連（Taguchi et al.  1992）、低カルシウム血症とケトーシス

（Martinez et al. 2012; Ribeiro et al. 2013）、胎盤停滞（Curtis et al. 1983）および第四

胃変位（Massey. 1993）との関連、第四胃変位とケトーシス（McArt et al. 2012A）との関

連が報告されるなど周産疾病は相互に影響をおよぼしている。  

潜在性ケトーシスや第四胃変位に罹患した牛における乳量の低下が報告されるなど、

周産期疾病の発生はその後の生産性を低下させる（McArt et al. 2012A; Detilleux et 

al. 1997; Ospina et al. 2010）。また、McArt ら（2012B）は、潜在性ケトーシス牛は正常

牛よりも分娩後 30 日以内に淘汰されるリスクが 3 倍高くなることを報告しており、周産



2 

 

期疾病は淘汰や死亡にもつながる。牛群検定の除籍理由において、乳器障害を除く

疾病とへい死を合わせた割合が、平成元年に比べて平成 30 年には約 20％増加して

おり、周産期疾病の増加の影響が伺える（一般社団法人家畜改良事業団 . 1990 & 

2019）。 

加えて、遺伝改良による泌乳能力の向上は、乳牛の繁殖性にも影響をもたらしてい

る。周産期の栄養状態は卵巣機能の回復（Beam & Butler. 1999; Lucy. 2001）や子宮

修復（Wathes et al. 2009）などと関連していることから、分娩後の NEB の増大は繁殖成

績を大きく悪化させている。また、周産期疾病と繁殖成績との関連性も示されている。

具体的には、脂肪肝牛では初回発情日数、初回授精日数および受胎までに要する日

数が延長し、受胎率の低下が見られる（Bobe et al. 2007）。また、胎盤停滞牛や潜在

性ケトーシス牛（Ron et al. 1984; Walsh et al. 2007）、分娩後に潜在性低カルシウム血

症を示した牛における受胎率や妊娠率の低下が報告されている（Caixeta et al. 2017; 

Martinez et al. 2012）。 

国内における分娩後の平均初回授精日数は、平成元年の 87 日から平成 30 年は

93 日にまで遅延している。空胎日数は同期間で 125 日から 161 日と大幅に延長して

おり、それに伴い分娩間隔も 405 日から 433 日に広がっている。空胎日数延長の大き

な要因として受胎率の低下があげられ、一般社団法人家畜改良事業団のホームペー

ジによると、初回人工授精受胎率は平成元年の 62.4％から平成 29 年には 41.6％まで

低下している。繁殖成績の悪化による空胎日数の延長は分娩後 115 日目以降、1 日

当たり 1,200 円の損失をもたらすと試算されている（福島ら. 2018）。加えて、分娩後長

期にわたり受胎しない牛は、乳量の低下により繁殖計画から除外され廃用となる。乳牛

の個体乳量は産次を重ねる毎に増加し（Kume et al. 2003）、5 産でピークを迎えるとさ

れており（柏村ら. 2006）、搾乳牛の供用年数と平均産次を延長させることは収益の向

上につながる。しかし、牛群検定農家における平成 30 年の検定牛の平均産次は 2.6

産と低く（一般社団法人家畜改良事業団 . 2019）、周産期疾病や繁殖障害による分娩
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間隔の延長や廃用牛増加の影響が考えられる。平均産次の低下は、得られる産子数

の減少につながり、後継牛の確保を困難にする。平成 30 年の牛群検定牛における自

家生産牛の比率は 84.0％となっており、搾乳牛の 15％以上を外部からの導入により確

保している（一般社団法人家畜改良事業団 . 2019）。しかし、初妊牛価格は酪農情勢

により大きく変動し、近年の初妊牛価格の高騰は導入牛の割合が高い農場の経営を

圧迫している。 

以上のように、NEB を起因とする周産期疾病の発生や繁殖成績の低下は農場の収

支を悪化させ、酪農経営に大きな影響を与えている。このことから、周産期の栄養管理

に着目し、NEB を軽減するための研究が広く行われている。特に乾乳期の栄養管理に

ついて、分娩前の 4 週間に高エネルギー飼料を給与することで、分娩後の DMI が向

上することが報告されている（Rabelo et al. 2003; McNamara et al. 2003）。一方、乾乳

前期においては、給与飼料の栄養水準を要求量の 80％に抑えることで、分娩後の

DMI が向上するという報告もある（Dann et al. 2006）。1 戸あたりの飼養頭数が増加し

管理の集約化が進んでいることから、多くの経営体では、個々の牛毎に栄養要求量を

把握することは難しく、これらの知見を元にした牛群単位での栄養・飼養管理が行われ

ている。そのような中でも、牛群内で特に周産期疾病のリスクが高い牛の予測ができれ

ば、それらの牛に対して重点的な予防措置を行うことで、疾病発生のリスクをさらに低

減できると考えられる。過去にも周産期疾病の発生リスクに関連する指標を分析した研

究はなされている（Cameron et al. 1998; Chapinal et al. 2011; Martinez et al. 2012）が、

これらの知見は、第四胃変位や子宮内膜炎など、個別の疾病毎に単一の血液指標を

用いてリスク評価を行っている。しかし、個々の疾病毎にリスクを確認して対応すること

は現実的ではない。周産期疾病は互いに関連し合っていることから、周産期疾病の総

合的なリスクを評価できる指標があれば、飼養管理に有効に活用が可能だと考えられ

る。 

また、疾病発生牛に対しては疾病の種類を的確に診断し、最適な対処を行う事が重
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要となる。潜在性低カルシウム血症（Kamgarpour et al. 1999; Reinhardt et al. 2011; 

Martinez et al. 2012）や潜在性ケトーシス（Geishauser et al. 1997; LeBlanc et al. 2005）

など、ある程度統一された診断基準をもつ疾病がある一方で、脂肪肝の確定診断は肝

生検のみによる（Bobe et al. 2004）ことから、飼養現場での日常的な実施は困難である。

Haudum ら（2011）は超音波画像よる脂肪肝診断を試みているが、軽度の脂肪肝では

精度が低かったとしている。扇ら（1991）はケトン体濃度と肝臓への脂肪沈着の程度と

の相関を報告しているが、脂肪肝診断の精度については言及していない。脂肪肝は他

の周産期疾病とも関わりが深いことから（Katoh. 2002）、分娩後早期に肝生検に準じた

精度で脂肪肝の間接診断ができれば、早期の治療により、重症化や他の周産期疾病

の続発を未然に防ぐことが可能だと考えられる。 

繁殖管理においても、分娩後早期に個々の牛の受胎性の評価が可能になれば、個

体毎に繁殖管理の戦略を立て、受胎性が低いと評価された牛に対してはその改善に

向けたアプローチを行うことで、農場全体の繁殖成績の向上に結びつく可能性がある。

江口ら（2005）は、初回授精遅延牛において分娩後の NEFA の増加と Ca の低値を、

空胎日数延長牛においては分娩前の Glu の低下、分娩後の NEFA の増加および T-

Cho の低下を認め、周産期の栄養状態と繁殖成績との関連を示している。また、Patton

ら（2007）は、初回授精時の BCS が 2.25 以下の牛では 3.25 以上の牛に比べて受胎

率が低くなることを、Butler ら（1996）は人工授精当日の BUN および MUN の濃度が

19 mg/dL を上回る牛では妊娠の割合が低いことを報告している。しかし、これらの報告

は、各種指標の成績が異なる牛群間の繁殖性の違いを評価するにとどまり、これらの

指標を用いた受胎性の予測は行っていない。 

 人医学の分野では、食道癌の診断や気管支喘息の亜型の分類に多変量を用いたク

ラスター解析を用いた事例が報告されている（Li et al. 2015; Youroukova et al. 2017）。

また、廣田（1999）は、人において、多くの疾病の診断に判別分析が利用され、優れた

診断精度をあげている事を報告している。このことから、ホルスタイン種における周産期
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疾病の総合的なリスク評価を行うにあたっても、それぞれの疾病の発生に影響を与える

多くの要因同士の関係性を考慮した、多変量解析の手法が有効であると考えられる。

また、脂肪肝の診断や繁殖性の予測についても、多変量解析の手法を用いることで、

高い精度での評価ができる可能性がある。 

以上のことから本論文では、第 2 章においては、特定の疾病を対象とせずに、周産

期疾病全般の総合的なリスクを評価する手法として、血液生化学値を用いたクラスター

解析および判別分析による疾病リスクの分類を試みた。第 3 章では判別分析を用いて、

脂肪肝の分娩後早期における診断と分娩前における発生予測を試みた。脂肪肝診断

においては、血液成分値だけでなく、乳中脂肪酸組成を含む泌乳成績を判別式の変

数に用いた際の精度についても検証を行った。第 4 章では、同様に判別分析を用い

て、初回授精における受胎性の予測を分娩後早期の血液成分値により試みた。また、

各章に共通して、血液性状だけでなく、ルーメン液性状や泌乳成績についても調査を

実施し、疾病の発生や繁殖性に影響をおよぼす要因を総合的に分析した。  
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第 2 章 クラスター解析を用いた周産期乳牛の疾病リスク評価  

2.1 緒言  

周産期疾病は生乳生産と繁殖成績を低下させることから  （Venjakob et al. 2018; 

Deluyker et al. 1991）、経済的な損失は非常に大きい  （Gohary et al. 2016）。加えて、

周産期疾病は治療に要するコストや労力の増大にも直結する。よって、酪農経営にお

ける周産期疾病の低減は非常に重要であり、予防や予知技術による貢献度は計り知

れない。その発生を最小限に抑えることが重要である。このことから、周産期疾病の予

防および予測技術は、酪農産業にとって大きな価値がある。周産期疾病の予防技術

については、過去にも幾つか報告されている  （Moore et al. 2000; McArt et al. 2012B） 

が、個体毎に疾病の発生リスクを評価する事が出来れば、リスクの高い牛に対してより

綿密な管理が可能となり、疾病の低減につながると考えられる。リスク評価の一つとして

BCS（Ferguson et al. 1994）の測定があげられ、分娩前の過肥は分娩後の NEB を悪化

させる事が示されている（Allbrahim et al. 2010）。また、血液生化学値と周産期疾病の

発生リスクとの関連性についても多く報告されている（Cameron et al. 1998; Chapinal et 

al. 2011; Martinez et al. 2012）が、これらの知見は NEFA や Ca などの単一の血液成

分指標を用いて、第 4 胃変位や子宮内膜炎などの特定の周産期疾病の発生リスクを

評価している。しかし、周産期疾病の発症には様々な要因が影響し、それぞれの疾病

が互いに関連性を持つことが報告されている（Katoh. 2002）。そのため、複数の血液成

分を総合的に解析することで、周産期疾病の発症リスクを網羅的に評価できると考えら

れる。 

本研究では、周産期における疾病リスク評価の新たなアプローチとして、分娩後早

期の乳牛に対して複数の血液成分値に基づくクラスター解析を実施し、本解析が周産

期疾病の総合的なリスクの判定に利用出来るかどうかを検討した。クラスター解析は、

個々の牛の状態が大きく異なる分娩後 1 週目において、代謝プロファイルテストで一般

的に利用されている（Payne et al. 1970）、13 の血液成分値を用いて実施した。クラスタ
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ー解析の結果をもとに牛を 2 つのグループに分類し、2 グループの血液成分値、ルーメ

ン液性状および泌乳成績を比較した。次に、クラスター解析の結果を用いて、より少な

い検査項目で疾病リスクを評価するのに適した判別式を同定した。さらに、分娩前の血

液パラメータを判別式に適用し、分娩前の時点における分娩後の疾病リスク評価の可

能性を検討した。 
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2.2  材料と方法  

全ての動物実験は兵庫県立農林水産技術総合センター動物実験指針に基づいて

実施した。 

 

1.  供試牛  

兵庫県立農林水産技術総合センター淡路農業技術センターで飼養するホルスタイ

ン種初妊牛 6 頭と経産牛 14 頭（うち初産 9 頭、2 産 2 頭、3 産以上 3 頭） を供試

し、分娩予定の 3 週前から分娩後 12 週までを試験期間とした。供試牛の概要を表

2.1 に記す。これらの分娩後産次は 2.3 ± 1.4 産（範囲：1～6 産）で、経産牛の乾乳日

数は 75.7 ± 52.6 日（範囲：31～224 日）、分娩後 12 週目の平均乳量は 34.7 ± 5.9kg/

日（範囲：25.2～42.6kg）であった。 

 

2.  飼養管理  

供試牛は、快適性を考慮したタイストール牛舎で飼養し、分娩予定日１週間前から

分娩までは単房にて飼養した。飼料は、日本飼養標準（農業・食品産業技術総合研

究機構 . 2007）に基づいて必要なエネルギー量を満たすように設計し、個別に給与し

た。分娩前は分離給与とし、分娩後は分離給与から徐々に TMR に切り替え、8 日目

からは TMR のみを給与した。分娩前と分娩後 8 日目までは制限給餌とし、分娩後 9

日目以降は TMR を飽食させた。分娩予定日 4 週前から分娩までの飼料構成と養分

含量を表 2.2 に、分娩後の TMR の飼料構成と養分含量を表 2.3 に示した。給餌は

8：30 と 15：30 の 1 日 2 回行い、水は自由摂取とした。搾乳は、8：00 と 16：30 の 1 日

2 回実施した。 

 

3.  血液の採取および処理  

血液サンプルは、分娩の 3、2 および 1 週前、分娩後 1、3、5、8 および 12 週後の
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朝の飼料給与から 4 時間後にヘパリンナトリウム加真空採血管を用いて頸静脈より採

血した。採取後、サンプルは直ちに遠心（1,660×g 、10 分、4℃）して血漿を分離し、

Glu 含量は乾式血液自動分析装置（DRI-CHEM3030、富士フイルム株式会社、東

京、日本）を用いて遠心分離直後に測定した。残りの血漿は、他の項目の分析まで-

30℃で保存した。血漿中の AST、ALT、 NEFA、PL、T-Cho、T-BIL、尿酸（UA）、Ca、

IP、3-HB、TG および BUN 濃度については、自動分析装置（7060、株式会社日立ハ

イテク、東京、日本）を用いて測定した。IGF-I 濃度は、ELISA 法（IGF-I Human 

ELISA Kit Quantikine、R&D Systems, Inc、ミネソタ、アメリカ）で測定した。 

 

4.  ルーメン液の採取および処理  

ルーメン液サンプルは採血と同時に食道チューブ（ルミナー胃汁採取器、富士平工

業株式会社、東京、日本）を用いて経口採取後、直ちに 2 重にしたガーゼを用いてろ

過し、NH3-N 濃度の測定用に-30℃で凍結保存した。また、VFA 量測定のためにろ過

液 5ml を 1.0ml の 24％メタリン酸含有 3 規定硫酸と混和後 18 時間室温で静置した

後、遠心分離（1,660×g 、30 分、4℃）によって得られた上清を-30℃で凍結保存した。

NH3-N 濃度は自動窒素分析装置（Kjeltec Auto 1035、Tecator、スウェーデン）を用い

て水蒸気蒸留法にて測定した。総 VFA量および VFA組成割合（酢酸、プロピオン酸、

酪酸およびその他 VFA）はガスクロマトグラフ（GC-2014、㈱島津製作所、京都、日本）

を用いて測定した。 

 

5.  日乳量および乳成分の測定  

乳量は乳量計  （F series、TRU-Test Group、オークランド、 ニュージーランド）を用

いて毎日測定し、血液採材日を含む過去 7 日間の平均乳量を算出した。乳汁サンプ

ルは採血日の朝晩の搾乳時にミルクメーターから採取した。乳脂率、乳蛋白質率、

SNF 率、乳糖率、MUN および体細胞数リニアスコアは赤外分光法  （Combi-Foss 
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FC、Foss、デンマーク）を用いて得られた成分値を用いて、採材日の朝晩の乳量をもと

にした加重平均により算出した。 

 

6.  統計解析  

すべての分析は JMP13.0 ソフトウェア（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用いて

行った。供試牛は、分娩 1 週後の血液生化学値（AST, ALT, NEFA, PL, T-Cho, T-BIL, 

UA, Ca, IP, 3-HB, TG, Glu, BUN）をもとに、Ward 法を用いたクラスター分析により 2 グ

ループ（A グループ、B グループ）に分類した。次に、産次とグループを主試験区、週次

を副試験区とした分割区法によって試験期間中の血液生化学性状、ルーメン液性状、

泌乳成績について統計処理を行った。グループ間に有差異（p<0.05）または差の傾向

（p<0.10）が認められた項目およびグループと週次に有意な交互作用が認められた項

目については、週次ごとの分析値の違いを対比により確認し、各グループの特性につ

いて検討した。 

次に、クラスター解析においてクラスターによって説明される割合が高い変数を用い

て、クラスター解析と同様のグループ分けとなるような判別式を作成した。また、得られ

た判別式を用いて、分娩前の全ての週次の測定値について判別分析を実施した。  
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2.3 結果  

 クラスター解析により得られた樹形図を図 2.1 に示す。変動がクラスターによって説明

される割合（R2）の高い変数は、PL（0.66）、Ca（0.65）、T-Cho（0.52）および IP（0.49）で

あった。クラスター解析の結果をもとに、供試牛を A グループ（経産牛 9 頭、初産牛 4

頭）と B グループ（経産牛 5 頭、初産牛 2 頭）の 2 グループに分類し、両グループの比

較を行った。 

 

1．血液生化学値  

両グループの血液生化学値の測定結果を表 2.4に示す。AST、NEFA、PL、T-BIL、

Ca、IP および 3-HB 濃度についてグループ間に有意な差が、T-Cho 濃度については差

の傾向（p<0.10）が認められた。また、Glu、AST、NEFA、TG、T-BIL、Ca、IP および 3-

HB 濃度に、グループと週次の有意な交互作用が認められた。これらの項目について、

測定値の経時的変化を図 2.2 に示す。B グループでは、分娩前 3 週において、A グル

ープに比べて Glu および TG の濃度が高かった（p<0.05）。また B グループでは、分娩

後 1 週目において NEFA、3-HB、AST および T-BIL の濃度が A グループに比べて有

意に高値を示し、AST 濃度は分娩後 3 週においても Bグループが高かった（p<0.05）。

一方、A グループでは、分娩後 3 および 5 週の T-Cho 濃度、分娩後 1、3 および 5 週

の Glu 濃度、分娩後すべての週次における PL 濃度が B グループに比べて有意に高

値を示した。また Ca 濃度は分娩後 8 週を除いた全ての週次で A グループが B グルー

プを上回り（p<0.05）、IP 濃度は分娩前 2 週と分娩後 1 週に A グループが有意に高値

を示した。  

 

2．ルーメン液性状  

両グループのルーメン液性状を表 2.5 に示す。NH3-N 濃度にはグループと週次の

交互作用が認められた（p<0.05）。総 VFA 量は B グループが有意に低い値となった。
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酢酸、プロピオン酸、酪酸の組成割合は両群間に差は認められなかった。ルーメン液

性状の経時的変化を図 2.3 に示す。NH3-N 濃度は、分娩後 1 週において B グループ

が高い値を示した（p<0.05）。総 VFA 量は分娩後 1 週および 3 週において A グループ

が有意に高い値を示した。 

 

3．泌乳成績  

両グループの泌乳成績を表 2.6 に示す。平均乳量はグループ間に有意差は認めら

れなかった。SNF と乳蛋白質率はともに B グループが有意に低い値となり、乳糖率は B

グループが低い傾向であった（p<0.10）。また、乳脂率ではグループと週次の間に交互

作用の傾向（p<0.10）が認められた。泌乳成績の経時的変化を図 2.4 に示す。SNF 率

は測定を実施した全ての週次で、A グループの値が有意に高くなった。乳蛋白質率は

分娩後 8 週を除く全ての週次で A グループが高い値であった（p<0.05）。乳糖率およ

び乳脂率には、両グループ間に有意差は認められなかった。  

 

４．判別分析  

分娩後 1 週目における、IP、PL、Ca または IP、Ca、T-Cho の値を説明変数に用いた

判別式により、クラスター解析と一致した群分けが可能であった。得られた 2 つの判別

式を以下に示す。 

 

説明変数 : IP, Ca, and PL; 

z = IP*0.6750 + Ca*1.089 + PL*0.04237 − 17.55  

（z > 0 グループ A、 z < 0 グループ B） 

 

説明変数 : IP, Ca, and T-Cho; 

z = IP*0.7505 + Ca*1.363 + T-Cho*0.04078 − 19.48 
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 （z > 0 グループ A, z < 0 グループ B） 

 

これら 2 つの判別式を用いて、供試牛の分娩前の血液サンプルについて判別分析

を行ったところ、クラスター解析と異なる群分けとなる誤判別率は、前者が 22.0％（A グ

ループ 18.8％、B グループ 27.8％）、後者が 16.0％（A グループ 6.3％、B グループ

33.3％）であった（表 2.7）。 
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2.4 考察  

統計解析においては産次を主試験区として分析したが、産次の違いが解析結果に

及ぼす影響は小さかったことから、結果の検討にあたっては産次をブロックとして扱った。

両グループの NEFA および 3-HB 濃度を比較したところ、両項目とも分娩後 1 週目に

おいて B グループが有意に高値となった。血中 NEFA 濃度は 0.4mEq/L 以上で高度

の体脂肪動員と関連があるとされている（Oetzel. 2004）。また、正常牛と潜在性ケトー

シス牛を区別する 3-HB 濃度のカットポイントは、1200-1400μmol/L である（Geishauser 

et al. 1997; LeBlanc et al. 2005）。本試験では、A グループにおいても分娩後 1 週に

おける NEFA 濃度は 0.49mEq/L と体脂肪動員が疑われるレベルであったが、B グルー

プの NEFA濃度は 0.87mEq/Lであり、体脂肪動員の判定閾値を大きく上回った。分娩

後１週における 3-HB 濃度は A グループで 632µmol/L であり、分娩前からの上昇はわ

ずかであった。一方、B グループでは 2,114µmol/L と潜在性ケトーシスの判定基準値を

大きく上回った。これらのことから、両グループともに NEB に起因する体脂肪動員が引

き起こされていたと考えられるが、B グループの牛は A グループに比べてその程度が大

きく、肝臓の処理能力を超える過剰な体脂肪が動員されたことでケトン体が多量に生

成されたものと考えられる。また、B グループでは A グループに比べて分娩後 1 および

3 週の AST の濃度が有意に高く、分娩前から分娩後 1 週にかけて大きく増加した。

AST は肝臓への脂肪浸潤により増加することから（Bobe et al. 2004）、B グループでの

AST の高値は高度の体脂肪動員に起因するものと考えられる。同様に分娩後 1 週の

T-BIL 濃度も B グループが A グループよりも有意に高い値を示しており、脂肪浸潤に

よる肝障害を反映したものと考えられる（Kalaitzakis et al. 2007）。 

本試験の供試牛では、分娩後の起立不能など低 Ca 血症の臨床症状を示す牛はい

なかった。健常牛の血中 Ca 濃度は 8.8～10.4 mg/dL （Cozzi et al. 2011）と報告され

ている。A グループの牛は試験期間を通して Ca 濃度に大きな変動はなく、正常値の範

囲で推移した。一方、B グループの Ca 濃度は分娩前から正常値の下限付近を推移し、
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分娩後１週目には 8.4mg/dL と正常値を下回り、潜在性低カルシウム血症の診断カット

ポイントとされる 8.0-8.59mg/dL 付近の値を示した（Kamgarpour et al. 1999; Reinhardt 

et al. 2011; Martinez et al. 2012）。乳牛の血中 Ca 濃度は分娩後約 12-24 時間後に

最低値に達するとされており（Goff. 2008）、Caixeta ら（2015）も、分娩後 1 日目に最低

値となり、その後回復すると報告している。そのため、B グループの牛では、分娩直後に

おいて、より重度の潜在性低カルシウム血症を呈していた可能性が考えられる。本報告

では飼料摂取量の測定を実施していないが、潜在性低カルシウム血症を示す牛では、

消化管における筋収縮が減退するため乾物摂取量が低下するとされている（Goff. 

2008）。このことから、B グループでは分娩直後からの潜在性低カルシウム血症に起因

する乾物摂取量の低下により、A グループよりも重度の NEB に陥っていた可能性が考

えられる。B グループにおいて分娩後の T-Cho、PL および Glu 濃度、ルーメン液中の

総 VFA量、乳中 SNFおよび乳蛋白質率が Aグループを常に下回って推移したことも、

乾物摂取量の低下によるエネルギー不足を反映したものと考えられる。  

上記のように、B グループでは、泌乳初期において潜在性ケトーシスと潜在性低カル

シウム血症の傾向が同時に認められた。潜在性ケトーシス（Dohoo & Martin. 1984; 

Andersson. 1988）や潜在性低カルシウム血症（Kamgarpour et al. 1999; Reinhardt. 

2011; Neves et al. 2017）は、はっきりとした臨床症状がないにもかかわらず、生産性に

悪影響を及ぼすことが報告されている。さらに両疾病は、子宮炎や第四胃変位などの

他の周産期疾病に対して共通するリスク要因となる（Duffield et al. 2009; Chapinal et 

al. 2011; Martinez et al. 2012）。両疾病の関連性はこれまでにも報告されているが

（Martinez et al. 2012; Ribeiro et al. 2013）、本試験のように両者を組み合わせて複合

的なリスク評価を行った報告は見当たらない。人医学の分野では、疾患の分類や診断

にクラスター解析を用いた研究が報告されている（Li et al. 2015; Youroukova et al. 

2017）。畜産の分野においては、牛群内の遺伝子型の分類（Fraga et al. 2016）や豚の

精子の運動性の分類（Ibănescu et al. 2018）にクラスター解析を用いた研究が報告され
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ている。しかし、家畜の疾病の診断やリスク評価にクラスター解析を用いた報告は見当

たらない。本研究により、特定の基準値を用いることなく乳牛の分娩後の周産期疾病リ

スクを総合的に評価する新たな手法として、分娩後早期の血液成分を用いたクラスタ

ー解析が利用できる可能性が示された。 

本試験では、3 つの説明変数（IP、Ca、PL または IP、Ca、T-Cho）のみを用いた判別

式によりクラスター解析と同様のグループ分けが可能であった。これらの判別関数には、

カルシウム代謝（Ca および IP）と飼料摂取量（T-Cho、PL および IP）に関連する指標の

両方が含まれており（Payne et al. 1970; Payne & Payne. 1987; Reist et al. 2002）、この

ことは、周産期疾病の総合的なリスクを、少数の血液成分のみによって評価できる可能

性を示している。さらに、作成した 2 つの判別式を分娩前の血液生化学値に適用した

ところ、分娩後 1 週目におけるクラスター解析によるグループ分けに対して、16-22％の

誤判別率が得られた。Neves ら（2017）は、分娩 1 週前に Ca 濃度が 9.6mg/dL 以下の

経産牛は 9.6mg/dL を超える牛に対して、分娩後に潜在性低カルシウム血症と診断さ

れるリスクが 1.4 倍に増加すると報告している。本試験でも両グループの分娩前 Ca 濃

度に有意差が認められたが、分娩後に Ca 濃度の低下が認められなかった A グループ

においても、分娩前 2週および 1週の Ca濃度は 9.6mg/dLを下回った。また Akamatsu

ら（2007）は、分娩後にケトーシスに罹患した牛では分娩 2 週前の T-Cho 濃度が健康

牛に比べて低い（74 vs 94 mg/dL）ことを報告しているが、本試験においては両グルー

プの分娩前 T-Cho 濃度に有意な差は認められず、いずれも Akamatsu ら（2007）の報

告における健康牛に近い数値であった。さらに、判別式の変数として選択された PL は、

分娩前においては両群間に有意差は認められなかった。同様に、IP は分娩 2 週前に

おいてはグループ A が有意に高値であったものの、分娩 1 週前および 3 週前において

は両グループに差は認められなかった。このことから、本研究では、分娩前において、こ

れらのうち単一の指標のみを用いて周産期疾病のリスクを評価することは困難であった。

このことから、分娩前においても、カルシウム代謝に関連する指標（Ca、IP）と飼料摂取
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量を反映する指標（T-Cho、PL）を組み合わせた判別式を用いることで、単一指標の基

準値を用いた分類では正確な疾病リスク評価ができなかった牛についても、良好な精

度で分娩後の周産期疾病リスクを総合的に評価できる可能性が示された。  
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分娩後産次 2.3 ± 1.4 1.0 ± 0.0 2.8 ± 1.3

乾乳日数 (日) 75.7 ± 52.6

分娩後12週目の平均乳量 (kg) 34.7 ± 5.9 28.6 ± 3.6 37.7 ± 3.6

全頭平均 (n=20) 初妊牛 (n=6) 経産牛 (n=14)

表2.1  供試牛の概要

(平均値 ± 標準偏差)

2.5 図表  
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分娩前4週～ 分娩前2週～ 分娩前4週～ 分娩前2週～

 給与量 (kg)

クレイン乾草 4.0 3.0 5.0 3.0

オーツ乾草 3.0 3.0 4.0 4.0

ビートパルプ 3.0 3.0 3.0 3.0

乾乳期用配合飼料 3.0 4.0 3.0 4.0

飼料成分

DM給与量 (kg/日) 11.5 11.4 13.2 12.3

DM割合 (%) 88.0 88.0 88.0 88.0

TDN(DM中%) 68.0 69.6 67.1 69.3

CP (DM中%) 12.1 13.1 11.6 12.5

NDF (DM中%) 47.7 43.7 49.7 44.7

表2.2　分娩前の飼料構成と飼料成分

経産牛初産牛
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構成飼料 (DM中%)

ソルガムサイレージ 13.7

クレイン乾草 5.3

スーダン乾草 6.5

アルファルファ乾草 12.8

ビートパルプ 10.2

トウモロコシ (圧片・粉砕混合) 26.7

圧片大麦 6.9

大豆粕 10.4

綿実 3.5

コーングルテンミール 0.4

加熱大豆 0.3

エネルギーサプリメント 1.8

ミネラル・ビタミンプレミックス1) 1.6

飼料成分

　　DM割合 (%) 55.1

　　TDN (DM中%) 72.8

　　CP (DM中%) 15.4

　　NDF (DM中%) 34.3

1) 炭酸カルシウム：第2リン酸カルシウム：塩：重曹：ビタミン剤

     ＝1:3:1:3:1 (原物混合比)

表2.3 分娩後の飼料構成 (TMR)
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グループ A グループ B 全体

 (n = 32) (n = 18)  (n = 50)

18.8% 27.8% 22.0%

6.3% 33.3% 16.0%

1) クラスター解析によるグループ分けに対する誤判別率

表 2.7 　分娩前における判別式の誤判別率

判別式の変数

誤判別率1)

IP, Ca, PL

IP, Ca, T-cho
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図 2.1 クラスター解析の樹形図  
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図 2.2 血液生化学値の経時的変化  
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図 2.3 ルーメン液性状の経時的変化  
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図 2.4 泌乳成績の経時的変化  
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第 3 章 判別分析を活用した脂肪肝診断およびリスク評価  

3.1 緒言  

  第 2 章においては、ホルスタイン種乳牛の周産期疾病について、13 の血液成分値

によるクラスター解析ならびにカルシム代謝と栄養代謝に関連する 3 つの血液指標（IP、

Ca、PL または IP、Ca、T-Cho）を変数に用いた判別式により、総合的なリスク評価が可

能であることを示した。総合的な疾病リスクを早期に判定することで、高リスク牛に対応

した飼養管理への変更などにより、疾病発症牛の低減につながると考えられる。一方で、

実際に周産期疾病を発症した牛に対しては、疾病の種類・原因や症状の程度を的確

に診断し、その結果に基づき、最適な対処を行うことが求められる。周産期疾病は相互

に関連性があることが報告されており、その一つである脂肪肝はケトーシスに先行して

発生し（Brumby et al. 1975）、ほぼ全てのケトーシス牛において観察される（Oikawa et 

al. 1997; Shaw. 1956）。また、脂肪肝は、第四胃左方変位（Holtenius & Niskanen. 

1985）、ダウナー症候群（Allen & Davies. 1981）、胎盤停滞（Morrow et al. 1979）など

多くの周産期疾病との関連性が報告されている。さらに、脂肪肝牛ではコレステロール

合成の低下に起因するプロジェステロン合成の低下（Watson & Williams. 1987）や負

のエネルギーバランスに関連する IGF-Ⅰの低下（Beam & Butler. 1999）などを原因とし

て繁殖成績が低下することも報告されている。以上の事から、脂肪肝を早期に診断ま

たは予測し、適切な治療や予防処置を講ずる事が出来れば、関連する他の周産期疾

病の発症リスクの低下や繁殖成績の向上にもつながり、農場の生産性向上に大きく寄

与できると考えられる。 

脂肪肝は、分娩前後の NEB を補うために、肝臓での処理能力を超えた体脂肪が動

員されることで肝臓内に脂肪が蓄積する疾病であることから（Katoh. 2002）、確実な診

断を行うためには、肝生検により肝組織への脂肪浸潤の程度を評価する事が必要であ

る（Bobe et al. 2004）。しかし、酪農現場において肝生検を日常的に実施することは困

難であることから、肝生検に準じた精度で脂肪肝を間接的に診断する手法の確立が求
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められる。本研究では肝生検により脂肪肝と診断したホルスタイン種経産牛 13 頭と正

常牛 24 頭について、飼養成績、血液成分および第一胃液性状などの栄養代謝指標

を比較し、脂肪肝の発症に関連する因子を検討した。また、2 章で得られた変数に、脂

肪肝の指標となる変数を新たに加えた判別式による、脂肪肝の間接診断精度および

分娩前における脂肪肝予測の可能性についても検証した。加えて、分娩後の乳中脂

肪酸組成を測定し、泌乳成績と乳中脂肪酸組成を活用した脂肪肝診断の可能性に

ついても検証した。 
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3.2 材料と方法  

全ての動物実験は兵庫県立農林水産技術総合センター動物実験指針に基づいて

実施した。 

 

1．供試牛  

  兵庫県立農林水産技術総合センター淡路農業技術センターで飼養するホルスタイ

ン種経産牛のうち、2014 年 8 月から 2016 年 8 月にかけて分娩した延べ 37 頭（うち、

重複 8 頭）を供試し、分娩予定の 3 週前から分娩後 12 週までを試験期間とした。供試

牛の概要を表 3.1 に示す。これらの産次は 2.8±0.9 産（範囲：2～5 産）で、乾乳日数は

93±49 日（範囲：37～234 日）、調査開始時の体重は 734±79kg（範囲：611～942kg）で

あり、分娩後 12 週目の平均乳量は 38.0±6.6kg/日（範囲：27.8～52.7kg/日）であった。 

  

2．飼養管理  

 供試牛は、快適性を考慮したタイストール牛舎で飼養し、分娩予定日１週間前から分

娩までは単房にて飼養した。飼料は日本飼養標準（農業・食品産業技術総合研究機

構 . 2007)の要求量を満たすよう設計し、個体別に給与した。分娩予定日 4 週前から分

娩までの飼料構成と養分含量を表 3.2 に、分娩後の TMR の飼料構成と養分含量を

表 3.3 に示した。分娩前は分離給与とし、分娩後は分離給与から徐々に TMR に切り

替え、8 日目からは TMR のみを給与した。分娩前と分娩後 8 日目までは制限給餌と

し、分娩後 9 日目以降は自由摂取とし、残飼が出るように給与量を増やした。給餌は

8：30 と 15：30 から行い、水は自由摂取とした。搾乳は、8：00 と 16：30 の 1 日 2 回実

施した。 

  

3．調査項目と方法  

（1）採材・調査間隔と回数  
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分娩日の 3 週前から分娩後 12 週までの間に以下の調査を行った。肝生検は分娩

後 2 週に実施した。飼料摂取量は調査期間中、乳量は分娩後毎日計量した。血液と

第一胃液の採材は分娩予定日の 3,2 および 1 週前、分娩後 1,2,3,5,8 および 12 週に

実施し、体重と BCS の計測はこれらの週次に加えて分娩日にも実施した。乳汁の採材

は分娩後 1,2,3,5,8 および 12 週に実施した。 

（2）脂肪肝診断  

1）肝生検  

肝生検は三浦ら（1987）の手法を参考に実施した。肝生検実施の様子を図 3.1 に示

す。鎮静処置として 2％キシラジン（セラクタール、バイエル薬品株式会社、大阪）0.7ml

を尾静脈から投与後、右側第 11,12 肋間で背線より 30～40cm 程度下部の部位を約

5cm 四方に剃毛し、消毒後、アルコール綿で清拭した。メスにて穿刺部を小さく切皮し、

14G×150mm の自動生検針（エースカット、株式会社タスク、栃木）を切皮箇所から肝

臓へ刺入して肝組織を採取した。採取した肝組織は直ちに 20%中性緩衝ホルマリン液

（マイルドホルム、和光純薬株式会社、大阪）に浸漬固定し、組織切片作成まで保存し

た。 

2）肝組織の脂肪染色  

ホルマリン固定した肝生検組織を 10%、20%および 30%サッカロース水溶液で段階

的に脱水処理した後、ドライアイス・ヘキサンで凍結して-20℃、5μｍの条件で薄切した。

脂肪染色としてオイルレッド O 染色を実施し、画像診断に供した。 

3）脂肪滴沈着スコアの評価と供試牛の区分  

脂肪肝の進行に伴う肝組織の病理学的変化を考慮し（本好茂一 . 1990）、組織内へ

の脂肪滴沈着の程度を「スコア 0：脂肪滴の沈着を認めない」、「スコア 1：極少量の脂

肪滴の沈着を認める」、「スコア 2：脂肪滴が中心静脈周囲に局在する」、「スコア 3:小さ

な脂肪滴をび漫性に認める」および「スコア 4：大きな脂肪滴をび漫性に認める」の 5 段

階にスコア化した（図 3.2）。図 3.2 の判定基準に従って、獣医師 3 名で画像診断を行
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い、3 名の脂肪滴沈着スコアの平均値が 2 より小さい個体 24 頭を正常群、2 以上の個

体 13 頭を脂肪肝群とした。 

（3）DMI、体重、BCS 

毎日の飼料摂取量と飼料成分から、1 週間毎に DMI の平均値を算出した。体重は

計量器（ツルーテスト、富士平工業株式会社、東京）により測定し BCS は Ferguson ら

（1994）の方法に基づき評価した。 

（4）血液の採取および処理  

朝の飼料給与から 4 時間後に、ヘパリンナトリウム加真空採血管（テルモ株式会社、

東京）を用いて頸静脈より採血した。採血後直ちに冷却遠心（1,660×g 、10 分、4℃）

して血漿を分離し、乾式血液自動分析装置（DRI-CHEM3030、富士フイルムメディカ

ル株式会社、東京）にて Glu、アルブミン（Alb）、BUN、T-Cho、Ca、IP、TG、T-BIL、

AST および ALT を測定した。また、総蛋白濃度（TP）を屈折法にて測定した。血漿の

一部は－30℃で凍結保存し、後日 NEFA、3-HB および PL を湿式自動分析装置

（HITACHI-7060 型、株式会社日立製作所、東京）にて測定した。IGF-I は冷凍保存

血漿を検体とし、ELISA キット（Human IGF-I Quantikine ELISA kit; R&D Systems, 

Minneapolis, USA）を用いて測定した。 

（5）第一胃液性状  

ルーメン液サンプルは採血時に食道チューブ（ルミナー胃汁採取器、富士平工業株

式会社、東京）を用いて経口採取し、採取直後にガラス電極法（YUSB-02;山形東亜

DKK 株式会社、山形）により pH を測定後、2 重にしたガーゼを用いてろ過した。NH3-

N濃度、VFA量およびその組成割合（酢酸、プロピオン酸、酪酸）は 2 章と同様の手法

で測定した。また、LPS 活性値の測定は、ろ過胃液をパイロジェンフリーマイクロチュー

ブ（Safe-Lock Tubes, eppendorf, Hamburg, Germany）を用いて遠心分離（9,100×g、

30 分、4℃）して得られた上清を用い、Hirabayashi ら（2017）の方法に基づきカイネティ

ック比色法（パイロクロム、生化学工業株式会社、東京）で測定した。  
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（6）乳量・乳成分  

 乳量は 2015 年 9 月 2 日の朝の搾乳までは、daily using milk meter （F series, TRU-

Test Distributors, Auckland, New Zealand）を用いて測定し、2015 年 9 月 2 日の夕方

搾乳以降は搾乳システム（乳量計付自動離脱装置 MMD500、オリオン機械株式会社、

長野）に付属するデジタル流量計にて測定した。乳汁サンプルは分娩後における血液

採材日の朝晩の搾乳時に、搾乳システム専用のサンプラーから採取した。乳脂肪率、

乳蛋白質率、SNF、乳糖率および MUN の測定と算出は 2 章と同様の方法で行った。 

 

（7）乳中脂肪酸組成  

分娩後 1、2、3、5、8 および 12 週に採取した乳汁について、レーゼゴッドリーブ法

（AOAC. 2000）により粗脂肪の抽出を行った。抽出した脂肪は Kamegai ら（2001）の方

法に準じてメチルエステル化し、キャピラリーカラム（FAMEWAX, Restek, Bellefonte, 

USA）を装着したガスクロマトグラフ（GC-2014 Plus、株式会社島津製作所、京都）での

測定に供した。脂肪酸は、個別脂肪酸として C4:0、C6:0、C8:0、C10:0、C12:0、C14:0、

C14:1 、 C16:0 、 C16:1 、 C18:0 、 C18:1 、 18:1 trans -11 （ TVA ） 、 C18:2 、 C18:3n6 、

C18:3n3、共役リノール酸（CLA）、C20:0 および C20:4n6 の 18 種類を測定し、脂肪酸

全体に占めるそれぞれの組成割合を算出した。また、Moate ら（2007）の分類に基づき、

主にルーメン発酵に由来する C4:0～C14:1 を Denovo 脂肪酸、主に体脂肪および飼

料中の脂肪に由来する C18:0 以降の脂肪酸を Preformed 脂肪酸、それらの中間の性

質をもつ C16:0 および C16:1 を Mixed 脂肪酸として分類し、同様に組成割合を算出し

た。なお、分娩後 2 週のみ、のべ 13 頭（脂肪肝群 8 頭、正常群 5 頭）について乳中脂

肪酸測定用の乳汁採材を実施しておらず、欠測値とした。  
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4．データ解析  

すべての統計解析は JMP13.2.1（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用いて行っ

た。 

（1）正常群と脂肪肝群の比較  

肝生検組織の画像診断により分類した 2 グループ（正常群、脂肪肝群）について、

グループを主試験区、週次を副試験区とした分割区法によって試験期間中の DMI、

体重、BCS、血液生化学性状、ルーメン液性状、泌乳成績および乳中脂肪酸組成に

ついて統計処理を行い、両グループの違いを比較した。グループ間に有差異（p<0.05）

または差の傾向（p<0.10）が認められた項目および、ｸﾞﾙｰﾌﾟと週次に有意な交互作用

（p<0.05）または交互作用の傾向（p<0.10）が認められた項目については、週次ごとの

分析値の違いを対比により確認し、各グループの特性について検討した。  

（2）判別分析による脂肪肝の間接的診断  

 脂肪肝の間接的診断の手法として、分娩後 1 週目の血液生化学値または泌乳成績

と乳中脂肪酸組成を変数に用いた判別式のそれぞれについて検討した。血液生化学

値は、2 章において周産期疾病リスク評価が可能な判別式の変数として得られた“IP、

Ca、T-Cho”または“IP、Ca、PL”の 3 変数に、本試験にて分娩後 1 週目に脂肪肝群と

正常群で有意な差が認められた血液指標を加えた 4 変数による判別式の精度を検証

した。泌乳成績による判別式は、乳量、4％脂肪補正乳量（4％FCM）、乳脂肪率、乳

蛋白質率、SNF、乳糖率および MUN を変数候補として、ステップワイズ増減法にて最

も精度の高い判別式を検証した。また、得られた判別式に個別乳中脂肪酸を 1種ずつ

加え、判別式の精度を向上させる脂肪酸を検証した。  

さらに、分娩前全ての週次の血液生化学値のデータを用いて判別式を作成し、分

娩前における分娩後の脂肪肝発症の予測精度を検証した。変数には、2章で得られた

上記の 3 変数に、本試験において分娩前のいずれの週次においても両群に有意な差

が認められた Alb と IGF-Ⅰを加えた 5 変数を用いて検証を行った。 
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3.3 結果  

肝生検による組織診断の結果に基づき、供試牛を正常群 24 頭と脂肪肝群 13 頭の

2 グループに分類し、両グループの比較を行った。  

 

1．DMI、体重、BCS 

両グループの DMI、体重、BCS を表 3.4 に、測定値の経時的変化を図 3.3 に示す。

DMI は両群に差は認められなかったが、体重と BCS には群と週次の有意な交互作用

が認められた。体重は分娩前 3 週および分娩日において脂肪肝群が高い傾向

（p<0.10）であったが、その後は差が無く推移した。BCS は分娩前 3 週から分娩後 3 週

にかけて脂肪肝群が高く推移し、特に分娩前 3 週において有意な差が認められたが、

分娩後 5 週目以降は、有意差はないが脂肪肝群が低く推移した。 

 

2．血液生化学値  

2 グループの血液生化学値を表 3.5 に示す。Alb、3-HB、AST、および IGF-Ⅰ濃度に

ついて、グループ間に有意差が認められた。また、NEFA、3-HB、AST、ALT および

IGF-Ⅰ濃度についてはグループと週次の間に有意な交互作用が認められた。グループ

間に有意差が認められた項目ならびにグループと週次に有意な交互作用が認められ

た項目について、測定値の経時的変化を図 3.4 に示す。分娩前においては、Alb と

IGF-Ⅰの濃度が分娩前 3 週から 1 週にかけて脂肪肝群が正常群に比べて高い値を示

した（p＜0.05）。分娩後においては、NEFA と AST が分娩後 1 および 2 週目に脂肪肝

群が正常群に比べて有意な高値を示し、3-HB および Alb は分娩後 1-3 週にかけて脂

肪肝群が高い値を示した（p<0.05）。また、ALT は脂肪肝群が分娩後 1 週目に有意に

高値となった。 
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3．ルーメン液性状  

両群のルーメン液性状を表 3.6に示す。測定したいずれの項目も群間に有意な差は

なく、群と週次の交互作用も認められなかった。 

 

4．泌乳成績  

両群の泌乳成績に関する各項目の測定値を表 3.7に示す。実乳量、4％FCM、SNF

および MUN について、グループ間に有意差が認められた。グループ間に有意差が認

められた項目の経時的変化を図 3.5 に示す。4％FCM は分娩後 2、3、5 週に、実乳量

は全ての週次で脂肪肝群が正常群に比べて有意に高値であった。SNFは脂肪肝群が

正常群に比べて常に低く推移し、分娩後 5 週目で有意な差が認められた。MUN は正

常群が常に高く推移し、分娩後 2 週に脂肪肝群に比べて有意に高値となった。 

 

5．乳中脂肪酸組成  

両群の乳中脂肪酸組成の測定値を表 3.8 に、Denovo、 Mixed および Preformed

の各脂肪酸割合の経時的変化を図 3.6 に示す。Denovo 脂肪酸は C8:0-C14:1 の各

個別脂肪酸で脂肪肝群が有意に低値であり（p<0.05）、測定した全脂肪酸に占める

Denovo 脂肪酸の割合も、脂肪肝群が有意に低値であった。Preformed 脂肪酸は

C18:1 と C18:2 において脂肪肝群が有意に高値となり、全体に占める Preformed 脂肪

酸の割合も脂肪肝群が高値であった（p<0.05）。週次別の推移では、Denovo 脂肪酸

は分娩後 1 週から 5 週にかけて脂肪肝群が有意に低く推移し、Preformed 脂肪酸は

分娩後 1 週から 8 週まで脂肪肝群が有意に高く推移した。 

 

6．判別分析  

（1）血液生化学値を用いた判別式  

検討した判別式の変数の組み合わせと誤判別率、脂肪肝診断感度および特異度
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を表 3.9 に示す。血液生化学値においては、2 章で得られた周産期疾病リスクの判別

式に用いた 3 の変数（IP、Ca、PL および IP、Ca、T-Cho）に 3-HB を加えた判別式によ

り、群分けへの誤判別率が 10.8％および 13.5％となった。脂肪肝診断の感度は

100.0％および 92.3％、特異度はいずれも 83.3％であった。IP、Ca、PL、3-HB を変数

に用いた判別式を下記に記す。 

 

z= 0.2418* IP − 0.4511 *Ca − 0.0396* PL + 0.001*"3-HB" − 4.4868  

(z < 0 正常群、z > 0 脂肪肝群) 

 

3 変数に AST、Alb、NEFA および ALT を加えた判別式は、いずれも 3-HB を加えたも

のに比べ精度が落ちる結果であった。 

（2）泌乳成績と乳中脂肪酸組成を用いた判別式  

泌乳成績を変数に用いた判別式では、乳量、4％FCM、乳脂肪率、乳蛋白質率、

SNF の 5 変数を用いた判別式の誤判別率が 16.2％と最も低くなり、脂肪肝診断感度

は 84.6％、特異度は 83.3％であった（表 3.10）。これに各個別脂肪酸を加えた 6 変数

の判別式の中では、C18:1 を加えた時に誤判別率が 8.1％と最も小さくなった。また、脂

肪肝診断感度は 92.3％、特異度は 91.7％であった（表 3.10）。泌乳成績 5 変数に

C18:1 を加えた 6 変数による判別式を下記に記す。 

 

z= 0.4128*乳量  − 0.2275*4%FCM + 0.7344*乳脂肪率  − 2.8924*SNF 

+ 5.0335*乳蛋白質率  + 0.1551* "C18:1" − 4.5935 

(z < 0 正常群、z > 0 脂肪肝群) 

 

C18:1 の代わりに C6:0、C8:0、C10:0、C18:0、TVA、C18:2 および C20:4n6 のいずれか

を変数に加えることによっても泌乳成績のみの判別式に比べて誤判別率が低くなった
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が、上記判別式に比べると精度が落ちる結果であった。  

（3）分娩前における脂肪肝予測判別式  

2 章で得られた 3 変数に Alb と IGF-I を加えた判別式による誤判別率、脂肪肝予測

感度、特異度を表 3.11 に示す。IP、Ca、PL、Alb および IGF-I の 5 変数を用いた判別

式による誤判別率は 16.0％、IP、Ca、T-Cho、Alb および IGF-I の 5 変数を用いた誤判

別率は 15.0％であった。また、脂肪肝予測感度はそれぞれ 77.8％と 75.0％、特異度は

87.5％と 90.6％であった。 

前者の判別式を下記に記す。 

 

z＝ 0.2648*IP‐0.3626*Ca‐0.0547*PL＋2.9025*Alb＋0.0195*"IGF-I" 

‐5.9310 

 (z < 0 正常群、z > 0 脂肪肝群) 
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3.4 考察   

 脂肪肝の発症リスクを高める要因の一つとして、分娩前の過肥が知られている

（Goselink et al. 2020）。また、分娩前後の飼料摂取量の低下によるエネルギー不足も

脂肪肝発症の要因となる（扇ら. 1991）。本試験では、供試牛の体重と BCS に群と週次

の交互作用が認められ、分娩前においてはいずれも脂肪肝群が正常群に比べて高く

推移した。分娩後は両グループともに体重と BCS の低下が認められたが、脂肪肝牛で

その程度が大きく、分娩後 5 週目には体重・BCS ともに両グループがほぼ同じ値となっ

たことから、脂肪肝群でより多くの体脂肪が動員されたと考えられる。分娩 3 週前の

BCS は正常群が 3.07、脂肪肝群が 3.34 で有意差が認められたが、一般的には BCS

が 3.75～4.00 を超えるような牛が、“過肥牛”として各種周産期疾病のリスクが高いとさ

れており（山岸ら. 2004; 植松ら.2003）、本試験の脂肪肝群の BCS はこれに比べて低

かった。しかし、今回の結果から、乾乳期の BCS が 3.5 未満であっても、スコアが高い

牛ほど脂肪肝の発生リスクが高くなることが示唆された。  

泌乳成績においては、4％FCM、実乳量ともに脂肪肝群が高く推移し、実乳量はす

べての週次で脂肪肝群が有意に高値となった。一方で、DMI は両群に差は認められ

なかった。脂肪肝群では、DMI は正常群と同等であったものの、正常群に比べて乳生

産に多くのエネルギーを要したことから負のエネルギーバランスがより重度となり、多くの

体脂肪が動員されたと考えられる。脂肪肝群において SNF が低く推移したことも、低エ

ネルギー状態を反映したものと考えられる。 

血液性状では、脂肪肝群における分娩後の NEFA（分娩後 1、2 週）の有意な高値

が認められた。これは正常群と比較して体脂肪が多く動員されたことを反映している

（Schäff et al. 2013）。また、分娩後 1 週における正常群の 3-HB 値は 1,063µmol/L で

あったのに対し、脂肪肝群の 3-HB 値は 2,174µmol/L と約 2 倍の有意な高値を示し、

潜在性ケトーシスの診断基準とされる 1,200～ 1,400µmol/L を大きく上回った

（Geishauser et al.1997; LeBlanc et al. 2005）。正常群に比べてより多くの体脂肪が動
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員されたことに加え、高泌乳による NEB の亢進が多量のケトン体生成につながったと

考えられる（Herdt. 2000）。AST（分娩後 1.2 週）および ALT（分娩後 1 週）に脂肪肝群

で有意な高値が認められたことも、過剰に動員された体脂肪による肝細胞の障害を示

していると考えられる（Farid et al. 2013; Kalaitzakis et al. 2007）。測定した血液成分の

うち、Alb、IGF-I は分娩前の全ての週次において脂肪肝群が正常群に比べて有意に

高値を示した。Alb は中長期的な栄養状態を反映する指標として知られており

（Blowey et al. 1973）、 IGF-I も栄養状態を反映して増減することが知られている

（Nishimura et al. 1999; 川島 . 2017）。このことから、脂肪肝群は泌乳後期から乾乳期

にかけて要求量を上回る量のエネルギーを摂取していた可能性が考えられる。それに

よって正常群に比べて体脂肪の蓄積が多くなり、分娩前の BCS の差につながったもの

と推察される。 

乳中脂肪酸組成は、ルーメン発酵に由来する Denovo 脂肪酸（C4:0-C14:1）、体脂

肪に由来する Preformed 脂肪酸（C18:0-C20:4n6）および両者に由来する Mixed 脂肪

酸（C16:0,C16:1）の組成割合が乳牛のエネルギー状態を反映しており（Moate et al. 

2008; Woolpert et al. 2017）、周産期疾病の発症とも関連性があることが報告されてい

ることから（Bach et al. 2019; Mann et al. 2015）、近年、飼養管理の指標として注目され

ている。しかし、肝生検により診断した脂肪肝牛について乳中脂肪酸組成を調査した

報告は見当たらない。本試験では、 Preformed 脂肪酸の合計割合で脂肪肝群

（46.07％）が正常群（41.57％）に比べて 4.5％高値であり、体脂肪動員を反映した結果

であると考えられた。また、血中の NEFA、3-HB、AST といった脂肪肝の指標項目が分

娩後 5 週目以降は両群に有意差が認められなかったのに対し、Preformed 脂肪酸割

合は分娩後 8 週目まで脂肪肝群が有意に高値で推移した。このことから、乳中脂肪酸

割合を測定することにより、血中成分に反映されない軽度の体脂肪動員を検知できる

とともに、過去の脂肪肝罹患状況を推定できる可能性が示唆された。Denovo 脂肪酸

の合計割合は、脂肪肝群が 18.21％と、正常群の 20.70％に比べて約 2.5％低い結果
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となった。両群の DMI が同程度であったことから、体脂肪動員に伴う Preformed 脂肪

酸の増加による、相対的な減少であると考えられた。 

脂肪肝の間接的診断法については、過去にも複数報告されている。Haudum ら

（2011）は超音波画像診断装置を用いた脂肪肝の間接診断を試みており、肝組織中

の TG 含量が 150mg/g 以上と重度の脂肪肝である牛と 100mg/g 未満の牛との判別で

は判別感度、特異度ともに約 85％と良好であったことを示している。一方、50mg/g 未

満牛と 50mg/g 以上牛との判別では、感度・特異度ともに 61％に低下し、軽度の脂肪

肝牛の判別精度は低かったとしている。扇ら（1991）は、血中総ケトン体濃度と肝臓の

脂肪沈着割合との間に有意な相関があることを示しているが、脂肪肝の診断精度には

言及されていない。Farid ら（2013）は血液成分値を用いたロジスティック回帰分析によ

り、86.7～99.7％と高い感度で脂肪肝を判定可能であったと述べているが、脂肪肝の

診断は廃用牛におけると畜場での検査に基づいており、臨床的に重度の脂肪肝牛が

選別されている可能性が考えられる。また、分娩前の血液生化学値を用いた脂肪肝の

発生予測について、芝野ら（2005）は、血漿中レシチンコレステロールアシルトランスフ

ェラーゼや T-Cho の閾値によりそれぞれ 12.5、31.3％の誤判別率で脂肪肝を予察でき

ると示しているが、脂肪肝の診断は臨床症状に基づいており、肝生検は実施していな

い。本報告では、肝生検の画像診断により確定診断した脂肪肝牛に対し、判別式によ

る脂肪肝の間接診断と発症予察を試みた。分娩後においては、血液生化学値を変数

とした判別式と、泌乳成績と乳中脂肪酸組成を変数とした判別式をそれぞれ作成し、

脂肪肝の間接診断の精度を検証した。脂肪肝の判定は分娩後 2 週目に実施した肝

生検検体に基づいて実施したが、判別式の作成にあたっては、より早期での診断を行

うことを目的として、分娩後 1 週目における判別精度を検証した。また、分娩前におい

ては、実際の分娩が予定日からずれることを想定し、特定の週次に限定せず、分娩前

1-3 週の血液データにて予測精度を検証した。 

分娩後においては、2 章で得られた周産期疾病リスクを評価するための判別式の変
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数（IP、Ca、PL および IP、Ca、T-Cho）に 3-HB を加えた 4 変数を用いた判別式により

良好な誤判別率が得られた。本試験では、IP、Ca、PL および T-Cho は、いずれも脂肪

肝群と正常群の間に有意な差は認められなかった。また、表には示していないが、 IP、

Ca、PLまたは IP、Ca、T-Choの 3変数のみによる脂肪肝の誤判別率はいずれも 35.1％

と高く、3-HB のみを変数とした判別式の誤判別率も 24.3％にとどまった。しかし、動員

された体脂肪に対する肝臓の処理能力の指標となる 3-HB と、分娩後の飼料摂取量に

影響するカルシウム代謝指標（Ca、IP）および栄養状態を反映する指標（PL、T-Cho）

が組み合わさることで、より的確に脂肪肝牛を診断することが可能になったと考えられる。  

このように、血液生化学値を用いた判別式により脂肪肝発症牛を良好な精度で診

断可能であったが、血液成分のデータを得るためには、採血と分析の労力が必要にな

る。このことから本試験では、泌乳成績と乳中脂肪酸組成を変数に用いた判別式につ

いても検討を行った。泌乳成績のみを用いた判別式での誤判別率は 16.2％と血液生

化学値を用いた判別式に比べて高くなったが、C18:1 を変数に加えることで、8.1％まで

低下した。本試験の結果で示されたように、C18:1 は体脂肪動員を直接反映する

Preformed 脂肪酸のうちの半分以上の割合を占めている。また、Yoshimura ら（1982）

は、乳牛の皮下脂肪中の TG の脂肪酸組成は C18:1 が 46.9％を占め最も多かったと

報告していることから、C18:1 は体脂肪動員に最も鋭敏に反応する脂肪酸だと考えられ

る。このことが、C18:1 を判別式の変数に加えることによる脂肪肝診断精度の向上につ

ながったものと考えられる。本試験では、ガスクロマトグラフィーを用いて脂肪酸組成を

分析したが、近年、赤外分光法により生乳を測定し、検量線を用いて乳中脂肪酸組成

を推定する手法が開発されている（Soyeurt et al. 2006）。このことから、本試験で得られ

た判別式を用いることで、各種乳成分検査と同時に脂肪肝牛の摘発を行うことも可能

になると考えられる。 

 さらに分娩前においては、IP、Ca、PL、Alb、IGF-I の 5 変数を用いた判別式によって、

誤判別率が 16.0％、脂肪肝の予測感度が 77.8％と良好な精度で脂肪肝発症の予測
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が可能であった。PL、Alb および IGF-I はいずれも栄養状態を反映する指標であるが、

得られた判別式において、PL は負の係数である一方、Alb および IGF-Iの係数は正で

あった。PL は乾乳期における短期的な飼料摂取不足を反映するリスク指標として、Alb

および IGF-I は泌乳中後期の栄養過剰を反映する脂肪蓄積の指標として選択された

ものと考えられる。脂肪肝の予防手段として、プロピレングリコールやグリセリンの給与、

グルカゴンの皮下注射などの手法が報告されている（Bjerre-Harpøth et al. 2015; 

Osman et al. 2008; Nafikov et al. 2006）。本判別式により分娩前に脂肪肝発症のリス

クがあると判定された牛に対しては、分娩前後に適切な予防処置を講じることで、脂肪

肝の発症率の低減につながるものと考えられる。  
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最小 最大

産次 2.8 ± 0.9 2 5

乾乳日数 (日) 93.2 ± 49.5 37 234

開始時体重 (kg) 734 ± 79 611 942

分娩後12週目の平均乳量 38 ± 6.6 27.8 52.7

表3.1  供試牛の概要

(平均値  ±　標準偏差)

平均

3.5 図表  
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分娩前4週～ 分娩前2週～

給与量 (kg)

　　クレイン乾草 5.0 3.0

　　オーツ乾草 4.0 4.0

　　ビ－トパルプ 3.0 3.0

　　乾乳期用配合飼料 3.0 4.0

飼料成分

　　DM給与量 (kg/日) 13.2 12.3

　　DM割合 (%) 88.0 87.8

　　TDN (DM中%) 67.1 69.3

　　CP (DM中%) 11.6 12.5

　　NDF (DM中%) 49.7 44.7

表3.2　乾乳期の飼料構成と飼料成分 
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構成飼料 (DM中%)

　　サイレージ (トウモロコシ＋ソルガム混播) 16.8

　　アルファルファ乾草 12.8

　　フェスク乾草 3.9

　　スーダン乾草 6.8

　　ビートパルプ 7.0

　　トウモロコシ (圧片・粉砕混合) 26.5

　　圧片大麦 10.0

　　大豆粕 10.6

　　綿実 1.7

　　コーングルテンミール 0.3

　　加熱大豆 0.3

　　エネルギーサプリメント 1.7

　　ミネラル・ビタミンプレミックス1) 1.6

飼料成分

　　DM割合 (%) 55.0

　　TDN (乾物中%) 76.8

　　CP (乾物中%) 15.3

　　NDF (乾物中%) 35.2

1) 炭酸カルシウム：第2リン酸カルシウム：塩：重曹：ビタミン剤

     ＝2：2：1：1：1 (原物混合比)

表3.3 分娩後の飼料構成 (TMR)
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(n = 13)

DMI (kg/日) 18.0 ± 0.4 17.8 ± 0.5 0.7487 <0.0001 0.3882

体重 (kg) 675.3 ± 12.9 697.1 ± 17.6 0.3249 <0.0001 0.0002

BCS 2.74 ± 0.06 2.83 ± 0.08 0.3611 <0.0001 0.0008

表3.4　 DMI、体重およびBCS

(n = 24)

(最小二乗平均値  ±　標準誤差)

群 p値

  正常群   脂肪肝群
群 週次 群*週次
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(n = 13)

Glu (mg/dL) 60.9 ± 0.8 59.3 ± 1.1 0.2284 <0.0001 0.1977

TP (g/dL) 7.0 ± 0.1 7.1 ± 0.1 0.2492 <0.0001 0.8649

Alb (g/dL) 3.5 ± 0.0 3.7 ± 0.0 0.0008 <0.0001 0.5721

BUN (mg/dL) 11.8 ± 0.4 10.8 ± 0.5 0.0898 <0.0001 0.4325

PL (mg/dL) 124.7 ± 3.5 117.8 ± 4.7 0.2414 <0.0001 0.9010

T-Cho (mg/dL) 109.3 ± 3.2 103.9 ± 4.3 0.3174 <0.0001 0.7404

Ca (mg/dL) 10.0 ± 0.1 9.8 ± 0.1 0.2634 0.0002 0.4267

IP (mg/dL) 5.3 ± 0.1 5.4 ± 0.1 0.7425 0.9875 0.7154

NEFA (mEq/L) 0.17 ± 0.02 0.20 ± 0.02 0.2876 <0.0001 0.0049

3-HB (μmol/L) 787.7 ± 59.1 1082.4 ± 80.0 0.0054 <0.0001 <0.0001

TG (mg/dL) 9.8 ± 0.3 10.3 ± 0.5 0.4076 <0.0001 0.0791

T-BIL (mg/dL) 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 0.5680 <0.0001 0.8402

AST (IU/L) 71.7 ± 3.2 84.3 ± 4.4 0.0262 <0.0001 0.0004

ALT  (IU/L) 20.5 ± 0.6 20.9 ± 0.9 0.7288 <0.0001 0.0016

IGF-1 (ng/mL) 55.6 ± 3.0 65.9 ± 4.0 0.0487 <0.0001 <0.0001

表3.5  血液生化学値

(n = 24)

(最小二乗平均値  ±　標準誤差)

群 p値

  正常群   脂肪肝群
群 週次 群*週次

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

(n = 13)

pH 6.59 ± 0.03 6.64 ± 0.05 0.4017 <0.0001 0.1775

NH3-N (mg/dL) 5.4 ± 0.3 4.7 ± 0.4 0.1093 <0.0001 0.1143

総VFA量 (mmol/L) 113.2 ± 2.2 114.2 ± 3.1 0.8011 <0.0001 0.6643

VFAモル比 (%)

　　酢酸 64.4 ± 0.4 64.5 ± 0.5 0.8648 <0.0001 0.5039

　　プロピオン酸 21.1 ± 0.4 20.8 ± 0.5 0.6291 <0.0001 0.5046

　　酪酸 12.2 ± 0.2 12.5 ± 0.3 0.3900 0.0409 0.2693

酢酸／プロピオン酸比 3.19 ± 0.06 3.26 ± 0.08 0.4345 <0.0001 0.6329

LPS (EU/ml） 5640 ± 704 4842 ± 1295 0.5920 <0.0001 0.6607

表3.6  ルーメン液性状

(n = 24)

(最小二乗平均値  ±　標準誤差)

群 p値

  正常群   脂肪肝群
群 週次 群*週次
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(n = 13)

4%FCM (kg) 35.4 ± 1.2 41.3 ± 1.7 0.0085 0.0006 0.6040

実乳量 (kg) 34.1 ± 1.2 39.7 ± 1.6 0.0087 <0.0001 0.8410

乳脂率 (%) 4.03 ± 0.08 4.08 ± 0.11 0.7119 <0.0001 0.3216

SNF率 (%) 8.54 ± 0.05 8.37 ± 0.06 0.0335 <0.0001 0.1026

乳蛋白質率 (%) 3.12 ± 0.03 3.05 ± 0.04 0.1832 <0.0001 0.8499

乳糖率 (%) 4.42 ± 0.03 4.34 ± 0.04 0.1079 <0.0001 0.2072

MUN (mg/dL) 11.3 ± 0.3 10.0 ± 0.4 0.0187 0.0028 0.1621

表3.7 泌乳成績

(n = 24)

（最小二乗平均値  ±　標準誤差）

群 p値

  正常群   脂肪肝群
群 週次 群*週次
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(n = 13)

Denovo脂肪酸 (%)

　C4:0 1.60 ± 0.04 1.72 ± 0.06 0.0962 0.0099 <0.0001

　C6:0 1.53 ± 0.04 1.41 ± 0.05 0.0560 <0.0001 <0.0001

　C8:0 1.02 ± 0.03 0.91 ± 0.04 0.0277 <0.0001 <0.0001

　C10:0 2.43 ± 0.09 2.07 ± 0.12 0.0186 <0.0001 0.0007

　C12:0 2.88 ± 0.10 2.38 ± 0.14 0.0067 <0.0001 0.0061

　C14:0 10.48 ± 0.24 9.07 ± 0.33 0.0014 <0.0001 0.0006

　C14:1 0.75 ± 0.03 0.65 ± 0.04 0.0331 <0.0001 0.0180

Mixed脂肪酸 (%)

　C16:0 35.89 ± 0.40 33.74 ± 0.56 0.0035 <0.0001 0.7548

　C16:1 1.84 ± 0.06 1.98 ± 0.09 0.1747 <0.0001 <0.0001

Preformed脂肪酸 (%)

　C18:0 11.56 ± 0.26 12.01 ± 0.37 0.3328 <0.0001 0.7851

　C18:1 24.90 ± 0.60 28.63 ± 0.84 0.0009 <0.0001 0.0086

　TVA 1.65 ± 0.03 1.74 ± 0.04 0.0815 <0.0001 0.6218

　C18:2 2.47 ± 0.05 2.69 ± 0.06 0.0074 <0.0001 0.2092

　C18:3n6 0.03 ± 0.00 0.03 ± 0.00 0.8320 0.0002 0.7770

　C18:3n3 0.29 ± 0.01 0.31 ± 0.01 0.1233 <0.0001 0.2392

　CLA 0.32 ± 0.01 0.33 ± 0.01 0.3543 <0.0001 0.0986

　C20:0 0.15 ± 0.00 0.15 ± 0.01 0.7647 0.0227 0.1167

　C20:4n6 0.19 ± 0.01 0.17 ± 0.01 0.0156 0.2196 0.0209

総 De novo脂肪酸 (%) 20.70 ± 0.50 18.21 ± 0.69 0.0060 <0.0001 0.0007

総 Mixed脂肪酸 (%) 37.73 ± 0.41 35.72 ± 0.57 0.0073 <0.0001 0.6731

総 Preformed脂肪酸 (%) 41.57 ± 0.73 46.07 ± 1.02 0.0010 <0.0001 0.0464

(最小二乗平均値  ±　標準誤差)

表3.8 乳中脂肪酸組成

群 p値

  正常群   脂肪肝群
群 週次 群*週次

(n = 24)
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誤判別率1)

(%)

感度2)

(%)

特異度3)

(%)

IP, Ca, PL, 3HB 10.8 100.0 83.3

IP, Ca, PL, AST 29.7 69.2 70.8

IP, Ca, PL, Alb 18.9 92.3 75.0

IP, Ca, PL, NEFA 24.3 84.6 70.8

IP, Ca, PL, ALT 16.2 69.2 91.7

IP, Ca, T-cho, 3HB 13.5 92.3 83.3

IP, Ca, T-cho, AST 27.0 69.2 75.0

IP, Ca, T-cho, Alb 16.2 92.3 79.2

IP, Ca, T-cho, NEFA 27.0 84.6 66.7

IP, Ca, T-cho, ALT 21.6 69.2 83.3

1) 判別式の予測と異なる結果を示した牛の割合

2) 全脂肪肝群のうち、判別式により正しく脂肪肝と判別された牛の割合

3) 全正常群のうち、判別式により正しく正常群と判別された牛の割合

表3.9 血液生化学値を用いた判別式の誤判別率、感度および特異度

判別式の変数
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誤判別率1)

(%)

感度2)

(%)
特異度3)　  (%)

乳量, 4％FCM, 乳脂肪率, 乳蛋白質率, SNF率; (A) 16.2 84.6 83.3

　　　　　　　　　　　　(A), C6：0 13.5 92.3 83.3

　　　　　　　　　　　　(A), C8：0 13.5 92.3 83.3

　　　　　　　　　　　　(A), C10：0 13.5 92.3 83.3

　　　　　　　　　　　　(A), C18:0 13.5 84.6 87.5

　　　　　　　　　　　　(A), C18:1 8.1 92.3 91.7

　　　　　　　　　　　　(A), TVA 13.5 84.6 87.5

　　　　　　　　　　　　(A), C18:2 13.5 84.6 87.5

　　　　　　　　　　　　(A), C20:4n6 13.5 84.6 87.5

1) 判別式の予測と異なる結果を示した牛の割合

2) 全脂肪肝群のうち、判別式により正しく脂肪肝と判別された牛の割合

3) 全正常群のうち、判別式により正しく正常群と判別された牛の割合

表3.10 泌乳成績と脂肪酸組成を用いた判別式の誤判別率、感度および特異度

判別式の変数
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誤判別率1)

(%)

感度2)

(%)

特異度3)

(%)

IP, Ca, PL, Alb, IGF-1 16.0 77.8 87.5

IP,  Ca,  T-Cho,  Alb,  IGF-1 15.0 75.0 90.6

1) 判別式の予測と異なる結果を示した牛の割合

2) 全脂肪肝群のうち、判別式により脂肪肝発症を予察された牛の割合

3) 全正常群のうち、判別式により脂肪肝発症を予察されなかった牛の割合

表3.11 分娩前の血液生化学値を用いた判別式の誤判別率、感度および特異度

判別式の変数
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鎮静処置
剃毛・消毒後、
歯科用超小型メス刃で切皮

自動生検針による穿刺

自動生検針の発射採取した肝組織ホルマリン液保存

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.1 肝生検実施の様子  
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図 3.2  脂肪肝の判定スコア 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スコア 0：脂肪滴の沈着を認めない       スコア 1：極少量の脂肪滴の沈着を認める 

 

 

 

 

 

スコア 2：脂肪滴が中心静脈周囲に局在する   スコア 3：小さな脂肪滴をび漫性に認める 

 

 

 

 

 

スコア 4：大きな脂肪滴をび漫性に認める 
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図 3.3 乾物摂取量、体重、BCS の推移  
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図 3.4 血液生化学成分の推移  
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図 3.5 泌乳成績の推移  
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図 3.6 乳中 Denovo、Mixed、Preformed 脂肪酸の推移  
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第 4 章 周産期乳牛における繁殖性評価指標の検討  

4.1 緒言  

安定した酪農経営のためには、良好な繁殖成績を維持することは非常に重要である

が、ホルスタイン種乳牛の平均分娩間隔は延長傾向にある（一般社団法人家畜改良

事業団 . 1990 & 2019）。その要因の一つとして、遺伝改良による産乳能力の大幅な向

上による分娩後の負のエネルギーバランスの亢進により、分娩後の繁殖機能の回復が

遅延する牛が増えたことがあげられる（Beam & Butler. 1999）。負のエネルギーバランス

は、脂肪肝をはじめとする周産期疾病の発症とも関連が深く（Duffield. 2000; Katoh. 

2002）、周産期疾病発症牛は繁殖成績も悪化することが報告されている（Katoh. 2002; 

Ron et al. 1984; Walsh et al. 2007）。本研究の 2 章および 3 章で検討した判別式の

活用等により、周産期疾病の発症予測や早期診断を実施して適切な対処を行うこと

は、繁殖成績の向上にも寄与するものと考えられる。  

一方で、周産期に明確な臨床症状を示さずとも初回授精日数や受胎日数が遅延

する牛も多くいることから、臨床的に健康な牛も含めて、分娩後の繁殖性を早期に評

価する指標が求められる。周産期における個々の牛の栄養・代謝状態からその後の繁

殖性を予測する指標を提示できれば、その情報をもとに個体毎に異なる繁殖管理戦

略を立てる事が可能となり、牛群全体の繁殖成績の向上につながると考えられる。  

本章では、ホルスタイン種乳牛 41 頭を供試し、分娩後の初回人工授精で受胎した

19 頭と不受胎であった 21 頭について、周産期から泌乳初期にわたる飼養成績、血液

性状、ルーメン液性状および泌乳成績を比較し、初回人工授精の受胎性に影響を及

ぼす要因を総合的に分析した。また、分娩後の血液成分値を用いた判別式による、初

回授精時の受胎性の予測を試みた。 
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4.2 材料と方法  

全ての動物実験は兵庫県立農林水産技術総合センター動物実験指針に基づい

て実施した。 

 

1．供試牛  

兵庫県立農林水産技術総合センター淡路農業技術センターで飼養するホルスタイ

ン種乳牛のうち、2016年6月から2019年1月にかけて分娩した延べ41頭（初妊牛17頭、

経産牛24頭）を供試した。供試牛の概要を表 4.1に示す。これらの産次は2.0±1.2産

（経産牛の平均産次は2.8±1.1産）で、経産牛の平均乾乳日数は61.8±11.3日、調査

開始時の体重は696±68kg（初産牛653±46kg、経産牛725±66kg）であった。 

これらの牛に対し、分娩後64-70日目にOvsynch＋CIDR法（Kawate et al. 2006）によ

る排卵同期化処置を開始し、分娩後74-80日目に初回授精として定時人工授精（TAI）

を実施した。排卵同期化およびTAIのプロトコールを図4.1に示す。授精後32日目以降

に音波画像診断装置（HS-1600V、富士平工業株式会社、東京）を用いて妊娠鑑定を

実施し、受胎結果から供試牛を受胎群19頭（初妊牛8頭、経産牛11頭）と不受胎群22

頭（初妊牛9頭、経産牛13頭）の2群に分類し、後の分析に供した。 

 

2．飼養管理  

供試牛は、快適性を考慮したタイストール牛舎で飼養し、分娩予定日１週間前から

分娩までは単房にて飼養した。飼料は日本飼養標準（農業・食品産業技術総合研究

機構 . 2007）の要求量を満たすよう設計し、個体別に給与した。分娩予定日4週前から

分娩までの飼料構成と養分含量を表4.2に、分娩後のTMRの飼料構成と養分含量を

表4.3に示した。分娩前は分離給与とし、分娩後は分離給与から徐々にTMRに切り替

え、8日目からはTMRのみを給与した。分娩前と分娩後8日目までは制限給餌とし、分

娩後9日目以降は自由摂取とし、残飼が出るように給与量を増やした。給餌は8：30と
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15：30に行い、水は自由摂取とした。搾乳は8：00と16：30の1日2回実施した。 

 

3．調査項目と方法  

（1）採材・調査間隔と回数  

分娩日の 3 週前から分娩後 8 週までの間に以下の調査を行った。飼料摂取量

は調査期間中、乳量は分娩後毎日計量した。血液と第一胃液の採材は分娩予定

日の 3,2 および 1 週前、分娩後 1,2,3,5 および 8 週に実施し、体重と BCS の計

測はこれらの週次に加えて分娩日にも実施した。乳汁の採材は分娩後 1,2,3,5 お

よび 8 週に実施した。  

（2）DMI、体重、BCS 

DMI、体重、BCS の測定は 2 章と同様の方法で実施した。  

（3）血液の採取および処理  

朝の飼料給与から 4 時間後にフッ化ナトリウム加真空採血管、血清分離剤加真空

採血管、ヘパリンナトリウム加真空採血管（いずれもテルモ株式会社、東京）を用いて

頸静脈より採血した。フッ化ナトリウム加血液は採血後、毛細管遠心法（12,000rpm、5

分）にてヘマトクリット値（Ht）を測定した後に冷却遠心（1,660×g 、10 分、4℃）して血

漿を分離し、乾式血液自動分析装置（DRI-CHEM NX500V、富士フイルムメディカル

株式会社、東京）にて Glu 濃度を測定した。血清分離剤加血液は 37℃で 10 分間静

置後、同様に遠心して血清を分離し、屈折計法にて TP 濃度を測定した後、乾式血液

自動分析装置にて Alb、BUN、T-Cho、IP、Ca、γ-グルタミルトランスフェラーゼ（GGT）

および AST 濃度を測定した。また、余剰血清を T-BIL、TG、NEFA、3-HB、PL および

ALT 濃度の測定まで-30℃で凍結保存した。これらの項目は、自動分析装置（JCA-

BM8060、日本電子株式会社、東京）を用いて測定した。ヘパリンナトリウム加血液は

同様に遠心後血漿を分離し、IGF-I の測定まで-30℃で凍結保存した。IGF-1 は Inabu

ら（2019）の方法で測定した。 
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（4）第一胃液性状  

ルーメン液サンプルは採血時に食道チューブ（ルミナー胃汁採取器、富士平工業株

式会社、東京）を用いて経口採取し、採取した胃汁は直ちに2重ガーゼを用いてろ過し

た。NH3-N濃度、VFA量、およびその組成割合（酢酸、プロピオン酸、酪酸）を2章と同

様の手法で測定した。LPS活性値は3章と同様の方法で測定した。 

（5）乳量・乳成分  

乳量は搾乳システム（乳量計付自動離脱装置MMD500，オリオン機械株式会社，

長野県）に付属するデジタル流量計にて測定した。乳汁サンプルの採取および乳成分

値（乳脂肪率、乳蛋白質率、SNF率、乳糖率、MUNおよび体細胞数リニアスコア）の測

定は3章と同様の方法で実施した。 

 

4．データ解析  

すべての統計解析はJMP13.2.1（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用いて行

い、p<0.05を有意差あり、p<0.10を差の傾向ありとした。交互作用の検討においては、

p<0.05を交互作用あり、p<0.10を交互作用の傾向ありとした。 

（1）受胎群と不受胎群の比較  

供試牛はTAIの受胎結果により受胎群と不受胎群の2群に分類した。群と産次を主

試験区、週次を副試験区とした分割区法によって試験期間中のDMI、体重、BCS、血

液生化学性状、ルーメン液性状および泌乳成績について統計処理を行い、両群の違

いを比較した。群間に有意差または差の傾向が認められた項目および、群と週次に有

意な交互作用または交互作用の傾向が認められた項目については、週次ごとの分析

値の違いを対比により確認し、各群の特性について検討した。  

（2）判別式による初回授精の受胎性予測  

分娩後1週目の血液生化学値を用いて判別分析を行い、初回授精の受胎性を高

い精度で予測可能な判別式を検討した。判別式の作成に当たっては、両群に有意差
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または差の傾向が認められた項目、もしくは群と週次の間に有意な交互作用または交

互作用の傾向が認められた項目（Ht、Glu、Alb、BUN、NEFA、3-HBおよびPL）を候補

変数とし、受胎結果の誤判別率が最も低くなる変数の組み合わせを検討した。  
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4.3 結果  

初回授精における受胎群は19頭（初妊牛8頭、経産牛11頭）、不受胎群は22頭（初

妊牛9頭、経産牛13頭）となり、受胎率は46.3％であった。産次別の受胎率は初妊牛が

47.1％、経産牛が45.8％となり、差は認められなかった。 

 

1．DMI、体重、BCS 

両群の DMI、体重、BCS を表 4.4 に、測定値の経時的変化を図 4.2 に示す。DMI

と BCS は両群に差は認められなかった。分娩日を基準とした体重の変動値は両群に

有意差が認められ、不受胎群では受胎群に比べて分娩前から分娩日にかけての体重

減少が大きい結果となった。 

 

2．血液生化学値  

両群の血液生化学値を表 4.5 に、測定値の経時的変化を図 4.3 に示す。Ht と Alb

について群間に有意差が、Glu と NEFA について差の傾向が認められ、いずれの項目

も受胎群が高値であった。また、Alb については群と週次に有意な交互作用が、BUN、

3-HB および PL については交互作用の傾向が認められた。 

Ht と Glu は分娩前から分娩後にかけて、常に受胎群が不受胎群よりも高い値で推

移し、Ht は分娩前 2 週、分娩後 1、5 および 8 週で受胎群が有意に高値となり、分娩

後 2 週で受胎群が高い傾向であった。Glu は分娩前 1 週、分娩後 5 および 8 週で受

胎群が不受胎群に比べて高い傾向であった。Alb と NEFA は分娩前の値は両群でほ

ぼ同じあったが、分娩後は受胎群が不受胎群よりも高い値で推移した。Alb では分娩

後 1、2 および 3 週で受胎群が有意に高値となり、NEFA では分娩後 2 週目に受胎群

が有意に高値となった。 

BUN は分娩後 2 週までは受胎群が高値で推移し、分娩後 1 週で受胎群が有意に

高くなったが、3 週目からは不受胎群が高値で推移し、5 週目で不受胎群が高い傾向
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となった。 

3-HB は、不受胎群は大きな変動なく推移したが、受胎群は分娩後に急激に濃度が

上昇し、1週目と 2週目で受胎群が有意に高値となったが、その後経時的に減少した。 

PLは両群ともに分娩後に経時的に濃度が上昇したが、分娩後 8 週目において受胎

群が不受胎群に比べ有意に高値となった。 

 

3．ルーメン液性状  

両群のルーメン液性状を表 4.6 に、測定値の経時的変化を図 4.4 に示す。pH と総

VFA 量について群間に有意差が認められ、pH は試験期間をとおして受胎群が高く推

移し、分娩前 1 週、分娩後 1、2、3、5 および 8 週で受胎群が有意に高値となった。総

VFA 量は試験期間をとおして不受胎群が高く推移し、分娩前 1 週、分娩後 2、3、5 お

よび 8 週で不受胎群が有意に高値となった。VFA中の酢酸とプロピオン酸の構成割合

およびその比には両群に差は認められなかった。  

 

4．泌乳成績  

両群の泌乳成績を表 4.7 に、測定値の経時的変化を図 4.5 に示す。両群の乳量に

差はなかったが、4％FCM は受胎群が不受胎群に比べて高く（p<0.05）、受胎群が不

受胎群に比べて分娩後 1 週目に高い傾向を、分娩後 2、3、5 および 8 週目に有意な

高値を示した。乳脂肪率は受胎群が高い結果となり（p<0.05）、分娩後 1～3 週で不受

胎群に比べて有意に高値を示した。乳蛋白質率／乳脂肪率比は受胎群が低い結果

であり（p<0.05）、分娩後 1 および 2 週目において不受胎群に比べて有意に低値であ

った。その他の乳成分に差は認められなかった。  

  

5．判別分析  

検証した候補変数のうち、もっとも誤判別率が低くなった判別式の変数の組
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み合わせと、誤判別率、受胎牛の予測感度および特異度を表 4.8 に示す。Alb、

Glu および PL の 3 項目を変数として用いた判別式の誤判別率が 19.5％と最も

低くなり、受胎牛の予測感度は 89.5％、特異度は 72.7％となった。得られた判

別式を下記に記す。  

 

z＝ 0.0639*Glu＋4.4075*Alb＋0.0080*PL‐20.2425  

(z < 0 不受胎群、z > 0 受胎群) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

4.4 考察  

本章の統計分析では、産次を主試験区の要因の一つとして解析を実施した。しか

し、産次と群との間に有意な交互作用が認められた項目は少なかったことから、結果の

考察にあたっては産次をブロックとして扱った。  

ホルスタイン種乳牛は、分娩後早期に黄体活動を再開した牛ほど初回授精や受胎

までの日数が短縮し （ Darwash et al. 1997 ） 、初回授精受胎率が良好である

（Kawashima et al. 2006）ことが報告されている。卵巣活動の再開は乳牛の栄養状態と

関連し（Lucy. 2001）、エネルギーバランスの低下は排卵の遅延を招く（Beam & Butler. 

1999; Lucy. 2001）。受胎群と不受胎群の血液生化学値を比較したところ、分娩後 1-3

週目の Alb において、受胎群が不受胎群に比べて有意に高値であった。Rowlands ら

（1980）は、受胎までに 4 回以上の授精を要した牛では、3 回未満の授精で受胎した牛

に比べて、分娩から分娩後 2 週目までの間の Alb が低かった事を報告している。また、

権ら（1985）の研究では、分娩後 1-3 週目の Alb と空胎日数との間に有意な相関が認

められるなど、分娩後の Alb は繁殖成績と関連が深い。分娩前の Alb には両群に差は

認められなかったが、Alb は中長期的な栄養状態を反映する指標であり（Blowey et al. 

1973)、同様に栄養状態の指標である Ht と Glu が分娩前から受胎群が高い傾向で推

移したことからも、乾乳後期からのエネルギー状態の違いが両群の受胎性の差につな

がった可能性が考えられる。 

本試験では、BCSに差は見られなかった。受胎群の分娩時の体重は不受胎群に比

べて大きい傾向であった（p<0.10）が、分娩時以外の体重計測日において両群に差は

認められなかった。分娩日を起点とした体重の変動を比較すると、不受胎群では分娩1

週前から分娩時にかけての体重減少幅が受胎群に比べて有意に大きく、体重変動の

面からも分娩前からのエネルギー不足が示唆された。一方で、受胎群では分娩後の体

重減少が不受胎群に比べて有意に大きかった。Cavestanyら（2009）は、放牧飼養の乾

乳牛に濃厚飼料を補給すると分娩後の初回排卵が早くなったと報告しており、乾乳期
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に十分なエネルギーを給与することは、その後の繁殖性の向上にとって重要である。ま

た、Senatoreら（1996）は、分娩時の体重が大きい牛ほど初回排卵までの日数が短くな

ることを報告しており、その理由をNEBに対して体に蓄えたエネルギーを動員して対応

ができるためではないかと推察している。本試験では分娩後の初回排卵までの期間を

確認していないが、これらの知見から、乾乳後期における両群の乾乳期の栄養状態の

違いと、それに伴う体重変動の傾向の違いが分娩後の卵巣機能の回復に影響をおよ

ぼし、結果として初回授精の受胎性の差につながった可能性が考えられる。  

このように、受胎群では、分娩後において体に蓄積されたエネルギーが多く動員さ

れ、NEBの改善に寄与した可能性が示された。一方で、体脂肪の動員により引き起こ

される脂肪肝は、繁殖性に悪影響をおよぼすことが知られている（Katoh. 2002; Reid et 

al. 1979）。本試験では、分娩後の体重減少の程度を反映し、受胎群において、体脂

肪動員の指標であるNEFAが分娩後2週目に、脂肪肝を起因とするケトーシスの指標で

ある3-HBは分娩後1週目と2週目に不受胎群に比べて有意な高値となった。しかし、受

胎牛の3-HBは分娩後1週目の1,015μmol/Lが最高値であり、3-HBによる潜在性ケト

ーシスの診断カットポイントとされる1200-1400μmol/L（Geishauser et al. 1997; 

LeBlanc et al. 2005）を下回った。また、肝障害の指標であるAST、GGTなどの肝酵素

やT-BILの値にも差は認められなかった。これらのことから、受胎群では不受胎群よりも

多くの体脂肪が動員されたものの、その影響は軽度で、肝機能および初回授精の受

胎性に影響をおよぼすものではなかったと考えられる。  

HtおよびGluといった栄養状態を示す血液指標に乾乳期から違いが認められた一

方、両群のDMIには差は認められなかったことから、不受胎群では受胎群に比べて飼

料エネルギーの利用効率が低下していた可能性が考えられる。不受胎群では、ルーメ

ン液中の総VFA濃度が有意に高く、試験期間をとおして受胎群よりも高値で推移して

おり、pHはそれを反映して不受胎群が常に低値で推移した。ルーメンからのVFAの吸

収はルーメン絨毛の発達の程度と関連が深く、濃厚飼料の給与は絨毛の伸長に影響
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することが知られており（Grummer. 1995）、分娩前の飼料給与法や飼料摂取量の違い

は分娩後の飼料効率に影響する。しかし、本試験では両群の飼料に違いはなく、DMI

にも差は認められていない。Sofyanら（2019）は、同一の飼料を給与しても、周産期乳

牛のルーメン微生物叢が泌乳能力によって異なることを認めており、飼料効率との関連

を示唆している。このことから、本試験においても、受胎牛と不受胎牛のルーメン微生

物叢に違いがあり、不受胎群ではVFAを効率的に利用することができなかったことで受

胎群に比べて乾乳期からの栄養状態が低く推移した可能性が考えられる。泌乳成績

においては、統計的な差は無いものの、受胎群の乳量は不受胎群を常に上回って推

移し、4％FCMは、分娩後2週目以降、受胎群が有意な高値で推移した。分娩後の体

脂肪動員の程度が受胎群で大きい傾向であったことに加え、受胎群でVFAが効率的

に吸収され、結果として乳脂肪生産に利用される酢酸も多く吸収されたことが、両群の

違いに反映されたものと考えられる。従って、本試験で両群の受胎性に影響を与えた

要因の一つとして、VFA吸収能の個体差による栄養状態の違いが考えられた。  

血液指標と各種繁殖指標との関連性を検証した報告は多くある（江口ら . 2005; 権

ら. 1985; Patton et al. 2007; Rowlands et al. 1980）が、多変量解析の手法を用いて人

工授精結果を予測した報告は見当たらない。本研究では、分娩後1週目の血液生化

学値を用いた判別式により、初回人工授精時の受胎成績の予測を試みた。その結

果、Glu、Alb、PLを説明変数とした判別式を用いた場合に、実際の受胎成績に対する

誤判別率が19.5％となり、受胎牛の予測感度は89.5％と良好な精度が得られた。判別

分析を行った分娩後1週目において、選択された変数のうちAlbには両群に有意差が

認められたが、GluとPLに差は認められなかった。しかし、表には示していないが、変数

をAlbの1つだけとした場合の判別式の誤判別率は26.8％、受胎牛の予測感度は

78.9％と3変数の判別式に比べて精度が低かった。このことから、GluやPL単独では1週

目の値に群間差はないものの、Albとともに判別式の変数に加わることで栄養状態の総

合的な判定が可能となり、判別式の精度の向上につながったもの考えられる。         
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全頭平均 (n=41) 初産牛 (n=17) 経産牛 (n=24)

産次 2.0 ± 1.2 1.0 ± 0.0 2.8 ± 1.1

乾乳日数 (日) 61.8 ± 11.3

開始時体重 (kg) 696 ± 68 653 ± 46 725 ± 66

分娩後12週目の平均乳量 (kg) 35.5 ± 5.7 30.9 ± 5.0 38.8 ± 3.6

(平均値  ±　標準偏差)

表4.1  供試牛の概要

4.5 図表  
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分娩前4週～ 分娩前2週～ 分娩前4週～ 分娩前2週～

給与量 (kg)

　　チモシー乾草 3.0 2.0 3.0 3.0

　　オーツ乾草 3.0 3.0 6.0 5.0

　　ビ－トパルプ 3.0 3.0 3.0 3.0

　　乾乳期用配合飼料 3.0 4.0 3.0 4.0

飼料成分

　　DM給与量 (kg/日) 10.6 10.6 13.2 13.2

　　DM割合 (%) 88.5 88.2 87.8 87.9

　　TDN (乾物中%) 68.5 70.4 67.8 68.7

　　CP (乾物中%) 12.0 13.1 10.7 11.9

　　NDF (乾物中%) 45.7 41.5 48.0 45.3

初産牛 経産牛

表4.2　分娩前の飼料構成と飼料成分 
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構成飼料 (DM中%)

　　ソルガムサイレージ 9.5

　　アルファルファ乾草 12.0

　　フェスク乾草 8.5

　　スーダン乾草 8.9

　　ビートパルプ 5.2

　　トウモロコシ（圧片・粉砕混合） 29.8

　　圧片大麦 7.5

　　大豆粕 13.0

　　綿実 1.3

　　加熱大豆 0.5

　　エネルギーサプリメント 2.6

　　ミネラル・ビタミンプレミックス1) 1.1

飼料成分

　　DM割合 (%) 51.1

　　TDN (DM中%) 75.6

　　CP (DM中%) 15.7

　　NDF (DM中%) 33.1

1) 炭酸カルシウム：第2リン酸カルシウム：塩：重曹：ビタミン剤

     ＝1：3：1：3：1 (原物混合比)

表4.3 分娩後の飼料構成 (TMR) 
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誤判別率1)

(%)

感度2)

(%)

特異度3)

(%)

Alb, Glu, PL 19.5 89.5 72.7

1) 判別式の予測と異なる結果を示した牛の割合

2) 受胎群のうち、判別式により受胎を予測された牛の割合

3) 不受胎群のうち、判別式により不受胎と予測された牛の割合

判別式の変数

表 4.8 　分娩後1週の血液生化学値を用いた判別式の誤判別率、感度および特異度
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図 4.1 排卵同期化・定時人工授精法のプロトコール 
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図 4.2 DMI、体重、BCS の経時的変化  
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図 4.3 血液生化学成分の経時的変化  
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図 4.4 ルーメン液性状の経時的変化  
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図 4.5 泌乳成績の経時的変化  
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5 章 総括  

 酪農経営の収支向上のためには、高い生産性と長命性を両立させていくことが求め

られる。近年の遺伝的改良によりホルスタイン種乳牛の乳量は大幅に向上したが、それ

に伴う分娩後の NEB の期間と程度の増大は、多くの弊害を生じている（Esposito et al. 

2014）。NEB が引き起こす周産期疾病の増加（Herdt. 2000; Andela et al. 2019）や繁

殖性の低下（Butler & Smith. 1989; Staples et al. 1990）は、生産性を低下させるととも

に、生産寿命の短縮にもつながり、酪農家の経営に多大な悪影響をもたらしている。国

内では、乳房炎を除く疾病とへい死による除籍は平成元年から平成 30 年までの間に

約 20％増加しており、平均分娩間隔は 28 日延長し 433 日にまで広がっている。これら

の影響により、平成 30 年における検定牛の平均産次は 2.6 産と低くなっている（一般

社団法人家畜改良事業団 . 2019）。 

 NEB の軽減を目的とした飼養試験は広く実施されている。例として、乾乳後期におけ

る高エネルギー飼料の給与（Rabelo et al. 2003; McNamara et al. 2003）や、乾乳前期

における給与飼料の栄養水準を要求量の 80%に抑えることで（Dann et al. 2006）、分

娩後の DMI が向上することが報告されている。これらの知見を飼養現場において実践

することは、周産期疾病の発生の減少や繁殖性の向上につながると考えられる。  

 しかし、飼養管理の改善を行ってもなお、全ての疾病の発生をなくす事は難しい。さら

なる疾病発生の低減のためには、個体毎に周産期疾病の発生リスクを評価し、予防手

段を講じることが重要である。疾病リスクの予測について、分娩 1 週前の Ca 値が

9.6mg/dL 以下の経産牛は分娩後の潜在性低カルシウム血症のリスクが 1.4 倍高くなる

（Neves et al. 2017）ことや、分娩前 T-Cho 濃度が低い牛は分娩後にケトーシスに罹患

しやすい（Akamatsu et al. 2007）ことなどが報告されている。これらの報告では、単一の

血液成分値と特定の疾病リスクとの関連を示している。しかし、第四胃変位の発生牛の

72％に肝臓への脂肪浸潤が認められること（Taguchi. 1992）、潜在性低カルシウム血症

牛では血中の NEFA と 3-HB が正常牛に比べて高値であり、ケトーシスの傾向が認め
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られること（Martinez et al. 2012）など、周産期疾病は相互に関連する事が知られてい

る。このことから、疾病を特定せず、周産期疾病リスクを総合的に予測可能な手法があ

れば、リスク牛の重点管理により、広く周産期疾病の予防ができる可能性がある。人医

学の分野では、疾病に関連する複数の項目を変数に用いて診断を行う多変量解析の

手法が広く利用されており、優れた診断精度を上げている（望月ら . 1993; 佐々木ら . 

1996）。周産期疾病の総合的なリスク評価を行うにあたっても、種々の疾病に関連する

多くの要因を結びつけて解析が可能な多変量解析の手法が有用と考えられる。  

また、実際に周産期疾病を発症した牛に対しては、速やかな診断と対処を行う事で、

疾病の影響を最小限にとどめることが可能になる。本研究では、他の周産期疾病とも

関わりが深く（Katoh. 2002）、確定診断は肝生検のみによるとされている（Bobe et al. 

2004）脂肪肝を取り上げ、間接診断を試みた。ホルスタイン種の繁殖管理については、

分娩後の授精待機日数や性ホルモン治療の利用方針の違いなど、農家毎に多様な

戦略が取られている。そのような中で、分娩牛の繁殖性を早期に評価する指標があれ

ば、農場毎の基本の繁殖管理方針に加え、評価結果に基づいた個体別のアプローチ

が可能となり、繁殖成績の向上につながる可能性がある。本研究では、繁殖性を評価

するうえで重要な指標である初回授精受胎率の改善を念頭におき、分娩後早期の血

液成分値を用いた初回授精時の受胎性診断を試みた。脂肪肝の診断と初回授精の

受胎性診断についても、多くの要因を総合的に解析することによる精度の向上を目的

として、判別式による牛群の分類を試みた。 

 第 2 章では、多変量解析の手法を用いて、周産期疾病の総合的なリスクを評価する

ための指標を検討した。まず、分娩後 1 週目において、13 の血液成分値を用いたクラ

スター解析を実施した。クラスター解析の結果から供試牛を 2グループに分けて両者の

特性を比較したところ、一方のグループで 3-HB の高値と Ca の低値が認められ、潜在

性ケトーシスおよび潜在性低カルシウム血症の傾向が同時に認められた。両者の関連

性は過去にも報告がある（Martinez et al. 2012; Ribeiro et al. 2013）。さらに潜在性カ
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ルシウム血症は胎盤停滞（Curtis. 1983）や第四胃変位（Massey. 1993）との関連が、潜

在性ケトーシスは脂肪肝（Oikawa et al. 1997; Shaw. 1956）や第四胃変位（McArt. 

2012A）などの疾病との関連が報告されていることから、両疾病の傾向を同時に見いだ

せたことは、他の周産期疾病のリスク管理にもつなげられる可能性がある。従来のリスク

評価は、第四胃変異や子宮内膜炎など、特定の疾病を対象に実施されてきた

（Cameron et al. 1998; Chapinal et al. 2011; Martinez et al. 2012）が、本試験で実施し

たクラスター解析は、疾病を限定せずに周産期の疾病リスクを総合的に評価する新た

な手法として利用できる可能性が示された。これまでに乳牛の総合的な疾病リスク評価

にクラスター解析を利用した報告は見当たらず、本試験で得られた結果は新たな知見

である。 

さらに、分娩後 1 週目の IP、Ca、PL または IP、Ca、T-Cho を変数に用いた判別式に

よってもクラスター解析と同様のグループ分けが可能であり、少ない変数で周産期リスク

を評価できる可能性が示された。また、得られた判別式に分娩前の血液成分値を適用

したところ、クラスター解析によるグループ分けに対して良好な誤判別率が得られた。過

去に分娩前の T-Cho および Ca の単一の血液成分値により分娩後のケトーシスおよび

低カルシウム血症のリスクを評価した報告（Neves et al. 2017; Akamatsu et al. 2007）が

あるが、本試験では分娩前の T-Cho の値にグループ間の差は無く、Ca には差が認め

られたものの、過去の報告の基準では、いずれのグループも潜在性低カルシウムのリス

ク群に分類される値であった。このことは、カルシウム代謝（Ca、IP）と栄養代謝や飼料

摂取量（T-Cho、PL、IP）に関連する指標（Payne et al. 1970; Payne & Payne 1987; 

Reist et al. 2002）を変数として組み合わせた判別式を用いることで、単一の指標値によ

っては分娩後のリスク評価が困難であった牛においても、周産期疾病リスクの総合的な

評価ができる可能性を示した結果である。 

3 章においては、周産期疾病のなかでも、他の周産期疾病との関わりが多く報告さ

れていながらも（Katoh. 2002）、酪農現場において確定診断をすることが困難な疾病で
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ある脂肪肝について、発症に関連する因子の検討と、判別式による間接診断および発

症予測を試みた。脂肪肝牛では分娩後 1 週目に NEFA、3-HB、AST および ALT の有

意な高値が認められ、過去の報告と一致する所見であった（ Farid et al. 2013; 

Kalaitzakis et al. 2007; 扇ら. 1991; Schäff et al. 2013）。分娩前の過肥は脂肪肝発症

のリスク指標として知られ、分娩前の BCS が 3.75-4.00 以上の牛でリスクが高いとされて

いる（山岸ら. 2004; 植松ら. 2003）。本試験では分娩 3 週前の BCS で脂肪肝群が有

意な高値を示したが、その値は 3.34 と、これらの知見にくらべて低値であり、乾乳期の

BCS が 3.5 未満の牛であっても、BCS が高いほど脂肪肝のリスクが高くなることを示唆

する結果であった。血液性状では、分娩前の全ての週次において、Alb および IGF-1

が脂肪肝牛で有意な高値を示しており、過肥の要因となる泌乳後期から乾乳に前期

にいたるエネルギー摂取過剰の指標として、これらの項目の測定が有用である可能性

が示された。 

脂肪肝の間接診断や発症予測については過去にも複数報告がある（Farid et al. 

2013; Haudum et al. 2011; 芝野ら. 2005）。しかし、これらの報告には、軽度の脂肪肝

における判別精度が十分でない（Haudum et al. 2011）、脂肪肝の診断が臨床検査の

みに基づいている（芝野ら. 2005）、精度は高いものの、と畜場検査に基づいた診断の

ため臨床的に重度の脂肪肝のみが選抜された可能性がある（Farid et al. 2013）といっ

た点があることから、肝生検に基づいて確定診断された脂肪肝を高い精度で判別可能

な間接診断法が求められる。 

血液生化学値を用いた判別式による脂肪肝の診断および発症予測は、2 章で得ら

れた周産期疾病リスク評価が可能な判別式の変数に、3 章で脂肪肝牛と正常群に差

がみられた指標を加えた新たな判別式を作成し、その精度を検証した。その結果、分

娩後 1 週において、IP、Ca、PL および 3HB の 4 変数を用いた判別式により、10.8％と

良好な誤判別率が得られ、脂肪肝の診断感度は 100％となった。このことから、周産期

リスクの総合評価指標に疾病特有の指標を組み合わせることで、個別疾病を高い精度
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で診断できる可能性が示された。 

さらに 3 章では、一般的な泌乳成績（乳量、4%FCM、乳脂肪率、乳蛋白質率、SNF

率）に個別脂肪酸の C18:1 を加えた判別式により脂肪肝診断を試みたところ、8.1%と

良好な誤判別率が得られた。過去に、肝生検により確定診断した脂肪肝に対して、乳

中脂肪酸組成を用いた判別式による診断精度を検証した報告は見当たらず、本研究

で初めて得られた知見である。乳中脂肪酸組成は赤外分光法により生乳検査装置で

の測定も可能であることから（Soyeurt et al. 2006）、本判別式の利用は、採血や分析の

労力負担の軽減となり、速やかな脂肪肝診断につながることが期待される。  

乳牛の分娩間隔の延長の大きな要因の一つとして、初回人工授精率の低下があげ

られる。一般社団法人家畜改良事業団のホームページによると、初回人工授精率は

平成元年の 62.4％から平成 29 年には 41.6％まで低下している。そこで第 4 章では、

分娩後の初回人工授精における受胎群と不受胎群について、周産期の各種成績を

比較し、受胎に影響する要因を総合的に考察した。そのうえで、分娩後 1 週目の血液

生化学値を用いた判別分析により、初回授精における受胎性を分娩後早期に判別す

ることを試みた。 

乳牛の周産期の飼養管理や栄養状態の違いは、種々の周産期疾病の発生  

に加え、繁殖成績にも大きな影響を与える。周産期のエネルギーバランスの悪化は分

娩後の初回排卵の遅延を招くことが知られている（Beam & Butler. 1999; Lucy. 2001）。

分娩後の黄体活動再開の遅延は、初回授精日数を遅らせ（Darwash et al. 1997）、初

回授精受胎率を低下させる（Kawashima et al. 2006）ことから、周産期のエネルギー状

態を良好に保つことは、繁殖成績を向上させる上で重要である。本研究では、受胎群

と不受胎群の血液性状の比較において、栄養状態の指標となる Ht、Glu、Alb に有意

差や差の傾向が認められた。特に Alb では、分娩後 1～3 週に受胎群が不受胎群に

比べて有意に高値となった。Rowland ら（1980）は受胎に要した授精回数が多い牛で

は分娩後 2 週目までの Alb が低い事を、権ら（1985）は分娩後 1～3 週の Alb と空胎
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日数との間に相関があることを報告しているが、分娩後の Alb 濃度は初回授精の受胎

性に対しても影響を与えることが示された。本研究では両群の DMI には差が無かった

が、ルーメン液性状において、総 VFA 濃度が不受胎群で高く推移しており、VFA 利用

効率の違いが受胎群と不受胎群の栄養状態の差につながった可能性が考えられた。

本試験で認められた両群のルーメン液性状の違いは主に個体差によるものと考えられ

るが、良好な繁殖成績を達成するために、周産期管理におけるルーメン機能の健全性

の維持が重要であることが示された。 

判別分析により初回授精時の受胎結果の予測を試みたところ、Glu、Alb、PL を変

数に用いた判別式により誤判別率が 19.5%、受胎牛の予測感度が 89.5%と良好な精

度が得られた。江口ら（2005）は、初回授精遅延牛における分娩後の高 NEFA と低 Ca

ならびに、空胎日数延長牛における分娩前の低 Glu と分娩後の高 NEFA および低 T-

Cho を報告している。また、Patton ら（2007）は初回授精時の BCS が低値の牛では受

胎率が低くなることを、Butler ら（1996）は人工授精日の BUN が 19mg/dL を上回る牛

では妊娠の割合が低いことを報告している。しかし、これまでに分娩後早期の時点にお

いて、多変量解析の手法を用いて初回人工授精の受胎結果を予測した報告はなく、

分娩牛の繁殖性を予測する新たな手法を提示することができた。  

本試験では、初回授精日を分娩後74～80日にそろえ、TAIによる初回授精を実施

した。過去の研究では、栄養状態が初回授精日数や初回授精受胎率に影響を及ぼ

すことが報告されている（Senatore et al. 1996）が、本研究では、人為的に初回授精日

を調整した際の受胎性においても同様に、周産期の栄養状態が重要であることが示さ

れた。初回授精にTAIを用いている農場においては、本試験で得られた判別式で受胎

性が高いと判定された牛に対してTAIを実施することで、より効率的な繁殖管理を行え

る可能性がある。今後は、TAIを実施する分娩後日数の違いが判別率に与える影響や、

自然発情の発見に基づいて初回授精を行う場合における判別式の適用性などについ

て検証を行っていく必要がある。 
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本研究において、各章で得られた判別式は、いずれも良好な精度で牛群の特性を

分類できることを示した。データには示していないが、各章で得られた判別式の変数は、

いずれも個々の項目のみによる牛群の分類精度は低い結果であった。このことから、多

変量解析の手法は、周産期牛の様々な特性を分類する上で、従来の単一指標のみを

用いた分類では評価や診断が難しかった牛に対しても、有用な手法であることが示さ

れた。2～4 章で得られた血液成分値を変数に用いた判別式には、いずれも栄養状態

や飼料摂取量を反映する項目が含まれており、周産期疾病の発生と繁殖性に影響す

る共通した要因として、周産期の栄養状態が重要であることがあらためて示された。  

 3 章での脂肪肝診断においては、乳中脂肪酸組成を含む泌乳成績を用いた判別式

により、高い精度で脂肪肝の診断が可能であった。2 章および 4 章の試験においては

乳中脂肪酸組成を分析していないが、乳中脂肪酸組成は飼料摂取量や体脂肪動員

を反映して変動する（Lerch et al. 2015; Moate et al. 2008; Woolpert et al. 2017）ことが

知られており、栄養状態とも関係が深い。このことから、脂肪酸組成を利用した判別式

は、脂肪肝だけでなく他の疾病のリスクや繁殖性の評価にも活用できる可能性がある。

乳量および乳汁検体から得られる指標のみでこれらの評価が可能になれば、酪農業へ

の貢献は非常に大きいと考えられる。 

本研究では、いずれの試験においても、単一の牛群における測定データを用いて判

別式を作成している。今後、より多くの牛や農場を対象とした研究を行うことで、クラスタ

ー解析や判別式の汎用性について検証を行うとともに、さらなる精度の向上を図ってい

くことが重要である。2 章においてはクラスター解析の樹形図を元に供試牛を 2 群に分

類したが、人医学の分野では、臨床評価や血中成分を用いたクラスター解析により、

気管支喘息患者を病理学的な機序別に 4 つの亜型に分類した報告もある

（Youroukova et al. 2017）。より多くの供試牛を用いたクラスター解析を行うことで、周産

期牛のリスクを細分化して評価ができる可能性がある。  

本研究では、異なる特性をもつ 2 群を分類する手法として判別分析を用いた。判別
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式により牛群を 2 群に分類することで、その結果から群毎の対応方針を明確に決定で

きる利点があると考えられる。一方で、同様に多変量解析によりデータを分類する手法

として、ロジスティック回帰分析が用いられている（Farid et al. 2013）。ロジスティック回帰

分析は、ある事象が発生する確率を予測する解析手法であることから、牛の特性の把

握に用いる際には、解析を目的とする事象の発生確率に応じて、個体別に対応方針

を決定することで、より細やかなリスク管理や治療を行える可能性がある。目的とする疾

病や特性毎に、または個々の農場の牛群管理体系によって多変量解析の手法を使い

分けることで、より実用的な解析を行える可能性がある。  

今後は、多変量解析による牛群の特性の分類にとどまらず、各特性を持つ牛に対し

て、リスクの低減や、疾病治療および繁殖性の改善に有効な栄養管理や予防的措置、

治療法および繁殖管理方法について研究を実施し、提示していく必要があると考える。

周産期において特に重点的な管理が必要な牛を早期に予測・診断し適切な対応を行

うことは、生産性の向上に加え、淘汰リスクの低減と繁殖性の向上による生産寿命の延

長をもたらし、酪農家の利益向上に大きく貢献する。  
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