
147 日獣会誌　72　147～153（2019）

生体における酸化ストレスは，不対電子をもつフリー
ラジカルなどの活性酸素種（reactive oxygen spe-

cies：ROS）の発生とそれらを除去する抗酸化物質の体
内バランスが不均衡となり，酸化力が亢進した状態であ
る［1］．ROSは細菌感染時にマクロファージによる貪
食作用で殺菌に利用されるなど生体防御で重要な役割を
もつが，酸化力が亢進した状態では細胞膜，DNA，
RNAの損傷を招き，動物の健康状態に悪影響を及ぼす
［2, 3］．
周産期の乳牛では，脂質過酸化の指標となる血中

thiobarbituric acid reactive substances（TBARS）値
が上昇するなどの酸化ストレス状態であり［4, 5］，そ
の結果，免疫機能の低下によって乳房炎などの感染症を
誘発すること［3, 5］が報告されている．また，暑熱環
境下の乳牛は飼料摂取量の低下に伴って乳量と繁殖成績

が低下するが［6, 7］，Tanakaら［8, 9］は泌乳牛にお
いて気温の上昇に伴う直腸温の上昇と血中アスコルビン
酸濃度との間に負の相関が，TBARS値との間に正の相
関が認められるなど，暑熱環境下において酸化ストレス
の状態にあることを明らかにした．このように，泌乳牛
は周産期と暑熱環境において酸化ストレスを受けやすい
ため，酪農経営を改善するためには，酸化ストレスを抑
制することで生産性の低下による経済的損失を低減する
必要がある．以前より，強い抗酸化能を有するビタミン
E投与による酸化ストレスの抑制が試みられ，乾乳期間
における血中過酸化脂質濃度の低下［10］，分娩後の血
中グルタチオンペルオキシダーゼ活性の増加［11］や
乳中体細胞数の減少［12］などの有効性が報告されて
いる．その一方で，分娩日の血中過酸化脂質濃度の上
昇を防げなかったこと［13］や潜在性及び臨床型乳房
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要　　　　　約

暑熱期の乳牛は，酸化ストレス状態にあることが知られている．泌乳牛において，トレハロースの飼料添加による酸
化ストレス指標の改善が報告されているが，暑熱期での効果は不明である．本研究では，6頭の泌乳牛を対照区とトレ
ハロース区（1.5％添加）に分け，2群×2期のクロスオーバー試験を暑熱期と適温期に実施し，血液，乳汁及び第一胃
内容液の酸化ストレス指標への影響を調べた．暑熱期の飼料摂取量は，トレハロース区が対照区よりも多く（P＜0.01），
第一胃液中の原虫数は，暑熱期，適温期ともにトレハロース区において Entodinium属が多かった（P＜0.05）．抗酸化
能を表す 1,1-diphenyl-2-picr ylhydrazyl（DPPH）ラジカル消去活性は，暑熱期，適温期ともにトレハロース区の乳汁
で高く（P＜0.05），血漿でも暑熱期のトレハロース区が高い傾向を示した．これらのことから，暑熱期における泌乳牛
の飼料へのトレハロースの添加は抗酸化能の改善に有効と考えられた．
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入り，テルモ㈱，東京）に採取し，遠心分離（3,000rpm，
15 分，4℃）により血漿を分離し，酸化ストレス指標の
測定用として－80℃で凍結保存した［1］．生乳サンプ
ルの採材は，自動記録される乳量データとともに各本試
験期の最後 3日間に行い，乳成分分析用は 4℃で冷蔵保
存し，酸化ストレス指標の測定用は－80℃で凍結保存
した［1］．第一胃内容液は，各本試験期最終日の 13：00
に経口カテーテル法により採取し，二重ガーゼで濾過し
て pH を測定し，その 1ml に 4ml の MFS（methyl 

green-formalin-saline）溶液を加えて小野寺［17］の
方法で原虫数を測定した．また，揮発性脂肪酸（VFA）
分析用及び酸化ストレス指標測定用の第一胃内容液は，
それぞれ－30℃と－80℃で凍結保存した［1］．
化学分析方法：乳成分は赤外線牛乳成分分析機

（MILCO-SCAN FT6000UWF，Foss Electric 社，Hill-

erod，Denmark）を用いて，乳脂率，乳蛋白率，乳糖率，
無脂固形分及び全固形成分を調べた．第一胃内容液の揮
発性脂肪酸（VFA）濃度は，高速液体クロマトグラ
フィーを用いて BTBボストラベル法［18］で測定した．
血漿と生乳については，抗酸化能の指標として DPPH

ラジカル消去活性を，脂質過酸化反応の指標として
TBARS値を分析した．また，第一胃内容液の抗酸化能
の指標として，superoxide dismutase（SOD）様活性を
測定した．DPPHラジカル消去活性は Liら［19］の方
法で，TBARS値は市販測定キット（TBARS Assay Kit, 

Cayman Chemical, Michigan, U.S.A.）を用いて Aoki

炎の発症が増加したなどの副作用［14］も報告されて
いる．
トレハロースは天然に存在する二糖類で，αグルコー
ス 2分子が 1-1 グリコシド結合したもので，不飽和脂肪
酸の酸化抑制などの抗酸化能を有する［15, 16］．Aoki

ら［1］は，泌乳牛の飼料にトレハロースを添加すると，
血漿及び乳汁の抗酸化能の指標となる 1,1-diphenyl-

2-picr ylhydrazyl（DPPH）ラジカル消去活性が増加し，
脂質過酸化の指標となる TBARS値が低下することを報
告している．このため，飼料中にトレハロースを添加す
ることで，暑熱環境下でも酸化ストレス指標が改善する
ことが期待されるが，その効果については検討されてい
ない．そこで，本研究では泌乳牛にトレハロース添加飼
料を給与し，暑熱期と適温期における血液，乳汁及び第
一胃内容液の酸化ストレス指標を調べることとした．

材 料 及 び 方 法

供試牛及び試験設計：フリーストール牛舎内で飼養す
るホルスタイン種泌乳牛 6頭を供試し，これらを 3頭ず
つ 2群に分け，2群×2期のクロスオーバー法による飼
養試験を実施した．1期 14 日間とし，最初の 11 日間を
予備期，のちの 3日間を本試験期とした．暑熱期の試験
期間は 7～8月，期間中の日平均気温は 29.4±1.7℃（最
高気温 34.2±2.5℃）で，供試牛は体重 736.6±72.9kg，
産次数 2.2±1.6 回，泌乳日数 377±131.2 日，日乳量は
23.0±5.2kgであった．また，適温期の試験期間は 10
～11 月で，期間中の日平均気温は 14.1±3.8℃（最高気
温 18.5±2.5℃），供試牛の体重は 716.3±80.6kg，産次
数 1.8±0.8 回，泌乳日数 301.0±100.8 日，日乳量は
24.8±4.0kgであった．なお，飼養試験では 1期と 2期
の間に 7日間のウォッシュアウト期間を設けることで持
ち越し効果を防止した．基礎飼料としてイタリアンラッ
プサイレージを粗飼料とする TMR（total mixed 

ration）飼料を専用撹拌機（コンプリートフィーダー，
㈱コンプリートサービス，愛知）で混合し，個体別の
TMR摂取量がコンピュータに自動記録されるドア
フィーダ飼槽（GFRシステム，ウェストファリアシス
テマット㈱，東京）により 1 日 2 回（10：00，18：00），
個体ごとに飽食給与した（表 1）．試験区は TMRの基
礎飼料のみを与えた対照区，基礎飼料に乾物当たり
1.5％のトレハロース（トレハ，㈱林原，岡山）をトッ
プドレスで添加したトレハロース区を設定した．また，
搾乳は 1日 2回（8：45，17：15）実施した．
調査方法及び採材方法：乾物摂取量はコンピュータに
自動記録された摂取量に，あらかじめ測定した TMR乾
物率を乗じて算出した．血液は 1期，2期ともに，それ
ぞれの本試験期の最後の 2日間において，13：00 に頸静
脈より採血管（ベネジェクトⅡ真空採血管 EDTA-2Na

表 1　飼料の配合割合と成分値

乾物％

配合割合
イタリアンラップサイレージ出穂揃期 37.1
ビートパルプ（US） 5.3
醤油粕（生） 5.1
大豆粕 3.8
大　豆（加熱） 4.0
圧ぺんトウモロコシ 16.3
フスマ（一般） 3.8
大麦圧ぺん 13.4
配合飼料 a） 10.6
ミネラル剤 0.7

成分値 b）

TDN（可消化養分総量） 73.5
CP（粗蛋白質） 15.9
EE（粗脂肪） 3.5
CA（粗灰分） 2.4
NDF（中性デタージェント繊維） 35.8
NFC（非繊維性炭水化物） 38.1

a） 成分値（乾物％）：TDN 85.3，CP 20.0，EE 3.1，NDF 
21.7，NFC 47.7

b） 日本標準飼料成分表（農林水産技術会議 2010）による
推計値
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く（P＜0.05），小型貧毛虫 Entodinium属数においても
暑熱期と同様にトレハロース区が 30.2×104 個 /mlと対
照区 14.5×104 個 /mlよりも多かった（P＜0.05）．
血液，乳汁及び第一胃内容液の酸化ストレス指標：血
漿及び乳汁の DPPHラジカル消去活性値，TBARS値及
び第一胃内容液の SOD様活性値を表 4に示した．暑熱
期の血漿，乳汁 DPPHラジカル消去活性及び第一胃内
容液の SOD様活性は，全体的に適温期よりも低値を示
した．暑熱期における血漿 DPPHラジカル消去活性は，
トレハロース区が 90.8U/mlと対照区の 56.2U/mlより
も高い傾向（P＝0.07）が認められ，乳汁ではトレハロー

ら［20］の方法で，また，SOD様活性においても市販
測定キット（SOD Assay Kit-WST，㈱同仁化学研究所，
熊本）を用いて Fulghumら［21］の方法で測定した．
統計処理：得られた測定値は，分散分析により群及び
時期の効果をブロック因子，飼料の効果を処理因子とし
て解析した［22］．

成　　　　　績

採食量及び産乳性：飼料の乾物摂取量，乳量及び乳成
分を表 2に示した．暑熱期の乾物摂取量と乳量は，全体
的に適温期よりも低下する傾向を示した．暑熱期におけ
るトレハロース区の乾物摂取量は 18.4kgで，対照区の
17.2kgよりも多かった（P＜0.01）．乳量は両試験区の
間に差は認められず，乳成分も同程度であった．適温期
における乾物摂取量は，トレハロース区と対照区との間
に差はなく，乳量及び乳成分も同程度であった．
第一胃性状：第一胃内容液の pH，VFA濃度及び原虫

数を表 3 に示した．暑熱期における pH，総 VFA濃度
及び VFA組成は，トレハロース区と対照区との間に差
は認められなかった．総原虫数では，トレハロース区と
対照区との間に差は認められなかったが，小型貧毛虫
Entodinium属においてはトレハロース区が 19.0×104

個 /mlと対照区の 15.4×104 個 /mlよりも多かった（P

＜0.05）．適温期における pH，総 VFA濃度及びその組
成についてもトレハロース区と対照区との間に差は認め
られなかった．しかし，総原虫数ではトレハロース区が
37.1×104 個 /mlと対照区の 21.6×104 個 /mlよりも多

表2　トレハロース添加飼料を給与した乳牛の乾物摂取量，
乳量及び乳成分

対照区 ト レ ハ
ロース区 SEM

暑熱期
乾物摂取量（kg/日） 17.2 18.4＊＊ 0.6
乳　量（kg/日） 19.1 19.2 2.2
乳成分（％）
乳脂肪 4.1 4.2 0.1
乳蛋白 3.7 3.8 0.1
乳　糖 4.4 4.4 0.1
無脂固形分 9.1 9.2 0.1
全固形成分 13.2 13.3 0.1

適温期
乾物摂取量（kg/日） 21.5 22.0 0.6
乳　量（kg/日） 21.8 21.1 1.4
乳成分（％）
乳脂肪 5.0 5.0 0.1
乳蛋白 4.1 4.2 0.1
乳　糖 4.4 4.3 0.1
無脂固形分 9.5 9.5 0.1
全固形成分 14.4 14.5 0.2

SEM：standard error of mean
＊＊：対照区との間の有意差（P＜0.01）

表 3　トレハロース添加飼料を給与した乳牛の第一胃液
pH，VFA及び原虫数

対照区 ト レ ハ
ロース区 SEM

暑熱期
pH 6.6 6.5 0.1
総 VFA（mM） 108.9 106.8 3.8
VFA組成（molor％）
酢　酸 61.8 63.0 0.6
プロピオン酸 18.4 18.4 0.5
イソ酪酸 5.5 3.4 1.1
酪　酸 12.0 12.2 0.5
イソ吉草酸 2.3 2.4 0.3
吉草酸 0.5 0.9 0.2

原虫数（×104/ml）
総　数 26.5 27.8 2.9
Isotricha属 0.4 0.3 0.1
Dasytricha属 0.8 0.8 0.1
Entodinium属 15.4 19.0＊ 1.9
Diplodinium属 3.7 3.6 0.6
Epidinium属 4.0 2.6 0.7
Ophryoscolex属 1.9 1.1 0.3
その他 0.3 0.4 0.1

適温期
pH 6.7 6.6 0.1
総 VFA（mM） 108.7 112.4 3.3
VFA組成（molor％）
酢　酸 60.7 61.1 0.7
プロピオン酸 19.5 18.8 0.4
イソ酪酸 6.3 5.6 0.7
酪　酸 11.3 11.9 0.3
イソ吉草酸 1.3 2.3 0.6
吉草酸 0.8 0.4 0.3

原虫数（×104/ml）
総　数 21.6 37.1＊ 3.6
Isotricha属 0.1 0.2 0.1
Dasytricha属 0.8 0.8 0.3
Entodinium属 14.5 30.2＊ 3.5
Diplodinium属 1.7 1.8 0.5
Epidinium属 2.4 2.6 0.4
Ophryoscolex属 0.8 1.2 0.1
その他 0.3 0.3 0.1

SEM：standard error of mean
＊：対照区との間の有意差（P＜0.05）
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響をクロスオーバー法により比較した．
Aokiら［1］はトレハロースの飼料添加によって乾物
摂取量が有意に増加し，それに伴い，乳成分の変化はな
いものの乳量が有意に増加したことを報告している．今
回の試験でも，暑熱期の乾物摂取量が有意に増加したこ
と，及び暑熱期と適温期の両方において乳成分の変化が
なかった点で一致したが，乳量の増加はいずれも認めら
れなかった．一般に，暑熱環境は乳牛の乾物摂取量を低
下させるが［24］，本試験における乾物摂取量の増加は
トレハロースの飼料添加による酸化ストレス軽減の裏付
けであると推察された．また，Islamら［25］は，泌乳
後期の乳牛は濃厚飼料を増飼しても乳量の変化が認めら
れなかったことを報告している．このことから，本試験
における乳量の結果は，供試牛の平均泌乳日数が暑熱
期，適温期ともに 300 日以上と Aokiら［1］の供試牛
の平均 189 日よりも多いことが影響したものと考えら
れた．
酸化ストレス指標における DPPHラジカル消去活性
は，安定的な人工ラジカルである DPPHと試料中の水
溶性抗酸化物質を反応させることでラジカル消失の程
度を数値化したもので，抗酸化能の指標となる［19］．
本試験では，暑熱期にトレハロースを飼料添加すると乳
汁 DPPHラジカル消去活性が有意に増加し，血漿では
増加する傾向が認められるなど，Aokiら［1］の報告と
おおむね一致した．一方，適温期ではトレハロース飼料
添加による血漿 DPPHラジカル消去活性の変化は認め
られず，乳汁のみで増加した．これらのことから，トレ
ハロースの飼料添加は，適温期よりも暑熱期において酸
化ストレス指標の改善に有効であり，特に乳汁の抗酸化
能の向上に対して効果的であると言える．しかし，適温
期の両試験区の DPPHラジカル消去活性は，血漿，乳
汁ともに相対的に暑熱期よりも約 2～3 倍程度の高い
値を示した．乳牛は，暑熱環境下における直腸温上昇に
伴い，血中抗酸化物質であるアスコルビン酸濃度が低下
し，TBARS値が上昇する［8, 9］など酸化ストレス状
態にあることが知られている．このことから，血中抗酸
化物質の消費が多い暑熱期に，トレハロースによる抗酸
化能の補充効果が現れた一方で，抗酸化物質の消費が少
ないと考えられる適温期では血漿 DPPHラジカル消去
活性に差が出ず，さらにトレハロースによる余剰な抗酸
化能が何らかの形で外分泌腺である乳腺を介して乳汁に
移行し，乳汁 DPPHラジカル消去活性が有意に上昇し
たものと推察された．また，Aokiら［1］は血漿，乳汁
ともに DPPHラジカル消去活性の上昇に伴い TBARS

値が有意に低下したと報告しているが，今回の試験では
暑熱期，適温期ともに TBARS値に変化が認められな
かった．TBARS値は脂質過酸化によって生じるマロン
ジアルデヒドや過酸化アルデヒドなどのチオバルビツー

ス区が 110.3U/mlと対照区の 96.1U/mlよりも高かっ
た（P＜0.05）．TBARS値は血漿，乳汁のいずれにおい
ても両試験区の間に差がなく，第一胃内容液の SOD様
活性も同様に差が認められなかった．適温期における血
漿 DPPHラジカル消去活性は，トレハロース区と対照
区の間に差は認められなかったが，乳汁においてトレハ
ロース区が 208.9U/mlと対照区の 178.0U/mlよりも
高かった（P＜0.05）．TBARS値は血漿，乳汁のいずれ
においても両試験区の間に差がなく，第一胃内容液の
SOD様活性も同様に差が認められなかった．

考　　　　　察

トレハロースは微生物，植物及び無脊椎動物などの細
胞内に含まれる天然の二糖類である．近年，トレハロー
スはトウモロコシやジャガイモのデンプンから酵素を
使って生産できるようになり，その抗酸化能や保水力な
どの機能性により食品，化粧品，薬剤などに広く利用さ
れている［23］．泌乳牛の飼料にトレハロースを乾物当
たり 1％添加すると血液，乳汁及び第一胃内容液の酸化
ストレス指標が改善すること［1］が報告されているが，
暑熱期に対する効果は不明である．そこで本研究では，
トレハロース添加量を乾物当たり 1.5％に増加し，暑熱
期と適温期における泌乳牛の酸化ストレス指標への影

表 4　トレハロース添加飼料を給与した乳牛の血液，乳汁
及び第一胃液の酸化ストレス指標の値

対照区 ト レ ハ
ロース区 SEM

暑熱期
DPPHラジカル消去活性
（U/ml）

血　漿 56.2 90.8‡ 8.0
乳　汁 96.1 110.3＊ 9.1

TBARS 
（µM malondialdehyde）

血　漿 2.2 2.6 0.2
乳　汁 15.9 16.2 1.0

SOD様活性
第一胃内容液 22.6 26.5 1.6

適温期
DPPHラジカル消去活性
（U/ml）

血　漿 170.3 173.7 6.3
乳　汁 178.0 208.9＊ 8.3

TBARS 
（µM malondialdehyde）

血　漿 2.3 2.2 0.1
乳　汁 15.6 16.6 1.0

SOD様活性
第一胃内容液 34.9 32.0 1.6

SEM：standard error of mean
‡：対照区との間の有意差（P＜0.1）
＊：対照区との間の有意差（P＜0.05）
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る乳房炎の予防への応用などについても，今後検討する
必要がある．
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ル酸反応物質の濃度であるが［20］，血中スルフヒドリ
ル基などの抗酸化物質との間に相関が認められないな
ど，酸化ストレス指標としての不十分さを指摘する報告
［8, 26］もある．本研究では，暑熱期，適温期とも対照
区の TBARS値が同程度であり，暑熱期の酸化ストレス
の影響が反映されなかったことによると推察された．
トレハロースの飼料添加が第一胃液性状に及ぼす影響
について，Aokiら［1］は総 VFA濃度と VFA組成に変
化は認められなかったが，総原虫数及び Entodinium属
が有意に増加したことを報告している．本試験において
も，暑熱期及び適温期ともに総 VFA濃度と VFA組成に
変化が認められなかったこと，及び Entodinium属が有
意に増加した点で一致した．Gaziら［27］は実験的に
作出した第一胃原虫を持たない牛の第一胃液及び血漿
DPPHラジカル消去活性は，原虫を持つ牛よりも有意
に低かったことを報告している．また，Entodinium属
はデンプン質飼料を与えると著しく増加すること［28］，
ほかの第一胃内原虫と比べて耐酸性が強いこと［29］な
どから，今回の結果も，トレハロースの飼料添加により
第一胃原虫の活性，特に暑熱期と適温期ともに有意に増
加した Entodinium属が重要な役割を果たしている可能
性が示唆された．しかし，本試験では暑熱期，適温期と
もに対照区とトレハロース区との間に第一胃液の pH，
総 VFA濃度及びその組成に差が認められなかったため，
Entodinium属の影響についてはさらなる検討が必要で
ある．また，Aokiら［30］は，飼料添加により摂取さ
れたトレハロースは血中，乳汁中に移行しないこと，
ROSを除去する酵素活性の指標である第一胃液 SOD様
活性の上昇と血漿及び乳汁 DPPHラジカル消去活性の
上昇が同時並行したことから，トレハロースの作用機序
は，第一胃内原虫の活性化による SOD様活性の上昇で
あると結論付けている．本試験では暑熱期，適温期とも，
トレハロースの飼料添加による第一胃液 SOD様活性の
上昇は認められなかったものの，血漿及び乳汁 DPPH

ラジカル消去活性の場合と同様，適温期の第一胃液
SOD様活性が暑熱期よりも相対的に高値を示した．こ
のことは，第一胃液 SOD様活性と血漿及び乳汁 DPPH

ラジカル消去活性の関連性を示唆しているが，トレハ
ロースの作用機序の根拠とするには十分であるとは言え
ず，今後の研究による解明が期待される．
以上の結果から，暑熱期における泌乳牛へのトレハ
ロース飼料添加は，乾物摂取量を増加させ，血漿及び乳
汁の DPPHラジカル消去活性の上昇を生じたことから，
酸化ストレス指標のうち，抗酸化能の改善に一定の効
果を有することが明らかとなった．しかし，適温期の抗
酸化能と同水準にするためには，ほかの抗酸化物質との
併用も検討する必要がある．さらに，周産期における酸
化ストレスの低減効果や，それに伴う泌乳初期に多発す
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Ef fects of Trehalose Supplementation on Oxidative Stress Markers in Dair y Cows  
at High Environmental Temperatures

Kohei KITAZAKI 1), 2)†, Yoshihisa OHTANI 3), Yoshiaki OBARA3), Tsuyoshi OHTA1),  
Taketoshi UMEDA1), Takeshi BABA1), Hitoshi ANO4)  

and Hiromu KATAMOTO4)

1) Fukuoka Agriculture and Forestr y Research Center, Depar tment of Animal Production, 587 
Oaza-Yoshiki, Chikushino, 818-8549, Japan

2) Graduate School of Medicine and Veterinary Medicine, University of Miyazaki, 5200 Kihara, 
Kiyotake, Miyazaki, 889-1692, Japan

3) Meijifeed Co. Ltd., Mito Research Center, 870 Wakamiya, Ibaraki, Higashiibaraki, 311-3123, 
Japan
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2192, Japan

SUMMARY

The objective of this study was to investigate the ef fect of dietar y supplementation with trehalose on oxida-
tive-stress markers in the blood, milk and rumen fluid of dair y cows during the hot or comfor table season.  The 
respective average maximum daytime temperatures in the hot and comfor table seasons were 34.2°C and 18.5°C.  
Six Holstein dair y cows housed in a freestall barn were divided into two groups, with each group receiving a 
dif ferent dietar y treatment (control diet or 1.5% trehalose-supplemented diet) following a 2×2 crossover study 
in both seasons.  In the hot season, food intake increased in trehalose-supplemented cows (P＜0.01); while milk 
yield and milk components were unchanged by trehalose supplementation in both seasons.  In terms of the 
number of protozoa, the number of Entodinium increased with trehalose supplementation in both seasons (P＜
0.05).  The values of 1,1-diphenyl-2-picr ylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity in milk increased with 
trehalose supplementation in both seasons (P＜0.05).  Fur thermore, the values of DPPH radical scavenging 
activity in plasma tended to increase with trehalose supplementation in the hot season.  Dietar y supplementa-
tion with trehalose resulted in the improvement of antioxidant activity in milk and blood.  These findings sug-
gest that trehalose supplementation might be ef fective for reducing oxidative stress in dair y cows during the 
hot season. ─ Key words : antioxidant activity, dair y cow, hot season， oxidative stress, trehalose.
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