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略号

AcDON：aCetyldeoxynivalenol（アセチル化したデオキシニバレノール）

3－AcDON：3－aCetyldeoxynlValeno1

15－AcDON：15－aCetyldeoxynlValenoI

ADF：aCiddetergentfiber（酸性デタージェント繊維、酸性洗剤溶液で処理した試

料中の繊維）

aNDF：NDFwithheat－Stableα－amylasetreatment（耐熱性α－アミラーゼ処理した中

性デタージェント繊維）

aNDFom：aNDFinorganicmatter（灰分を除いたaNDF）

BGE：backgroundelectrolyte（電解質溶液、電気泳動のための泳動用緩衡液）

BGEF：BGEforflush（洗浄用BGE）

BGEM：BGEfbrmigration（泳動用BGE）

CE：Capillaryelectrophoresis（キヤピラリー電気泳動法）

CTAH：Cetyltrimethylammonium hydroxide（水酸化セチルトリメチルアンモニウ

ム）

CZE：CaPillaryzoneelectrophoresis（キヤピラリーゾーン電気泳動法）

DM：drymatter（乾物）

DOM－1：deepoxy－deoxynivalenol（デェポキシーDON，DONの代謝物）

DON：deoxynivalenol（デオキシニバレノール）

DON－3－glucoside：deoxynivaleno1－3－β－D一glucopyranoside（DON－3－β－D－グルコビラ

ノシド）

ELISA：enZymelinkedimmunosorbentassay（酵素免疫測定法）

GC：gaSChromatography（ガスクロマトグラフィー）

HorRat：Horwitzratio（共同試験で得られたRSDRとHorwitz　の経験式またはその

修正式から導き出されたPRSDRとの比）
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lC：ionchromatography（イオンクロマトグラフィー）

lSO：lnternationa10rganizationfbrStandard（国際標準化機構）

LC：highperfbrmanceliquidchromatography（高速液体クロマトグラフィー）

LC－MS：highperfbrmanceliquidchromatographymassspectrometry（質量分析高速

液体クロマトグラフィー）

LOD：limitofdetection（検出下限値）

LOQ：limitofquantitation（定量卜限値）

MS：maSSSpeCtrOmeter（質量分析計）

MT：migrationtime（マイグレーションタイム、CEにおける試料の移動時間）

ND：neutraldetergent（中性デタージェント）

NDF：neutraldetergentfiber（中性デタージェント繊維、ND溶液で処理した試料

中の繊維）

NDR：neutraldetergentresidue（ND溶液処理残漆，ND溶液で処理して得られたも

のの総称）

OMA：OfFicialMethodofAnalysisofAOACInternational（AOACInternational公認

法）

PDC：2，6－Pyridinedicarboxylicacid（2，6－ピリジンジカルボン酸）

PRSDR：Predictedrelativereproducibilityofstandarddeviation（経験的な室問相対標

準偏差）

RSD：relativestandarddeviation（相対標準偏差）

RSDr：relativestandarddeviationfbrrepeatability（室内相対標準偏差）

RSDR：relativestandarddeviationfbrreproducibility（宅間相対標準偏差）

TDN：tOtaldigestiblenutrients（可消化養分総量）

TN：tOtalnitrogen（全窒素）

VBN：VOlatilebasicnitrogen（揮発性塩基態窒素）
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飼料の品質にかかわる成分の分析法に関する研究

第1章　緒言

本研究は、国産飼料の利用性を向上させるために、その品質に影響す

るいくつかの成分について、その分析法を確立し、飼料の品質、その安

全性、家畜の健康ひいては食品の安全性の向上に寄与することを［：目的に

行った。

飼料作物を長期保存するための飼料生産の方法には、サイレージ処理

と乾燥処理がある。サイレージ処理は飼料作物を嫌気的に好気的微生物

の生育を抑制　して、長期貯蔵でき　る飼料を生産する方法である

（McDonaldeta1．，1991）。一一一万、乾燥は飼料作物の水分含有量を15％　以

卜にして菌の生育を抑制して、長期貯蔵できる飼料を生産する方法であ

る（Suttie，2000；Hancock，2009）。新鮮な飼料作物を家畜に給与出来ない

乾期や冬期に利用する飼料の生産方法として、サイレージ処理や乾燥は、

その材料である飼料作物の栄養価が最適な時期に収穫して行われる

（McDonaldet a1．，1991；Muck eta1．，2003）。乾燥処理による餌料生産は、

飼料作物を刈り取り、そのままは場で天日により飼料作物中の水分を蒸

散させた後、ロールベール等に成型して調製する（Suttie，2000；Hancock，

2009）。乾燥処理の問題は、刈った飼料作物の乾燥中に降雨があると栄養

成分の溶脱や土壌の付着による品質の低下を招く　こと、また、高温多湿

な地域においては飼料作物の乾燥が難しいことである（′t Mannetjc，

2000）。－▲方、サイ　レージ生産は、乾燥とは異なり、材料を刈った後には

場で水分を蒸散させる作業が無く、収穫した高水分の飼料作物を気密性

の高い状態でサイロに詰め込んで調製する（McDonaldeta1．，1991；Rooke

andHatfield，2003）。そのため、サイレージ処理では降雨による栄養成分



の溶脱や仁壌の付着を軽減でき、嫌気的条件による貯蔵のためカどや好

気性の変敗菌の生育を抑制7－H来る。。このことから、サイレ｝ジ処理は、

乾燥処理と比較して収穫時の降水や湿度の影響を受けにく　く、これらの

影響による栄養価の低卜や可食部の減少による飼料価値の損失が少ない。

従って、飼料作物の収穫時期に降水量の多い、あるいは湿度の高い地域

においては、サイレージ処理は乾燥処理よりも効率的に貯蔵性のある飼

料を生産することができる。サイレージは降水や湿度の影響を受けにく

く、効率的な飼料生産が出来るため、反萄動物の飼料として多くの国で

利用されている（McDonaldeta1．，1991；Mucketa1．，2003）。我が国は、飼

料作物の収穫時期である　6～9月に降水量が多く気温も高い。そのため、

冬期のための飼料生産は、降水や湿度の影響を受ける乾燥処理より　も、

嫌気的にサイロに貯蔵するサイレージ処理の方が適している。また、ホ

ールクロツプとして飼料に利用されるトウモロコシのような長大作物は、

乾燥処理が難しいため、サイレージに調製されている。これらのことか

ら、飼料作物を嫌気的条件下で乳酸菌の発酵を促進し、その発酵によっ

て得られた乳酸によって乳酸菌以外の微生物の活性を抑制した発酵飼料

であるサイレージ（McDonald and Whittenbury，1973；McDonald et a1．，

1973）は、国産飼料として重要である。

他方、我が国の農業生産は、国民の食生活の変化に対応出来なかった

ことから、食品や飼料の輸入量が増加し、食料白給率が低卜した（森田，

2006）。この状況を改善するため政府は、世界的な穀物の供給量の不足や

食料安全保障（FAO，2008；服部，2010）の観点から食料自給率を向上さ

せるための目標を示した（農林水産省，2010）。その中で、飼料自給率は、

平成20年度の26％（粗飼料　78％，濃厚飼料11％）から、平成32年度

には38％（粗飼料100％，濃厚飼料19％）に向上させる目標が定めら

れた（農林水産省，2010）。この目標を達成するため、飼料生産量を増加

させるためのいくつかの取り組みが全国的に行われ、飼料Ir吊合率の向　上

2



に繋がることが期待されている。具体的な取り組みは、細断型ロールベ

ーラーによる省力的なトウモロコシサイレージ生産（志藤ら，2006；志藤

ら，2010）、休耕田と耕種農家の労働力を有効に利用した稲サイレージ生

産（稲垣，2003；高橋ら，2009）、及び、コントラクターによる効率性の高

い組織的な飼料生産（稲垣，2003；高橋ら，2009）である。しかしながら、

生産量が増加したサイ　レージの利用の促進を計らなければ、いずれ生産

量は減少し飼料自給率は向上しない。飼料の利用性を向上させるために

は、その品質を評価して、優れた面あるいは劣っている面を明らかにす

ることが不可欠である。

一一万、飼料の品質を評価することは、乳牛の代謝あるいは乳生産に必

要な栄養を供給するためにも重要である（Bauman and Currie，1980；

KoIver and Muller，1998；Roche et a1．，2009）。乳牛の効率的な飼養管理の

ためには、乳牛の成育ステージあるいは乳生産量に適した飼料設計に基

づいて、飼料の給与が行われる必要がある（NRC，2001；農研機構，2006）。

このことは、家畜の健康を維持して効率的に畜産物の生産性を向上させ

るためには、適切な飼養管理に基づいた飼料設計が必要であり、そのた

めには飼料の品質評価が必要であることを示している。

飼料の品質は、飼料の有する栄養価と安全性に関与する成分で表され

る（Seglar，2003；KanandMeijer，2007；杉浦，2008）。サイレージの場合に

はこれらの成分だけでなく、栄養成分を維持するための発酵品質に関与

する成分（大山，1971；McDonaldeta1．，1991）も重要である。餌料として

の栄養に関与する主な成分は、蛋白質、脂肪、及び、炭水化物である（NRC，

2001；農研機構，2006）（1炭水化物はさらに可溶性糖類、澱粉、r巨性デタ

ージェント繊維（NDF：neutraldetergentfiber）、及び、酸性デタージェン

ト繊維（ADF：aCiddetergentfiber）に分類される（NRC，2001；農研機構，

2006）。これらの栄養以外にアミ　ノ酸、ミネラル、ビタ　ミンなどもある

（NRC，2001；農研機構，2006）。飼料の有するエネルギーを示す・一日「‖ヒ養



分総量（TDN：tOtaldigestiblenutrients）を算出するためには、粗蛋白質、

粗脂肪、粗繊維、及び、可溶性無窒素物の量とこれらの消化率を求める

必要がある（NRC，2001；農研機構，2006）。これらのうち、蛋白質は、可

溶性蛋白質、分解性蛋白質、非分解性蛋白質、及び、結合性蛋「1質に分

類され、搾乳牛への飼料の給与では乳量に応じたこれらの蛋白質のバラ

ンスが重要となる（Ruizeta1．，2002；Foxeta1．，2004；Lanzaseta1．，2007）。

反街動物の特徴は、単冒動物が利用することが難しいセルロースなどの

繊維質を、共生関係にあるルーメン微生物の発酵を利用して、消化・吸

収できるルーメンの機能を有することである（板橋，1998；半田，1998；

午田，2004）。この繊維を消化・吸収するためのルーメンの機能が低下す

ると反鶴動物は健康を損なうことになる（元井，1998）。従って、反鶴動

物の健康を維持するためには、反鶴動物が利用できる繊維の供給量を管

理する必要がある（Van Soest andWine，1967；浅野、日野，2004a），つ　しか

しながら、飼料中の繊維の指標となる粗繊維は、反窮動物に利用できる

飼料中の繊維を表していない（RobertsonandVanSoest，1981；Udenetal．，

2005）。そのため、反鶴動物が利用できる飼料中の繊維を評価するために

ADFやNDFの分析法が開発されてきた（Van Soest and Wine，1967；Van

Soest，1973；Van Soest eta1．，1991）。

サイレージの発酵品質は、サイレージ発酵によって生成した乳酸、酢

酸、プロピオン酸、酪酸、及び、青草酸などの有機酸の構成比と量によ

って決定する（McDonald et a1．，1991）。これらの有機酸生成に関与する

微生物は乳酸菌、酪酸菌、エンテロバクテリア、貞菌、リステリア菌、

酢酸菌、及び、プロピオン酸菌である（McDonald et a1．，1991）。良質の

サイレージは、サイレージ材料の有する栄養価を損失することなく有し

ており、家畜の噂好性も高い（Weiss et aL，2003）。良質なサイレージを

生産し材料の栄養価を維持するためには、サイレージの貯蔵状態の管理

指標となる発酵品質を把握することが重要となる（McDonaldeta1．，1991；
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SavoieandJofriet，2003）。サイレージの発酵品質の評価には、各有機酸の

含有量を測定する方法やpH値、全窒素（TN：tOtalnitrogen）に対する揮

発性塩基態窒素（VBN：VOlatilebasicnitrogen）の割合（VBN／TN）を測定

する方法、官能試験法などがある（Seglar，2003）。

飼料の安全性に関与する成分と　しては、重金属、硝酸態窒素、カビ毒、

農薬などがある（Wright and Davison，1964；農林水産省，1988；Kan and

Meijer，2007）。重金属は卜壌や大気中に存在し、それらが飼料作物を汚

染する（Lieta1．，2005）。特に問題となる重金属は鉛とカドミウムであり、

ヒトや動物の肝臓や腎臓に蓄積して毒性を示す（NichoIson eta1．，1999；Li

et al．，2005；Kan and Meijer，2007）。硝酸態窒素は、古くから飼料作物の

有害物質として報告されており、家畜のメトヘモグロビン血症の原因物

質である（WrightandDavison，1964；Davisoneta1．，1965；NichoIson，2007）√〕

カビ毒は、主にアスペルギルス、フザリ　ウム、ペニシリ　ウム属のカビが

産生する人畜に有害な二次代謝物であり、ヒトや家畜で種々の被害が報

告されている（Lynch，1972；Driehuiseta1．，2008）。このカビ毒には、一部

のアスペルギルス属のカビが産生するアフラトキシン類や、一部のフザ

リウム属のカビが産生するデオキシニバレノール（DON：deoxynivalenol）

などのトリコテセン系カビ毒などがある（宇田川，2004）。これらの有害

な成分を含む飼料を除去すること、及び、患畜の原因を究明することは、

家畜の健康管理のために重要なことである。そのためには飼料の品質を

評価することが不可欠である。

飼料の品質に影響する成分を評価するための分析法は、食品や飼料の

分野における分析法集である　Official Methods Analysis of AOAC

International（OMA）の”Feed”の項目や　Tnternational Organization for

Standard（ISO）のStandardscatalogueの”65．120：Animalfeedingstuffs”に

収載されている。これらは　OMAやISO　として利用され、収載されてい

る分析法は共同試験によ　って妥当性が確認されている（AOAC



lnternational，2005b；lSO，2010）。しかし、これらの中に、飼料の品質に影

響するすべての成分の分析法が収載されている訳ではない。また、これ

らの　OMAやISOの中には、試料の前処理に労力と時間を必要とするた

め、分析結果を得るために多くの時間を必要とする方法もある′。我が国

の飼料分析の公定法である飼料分析基準（農林水産省，2008）は、巨に配

合飼料、及び、その原料の安全性を検査する目的で策定されている。従

って、飼料分析基準には国内生産が主となるサイレージなどの．品質に関

与する成分についての分析法の収載は少ない。〕そのため、我が国の飼料

生産にとって重要なサイレージを主体とする飼料の品質を評価するため

の分析法が求められている。飼料設計で利用するための分析方法は、迅

速で精度の高いことが要求される。そのためには、従来の分析法より　も

効率的な分析が可能であり、分析法の妥当性が確認されていることが必

要である。

本研究では、飼料の品質に影響する成分の中から、発酵品質に関与す

る成分、栄養に関与する成分、及び、安全性に関与する成分について、

それぞれを迅速、高精度に定量するための分析法を検討した〔。具体的に

は、発酵品質に関与する成分からサイレージの発酵により生成する「有

機酸」、栄養に関与する成分から反鶴動物の健康を維持するために必要な

繊維である「NDF」を選定した。安全性に関与する成分からは、メトヘ

モグロビン血症の原因物質である「硝酸態窒素」と、嘔吐の原因であり

乳からその代謝物と共に検出報告のあるカビ毒の　DONの2　成分を検討

した。分析法の開発に際しては、精度を維持した上でより迅速な品質の

評価のために従来の方法よりも効率的な操作によって分析時間を短縮す

ること、及び、分析精度を評価するために共同試験によって分析法守）妥

当性を確認することを重視した。

第2章の「キヤピラリー電気泳動法によるサイレージ中の有機酸と無

機陰イオンの同時定量法」では、キヤピラリーゾーン電気泳動法（CZE：
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capillaryzoneelectrophoresis）による分離と間接吸光度法による検出を利

用して、9種の有機酸（ギ酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸、〃一青草酸、／．～10－

青草酸、〃－カブロン酸、乳酸、クエン酸）、及び、3種の無機陰イオン（亜

硝酸、硝酸、塩素）の総計12成分の同時定量を可能にした。この分析法

は、これまでに別個に行われてきた、有用性の面の強い有機酸と、有害

性の面の強い硝酸態窒素を同時に分析することで、労力の削減と分析時

間の短縮をすると共に、試薬の消費量を軽減した。

第　3　章の「飼料中の中性デタージェント繊維の分析法」では、AOAC

法（AOACInternational，2005C）をベースにα－アミラーゼの添加時期を含

む分析条件の変更により、澱粉の糊化、及び、ろ過の困難さを軽減する

と共に分析時間を大幅に短縮した。

第4章の「市販の酵素免疫測定法のキットによるサイレージ中のデオ

キシニバレノールの定量法」では、酵素免疫測定法（ELTSA：enZymelinked

immunosorbentassay）によるDONの分析の問題であるDON　の過人評価

をカートリ　ッジカラムによる前処理によって軽減した。これにより、高

速液体クロマトグラフィー（LC：highperformanceliquidchromatography）

などの機器分析と比較して短時間で分析結果が得られ、生産現場に近い

場所で測定できる　DONのELISAによる分析を可能とした。

分析法の妥当性確認のための共同試験は、第2章の「キヤビラリー電

気泳動法によるサイレージ中の有機酸と無機陰イオンの同時定量法」で

は5　試験室、第3章の「飼料中の中性デタージェント繊維の分析法」で

は15　試験室、第　4　章の「市販の酵素免疫測定法のキットによるサイ　レ

ージ中のデオキシニバレノールの定量法」では10　試験室で行った。

第5章では、まとめとして第2～4章で開発した分析法の検討内容の要

約を示すと共に今後の展望を示した。この研究で開発した分析法は、い

ずれも従来の方法と比較して、分析時間が短く、共同試験によって妥当

性が確認されたため、その利用性は高い。今後、飼料の品質に影響する
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成分の分析法には、一層の分析時間の短縮と妥当性確認が求められる。

そして、これらの検討を踏まえて開発された分析法によって成分を評価

された飼料は、飼料設計で利用され、家畜の健康を維持しその生産を向

上させる（〕その意味で、本研究は、国産飼料の利用性の向上だけでなく、

家畜の健康、畜産物の品質の向上ひいては食品の安全性に寄与する重要

な成果である。
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第2章　キヤピラリー電気泳動法によるサイレージ中

の有機酸と無機陰イオンの同時定量法

2．1．背景

サイレージの品質は、サイレージ生産に関与した微生物の影響を受け

る（McDonald et al．，1991）。飼料作物を詰めた直後のサイロでは酸素が

存在している。そのため、好気性微生物がサイロ内の酸素を利用して、

飼料作物中の・iH容性糖類やアミノ酸を、二酸化炭素、酢酸やアンモニア

に分解し（McDonaldandWhittenbury，1973）、クエン酸を乳酸、ギ酸又は

酢酸に分解する（HirstandRamstad，1957；Playne etal．，1967）。サイロ内

の酸素が消費されて嫌気的状態になると好気性微生物の増殖は抑制され、

嫌気的条件を好む乳酸菌の増殖が始まる（McDonald et a1．，1991），，しか

しながら、サイレージの貯蔵中に酸素曝露が起こると、乳酸菌に代わり

好気性微生物が生育し、乳酸や栄養素が消費され飼料の価値が低卜する

（McDonald et a1．，1973）。サイレージの品質に影響する有機酸は、巨に

乳酸、酢酸、酪酸、及び、青草酸である（McDonald et a1．，1991）（，また

サイレージの晶質低下をまねく酪酸菌の生育を抑制するためにサイ　レー

ジ添加剤と　して使用する有機酸は、ギ酸あるいはプロビオン酸である

（McDonald et a1．，1991）。従って、サイレージ中の有機酸を分析し有機

酸の構成を知ることで、その発酵状態を知ることができる。

飼料作物中の硝酸態窒素は、占▲くから飼料中に含まれる有害物貫とし

て認知され、硝酸塩中毒症と　して知られているメトヘモグロビン血症の

原因物質である（WrightandDavison，1964；Davisoneta1．，1965）。サイレ

ージ中の硝酸態窒素の存在は材料である飼料作物に依存し、飼料作物は

上嬢から硝酸態窒素を栄養源として吸収している（Bradley et a1．，1940；

NichoIson，2007）。⊃　特に、植物は成長期に窒素源の吸収が活発であり、成
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長期にある植物を収穫した場合には、同化出来ていない余剰の硝酸態窒

素が植物体内に多く存在している（Bradley et a1．，1940）。また、過剰施

肥下で栽培された飼料作物でも、成長期での収穫と同様に植物体内に多

量の硝酸態窒素が存在している場合がある（Bradley et a1．，1940））午が

中毒死する可能性のある硝酸態窒素の濃度は、乾燥牧草中で0．2％である

ことが報告されている（BradLeyeta1．，1940；宮崎，1977；NichoIson，2007）。

我が国においても、0．2％　以上の硝酸態窒素が飼料作物（宮崎，1977）や

輸入の乾燥牧草（農林水産省，2007）から検出されている。また硝酸態窒

素は、サイレージ生産の過程でアンモニアに還元され（Hasan and Hall，

1975）、VBN　としてサイ　レージ中に存在している〔つ

有機酸（Wada ct a1．，1984；Cherchiet al．，1994；Qiu，1999；P6rez－Ruiz et

a1．，2004）や無機陰イオン類（Pereiraeta1．，2008；Vanatta，2008；Hsueta1．，

2009）は、LC　あ　る　いはイ　オンク　ロ　マト　グ　ラ　フ　ィ　ー（IC：ion

chromatography）で多く分析されている。これらの方法の定量精度は優れ

ているが、分離効率を向上させるために、固相抽出、液々抽出、誘導体

化など種々の前処理が必要である（Wada et a1．，1984；Hsu et a1．，2009），、

近年、電解質溶液（BGE：background electrolyte）に2，6－ピリジンジカル

ボン酸（PDC：2，6－pyridinedicarboxylicacid）を用いたCZE　による分離と

間接吸光度法による検出を利用した、無機陰イオンと有機酸の同時定量

法が報告された（Soga and Ross，1997）。この方法を用いた海産物やアル

コール飲料中の有機酸と無機陰イオンの同時分析は、Soga and Ross

（1999a，b）、Sogaandlmaizumi（2001）によって報告されている（ノ

PDCをBGEとして用いたCZEによる分析方法（SogaandRoss，1999a，b；

SogaandImaizumi，2001）を、サイレージ中の有機酸と無機陰イオンの成

分の分析に適用するための検討を行った。CZE　における分離条件と　して

BGE　のPDC　濃度と　pH　の検討を行い、簡易な前処理による9　種の有機

酸と　3　種の無機陰イオンを同時に定量する方法を開発した〔。また、本法
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の妥当性を確認するために、5　試験室による共同試験を行った（。

2．2．実験

2．2．1．試料及び試薬の調製

2．2．1．1．試料

サイレージ試料は、独立行政法人家畜改良センターで生産された5　種

類の原料草（イタリアンライグラス、ペレニアルライグラス、ハイブリ

ッドライグラス、チモシー、トウモロコシ）を用いて調製した。頂料章二

をそれぞれ1～3cm　に細断し良く混合した後、原料章毎にポリエチレン

製のパックに約300g　を入れた。次にこのパック中の空気を真空ポンプ

で除いて密閉し、3　ケ月間室温で暗所に保存してサイレージ試料を調製

した。分析法の妥当性確認のための共同試験と実用性の検討に用いたサ

イレージ試料は、北海道と福島県の農家で生産されたものを用いた。

2．2．1．2．試薬

試薬は試薬特級、又は、カルボン酸分析用試薬を用いた。〕抽出には、

水道水を純水製造装置（RFD240NA；アドバンテック，東京）で処理した

水（精製水）を用いた。標準液の調製、試料の希釈及び　BGE　の調製に

は、精製水を超純水製造装置（Milli－Q purification system；Millipore，

Bedford，MA，USA）で処理した水（高度精製水）を用いた。

ギ酸、酢酸、プロピオン酸、〃一酪酸、ね0一酪酸、〃一青草酸、／∫0－吉草酸

〃－カブロン酸、乳酸のナトリ　ウム塩、クエン酸一一一水和物、フマル酸、DL

リンゴ酸、及び、エー酒石酸は関東化学製（東京）を、亜硝酸カリ　ウム、

硝酸カリ　ウム、塩化ナトリ　ウム、硫酸、炭酸カルシウム、リン酸ナトリ

ウムト二水和物、ホウ酸ナトリ　ウム　卜水和物、及び、ケイ酸カルシウム
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は和光純薬製（大阪）を使用した。BGE　の調製に用いる　PDC　と水酸化

ナトリウムは和光純薬製を、電気浸透流の方向を反転させる水酸化セチ

ルトリ　メ　チルアンモニウム溶液（CTAH：Cetyltrimethylammonium

hydroxide，250g／kginmethanol）は東京化成製（東京）を伎川したrJ

有機酸、無機陰イオンの各種標準原液は、高度精製水を用いて酸と　し

ての濃度が2g／Lになるように調製した。使用する混合標準液Aは、ギ

酸、酢酸、プロピオン酸、〃一酪酸、J∫0－酪酸、〝一吉草酸、～▲川一吉革酸、〃－

カブロン酸、乳酸、クエン酸、フマル酸、βエーリンゴ酸、酒石酸、亜硝酸、

硝酸、及び、塩素の各種標準原液を正確に混合し、高度精製水で希釈し

て各酸の濃度が50mg／しのものを調製した。混合標準液Bは、ギ酸、酢

酸、プロピオン酸、〃一酪酸、f▲－0－酪酸、〃一青草酸、よ．ゞ0一青草酸、〃－カブロ

ン酸、乳酸、クエン酸、フマル酸、βムーリンゴ酸、酒石酸、亜硝酸、硝酸、

塩素、硫酸、炭酸、リン酸、ホウ酸、及び、ケイ酸の各種標準頂液を正

確に混合し、高度精製水で希釈して各酸の濃度が50mg／しのものを調製

した。混合標準液C　はギ酸、酢酸、プロビオン酸、〃一酪酸、〃一青草酸、

f∫0－青草酸、〃－カブロン酸、乳酸、クエン酸、亜硝酸、硝酸、及び、塩素

の各種標準原液を正確に混合し、高度精製水で希釈して各酸の濃度が0、

10、25、50、75、及び、100mg／しのものを調製した。添加回収試験と共

同試験の添加用の混合標準液Dは、ギ酸、酢酸、プロピオン酸、〃一酪酸、

〃一吉草酸、～▲90－青草酸、〃－カブロン酸、乳酸、クエン酸、亜硝酸、硝酸、

及び、塩素の酸としての濃度がいずれも　2g／Lになるように高度精製水

を用いて調製した。

水酸化ナトリウムは、高度精製水に溶かしてlmol／Lと　3mol／Lに調製

した。

泳動用BGE（BGEM：BGEformigration）は、濃度を調製したPDC水溶

液にCTAH（0．5　mmol／L）を加え、水酸化ナトリウム水溶液（3　mol／L）

でそのpHを調整した。洗浄用BGE（BGEF：BGE for flush）は、BGEM

12



と同じ　BGEを用いた。

本法と分析値の比較を行った　LC　による分析は、有機酸については

Wadaetal．（1984）、硝酸態窒素についてはHsu etal．（2009）によりそれ

ぞれ報告された方法に従って行った。

2．2．2．装置

キヤピラリー電気泳動（CE：Capillaryelectrophoresis）装置は、Agilent

Technologies　製（Waldbronn，Germany）のAgilentCapillaryElectrophoresis

System　を用いた。〕CZEは、フューズドシリカキヤピラリーカラム（112．5

cm x50LlmI．D．，有効長104cm，AgilentTechnologies）で行った。印）州電

圧30　kVで、キヤピラリー温度は18。Cに保った。検出はフォトダイオ

ードアレイ検出器で、間接吸収波長350　nmとリファレンス波長275　nm

で行った。

はじめて用いるカラムは、コンディショニングとして高度精製水で10

分間、水酸化ナトリ　ウム水溶液（1mol／L）で10分間、高度精製水で20

分間、さらに、BGEFで20分間洗浄してから使用した。

2．2．3．電気泳動条件の検討

混合標準液Aを用いて、BGEMのPDC濃度は20～40mmol／しの範囲で

2．5mm01／Lごとに、PHは4．6～12．5の範岡で各成分の分離条件を検討し

た。またサイレージ中には作物あるいは微生物由来の有機酸などのほか

に、土壌や肥料由来の陰イオンが混入する場合がある。これらの無機陰

イオンとして、13種の有機酸と硫酸、炭酸、リン酸、ホウ酸、及び、ケ

イ酸を含む8樺の無機陰イオンを含む混合標準液Bを用いて電気泳動条

件を検討した。

マイグレーションタイム（MT：migration time）の再現性を向上し、良
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好な再現性を得るため、プレコンディショニングの条件を検討した。プ

レコンディショニング方法の検討は、混合標準液C（50mg／L）を用いて、

一一▲股的なBGEFのみによるシンプルフラッシュ法と　BGEMを用いたコン

ビネーションフラッシュ法を比較した。シンプルフラッシュ法は　BGEF

で7　分間洗浄する方法で、コンビネーションフラッシュ法は　BGEFで3

分間洗浄後にBGEM（陰極側）、及び、BGEM（陽極側）の順で洗浄する

方法である。なお、コンビネーションフラッシュ法において、BGEM　で

の洗浄時間は　2、　3、及び、5　分間で検討を行った。また、洗浄時間は

両極のBGEの容量を同一にするため、同一の時間行った。〕BGEMの洗浄

時間の違いによるエレクトロフェログラムの各アナライトの　MT　とピー

ク面積の比較は、Dunnett　の多重比較検定（Dunnett，1964；Ihaka and

Gentleman，1996；青木，2009）で行った。

CZE　の最適化された泳動条件における　9　種の有機酸と　3　種の無機陰

イオンの検量線の直線性を検討した。また検出下限値（LOD：1imit of

detection）と定量下限値（LOQ：1imit of quantitation）は、それぞれシグ

ナルーノイズ比1：3　と1：10　で算出した。

2．2．4．試料の調製方法の検討

l～3cmのサイレージ試料10gを300mL　三角フラスコに入れ、精製

水100mLを加えて30　分間振とう柚出（SR－2DW；タイテック，埼E）し

た後、ろ過（No，5A；アドバンテック，東京）した。ろ液を高度精製水で

10倍に希釈して、遠心式フィルターユニット（Ultrafrec－MCHVO．45LLm；

Millipore）に入れ5，000　×g　で15分間遠心し、フィルターを通過した試

料液を　CZE　に供した。この結果、エレクトロフェログラムにおいて　〃一

青草酸のMT　にネガティブピークが検出した。そのため、このネガティ

ブピークを除去するために、陽イオン交換樹脂のAccellPlusCM（Waters，
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Milford，MA）とOasis MCX（Waters）を用いたカートリ　ッジカラムによ

る処理を検討した。カートリ　ッジカラムの検討は、300mL　三角フラスコ

に入れたチモシーサイレージ10g　に混合標準液Dを1．5mL（3．0g／kg）

あるいは　3．O mL（6．0g／kg）添加して行った。添加した試料を、精製水

100mLで30　分間振と　う抽出した後、ろ過した。〕そのろ液5mL　をAccell

Plus CM、及び、Oasis MCX　カラムにそれぞれ入れ、ITl然滴下で、その

流出液の0～1mL、1～2mL、及び、2～3mLの各I mLずつの分画から

0．5mL　を分取した。分取した流出液は、高度精製水で10　倍に希釈して、

遠心式フィルターユニットに入れ5，000　×g　で15分間遠心しフイ′レター

を通過した試料液をCZEに供した。試料の抽出時間の検討は、イタリア

ンライグラスサイ　レージを用いて、抽出時間10、20、30、40、50、60　分

と　24　時間で行った。24時間抽出した有機酸と無機陰イオンの分析伯と、

10－60　分間抽出したそれらの分析値の比較は、Dunnett　の多重比較検定

（Dunnett，1964；IhakaandGentleman，1996；青木，2009）で行った，）

2．2．5．妥当性確認と実用性の検討

添加回収試験は、5　種類のサイレージ（イタリアンライグラス、ペレ

ニアルライグラス、ハイブリ　ッドライグラス、チモシー、及び、トウモ

ロコシ）を用い、混合標準液Dを各成分の濃度が3．0と6．0g／kg　となる

ように、2　レベルで添加して行った。試料10g　を300mL　の共栓付き三

角フラスコに量り取り、混合標準液Dを1．5mL（3．0g／kg）又は3．O mL

（6，0g／kg）添加し栓をした後、室温の暗所で一一昼夜放置してから分析に

供した「）回収率はあらかじめ測定した非添加の試料の分析伯を、添加し

た試料の測定値から減じたものを添加量で除して算出した。

共同試験は、試料と　してペレニアルライグラスサイ　レージを用いて　5

試験室（3　飼料検査機関、l　民間会社、1研究機関）で実施した。分析
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は添加と非添加試料をそれぞれ2点併行分析で行った。添加は混合標準

液Dを用い7．0　mg／kgとした。回収率はあらかじめ測定した非添加の試

料の分析値の平均値を、添加した試料の測定値から減じたものを添加量

で除して算旧した。

分析値の精度は、室内相対標準偏差（RSDr：relativestandarddeviationfor

repeatability）、及び、室問相対標準偏差（RSDR：relativcstandarddeviation

for reproducibility）によって示した。濃度から推定する室問相対標準偏

差（PRSDR：predictedrelativereproducibilityofstandarddeviation）は修Ll

されたHorwitz　の式（Thompson，2000；Horwitz andAlbert，2006）を用い

て計算した。共同試験による妥当性は　RSDR　を　PRSDR　で除して算出す

るHorRat（McClure and Lee，2003）によって評価した。

次に、この分析法の実用性を確認するために、農家から得た5　種類の

サイレージの分析を行った。〕また、これらの試料の中から高水分のチモ

シーとトウモロコシサイレージを用いて、本法の分析値と比較するため

に　LC　法による分析を行った。LC　による有機酸、及び、硝酸の分析法

は、それぞれWada et al．（1984）の方法、及び、Hsu et al．（2009）の方

法で行った。Wadaetal．（1984）の方法は有機酸をプロモチモールブルー

で誘導体化して検出する方法であり、Hsu et al．（2009）の方法は硝酸の

イオンペア試薬と　してリン酸テトラプチルアンモニウムを用いる方法で

ある。本法と　LC　法の分析値の比較は　T　検定（Student，1908；近藤ら，

2007）で行った。

これらの検討に使用した分析法の手順はFig．2－1に示した通りである。

2．3．結果

2．3．1．CZEの分析条件

最適な分離を得るためのBGEのpH　とPDC濃度は、混合標準液Aを
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用いて検討した。分離へのpH　の影響は、20mmol／L（7）PDCを用いてpH

を4．6～12，5の範囲で変化させて検討した。硝酸と亜硝酸はpH5以卜で

（Fig．2－2a）、ギ酸とフマル酸はpHll．5以下では分離しなかった（Fig．2－2

b）。硝酸と亜硝酸はpH12で分離したが、リンゴ酸と酒石酸は分離せず、

〃一酪酸と　′∫0－酪酸もまたこの条件では分離出来なかった（Fig．2－2C）r〕し

かしながら、〃一酪酸と　′▲90－酪酸はサイレージの品質に同じような効果を

与えるため、サイレージの品質を評価する為には分離している必要は無

い。また、リンゴ酸と酒石酸はサイレージの品質にほとんど影響がない

成分である。pH12．5のエレクトロフェログラム上のバックグランドノイ

ズは、PH12のそれらの約5　倍であった（Fig．2－2C，d）。

分離のためのPDC濃度の影響は、pH12でPDC濃度を20～40mmol／し

の範囲で変化させて検討した。サイレージの品質に影響する有機酸と無

機陰イオンはこの　pH　ですべて分離することが出来た。ギ酸、フマル酸

とクエン酸の分離はPDC　濃度を20から30mmol／Lに増加させることで

改善した（Fig．2－2C，e，f）。フマル酸（ピーク5）とクエン酸（ピーク6）

は、PDC　濃度が35mmol／L以上で分離しなかった（Fig．2－2g）。また、

サイレージには有機酸だけでなく　卜壌や堆肥由来の無機陰イオンが含ま

れている。このため次に、13　種の有機酸と　8　種の無機陰イオンを含む

混合標準液B　を、PH12の30mmol／LPDCに調製したBGEを用いて分析

した（Fig．2－2h）。その結果、リン酸のピーク（ピーク19）は、リンゴ酸

と酒石酸のピーク（ピーク　7，8）と重なった。しかし、他の無機陰イオ

ンのピーク（ピーク1，2，3，17，18，20，21）は、有機酸のピークと分離し

ていた。

分析間のカラムの洗浄にシンプルフラッシュ法を用いた場合には、連

続分析を行うとすべての陰イオンの検出が早くなり、各ピークの間隔が

狭くなった。10　回の連続注入において、塩素のMTは8．13から　8．06　分

に、n－カブロン酸は17．47から17．24　分になった（Table2－1）。このとき、
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プロピオン酸と乳酸のMT　の差は0．03　分、n一吉草酸とiL～一0－青草酸のMT

の差は0．05　分となり、「渉する可能性が兄いだされた。同様にコンビネ

ーションフラッシュ法を用いた場合にも、すべての陰イオンの検出が早一

くなった。しかし、10　回の注入による　MTの変化は、シンプルフラッシ

ュ法より　もコンビネーションフラッシュ法の方が小さかった「）またコン

ビネーションフラッシュ法を用いた場合のプロピオン酸と乳酸のMT　の

差は0．13　分、n一青草酸とiso一吉章酸のMT　の差は0．07　分であった（Table

2－1）。〕このことから、コンビネーションフラッシュ法は、シンフルフラ

ッシュ法よりもアナライト間の分離が良好であった。

コンビネーションフラッシュ法の両極の　BGEM　による洗浄時間が、9

種の有機酸と　3　種の無機陰イオンの　MT　とピーク面積の相対標準偏差

（RSD：relative standard deviation）に与える影響を検討した。その結果、

BGEM　による洗浄時間を　2、3　及び5　分に変えた場合に、これらの　MT

のRSD　はそれぞれ0．26、0．25及び0．25％　以下となり、そのピーク面積

のRSD　はそれぞれ3．7、3．8及び3．7％　以下となった。またDunnettの多

重比較検定（Dunnett，1964；IhakaandGentleman，1996；青木，2009）を用

いて、コンビネーションフラッシュ法のBGEMによる洗浄時間5分をコ

ントロールに、洗浄時間2分と　3分の各アナライトのMTとピーク面積

を比較した。その結果、BGEMの洗浄時間2分と　5分のMTの比較から

得られたP値は0．55～0．99、3分と　5分のそれらは0．36～1．00であった。

またBGEMの洗浄時間2分と5分のピーク面積の比較から得られたP値

は0．68～1．00、3分と　5分のそれらは0．56～0．94であった。よって、コン

ビネーションフラッシュ法の　BGEM　の洗浄時間の差による各アナライ

トのMTとピーク面積に有意差（P≧0．05）は無かった。従って、分析間

のプレコンディショニングのための洗浄は、BGEFの3　分間の洗浄に続

いて陰イオン側及び陽イオン側のBGEMで、共に2　分間ずつ洗浄するコ

ンビネーションフラッシュ法を用いることとした（Table2－1）。
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CZEにおける検量線の直線性は、混合標準液Cを測定することで確認

した。各種陰イオン標準液0、10、25、50、及び、100．0mg／しの検量線

の決定係数（RZ）は0．993～1．000　の範囲となった。〕本法による塩素、亜

硝酸、硝酸、ギ酸、乳酸、酢酸、クエン酸、プロピオン酸、酪酸、〃一吉

草酸、iso一吉草酸、及び、n－カブロン酸のLOD　はいずれも3mg／L（サイ

レージ中に0．3g／kg）であり、それらのLOQ　はいずれも10mg／L（サイ

レージ中に1．0g／kg）であった。

2．3．2．試料の調製方法

抽出時間の検討は、イタリアンライグラスサイレージを用いて行い、

その結果をTable2－2、エレクトロフェログラムをFig．2－3に示した。検

出した有機酸と無機陰イオンは酢酸、乳酸、酪酸と塩素であった（つ　24時

間抽出で得られた有機酸と無機陰イオンの分析値と、抽出時間10、20、

30、40、50、60　分のそれらの分析値をDunnett　の多重比較検定（Dunnett，

1964；lhaka and Gentleman，1996；青木，2009）で比較した。抽出時間10

分間では酢酸、乳酸と酪酸で、20分間では酢酸と乳酸で24　時眉目山出し

たこれらの分析値と有意差（P＜0．05）があった（Table2－2）。検出したす

べての成分において、30　分間より良い時間で抽出した成分の分析値は、

24　時間抽出した分析値と有意差（P≧0．05）が無かった（Table2－2）。

Fig．2－4b　に示すように、サイレージ抽出液のエレクトロフェログラム

（16．5　分付近）にネガティブピークがあった。このネガティブピークを

除去するために、2　種類の陽イオン交換樹脂カラムによる精製を検討し

た。Oasis MCX　カラムの処理では、ネガティブピークを除去することが

出来なかった（Fig．2－4C）。しかし、AccellPlusCM　カラムの処理はネガ

ティブピークを除去する効果があった（Fig．2－4d）。ネガティブピークを

弱イオン交換樹脂のカラムで除去できたことから、低極性の物質である
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と推定した。また、Accell Plus CM　カラムを用いた各陰イオンの回収率

は、0～1mLの分画で76．8～95．6％、1～2mL　の分画で99．2～118．6％、

2～3mL　の分画で98．5～118．4％　であった。

以上の結果から、サイ　レージ中の9　種の有機酸と　3　種の無機陰イオン

をCZEで分析する方法として以下の方法を設定した（Fig．2－1）。試料10

g　を精製水100mLで30分間振とう抽出し、ろ紙でろ過後、ろ液5　mL

をAcccllPlusCM　カラムに入れ、はじめの1mLを捨て、次の1～2mL　の

流出液画分（1mL）を採取する。この流出液分画を高度精製水で10　倍

に希釈して、遠心式フィルターユニット入れて5，000×gで15分間遠心し、

フィルターを通過した試料液を　CE　に注入（50　mbar，6　秒）する。CZE

分析は、内径　50いm、長さ112．5cm（有効長104cm）のフューズドシリ

カキヤピラリーカラムを用い、印加電圧は　30　kV、検出は間接吸収波長

350nm、リファレンス波長275nmで行った。CZEのBGEは、pH12（刀

30mmol／LPCD（0．5mmol／LCTAH溶液を含む）を用い、プレコンディシ

ョニング方法はBGEFで3　分、BGEM（陰極側）2　分、BGEM（陽極側）

2　分の順で洗浄した。

2．3．3．妥当性確認及び実用性

添加回収試験は5　種類のサイレージを用いて、3．0g／kgと6．0g／kgの2

添加濃度で実施した。その結果の9　種の有機酸と　3　種の無機陰イオンの

回収率とそれらのRSD　をTable2－3　に示した。2　添加濃度における　9　種

の有機酸と　3　種の無機陰イオンの回収率は　96．1～110．5　％であり、その

RSD　は0．4～10．4％であった（Table2－3）。

本法の妥当性を確認するための共同試験は、ペレニアルライグラスサ

イレージを用いて5　試験室で行い、その結果をTable2－4に示した「）9　種

の有機酸と　3　種の無機陰イオンの平均回収率は93．7～107．9％、RSDr　は
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1．6～4．8％、RSDR　は3．3～8．1％　であった。この共同試験による　HorRat

は0．8～1．9　となった（Table2－4）。Horwitz andAlbert（2006）の中でHorRat

の経験的な許容範囲は　0．5～2．0　と示されているので、CZE　による　9　種

の有機酸と3　種の無機陰イオンの同時定量法である本法の妥」十性は確認

された。

この分析法を用いて、農家で生産されたサイレージ　5　種類10試料を

分析した。その結果とェレクトロフェログラムをそれぞれ　Table　2－5　と

Fig．2－5　に示した。検出した有機酸と無機陰イオンの濃度範囲は、ギ酸

でLOD　以下（不検出）～2．6g／kg、クエン酸で不検出～1．8g／kg、酢酸で

0．7～5．5g／kg、乳酸で不検出～12．3g／kg、酪酸で不検出～3．4g／kg、山江卜

青草酸で不検出～2．4g／kg、塩素で2．7～4．4g／kg、硝酸で不検出～0．9g／kg

であった。それらのRSD　はギ酸で8．3％、クエン酸で9．6％、酢酸で9．1％、

乳酸で7．0％、酪酸で10．3％、′∫0－吉章酸で3．7％、塩素で8．7％、硝酸で

7．9％であった（Table2－5）。

開発したCZEによる本法の分析値を確認するため、有機酸と無機陰イ

オンのLCによる分析結果の比較をTable2－6　に示した。本法と　LC　にお

ける各アナライトの検出状況は同じであった。本法では、不検出であっ

たアナライトを除いて、チモシーサイレージ中の有機酸と無機陰イオン

の濃度は0．8～8．4g／kg、そのRSD　は2．7～9．5％　であった。同様にトウ

モロコシサイレージ中の有機酸と無機陰イオンの濃度は0．4～12．3g／kg、

その　RSD　は　2．9～8．7　％　であった。LC　でも同様に不検出であったアナ

ライトを除いて、チモシーサイレージ中の有機酸と無機陰イオンの濃度

は0．8～8．5g／kg、そのRSl）は1．4～5．4％　であった。〕同様にトウモロコ

シサイレージ中の有機酸と無機陰イオンの濃度は　0．4～11．9g／kg、その

RSD　は2．3～5．1％　であった。CZE　による木法と　LC　により検出した各

アナライトの分析値をT検定（Student，1908；近藤ら，2007）で比較した

結果、有意差（P≧0．05）は無かった（Table2－6）。
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2．4．考察

2．4．1．BGEMのpHと濃度及び洗浄方法

BGE　として、PDC　を用いた間接吸光度法を利用した検出による　CZE

は、サイレージ中の有機酸と無機陰イオンの同時分析に有効であった。

有機酸と無機陰イオンの同時分析のために最適なBGEのpHは12であり、

PDC　濃度は30mmol／Lであった。この条件で、フマル酸は、クエン酸の

直前に検出され干渉した。しかし、フマル酸がサイレージから検Hlされ

ることはまれであり、サイレージの品質にも影響を与えないので、フマ

ル酸を定量出来ないことは大きな問題では無い。従って、本定量法の分

析対象成分は、9　種の有機酸（ギ酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸、〃一青

草酸、～∫0－吉草酸、〃－カブロン酸、クエン酸、乳酸）、及び、3　種の無機

陰イオン（亜硝酸、硝酸、塩素）と　した。コンビネーションフラッシュ

法は、アナライトのMT　の変化による誤認を防ぐため、シンプルフラッ

シュ法よりも効果があることが判り、またBGEの消費を削減するにも有

効であった。間接吸光度法を用いたCZEによる本法の9　種の有機酸と　3

種の無機陰イオンのLOD　はいずれも0．3g／kgであり、LO（）はいずれも

1．0g／kg　であった。これらの結果は、これまでに報告のあったCZE　によ

る分離と、紫外線吸光度法による検出を利用したサイレージ中の酢酸、

乳酸と酪酸の分析法（Buchbergereta1．，1997）と同等の値であった。本法

は、酢酸、乳酸と酪酸だけでなく、サイレージ添加剤として使用される

ギ酸やプロピオン酸、不良発酵の指標となる青草酸、メトヘモグロビン

血症の原因となる硝酸態窒素を同時に定量できる。そのため、Buchberger

etal．（1997）のCZEによる紫外線吸光度法よりも利用性が高いと考えら

れる。
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2．4．2．抽出時間及び妨害ピークの除去

試料の処理について、Dunnett　の多重比較検定の結果から、i帖＝時間

を30　分間より長く　しても、24　時間の仙出と比較して分析値に有意差（P

≧0．05）が無いことが判った。従って、本法の抽出時間は30　分間とした「〕

弱陰イオン交換樹脂のカラム（AccellPlusCM）による抽出液の前処理は、

分析の妨害となるエレクトロフェログラム上のネガティブヒークを除去

することに効果があった。

2．4．3．開発した分析法の精度と実用性

5　試験室による共同試験の結果、9　種の有機酸と　3　種の無機陰イオン

の平均回収率は93．7～107．9％、RSDr　は1．6～4．8％、RSDR　は3．3～8．1％、

HorRat　は0．8～1．9となり、本法の妥当性が確認された√〕

サイ　レージ（チモシーサイレージ2　種類とトウモロコシサイ　レージ2

種類の計4　試料）を用いてLCによる一般的な有機酸分析法（Wadaeta1．，

1984）、及び、硝酸分析法（Hsuetal．，2009）と本法の分析値を比較した（⊃

その結果、両分析法による各アナライトの分析値に有意差（P≧0．05）は

無かった。）また、1試料当たり、有機酸分析法（Wadaeta1．，1984）の分

析時間は30　分間、その溶離液の使用量は24mL、硝酸分析法（Hsueta1．，

2009）の分析時間は20　分間、その溶離液の使用量は16　mLであった。

一一一一リブ、CZE　を用いた本法の分析時間は　27　分間で、分離に用いる溶液は

4．2mL（BGEM x2＋BGEF）であった。更に、この4．2mLのBGE　で連

続10　回の分析が可能である。従って、LCと比較すると、CZEによる本

法は効率的に、試薬の消耗を軽減させて9　種の有機酸と　3　種の無機陰イ

オンを同時に分析することを可能と　した。
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2．5．結論

サイ　レージ中の　9　種の有機酸と　3　種の無機陰イオンを同時定量する

ためのCZEを利用した分析法を開発した。サイレージ中の有機酸と無機

陰イオンを精製水で抽出し、カートリ　ッジカラム（AccellPlus CM）によ

る前処理をした後、希釈してろ過した。試料液はBGEとして0．5mmol／し

のCTAH　を含むpH12のPDC30mmol／Lを用いたCZE　によって分析し

た。添加回収試験による9　種の有機酸と　3　種の無機陰イオンの回収率は

96．1～110．5％であり、そのRSD　は0．4～10．4％であった。5　試験室によ

る共同試験の結果、その　HorRat　は　0．8～1．9　であり、本法の妥、1十性が確

認された。サイレージ中の　9　種の有機酸と　3　種の無機陰イオンの　LOD

はいずれも0．3g／kg、これらのLO（）はいずれも1．0g／kgであった。この

最適化された分析法は、27　分間で9　種の有機酸と　3　種の無機陰イオン

を測定することが旧来た。

本法は、牛のエネルギーや乳脂肪の原料となる有機酸、及び、酸素欠

乏による死亡の原因となるメトヘモグロビン血症の原因物質である硝酸

態窒素を同時に測定ができる。そのため、本法は効率的なサイ　レージの

品質管理や飼料設計に有効である。
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Sample10g

J
←100mLwater

Extraction（30min）

J
Filtration（nlterpaper）

J
AccellPlusCMcolumntreatment
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‡

‡

TakelmLfractionbetweenl and2mLofeluent

什omthcAccellPlusCMcolumn．

1ution（10R）1dwithultrapurewater）

ltration（centrifugalnlterunit）

CZEanalysIS

Figure2－1・Flowchartsofdevelopedanalysismethod．

CZE＝CaPillaryzoneelectrophoresis
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第3章　飼料中の中性デタージェント繊維の分析法

3．1．背景

中性デタージェント繊維（NDF）は、反窮動物が利用できるセルロー

ス、ヘミセルロース、及び、リグニンを含む繊維の分画であり、反鶴動

物の体調を維持するために重要な成分である（Robertson and Van Soest，

1981）。反鶴動物は、ルーメンで生成した酢酸などの揮発性脂肪酸（VFA：

volatilefattyacid）をエネルギーとして利用し、また乳脂肪の原料として

いる（Weisseta1．，2003；Vlaemincketa1．，2006）。ルーメンで生成するVFA

は、牧草などの繊維質飼料を給与したときには主に酢酸であり、ルーメ

ンのpHは7．0付近である（橋爪，1969；Hinoeta1．，1991）。一一一万、澱粉質

飼料を給与したときには酢酸に代わり乳酸の生成量が多くなり、ルーメ

ンのpHは低下する（篠崎、菅原，1961；Hinoetal．，1991）。泌乳牛C／）場合

には、乳生産に多くのVFAが必要なため澱粉質を含む濃厚飼料の給与が

必要となる（Firkinseta1．，2006）。しかし、濃厚飼料を過剰に摂取すると

生成したVFAはルーメンの許容量を超え、さらに乳酸の増加はルーメン

のpH　を低下させる（Russelland Hino，1985；Colman et a1．，2010），〕ルー

メンのpH　が6以下になると繊維を分解する微生物の活性が低卜するた

め、反鶴動物の特徴である繊維の消化能力が低下する（RussellandHino，

1985；浅沼、日野，2004b）。これにより、牛の食欲は減退して、その乳量

や乳脂率は減少し、急性症状の場合には消化器障害をまねくルーメンア

シドーシスとなることがある（RussellandHino，1985；浅沼、口野，2004b；

Colmaneta1．，2010）r）牛の健康を維持して安定した乳生産を行うためには、

ルーメンのVFA量とpHの管理が重要となる（Zebelieta1．，2008）。その

ために、ルーメン発酵の管理指標と　して、反鶴動物が利用できる繊維で

ある　NDF　の飼料中の含有量を知ることは乳牛の飼養管理において重要
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である（Zebeliet a1．，2008）。

NDFの分析法の開発は、1960年代からVan Soestらによって進められ、

1967　年に粗飼料中の総繊維を対象と　した分析法が示された（Van Soest

andWine，1967）。その後、最適な亜硫酸ナトリウムの添加量（Hintzeta1．，

1996）や澱粉質飼料への適用のためにアミ　ラーゼを利用した修正法

（RobertsonandVan Soest，1981）が報告された。しかし、この修r王法は、

アミラーゼによる処理に要する時間が長く、NDF　の構成成分のヘクテン

を加水分解してNDF　の量を過少評価することが報告された（Ferreira et

a1．，1983）。

Mcrtensは、これらの問題を解決した耐熱性α－アミラーゼ処理したNDF

（aNDF：NDFwithheaトStableα－amylasetreatment）の分析法の標準化を提

案し、2002年に飼料作物11種類を用いた14試験室による共同試験を実

施しその妥当性を確認した（Mertens，2002）。その結果、二のaNDF　の分

析法（Mertens，2002）は標準化されて　OMA　に収載された（AOAC

International，2005C）。AOACInternational（2005C）の分析法（AOAC　法）

の中で、試料中の灰分を除いた有機物分画中の　aNDFはaNDFom　と示さ

れ、試料中のaNDFと区別して表記することが推奨されている（Udeneta1．，

2005）。AOAC　法の耐熱性　α－アミラーゼの添加は、試料中の澱粉を除去

するため、次のように行っている。1回目のアミラーゼは、試料の　ND

溶液混合物に、加熱開始から4～5分経ちND溶液が沸騰したところで添

加している。2回目のアミラーゼ添加は、60　分間還流したND　溶液をフ

リ　ット式るつぼによる吸引ろ過後、熱水をそのフリ　ット式るつぼに容量

の半分程度まで満たしたところに添加している。更に、内容物のろ過が

難しい時には、3　回目のアミラーゼの添加と　して、繊維残漆の洗浄に用

いる熱水に添加している。また、繊維残漆の乾燥及び灰化条件は、それ

ぞれ1050Cで8時間及び5000Cで5時間（炭素が無くなるまで）である。

しかしこの　AOAC　法には、主に以Fの　3　点の問題が残っている。ま
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ず、1回目のアミラーゼ添加においては、添加が遅れた場合に遊離した

澱粉が糊化してその除去が難しくなること。〕つぎに、還流後のND　溶液

のフリ　ット式るつぼでのろ過が困難となる場合があること。また、乾燥、

灰化に要する時間を含めて、aNDFom　の分析時間が長いことである。

これらの欠点を改善し、より使い易い分析法を目指して、アミラーゼ

の添加の遅れやろ過の困難さを軽減し、aNDFom　の分析を精度良く行う

ために、アミラーゼの添加方法を検討した。また、分析の所要時間を短

縮し効率化を図るため、飼料分析基準（農林水産省，2008）の租繊維の乾

燥条件（135±20Cで2時間）、及び、灰分条件（535±150Cで2　時間）

のaNDFom　分析法への適用性も検討した。

さらにこのアミラーゼの添加時期等を変更した　aNDFom　の分析法の

妥当性を確認するため、乳牛用配合飼料とアルファルファペレットを用

いて、15　試験室の共同試験を行った。

3．2．実験

3．2．1．試料及び試薬の調製

3．2．1．1．試料

コーングリ　ッツ、トウモロコシ、マイロ、コーングルテンフィード、

大麦、小麦、ライ麦、ごま油かす、しょう油かす、大豆油かす、乳牛用

配合飼料、アルファルファペレット、オーチャードグラス、イタリアン

ライグラス、及び、チモシーは、国内の配合飼料製造業者又は飼料輸入

業者から入手したものを用いた。〕それらの試料は、粉砕器（ZM100；Retsch

GmbH．，Haan，Germany）で1．0mmのスクリーンを通過するように粉砕し

た。油脂分が多い、ごま油かす、しょう油かす、大豆油かすは、試料を

フリ　ット式るつぼに採取後、試料が浸かる量のアセトンの入った容器に
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入れてラップで覆い、1昼夜室温で放置して脱脂してから分析した（。

妥当性確認試験のための乳牛用配合飼料は配合飼料上場から、アルフ

ァルファペレットは飼料輸入業者から入手したものを用いたく）

3．2．1．2．試薬

使用した試薬は試薬特級を用いた。使用したすべての水は、水道水を

純水製造装置（RFD240NA；アドバンテック）　で処理した水（精製水）

を用いた。

エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリ　ウム二水和物、四ホウ酸ナト

リウム「水和物、リン酸水素二ナトリウム、〃－ドデシル航酸ナトリ　ウム、

トリエチレングリコールは関東化学製を、亜硫酸ナトリウム、ヨウ化カ

リ　ウム、ヨウ素は和光純薬製を使用した。

ND溶液は、エチレンジアミン四酢酸二水素ナトリウム　二水和物18．6g、

四ホウ酸ナトリウムト水和物6．8g、及び、リン酸水素　二ナトリウム4．6g

を量ってlLの全量フラスコに入れ、水を約500mL加えて溶かした。こ

の液に〃－ドデシル硫酸ナトリウム30．0g、トリエチレングリコール10mL、

及び、水を約490mL加えて混合した後、更に全量フラスコの標線まで精

製水を加えて調製した。

アミラーゼ保存液は、βαC～情J∫／fc力e〃的r椚～▲9由来の市販耐熱件α－アミラ

ーゼ（A3403；Sigma，St Louis，MO，USA）1mLを10mLの褐色全量フラ

スコに入れ、精製水で希釈し調製した。アミラーゼ使用液は、ND　溶液

への添加用としてaNDFom　の分析時に1回の添加量が2　mL（1試料当

たり　4mL）となるようにアミラーゼ保存液を精製水で20　倍に希釈して

調製した。ヨウ素溶液は、100mLの精製水にヨウ化カリウム2gとヨウ

素1g　を溶かして調製した。
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3．2．2．装置

分析条件の検討には、ビーカーを用いて還流する装置と　して6　組の加

熱部と冷却器が付いたビーカー還流装置（CF－6；三紳1二業，神奈川）を、

分析前に精製水50mLで10分間還流洗浄してから使用した。ろ過に用い

たフリ　ット式るつぼ（pore size　40　to　90　Llm，USP2；Foss，Hiller8d，

Denmark）は、分析の前に次の処理をしてから使用した。フリ　ット式る

つぼを洗剤と熟した精製水で良く洗浄した。次に、洗浄したるつぼを耐

圧ビンにシリコン樹脂製ロートアダプター（No．5；大洋上業，東京）で

逆さに接続して、上部から精製水を加えて耐圧ビンを引圧にする洗浄操

作を　4～5　回行った後、535±150Cで2　時間灰化処理した。

3．2．3．アミラーゼの添加条件の検討

aNDFom　の分析に必要なアミラーゼの添加総量、添加回数と添加時期

を検討した。コーングリッツ0．5g　を500mLのビーカーに量り、ND　溶

液50mLを加えた。アミラーゼを1回のみ添加する実験と　して、ビーカ

ーを還流装置にセットした直後に個々のビーカーにアミラーゼ保存液　0、

25、50、100、250、500、1，000、1，500、2，000、及び、4，000いL　を加えて、

シリコン樹脂製のポリスマン（5　×190mm，大洋工業）で撹拝した（〕こ

れらを1時間還流して、ビーカーを還流装置から下ろした。

アミラーゼを2　回添加する実験として、ビーカーを還流装置にセット

したL自二後にアミラーゼ保存液　0、25、50、100、250、及び、500いLをそ

れぞれ添加してポリスマンで撹拝した。これらのビーカーを還流装置で、

1時間還流した後、ビーカーを還流装置から　卜ろした。次に、ビーカー

に加熱開始直後に添加した量と同量のアミラーゼ保存液を加え、軽く振

り混ぜた後60秒間静置した。ガラス繊維濾紙（GA－100；アドバンテック）

を用い、内容物を100mLビーカーへ移した。ろ液の入ったビーカーを氷
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浴中で5分間冷却した後、200Cの恒温槽で常温に戻した。ビーカーを白

紙の上に置き、ヨウ素液0．5mLをビーカーに加え速やかに撹絆した。そ

の後、90秒間静置した後　30秒以内に澱粉の残留の有無を、目視でその

溶液の色を観察することで判定した。

3．2．4．アミラーゼと亜硫酸ナトリウムの添加効果の検討

添加方法を変更した　aNDFom　の分析法におけるアミラーゼの添加に

よる澱粉除去効果と亜硫酸ナトリ　ウムの添加による蛋白質除去効果につ

いて検討した。この検討には、トウモロコシ、マイロ、コーングルテン

フィード、大麦、小麦、ライ麦、ごま油かす、しょう油かす、人亘油か

す、アルファルファペレット、乳牛用配合飼料、オーチャードグラス、

イタリアンライグラス、チモシーの14　種類の試料を用いた。検討は各

試料についてアミラーゼと亜硫酸ナトリウムの両者を添加する　A　処理、

アミラーゼのみを添加する　B　処理、及び、亜硫酸ナトリ　ウムのみを添加

するC　処理で行った。これらの処理による効果は、各処理から得られた

ND溶液処理残演（NDR：ND residue）の値から検討した。〕なお、亜硫酸

ナトリウムの添加量は、Hintzetal．（1996）の検討で採用された0．5g　と

した。また同時に本法とAOAC　法による分析値が同等であることを確認

するため、AOAC　法に従い同じ14種類の試料の分析を行った。〕A、Bと

C　処理から得られた　NDR　の分析値の比較は、Tukey　の多重比較検定

（Kramer，1957；Ihaka and Gentleman，1996；青木，2009）で行った。また

本法（A処理）とAOAC法のaNDFomの分析値の比較は、T検定（Student，

1908；近藤ら，2007）で行った。

3．2．5．妥当性確認

共同試験は、試料としてアルファルファペレットと乳牛用配合飼料を
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用いて15　試験室（6　飼料検査機関、5　民間会社、3　研究機閲、1大学）

で実施した。共同試験の参加者の使用方法は、ビーカーを用いた還流装

置による方法（ビーカー還流法）が10　試験室、フリ　ット式るつぼを用

いた還流装置による方法（るつぼ還流法）が5　試験室であった。各試験

室は、各試料についてブラインド方式で2　回分析した。Fig．3－1に、二

の試験に用いた分析法（Fig．3－1A）とAOAC法（Fig．3－1B）の手順を示

した。

ビーカー還流法は、試料0．5g（町J）を正確に量って500mLのビーカ

ーに入れ、亜硫酸ナトリウム0．5gとND溶液50mLを加えた。〕あらかじ

め加熱した還流装置にビーカーをセットして、直ちにアミラーゼ伎用液

2mL　をビーカーに加えてポリスマンで撹拝した。内容物の沸騰後、蒸発

する水分を精製水で補いながら沸騰する温度で1時間還流した「．ビーカ

ーを還流装置から下ろし、更にアミラーゼ使用液　2　mL　をビーカーに加

え、軽く振り混ぜた後60秒間静置した。ビーカーの内容物の　卜澄み液の

30～40mLをフリット式るつぼ内に移し、ガラス棒（5×150mm，松浦製

作所，東京）で撹拝しながら吸引ろ過した。次に、全てのビーカーの内

容物をそのフリ　ット式るつぼに入れて吸引ろ過した。

るつぼ還流法は、試料0．5　g（町／）を正確に量って　フリット式るつぼ

に入れ、亜硫酸ナトリウム　0．5g　を加えてあらかじめ加熱した加熱部に

セットし、ND　溶液　50mL　を加えた。遅滞なく、アミラーゼ使用液2mL

を加え、還流装置付属のバックプレッシャー機能で撹拝した後、1時間

還流した。還流装置の加熱を切ってから、フリ　ット式るつぼにアミラー

ゼ使用液2　mL　を加え、還流装置の付属のバックプレッシャー機能によ

って軽く撹件後　60　秒間静置した。フリ　ット式るつぼの内容物を還流装

置の吸引ろ過機能によって最小限の吸引によってろ過し、装置から下ろ

した。

両方法ともに、プリ　ット式るつぼ中の繊維残渡を熟した精製水40　mL
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ずつで3　回洗浄し、さらにアセトン20mLで4回洗浄した後、アセトン

臭がなくなるまで風乾した。NDR　は135±20Cで2時間乾燥後、535土15

0C　で2時間灰化後、デシケ一夕ー内で放冷した後、重さを正確に追った。

次式により、aNDFom　を算出した。

aNDFom（g／kg）＝1，000×（W2－町，－W3＋Wh）／Wl

町〟：乾燥後のフリット式るつぼの重量（g）

Ⅳ′，：灰化後のフリット式るつぼの重量（g）

町′：試料採取量（g）

町プ：乾燥後の試料の処理残漆とフリット式るつぼを合わせた重量（g）

町j：灰化後の試料の処理残漆とフリット式るつぼを合わせた重量（g）

ビーカー還流法とるつぼ還流法による　aNDFom　の分析値U）比較は、T

検定（Student，1908；近藤ら，2007）で行った。分析値の精度は、RSDr　と

RSDR　によって示した。濃度から推定する　PRSDR　は修正された　Horwitz

の式（Thompson，2000；Horwitz and Albert，2006）を用いて計算した。共

同試験による妥当性は　RSDR　を　PRSDR　で除して算出する　HorRat

（McClure and Lee，2003）によって評価した。

3．3．結果

3．3．1．アミラーゼの添加条件

アミラーゼをND溶液の加熱開始画後の1回添加した区では、全ての

試料（アミラーゼ保存液の添加量で0～4，000PL）でヨウ素デンプン反応

が陽性となった（Tablc3－1）。しかし、加熱開始直後と還流終了直後の2　回

に分けて、アミラーゼを添加した区では、200PL　以上のアミラーゼ保存

液（またはその相当量のアミラーゼ使用液）を添加した試験区（200、500、

1，000匹L　添加区）でヨウ素デンプン反応が陰性となった（Table3－1）r〕ま
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た、アミラーゼを沸騰前に添加せずに還流を行うと、遊離した澱粉がビ

ーカー又はフリ　ット式るつぼの底部に固まり、その後にアミラーゼを添

加しても容易にその澱粉を除去することが出来なかった。

3．3．2．アミラーゼと亜硫酸ナトリウムの添加効果

aNDF　の分析におけるアミラーゼと亜硫酸ナトリ　ウムの効果を検討し

た結果をTable3－2　に示した。各試料にアミラーゼと亜硫酸ナトリ　ウムを

共に添加したA処理のNDR　の分析値は66～579g／kg、そのRSD　は0．3

～3，8％　であった。アミラーゼのみを添加したB　処理のNDR　の分析値

は80～595g／kg、そのRSD　は0．1～8．4％であった。亜硫酸ナトリウムの

みを添加したC　処理のNDR　の分析値は70～580g／kg、そのRSD　は1．5

～14．1％　であった。

A、Bと　C処理によるNDRの分析値の比較は、Tukey　の多重比較検定

（Kramer，1957；Ihaka and Gentleman，1996；青木，2009）で行った。アミ

ラーゼ存在下で、亜硫酸ナトリウムの添加効果を確認するために、A　処

理と　B　処理によるNDRの分析値を比較した。その結果、トウモロコシ、

マイロ、大豆油かす、ごま油かす、しょ　う油かす、及び、アルファルフ

ァペレットでA　処理と　B　処理のNDRの分析値に有意差（P＜0．05）があ

った。それらの試料はすべて　A処理　より　B　処理のNDR（ハ分析伯の方

が　7～31％　程度高かった（Table3－2）。

亜硫酸ナトリウム存在Fで、アミラーゼの添加効果を確認するために、

A　処理と　C　処理による　NDRの分析値を比較した。その結果、トウモロ

コシ、マイロと　し上　う油かすでA　処理と　C　処理のNDRの分析伯に有意

差（P＜0．05）があった。トウモロコシ、マイロとしょう油かすでは、A　処

理より　C　処理のNDRの分析値の方が、それぞれ　5、15と10％　程度高

かった（Table3－2）。
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アミラーゼと亜硫酸ナトリ　ウムをそれぞれ単独で添加した際の効果を

確認するために、B　処理と　C　処理による　NDR　の分析値を比較した。そ

の結果、トウモロコシ、ごま涌かす、アルファルファペレット、イタリ

アンライグラス、及び、チモシーでB　処理と　C　処理のNDRの分析伯に

有意差（P＜0．05）があった。これらの試料ではC　処理より　B　処理のNDR

の分析値の方が　4～18％　程度高かった（Table3－2）。

3．3．3．本法と　AOAC　法の分析値の比較

本法の分析値と比較するため、14　種類の試料を　AOAC　法によって分

析を行った結果、aNDFomの分析値は64～569g／kg、そのRSD　は0．4～

4．0％　であった（Table3－2）（〕T検定（Student，1908；近藤ら，2007）の結

果、本法（A処理）と　AOAC　法による　aNDFomの分析値に有意差（P≧

0．05）は無かった（Table3－2）。

3．3．4．妥当性確認の結果

本法の妥当性を確認するために、共同試験をアルファルファペレット

と乳牛用配合飼料を用いて15試験室で行い、その結果をTable　3－3に示

した。ビーカー還流法によるアルファルファペレットのaNDFom　の分析

値は387g／kg、そのRSDr　は1．0％であり、乳牛用配合飼料のaNDFom　の

分析値は145g／kg、そのRSDr　は2．7％　であった。る／〕ぼ還流法による

アルファルファペレットのaNDFom　の分析値は390g／kg、そのRSD，は

1．6％であり、乳牛用配合飼料のaNDFom　の分析値は144g／kg、そ折）RSDr

は3．3％　であった。T検定（Student，1908；近藤ら，2007）でビーカー還

流法とるつぼ還流法による　aNDFomの分析値を比較した結果、P値はア

ルファルファペレットで0．32、乳牛用配合飼料で0．56であり、両方法に

よる分析値に有意差（P≧0．05）は無かった。
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アルファルファペレットのaNDFom　の分析値は388　g／kg、そCjj RSDr

は1．3％、RSDR　はl．3％、HorRat　は0．8　であった。また、乳牛用配合飼

料のaNDFom　の分析値は145g／kg、そのRSDr　は2．9％、RSDR　は2．9％、

HorRat　は1．1となった（Table3－3）。Horwitz and Albert（2006）の中で

HorRat　の経験的な許容範囲は　0．5～2，0　と示されているので、AOAC　法

をベースにアミラーゼの添加方法、及び、乾燥、灰化条件の変更した本

法の妥当性が確認された。

3．4．考察

3．4．1．アミラーゼの添加時期

アミラーゼを2　回、加熱開始画後と還流終子直後に添加する方法に変

更することにより、aNDFomは問題なく分析することが出来た（Table3－1）「〕

また、本法では、ND溶液のろ過時に困難は生じなかったので、洗浄液へ

のアミラーゼの3　回目の添加（AOACInternational，2005C）は行う必要が

無かった。

3．4．2．アミラーゼと亜硫酸ナトリウムの必要性

亜硫酸ナトリウムのみを添加した場合、Table3－2に示したように、澱

粉質飼料中の澱粉の除去は十分では無かった。そのため、NDR　の量を過

大に評価することになった。しかし、亜硫酸ナトリ　ウムとアミラーゼを

共に添加した場合には、ND溶液中に残存していた澱粉をアミラーゼによ

って除去することが出来た。またCherney et al．（1989）は、アミラーゼ

の添加を単にろ過を容易にする効果であるとし、NDFの分析伯に影響を

与えないと報告した。この研究においても、14　試料中の12　試料でアミ

ラーゼの添加はND溶液のろ過を容易にし、またaNDFomの分析値のRSD
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を小さくすることを示した。しかし、アミラーゼのみを添加した場合に

は、穀類（トウモロコシ、マイロ、大麦、小麦）や加熱加l二した飼料（大

豆油かす、ごま油かす、しょう油かす、アルファルファペレット）で澱

粉を除去することが難しかった。この結果は、Hintzetal．（1996）が行っ

た亜硫酸ナトリウムの効果を検討した結果と同様であった。この結果、

亜硫酸ナトリウムとアミラーゼは、ND溶液に含まれる試薬以外に、飼料

中のaNDFomを測定するために重要な要素であることが確認された。史二

に、Robertson and Van Soest（1981）は、aNDFomの分析においてアミラ

ーゼ存在下の亜琉酸ナトリウムの効果を示し、亜硫酸ナトリウムのみ又

はアミラーゼのみの添加では過大なaNDFomの値となることを示した「、

これらのaNDFomの分析における亜硫酸ナトリウムとアミラーゼの効果

は、本研究においても碓認した。また、aNDFom　の分析値に対する亜疏

酸ナトリウムの効果は、穀類、植物性油かす類や食品加工処理残流など

の試料においても有効であった。

3．4．3．開発した分析法の精度と実用性

AOAC　法による14試料中のaNDFom　の分析値は64～569g／kg、その

RSD　は0．4～4．0％　であり、本法のaNDFom　の分析値は66～579g／kg、

そのRSD　は0．3～3．8％　であった（Table3－2）。本法（A処理）と　AOAC

法の　aNDFom　の分析値の　T検定による比較において有意差（P≧0．05）

は無かった。よって、本法と　AOAC法の分析値は同等の結果を得ること

が示された。

15　試験室による共同試験の結果を次に示した。アルファルファペレッ

トのaNDFom　の分析値は388g／kg、そのRSDr　は1．3％、RSDR　は1．3％、

HorRat　は0．8　であった。乳牛用配合飼料のaNDFom　の分析値は145g／kg、

そのRSD，は2．9％、RSDR　は2．9％、HorRat　は1．1であった。これらの
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結果から、本法の妥当性が確認された。またMertensの共同試験の結果

（Mertens，2002）は、アルファルファサイレージのaNDFomのRSDr、

RSDR、HorRat　はそれぞれ2．3％、2．3％、1．0　であり、乳牛用配合飼料の

それらはそれぞれ5．6　％、6．5　％、2．4　であった。共同試験におけるこの

2つの方法の分析結果のRSDr、RSDR、HorRat　には差がなく、これらの

方法の分析精度は同等であった。

6試料を分析した時の本法（Fig．3TIA）とAOAC法（Fig．3－1B）の所

要の分析時間を比較した。その結果、ND　溶液の加熱開始から精製水及

びアセトンによるNDR　の洗浄操作の前までの分析時間は、本法は90　分

間であるのに対して　AOAC　法は120　分間であった。更に、乾燥及び灰

化時間は、本法は共に2　時間であるのに対してAOAC　法はそれぞれ8　時

間及び5　時間であった。これらの結果から、AOAC　法を基に行ったアミ

ラーゼの添加方法と乾燥、灰化条件の変更は、aNDFom　の分析C／）問題で

あったND　溶液における澱粉の糊化やろ過の困難さを軽減し、分析時間

を大幅に短縮する効果があった。

3．5．結論

aNDFom　は、亜硫酸ナトリウム存在卜で、アミラーゼをND　溶液の加

熱開始直後と還流終了直後の2　回添加する方法によって、澱粉の糊化や

ろ過の問題が無く、精度良く分析することがfIl来た。また、乾燥、灰化

条件の変更はaNDFom　の分析時間を画期的に短縮した。

14　種類の試料を用いて、本法とAOAC　法によるaNDFom　の分析伯を

比較した結果、有意差（P≧0．05）を示した試料は無かった。また15　試

験室による共同試験の結果、そのHorRat　は0．8～1．1であり、本法の妥

当性が確認された。

本法は、乳牛の健康管理に重要な飼料の栄養素である　aNDFomを高精
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度に短時間で測定を行えるため、乳生産のための迅速な飼料設計、及び、

家畜の栄養管理に有効である。
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Table3－1・Examinationforamounts，timesandtimingsofamylaseaddition

SingleadditionLt

Amountsofamylase

StOCksolution（LIL）

0

25

50

100

250

500

1000

1500

2000

4000

Presenceofstarch

Twiceadditionb

Amountsofamylase

StOCksolution（トLL）

＋　　　　　　　　　　0

＋　　　　　　　50　（25×2）

＋　　　　　　100　（50×2）

＋　　　　　　　200（100×2）

＋　　　　　　　500（250×2）

＋　　　　　　1000（500×2）

十

＋

＋

＋

Prescnceof．starch

a：Amylasewasaddedjustonceaflerboiling．

b：Amylasewasaddedtwice，flrstJuStafterstarttoheatandsecondafterfinishrefluxlngtWice

＋：Purple，Pink－amberoramber

－：Paleyellow

NDsolution：neutraldetergentsolution
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Table3－3．Resultofcollaborativestudy

Laboratory．No．

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

Meanvalues（g／kg）

RSDr（％）

RSDR（％）

PRSDR（％）

HorRat

Alfhlfhpellet（g／kg）d Dairymixedfted（g／kg）乙1

385

383

386

387

385

380

381

391

390

386

382

384

390

399

397

2　　　　　　　　　1

392　　　　　　　　148

385　　　　　　　　148

388　　　　　　　　145

386　　　　　　　141

381　　　　　　　142

390　　　　　　　　149

386　　　　　　　　147

394　　　　　　　　146

392　　　　　　　　146

388　　　　　　　　147

384　　　　　　　　146

386　　　　　　　150

389　　　　　　　　139

397　　　　　　　　148

393　　　　　　　　137

2

143

135

140

140

150

144

147

151

147

147

145

148

139

146

139

388

1．3

1．3

1．6

0．8

145

2．9

2．9

2．6

日∵‖

Theresultofacollaborativestudywasshownasmeanvalues，RSDr，RSDRandHorRat．

a：Laboratoriesanalyzedsamesampleasblindduplicate．

LabNo．1－10：Conventionalapparatus

LabNo，1ト15：Fibertectypeapparatus

RSDr：relativestandarddeviationfbrtherepeatabilitywithinlaboratory

RSDR：Relativestandarddeviationofreproducibilitybetweenlaboratories

PRSDR：Predictedrelativestandarddeviationsofreproducibilitybetweenlaboratoriescalculatedftom

themodifiedHorwitzequation（HorwitzandAlbert，2006）

HorRat：ratiooFRSDRfbrPRSDR
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第4　章　市販の酵素免疫測定法のキットによるサイレージ中

のデオキシニバレノールの定量法

4．1．背景

デオキシニバレノール（DON）は、一部のフザリ　ウム菌属が産／l∵する

トリコテセン系カビ毒の1つであり、食品や飼料での汚染報告がある

（SalayandZerlotti，2002；Martins et a1．，2008；Schollenberger et a1．，2007）。

DONを摂取した場合、ヒトでは免疫阻害（Pestkacta1．，2004；Pestka．2010；

Sobrovaetal．，2010）、家畜では嘔吐や下痢の原因となる（Lngalls，1996；

Pestka，2007）。反鶴動物において、DONはルーメン内で脱エポキシ化

（Driehuis eta1．，2010）され、この代謝物であるDON　デェポキシド

（DOM－1：deepoxy－DON）は、DON　と共に乳、尿及び糞便から検廿日され

ている（Valentaeta1．，2003；SeelingetaL，2006；Zhoueta1．，2008）「ノ　そU）

ため、飼料のDON汚染は、家畜の健康ばかりでなく、畜産物の安全性上

の問題となり（Fink－Gremmels，1989；Hollingerand Ekperigin，1999；

Fink－Gremmels，2008；Zhoueta1．，2008）、多くの国において食品や飼料中

のDON規制が行われている（FAO，2004）。乳牛の主要な飼料であるサイ

レージ中のDON含有量を把握し、その摂取量をおさえて、家畜のDON

中毒や乳へのキャリーオーバーを防ぐことは重要である。

DONを産生するフザリウム属菌である　FzJ∫αr～〃mgrα椚／〃ピ〟川椚　や　斤

。〃／椚Or〃用はトウモロコシやその他の作物の植物病原菌であり、ほ場の作

物残漆にはそれらの分生「が多く存在し、次に栽培する作物の汚染の原

因となっている（Driehuis et a1．，2010）。これらのフザリ　ウム属菌は、サ

イレージの調製が良好だった場合には検旧されていない（Mansfield and

Kuldau，2007）。そのため、良好に調製されたサイレージ中に存在するフ

ザリ　ウム系カビ毒の多くはサイレージ調製前のは場で産生されていると
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考えられている（MansfieldandKuldau，2007）。従って、サイレージ中の

DONの存f日ま、原材料がプレハーベストにおいて汚染されていたことが

主な原因と考えられる。しかし一方、良い貯蔵期間を経て熟成したサイ

レージでは、カビ毒の汚染濃度が高くなるという報告がある（Richardet

a1．，2007；Gonzalez Pereyraeta1．，2008）。これは、サイレージ貯蔵期間中

に産生するフザリウム系カビ毒は僅かであるため、マスクされていたカ

ビ毒が遊離して検出されたことが原因であると考えられる（Mansfield

and Kuldau，2007；Driehuis eta1．，2010）。

DONの分析は、主にガスクロマトグラフィー（GC：gaSChromatography）

あるいはLCで行われている（Lattanzio et a1．，2009；Turneret a1．，2009），）

GCでは、抽出液中のDONをトリメチルシリル化し、カラムで分離して

電子捕獲型検出器、又は、質量分析計（MS：maSSSPeCtrOmeter）で検出

定量する（Schollenbergeretal．，1998；Tanakaeta1．，2000；Schothorstand

Jekel，2001）。LCでは抽出液を前処理後、紫外吸光度検出器、又は、MS　で

DON　を検出・定量する（Cavaliereeta1．，2005；Reneta1．，2007；B6hmeta1．，

2008）。これらのクロマトグラフィーを用いた方法は、良い分析精度を得

るために、分析の前に複雑な試料の処理、及び、機器のメンテナンスを

必要とする。〕そのため、これらの方法は、分析精度が良いが分析時間が

長く、コストがかかる。

ELISA　は、多くの試料を分析することに適した方法であり、GCやLC

を用いる方法と比較して短時間で分析が可能である（Goryachevaeta1．，

2009）。また、複雑な前処理の必要が無いELISA分析は、生産現場に近い

ところで測定が出来るため、分析結果を迅速に活用できる。そのため、

DONの分析をELTSAで行うことが出来れば、問題があるサレージを特定

し、給与を中止することが出来、家畜に対するDON汚染したサイ　レージ

の給与リスクを軽減出来る。しかし、ELISAではDONを過人評価すると

いう問題が報告されている（Krskaeta1．，2007；Zachariasovaeta1．，2008；
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Tangnieta1．，2010）。そのため、ELISA　を使用するためには、DONの過

大評価を引き起こす交差反応の原因について検討し、改善する必要があ

る。

本研究では、ELTSAにおけるDONの過大評価を軽減し、分析精度を向

上させるための検討を行った。具体的には、カートリ　ッジカラムを用い

た試料の前処理を追加し、市販ELISAキットによるサイレージrTTC／）DON

の分析への適用性を検討した。また、自然汚染試料のトウモロコシサイ

レージと稲サイレージを用いて、ELrSAの前処理と　してカートリ　ッジカ

ラムを用いた本法の実用性と交差反応の影響を検討した。さらにELISA

の前処理としてカートリ　ッジカラムを用いた本法の妥当性を確認するた

め、稲サイレージを2　試料、トウモロコシサイレージを2　試料の計4　試

料を用いた10　試験室による共同試験を実施した。

4．2．実験

4．2．1．試料及び試薬の調製

4．2．1．1．試料

バンカーサイロ（Savoie andJofriet，2003）で調製されたトウモロコシ

サイレージの6試料と、ロールラップサイロ（Savoie andJofriet，2003）

で調製された稲サイレージの　6試料は、北海道、福島県及び広島県の　6

農家で生産されたものを使用した。試料は、サイロの異なる部位から1kg

を5　回抜き取り、計5kgを採取しポリ袋に入れ脱気後、－180Cで試験

室へ送った。試料は到着後、800Cで24時間通風乾燥した後、粉砕帯（SM

2000；RetschGmbH．）で1．0mmのスクリーンを通過するように粉砕した。

試料は使用時まで40Cで保存した。水分含有量は1350C、2　時間乾燥法

（AOACinternational，2005a）で測定した。稲サイレージの6　試料中の水
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分は　60．2－68．3　％であり、トウモロコシサイレージの　6　試料のそれらは

70．2－80，2％であった。

またこの研究で使用したすべての試料は、DON　と　AcDONs（ハ含有量

を把握するために、Berthiller et al．（2005b）によって報告された試料の

調製法（Berthiller法）を用いて分析した。この分析の結果から、添加回

収試験には、LC－MS　分析における乾物中（DM：dry matter）のDON　の

LOQ（0．05mg／kg）未満であり、AcDONsのLOQ（0．04mg／kg）未満の試

料を　DON　フリー試料として使用した。また共同試験に用いた自然汚染

試料の稲サイレージの2試料とトウモロコシサイレージの2試料は、そ

れぞれ小分けして、ランダムにコード化した後、40Cで各参加者に送付

した。

4．2．1．2．試薬

抽出には、水道水を純水製造装置（RFD240NA；アドバンテック）で処

理した水（精製水）を用いた。標準液の調製及び　LC　の移動棚には、精

製水を超純水製造装置（Milli－Qpurificationsystem；Millipore）で処理した

水（高度精製水）を用いた。25％　アンモニア水（試薬特級）、酢酸アン

モニウム（試薬特級）、アセトニトリル（LC用）は和光純薬製を、DON、

3－アセチルデオキシニバレノール（3－AcDON：3－aCetyldeoxynivalenol）及

び　15－　ア　セ　チ　ル　デ　オ　キ　シ　ニ　バ　レ　ノ　ー　ル　（15－AcDON：

15－aCetyldeoxynivalenol）は　Sigma製を使用した。

DON、3－AcDON及び15－AcDONの各種標準原液は、高度精製水を用い

て10．0mg／Lに調製した。

保管用混合標準液（1．0mg／L）は、DON、3－AcDON、及び、15－AcDON

の各種標準原液を正確に混合し、高度精製水で希釈して調製した。

LC－MS　用混合標準液は、保管用混合標準液をIE確に高度精製水で希釈

して各カビ毒の濃度が0．05、0．1、0．2、0．4、及び、0．5　mg／しのものを調
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製したく⊃　交差反応性試験のためDON、3－AcDON　及び15－AcDON　の各種

標準液（0・05mg／し，試料中の濃度として0．5mg／kg相当量）は、各種標準

原液を正確に高度精製水で希釈して調製した。

アンモニア水溶液は　25　％アンモニア水を高度精製水で希釈してアン

モニア濃度が0・5、1・0、3・0と5・Omol／しのものを調製した。PH試験のた

めDON標準液（0・05mg／L，試料中のDONとして0．5mg／kg相当量）は、

DONの標準原液を高度精製水で．TE確に希釈して、アンモニア水溶液でpH

をそれぞれ6．0、7．0、8．0、9．0、及び、10．0に調整した。

4．2．2．器具及び装置

州」出液の前処理に使用したカートリ　ッジカラムは、Berthiller et al．

（2005b）やRenetal．（2007）がDONの定量法のための前処理に用いた

MycoSep＃226（RomerLabs Tnc．，Union，MT，USA）をシリンジタイプにし

たMultiSep＃226（Romer LabsInc．）を用いた。市販ELISAキットには

RomerLabs社製のAgraQuantDeoxynivalenoIELISAkit（LOQ：0．2mg／kg，

定量範囲：0．25－5．0mg／kg，対象試料：穀類）を用いた。ELISAによるDON

の測定は、プレートリーダー（SUNRISE；Tecan Group Ltd．，Meilen，

Switzerland）を用いて、吸光波長を450nm、リファレンス波長を630nm

に設定して行った。この研究において、ELISA分析は、MultiSep＃226　カ

ラムを用いた試料液の調製を除いて、ELISA　キットの使用説明書に従っ

て行った。

LC－MS　分析は、Micromass（Manchester，UK）製のエレクトロスプレー

イオン化（ESI：electrosprayionization）インターフェイ　ス付き　MS

（QuattromicroAPIMassAnalyzer）とWaters（Milford，MA，USA）製の

LC　装置（Alliance2695）を用いた。〕分離にはZORBAX Eclipse XDB　カ

ラム（5LLm，150mm x4．6mmI．D．，AgilentTechnologies）を40OCで用い
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た。移動相として10mmol／しの酢酸アンモニウムを含有する高度精製水

（移動相　A）と、アセトニトリル（移動相　B）を用いた。グラジェント

は直線的に、初期組成の95％A（5％B）から15　分間で20％A（80％B）

に、次に1分間で5％A（95％B）にして5　分間保持した′〕LC　の流量

は0．2mL／min、試料導入量は10ト止で行った。DON、3TAcDON、及び、

15－AcDONは、Renetal．（2007）の方法に従って、ESTインターフェイス

付き　MS　の測定条件（コーンガス、溶媒除去ガス、ソース温度、溶媒除

去温度）、キヤピラリー電圧、コーン電圧とコリジョンエネルギーを設定

し、ネガティブイオンモードでそれぞれの酢酸付加イオンとして検出し

た。〕DON　のプレカーサーとプロダクトイオンはそれぞれm／Z＝295　と265、

3－AcDON　のそれらはm／Z＝337　と　307、15－AcDON　のそれらはm／Z＝337

と150で行った。

4．2．3．前処理法の検討

ELISA分析のための前処理法の検討のため、MultiSep＃226　カラムを用

いたLC－MS　分析による0．5mg／kg　レベルの添加回収試験を次のように

行った。試料10gを　300mL共栓付き三角フラスコに量り取り、DON、

3－AcDON、及び、15－AcDON　の標準原液をそれぞれ0．5mL（0．5mg／kg）

添加し栓をした後、室温の暗所で一昼夜放置してから分析に供した。こ

の試料に精製水100mL　を加えて3　分間振とう抽出（SR－2DW；タイテ

ック）した後、ろ過（No．5A；アドバンテック）した。そのろ液をMultiSep

＃226　カラムに入れて流出量が2．0～2．5mL／minとなるように加圧して流

出させた（Fig．4－1）（〕流出液の　0～10mL　をカラムから流出した順番にl

mLずつ順次5mLの試験管に分散して、親水性のPTFEメンブランフィ

ルター（0．45pm，DISMIC13HPO45AN；アドバンテック）でろ過後、LC－MS

分析に供した。この結果から、DONの分析に最適なMultiSep＃226　カラ
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ムからの流出分画を決定した。

1．0mg／kgレベルでの添加回収試験は次のように行った。試料10gを

300mLの共栓付き三角フラスコに量り取り、DON、3－AcDON、及び、

15－AcDONの標準原液をそれぞれ1．OmL（1．0mg／kg）添加した。この試

料に精製水を加えてDONを抽出後、ろ過した。そのろ液をMultiSep＃226

カラムに入れて流出させた。カラムからの流出液のはじめの4mLを廃棄

し、次の2mLを5mL試験管に採り、メンブランフィルターでろ過した

後、LC－MS　に供した（Fig．4－1）。LC－MS　分析によるDON、3TAcDONと

15－AcDON　のLOQは、シグナルーノイズ比1：10　で算出した。また精製

水による3　分間抽出と、Berthiller法のアセトニトリルを用いた90　分間

抽出によるDON　の回収率を、添加回収試験と同じ試料を用いて検討し

た。

LC－MS　分析で検討したMultiSep＃226　カラムからの最適な流出分画を

用いて、ELISAによるDONの過大評価を軽減出来ることを確認するため、

ELISAによるDONの添加回収試験を行った。つ　このMultiSep＃226カラム

処理有り試料による　ELISA（精製有り　ELISA）の添加回収試験は、LC－MS

分析の添加回収試験と同じ試料を用いて、DON　を0．5と1．0mg／kg　の2

レベルで添加して行った。LC－MS　分析と精製有り　ELISAのDONの分析

値の比較と、LC－MS　分析と　Berthiller　法のDONの分析値の比較は、T

検定（Student，1908；近藤ら，2007）で行った。〕

Berthiller法による試料の調製は、次のとおりに行った。試料10gに

100mLアセトニトリル／精製水（84／16，V／V）を加えて90　分間振とう　して

DONを柚Lt＝ノた。抽出液をろ過し、そのろ液をMultiSep＃226　カラムに

入れて流出させた。カラムからの流出液のはじめの4mLを分赦し、その

内の1．O mLを5mL　試験管に採り、窒素気流下で溶媒を除去した。試験

管内の残留物に10mmol／しの酢酸アンモニウムを含有する高度精製水／ア

セトニトリル（95／5，V／V）の混合溶液1．O mLに加えて溶かし、メンブラ
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ンフィルターでろ過した後、LC－MS　に供した。LC－MS　の分析条件は、

本検討のLC－MS　分析の条件で行った。

4．2．4．サイレージ分析におけるELISAの適用性の検討

精製有り　ELISA（本法）のLOQ　を確認するために、添加回収試験と

同じ試料を用いてDON　の0．1、0．2、0．3、及び0．4mg／kgレベルの添加回

収試験を行った。試料10gを300mL共栓付き三角フラスコに量り取り、

DONの標準原液をそれぞれ0．lmL（0．1mg／kg）、0．2mL（0．2mg／kg）、0．3

mL（0．3mg／kg）、及び、0．4mL（0．4mg／kg）添加し、本法に従ってDON

を分析した。LOQは、ISO（2000）とFremyandUsleber（2003）に従っ

て、DONの回収率が50～150％の範囲であり、そのRSD　が10％未満で

ある最も低い添加レベルとした。

DON－ELISA　キットの3－AcDON　と15－AcDON　の交差反応件を確認す

るために、DON、3－AcDON　と15－AcDONの各種標準液（0．05mg／し，試

料として0．5mg／kg　相当量）をELISAに供した。これらの結果から、DON

に対する3－AcDONと15－AcDONの交差反応性をTangnietal．（2010）が

報告した方法で算出した。

サイレージ抽出液のMultiSep＃226　カラムからの流出分両のpH　は、

8．5～9．5の範囲であった。そのため、pHを6．0～10．0の範囲に調整した

DON標準液（0．05mg／し，試料中に0．5mg／kg相当量）をELISAに供した。

ELISA分析における試料液のpH　がDON　の分析値におよばす影響を確

認するため、PH6．0　のDON標準液の分析値をコントロールに、PH7．0、

8．0、9．0と10．0　のDON　標準液の分析値について　Dunnettの多重比較検

定（Dunnett，1964；lhaka and Gentleman，1996；青木，2009）を行った。
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4．2．5．自然汚染試料による交差反応の検討

自然汚染試料の稲サイレージの3　試料、トウモロコシサイレージの3

試料の計6　試料を用いて、カラム処理無し試料による　ELISA（精製無し

ELISA）と精製有り　ELISAから得られたDONの分析値の比較をした。更

に、精製有り　ELISAに用いた試料液の一部をLC－MS　に供して、DON、

3－AcDON、及び、15－AcDONを測定し、ELISAの分析値と比較した。ま

たLC－MS　分析による　DONの分析値を確認するため、Berthiller　法で同

じ試料を分析した。LC－MS　分析から得られたDON　の分析値と、精製有

り　ELISA、精製無しELTSA、Berthiller　法から得られたDON　の分析伯の

比較はT検定（Student，1908；近藤ら，2007）で行った。

4．2．6．妥当性確認

共同試験は、試料と　して自然汚染試料のトウモロコシサイ　レージの2

試料、及び、稲サイレージの2　試料の計4　試料を用いて、10　試験室（2

飼料検査機関、5　民間会社、3　研究機関）で実施した。各試験室は、各

試料についてブラインド方式で2　回分析した（〕この試験に用いた分析法

のフローチャートをFig．4－1に示した。

ボックスプロット（McGilletal．，1978）は、視覚的に分析結果から外

れ値を検出するために用いた。分析値の精度は、RSDr　と　RSDR　によっ

て示した。濃度から推定するPRSDR　は修正されたHorwitz　の式

（Thompson，2000；HorwitzandAlbert，2006）を用いて計算した。共同試

験による妥当性はRSDR　をPRSDR　で除して算出するHorRat（McClure

and Lce，2003）によって評価した。
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4．3．結果

4．3．1．試料の調製方法

MultiSep＃226　カラムからのそれぞれの流出分画中のDON、3－AcDON、

及び、15－AcDONをLC－MS　で測定した結果、得られた濃度（mg／kg）を

それぞれの添加濃度（mg／kg）で除して百分率の回収率で示した（Tablc

4－1）。ELISAに供する流出分画は、稲サイレージにおける　DON C／）分析

値のRSD　が10％　以下であり、回収率が90％　以上である4．O mL　以降

の分画で、流出液に着色が見られる　6．O mL　より手前の分画の2mLと　し

た。

ELISAによってpH6．0～10．0の範囲のDONの標準液（0．05mg／し，試

料中のDON　として0．5mg／kg　相当量）を測定した結果、DON Cj）分析値

は0．046～0．051mg／Lであり、そのRSD　は2．2～7．7％　の範囲であった

（Table4－2）。Dunnettの多重比較検定（Dunnett，1964；IhakaandGentleman，

1996；青木，2009）の結果、PH6．0　のDON標準液のDONの分析値と、

pH7．0、8．0、9．0、10．0のそれらと有意差（P≧0．05）は無かった（Table4－2）。

これはpH6．0～10．0の範囲の試料液では、ELISA　によるDON U）分析値

に差は無く、pH　の変化による分析値への影響は少ないことを示した。

4．3．2．添加回収試験と　LOq

4．3．2．1．ELISA　分析

本法によるDONの0．5　と1．0mg／kgレベルにおける添加回収試験の結

果をTable4－3に示した。稲サイレージのDON　の回収率は113％、その

RSD　は9．0％であり、トウモロコシサイレージのDONの回収率は111％、

そのRSD　は7．8％　であった。またT検定（Student，1908；近藤ら，2007）

の結果、精製有り　ELTSAと　LCqMS　分析によるDONの分析値に有意差（P
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≧0．05）は無かった（Table4－3）。本法のLOQ　を求めるために行った添

加回収試験の結果、DONとして0．l、0．2、0．3及び0．4mg／kgの添加に対

して、回収率は124～207％、そのRSD　は5．3～23．3％の範囲とな／〕た

（Table4－4）。この結果から、RSD　が10％　以下であり、回収率が50～

150％の範囲にある添加濃度の最も低い0．3mg／kgを本法のLOQ　とした

（ISO，2000；FremyandUsleber，2003）。この試験の添加レベルの0．1及び

0．2mg／kgでDONの回収率が150％を超えて高かった原因は、LOQ　以f

のDON　の影響、及び、後に述べる試料のマトリ　ックス効果によるもの

と考えられる（Table4－4）。

DON－ELISA　における3－AcDONと15－AcDON　の交差反応性試験の結

果は、次のとおりであった。DON　の分析値とそのRSD　はそれぞれ0．5

mg／kgと2．7％であった。3－AcDONの分析値とそのRSD　はそれぞれ3．6

mg／kgDON　相当と　8．0％であり、15－AcDONのそれらはそれぞれ0．2

mg／kgDON相当及び9．3％であった。Tangnietal．（2010）の方法によっ

て算出したDON　に対する交差反応性は、3－AcDONが710％、15－AcDON

が46％であった。

4．3．2．2．LC－MS　分析

LC－MS　分析によるDON、3－AcDON、及び、15－AcDONの0．5　と1．0mg／kg

における添加回収試験の結果をTable4－3に示した。稲サイレージのDON、

3－AcDONと15－AcDONの回収率はそれぞれ95、94と102％であり、そ

のRSD　は10．6、7．4と　9．5％であった（Table4－3）。トウモロコシサイ　レ

ージのDON、3－AcDONと15－AcDONの回収率はそれぞれ98、98　と108％

であり、そのRSD　は　8．4、9．6と　8．4であった（Table4－3）。LC－MS　分析

によるDON、3－AcDONと15－AcDONのLOQ　は、それぞれ0．05、0．02、

と0．10mg／kgであった。Berthiller　法によるDON　の回収率は84～91％

であり、そのRSD　は5．2～9．2％であった（Table4－3）。またT検定（Student，
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1908；近藤ら，2007）の結果、LC－MS　分析と　Berthiller　法によるDONの

回収率に有意差（P≧0．05）は無かった（Table4－3）。〕

4．3．3．ELISAにおける前処理の効果とAcDONの影響

自然汚染試料の精製無しELISA、精製有り　ELISA、及び、LC－MS　分析

によるDONの分析結果をTable4－5に示した。精製有り　ELISAによる

DONの分析値は3．9mg／kg以下、そのRSD　は13．4％以卜であり、精製

無しELISAによるDON　の分析値は7．4mg／kg以卜、そのRSD　は9．6％

以下であった（Table4－5）。また同様にLC－MS　によるDONの分析値は

2．9mg／kg以F：、そのRSD　は　6．1％以下であった（Table4－5），〕すべての

試料で精製有り　ELISAやLC－MS　分析より　も、精製無しELISAのDON

の分析値が高い値を示した。またT検定（Student，1908；近藤ら，2007）

の結果、LC－MS　分析で不検出であった試料を除いて、稲サイ　レージでは

LC－MS　分析によるDON　の分析値は、精製有り　ELISAのDON U）分析値

に有意差（P≧0．05）が無く、精製無しELISAのDONの分析値には有意

差（P＜0．05）があった（Table4－5）。トウモロコシサイレージでも、LC－MS

分析によるDONの分析値と、精製無しELISAのDONの分析値との問＝二

は有意差（P＜0．05）があった（Table4－5）。しかし、トウモロコシサイ　レ

ージにおけるLC－MS　分析と精製有り　ELISAによるDON　の分析値の比

較では、試料N0．2では有意差（P≧0．05）が無く、N0．3で有意差（Pく0．05）

があった（Table4－5）。これらの結果、試料の抽出液をカートリ　ッジカラ

ム処理することによって、ELISAにおけるDONの分析値は小さくなり、

LC－MS　分析による　DONの分析値に近い値となることを示した，ノ上って、

カートリ　ッジカラムによる紬出液の前処理は、ELISAにおける　DON　の

過大評価を軽減する効果があることが明らかとなった。

AcDON　の影響については、精製有り　ELISAによるDON U）分析伯、及
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び、LC－MS　分析による　DON、3－AcDON、15－AcDONの分析伯から確認

した（Table4－5）。LC－MS　分析において、トウモロコシサレージ試料N0．

2から15－AcDONを0．7mg／kg、N0．3から3－AcDONを0．1mg／kg　検出し

た。〕精製有り　ELISAと　LC－MS　分析による　DONの分析値は、トウモロコ

シサイレージ試料N0．2でそれぞれ0．6　と0．5mg／kgであり、N0．3でそ

れぞれ3．9　と2．9mg／kgであった。トウモロコシサイレージ試料N0．1で

は、LC－MS　でDONが不検出であり、精製有り　ELISAと精製無しELISA

によるDONの分析値はそれぞれ0．4と0．9mg／kgであった。また、AcDON

が不検出であった稲サイレージにおいて、精製有り　ELISAと　LC－MS　分

析によるDONの分析値はそれぞれ試料N0．1では不検出であり、N0．2　で

0．3　と0．3mg／kg、N0．3　で0．4と0．5mg／kgであった。LC－MS　分析で

AcDONを検出した試料は、精製有り　ELISAにおいても　DON C／）分析値は

高かった。またBerthiller　法による自然汚染試料の不検出試料を除いた

DON　の分析値は0．3～2．7mg／kg、そのRSD　は4．9～9．6％　であった（Table

4－5）。T検定（Student，1908；近藤ら，2007）の結果、LC－MS　分析と

Berthiller　法による　DON　の分析値に有意差（P≧0．05）は無かった。

4．3．4．妥当性確認の結果

本法の妥当性を確認するために、共同試験を稲サイレージの2　試料と

トウモロコシサレージの2　試料の計4　試料を用いて10　試験室で行い、

その結果をTable4－6　に示した。ボックスプロット（McGillet a1．，1978）

で、稲サイレージの試験室N0．2と　N0．5のデータが外れ値となり棄却さ

れた（Table4－6）。その結果、DON　の分析値は1．5～2．3mg／kg、RSDr　は

4．1～12．7％、RSDR　は5．4～16．0％　となった。この共同試験による　HorRat

は0．5～1．6　となった。Horwitz andAlbert（2006）の中で、HorRat　の経

験的な許容範囲は、0．5～2．0　と示されているので、ELISAに供する試料
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液の前処理としてMultiSep＃226　カラムを用いた本法の妥当性は確認さ

れた。

4．4．考察

4．4．1．抽出条件の影響

添加回収試験において、水による抽出である　LC－MS　分析と柚出にア

セトニトリルを用いたBerthiller　法から得られたDON　の分析伯に有意

差（P≧0．05）は無かった（Table4－3）。これは水による　3　分間の柚出と

アセトニトリルを抽出液に用いた90　分間の抽出（Berthillereta1．，2005b）

から同等の結果が得られることを示した。

ELISAに用いる試料液のpHの影響を検討した結果（Table4－2）、

DON－ELISAキットをJllいた最近の研究の穀類試料を用いた分析精度と

同等であった（Lupoeta1．，2010）。従って、このpH6．0～10．O U）柚出液

はELISA　の精度には影響しないことが示された。

4．4．2．ELISA分析における交差反応の影響

4．4．2．1．非選択的交差反応

力ビ毒のELISAにおける過大評価の原因は、非選択的交差反応と選択

的交差反応に分類されている（FremyandUsleber，2003）。。非選択的交差

反応は、ELISAキットの仕様書にある対象試料以外の試料をELtSAに供

した場合に生じるマトリックス効果により起こる（Fremyand Usleber，

2003）。本法では、穀類を対象試料としたDON用のELISA　キットを用い

てサイ　レージ中のDONを測定するため、サイレージのマトリ　ックス効果

による非選択的交差反応を軽減しなければ、正確にDONを測定すること

は難しい（Krskaeta1．，2007；Zachariasovaetal．，2008；Tangnieta1．，2010）。

そのため、本研究では、非選択的交差反応の原因となるマトリ　ックスの
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影響を軽減するために、MultiSep＃226　カラムを用いた前処理法を検討し

た。自然汚染試料（稲サイレージ及びトウモロコシサイレージ各々3試

料）を用いた検討において、精製無しELISAと　LC－MS　分析による　DON

の分析値の比較では、すべての試料でLC－MS　分析より　も精製無しELISA

のDONの分析値が高い値を示した。これはマトリ　ックス効果による非選

択的交差反応の影響でDON　を過人評価していることを示していた

（Table4－5）。また、精製無しELISAと精製有り　ELISAによる　DONの分

析値の比較において、すべての試料で精製有り　ELISAの方が精製無し

ELISAによる　DONの分析値より　も低い値を示した（Table4－5）。このこ

とは、MultiSep＃226　カラム処理によって、試料液中のDONと交差反応

する成分が除かれ、マトリ　ックスの影響が軽減したことを示している。

また、精製有り　ELISAと　LC－MS　分析のDONの分析値を比較した「〕これ

らのDONの分析値には、LC－MS　分析でDONが不検出となった試料と、

トウモロコシサイレージ試料No．3以外の試料において、有意差（P≧

0．05）は無かった。このことは、AcDONの影響が無ければ、精製有り　ELISA

と　LC－MS　分析による　DONの分析値に有意差（P≧0．05）が無いことを

示している。

4．4．2．2．選択的交差反応

選択的交差反応は、アナライトと同じグループに属しており、分7－構

造が似ている化合物が起こす（FremyandUsleber，2003）。選択的交差反

応によるDONの過大評価の場合には、DONとその化合物は化学的、物

理的性質が似ているため、MultiSep＃226　カラムによる処理でその化合物

を除去することは出来ず、その影響を軽減することは難しい。DONの分

析の場合には、選択的交差反応の原因となる化合物としてDON　と同じ菌

で産生されるAcDONが報告されている（Krskaet al．，2007；Zachariasova

eta1．，2008；Tangnieta1．，2010）。本研究においても、自然汚染試料を用い
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た検討（Table4－5）においてLC－MS　でAcDONが検出された試料は、

LC－MS　よりも　ELISAのDONの分析値が高かった。また、このAcDON

によるELISA分析におけるDONの過大評価についてはMultiSep＃226

カラム処理を用いても軽減することは出来なかった。AcDONはDONの

アセチル化によって形成されるが、DONと　AcDONの濃度関係は明らか

になっていない（Rohwedereta1．，2011）。〕一方、作物lPのDON及びAcDON

の検出率や検出濃度は、AcDONの方がDONよりも著しく低いことも報

告されている（HookandWilliams，2004；Berthillereta1．，2005a；

Schollenbergereta1．，2007）。Table4－5に示したように、トウモロコシサ

イレージ試料N0．2とN0．3の、精製有り　ELISAによるDONの分析伯は、

LC－MS　分析によるDONの分析値よりも、それぞれ0．1と1．0mg／kg高か

った。これらのことから、供試した市販のELISA　キットにおいて、

3－AcDON及び15－AcDONの選択的交差反応によるDONの分析伯への影

響は、自然汚染試料でも確認された。しかし、ELrSAによるDON U）分析

における　3－AcDON及び15－AcDONの影響は、作物中の3－AcDON及び

15－AcDON含有量が低いことから、DONの定量に大きな影響を与えない。

また、ELISA分析においてAcDONの影響でDONを過人評価して家畜の

飼料設計を行っても、AcDONと　DONの毒性は同等であることが示され

ている（JECFA，2011）ことから問題は無い。一方、トウモロコシサイレ

ージ試料N0．1は、　LC－MS　分析でDONが不検出であるが、精製有り

ELISAによるDONの分析値は0．4mg／kgであった。このことは、MultiSep

＃226　カラム処理で除去又は軽減できない非選択的交差反応を起こす物

質あるいは3－AcDONもしくは15－AcDON以外のDONと選択的交差反応

する物質の存在が考えられた（Zachariasovaeta1．，2008；Lattanzio et a1．，

2009）。

3－AcDON　及び15－AcDON　の交差反応性は、それぞれ710％及び46％

であった。この結果は、Tangnietal．（2010）による報告と同等であった。
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また3－AcDON　と15－AcDONに加えて、DON－3－β－D－グルコヒラノシド

（DON－3－glucoside：DON－3－β－D－glucopyranoside）とDOM－1は、

DON－ELISAキットにおいて交差反応することが報告されている（Tangni

eta1．，2010）。）植物内で形成するDON－3－glucoside（JECFA，2011）は、ト

ウモロコシ穀類からDON　と共に検出されており、その検出量はDON　の

10～25％　程度である（Berthillereta1．，2005a；Berthillereta1．，2009），，ま

たDON－3－glucoside　の交差反応性は　52％であると報告されている

（Tangnieta1．，2010）。DON－3－glucoside　の毒性は明らかになっていない

（JECFA，2011）が、作物中のDON－3－glucosideの存在はAcDONと同様

にDONと比較して少ない。従って、DON用のELISAにおける

DON－3rglucosideの影響は小さいと考えられる。一方、動物の代謝物から

検ltlされるDOM→1（Yoshizawaeta1．，1983）は、自然汚染の植物からは検

出せず（Tangnieta1．，2011）、サイレージ中にはほとんど存在しないと考

えられる。

4．4．3．開発した分析法の精度

10　実験室による共同試験を行った結果、DON　の分析値は1．5～2．3

mg／kg、RSDr　は4．1～12．7％、RSDR　は7．6～23．4％、HorRat　は0．5～1．6

であり、本法の妥当性が確認された。

共同試験からの稲サイレージのRSD，は12．1～12．7％、RSDR　は18．9

～23．4％であり、トウモロコシサイレージのRSD，は4．1～6．7％、RSDR　は

7．6～12．1％であった。稲サイレージのRSD，と　RSDR　は、トウモロコシ

サイ　レージのそれらより大きな値を示している。また、LC－MS　分析では、

稲サイレージからはAcDONは検出されなかった。これらのことから、

稲サイ　レージのDONの分析値のRSD　がトウモロコシのそれらより高く

なった要因は、マトリ　ックス効果による非選択的交差反応の影響によっ
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て分析の再現精度が低下したものと考えられる。しかし、稲サイ　レージ

中のDONの分析値の再現性が低いことが原因で、2　試験室において共に

2　試料のデータが棄却される可能性は少ない。稲サイ　レージの分析にお

けるMultiSep＃226カラムからの流出分画について、データが棄却された

2　試験室は「有色で不透明」、その他の試験室は「有色で透明」とコメン

トしていた。これらのコメントから、2　試験室における稲サイ　レージの

データ棄却の原因は、MultiSep＃226　カラムによる処理が不卜分でありサ

イレージのマトリ　ックス効果の軽減が出来なかったためと考えられた。

4．5．結論

サイレージ中のDONを、生産現場に近いところで定量し、迅速にその

分析結果を飼料設計に反映することが可能な市販ELISA　キットを利用

した分析法を開発した。ELISA　による　DONの分析の問題である交差反

応の影響を、MultiSep＃226　カラムによる抽出液の精製によって、軽減し、

分析精度を改善した。自然汚染試料を用いて、DON　のELISA　分析にお

ける非選択的交差反応と選択的交差反応の影響を、MultiSep＃226　カラム

を用いた精製有り　ELISA、精製無しELISA及びLC－MS　分析による　DON

の分析値から明らかにした。その結果、MultiSep＃226　カラムによる前処

理によって非選択的交差反応の影響による　DON　の過大評価を軽減する

ことが出来た。またAcDONは、選択的交差反応によって、DONの過大

評価の原因となっていることを確認した。

10実験室による自然汚染試料を用いた其同試験を行った結果、その

HorRat　は0．5～1．6　であり、本法の妥当性が確認された。これにより、

MultiSep＃226　カラムによる試料の前処理を併用した市販ELISAキット

による　DONの分析を稲及びトウモロコシサイレージに適用出来ること

を示した。
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SamplelOg

1
←100mL water

Extraction（3min）

1
Filtration

l
MultiSep＃226columntreatment

1

the2mLfractionbetweenthe4and6mLof－eluent

丘omtheMultiSep＃226column

ELISAanalysis（LC－MSanalysis）

Figure4－1．FlowchartsofdevelopedanalysISmethod

ELISA：enZyme－linkedimmunosorbentassay

LC－MS：highperfbrmanceliquidchromatographymassspectrometer
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Table4－6．Resultsofthecollaborativestudy

LaboratoryNo．

DONcontent（mg／kgofDM）insample

Ricesilage ComSilage

SampleAa sampleBa salllpleA【1　　sampleB（1

1　　　2　　　1　　　2　　　1　　　2　　　1　　　2

1．9　　1．8

3．Oh　2．9b

l．7　　1．7

1．4　　1．7

3．6b　2．8b

l．2　　1．3

1，3　　1．5

2．0　　1．5

9　　　　　1．4　　1．2

10　　　　　1．0　　1．2

9　　　2．5　　　2．4

7　　　2．6　　　2．5

1．4　　　2．1　　2．1

1．7　　　2．2　　　2．3

9　　　2．3　　　2．2

1．6　　　2．4　　　2．2

1．8　　　2．2　　　2．4

1．7　　　2．7　　　2．5

2．4　　　2．2

2．3　　　2．3

Meanvalues
1．5　　　　　　　　2．1　　　　　　　1．7　　　　　　　　2．3

（mg／kgofDM）

RSDr（％）　　　12．1　　　　　12．7　　　　　　　6．7　　　　　　4．1

RSDR（％）　　　23．4　　　　　18．9　　　　　12．1　　　　　7．6

PRSDlH％）　　15．1　　　　　14．3　　　　　14．8　　　　　14．1

HorRat l．6　　　　　　　1．3　　　　　　　　0．8　　　　　　　　0．5

Theresultofacollaborativestudyofnaturallycontaminatedsampleswasshownas

meanvalues，RSDr，RSDRandHorRat．

a：Laboratoriesanalyzedsamesampleasblindduplicate

b二Outliersidentinedbytheboxplots（McGilleta1．，1978）

DON：deoxynlValenoI

DM：drymatter

RSDr：Relativestandarddeviationofrepeatabilitywithinlaboratory

RSDR：relativestandarddeviationofreproducibilitybetweenlaboratories

PRSDR：predictedrelativestandarddeviationsofreproducibility（HorwitzandAlbert，

2006）

HorRat：ratioofRSDRfbrPRSDR
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第5　章　まとめ

我が国の飼料生産は、飼料作物の収穫適期に降水が多く、湿度が高い

ことから、サイレージとして収穫、調製する方法が適しているり　一一万、

畜産農家では高齢化あるいは後継者難のため、飼料を生産する労働力が

不足している。そのため、稲あるいはトウモロコシを用いたサイ　レージ

の生産を維持・向上させるために、タワーサイロ、バンカーサイロなど

に、収穫した飼料作物を詰め込む作業の無い、省力的なサイレージ生産

のための取り組みが行われている。これらの技術開発、耕畜連携やコン

トラクターによる飼料生産によって、我が国の飼料生産基盤は、トウモ

ロコシサイレージの生産量の維持、及び、稲サイレージの生産量の増大

により拡大している。これらの飼料を有効に利用するためには、迅速な

飼料評価による飼料設計によって、家畜の健康を管理してその生産性を

向　上させることが重要である。

本研究では、国産飼料の有効利用を促進して家畜の健康とその生産性

を向上させるため、飼料の品質に影響する成分の分析法を検討した′つ　分

析法開発の対象とした成分は、1）有機酸、2）NDF、3）硝酸態窒素、

4）DON　の4　項目である。有機酸は、飼料作物の栄養を維持して長期

貯蔵を可能にするサイレージの発酵品質の指標となっている「⊃　NDF　は、

反街動物のルーメン発酵を管理するために必要な繊維である。硝酸態窒

素は、家畜の健康に有害な影響を与えるメトヘモグロビン血症の原因物

質である。DON　は、嘔吐の原因物質であり、乳からその代謝物である

DOM－1と共に検出報告のあるトリコテセン系カビ毒である。飼料の品質

評価は、主に飼料設計や家畜の健康管理に利用するため、短時間で分析

結果が得られることと、分析精度が高いことが要求される。そのため、

本研究における分析法の開発は、従来の方法より　も短い時間で分析結果

が得られること、分析精度を評価するために共同試験によって分析法の
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妥当性を確認することを重視した。

第2　章では、これまでにLC　あるいはlC　を用いて別個に分析されて

いた、サイレージ中の発酵品質を表す成分である有機酸と、メトヘモグ

ロビン血症の原因となる成分である硝酸態窒素を同時に定量する方法を

検討した。その結果、海産物やアルコール飲料中の有機酸と無機陰イオ

ンのCZE　による分析法（SogaandRoss，1999a，b；SogaandImaizumi，2001）

をベースに、サイレージ中のこれらの成分の同時分析法を閲発したrlCZE

による分析に重要なBGE　は、PDC　と　CTAH　を用いた方法を検討し、有

機酸と無機陰イオンの分離を行うための最適なBGEのPDC濃度、PH　条

件を決定した。MT　の醇現性を向上させて良好な内二現精度を得るための

プレコンディショニング条件は、シンプルフラッシュ法とコンビネーシ

ョンフラッシュ法を比較して検討し、各アナライト間の分離が良好で、

MTが安定したコンビネーションフラッシュ法を採用することと　した〔、

定量を妨害するネガティブピークの影響は、2　種類の直販の陽イオン交

換樹脂を検討し、弱陽イオン交換カラムのAccellPlus CMで除去できる

ことを兄いだした。〕CZE　法を利用した本法と一般的なLC法を利用した

有機酸（Wadaeta1．，1984）、あるいは硝酸態窒素（Hsueta1．，2009）の分

析法による分析値を、2　種類のサイレージを用いて比較した「〕その結果、

画法によって検出した有機酸、硝酸態窒素の分析値に有意差（P≧0．05）

は無かった。また、CZEで有機酸と硝酸態窒素を同時定量する本法は、

これらの成分を別個に分析していたLC　による分析法より　も分析時間が

約半分で同等の結果が得られ、試料の前処理も大幅に簡素化された。開

発した分析法の妥当性を確認するため、5　試験室による共同試験を行っ

た。共同試験から得られたRSD，は1．6～4．8％、RSDR　は3．3～8．1％、

HorRat　は0．8～1．9　であり、その妥当性が確認された。

この分析法は、我が国の飼料分析の公定法である飼料分析基準に「サ

イレージ中の有機酸及び無機イオンの同時定量法」と　して採用されてい
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る。また、本法はELSEVTER　社から発行されているAnimalFeed Science

andTechnology　に論文として掲載された（Hiraokaeta1．，2010），，

第3　章では、これまでのAOAC　法の問題点であった1回口のアミラ

ーゼ添加後の澱粉の糊化、ろ過の困難さ、及び、分析時間の長さを、改

善するための検討を行った。検討は、AOAC　法をベースにアミラーゼの

添加総量、添加回数、添加の時期、及び、乾燥、灰化の方法について行

い、これらの条件を変更した分析法を開発した。更に、NDFの分析にお

けるアミラーゼ、及び、亜硫酸ナトリ　ウムの添加効果を解明した。試料

中の澱粉を効率的に除去するためのND　溶液中への最適なアミラーゼの

添加条件は、次のとおりであった。アミラーゼは加熱開始直後と還流終

√直後の2　回に別けて、アミラーゼ保存液としてそれぞれ100トIL　を添

加した。また、この改良した添加方法では、AOAC　法にある、NDR　の

ろ過を補助する洗浄水へのアミラーゼの3　回目の添加は必要無いことを

確認した。NDR　の乾燥、灰化条件は、分析時間を短縮するため餌料分析

基準の粗繊維（農林水産省，2008）の乾燥、灰化条件を適用した。アミラ

ーゼの添加、及び、乾燥、灰化条件を変更した本法と　AOAC　法の分析値

を、14　種類の試料を用いて比較したところ、有意差（P≧0．05）は無か

った。〕また、乾燥、灰化条件の修正によって、本法はAOAC　法より　も大

幅に分析時間を短縮することが出来た。また、aNDFomの分析における

アミラーゼや亜硫酸ナトリウムの添加効果を検討した結果は次のとおり

であった。アミラーゼのみ、あるいは、亜硫酸ナトリ　ウムのみを添加し

た場合には、前者は穀類や加熱加工飼料で、後者は澱粉質飼料において

澱粉を除去することが難しくなる。従って、これらの試薬の単独の添加

ではaNDFom　を過大評価することとなり、aNDFom　の分析では亜硫酸ナ

トリ　ウムとアミラーゼを併用する必要があることを明らかにした。開発

した分析法の妥当性を確認するため、15　試験室による共同試験を行った。

共同試験から得られたRSDr　はl．3～2．9％、RSDR　は1．3～2．9％、HorRat
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は0．8～1．1であり、その妥当性が確認された。

この分析法は、我が国の飼料分析の公定法である飼料分析基準に「飼

料中の中性デタージェント繊維の定量法」として採用された。また、本

法は口本畜産学会の欧文誌であるAnimalScienceJournal　に論文と　して

掲載された（Hiraoka et a1．，2012）。

第4　章では、これまでGC　あるいはLC　を用いて分析されていたサイ

レージ中のDON　を、主に穀類の分析に利用されている　ELISA　キットで

定量するための検討を行った。ELISA　によるサイレージrrrのDON（ハ分

析の問題点である過大評価の原因を検討し、この影響を軽減して、DON

を簡易、迅速に定量するための方法を開発した。ELISA　分析における

DON　の過大評価を軽減するために、GCあるいはLCにおいて試料液U）

前処理として利用されているMultiSep＃226　カラムによる試料柚侶液の

精製を検討した。その結果、MultiSep＃226　カラムの流出分画の4～6mL

の2mL　が、処理液に着色が無く最適な分画であることを兄いだした。

またこの処理液はpH8．5～9．5　となるため、ELISAに供する試料液のpH

6．0～10．0　の範囲は、DON　の分析値に影響をおよぼさないことを明らか

にした。本法のMultiSep＃226　カラム処理は、ELISA　における試料由来

の非選択的交差反応を軽減し、3－AcDON、15－AcDON　による選択的交差

反応の影響を明らかにした。開発した前処理方法を含むELISA　と　LC－MS

によるDON　の分析値の比較において有意差（P≧0．05）は無かった。ま

た本法の分析時間は2　時間程度であり、DON　の分析にELISA　キットを

利用することで、LC－MS　による分析方法と比較して、分析時間を半分以

下に短縮することが出来た。開発した分析法の妥当性を確認するために

共同試験を10　試験室で行った。共同試験から得られたRSDr　は4．1～

12．7％、RSDR　は7．6～23．4％、HorRat　は0．5～1．6　であり、その妥当性

が確認された。

この第4　章で開発した分析法は、独立行政法人農業・食品産業技術総
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合研究機構動物衛生研究所のウェブサイトで「ELISAキットによるサイ

レージ中デオキシニバレノール分析法」として公開されている（動衛研，

2008）。また、本法はSpringer社から発行されているMycotoxin Research

に論文として受理されている（Hiraokaetal．，inpress）。

飼料の品質に影響する成分の分析法は、飼料の利用性を向　卜させるた

めに、飼料設計に利用出来ることが重要である。そのためには、分析時

間の短縮、従来法との分析値の比較、共同試験による分析法の妥、L日生確

認などが必要となる。これらの検討をすることによって、迅速で信頼性

の高い分析値が得られる分析法を構築することが可能となる。これらの

検討から開発された分析法は、国内生産飼料の効率的な利用のために飼

料設計で要求される有用な成分、あるいは、家畜に対する有害な成分を、

精度良く、迅速に定量することが可能である。家畜の診断においては、

患畜が摂取した栄養成分あるいは有害物質を精度良く迅速に定量して、

患畜に不足した栄養を補い、あるいは、有害物質を特定して治療を補助

し、家畜の健康を回復することが可能となる。また有害物質を含む同じ

飼料を給与されていた他の家畜への給与を中止し、有害物質による被害

を削減又は防止出来る。さらに飼料中の有害物質の含有量を把握し家畜

への給与を制限することは、家畜の健康だけで無く畜産物への有害物貫

のキャリーオーバーを未然に防ぐことに繋がる。

本研究によって開発した分析法は、1）発酵品質の指標となる有機酸

とメトヘモグロビン血症の原因物質である硝酸態窒素を同時に分析する

方法、2）反額動物の健康を維持するためのルーメン微生物の管理に必

要なaNDFomを過大評価すること無く分析する方法、3）家畜の嘔吐や

体重、乳量の低卜の腫因であり搾乳牛の乳からその代言射物である　DOM」

と共に検出報告のあるDON　を市販ELISA　キットで分析する方法であるしっ

これらの成分については、従来の分析法と同等以上の分析精度で、分析

時間が短く、試薬の消費量が少ないため、多くの試料を分析することが
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可能となった。そのため、飼料関係業務に従事する者の分析に係る、労

力、時間、コストを軽減した。しかしながら、飼料の晶質に影響する成

分は、先に述べたように、栄養成分である蛋白質、炭水化物、脂肪、ア

ミノ酸、ミネラル、及び、有害物質である重金属、カビ毒、農薬など、

多くの成分がある。特に、今後、期待される飼養管理は、家畜の健康を

維持してその生産性を更に向上させることである。そのためには、反窮

動物の消化・吸収メカニズムに適した蛋白質や脂肪などの栄養成分や、

DON　と共に国産農産物から検出報告のあるフザリウム系カビ毒などの

有害物質の、飼料中の含有量を知ることが重要となる。これらを対象と

した分析法の中には、分析時間が長く、分析法の妥当性確認が行われて

いないものも多く含まれている。そのため、これらの成分においても、

分析時間の短縮と妥当性を確認した分析法の開発が求められている′j　以

上のように本研究は、我が国の畜産分野における国産飼料の品質に関す

る分野の研究・開発全般において、重要な成果となっている「。今後、こ

の研究で取り上げた飼料の品質に影響する成分の分析法は、国産飼料を

有効に利用するため、飼料設計で活用される。更にこれらの利用性の高

い分析法は、飼料の安全性、品質のサーベイ、家畜の健康管理、家畜の

治療、あるいは、食品の安全性のための重要な要素として活用される。

そのため、これらの飼料の品質に影響する成分を測定するための分析法

の開発にあっては、本研究で開発した分析法と同様に、効率性が高く使

いやすい分析法の開発と、開発した分析法の妥当性確認が望まれるし〕こ

れらの成分の分析法の開発によって、　一層の飼料の効率的な利用が促進

され、家畜の健康とその生産性の向上が期待できる。
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