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安定同位体利用技術

反芻家畜の栄養生理学研究への安定同位体の利用
小原嘉昭

総 説



１． は じ め に

ウシ，ヒツジ，ヤギなどの家畜は，第一胃，

第二胃，第三胃，第四胃の四つの胃を持ってお

り，反芻家畜と呼ばれている。第一胃は塩酸を

分泌する腺胃である第四胃の前に存在し，体重

６００kgのウシで約１８０Lの大きさであると言

われており，その中に細菌，プロトゾア，真菌

などの多数の微生物が存在し，巨大発酵槽を形

成している。反芻家畜の飼料は，草類が主体で

あり，反芻家畜は人類が利用できないセルロー

スやヘミセルロースなどの繊維を第一胃内に棲

息する微生物の作用により分解して酢酸，プロ

ピオン酸，酪酸などの揮発性脂肪酸（VFA）

を産生させ，これをエネルギー源として利用で

きるという特徴を持っている。驚くべきことに

反芻家畜はエネルギー消費量の６０～７０％を

VFAで賄っている。同時に，反芻家畜は，第

一胃内で微生物蛋白質を合成してそれを窒素源

として利用できるという，栄養生理学的特徴を

持っている。

哺乳類において，生体に対して非破壊で無侵

襲の状態で，栄養素の体内での利用を動的に捉

えることができれば，栄養生理学の研究分野に

新たなる情報を提供できると思われる。この場

合，生体内における単位時間あたりの栄養素の

産生量や消費量を測定する必要があるが，この

測定手技としては，同位体希釈法（体内に同位

体を注入して，同位体の単位時間における希釈

の度合いから代謝量を求める方法）と言う技術

的に複雑な手法を使わなければならない。この

手法を動物の栄養生理学研究に用い始めたころ

は，放射性同位元素の使用の規制が比較的緩や

かなカナダやオーストラリアにおいて，３Hや
１４C などの放射線同位元素でラベルしたVFA，

グルコースを用いて動物実験が行われてい

た１），４）。しかし，放射性同位元素の使用にあた

って制約が厳しい日本において，大・中動物に

おいて放射性同位元素を用いての in vivo の動

物実験を行うことは困難であり，この種の研究
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は，ほとんどが進んでいなかった。動物実験を

行うのに問題のない安定同位体の使用は質量分

析計の感度と同位体のコストからして１５Nを除

いて困難であった。

１９９０年代から安定同位体の安定供給による

価格の低下と質量分析計，あるいは，ガスクロ

マトグラフィ・マススペクトロメータ

（GCMS）機能の目覚しい発達により，測定感

度が大幅に改善され，測定の複雑さも解消され

てから，１３C，２Hなどの安定同位体の使用が拡

大した。このことから大動物，中動物を用いて

の同位体希釈法による実験が可能となった。も

ちろん，１５Nの利用も以前とは比較にならない

ほど容易に行うことができるようになった。こ

のような測定技術の進歩と相まって，安定同位

体を動物実験に利用できるようになり，かって，

不可能であったウシなどの反芻家畜の栄養生理

学的特長を明らかにするため，体全体の栄養素

の利用を実験的に確かめることが可能となった。

本総説では，最初に，オーストラリアにおい

て行われた放射性同位元素に用いた同位元素希

釈法による反芻家畜の炭水化物代謝と，安定同

位体である１５Nを用いて行ったヒツジの窒素代

謝のカイネティクス研究成果について記述する。

更に，筆者らがこれまで行ってきた１５N―尿素，

アンモニア，１３C―尿素，プロピオン酸，グルコ

ース，２H―グルコースなどの安定同位体を利用

したトレーサ実験と同位元素希釈法を用いて行

ってきた反芻家畜の栄養生理研究と泌乳生理研

究の成果について紹介する。

２． 放射線同位元素を用いた同位元素希釈法

による反芻家畜の炭水化物代謝の動態解明

反芻家畜体内の栄養素の動態を動力学的（単

位時間あたりの栄養素の動き）に解明するため

の研究手法は，同位元素希釈法である。１４C や
３Hなどの放射性同位元素はシンチレーション

カウンタにより容易に測定できることから利用

価値が高い。しかし，多くの国では，これらの

放射性同位元素を大，中動物に用いるのには，

放射性同位元素の使用にあたり大掛かりな実験

装置を必要とし，莫大な費用がかかるため研究

を行うのが困難であった。この種の研究は，当

時規制が比較的緩やかであったオーストラリア

において活発に行われた。Leng らは４），ヒツ

ジを実験動物に用い飼料としてルーサンチャフ

１日８００gを自動給餌装置で２４等分して１時

間ごとに給与して，動物の栄養摂取を定常状態

にして，放射性同位元素を用いて同位元素希釈

法による実験を行った。用いた放射性同位元素

は，１４C―酢酸，プロピオン酸，酪酸，乳酸，グ

ルコース，３H―グルコースなどである。Leng

らは５），これらの一連の研究を行うことにより，

第一胃内における低級脂肪酸の産生速度，吸収

量，体内における低級脂肪酸の利用能，プロピ

オン酸からの糖の新生量などを定量的に測定し，

反芻家畜の栄養生理機能の特異性を明らかにし

た。また，Annison らは１）泌乳牛におけるグル

コースと酢酸の体内での利用と乳腺への取り込

みについて，１４C―酢酸と３H―グルコースを用い

た同位元素希釈法により実験を行い，乳牛はグ

ルコースと酢酸のほぼ同じ量を体内で利用し，

ミルクの乳糖，脂肪合成を活発に行っているこ

とを定量的に明らかにした。この時期は，反芻

動物の栄養生理学研究が種々の生理学的手法を

用いて活発に行われ，多くの貴重な発見がなさ

れ本研究分野が著しく進展した時代である。

３． １５N によるヒツジの消化管と体全体にお

ける窒素代謝動態解明

反芻家畜における窒素代謝の in vivo におけ

る栄養生理学的特長はNolan らの精力的な研

究６），７）により明らかになった。彼らもまたルー

サンチャフ１日８００gを自動給餌装置にて給与

するシステムにおいて，１５N―アミノ酸，アンモ

ニア，尿素などを用い同位元素希釈法により実

験を行った。一連の研究では，第一胃内でのア

ンモニア産生，微生物蛋白質合成，下部消化管

への移行，窒素の消化管からの吸収量，体内で

の蛋白質合成量，尿素の合成量など，ヒツジの
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窒素代謝を同位元素希釈法とコンピュータ解析

を用いて解明した。Nolan らの研究は反芻家畜

の体内で起こる窒素代謝を詳細に捉えた優れた

研究である。彼らの研究は動物が摂取する窒素

量を限定して行っている。

筆者らは，この研究を参考にして，彼らが行

わなかった窒素の摂取レベルを変える，濃厚飼

料と粗飼料の両方を給与する，窒素代謝と炭水

化物代謝の関連性を見るという視点に立って研

究を行い新しい知見を得，反芻家畜における代

謝のカイネティクス研究を発展させた。

４． in vitro における第一胃内窒素代謝の動態

反芻家畜は，第一胃内に棲息する細菌，プロ

トゾア，真菌などの微生物により，飼料中の非

蛋白態窒素を微生物蛋白質に変え，この蛋白質

を体内で利用している。そこで，筆者らは第一

胃内での窒素の代謝動態を明らかにするために，

非蛋白態窒素の一つである１５N―尿素を用いて in

vitro において，人工ルーメン発酵試験を行っ

た２０）。第一胃フィステルを装着したヒツジより

ルーメン液を採取し，直ちに２重ガーゼ濾過を

行い，CO２ガスを十分に吹き込み，これを実験

に供試した。人工唾液２０mL，粉末濃厚飼料

４８０mg，粉末乾草３００mg，９０atom％の１５N２―尿

素２４mgを含む１００mLの三角コルベンに第一

胃液を２０mL加えた。直ちにCO２ガスを吹き

込みながら，発酵ガスを逃し外部から酸素が進

入できない特殊な栓を施した。三角コルベンは

３８℃，１秒，１往復の振盪を行い，１，３，６，

１２，２４時間培養した。アンモニア，細菌―N，

プロトゾア―Nの１５Nの測定は日本分光NIA N―

１５アナライザで行った。アミノ酸は日立KLA―

３B型アミノ酸分析計で分析し，同時にフラク

ションコレクターでアミノ酸の分画を行い，
１５N用の試料を作成した。

尿素は，培養後，第一胃内のウレアーゼによ

って速やかに分解し，それに伴ってアンモニア

が著しく増加した。１５N―尿素は，図１に示すよ

うにアンモニア，細菌，プロトゾアの区分へ経

時的変化を伴ってスムースに移行した。ピーク

はアンモニアで，培養開始後３時間目，細菌蛋

白質で１２時間目であった。プロトゾア分画へ

の１５Nの取り込みは１２時間目まで徐々に増加

したが，１～３時間目での増加が特に大きかっ

た。このように，第一胃内微生物は，効果的に

非蛋白態窒素を良質の微生物蛋白質に変換して

いることが証明できた。微生物の加水分解物中

の各アミノ酸の１５N含有率を測定した結果，ア

ラニン，グリシン，グルタミン酸，アスパラギ

ン酸が高く，シスチンやメチオニンが非常に低

かった。このようにTCAサイクルから生成し

やすいアミノ酸は１５N含有率が高い傾向にあっ

た。１５Nトレーサ実験により，第一胃内におけ

る窒素代謝の動態が in vitro 実験により明らか

にされた。

５． １５N―尿素と１５N―アンモニウム塩を用いた

反芻動物の尿素再循環の解析

反芻家畜は，摂取する窒素が不足する場合，

尿中への尿素の排泄を抑制して，血液尿素を消

化管に移行させ，これを微生物蛋白質の合成に

再利用するという尿素再循環機構を持っている。

反芻家畜を飼養する場合に，尿素再循環機構を

有効に活用することが重要である。しかし，尿

図１ in vitro 第一胃発酵におけるNH３―N，細菌―

N，プロトゾア―N中の１５N濃度の経時的変化
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尿中排泄量

消化管移行量

血清尿素レベル

素再循環機構を定量的に解明するという試みに

ついては，十分な研究がなされていなかった。

筆者ら９），１０）は，ヤギを用いて低蛋白質，適蛋

白質，高蛋白質の飼料を給与して，血液尿素レ

ベル，体内の尿素の代謝回転速度，消化管への

尿素の移行量を求めた。尿素カイネティクスの

パラメータは，１５N―尿素の血液注入，１５N―アン

モニウム塩の第一胃内注入を行い，血液と第一

胃内容の１５Nの経時変化からNolan ら６）の方法

によりコンピュータで解析することにより求め

た。その結果をまとめて図２に示した。血液尿

素レベルは，飼料中の摂取エネルギーが一定で

あれば，摂取する窒素量に比例して増加するこ

とを示し，血液尿素が摂取する窒素量を推定で

きる指標となることを明らかにした８）。体内の

尿素の代謝回転速度も，摂取窒素量すなわち血

液尿素量に応じて，増加することが観察され

た９），１０）。また，消化管に再循環する尿素量は，

低蛋白質飼料給与では，尿素代謝量のうちの

８０％以上が消化管に再循環され，尿素が消化

管で再利用される機能が活発になることを明ら

かにした１１）。しかし，高蛋白質飼料給与では，

７０％以上が尿中に排泄され，Nが無駄に使わ

れていることが示された。反芻家畜を飼育する

際には，反芻家畜が持つ生理機能である尿素再

循環機能を活用した窒素の節約を図る飼養技術

開発の可能性が示唆できた。

６． 安定同位体（１５N，１３C，２H）を用いた同位

元素希釈法による子ウシのグルコースと

尿素代謝動態の解析

哺乳期の反芻家畜は，単胃動物と同様にミル

クを栄養源としているが，離乳後（生後６週間

で離乳），第一胃の発達に伴い反芻家畜独特の

栄養吸収機構を持つようになる。反芻家畜にお

いては，第一胃機能の発達に伴って糖代謝や窒

素代謝が離乳を境にして大きく変化することが

予測される。しかしながら，これまで反芻家畜

の離乳に伴う代謝を動的に捉えた研究はほとん

ど報告されていない。筆者らは離乳前３週齢の

哺乳子ウシと離乳後の１３週齢，２４週齢の子ウ

シを用いて D―［６―２H２］―グルコース，D―［U―１３C］―

グルコース，１５N２―尿素，１３C―尿素の経静脈内単

一注入による同位元素希釈法により，グルコー

スと尿素の代謝回転速度（単位時間あたりの栄

養素の代謝量）と再循環量を求める実験を行っ

た３）。

子ウシは，日本飼養標準に従い飼料給与を行

い，栄養素の代謝を定常状態にするため１日分

の飼料を４週齢では６回，１３週齢，２４週齢で

は１２回に分けて自動給餌装置で給与した。２H―

グルコース用試料の処理は，Wiecko ら２２）及び

Rose ら１５）の方法に基づいて行い，ガスクロマ

トグラフィ・マススペクトロメータ：GCMS

（５８９０seriesⅡ, Hewlett Packard, Washington,

DC ; JMS-SX１０２A, Nihon Denshi，日本）によ

り測定した。１３C―グルコースの試料の処理は，

Sano ら１９）の方法に基づいて行い，GCMS（DEL-

TAPLUS，ThermoQuest，Germany）を用いて同位

体比を測定した。１５Nと１３C 尿素試料の処理は，

Sutoh ら２１）の方法に基づいて行い，EA/IR-MS

（DELTAPLUS, Finnigan MAT, ThermoQuest,

USA）により同位体比の測定を行った。グル

コースと尿素の代謝回転のパラメータは，同位

体比の経時的変化からWhite ら２３）と Nolan ら６）

図２ 反芻家畜における血清尿素レベル，尿中尿素

排泄量，消化管尿素移行量に対する窒素摂取

量の影響
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の方法に従いコンピューター解析により求めた。

本実験で得られた子ウシの離乳前後における

加齢に伴うグルコースと尿素代謝のカイネティ

クスの変動をまとめて図３に示した。血漿グル

コース濃度は１３週齢で増加し２４週齢で有意に

低下した。１３C 及び２Hによるグルコースのイ

リバーシブル・ロス（代謝回転速度を表すもの

で，例えば，グルコースのプールから一定の速

度で消失して２度とそのプールに戻ってこない

ものを言う）は両者ともに離乳に伴って有意に

低下した。グルコースの再循環量（グルコース

のプールから一定の速度で消失して，再びその

プールに戻って来る単位時間あたりの量を示す

もので，１３C と２H―グルコースのイリバーシブル

・ロスの差から求める）は，離乳前の２．４６mg/

分・体重 kgから２４週齢の０．２１mg/分・体重

kgへと著しく低下した。離乳前では乳酸から

のグルコースの合成が盛んに行われていること

が窺われた。

血液尿素レベルは，離乳に伴って有意に増加

した。１５N―尿素のイリバーシブル・ロスは離乳

に伴ってほとんど変化しなかったが，１３C―尿素

のイリバーシブル・ロスと尿素の再循環量（１３C

と１５N―尿素のイリバーシブル・ロスの差）は

２４週齢で明らかに増加した。尿素の消化管へ

の再循環が，２４週齢で活発に行われるように

なることを示している（図３）。

７． 安定同位体（１５N，１３C）を用いた同位元

素希釈法による反芻家畜の窒素代謝と炭

水化物代謝の関連性

筆者らは，摂取する飼料中の窒素量を一定に

して炭水化物，特に易発酵性炭水化物を給与し

た場合，反芻家畜の窒素代謝の動態にどう影響

するかについて研究を行った１２），１３）。この研究で

は，易発酵性炭水化物としてショ糖を添加した

場合の第一胃内アンモニア―N及びバクテリア―

N，血液尿素―N，並びに第一胃内プロピオン

酸，血液グルコースの代謝動態を［U―１３C］D―グ

ルコースと１５N２―尿素の頸静脈内注入，［２―１３C］

プロピオン酸ソーダ，１５N―アンモニアの第一胃

内注入による同位元素希釈法によって測定した。

実験結果をまとめて図４に示した。易発酵性炭

水化物の添加によって第一胃内の微生物の代謝

が活発になり，第一胃における総VFAの産生

速度が上昇し，プロピオン酸の産生速度が大き

く上昇した。第一胃内の細菌による蛋白質合成

速度，特にアンモニアの同化による合成速度が

上昇し，第一胃内アンモニア濃度が低下した。

第一胃粘膜からのアンモニア吸収速度が低下し，

図３ 子ウシにおけるグルコース及び尿素の代謝回転速度の離乳に伴う変動
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アンモニア由来の尿素生成速度が低下した。微

生物態蛋白質又は未分解の飼料蛋白質及びペプ

チドとしての下部消化管への流下速度が上昇し

体内へのアミノ酸吸収量が増加した。第一胃内

におけるプロピオン酸の産生速度の上昇は，糖

新生によるグルコースの合成速度の上昇とイン

スリンの分泌亢進をもたらした。この変化によ

って，消化管から吸収されたアミノ酸からのグ

ルコース合成への利用量が節約され，抹消組織

へのアミノ酸供給が増加した。VFA及びグル

コースとしてのエネルギー供給速度や，アミノ

酸の供給速度が増加することにより体内での蛋

白質合成速度が上昇した。第一胃内での微生物

代謝の変化は，第一胃粘膜を介しての血液尿素

窒素の第一胃内移行速度を上昇させる。血中尿

素の第一胃内移行速度上昇の直接的な要因は明

らかではないが，易発酵性炭水化物の給与は，

尿中への尿素の排泄を抑制し尿素再循環機構を

介して窒素利用を効率的に利用することが明ら

かになった（図４）。

これらの実験結果は，反芻動物が持つ生理学

的特徴である尿素再循環機構を有効に利用する

ことにより，蛋白質飼料の節約と糞尿中へのN

排泄量を低減化する新たな飼養法の開発の可能

性も示唆しており，今後の環境問題を考える上

で画期的な研究成果と言える。以上のように，

トレーサを用いた同位元素希釈法による代謝速

度の測定によって，飼料への易発酵性炭水化物

の添加が動物体へのアミノ酸供給速度を上昇さ

せるだけでなく第一胃及び体内の炭水化物代謝

を介して，体内のN代謝動態に大きく寄与し

ていることが明らかになった。

８． ２H―グルコースを用いた同位元素希釈法

とユーグリセミック・インスリンクラン

プ法による泌乳牛の糖代謝の内分泌制御

ウシの泌乳を制御するホルモンの中で成長ホ

ルモン（GH）が最も重要な生理活性物質であ

ることが明らかにされ，バイオテクノロジーの

技術革新と相まって，GHの酪農分野における

応用研究がアメリカを中心にして数多くなされ

てきた２）。反芻家畜におけるGHによる増乳効

果には，視床下部から分泌される成長ホルモン

放出ホルモン（GHRH），成長ホルモン抑制因

子（GIF；ソマトスタチン），下垂体前葉から

分泌されるGH，肝臓などで作られるインスリ

ン様成長因子―I（IGF―I）から乳腺に至るソマ

トトロピン軸が関与していることが想定されて

図４ 易発酵性炭水化物の添加が反芻家畜の窒素代謝に及ぼす影響
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いる。筆者らは泌乳牛を用いてソマトトロピン

軸と泌乳の関連性を明らかにするために興味あ

る研究を行ったので，それらの結果について述

べる。

筆者らは泌乳牛におけるグルコース代謝とそ

の内分泌制御機構を明らかにするために，乳糖

合成の前駆物質として重要な役割を果たすグル

コース代謝のカイネティクスとインスリン，GH

などの代謝性ホルモンとの関連性を明らかにす

るために研究を行った１５）－１８）。

実験には，泌乳牛を用いGHRH, GIF, GH の

頸静脈内連続投与，ユーグリセミック・インス

リンクランプ法（インスリン注入によって低下

した血液グルコースを外因性のグルコースを注

入することにより実験期間一定に保ち生理実験

を行う手法），安定同位体で標識した D―［６―２H２］

―グルコースの定速連続注入による同位元素希

釈法などの手法を用いた。この実験から乳牛の

乳生産におけるソマトトロピン軸の制御，イン

スリン抵抗性（インスリン感受性のある筋肉や

脂肪組織でのインスリンによるグルコースの取

り込みを抑える作用），グルコースの生産量と

代謝量の関連性について，いくつかの新しい知

見を得た。

泌乳中・後期の乳牛におけるインスリン抵抗

性はGHRHや GHの注入で増加したが，泌乳

前期ではその効果は観察できなかった。泌乳中

・後期のインスリン抵抗性の増加には血液中

GH，IGF―I 濃度の上昇が関連していた。泌乳

前期の泌乳最盛期には，グルコースの乳腺への

配分が最もダイナミックに働いているためGH

の効果が観察されなかったものと思われる。泌

乳中・後期において，インスリン依存性のグル

コース消費量は，体内で消費される全グルコー

スのわずか１５％前後で，同じ反芻家畜である

ヒツジと比較しても少なかった（図５）。この

ことは，泌乳牛ではインスリン非依存的にグル

コース消費を行う代表的な組織である乳腺にお

いて，多くのグルコースが使われていることを

示唆する。泌乳牛にGHを投与すると筋肉や脂

肪などの組織へのインスリン依存性グルコース

の取り込みが抑制され，乳腺に配分されるグル

コース量が増加した。GH投与は泌乳基質確保

のために，インスリン非依存性のグルコースの

取り込みも増強する可能性を示唆している。

以上のことをまとめると，泌乳中の乳牛は視

床下部から乳腺に至るGHの制御系であるソマ

トトロピン軸を介して筋肉や脂肪などのインス

図５ 成長ホルモン投与による泌乳牛の体内におけるグルコースの消費割合
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下垂体前葉

成長ホルモン

糖新生

膵臓

インスリン

インスリン抵抗性

グルコース

乳糖合成

乳腺

乳  量

腸

脳

インスリン非依存性 インスリン依存性

脂肪

筋

リン感受性組織におけるグルコースの取り込み

を抑制して，グルコースを優先的に乳腺に配分

して乳量を増加させる（図６）。しかし，この作用は

泌乳中・後期のみに見られる作用であり泌乳最

盛期では外因性GHの効果は見られなかった。

９． 終 わ り に

筆者らは，安定同位体である１５Nを用いて第

一胃内の窒素の動態を追跡するトレーサ実験を

行い，反芻家畜の第一胃内における微生物の蛋

白質合成の様相を明らかにし，更に蛋白質を構

成しているアミノ酸への１５Nの取り込みについ

て世界に先駆けて明らかにした。

更に，ヤギ，子ウシ，泌乳牛などの家畜を用

いて１５N―尿素，アンモニウム塩，１３C―グルコー

ス，プロピオン酸，尿素，２H―グルコースを用

いた同位体希釈法により，反芻家畜の栄養生理

学的特徴，特に炭水化物と窒素代謝について定

量的に解明した。本研究成果は，動物体の栄養

素の動的代謝を非破壊的に，非侵襲的に捉えた

貴重な成果である。これらの研究成果は，世界

の反芻家畜生理学の分野において高く評価を受

けている。今後は，各種臓器における栄養素の

利用動態などの解明を血管のカニュレーション

による動静脈差法と同位元素希釈法を用いて行

えば，更に反芻家畜の臓器特異性など栄養生理

学的特徴が明らかにできると思われる。この分

野の今後益々の研究の発展を期待してやまない。
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