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要 約

代謝異常を検出する目的でガスクロマ トグラフィー/質 量分析計による尿の代謝産物解析を,発 育不良の黒毛和種牛
に応用 した.正 常牛18頭 の尿には,有 機酸,ア ミノ酸,糖 質,核 酸塩基などが検出され,さ らにグリシン抱合体などを

認めた.発 育不良牛1頭 において,オ ロット酸が多量に検出されたため,こ の牛をオロット酸尿症と診断した.尿 細管
形成不全の牛3頭 では,正 常牛と比較 して馬尿酸,ス ベリン酸およびフェノール類化合物の排泄増加を認めたが,全 般

的なアミノ酸類の濃度は低い傾向にあった.他 の発育不良牛14頭 では,馬 尿酸が多量に検出され,プ ロピオニルグリシ
ンが少ない傾向にあった.ま た有機酸(4-ヒ ドロキシフェニル酢酸,メ チルクエン酸,cis-ア コニット酸,グ リコール

酸)お よびアミノ酸(グ リシン,ピ ログルタミン酸,ア ラニン)が 少ない傾向にあった.
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和牛における発育不良は,地 域および種雄牛によって
異なるが,経 済的に大 きな問題 となっている.発 育不良

牛は,下 痢などの消化器症状や発咳,膿 性鼻汁および呼
吸困難などの肺炎症状を示し,多 くの場合はこれら消耗

性の症状が発育不良の原因と考えられている.し か し,
これらの症状の真の原因は不明の場合が多い.こ れまで

に和牛では,尿 細管形成不全[10],軟 骨形成不全[7],

甲状腺機能低下[16]な どが発育不良の原因として報告
されているが,こ れらの疾患の背後に潜む代謝異常は不

明である.
ガスクロマ トグラフィー質量分析計(GC/MS)は,

尿および血液の微量成分について定性 と定量の同時分析
が可能であり,生 体液の分析 に応用すると数多 くの疾患

が検索でき,ヒ トではすでに化学診断法 として多 くの先
天性代謝異常,糖 尿病などの検査 に用いられている[1,

3,4,17].こ の研究では,GC/MSに よる尿の代謝産物
プロフィル解析 を発育不良の黒毛和種牛に応用 した.

材 料 お よ び 方 法

試験牛 として,体 格(体 重および体高)が 日本飼養標
準[9]記 載の同月齢の黒毛和種より明 らかに劣 る発育

不良の黒毛和種牛(発 育不良群)15頭 と,遺 伝子診断

[11]に よりパラセリン-1/ク ローディン-16欠 損と診
断され発育不良を示す3頭(尿 細管形成不全群)を 用い
た.対 照群 として,発 育が正常で臨床的に異常を認めな
い3～15ヵ 月齢の黒毛和種牛18頭 を用いた.試 験牛の

概要を表1に 示す.
尿は自然排泄尿を採取 し,遠 心分離(2000rpm,15

分)後,上 清 を検査時まで-30℃ で凍結保存 した.試
料調整 として,100μlの 尿に30単 位のウレアーゼを添

加 し,37℃ で15分 間インキュベー トして尿中の尿素を

除去した.内 部標準物質としてn-ヘ プタデヵン酸20μg
を加え,0.9mlの 無水エタノールを加え,遠 心分離 して

除タンパクし,上 層を減圧下に濃縮乾洞 した後,N,O-
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図1正 常牛(No.5141)の 尿 中代謝産物の全イオンクロマトグラム

表1発 育不良群と尿細管形成不全群の概要

父牛の名号は略記名で示す.

ビス トリメチル シリル トリフオオアセタミン100μlと ト

リメチ ルクロ ロシラン10μlを 加 え,90℃40分 加 熱 し,

トリメチル シリル誘導体化 した.

GC/MS分 析a)は 以 下 の よ うに行 った.カ ラ ム は

Ultra Alloyplus.5と 金 属 キャピラリーカラム(30m×

0.25mm,i.d.,0.25μm)を 用 い,キ ャリアーガスとし

てヘ リウムガス を用 いた.試 料 は2μlを30:1ス プ リ

ッ トモー ドで 自動 注 入 し,60℃ か ら325℃ ま で毎 分

17℃ で 昇温 分析 した.マ ススペ ク トルは電子衝 撃法 に

よ りスキ ャンモー ドで測定 した.各 スペ ク トルは ミルス

生命科学研 究所 のデー タベ ースと標準品の ピー クを参照

し て 同 定 した.各 群 の 差 の 検 定 に は多 重 比 較 検 定

(post-hoctest)を 用 い,P<0.05を 有 意差 あ りとした.

成 績

正常牛の尿中代謝産物 の全 イオ ンク ロマ トグラムの1

例 を図1に 示す.検 出され た各物質の濃度 を,尿 中ク レ

アチニ ン濃 度を基準 とした相対濃度 で表2に 示す.正 常

牛 の尿 には,有 機酸,フ ェノー ル類化合物,ア ミノ酸,

糖 質,核 酸塩基が多数検出 された.ま た,健 常 ヒ トで は

検 出されない成分であ るグリシ ン抱合体や未知 のピー ク

が認 め られた.

発 育不良牛群15頭 の うち1頭 にお いて,オ ロ ッ ト酸

の著 しい排泄 増加 を認め た(No.5089,図2).こ の 牛

では,尿 へのオロ ッ ト酸排泄増加の原 因とな りうる他 の

異常 を認め なかったので,オ ロッ ト酸尿 症 と診断 した.

他 の発 育不良牛(図3,表2)で は,馬 尿 酸が多量 に

検 出 され,プ ロ ピオニ ルグ リシ ンが少 ない傾 向 にあっ

た.個 体 差は認め られたが,発 育不良牛 において正常牛

よ り減少 していた物質 は,有 機酸 で はメチ ルクエ ン酸,

2-デ オキ シテ トロ酸,cis-ア コニ ッ ト酸,グ リコール酸

で あった.ア ミノ酸 で は,グ リシ ン,ピ ログル タ ミン

酸,ア ラニ ンお よびスレオニ ンであった.

尿 細管形成不全群(表2)で は,馬 尿酸,2-ヒ ドロキ

シ馬尿 酸 とスベ リン酸濃度が高 く,フ ェノール類化合物

(カ テ コール,メ チ ルカテ コール)も 増加 していた.ア
ミノ酸類 は,全 体 的に濃度 が低い傾向 にあった.グ リシ

ン抱合体 では,フ ェニルアセチル グ リシ ンと4-ケ トン

ペ ンタニルグ リシ ンは増加 していたが,プ ロ ピオニルグ

リシンは減少傾向 にあった.

考 察

正常発育の黒毛和種牛の尿には,グ リシンの排泄がヒ

トよりも多 く,健 常ヒトでは検出されないグリシン抱合a)GC/MSQp5050,(株)島 津 製 作 所,京 都.
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図2オ ロット酸尿症牛(No.5089)の 尿中代謝産物の全イオンクロマ トグラム.明 瞭なオロット酸のピーク(○ 印)が 認められる.

図3発 育不良牛(No.4898)の 尿 中代謝産物の全イオンクロマ トグラム.
この発育不良牛では馬尿酸が多 く検出されたが,プ ロピオニルグリシンやイソバ レリルグリシンが検出されなかった.

体が検出され,尿 の代謝産物プロフィルにグリシン抱合
反応が強 く反映されていることが明らかとなった.反 甥

動物の血漿アミノ酸はグリシンが多いとされている[5].
尿へのグリシンおよびグリシン代謝化合物の排泄増加は,

ウシにおいて種 々の代謝および解毒反応にグリシン抱合
が多用されてお り,そ の結果として正常 ヒトでは尿に排

泄されないグリシン抱合体が排泄 されると考えられた.

また,反 甥動物では,馬 尿酸が尿中に多量に排泄される
ことはすでに報告されている[5].馬 尿酸は安息香酸と

グリシンの抱合体であ り,植 物体 リグニン由来のフェノ
ール類の代謝産物であることが示唆されている[6] .ウ

シの食性が,多 量の馬尿酸排泄と関係すると考えられた.

オロット酸尿症は,ピ リミジン代謝に関わる酵素であ
るuridine monophosphate synthaseの 欠損(DUMPS)

として知 られ,ヒ トでは他 にいくつかの遺伝子異常が関

わるとされている[15].ウ シのDUMPSは,常 染色体

性劣性の遺伝性疾患であり,ホ ルスタイン種において報
告がある[12,13].ホ ルス タイン種のオロッ ト酸尿症

(DUMPS)で は,異 常遺伝子をホモで持つ個体 は胎子
死 となるが,ヘ テロである個体は,臨 床的には異常が認
め られず,む しろ産乳能力が優れている[12,13].今

回の黒毛和種の症例では,発 育不良の他に小球性貧血,

下痢 を認めたが,他 の臨床的異常は認められなかった.

発育不良牛では,正 常牛よりも馬尿酸が尿中に多 く検
出された.前 記のように馬尿酸は安息香酸のグリシン抱

合体であ り,そ の尿への排泄量はグリシンの解毒作用を
反映する.発 育不良牛では,何 らかの原因で芳香族アミ
ノ酸のフェニルアラニンとチロシンの代謝過程に生成さ

れる安息香酸が蓄積 し,こ れがグリシンと抱合 し,馬 尿

酸として大量に尿中に排泄されたと考える.い っぽう,
発育不良牛において低濃度の傾向にあったプロピオニル

グリシンは,分 枝鎖アミノ酸のバリン,ロ イシン,イ ソ
ロイシンの代謝過程で生成されるプロピオニルCoAの

グリシン抱合体である[8].発 育不良牛では,な ぜ安息

香酸のグリシン抱合が強 く,プ ロピオニルCoAの グリ
シン抱合が弱いのかという理由については不明である
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表2主 要 な 検 出 物 質 の 濃 度

各物質の濃度は尿中クレアチニン濃度を1.000とした相対濃度で示す.オ ロット酸尿症の牛は発育不良牛群のデータに含まれない,
NS:有 意差なし,OH:ヒ ドロキシ.

が,こ の原因 と して,1)安 息 香酸 の貯留,2)プ ロ ピオ
ニルCoAの 生 成不足,3)グ リシ ン不足 な どが考 え られ

る.ま た,グ リシ ンの合 成過程,プ ロピオニルCoAの

生 成過程 にお いて ビタミンB6が 補 酵 素 として作用 して

いる[2]の で,発 育不良牛の一部 にビタミンB6欠 乏 が

存在する可能性 も考えられる.い っぽう,発 育不良群に
おけるアラントインの低下については統計的に有意差は

認められたが臨床的意味は不明であった.

尿細管形成不全牛では,尿 中のフェノール類(2-ヒ ド
ロキシ安息香酸,カ テコール,メ チルカテコール)の 排泄
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が増加していた.尿 中フェノール類の排泄増加は,人の慢

性腎不全患者でも認められる所見であり[14],腎 機能低
下に伴う所見である可能性がある.フ ェノール類は毒性
が高 く,貧 血の原因あるいは尿毒症物質の一つと考えら

れている[14].尿 中へのフェノール類化合物の排泄増加

は,身 体 におけるフェノール類化合物の増加を示唆 し,
これらは造血や細胞増殖の過程に影響 を及ぼすことが考

えられ,尿 細管形成不全牛において普遍的に見 られる貧

血1や発育不良の原因の一つとなることが示唆された.し
か し,スベリン酸の増加については意義が不明であった.

発育不良の黒毛和種牛を用いて尿の代謝プロフィルを

検討 したところ,グ リシン抱合の変化,ピ リミジン代謝

異常(オ ロット酸尿症),フ ェノール類化合物の排泄増
加 を確認 した.発 育不良,虚 弱あるいは奇形のウシに
GC/MSを 応用 し,代 謝異常を明らかにすることを通 じ

て,さ らに多 くの疾患を検出できる可能性がある.ま

た,直 接的な原因は特定できな くても,「原因不明」の

疾患を解明す るための手がか りを得 られる可能性があ
る.ウ シにおいても発育不良牛あるいは虚弱牛を対象に

した代謝異常検出システムをつ くり,異 常の早期検出と

的確な対応 をすることは,経 済的損失を防 ぐためにも重

要であると考えられる.
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Urinary Metabolic Profiles of Growth-retarded Japanese Black Cattle by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry Analysis

Hitoshi KITAGAWA*, Katsuya KITOH, Yasunori OHBA, Takanori KAWASHIMA,
Hitoshi TAKAHASHI, Makoto YOSHIDA, Chunhua ZHANG

and Isamu MATSUMOTO

* Faculty of Agriculture, Gifu University, 1-1 Yanagido, Gifu, 501-1193, Japan

SUMMARY

To detect metabolic abnormalities, we performed gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) on
growth-retarded Japanese Black cattle. Many organic acids, amino acids, sugars, nucleic-acid bases, and
glycine conjugates were detected in urine from 18 normal, cattle. Increased excretion of orotic acid was
observed in one growth-retarded calf. In 3 calves with renal tubular dysplasia, concentrations of hippurate,
suberate, and phenols tended to be higher and concentrations of propionylglycine lower than in normal calves.
In 14 other growth-retarded calves, concentration of hippurate was higher and concentration of propionyl-
glycine tended to be lower than in normal calves. Concentrations of organic acids (4-hydroxyphenylacetate,
methylcitrate, cis-aconite, and glycolate) and amino acids tended to be lower.-Key words: gas chromatogra-
phy/mass spectrometry, growth retardation, Japanese black cattle, urinary metabolic profile.
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