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12 血清銅測定法の検討及び比色定量法による県内黒毛
和種子牛・育成牛の血清銅値の調査

中央家畜保健衛生所

鬼塚 伸幸

                        

家畜の正常な発育及び健康に不可欠である必

須微量元素で、各種酵素の成分であり、肝臓で

産生されるセルロプラスミンにより運搬・代謝

され、ヘモグロビン生成、組織からの鉄の動員、

被毛の着色などに関与し、欠乏すると被毛の退

色、貧血、下痢、神経障害等を起こす。

銅中毒では、急性で嘔吐、筋麻痺、神経症状、

慢性で溶血、黄疸、血色素尿などを起こし、剖

検で肝臓黄色化、腎臓黒色化などがみられる。

近年、全国的に飼料添加物や銅含量の高い飼

料を給与された子牛や牛用飼料を給与されため

ん羊などで毎年のように銅中毒の発生がみられ

ている１，２，３，４，５，６)。また、銅欠乏症も散発

している７，８)。

万が一、銅中毒や、銅欠乏症が発生した場合

には、血清や肝臓等の銅の測定が必要となるが、

一般的な測定方法である原子吸光分光光度計が

当家畜保健衛生所にはないことから、血清銅測

定法について、その他の測定方法を検討すると

ともに、県内の黒毛和種の子牛・育成牛の血清

銅値を把握するために調査を実施したので報告

する。

１ 材料と方法

（１）血清銅測定法の比較検討

材料として、令和４年度牛アルボウイルス感

染症サーベイランス事業（以下、アルボ事業）

で採材された 51～235 日齢の健康な子牛・育成

牛の血清 69 検体（黒毛和種 64 検体、ホルスタ

イン種２検体、褐毛和種３検体）を用いた。農

研機構動物衛生研究部門ホームページの「家畜

における生化学病性鑑定のための臨床生化学的

検査マニュアルⅨ-1」で示された試験管を用い

る比色定量法（以下、比色法）９)とマイクロプ

レートを用いた簡易比色法（以下、MP 法）を用

い、測定の手順数、時間及び費用を比較し、両

方の相関関係をみた。比色法に必要な試薬は、

図－１のとおりでキレート剤として、バソクプ

ロインジスルホン酸二ナトリウム用い、各検査

試薬は事前に作製し小瓶にストックしておい

た。比色法の手順は図－２に示した。

図－１ 比色法の必要試薬

（１）必要試薬

（２）検査試薬

 銅標準液（1,000mg/dL）
 塩酸（精密分析用）
 トリクロロ酢酸（特級）
 L(+)アスコルビン酸
 酢酸ナトリウム三水和物
 バソクプロインジスルホン酸二ナトリウム

以下の検査試薬を事前に作製
 銅測定用標準液（25，50，75，100，150，200μg/dL）
 1N塩酸
 20％トリクロロ酢酸溶液
 0.2％アスコルビン酸溶液
 発色液

バソクプロインジスルホン酸二ナトリウム20mgを
2mol酢酸ナトリウム溶液100mLに溶解

図－２ 比色法の手順

比色法の手順
血清1mLを試験管に分注
↓

1.0N塩酸0.5ｍLを分注し、ボルテックスミキサー
↓

85℃（80～95℃）に温浴（2分間）
↓

放冷（室温放置、約15分間）
↓

20％トリクロロ酢酸0.5ｍLを分注し、
ボルテックスミキサー
↓

30分間放置（室温）
↓

遠心（3000rpm、10分間）
↓

上清1.0ｍLを別の試験管に分注
↓

上清1.0mLにアスコルビン酸溶液60μLを分注し、
ボルテックスミキサー
↓

発色液0.5ｍLを分注し、ボルテックスミキサー
↓

485nmで吸光度測定（紫外可視分光光度計）
↓

血清同様に測定した銅測定用標準液の吸光度から
標準曲線を作成し、銅濃度（μg/dL）を算出

温浴中（85℃）
遠心後の検体状態

紫外可視分光光度計
発色液分注後の標準液

発色液分注後の検体

MP法は3,5-DiBr-PAESAをキレート剤とした市

販の検査キット「メタロアッセイ銅測定LS」（図

－３）を用い、その手順は図－４に示した。
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図－３ MP法の必要試薬

（１）必要検査キット
 メタロアッセイ銅測定LS
（メタロジェニクス株式会社製）
・緩衝液
・キレート試液（3,5-DiBr-PAESA）
・銅標準液（200μg/dL）

（２）発色液
以下の発色液を直前に作製
 発色液
1検体あたり、キレート試液（3,5-DiBr-PAESA）5μLを
緩衝液240μLに混合

※有効期限があり、
また、開封後は1か月以内の使用が必要

（２）県内黒毛和種子牛及び育成牛の血清銅値

の調査及び正常範囲の検討

令和４年度アルボ事業で採材された 51～375

日齢の健康な黒毛和種牛の血清、延べ 265 検体

を用いて、血清銅の測定を行った。

測定方法は、１（１）の血清銅測定法の比較

検討の結果から比色法を用いた。

得られた結果を基に百分位数を用いる統計手

法 10）により正常範囲を求めた。

２ 成績

（１）血清銅測定法の比較検討

測定手順は、比色法が11手順、MP法が５手順

と、MP法の手順が少なかった（図―５）。

測定時間は、比色法では１検体当たり平均

61.14分となり、30検体実施した場合には181.2

分と試算された。MP 法では１検体当たり平均

13.9分となり、30検体を実施した場合でも20.5

分と試算され、比色法の約１/９の時間で測定可

能であった（図－６、図－７）。

測定費用は、表－１に示すとおりで、比色法

は、使用した６種類の試薬を１検体当たりの金

額に換算し、合計した金額は4.38円となった。

一方、MP法は、１検体当たりの金額が226.7円

となり、比色法の約52倍であった。また、MP法

のキットには有効期限があり、さらに、試薬の

入ったパウチの開封後は１か月以内の使用が必

要であった。

比色法とMP法との間に相関係数0.539
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（p<0.01）と正の相関がみられたが、MP法の値

が比色法の２倍以上の値を示す検体がみられた

（図－８）。

（２）県内黒毛和種子牛及び育成牛の血清銅値

の調査及び正常範囲の検討

比色法を用い、51～375日齢の健康な黒毛和種

牛の延べ 265 頭の血清銅を測定したところ、平

均値（±標準偏差）は78.9±22.5μg/dLとなり、

日齢にかかわらず、50～100μg/dL付近に多く分

布していた（図－９）。

表－２に示すとおり、正常値とされる 70～

105μg/dLの範囲にあったのは50.2％（133/265

頭）で、この正常範囲を上回ったものは10.6%、

下回ったものは 39.2%と正常値とされる範囲か

ら外れたものが約半数あった。なお、日本飼養

標準 肉用牛2022年版11）で示された欠乏値（<50

μg/dL）のものが 2.3%、過剰値（>150μg/dL）

のものが1.5%あった。

約半数が、正常値とされる範囲外にあったこ

とから、今回の成績をもとに正常範囲を検討し

た。正規分布を示さなかったため、百分位数を

用いる統計手法で正常範囲を求めたところ、

50.4～131.6μg/dLとなった（図－10）。

３ まとめ及び考察

測定法の比較検討では、比色法とMP法との間

に有意な正の相関がみられたが、MP 法の値が比

色法の値の２倍以上となった検体がみられた。
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このことについては、人の領域ではあるが、MP

法と同じ3,5-DiBr-PAESAを用いた方法と他法と

の比較で、3,5-DiBr-PAESA 法の値に乖離がみら

れた検体があり、それらの反応液で白濁もしく

は沈殿がみられたとの山田の報告 12）もあること

から、今回も同様の現象があったものと思われ、

蛋白の可溶化が十分に行われなかった可能性が

考えられた。

MP 法は操作が簡単だったが、費用が比色法の

約52倍を要し、測定キットの使用期限も限られ

ていた。このことから、日常的に用いる方法と

しては、比色法が適していると考えられた。

比色法で測定した黒毛和種の子牛、育成牛の

血清銅値の平均値は78.9±22.5μg/dLで、今回

の調査結果から求めた正常範囲は 50.4～

131.6μg/dLとなった。

今回の結果を成書や過去の報告 11，13，14，15，16）

と比較してみたところ、下限値は、50～70μg/dL

の報告が多く、また、日本飼養標準肉用牛 2022

年版に記載されている欠乏値<50μg/dL の境界

とほぼ一致した。一方、上限値についての報告

は、105～170 とやや幅があり、今回の結果は、

そのほぼ中間の値となったが、日本飼養標準の

過剰値 150μg/dL よりは小さい値となった（表

－３）。

これらのことから、銅欠乏症の診断には有効

と考えられ、銅中毒の診断にも活用可能と思わ

れた。

今回算出した正常範囲をもとに、発生時の診

断に役立てるとともに、今後さらに、データの

蓄積を行っていきたい。
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