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牛ルーメン液の浸透圧は，採食に伴うルーメン内の揮

発性脂肪酸やミネラルの濃度変化，および水の吸収の程

度と密接に関係する［1］ことが知られている．また，

ルーメンアシドーシスを呈した牛では，病態の悪化に伴

うルーメン液浸透圧の上昇［2］が報告されており，ル

ーメン環境を把握するうえで浸透圧の測定は有用と考え

られている．ルーメン液では，氷点降下法［3］による

浸透圧値が報告されているが，前処理法や測定条件につ

いてはさまざまで，一定していない［2, 4h8］．そこで，

ルーメン液の前処理法や測定条件の違いが，氷点降下法

による浸透圧の測定値に及ぼす影響について検討した．

材 料 お よ び 方 法

供試材料：第一胃にフィステルを装着した健康なホル

スタイン種成牛3頭（牛No. 1：雌，No. 2および3：

去勢雄，体重535～565kg）を用いた．牛には，粗飼料

を主体とした1日2回の制限給餌（1日量：乾草5kg，

配合飼料2kg）を行った．試験に用いたルーメン液は，

朝給餌から4時間後にフィステルより採取した．

材料の前処理法：採取したルーメン液は，すみやかに

氷冷保存し，2重ガーゼで濾過してサンプル原液とした．

サンプル原液は，メンブレンフィルター（Minisar t

NML，Sartorius，孔径：0 .45 および0 .20μm，Ger-

many）による濾過と遠心分離の組み合わせにより，9

通りの前処理を実施した（図1）．遠心分離の条件として

は，加速度1,000g，10分間，4℃および加速度12,000g，

30分間，4℃，メンブレンフィルターとしては孔径が

0.45μmおよび0.20μmのものを用いた．前処理したサ

ンプルは，測定直前まで4℃で保存した．

浸透圧の測定：自動浸透圧計（A d v a n c e d 3D3

Single-Sample Osmometer, ADVANCED INSTRU-

MENTS, INC, U.S.A.）を用いて，同一サンプルについ

て10回測定し，平均値，標準偏差（SD）および変動係

数（CV）を求めた．

実験手順：まず，供試牛1頭（No. 1）から採取した

ルーメン液に，前述した9通りの前処理を行い測定用サ

ンプルとした．浸透圧計の結晶化温度を，血漿目的の一

般的な浸透圧測定条件［3］である－5.6℃に設定して，

浸透圧を同一サンプルについて10回測定した．

また，過冷却中の測定用サンプルが，結晶化温度に達

する前に凝固した場合，凝固を開始する温度（凝固開始

温度）を測定した．測定は同一サンプルについて10回

実施した．

次に，浸透圧計の結晶化温度を－3 .7 ℃に設定して，

供試牛3頭から採取したルーメン液に前述の9通りの前

処理を行い測定用サンプルとし（表1），同一サンプルに

ついて，10回ずつ浸透圧を測定した．浸透圧測定後の

余剰サンプルは，－30℃で凍結保存した．
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フィステルを装着した健康牛からルーメン液を採取し，浸透圧計の結晶化温度を，血漿の一般的な条件である－5.6℃

に設定したところ，測定値が得られなかった．ルーメン液を過冷却すると－3.9～－5.5℃の範囲で凝固を開始するた

め，結晶化温度を－3.7℃に設定したところ，再現性のよい測定値が得られた．また，2重ガーゼで濾過しただけのルー

メン液は，遠心分離やメンブレンフィルターで前処理したルーメン液に比べて浸透圧が高値を示す傾向がみられ，凍

結・融解後のルーメン液では，凍結前に比べて浸透圧が有意に低下した．
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さらに，これらの凍結サンプルを融解した後，同一サ

ンプルについて10回ずつ浸透圧を測定し，凍結・融解

処理による影響について比較検討した．

統計解析：各前処理サンプル間の比較は一元配置分散

分析（ANOVA）により実施した．凍結前と凍結処理の

比較はStudent’sht検定により実施した．それぞれ，危

険率5％未満を有意な差とした．

成　　　　　績

浸透圧計の結晶化温度を－5.6℃に設定して，9通り

の前処理を行った測定用サンプル（牛No. 1）すべてで

上記の結晶化温度まで過冷却できず，測定値を得ること

ができなかった．

そこで，9通りの前処理を行った測定用サンプルの過

冷却中の凝固開始温度を計測したところ，－3 .9 ℃か

ら－5.5℃の範囲に分布していた（図1）．

凝固開始温度の測定結果から，浸透圧計の結晶化温度

を－3.7℃に設定して，供試牛3頭について9通りの前

処理を行ったサンプルを測定したところ，すべて測定可

能となり，変動係数（CV）は0.35～1.12％と良好な再

現性を示した（表 1）．また浸透圧の範囲は，231 ～

283mOsm/kgであった．遠心分離およびメンブレンフ

ィルター濾過の前処理を行った測定用サンプル群間では

浸透圧に有意な差は認められなかった．いっぽう，前処

理をしていないサンプル原液の浸透圧には高値を示す傾

向が認められ，特に牛No. 2とNo. 3では，有意な高値

（P＜0.05）を示した（表1）．

さらに，凍結・融解処理後に浸透圧を測定したとこ

ろ，各供試牛の平均値（mOsm/kg）および標準偏差

は，おのおのNo. 1が 274± 2.0，No. 2が 271± 4.8，

No. 3は226± 1.9であった．いっぽう，凍結前の測定

値はNo. 1が 281± 2.5，No. 2が 277± 2.3，No. 3が

232±2.0で，凍結・融解処理後の浸透圧は，凍結前に

比べて有意な低値（P＜0.01）を示した．

考　　　　　察

氷点降下法による浸透圧測定では，一般的にサンプル

液を約－6℃の結晶化温度まで十分に過冷却し，結晶化

を誘起して急速に凝固させている［3, 9, 10］．しかし，

ルーメン液は，－6℃まで過冷却されないうちに凝固を

開始してしまうため，測定値が得られないことがわかっ

た（図1）．水溶液の凍結には溶液中に氷核が生成される
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図1 ルーメン液の各種前処理後の過冷却中の凝固開始温

度の分布

1）遠心分離：遠心分離操作の有無．数値は加速度（g）
2）MF：メンブレンフィルターによる濾過の有無．
数値はフィルター孔径（μm）

表 1　ルーメン液の各種前処理後の浸透圧 

前処理法 

MF 3） 
平均値1） 

（mOsm/kg） SD 4） CV 5） 

牛No. 1

牛No. 2

牛No. 3

― 
― 
― 
1,000 
1,000 
1,000 
12,000 
12,000 
12,000 

― 
― 
― 
1,000 
1,000 
1,000 
12,000 
12,000 
12,000 

― 
― 
― 
1,000 
1,000 
1,000 
12,000 
12,000 
12,000

― 
0.45 
0.20 
― 
0.45 
0.20 
― 
0.45 
0.20 

― 
0.45 
0.20 
― 
0.45 
0.20 
― 
0.45 
0.20 

― 
0.45 
0.20 
― 
0.45 
0.20 
― 
0.45 
0.20

281.6 
280.4 
279.3 
282.1 
281.7 
280.2 
281.6 
282.6 
282.3 

280.9 a） 
276.4b） 
275.1b） 
276.4b） 
276.1b） 
275.6b） 
277.1b） 
276.6b） 
274.9b） 

234.6 a） 
231.4 
231.1b） 
233.2 
232.5 
231.6 
231.7 
232.1 
231.8

2.26 
2.17 
2.21 
2.26 
2.50 
2.15 
3.17 
2.22 
1.91 

1.36 
0.97 
1.60 
1.92 
1.97 
1.58 
1.81 
1.24 
1.73 

1.65 
1.88 
1.66 
1.81 
1.78 
1.71 
1.41 
2.32 
2.15

0.80 
0.77 
0.79 
0.80 
0.89 
0.77 
1.12 
0.79 
0.68 

0.49 
0.35 
0.58 
0.70 
0.71 
0.57 
0.65 
0.45 
0.63 

0.70 
0.81 
0.72 
0.78 
0.77 
0.74 
0.61 
1.00 
0.93

1）浸透圧計の結晶化温度を－3.7℃に設定して測定 
（各 n＝10）． 
2）遠心分離：遠心分離操作の有無．数値は加速度（g） 
3）MF：メンブレンフィルターによる濾過の有無． 
数値はフィルター孔径（μm） 

4）SD：標準偏差 
5）CV：変動係数（％） 
異符号（a，b）間に有意差あり（P＜0.05）． 

遠心分離2） 
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必要があり，氷核生成促進物質として，硫化銅などの無

機物やPseudomonas sp.などの微生物由来タンパクが知

られている［9］．また過冷却状態におかれた水中の油脂

分子は，不純物の存在下で結晶化しやすいことが知られ

ており［9］，ルーメン液中の微生物タンパク，飼料由来

の無機物や油脂成分等が，過冷却中のルーメン液の凝固

を促進した可能性が考えられた．本試験結果より，ルー

メン液の浸透圧を測定する場合，分析機の結晶化温度

を，血漿等を目的とした－5.6℃ではなく，－3.7℃に設

定する必要があることが示された．

遠心分離やメンブレンフィルターによる前処理を一切

おこなわないルーメン液の浸透圧は，これらの前処理後

に比べて高値を示す傾向が認められた．希薄水溶液の氷

点降下は，溶液中の溶質の重量モル濃度に比例する［3］．

しかし，サンプル中に固形物が混入していると過冷却が

十分にできないこともあり［10］，サンプル原液に多く

含まれる飼料等の夾雑物が測定値に影響を与えた可能性

が考えられた．また，本試験で得られた浸透圧値（231

～283mOsm/kg）は，既報値（265～378mOsm/kg）

［6h8］より低値であったが，飼料の種類と給与量，飼料

給与からルーメン液採取までの時間などの差異によるも

のと推察された．

凍結・融解処理後のルーメン液浸透圧は，凍結前に比

べて有意な低値を示した．ルーメン液には牛が摂取した

粗飼料や配合飼料が多く含まれている．たとえば大豆由

来のリン脂質から成るリポソームは小型の脂質二重膜構

造であるが，凍結・融解すると大型の単層リポソームへ

と構造が変化し，凍結前に比べて電解質や高分子を取り

込む容量が大きくなることが知られている［11, 12］．本

試験で用いた配合飼料にも大豆等が含まれており，この

ような飼料成分を含むルーメン液を凍結・融解すること

で重量モル濃度に変化が起こり，浸透圧に影響を与えた

可能性が考えられた．

以上の結果から，ルーメン液の浸透圧を氷点降下法で

測定する場合，測定機器の結晶化温度を－3.7℃に設定

し，採取したルーメン液は2重ガーゼでの濾過に加え，

遠心分離あるいはメンブレンフィルター濾過の前処理を

して測定に供することが望ましいと考えられる．また，

凍結保存したルーメン液は浸透圧が低下するため，凍結

保存は避けるべきである．

牛のルーメンアシドーシスの病態把握には，ルーメン

液中の揮発性脂肪酸やエンドトキシン濃度の測定が有用

であるが［13］，コストが高く測定操作も煩雑なため臨

床現場での汎用は難しい面もある．浸透圧の測定は，操

作が簡便で結果も短時間で得られる利便性があることか

ら，今後は臨床的な汎用性と有用性を生かすために，さ

まざまな病態や給餌条件下でのデータ蓄積を進めること

が重要と考える．

本研究の一部は農林水産省委託プロジェクト「粗飼料多給に

よる日本型家畜飼養技術の開発」で実施した．
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Examination of the Measurement Condition of Rumen Osmolality of Cattle
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SUMMARY

We examined the effect of the measurement conditions of rumen osmolality in cattle using freezing point
methods.  Rumen fluid was collected from ruminally cannulated healthy Holstein cattle.  When the crystalliza-
tion temperature of the osmometer was set as －5.6℃, the standard for blood plasma, osmolality was not able
to be measured in the samples at all.  When rumen fluid samples were subjected to supercooling, the samples
were coagulated in the range of －3.9 to －5.5℃.  Therefore, when the crystallization temperature of the osmome-
ter was set as －3.7℃, osmolality was able to be measured in all samples.  The osmolality of rumen fluid fil-
tered using a double cheesecloth had a high level compared with samples carried out by centrifugation, or fil-
tration with the membrane filter (0.45 or 0.20μm pore-sized).  After it was frozen and then thawed, rumen fluid
showed a lower osmolality than samples that had not been frozen. 
― Key words : cattle, rumen fluid, ruminal osmolality.
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