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出生後から育成期の子牛の免疫システムは未完成であ

るため，感染症を予防するためには牛を衛生的な環境に

置き，適正な発育を促すことが重要である．人では小児

の発育不良の原因の一つに新生児期の栄養摂取不足があ

げられる．蛋白，鉄やビタミン等の不足は感染症を発生

しやすくし［1］，特に発展途上国の小児では低栄養によ

る呼吸器病や寄生虫感染症などの発症リスクが増加する

とされる［2］．いっぽう，子牛では下痢や肺炎などの感

染症の発生が多くみられるが，飼料充足率を満たさず低

栄養にある子牛において末梢T細胞の減少が観察される

ことから［3］，感染症を発症する子牛では小児と同様に

低栄養が抗病性に影響している可能性がある．

成長ホルモン（GH）は動物の発育を支配する重要な

ホルモンの一つで，GH欠乏により胸腺が委縮するが，

GHを投与すると胸腺由来細胞の分化・増殖が促進され

る［4］．また低栄養状態では胸腺や脾臓などの萎縮およ

び末梢血リンパ球分化能減少により免疫機能が低下する

［5］．いっぽう，コルチゾルはストレス時に分泌される

ホルモンで，GHに反して免疫機能を抑制する作用を持

ち，胸腺に対してはアポトーシスによる胸腺委縮を誘導

する［6］．このように動物の内分泌機能と免疫機能の関

係は密接であり，適切な成長と内分泌や免疫機能とが関

連していると推察されるものの，子牛の成長状態と免疫

機能についてはほとんど明らかにされていない．そこで

本研究では哺乳子牛の体型を評価し，体型と免疫および

内分泌機能との関連性を調査した．

材 料 お よ び 方 法

供試牛： 10戸の牧場で飼育されていたホルスタイン
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要　　　　　約

発育不良の子牛は肺炎や下痢などに罹患しやすい．哺乳期における栄養や成長度合いと子牛の免疫システムの発達は

感染症の発生とも密接に関連する．本研究の目的はホルスタイン種子牛の体型と内分泌あるいは免疫機能との関連性を

検証することである．40頭の外見上病的症状が認められなかったホルスタイン種哺乳子牛を対象に，日本飼養標準・乳

牛2006年に基づいて体重が標準未満であった群（低体重群;n＝14）と体重および体高ともに標準を充足していた群

（対照群;n＝26）に分け研究に供した．供試験牛のBody Condition Scoreおよび胸幅を測定し，末梢血白血球ポピュ

レーション，サイトカイン遺伝子発現量ならびに成長ホルモン（GH）レセプター（R）とコルチゾルR遺伝子発現量，

血清 G Hおよびコルチゾル濃度を測定した．低体重群では体高当たりの胸横幅が低かった．低体重群の末梢血

TcR1hN12＋γδT細胞数が対照群に比べ有意に減少した．また低体重群のGH濃度，単核球 ILh4，ILh12，GHhRおよ

びコルチゾル hR遺伝子発現量は低値を示した．これらのことから飼養標準に比べて低体重である子牛は細胞性免疫お

よび液性免疫機能が低下していることが示唆された．―キーワード：体型，内分泌，免疫機能，哺乳子牛．
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していた群（対照群;n＝26;平均48.9±4.9日齢）の

2 群に分けた．これらの個体において，体重，体高，

Body Condition Score（BCS）ならびに胸幅を測定し

た．本研究では，成長による胸幅への影響を除外するた

め，体高当たりの胸幅の割合として胸縦幅／体高と胸横

幅／体高を算出して比較した．なお，本研究では疾病の

発生がない子牛を対象とした．また低体重群の子牛が特

定の牧場に偏ることは無かった．

体測：BCSはEdmonsonら［7］の方法により評価

した．体重および体高はホル式牛体体重推定尺ならびに

牛体測定器（富士平工業譁，東京）を用いて測定した．

胸縦幅は第4胸椎棘突起頂点から胸骨までの幅，また胸

横幅として呼気時の肋幅を牛体測定器により測定した．

採血と血液検査：供試牛からの採血は午後1時から4

時までの給餌前に実施し，プレーン，フッ化 N a，

EDTAh2Naおよびヘパリン添加入り採血管に分注した．

なお，プレーン血液はホルモン濃度の測定に，EDTAh

2Na添加血液は血液一般検査ならびに白血球表面抗原解

析に，またヘパリン添加血液は real-time PCR法による

サイトカインおよびホルモンレセプター（R）mRNA発

現量の解析におのおの用いた．

血清ホルモン濃度測定：コルチゾルの測定はマイクロ

プレートを使用した酵素免疫測定法により実施した［8］．

またGHは，マイクロプレートを使用した競合免疫測定

法を応用した，時間分解蛍光免疫測定法により実施した

［9］．モルモットhγhグロブリンヤギ血清をマイクロプ

レートに固相化させ，ブロッキング終了後，希釈した一

次抗体（抗GH羊血清）を添加して振盪した．一次抗体

処理後，GH標準品（National Hormone and Peptide

Program, U.S.A.）または被検血清を添加し，振盪した．

次に E u h 標識 G H を添加し，反応後，増強試薬

（Enhancement Solution, Wallac, Finland）を添加し，

時間分解蛍光光度計（1234 DELFIA 獏 Fluorometer,

Wallac, Finland）で蛍光強度を測定した．

末梢血ポピュレーションの解析：白血球表面抗原の解

析は間接蛍光抗体法を用い，報告されている方法に準じ

てフローサイトメーター（FACScan, Becton Dickin-

son, U.S.A.）で測定・解析した［10］．使用した一次抗

体は抗ウシ CD3（MMIA, VMRD, U.S.A.）， CD4

（ CACT183B, VMRD, U.S.A.）， CD8（ 9ACT80C,

VMRD, U.S.A.），CD21（GB25A, VMRD, U.S.A.），

TcR1hN12（ACT61A, VMRD, U.S.A.），MHC class蠡

（TH14B, VMRD, U.S.A.）および抗ヒト CD14（MYh

4;ベックマンコールター譁，東京）である．算定はこ

れまでの報告を参考に［11］，FACScan解析により得ら

れたサイトグラム中の単核球および顆粒球の割合，単核

球中の各抗原の陽性割合および白血球数から次の計算式

にて各細胞の実数値を算出した．

細胞数（×102/μl）＝

単核球中の対象細胞陽性率×白血球数×

［単核球割合／（単核球割合＋顆粒球割合）］

real-time PCR：ヘパリン添加血液から比重遠心法

で単核球を分離し，mRNAを抽出した．これまでの報

告［10, 12］を参考に，抽出したmRNAを用いてcDNA

を合成し，real-time PCRに供した．PCRにおいては，

使用した牛のプライマーデザインは表1に示したデザイ

ンにより，内部標準遺伝子としてβhactinを用いて実施

し た ． SYBR Green PCR Master Mix（ Applied

Biosystems, U.S.A.）を利用して報告されている方法に

準じて 7700 Sequence Detectorを用いて real-time

PCRを実施した．またサイトカイン遺伝子発現量は増

幅した各遺伝子のThreshold Cycle（Ct値）を用いて，

サイトカイン遺伝子発現量＝

2（－（サイトカインのCt値 –β–actinのCt値））

の計算式にて求めた．

検定： 2群間の比較はStudentの thtestにより解析し

た．各測定値は平均値±標準誤差で表示した．また，検

査項目間の数値の相関性の評価についてはPearsonの相

関係数を求めた．

成　　　　　績

低体重群の体重ならびに胸横幅／体高は対照群に比べ

て有意に低値を示したが（P＜0.01），BCSならびに胸

縦幅／体高においては有意な差が認められなかった（表

2）．

低体重群の白血球数および単核球数は対照群に比べ有

 項　目 forward (5'h3') reverse (5'h3') 

 ILh4 ＴＧＣＣＣＣＡＡＡＧＡＡＣＡＣＡＡＣＴＧ ＴＴＴＡＧＣＣＴＴＴＣＣＡＡＧＡＧＧＴＣ 
 ILh12 ＡＧＧＴＣＧＴＧＧＴＡＧＡＡＧＣＴＧＴＧ ＣＣＴＴＧＴＧＧＣＡＴＧＴＧＡＣＴＴＴＧ 
 IFNhγ ＡＧＣＣＣＡＧＡＴＧＴＡＧＣＴＡＡＧＧＧ ＣＴＣＣＡＧＴＴＴＣＴＣＡＧＡＧＣＴＧＣ 
 GHhR ＴＴＡＴＧＣＣＣＡＧＧＴＡＡＧＣＧＡＣＡＴＴＡＣ ＴＧＡＴＴＴＴＧＴＴＣＡＧＴＴＧＧＴＣＴＧＴＧＣ 
 コルチゾルhR ＴＧＡＣＴＴＣＣＴＴＧＧＧＧＡＣＴＴＴＧ ＴＧＡＧＧＡＡＣＴＧＧＡＴＧＧＡＧＧＡＧ 
 βhactin ＣＴＴＴＴＡＣＡＡＣＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧ ＣＡＣＧＧＴＣＣＧＴＧＡＧＧＡＴＣＴＴＣ 

表 1 　サイトカインプライマーデザイン 
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意に低値を示した（おのおのP＜0.05，P＜0.01）．ま

た低体重群のTCR1hN12＋γδT細胞数およびCD14＋細

胞数が対照群に比べ有意に低値を示した（P＜0 .05）．

その他の細胞数には有意な差を認めなかった（表3）．

低体重群の IFNhγ，ILh4および ILh12遺伝子発現量

は対照群に比べ低下する傾向にあり，ILh4 ならびに

ILh12においては有意な差を認めた（P＜0.05）（表4）．

血清ホルモン濃度において，低体重群の血清GH濃度

は対照群に比べて有意に低値を示した（P＜0.05）．し

かし血清コルチゾル濃度は2群間で有意な差を認めなか

った．さらに単核球中のホルモンhR遺伝子発現量では，

低体重群のコルチゾル hRおよびGHhRは対照群に比べ

て有意に低値を示した（P＜0.05）（表5）．

供試子牛の体型に関する項目と免疫機能の解析成績と

の相関性は表6に示した．体重，体高ならびに胸横幅／

体高は単核球数とに正の相関性が認められたものの，胸

縦幅／体高と単核球数とには負の相関性が認められた．

その他の項目においても有意性が認められた．

考　　　　　察

本研究では日本飼養標準を満たしていない低体重の子

牛において免疫機能の低下の傾向やGH濃度および単核

球GHhRとコルチゾル hR遺伝子発現量の低下が認めら

れた．低体重群では体重ならびに胸横幅／体高において

有意に低値を示し，体幅が狭い体型という特徴があり，

痩せ形の子牛では免疫機能の低下があるものと示唆され

た．

幼齢期における牛の免疫システムの特徴の一つにγδ

T細胞が多いことがあげられる．γδT細胞は皮膚や腸

管粘膜上皮間に多く存在し，自然免疫機能と獲得免疫機

能の相互作用，感染防御に働いている［13］．幼齢動物

に多いγδT細胞は，IFNhγや ILh4といった種々のサイ

 項　目 低体重群（n＝14） 対照群（n＝26） 

 体重（cm） 57.36±3.58　 74.12±4.23　 ＊＊ 
 体高（cm） 86.35±1.04　 88.18±0.96　 
 BCS 2.68±0.10 2.85±0.06 
 胸縦幅／体高 0.47±0.02 0.41±0.01 
 胸横幅／体高 0.21±0.01 0.26±0.01 ＊＊ 

　平均±標準誤差　＊＊：P＜0.01

表 2 　体型の比較 

 項　目 低体重群（n＝14） 対照群（n＝26） 

 白血球 92.79±5.27　 110.07±4.54　 ＊ 
 単核球 53.65±2.20　 63.06±1.99　 ＊＊ 
 顆粒球 39.14±4.49　 47.02±4.44　 
 CD3＋ 21.84±1.12　 24.98±1.15　 
 TCR1hN12＋ 15.57±0.94　 18.83±1.26　 ＊ 
 CD4＋ 2.95±0.27 3.64±0.25 
 CD8＋ 2.63±0.36 3.15±0.28 
 CD14＋ 14.31±1.36　 18.37±0.97　 ＊ 
 CD21＋ 7.48±1.30 10.49±1.36　 
 MHC classh蠡＋CD14－ 11.70±1.75　 15.70±1.86　 

平均±標準誤差　＊＊：P＜0.01，＊：P＜0.05 
ただし，単位は×102/μl

表 3　白血球ポピュレーションの比較 

 項　目 低体重群（n＝14）  対照群（n＝26） 

 ILh4 0.001±0.000 0.005±0.003 ＊ 
 ILh12 0.002±0.001 0.014±0.008 ＊ 
 IFNhγ 0.379±0.169 　1.76±0.360

表 4 　サイトカイン遺伝子発現量の比較 

平均±標準誤差　＊：P＜0.05 

無刺激単核球のサイトカイン遺伝子発現量= 
2（－（サイトカインのCt値–β–actinのCt値）） 

 項　目 低体重群（n＝14）  対照群（n＝26） 

 GH（ng/ml） 7.64±1.75 12.57±1.37　 ＊ 
 コルチゾル（ng/ml） 3.74±0.78 4.17±0.62 
 GHhR 0.171±0.049 0.399±0.070 ＊ 
 コルチゾルhR 0.010±0.004 0.028±0.007 ＊ 

表 5 　血中ホルモン濃度およびホルモンhR遺伝子発現量
の比較 

平均±標準誤差　＊：P＜0.05 

無刺激単核球のホルモンhR遺伝子発現量= 
2（－（ホルモン–RのCt値–β–actinのCt値）） 

 白血球 
 単核球 0.48 0.37 －0.36 0.49 
 顆粒球 
 CD3＋   －0.37 0.60 
 TCR1hN12＋   －0.41 
 CD4＋  0.38  0.32 
 CD8＋    0.52 
 CD14＋ 0.67 0.50 
 CD21＋ 
 MHC classh蠡＋CD14－ 0.51 0.32 
 ILh4 
 ILh12 0.38 
 IFNhγ 
 GH 
 コルチゾル 
 GHhR 
 コルチゾルhR 0.36

表 6 　体型に関する検査項目と免疫機能の解析成績との
相関係数 

項　目 体重 
（kg） 

体高 
（cm） BCS 胸囲縦 

／体高 
胸囲横 
／体高 

※ただし，全てP＜0.05　空白は有意性無し 
ただし，血球数の単位は×102/μl，ホルモンの単位は
ng/ml
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トカインを産生して免疫システムを活性化させる［14,

15］．虚弱子牛では持続的に末梢血γδT細胞数が減少す

ることから，本細胞数の減少は子牛の免疫機能の低下に

影響していることも疑われている［16］．いっぽう，貪

食能や抗原提示機能を有する単球の減少も細胞性免疫機

能においてリスク要因になることが示唆され［17, 18］，

低γδT細胞数や低CD14＋単球であった低体重群では粘

膜防御および自然免疫機能の低下の可能性がある．また

低体重群ではγδT細胞以外のT細胞数も低い傾向がみ

られた．低栄養にある子牛では発育不良に至るが，飼料

設計において充足率を満たさず，低血糖や低コレステロ

ール状態にある子牛では末梢T細胞の減少やリンパ球幼

若化反応が低下する［3］．

低体重群では ILh4および ILh12遺伝子発現量は有意

に低下した．ILh4はT細胞が産生し，抗体産生を促す

液性免疫応答を促進するサイトカインであり，ILh12は

単球が産生する細胞性免疫応答を促進するサイトカイン

である［19］．単球であるCD14＋細胞数が有意に減少し

た低体重群では，ILh12遺伝子発現量も低く単球機能が

低下していたことが示唆される．本研究のような低体重

にある子牛では低T細胞数や低単球数，さらに単核球の

サイトカイン産生能の低下をともなった感染防御機能の

低下の状態にある可能性が高い．

低体重群の血清GH濃度および単核球表面GHhR発

現量が有意に低値を示した．GHは成長期における動物

の骨格の形成を促進するホルモンとして知られ，GHhR

不足がGHの低感受性を招き，成長不良となることも報

告されている［20］．また免疫システムに対しては胸腺

機能の増強やT細胞の活性化，B細胞の分化などを促進

する作用を持つ［21h23］．低GH濃度ならびにGHhR

遺伝子発現量であった低体重群では，GH不足が低体重

のみならず免疫システムの成熟不良による低免疫細胞数

の要因の一つであった可能性がある．これまで食事性ビ

タミンA不足である小児ではGHの分泌量が低いなど，

栄養不足がGH分泌不足の原因にあげられている［24 ,

25］．またラットのGH細胞を低蛋白下に置くと細胞の

委縮や数の減少が認められることから，生体においても

低蛋白状態でGH分泌が低下する可能性がある［26］．

いっぽう，コルチゾルは免疫機能を抑制する代表的なホ

ルモンであり，慢性的なストレス下にある動物において

はコルチゾル hRの数やコルチゾルへの反応性が低下し

てストレスに対する感受性が減弱することが知られてい

る［27, 28］．本研究の低体重群では血清コルチゾル濃

度の上昇は認められなかったものの，持続的な低栄養状

態が単核球のサイトカインあるいはGHならびにコルチ

ゾルhR遺伝子発現量の低下に関与した可能性がある．

本研究では，哺乳期から育成期において削痩した体型

にある子牛では免疫機能が低下していることが示唆され

た．抗原性の記憶を積極的に行う幼齢期の動物にとって

T細胞やB細胞の減少は易感染性のリスクを増大させ

る．新生子牛では末梢MHChclassh蠡＋CD14－B細胞数

が著しく低く，成長にともなって増加するが［10］，本

研究で供試した子牛の体重とB細胞数に正の相関性が認

められたことから，脆弱な骨格を呈する子牛B細胞の分

化・増殖応答が劣っている可能性がある．また摂取エネ

ルギー不足は小児の成長不良だけでなく免疫システムの

成熟不全を引き起こすとされる［29, 30］．

これらのことから子牛の感染予防のためには，飼養標

準に指定されている体重が維持されるような適切な成長

を促す飼育管理を確保することが重要であると示唆され

た．
本研究の遂行にあたり指導いただいた北里大学獣医学部，

及川正明教授ならびに長谷川善久教授に深謝する．
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Relationship Between Growth Condition and Endocrine or Immune Condition 
in Healthy Suckling Holstein Calves

Hiromichi OHTSUKA＊†, Fuyuko KISHIKI, Takaaki ANDO, Machiko MUKAI, 
Masayuki KOHIRUIMAKI and Erika TANAMI

＊ School of Veterinary Medicine, Kitasato University, 35h1 Higashi Nijusanbancho, Towada,
034h8628, Japan

SUMMARY

Diarrhea and pneumonia are observed frequently in dysgenic calves.  The development of an immune func-
tion, nutritive conditions, or the growth of calves during the suckling period is closely associated with the inci-
dence of infectious disease.  The aim of this study was to evaluate the relationship between the growth condi-
tion and the endocrine or immune function in suckling Holstein calves.  We observed 40 suckling Holstein
calves that exhibited no signs of illness.  Fourteen calves (Low Weight Group, n＝14) that did not reach the
standard weight provided by Japanese feeding standard for dairy cattle (2006), while the other reached twen-
ty-six calves (Control Group, n＝26) did.  We measured the Body Condition Score of all calves, as well as the
peripheral leukocyte population, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) mRNA expression of cytokines
and growth hormone (GH) receptor (R), and performed cortisolhR, serum GH, or cortisol blood analysis.  The
Low Weight Group was found to have a significantly lower width of the thorax level.  The numbers of the periph-
eral TcR1hN12＋γδT cells were significantly lower in the Low Weight Group than in the Control Group.  Com-
pared with the Control Group, the Low Weight Group should significant lower concentrations of serum growth
hormone and levels of PBMCs mRNA of ILh4, ILh12, growth hormone, and cortisol receptor.  These findings
suggested that the immune function was reduced insuckling calves with poor body width. 
― Key words : body figure, endocrine, immune function, suckling calves.
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