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緒 論 

 

 呼吸器病は子牛の主要な疾病であり、その損害は甚大である[61，70]。鹿

児島県においては子牛の病傷事故の約30％が呼吸器病であり、重要な疾病の

一つになっている[56]。子牛の呼吸器病の主な原因としては、Bovine 

herpesvirus-1 (BHV-1)、Pasteurella multocida（P. multocida）、Mannheimia 
haemolytica （M.haemolytica）およびHistophilus somni（H. somni）に

よる感染が報告されている[3，33]。 

近年、多頭化の飼養に伴って子牛は群飼形態で飼育され、過密な飼育環境

下におけるストレスや病原微生物保有牛との接触機会が増加することによっ

て呼吸器病の発症のリスクが従来に比べて大きくなっている。また、子牛は

免疫システムが未成熟なために呼吸器病などの感染症を発症しやすい[6，34]。

特に、黒毛和種の子牛は、ホルスタイン種の子牛に比べて末梢血中の細胞性

免疫作用を有するT 細胞と抗体産生を行うB細胞の数が少なく、感染症に対

するリスクが高いとされている[52，55]。 

子牛の呼吸器病の原因の中で、最も高被害を及ぼすのがマンへミア性肺炎

であり、その病原体はM.haemolyticaである[3，68]。M.haemolyticaはグラ

ム陰性の通性嫌気性短桿菌であり、ロイコトキシン（Leukotoxin：Lkt）外

毒素を分泌することによって好中球を主体とする白血球を破壊し、その際に

放出される過酸化水素、活性酸素、蛋白分解酵素などにより肺組織に障害を

与えて線維素性肺炎を引き起こすことがマンへミア性肺炎の病勢の高い原因

であり、さらに他の病原微生物の複合感染によって病態が悪化する[32，85]。  

呼吸器病に罹患した子牛の血液学的病態については、これまでに呼吸器病

の臨床例と類似の症状が再現された実験的な子牛における免疫学的な知見

[23，57，59]と子牛のマンへミア性肺炎における被害の報告[4，42]はあるが、
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血液学的病態に関する詳細な報告はない。 

また、現在、野外における子牛の呼吸器病に対する治療としては主にマク

ロライド系やニューキノロン系の抗菌剤の全身投与が行われているが、その

治療効果は病原微生物によって異なる[35, 79, 81]。特に、病原性の高い

M.haemolytica 感染に起因するマンへミア性肺炎に罹患した子牛は抗生物質

療法を行っても死亡あるいは廃用になる例が多く、治癒例においても増体量

が減少するなど、マンへミア性肺炎は子牛における重要な生産性阻害要因に

なっている[43，49，71]。また、野外では呼吸器病に罹患した子牛に対して

抗生物質療法を行っても全て根治させるのは困難である。さらに、近年、マ

クロライド系やニューキノロン系の抗菌剤に薬剤耐性を示す M.haemolytica 
や P.multocida、H.somni の分離頻度が増加していることが報告 [36，39]さ

れており、これらの菌が動物からヒトへと伝播した場合、ヒト医療における

抗菌剤治療を困難にする可能性が指摘されており、獣医療における抗菌薬の

慎重な使用が提言されている[74]。 

すなわち、子牛の呼吸器病に対する抗生物質療法には限界があることから、

従来から、被害の大きい子牛の呼吸器病に対してワクチン接種による予防対

策の確立が強く望まれている。ワクチンには生ワクチンと不活化ワクチンが

あり、生ワクチンは弱毒化した微生物を使用して液性免疫と細胞性免疫を獲

得でき、不活化ワクチンは化学処理などによって死んだ微生物を使用して液

性免疫を獲得する。一般的に生ワクチンは不活化ワクチンに比べて獲得免疫

が強く免疫持続時間が長いが[5，19]、ワクチン株の感染による副反応を発現

する可能性がある。現在、子牛の呼吸器病の対策として広く使用されている

ワクチンは、M.haemolytica 不活化ワクチンとP. multocida、M.haemolytica
およびH. somniの混合不活化ワクチンであるが、そのワクチン接種のプログ

ラムは実験モデル子牛の成績に基づいたものであり[28，29]、野外の子牛、
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特に黒毛和種子牛に対する効果的なワクチン接種の方法はまだ確立されてお

らず、呼吸器病ワクチン接種後における抗体価の推移や呼吸器病の発生状況

などの有効性を検証した報告[14，78]も少ない。 

一般的に子牛は出生直後、初乳を介して受動的に移行し免疫を獲得する[7]。

初乳によって得られた子牛の移行抗体の半減期は 11.5 日から 16 日であり経

時的に減少する[7]。子牛は移行抗体により病原体から免れるため、初乳を充

分に摂取し移行抗体を獲得することは重要である。生ワクチンを接種する際

における子牛の移行抗体の存在は、子牛の能動的な免疫応答である抗体産生

を減弱させる[12，21，50]可能性があり、移行抗体の影響を受けにくい時期

に接種する必要がある。一方、不活化ワクチンを接種する際には、病原微生

物に対する移行抗体が最も低下する時期に投与することが有益である。した

がって、子牛に対して有効なワクチン接種を行うためには、病原微生物に対

する移行抗体の推移に基づいて実施すべきであるが、野外の子牛における病

原微生物に対する移行抗体の推移、特に、病原性の高いM.haemolytica の移

行抗体の推移の報告は少ない[28，63]。 

また、子牛におけるワクチン効果を向上されるためには、ワクチン接種す

る子牛の栄養状態が重要であり、近年、子牛の栄養要因の一つとして血中ビ

タミンE 濃度が注目されている[37]。ビタミンE は、生体の抗酸化剤として

作用し、生体膜のリン脂質中の高度不飽和脂肪酸の過酸化を防止して生体膜

の安定性を保持し、免疫機能の活性効果を持つとされている[37]。これまでに、

ヒトにおいて血中ビタミン E 濃度とワクチン接種による抗体産生との関連性

について研究が行われており、血液中のビタミン E 濃度が低値のヒトに対し

てワクチン接種を行った際には抗体産生が低値であることが明らかにされて

いる[25]。また、ヒトとブタにおいて、ビタミン E の添加によって血液中の

ビタミン E 濃度が増加すると共に、免疫細胞が活性化して抗原接種後の抗体
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産生が高まることが報告されている[46，62]。一方、牛の血中ビタミン E 濃

度はビタミン E の添加により安定的に増加する[65]ことから、子牛において

も血液中のビタミン E 濃度を高く誘導することによってワクチン接種による

抗体産生能が増加する可能性がある。しかし、子牛の血中ビタミン E 濃度と

ワクチン接種後における抗体産生との関連性はまだ明らかにされていない。 

本研究では、野外における子牛、特に肉生産を目的とした黒毛和種の子牛

における呼吸器病の発病を軽減する目的で、まず、マンへミア性肺炎に罹患

した臨床例の子牛における血液学的病態を解明してM.haemolytica感染の病

原性を明らかにした。また、M.haemolytica 不活化ワクチンとP. multocida、
M.haemolytica および H. somni 混合不活化ワクチンの有効な接種時期を明

らかにする目的で、黒毛和種子牛の出生後からのM.haemolytica抗体価の推

移を観察すると同時に、M.haemolytica 不活化ワクチンの接種による抗体産

生の推移を明らかにした。さらに、黒毛和種子牛における血液中のビタミン

E 濃度とワクチン接種の抗体産生との関連性を解明する目的で、血清ビタミ

ン E 濃度と M.haemolytica 不活化ワクチンの接種後における抗体産生との

関連性およびビタミン E の代用乳添加と BHV-1 生ワクチンの接種後におけ

る抗体産生との関連性を明らかにした。 

すなわち、本研究においてM.haemolyticaに罹患した呼吸器病の子牛は高

度な肺組織の炎症病変に起因する肺機能の著しい低下、炎症性の血液変化お

よびサイトカインの産生を伴う重篤な臨床症状を示す難治性の呼吸器病であ

ることが明らかにされた。また、黒毛和種子牛におけるM.haemolytica 不活

化ワクチン接種の適正な時期は M.haemolytica 抗体価が最低値となる生後 8

週齢前後に行うことが有益であることを明らかにすると同時に、P.multocida、
M.haemolyticaおよびH.somni混合不活化ワクチンの接種によって呼吸器病

が低減することが確認された。さらに、ワクチン接種時における血液ビタミ
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ンE濃度とワクチン抗体産生との間に関連性があり、代用乳にビタミンE を

添加することによって黒毛和種子牛におけるワクチン抗体価が増加すること

が明らかにされた。 

本研究は、黒毛和種子牛によって甚大な被害を与える呼吸器病、特に病原

性の高いM.haemolytica感染に起因する呼吸器病の血液学的病態を解明して

M.haemolytica の病原性を明らかにすると同時に、子牛に対する

M.haemolytica 不活化ワクチンの適正な接種時期を明らかにし、子牛の栄養

要因としての血液ビタミン E 濃度とワクチン接種による抗体産生との関連性

およびビタミン E 添加によるワクチン接種に抗体産生の増加について明らか

にした。すなわち、本研究の成績は野外の黒毛和種子牛における呼吸器病の

予防対策の向上に対して大きく寄与するものである。 
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１．序 文 

子牛の呼吸器病の中で、病原性の高いM.haemolytica の感染に起因するマ

ンヘミア肺炎の病態が最も重篤であり死廃率が高い[32，85]。子牛における

呼吸器病の原因菌の一つであるM.haemolyticaを実験的に子牛の気管内に投

与して、臨床所見および末梢血白血球ポピュレーションを観察した報告[13，

23]では、M.haemolytica投与後に体温と呼吸数が増加し、好中球数の増数が

認められたことから、病態形成に免疫細胞が密接に関連していることが示唆

されている。また、主に単球・マクロファージから産生される炎症性サイト

カインである腫瘍性壊死因子（Tumor Necrosis Factor：TNF）は各免疫

細胞を刺激して免疫反応を活性化する[9，84]。実験的な肺への TNF 投与に

よるラットの呼吸器病モデルでは肺への炎症が誘導されることから、TNF が

呼吸器病の病態形成を惹起する重要な因子の一つであるとされている[81]。 

これまでのM.haemolytica感染に起因する呼吸器病子牛における臨床およ

び血液学的病態の報告は実験例によるものがほとんどであり[57，59]、野外

の呼吸器病子牛について詳細に解析した報告はほとんど見当たらない。 

そこで本章では、子牛における呼吸器病の予防対策を確立する前提として、 

病原性の高いM.haemolyticaが鼻腔スワブから分離された呼吸器病子牛の臨

床例における臨床および血液学的病態を明らかにする目的で、臨床検査なら

びに一般血液、動脈血ガス分圧、末梢血白血球ポピュレーションおよびTNF

活性の血液学的病態の解析を行った。 

 

２．材料と方法 

１）供試牛 

供試牛は呼吸器病に罹患してフィールドで約 7～10 日間、主にマクロライ

ド系とニューキノロン系の抗菌剤による抗生物質療法が行われ、難治性の呼
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吸器病と診断されて酪農学園大学附属家畜病院に搬入され、鼻腔スワブから

M.haemolytica が分離された子牛 29 例である（表 1）。呼吸器病に罹患した

29 例の子牛を予後不良であった1 群（ホルスタイン種6 例、黒毛和種5 例と

交雑種1例の計12例）と予後良好だった2 群（ホルスタイン種5 例、黒毛和

種 12 例の計 17 例）に分類した。1 群の月齢は平均 5.7±1.2 ヵ月齢、2 群の

月齢は平均 5.1±0.7 ヵ月齢であった。1 群と 2 群における臨床および血液学

的所見について臨床的に健康な 3～5 ヵ月齢の子牛 10 例（ホルスタイン種 6

例、黒毛和種4 例）の対照群と比較した。 

 

 

 

群

例　数 17 10

ホルスタイン 6 5 6
品　種 黒毛和種 5 12 4

交雑種 1 0 0

月　齢 5.7 ± 1.2 5.1 ± 0.7 3.7 ± 0.3

表1.　供試牛の概要

1 群 2 群 対照群

12

 
 

 

１）臨床検査 

 臨床検査は、酪農学園大学附属病院に搬入された後、体温、心拍数および

呼吸数の一般臨床所見について行った。また、搬入後 5 日間、糖酢酸リンゲ

ル液 500mL にセファゾリン 2g の抗生物質を加えた輸液とゲンタマイシン
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60mg、気管拡張剤0.2mL、去痰剤0.2mL およびデキサメサゾン0.5mLを注

射用蒸留水 20mL に加えた混合液を用いて吸入療法を行い、一般臨床所見と

食欲が改善しなかった例を予後不良（1 群）、改善した例を予後良好群（2 群）

とした。 

 

２）血液検査 

（１）血液採取 

採血は一般血液検査ならびに免疫学的検査の目的で、頚静脈から10mL シ

リンジを用いて採取した血液をEDTA加採血管5mL、へパリン加採血管5mL 

およびプレーン採血管 10mL に分注し、プレーン採血管を遠心分離して得ら

れた血清サンプルは測定まで－30℃で保存した。同時に、動脈血ガス分圧の

測定の目的でヘパリン加 1mL シリンジを使用して耳動脈から動脈血を採取

した。 

 

（２）検査項目と方法 

ヘマトクリット（Ht）値は毛細管法にて測定した。動脈血ガス分圧の測定

は、採血後30 分以内に耳動脈から採取したへパリン血を用いて簡易自動血液

ガス分析測定器（i-stat，扶桑薬品工業（株），東京）を用いて二酸化炭素分

圧（Carbon  Dioxide  Partial  Pressure：pCO2 ）、酸素分圧（Oxygen  

Partial  Pressure：pO2 ）、重炭酸イオン（Bicarbonate  Ion： HCO3
－）、

余剰塩基および酸素飽和度（Oxygen Saturation：O2SAT ）について測定

した。白血球数は自動血球計算機（pocH-100iv，Sysmex（株），東京）で測

定し、白血球像分画は血液塗抹標本による百分比を用いて算出した。白血球

ポピュレーションの測定はフローサイトメトリー法[54]によって行った。血清

TNF 活性の測定は TNF 感受性細胞を用いてこれまでの報告[83]に準じて行
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った。すなわち、WEHI 細胞を 2×105cell/well と 10ml の血清とともに最終

量 200ml/well となるように調整して培養し、培地は actinomycin-D と 10％

ウシ胎児血清を添加した RPMI-1640 培養液を用いた。20 時間の培養後

5mg/mlの2.2.5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）を加えさらに2 時間

培養し、その後 100ml/well の上清を取り去り、100ml/well の 50％N-N 

dimethylsulfomide により希釈した0.7M sodium dodecyl sulfate を加えた。

各 well の色素はマイクロプレートリーダーを用い吸光度 540nm によって解

析した。また、TNF 特異性はヒト抗TNF 抗体（Genzymef Cambrige，NA，

U.S.A）により反応を確認した。 

 

（３）測定成績の統計学的処理 

成績は平均値±標準誤差として示し、分散分析による多重比較検定を行い

P<0.05を有意な差と判断した。 

 

３．成 績 

１）臨床所見、血液所見ならびに動脈血ガス分圧所見 

1 群、2 群および対照群における入院時における臨床所見、血液所見およ

び動脈血ガス分圧所見の成績を表2に示した。 

体温は1群39.2±0.1℃、2群39.0±0.2℃および対照群39.0±0.1℃であり、

3 群間に有意な差はなかった。心拍数は 1 群 93.4±3.0 回／分、2 群 99.3±

6.7 回／分および対照群 74.0±1.7 回／分、呼吸数は 1 群 62.2±6.0 回／分、

2 群 52.8±5.4 回／分および対照群 26.0±3.4 回／分であり、1 群と 2 群は

対照群に比較して有意（P<0.05）に増加していた。 

Ht 値は 1 群 38.3±1.6％、2 群 32.1±1.4％および対照群 30.6±1.2％であ

り、1 群は他の 2 群に比較して有意（P<0.05）な高値を示した。動脈血ガス
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分圧における pCO2 は 1 群 44.5±3.9mmHg、2 群 48.8±2.6mmHg および

対照群41.6±2.2mmHg、pO2は1 群65.6±4.7mmHg、2 群82.0±3.6mmHg

および対照群 97.7±3.5mmHg、HCO3
－は 1 群 25.1±2.2mmol/l、2 群 30.4

±1.5mmol/lおよび対照群26.8±1.2mmol/l、余剰塩基は1群0.6±1.8mmHg、

2 群 5.7±1.3mmHg および対照群 2.8±1.1mmHg、O2SAT は 1 群 67.3±

3.3%、2 群 93.6±1.0%および対照群 96.8±0.4%であり、1 群における pO2

およびO2SAT は他の2 群と比較し有意（P<0.05）な低値を示した。 

 

 

 

 
表2.　各群の血液所見ならびに血液ガス分圧所見

体温 ℃ 39.2 ± 0.1 39.0 ± 0.2 39.0 ± 0.1
心拍数 回/分 93.4 ± 3.0 a 99.3 ± 6.7 a 74.0 ± 1.7 b

呼吸数 回/分 62.2 ± 6.0 a 52.8 ± 5.4 a 26.0 ± 3.4 b

ヘマトクリット値 ％ 38.3 ± 1.6 a 32.1 ± 1.4 b 30.6 ± 1.2 b

二酸化炭素分圧 mmHg 44.5 ± 3.9 48.8 ± 2.6 41.6 ± 2.2
酸素分圧 mmHg 65.6 ± 4.7 a 82.0 ± 3.6 b 97.7 ± 3.5 b

重炭酸イオン mmol/l 25.1 ± 2.2 30.4 ± 1.5 26.8 ± 1.2
余剰塩基 mmHg 0.6 ± 1.8 5.7 ± 1.3 2.8 ± 1.1

酸素飽和度 ％ 67.3 ± 3.3 a 93.6 ± 1.0 b 96.8 ± 0.4 b

平均±標準誤差

a,b：異符号間で有意差あり（P ＜0.05）

１群（n＝12） 2群（n＝17） 対照群（n＝10）
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２）白血球数および分画、末梢血白血球ポピュレーションならびに血清TNF

活性 

1 群、2 群および対照群における入院時における白血球数および分画、末梢

血白血球ポピュレーションならびに血清TNF活性の成績を表3に示した。 

白血球数は1 群152.9±25.9 102/μl、2 群 117.5±13.0 102/μlおよび対照

群89.7±3.1 102/μl、単核球数は1 群41.1±3.6 102/μl、2 群54.5±3.8 102/

μlおよび対照群56.7±2.4 102/μl、好中球数は1 群 111.2±22.8 102/μl、2

群63.0±10.9 102/μlおよび対照群33.0±1.7 102/μlであり、1群の白血球数

および好中球数は他の 2 群に比べて増数し、対照群との間に差（P<0.05）が

あった。また、1 群の単核球数は他の 2 群に比べて有意（P<0.05）に減少し

ていた。 

CD3+T細胞数は1群17.4±3.0 102/μl 、2 群32.3±2.8 102/μlおよび対照

群34.0±2.1 102/μl、CD4+T細胞数は1 群10.4±1.8 102/μl、2 群19.0±1.9 

102/μl および対照群 19.8±1.5 102/μl、CD8+T 細胞数は 1 群 5.7±0.9 102/

μl、2 群12.0±1.3 102/μlおよび対照群13.2±1.1 102/μl、CD4+/ CD8+は1

群 1.9±0.1、2 群 1.7±0.1 および対照群 1.6±0.1、WC1 +T 細胞は 1 群 3.3

±0.8 102/μl、2 群8.4±2.2 102/μlおよび対照群10.0±3.9 102/μl、CD14+

細胞は1群57.0±7.7 102/μl、2 群11.8±1.7 102/μlおよび対照群11.1±1.2 

102/μl、IgM+B細胞は1 群6.6±2.1 102/μl、2 群6.5±1.5 102/μl および対

照群 9.6±1.4 102/μl であり、1 群におけるCD3+T 細胞数、CD4+T 細胞数、

CD8+T細胞数およびWC1 +T 細胞は2 群と対照群に比較して有意（P<0.05）

な低値を示した。また、1 群の CD14+細胞は 2 群ならびに対照群に比較して

有意（P<0.05）な高値を示した。TNF 活性は1 群 18.8±7.7 および 2 群 4.8

±3.4 であり、1 群は2 群と比較し有意（P<0.05）な高値を示した。対照群で

は血清TNF 活性は認められなかった。 
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表3.　末梢血白血球ポピュレーションおよび血清TNF活性

白血球数 ×102/μl 152.9 ± 25.9 a 117.5 ± 13.0 89.7 ± 3.1 b

単核球数 ×102/μl 41.1 ± 3.6 a 54.5 ± 3.8 b 56.7 ± 2.4 b

好中球数 ×102/μl 111.2 ± 22.8 a 63.0 ± 10.9 33.0 ± 1.7 b

CD3+T細胞数 ×102/μl 17.4 ± 3.0 a 32.3 ± 2.8 b 34.0 ± 2.1 b

CD4+T細胞数 ×102/μl 10.4 ± 1.8 a 19.0 ± 1.9 b 19.8 ± 1.5 b

CD8+T細胞数 ×102/μl 5.7 ± 0.9 a 12.0 ± 1.3 b 13.2 ± 1.1 b

CD4+/CD8+ 1.9 ± 0.1 1.7 ± 0.1 1.6 ± 0.1
WC1+T細胞 ×102/μl 3.3 ± 0.8 a 8.4 ± 2.2 b 10.0 ± 3.9 b

CD14+
細胞 ×102/μl 57.0 ± 7.7 a 11.8 ± 1.7 b 11.1 ± 1.2 b

IgM+B細胞 ×102/μl 6.6 ± 2.1 6.5 ± 1.5 9.6 ± 1.4
TNF活性 18.8 ± 7.7 a 4.8 ± 3.4 b ND

平均±標準誤差

a,b：異符号間で有意差あり(P ＜0.05).　ND：検出できず.

１群（n＝12） 2群（n＝17） 対照群（n＝10）

 

 

 

 

４．考 察 

 本研究において、鼻腔スワブからM.haemolyticaが分離された呼吸器病の

子牛 29 例は対照群に比べて心拍数と呼吸数の増数が確認され難治性の肺炎

症状を呈していた。しかし、体温には臨床例と対照群との間に差がなかった

が、これはフィールドで行われたマクロライド系やニューキノロン系の抗生

物質療法による抗菌作用によるものと推察した。 

 予後不良群（1 群）におけるHt 値は予後良好群（2 群）および対照群に比

べて高値を示したが、この所見は重度の呼吸器病に起因した赤血球数や白血
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球数の血液細胞の増数によるものと推察した。 

牛の呼吸器病による肺機能の客観的な病態評価として動脈血ガス分圧が有

効な検査法であり、pCO2 の増加、pO2および O2SAT の低下が重度の呼吸器

病の特徴である[48，69]。本研究における動脈血ガス分圧の検査では、予後

不良群（1 群）におけるpO2とO2SATが予後良好群（2 群）および対照群に

比べて低値であったことから、予後不良群は肺機能が著しく低下する重篤な

呼吸器病の病態であったものと推察された。また、予後不良群（1 群）では好

中球の増数に伴う白血球数の増数が認められたが、この所見は予後不良群（1

群）における肺の炎症病変が予後良好群（2 群）に比べて重度であることを示

唆する所見であると考えられた。 

白血球表面抗原の解析により得られる末梢血ポピュレーションは、免疫反

応により多様に変化する各白血球のバランスを評価するもので、免疫反応を

評価するために有用である[53]。大腸菌性乳房炎を発症した重症例のホルスタ

イン種、成牛においては CD14+細胞の明らかな上昇と CD3+細胞の明らかな

減少が認められ、大腸菌性乳房炎の重症度と末梢血ポピュレーションは関連

して変動することが示唆されている[51]。T細胞の中でもCD4+細胞であるヘ

ルパーT（Th）細胞はTh1 とTh2 の 2 種類に分類されている[47]。Th1 細胞

は主に細胞が直接反応する細胞性免疫に関係し、マクロファージなど活性化

させ、Th2 細胞は抗体産生に重要な役割を持っている[47]。CD4+のレセプタ

ーは大量の抗原により刺激されると Th1 細胞が誘導され、少量の場合には

Th2 細胞が誘導されると報告されている[15，31]。マクロファージや好中球

から産生されるサイトカインの一つである顆粒球・マクロファージコロニー

刺激因子（GM-CSF）は濃度依存的に末梢血好中球や単球の増加を誘導する

[76]。感染症におけるGM-CSF はマクロファージなどからの産生が促進され

ることが明らかにされている[45]。 
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 本研究における末梢血白血球ポピュレーションの検査では、予後不良群（1

群）における好中球数は対照群と比べて高値を示し、CD14+単球数は予後良

好群（2 群）と対照群に比べて高値を示した。予後不良群（１群）における白

血球数の増数は細胞性免疫の中で主な成分である CD14＋単球ならびに好中

球の増数によるものであった。このことから、本研究における予後不良群（1

群）では、大量の抗原刺激により細胞性免疫が誘導されるとともにGM-CSF

の産生が促進されて末梢血好中球ならびに CD14＋単球が増数したものと考

えられた。 

TNFは感染に対する生体防御反応において細胞傷害因子として知られてい

るが、一方で免疫細胞による炎症性反応を調整する作用も持っている[9，81，

84]。マウスでの実験的な呼吸器病モデルでは感染後の TNF 活性が低値であ

ると生存率が減少するとされており、TNFは免疫反応において産生されなけ

ればならない必須の因子であると示唆されている[40，77]。呼吸器病を発病

した子牛における単球・マクロファージはTNFを産生する主要な細胞であり、

TNF は好中球や単球・マクロファージを活性化するとされている[9，84]。実

験的な子牛の気管内への細菌投与では、呼吸器病の臨床症状の発現と共に血

清TNF活性値の上昇が認められている[57，86]。また、ヒトの炎症性疾患に

おいては血清 TNF 値の上昇と重症度との関連が示唆されている[16]。一方、

T細胞はTNFにより過剰に刺激されるとアポトーシスが誘導されることが明

らかにされている[73]。また TNF は単球表面の CD4 抗原量を低下させるこ

とも報告されている[26]。本研究では予後不良群（1 群）における血清 TNF

活性は予後良好群（2 群）と比べて高値を示したが、この所見は炎症反応の過

程で肺組織の損傷や細菌の感染・増殖などによって細胞性免疫が優位となっ

たことにより誘導され過剰に産生された TNF が全身に及んだことによるも

のと示唆された。また、今回、予後不良群（1 群）における好中球数が著しく
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増数していたことから、TNF によって増数した好中球が活性化して肺の炎症

反応がさらに重篤化したものと推察した。また、本研究における予後不良群

（1 群）のCD3+T細胞数、CD4+T細胞数およびCD8+T細胞数の顕著な減少

は、TNFの刺激により誘導された細胞数の減少または細胞表現抗原量の減少

による可能性が考えられた。細胞性免疫の誘導にはTNFなど炎症反応を誘導

するサイトカインが関連していると考えられており[82]、本研究における予後

不良群において観察されたCD14＋ならびに好中球の増数やT細胞数の減少は

呼吸器病に罹患した子牛の細胞性免疫の特徴的な所見であることが示唆され

た。 

本研究において、病原性の高いM.haemolyticaが鼻腔スワブから分離され

た呼吸器病子牛の臨床例における臨床および血液学的病態を明らかにする目

的で、臨床検査ならびに一般血液、動脈血ガス分圧、末梢血白血球ポピュレ

ーションおよび TNF 活性の血液学的病態の解析を行った。その結果、

M.haemolytica 感染による重度の呼吸器病に罹患した子牛は高度な肺組織の

炎症病変に起因する肺機能の著しい低下、炎症性の血液変化およびサイトカ

インの産生を伴う重篤な臨床症状を示す難治性の呼吸器病であることが確認

された。 

 

５．小 括 

本章では、子牛における呼吸器病の予防対策を確立する前提として、まだ

解明されていない病原性の高いM.haemolytica感染による呼吸器病子牛の臨

床例における臨床および血液学的病態を明らかにする目的で、臨床検査なら

びに一般血液、動脈血ガス分圧、末梢血白血球ポピュレーションおよびTNF

活性の血液学的病態の解析を行った。その結果、M.haemolytica に罹患した

呼吸器病子牛の臨床例は心拍数と呼吸数の増数、動脈血ガス分圧の酸素分圧



17 
 

（pO2）と酸素飽和度（O2SAT）の低下、好中球の増数に伴う白血球数の増

数、末梢血白血球ポピュレーションの CD3+T 細胞数、CD4+T 細胞数および

CD8+T細胞数の低下、ならびに血清TNF活性が高値を示すことが確認され、

M.haemolytica に罹患した呼吸器病の子牛は高度な肺組織の炎症病変に起因

する肺機能の著しい低下、炎症性の血液変化およびサイトカインの産生を伴

う重篤な臨床症状を示す難治性の呼吸器病であることが確認された。 
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第Ⅱ章 黒毛和種子牛におけるM.haemolytica抗体の推移と不活化ワクチ 

ンの有効性の検討            
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1．序 文 

M.haemolytica は日和見感染症の原因菌の一つであり、子牛に重篤な呼吸

器病を引き起こす[ 3，32，68，85]。前章では、M.haemolytica に罹患した

呼吸器病の子牛の臨床例は高度な肺組織の炎症病変に起因する肺機能の著し

い低下、炎症性の血液変化およびサイトカインの産生を伴う重篤な難治性の

呼吸器病の臨床症状を示すことが明らかになった。 

 重篤な呼吸器病に罹患した子牛は死廃率のリスクが高く、甚大な被害を及

ぼす。また、呼吸器病の軽症例においても治癒後における増体重が健康子牛

に比べて低く、呼吸器病は子牛における生産性の大きな阻害要因[43，49，71]

になっており、特に、牛肉生産が目的である黒毛和種子牛にとっては重要な

疾病である。また、病原性の高いM.haemolyticaに罹患した呼吸器病の子牛

は病勢が重篤であり、抗生物質療法を行っても治療効果が低い[39，54]。し

たがって、M.haemolytica 感染による子牛の呼吸器病に対しては抗生物質療

法よりも予防に重点を置いたプログラムが切望されており、その一つがワク

ネーションによる予防対策である。 

 ワクチンには生ワクチンと不活化ワクチンがあり、弱毒化した微生物を使

用して液性免疫と細胞性免疫が獲得できる生ワクチンを接種する際には、 

子牛の移行抗体の存在が子牛の能動的な抗体産生を減弱させる[12，21，50]

可能性があり、移行抗体の影響を受けにくい時期に接種する必要がある。一

方、不活化ワクチンは化学処理などによって死んだ微生物を使用して液性免

疫を獲得する不活化ワクチンを接種する際には、病原微生物に対する移行抗

体が最も低下する時期に投与することが有益である。したがって、子牛に対

して有効なワクチン接種を行うためには、病原微生物に対する移行抗体の推

移に基づいて実施すべきであるが、野外の子牛における病原微生物に対する

移行抗体の推移、特に、病原性の高いM.haemolytica の移行抗体の推移の報
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告はない。 

そこで、本章では、子牛におけるワクチネーションを行う適正な時期を特

定する目的で、2 牛群の黒毛和種子牛における出生時からの M.haemolytica 

に対する抗体価の推移を測定した。さらに、市販されている M.haemolytica
不活化ワクチンとP. multocida、M.haemolyticaおよびH.somni混合不活化

ワクチンによる黒毛和種子牛の呼吸器病の予防効果について検討する目的で、

ワクチン接種を行った群（ワクチン接種群）とワクチンを接種しなかった群

（対照群）におけるLkt中和抗体価とP. multocida、M.haemolyticaおよび

H.somniのELASA 抗体価ならびに呼吸器病の発病率を比較検討した。 

 

２．材料と方法 

１）黒毛和種子牛の出生後におけるM.haemolytica抗体価の推移 
（１）供試牛 

供試牛は鹿児島県内の繁殖農場で出生した黒毛和種子牛であり、農場 1

（Group1）と農場 2（Group2）におけるそれぞれ各 10 頭、合計 20 頭の子

牛を供試した。Group1の子牛は出生後5 日間、母牛と同居し、自由に初乳を

飲むことが可能であった。子牛は母牛と分離された後、隣同士が接触可能な

カーフハッチで12週齢まで飼養され、その後、子牛はグループのペンに移動

された。Group2 の子牛は出生後、20 週齢まで母牛と同居し飼養された。調

査期間中、供試牛には呼吸器病症状は認められなかった。 

 

（２）血液検査 

ⅰ）血液採取 

子牛の採血は1 週齢（7 日齢）、4 週齢（28～32 日齢）、8 週齢（56～62 日

齢）、12 週齢（84～89 日齢）、16 週齢（112～118 日齢）および20 週齢（140
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～146 日齢）に頚静脈から10mL シリンジを用いて行って採取した血液をプ

レーン採血管 10mL に分注し、プレーン採血管を遠心分離した後に得られた

血清サンプルは測定まで－30℃で保存した。また、母牛の採血は分娩1 週（7

日）後に頚静脈から子牛と同様な方法で行い、プレーン採血管を遠心分離し

た後に得られた血清サンプルは測定まで－30℃で保存した。 

 

ⅱ）抗体検査 

M.haemolytica 抗体価の測定は、酵素抗体法（Enzyme  Linked 

Immunosorbent Assay：ELISA）で実施し、血清型1型（HL2 株）の培養

上清濃縮液（RPMI-1640 にて37℃で14 時間振盪培養し、その培養液を100

倍濃縮したもので、ELISA抗原価160 倍を示すもの）を炭酸緩衝液で希釈し

た後、マイクロプレートの全ウェルに 100μl 添加し 4℃で一晩感作した。プ

レート洗浄後、ブロック液（ブロックエース粉末1gを100mの精製水で溶解

したもの）を全ウェルに 280μl 添加し 37℃で 1 時間感作後、TweenPBS で

洗浄したものを抗体価測定用プレートとした。被検血清および参照血清を

TweenPBSで100倍希釈から2倍階段希釈して抗体価測定用プレートに添加

し、37℃で1 時間感作した。プレート洗浄後、ペルオキシダーゼ標識抗体 IgG

抗体（Cappel社，U.S.A）を添加し、37℃で1 時間感作した。プレート洗浄

後、基質溶液（O- Phenylenediamine dihydrochloride 10mg をリン酸クエン

酸緩衝液 25ml で溶解し過酸化水素 10μl を加えたもの）を全ウェルに 100

μl 添加し、30℃で 30 分感作した後、反応停止液（1M の硫酸溶液）を全ウ

ェルに 50μl 添加した。測定は主波長 492nm および副波長 630nm で行い、

これらの吸光度の差が0.4 以上を示す最高希釈倍数をELISA 抗体価とした。 
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（３）測定成績の統計学的処理 

成績は幾何平均±標準誤差で示した。統計処理のためにデータは対数に変

換された。同一Group 内で 1 週齢と 4 週齢、8 週齢、12 週齢、16 週齢およ

び20 週齢との抗体価をStudent、sｔ-検定にて比較した。また、1週齢時の子

牛と分娩 1 週後の母牛の抗体価の相関を評価するためにスピアマンの順位相

関係数を用いP<0.05 を有意な差と判断した。 

 

２）黒毛和種子牛のM.haemolytica 不活化ワクチンに対する抗体産生 

（１）供試牛 

供試牛は鹿児島県内の子牛育成農場に導入された 3～5 ヵ月齢の黒毛和種

子牛24 頭であった。24 頭の子牛をM.haemolytica不活化ワクチンを接種し

たワクチン接種群（12 頭）とワクチンを接種しなかった対照群（12 頭）の2

群に分類した。また、両群における全ての供試牛は同じ給与飼料と飼養環境

の下で管理した。 

 

（２）M.haemolytica不活化ワクチン接種 

ワクチン接種群には農場導入日にM.haemolytica血清型1型（HL1009株）

の培養液をホルマリンにて不活化後、遠心分離しその上清液によって作成さ

れたM.haemolytica不活化ワクチン（リスポバル，ファイザー（株），東京）

を皮下に2mL接種した。 

 

（３）血液検査 

ⅰ）血液採取 

採血はワクチンの接種日、ならびにワクチン接種した2 週後、4週後、8週

後および 12 週後に頚静脈から 10mL シリンジを用いて行って採取した血液
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をプレーン採血管に分注し、プレーン採血管を遠心分離して得られた血清サ

ンプルは測定まで－20℃で保存した。 

 

ⅱ）Lkt中和抗体価測定 

Lkt中和抗体価の測定は検体血清を56℃で 30分間非働化後、 RPMI-1640

培地にてマイクロタイタープレートの各ウェルに 2 倍階段希釈した。

M.haemolytica血清型1 型（HL1009株）を37℃で振盪培養後にて作成され

た培養上清を希釈したものを Lkt 液とした。Lkt 液をマイクロプレートの全

ウェル(陽性対照は除く)に分注し、4℃で一晩静置し中和反応させた。陽性対

照はリン酸緩衝液＋RPMI-1640 培地、陰性対照はリン酸緩衝液＋Lkt液とし

た。健康な牛から採取した血液を遠心管に分注し、脱イオン水を加えて溶血

させ、リン酸緩衝液を加えて混合後遠心し、遠心後に白血球沈査を集めた。

RPMI-1640培地にて1×107/mlに調整した白血球懸濁液をマイクロプレート

の全ウェルに90μl 分注し、5%CO2存在下にて37℃（±2℃）で1 時間加温

し、プレートを遠心した後に上清を除去した。各ウェルにホルマリン溶液を

100μl加え、細胞沈査を固定した。ホルマリン溶液を除去し、1％クリスタル

バイオレット溶液を100μl加えて細胞沈査を染色した。水道水で洗浄した後

に乾燥させ、各ウェルの染色された細胞層変性の有無を確認した。正常細胞

層は陽性、変性細胞層は陰性とした。中和反応を示した血清の最高希釈倍率

を用いてLkt中和抗体価とした。 

 

（４）測定成績の統計学的処理 

成績は幾何学平均±標準誤差で示し、ワクチン接種群と対照群における接

種日、ワクチンを接種した2 週後、4週後、8 週後および12 週後のLkt中和

抗体価をStudent’sｔ-検定で比較しP<0.05 を有意な差とした。 
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３）黒毛和種子牛に対するP.multocida、M.haemolytica およびH.somni 
混合不活化ワクチンによる呼吸器病の予防効果の検討 

（１）供試牛 

供試牛は2006年11月から2008年10月の間に鹿児島県内の子牛育成農場

に3～4 ヵ月齢で導入された後、9～10 ヵ月齢で市場に出荷された黒毛和種子

牛 1,058 頭である。供試牛を P.multocida、M.haemolytica および H.somni
の混合不活化ワクチンを接種したワクチン接種群（524 頭）とワクチンを接

種しなかった対照群（534 頭）の 2 群に分類した。また、全ての供試牛は同

じ給与飼料と飼養環境の下で管理した。 

 

（２）P.multocida、M.haemolytica、H.somni混合不活化ワクチン接種 

接種群には農場導入日および導入 4 週後に P.multocida、M.haemolytica、
H.somni混合不活化ワクチン （キャトルバクト3，微生物化学研究所（株），

京都）を筋肉内に2mL接種した。 

 

（３）呼吸器病の発生状況調査 

農場への導入日から120日後までの観察期間中に、体温39.5℃以上の発熱、

発咳、活力低下および異常呼吸音が聴取され、臨床的に治療が必要と認めた

例を呼吸器病子牛とした。 

 

（４）血液検査 

ⅰ）血液採取 

P.multocida、M.haemolytica および H.somni の抗体価測定の目的で、接

種群の 524 頭から 9 頭および対照群の 534 頭から 9 頭を無作為に抽出して，

導入日のワクチン接種前，導入4 週後，8 週後，12 週後および16 週後に10mL
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シリンジを用いて頚静脈から採血を行ってプレーン管に注入し、プレーン管

を遠心分離機で分離して得られた血清サンプルは測定まで-20 ℃で保存され

た。 

 

ⅱ）P.multocida、M.haemolyticaおよびH.somni の抗体価測定 

P.multocida 抗体価の測定は、ELISA 法で実施し、血清型 A3 型（BP165

株）の抗粗精製菌体莢膜ポリクローナル血清（凝集抗体価 2,048 倍）を炭酸

緩衝液で希釈した後，マイクロプレートの全ウェルに100μl添加し30℃で2

時間感作した。プレート洗浄後，ブロック液（ブロックエース粉末1gを100m

の精製水で溶解したもの）を全ウェルに 280μl 添加し 4℃で一晩感作後プレ

ート洗浄し，次に粗精製菌体表面抗原を 100μl 全ウェルに添加し，30℃で

30 分感作後，洗浄したものを抗体価測定用プレートとした。被検血清および

参照血清をTweenリン酸緩衝液で100倍希釈から2倍階段希釈して抗体価測

定用プレートに添加し，30℃で30 分感作した。プレート洗浄後，ペルオキシ

ダーゼ標識抗牛 IgG 抗体（Cappel社，U.S.A）を全ウェルに添加し，30℃で

30 分感作した。プレート洗浄後，基質溶液（O- Phenylenediamine 

dihydrochloride 10mgをリン酸クエン酸緩衝液25mlで溶解し過酸化水素10

μlを加えたもの）を100μl全ウェルに添加し，30℃で30 分感作した後，反

応停止液（1Mの硫酸溶液）を全ウェルに50μl添加した。測定は主波長492nm

及び副波長630nmで行い，これらの吸光度の差が0.4 以上を示す最高希釈倍

数をELISA 抗体価とした。 

M.haemolytica 抗体価の測定は，前節と同様な方法で行った。H.somni の
抗体価の測定は、ELISA法で実施し、Stephens ら[72]の方法に準じて実施し

た。被検血清および参照血清をポリソルベート20 添加リン酸緩衝食塩液でそ

れぞれ100 倍希釈したものを抗原吸着プレート（培養したH.somni の上清を
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濾過したものを炭酸緩衝液で希釈し、各ウェルに100μl加えて、30℃で2 時

間反応させ、ポリソルベート20 添加リン酸緩衝食塩液で洗浄後、オボアルブ

ミン液（オボアルブミン50mg をポリソルベート20添加リン酸緩衝液100ml

で溶解したもの）を各ウェルに300μlずつ加え、4℃で4 時間反応させた後、

ポリソルベート 20 添加リン酸緩衝液食塩液で洗浄したもの）に 100μl にず

つ加え、30℃で 1 時間感作した。プレート洗浄後、ペルオキシダーゼ標識抗

牛 IgG抗体（Cappel社，U.S.A）を全ウェルに添加し、30℃で1 時間感作し

た。プレート洗浄後、基質溶液（α-フェニレンジアミン2 塩酸40mgをリン

酸クエン酸緩衝液100mlで溶解し過酸化水素40μlを加えたもの）を100μl

全ウェルに添加し、30℃で1 時間感作した後、反応停止液（1Mの硫酸溶液）

を全ウェルに50μl 添加した。測定は主波長492nm及び副波長630nmで行

い、これらの差を吸光度（Optical Density：OD）値とした。 

P.multocida の抗体価は 100 倍以上、M.haemolytica の抗体価は 200 倍以

上，H.somniのOD値は0.6以上を抗体陽性とした。100倍未満のP.multocida
の抗体価を 50 倍、200 倍未満の M.haemolytica 抗体価を 100 倍として抗体

価の平均値を算出した。 

 

（5）測定成績の統計学的処理 

両群の呼吸器病発症率をχ2検定により比較し P<0.05 を有意な差と評価し

た。P.multocida、M.haemolytica の抗体価の成績は幾何平均±標準偏差、

H.somniのOD値の成績は平均±標準偏差で示し、Student’sｔ-検定にて群

間で比較してP<0.05 を有意な差とした。 
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３．成 績  

１）黒毛和種子牛の出生後におけるM.haemolytica抗体価の推移 

図1 と表4 に2 繁殖農場（Group1 およびGroup2）で出生した黒毛和種子

牛におけるM.haemolytica 抗体価の推移を示した。 

1 週齢、4 週齢、8 週齢、12 週齢、16 週齢および 20 週齢における

M.haemolytica抗体価は、Group1がそれぞれ230±71、115±35、100±20、

200±40、264±83 および 373±137、Group2 が 174±70、87±14、71±

15、87±45、132±152および283±33であり、両Group共にM.haemolytica
に対する抗体価は 8 週齢まで漸次減少し、8 週齢の抗体価は 1 週齢に比較し

て有意（P<0.05）な低値を示した。8 週齢以降、両Groupは共に抗体価が増

加し20 週齢にGroup1 が373±137、Group2 が283 ±33 の値を示した。 

図2に黒毛和種における1週齢の子牛10頭と母牛10頭のM.haemolytica
抗体価の相関性を示した。Group1 では相関係数0.689(P=0.027)、Group2 で

は相関係数0.638(P=0.047)で有意な相関を認めた。 
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図1. 黒毛和種子牛の出生後におけるELISA法によるMannheimia haemolytica抗体価の推移

Group1(■：N=10)，Group2(□：N=10)
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例 数 10 10

1 230 ± 71 a 174 ± 70 b

4 115 ± 35 87 ± 14
8 100 ± 20 a 71 ± 15 b

12 200 ± 40 87 ± 45
16 264 ± 83 132 ± 152
20 373 ± 137 283 ± 33

a-a，b-bの同符号間で有意差（P <0.05）有り

表4.　 ELISA法によるM.haemolytica  抗体価の推移

Group 1

週
　

齢

Group 2

幾何平均±標準誤差
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図2. 1週齢時の子牛と分娩1週後の母牛のELISA法によるMannheimia haemolytica抗体価

Group1(■：N=10)，Group2(□：N=10)
Group1の子牛の抗体価と母牛の抗体価との相関係数( r=0.689, p=0.027)
Group2の子牛の抗体価と母牛の抗体価との相関係数( r=0.638, p=0.047)

子
牛

の
抗

体
価

<100    100    200    400    800    1600   3200  

3200

1600

800

400

200

100

<100

Group 1 Group 2

<100    100    200    400    800    1600   3200  

3200

1600

800

400

200

100

<100

母牛の抗体価

子
牛

の
抗

体
価

母牛の抗体価

 

 

 

 

２）M.haemolytica不活化ワクチンによるLkt中和抗体価の推移 

黒毛和種子牛で行ったM.haemolytica不活化ワクチンの接種後における 

Lkt中和抗体価の推移を図3 と表5 に示した。 

ワクチンの接種前の0 週、2 週後、4週後、8 週後および12 週後における 

Lkt中和抗体価はワクチン接種群が2.4±3.5、7.6±6.8、18.0±8.3、38.0±

6.6 および42.7±5.4、対照群が2.8±1.6、2.5±2.9、8.3±5.6、23.0±7.2 お

よび22.6±5.6 であり、両群共に12 週後まで漸次増加して、ワクチン接種群

は2 週齢後以降、対照群は4 週齢以降、接種前に比べて有意差（P<0.05）が
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認められた。また、接種12 週後において、ワクチン接種群は対照群に比較し

て有意（P<0.05）な高値が認められた。 

 

 

 

 

 

図3. ロイコトキシン中和抗体価の推移

ワクチン接種群(■:N=12)，対照群(□:N=12). 
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例 数

0 2.4 ± 3.5 2.8 ± 1.6
2 7.6 ± 6.8 a 2.5 ± 2.9
4 18.0 ± 8.3 a 8.3 ± 5.6 b

8 38.0 ± 6.6 a 23.0 ± 7.2 b

12 42.7 ± 5.4 a c 22.6 ± 5.6 b c

幾何平均±標準誤差

a，b：0週齢との間に有意差（ P< 0.05）あり

c：群間に有意差（ P< 0.05） あり

表5.　ロイコトキシン中和抗体価の推移

ワクチン接種群 対照群

週
　

齢

524 534

  

 

 

 

３）P.multocida、M.haemolyticaおよびH.somni 混合不活化ワクチンの 

抗体価の推移ならびに呼吸器病の発生状況 

 

P.multocida のワクチンの接種前、4 週後、8 週後、12 週後および 16 週後

における抗体価は、ワクチン接種群がそれぞれ 92.6±58.3、233.3±130.2、

370.3±66.7、400.0±156.3 および 400.0±218.6、対照群がそれぞれ 100.0

±112.1、171.4±122.5、200.0±224.2、252.0±220.5 および 252.0±136.4

であり、ワクチン接種群の 8 週後における P.multocida の抗体価は対照群に

比較して有意（P<0.05）な高値であった（表6）。 

M.haemolytica のワクチンの接種前、4 週後、8 週後、12 週後および 16

週後における抗体価は、ワクチン接種群がそれぞれ92.6±16.7、342.9±290.6、

466.6±147.0、342.9±63.3および317.5±64.8、対照群がそれぞれ85.7±46.4、

171.4±309.0、185.2±76.6、272.2±155.0 および342.9±61.9 であり、ワク
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チン接種群の8週後におけるM.haemolyticaの抗体価は対照群に比較して有

意（P<0.05）な高値を示した（表7）。 

H.somniのワクチンの接種前、4 週後、8 週後、12 週後および16 週後にお

ける OD 値は、ワクチン接種群がそれぞれ 0.18±0.04、0.46±0.08、0.82±

0.11、0.68±0.07および0.85±0.01、対照群がそれぞれ0.45±0.07、0.38±

0.05、0.55±0.09、0.65±0.10 および0.47±0.03 であり、ワクチン接種群の

16 週後の H.somni 抗体価は対照群と比較して有意（P<0.05）な高値を示し

た（表8）。 
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表6.  Pasteurella multocidaのELISA抗体価の推移                     　
接種前 4週後 8週後 12週後 16週後

ワクチン接種群 92.6 ± 58.3 233.3 ± 130.2 370.3 ± 66.7‡ 400.0 ± 156.3 400.0 ± 218.6
（N=9) (6/9)＊ (8/9) (9/9) (9/9) (9/9)

対照群 100.0 ± 112.1 171.4 ± 122.5 200.0 ± 224.2 252.0 ± 220.5 252.0 ± 136.4
（N=9) (6/9) (9/9) (9/9) (9/9) (9/9)

幾何平均±標準偏差

(*):抗体陽性牛/供試牛, ELISA抗体価100倍以上を抗体陽性とした，(‡):P <0.05,対照群との比較

表7.  Mannheimia haemolyticaのELISA抗体価の推移                     　
接種前 4週後 8週後 12週後 16週後

ワクチン接種群 92.6 ± 16.7 342.9 ± 290.6 466.6 ± 147.0‡ 342.9 ± 63.3 317.5 ± 64.8
（N=9) (0/9)＊ (8/9) (9/9) (9/9) (9/9)

対照群 85.7 ± 46.4 171.4 ± 309.0 185.2 ± 76.6 272.2 ± 155.0 342.9 ± 61.9
（N=9) (1/9) (4/9) (5/9) (8/9) (9/9)

幾何平均±標準偏差

(*):抗体陽性牛/供試牛, ELISA抗体価200倍以上を抗体陽性とした，(‡):P <0.05,対照群との比較

表8. 　Histophilus somniのOD値の推移

接種前 4週後 8週後 12週後 16週後

ワクチン接種群 0.18 ± 0.04 0.46 ± 0.08 0.82 ± 0.11 0.68 ± 0.07 0.85 ± 0.10‡

（N=9) (0/9)＊ (1/9) (5/9) (5/9) (8/9)

対照群 0.45 ± 0.07 0.38 ± 0.05 0.55 ± 0.09 0.65 ± 0.10 0.47 ± 0.03
（N=9) (2/9) (1/9) (2/9) (4/9) (1/9)

幾何平均±標準偏差

(*):抗体陽性牛/供試牛, OD値0.6以上を抗体陽性とした，(‡):P <0.05,対照群との比較
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黒毛和種子牛のワクチン接種後 120 日間における呼吸器病の発症頭数はワ

クチンの接種を行ったワクチン接種群が524 頭中の242 頭（46.2％）、ワクチ

ン接種を行わなかった対照群が 534 頭中の 341 頭（63.9％）であり、ワクチ

ン接種群は対照群に比較して有意（P<0.01）な発病率の減少が確認された（表

9）。 

 

 

 

    

群 頭 数 発症頭数 発症率（％）

ワクチン接種群 524 242 46.2 a

対照群 534 341 63.9 a

表9　ワクチン接種後120日間の呼吸器病の発症状況

a：同符号間で有意差（P< 0.01）あり  
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４．考 察 

 M.haemolytica 感染による呼吸器病子牛は死廃のリスクが高く、治癒例に

おける増体重も健康子牛に比べて低く、M.haemolytica 感染による呼吸器病

は子牛における生産性の大きな阻害要因[43，49，71]になっており、特に、

肉生産が目的である黒毛和種子牛にとっては重要な疾病である。また、病原

性の高いM.haemolyticaに罹患した呼吸器病の子牛は病勢が重篤であり、抗

生物質療法を行っても治療効果が低い[39，54] 。 

M.haemolytica 感染によるマンへミア性肺炎が重篤化する理由としては、 

M.haemolytica がLkt 外毒素を分泌することによって好中球を主体とする白

血球を破壊し、その際に放出される過酸化水素、活性酸素、蛋白分解酵素な

どにより肺組織に障害を与えて線維素性肺炎を引き起こし、さらに他の病原

体と複合感染することによって病勢が悪化することに起因する[32，85]。し

たがって、M.haemolytica 感染による子牛の呼吸器病に対しては抗生物質療

法よりも予防に重点を置いたワクネーションによる予防対策の確立が切望さ

れている。  

子牛は反芻動物の特異的な胎盤構造のために分娩前に母体からの免疫グロ

ブリンの移行がなくγグロブリンの少ない状態で出生し、出生後24 時間以内

に受動免疫を獲得するために母牛から初乳中の免疫グロブリンを摂取して吸

収する[7]。したがって、初乳から獲得した移行抗体は子牛における感染症の

予防にとって最も重要な感染予防因子である。しかし、弱毒化した微生物を

使用して液性免疫と細胞性免疫が獲得できる生ワクチンを接種する際には、

子牛の移行抗体の存在が子牛の能動的な抗体産生を減弱させる[12，21，50]

可能性があり、また、化学処理などによって死んだ微生物を使用して液性免

疫を獲得する不活化ワクチンを接種する際には、病原微生物に対する移行抗

体が最も低下する時期に投与することが有益である。すなわち、子牛に対し
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て有効なワクチン接種を行うためには、病原微生物に対する移行抗体の推移

に基づいた効果的なワクネーションプログラムを構築する上で移行抗体の推

移を知ることが重要であるが、野外の子牛における病原微生物に対する移行

抗体の推移、特に、病原性の高いM.haemolyticaの移行抗体の推移の国内に

おける報告はない。 

そこで本章では、野外の黒毛和種子牛におけるワクチネーションを行う適

正な時期を特定する目的で、黒毛和種子牛における出生時からの

M.haemolytica に対する抗体価の推移を測定し、さらに、市販されている

M.haemolytica 不活化ワクチンと P. multocida、M.haemolytica および

H.somni 混合不活化ワクチンの呼吸器病ワクチンを黒毛和種子牛に接種して

M.haemolytica の Lkt 中和抗体価と P. multocida、M.haemolytica および

H.somni の ELISA 抗体価ならびに呼吸器病の発病率をワクチン接種してい

ない対照群と比較検討した。 

その結果、黒毛和種子牛におけるM.haemolytica抗体価は出生後から漸次

減少して生後8 週齢に最低値となり、その後、生後20 週齢まで増加する傾向

を示した。したがって、通常は生後2～3 ヵ月齢以降にワクチン接種が行われ

ているが、本研究において黒毛和種子牛に対するM.haemolytica不活化ワク

チン接種の時期は生後8週齢前後に行うことが有益であることが確認された。 

ホルスタイン種とヘレフォード種の子牛におけるM.haemolyticaの移行抗体

は、それぞれ5 週齢と60 日齢まで減少し、その後、自然感染により漸次上昇

したと報告されている[28，63]。今回の黒毛和種子牛におけるM.haemolytica
抗体価も 8 週齢まで漸次減少し、その後、上昇したことから、本研究を行っ

た供試農場内においてもM.haemolyticaの自然感染の関与が示唆された。ま

た、新生子牛と母牛の抗体価は関連すると報告 [27，30]されており、本研究

の黒毛和種の母子における M.haemolytica 抗体価も相関していたことから、
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子牛にM.haemolyticaワクチンを接種する際には、母牛のM.haemolytica 抗

体価を考慮する必要があると考えられた。 

さらに、子牛育成農場に導入された 3～5 ヵ月齢の黒毛和種子牛へ

M.haemolytica 不活化ワクチンを行ったところ、Lkt 中和抗体価は、接種 2

週後から対照群に比べて高値を示したことから、 M.haemolytica不活化ワク

チンは自然感染に先行して子牛に早期かつ確実な抗体賦与が可能であること

が示唆された。 

また、本研究で 3～4 ヵ月齢の黒毛和種子牛に対して P.multocida、
M.haemolytica および H.somni 混合不活化ワクチンの接種を行ったところ、

対照群における呼吸器病の発症率が 63.9％であったのに対してワクチン接種

群が 46.2％であり、対照群に比較して接種群における呼吸器病の発症率の低

下が確認された。これは、ワクチン接種群が P.multocida、M.haemolytica
およびH.somniに対する免疫が賦与されたことに起因するものであり、黒毛

和種子牛の呼吸器病の予防に対する P.multocida、M.haemolytica および

H.somni混合不活化ワクチンの有効性が示唆された。 

本研究では、黒毛和種子牛におけるM.haemolyticaの抗体価は出生後から

漸次減少して生後 8 週齢に最低値となり、その後、増加する傾向を示したこ

とから黒毛和種子牛に対するM.haemolytica不活化ワクチン接種の時期は生

後 8 週齢前後に行うことが有益であることが確認された。また、

M.haemolytica 不活化ワクチンの接種は自然感染に先行して子牛に早期かつ

確実な抗体賦与が可能であり、P.multocida、M.haemolyticaおよびH.somni
混合不活化ワクチンの接種によって抗体価が増加して呼吸器病が減少するこ

とが確認された。 
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５．小 括  

呼吸器病は子牛における生産性の大きな阻害要因になっており、特に、肉

生産が目的である黒毛和種子牛にとっては重要な疾病である。また、病原性

の高いM.haemolyticaに罹患した呼吸器病の子牛は病勢が重篤であり、抗生

物質療法を行っても治療効果が低い。したがって、M.haemolytica 感染によ

る子牛の呼吸器病に対しては抗生物質療法よりも予防に重点を置いたワクネ

ーションによる予防対策の確立が切望されている。  

本研究では、子牛におけるワクチネーションを行う適正時期を特定する目

的で、黒毛和種子牛における出生時からのM.haemolytica に対する抗体価の

推移を測定し、さらに、市販されているM.haemolytica不活化ワクチンとP. 
multocida、M.haemolytica および H.somni 混合不活化ワクチンによる黒毛

和種子牛の呼吸器病の予防効果を検討する目的で、ワクチン接種群とワクチ

ンを接種しなかった対照群における M.haemolytica の Lkt 中和抗体価と P. 
multocida、M.haemolyticaおよびH.somni のELISA抗体価ならびに呼吸器

病の発病率を比較検討した。 

その結果、黒毛和種子牛におけるM.haemolyticaの抗体価は出生後から漸

次減少して生後 8 週齢に最低値となり、その後、増加する傾向を示したこと

から黒毛和種子牛に対するM.haemolyticaワクチン接種の時期は生後8週齢

前後に行うことが有益であることが確認された。また、M.haemolytica 不活

化ワクチンの接種は自然感染に先行して子牛に早期かつ確実な抗体賦与が可

能であり、P.multocida、M.haemolytica および H.somni 混合不活化ワクチ

ンの接種によって抗体価が増加して呼吸器病が減少することが確認された。 
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第Ⅲ章 黒毛和種子牛における血清ビタミンE 濃度と呼吸器病ワクチン 

接種による抗体産生との関連性 
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1．序 文 

 第Ⅰ章の研究において、病原性の高いM.haemolyticaに罹患した呼吸器病

子牛の臨床例は高度な肺組織の炎症病変に起因する肺機能の著しい低下、炎

症性の血液変化およびサイトカインの産生を伴う重篤な臨床症状を示す難治

性の呼吸器病であることが明らかになった。また、第Ⅱ章の研究では、黒毛

和種子牛におけるワクチネーションを行う適正な時期を特定する目的で、出

生時からのM.haemolytica に対する抗体価の推移を観察したところ、黒毛和

種子牛におけるM.haemolytica抗体価は出生後から漸次減少して生後8週齢

に最低値となったことから、M.haemolytica 不活化ワクチン接種の時期は生

後 8 週齢前後に行うことが有益であることが確認された。さらに、市販され

ているM.haemolytica不活化ワクチンとP. multocida、M.haemolyticaおよ

びH.somni混合不活化ワクチンによる黒毛和種子牛の呼吸器病の予防効果を

検討する目的で、ワクチン接種群と対照群における Lkt 中和抗体価と呼吸器

病の発病率を比較したところ、M.haemolytica 不活化ワクチンの接種によっ

て子牛に確実に抗体賦与され、P.multocida、M.haemolyticaおよびH.somni
混合不活化ワクチンの接種によって抗体価が増加して呼吸器病が減少するこ

とが確認された。 

 また、子牛における最大限のワクチン効果を得るためには、ワクチン接種

する子牛の栄養状態が重要であり、近年、ワクチン効果を上げる子牛の栄養

素の一つとして血中ビタミンE 濃度が注目されている[37]。ビタミンE は、

生体の抗活性酸素剤として作用し、生体膜のリン脂質中の高度不飽和脂肪酸

の過酸化を防止して生体膜の安定性を保持し、免疫機能の活性効果を持つと

されている[37]。これまでに、血液中のビタミン E 濃度の低いヒトではワク

チンによる抗体産生が低いことが明らかにされているが[25]、子牛における血

中ビタミン E 濃度とワクチン接種後の抗体産生の関連性についてはまだ明ら
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かにされていない。 

そこで、本章では、呼吸器病ワクチンを接種した子牛の抗体産生とワクチ

ン接種時における栄養状態、特に、血清ビタミン E 濃度との関連性を明らか

にする目的で、黒毛和種子牛における呼吸器病ワクチン接種時の血清ビタミ

ン E 濃度とワクチン接種後の抗体産生との関係を検討すると同時に、ワクチ

ン接種による抗体産生に対するビタミン E 添加の効果についての検討を行っ

た。 

 

２．材料と方法 

１）黒毛和種子牛の血清ビタミンE濃度とM.haemolytica不活化ワクチン 

接種後の抗体産生との関連性 

 

（１）供試牛 

 供試牛は、鹿児島県内の子牛育成農場に導入された3～5 ヵ月齢の黒毛和種

子牛12頭である。供試牛12頭をワクチン接種時に血清ビタミンE濃度が100

μg/dl 未満であった低ビタミン E 群（4 頭）、100μg/dl 以上であった高ビタ

ミンE 群（4 頭）および血清ビタミンE 濃度 100μg/dl 以上でワクチンを接

種しなかった未接種群（4 頭）の3群に分類した。 

 

（２）M.haemolytica不活化ワクチン接種 

低ビタミン E 群と高ビタミン E 群に対して M.haemolytica 血清型 1 型不

活化ワクチン（リスポバル，ファイザー（株），東京)を頚部皮下に2mL接種

した。 
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（３）血液検査 

ⅰ）血液採取 

採血はワクチンの接種日、接種2 週後、4 週後、8 週後および12 週後に頚

静脈から10mL シリンジを用いて行って採取した血液をプレーン採血管に分

注し、プレーン採血管を遠心分離して得られた血清サンプルは測定まで－

20℃で保存した。 

 

ⅱ）Lkt中和抗体価検査 

Lkt中和抗体価の測定は前章と同様な方法で行った。 

 

ⅲ）血清ビタミンE 濃度測定 

 血清ビタミン E 濃度の測定は高速液体クロマトグラフィー法（高速液体ク

ロマトグラフLC-2000，日本分光（株），東京）で行った[18]。 

 

（４）測定成績の統計学的処理 

成績は抗体価については幾何平均±標準誤差で示し、血清ビタミンE 濃度

については平均±標準誤差で示した。Tukey–Kramer検定にて群間で比較し

P<0.05 を有意な差と判断した。 

 

２）黒毛和種子牛に対するビタミンE 添加によるBHV-1 生ワクチン接種 

における抗体産生効果についての検討 

 

（１）供試牛 

供試牛は1農場で飼養されていた黒毛和種子牛の中から無作為に選んだ30

頭であり、出生後に母牛の初乳を十分量摂取させ、その後、個別のカーフハ
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ッチにおいて 3 ヵ月齢まで代用乳を給与し、離乳後はグループのペンに移動

して飼養された。30 頭の供試牛を1ヵ月齢から3 ヵ月齢までの期間、代用乳

に日量300IUのビタミンE（ビタミンE50％粉末，新和成，中国）を添加し

たビタミンE 群（15 頭）とビタミンE を添加しなかった対照群（15 頭）の

2 群に分類した。 

 

（２）BHV-1 生ワクチン接種 

全ての供試牛に対して、2ヵ月齢と3ヵ月齢の2回、BHV-1生ワクチン（IBR

ワクチン-KB，微生物化学研究所（株），京都）を筋肉内に2mL接種した。 

 

（３）血液検査 

ⅰ）血液採取 

採血は生後1 ヵ月齢、2 ヵ月齢、3 ヵ月齢および4 ヵ月齢時に頚静脈から 

10mL シリンジを用いて行って採取した血液をプレーン採血管に分注し、プ

レーン採血管を遠心分離して得られた血清サンプルは測定まで－20℃で保存

した。 

 

ⅱ）BHV-1 中和抗体価測定 

BHV-1 中和抗体価の測定は、これまでの報告に準じて行った[10]。被検血

清を56℃で30 分加温後、5％ウシ胎児血清を添加したDMEM培地にてマイ

クロタイタープレートの各ウェルが 50μl となるように 2 倍階段希釈した。

各ウェルにウイルス液（BHV-1（No.758 株）を 200TCID/50μl になるよう

に調整したもの）を50μl加えた。プレートを5％CO2存在下にて37℃で24

時間感作後、全ウェルに CRF 細胞浮遊液を 100μl 添加し、5％CO2 存在下

にて37℃で6 日間培養した。顕微鏡下で細胞変性効果を確認し、変性を抑制
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した血清の最高希釈倍数の逆数を中和抗体価とした。 

 

ⅲ）血清ビタミンE 濃度測定 

 血清ビタミン E 濃度の測定は高速液体クロマトグラフィー法（高速液体ク

ロマトグラフLC-2000，日本分光（株），東京）によって行った[18]。 

 

（４）測定成績の統計学的処理 

成績は抗体価については幾何平均±標準誤差で示し、血清ビタミンE 濃度

については平均±標準誤差で示した。Student’sｔ-検定にて抗体価および血

清ビタミンE濃度を群間で比較しP<0.05 を有意な差と判断した。 

 

４．成 績 

１）血清ビタミンE 濃度とLkt中和抗体価の推移 

低ビタミンE群、高ビタミンE群および未接種群の3群における血清ビタ

ミンE濃度の推移を図4 と表10 に示した。 

ワクチン接種日、ワクチン接種した2 週後、4 週後、8 週後および 12 週後

における血清ビタミンE濃度は、低ビタミンE群がそれぞれ67.1±7.1μg/dl、

73.0±7.6μg/dl、63.0±5.6μg/dl、86.0±9.9μg/dl および 74.0±9.1μg/dl、

高ビタミンE 群が 160.1±18.8μg/dl、66.0±10.6μg/dl、57.0±0.7μg/dl、

82.0±20.0μg/dl および 80.0±13.0μg/dl、未接種群が 142.4±24.0μg/dl、

71.8±7.4μg/dl、65.0±8.1μg/dl、100.0±4.7μg/dl および 77.0±7.1μg/dl

であり、ワクチン接種時、低ビタミンE群は高ビタミンE群および未接種群

と比較して有意（P<0.05）な低値であった。また、高ビタミンE群と未接種

群はワクチン接種 2 週後に減少し、ワクチン接種 2 週後以降、3 群はほぼ同

様な値で推移した。 
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図4. 血清ビタミンE濃度の推移

ワクチン接種時血清ビタミンE100μg/dl未満群(■:N=4),血清ビタミンE100μg/dl以上群(□:N=4)
ワクチン未接種群(○:N=4)
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同符号間で有意差あり(a-a, b-b:P<0.05)
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例 数

0 67.1 ± 7.1 a b 160.1 ± 18.8 a 142.4 ± 24.0 b

2 73.0 ± 7.6 66.0 ± 10.6 71.8 ± 7.4
4 63.0 ± 5.6 57.0 ± 0.7 65.0 ± 8.1
8 86.0 ± 9.9 82.0 ± 20.0 100.0 ± 4.7
12 74.0 ± 9.1 80.0 ± 13.0 77.0 ± 7.1

平均±標準誤差

同符号間で有意差（a-a ,b-b:P <0.05）あり

ワ
ク

チ
ン

接
種

後
週

低ビタミンE群 ：血清ビタミンE 100μg/dl 未満

高ビタミンE群 ：血清ビタミンE 100μg/dl 以上

未接種群：ワクチン未接種

表10.　血清ビタミンE濃度（μg/dl）の推移

低ビタミンE群 高ビタミンE群 未接種群

4 4 4

 

 

 

低ビタミン E 群、高ビタミン E 群および未接種群の 3 群における

M.haemolytica 不活化ワクチン接種後における Lkt 中和抗体価の推移を図 5

と表11 に示した。 

ワクチン接種日、ワクチン接種した2 週後、4 週後、8 週後および 12 週後

におけるLkt 中和抗体価は、低ビタミン E 群がそれぞれ 1.2±0.3 倍、3.4±

1.4 倍、4.8±1.5 倍、27.0±11.5 倍および32.0±0、高ビタミンE群が1.0±

0.0 倍、5.7±7.3 倍、38.1±12.0 倍、54.0±8.0 倍および 53.8±8.0、未接種

群が 1.4±0.3 倍、1.0±0.0 倍、3.4±1.4 倍、19.0±13.3 倍および 19.0±6.0

であり、高ビタミンE群はワクチン接種4 週後に低ビタミンE群と、ワクチ

ン接種 12 週後に未接種群と比較して有意（P<0.05）な高値が認められた。

低ビタミン群と未接種群の Lkt 中和抗体価の推移には有意差は認められなか

った。 
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図5. ロイコトキシン中和抗体価の推移

ワクチン接種時血清ビタミンE100μg/dl未満群(■:N=4),血清ビタミンE100μg/dl以上群(□:N=4)
ワクチン未接種群(○:N=4)
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例 数

0 1.2 ± 0.3 1.0 ± 0.0 1.4 ± 0.3
2 3.4 ± 1.4 5.7 ± 7.3 1.0 ± 0.0
4 4.8 ± 1.5 a 38.1 ± 12.0 a b 3.4 ± 1.4 b

8 27.0 ± 11.5 54.0 ± 8 19.0 ± 13.3
12 32.0 ± 0.0 53.8 ± 8.0 c 19.0 ± 6.0 c

幾何平均±標準誤差

同符号間で有意差あり（a-a ,b-b, c-c : P< 0.05）

低ビタミンE群 ：血清ビタミンE 100μg/dl 未満

高ビタミンE群 ：血清ビタミンE 100μg/dl 以上

未接種群：ワクチン未接種

表11.　ロイコトキシン中和抗体価の推移

低ビタミンE群 高ビタミンE群

4 4

ワ
ク

チ
ン

接
種

後
週

未接種群

4

 

 

 

２）ビタミンE添加による血清ビタミンE濃度とBHV-1 抗体価の推移 

 

代用乳にビタミンEを添加したビタミンE群と対照群における血清ビタミ

ンE濃度の推移を図6 と表12 に示した。 

ビタミンE 添加前の1 ヵ月齢における血清ビタミンE濃度は、ビタミンE

添加群が 360.0±29.1μg/dl、対照群が 291.0±24.9μg/dl であり両群に差は

なかった。2、3 および4 ヵ月齢では、対照群における血清ビタミンE濃度は

それぞれ254.4±21.4μg/dl、201.3±28.5μg/dlおよび107.9±15.2μg/dlで

あったのに対して、ビタミンE を添加したビタミンE 添加群は 533.7±51.5

μg/dl、356.3±34.1μg/dl および 168.3±19.4μg/dl であり、ビタミン E 添

加群は対照群に比較し高値を示し 2 ヵ月齢（P<0.01）、3 ヵ月齢（P<0.01）

および4ヵ月齢（P<0.05）にそれぞれ有意差が認められた。 
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図6. 血清ビタミンE濃度の推移

ビタミンE添加群(■:N=15)，対照群(□:N=15). 矢印はビタミンE添加期間

群間で有意差あり(*:P<0.05, **:P<0.01)   
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有意差

例 数

品 種

1ヵ月齢 360.0 ± 29.1 291.0 ± 24.9
2ヵ月齢 533.7 ± 51.5 254.4 ± 21.4 P<0.01
3ヵ月齢 356.3 ± 34.1 201.3 ± 28.5 P<0.01
4ヵ月齢 168.3 ± 19.4 107.9 ± 15.2 P<0.05

平均±標準誤差

黒毛和種 黒毛和種

表12.　血清ビタミンE濃度（μg/dl）の推移

ビタミンE添加群 対照群

15 15
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代用乳にビタミンEを添加したビタミン添加E群と対照群におけるBHV-1

に対する抗体価の推移を図7 と表13 に示した。 

1 ヵ月齢、2 ヵ月齢、3 ヵ月齢および4 ヵ月齢におけるBHV-1 抗体価は、 

ビタミンE 添加群がそれぞれ31.4±16.3倍、19.4±4.6 倍、7.8±2.0 倍およ

び16.5±4.0 倍、対照群が36.0±19.4 倍、20.0±5.1 倍、10.2±2.7 倍および

8.2 倍であり、両群ともに最も高値を示した。対照群は2 ヵ月齢以降、抗体価

が漸次減少して 4 ヵ月齢に最低値を示した。一方、ビタミンＥ添加群は 2 ヵ

月齢以降に減少して3 ヵ月齢に最低値を示した後、4 ヵ月齢に再び増加し、4

ヵ月齢において対照群との間に有意な差（P<0.01）が認められた。 
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図7. Bovine herpesvirus-1中和抗体価の推移
ビタミンE添加群(■：N=15)，対照群(□：N＝15). 矢印はワクチン接種

群間で有意差あり (**：P<0.01)
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有意差

例 数

品 種

1 ヵ月齢 48.5 ± 16.3 64.0 ± 19.4
2 ヵ月齢 21.1 ± 4.6 22.1 ± 5.1
3 ヵ月齢 7.0 ± 2.0 9.2 ± 2.7
4 ヵ月齢 16.8 ± 4.0 7.3 ± 1.8 P<0.01

幾何平均±標準誤差

表13.　Bovine herpesvirus-1 中和抗体価の推移

ビタミンE添加群 対照群

15 15
黒毛和種 黒毛和種

 

    

 

 

４．考 察 

 子牛において最大限のワクチン効果を得るためには、子牛の移行抗体の推

移に基づいた日齢に接種すると同時に、ワクチン接種する子牛の栄養状態が

重要であり、近年、ワクチン効果に関与する子牛の栄養要因の一つとして血

中ビタミンE濃度が注目されている[37]。 

 ビタミン E は動物の CD4＋T 細胞の活性と増殖を促進することが知られて

いる[24，41，75]。また、ヒトではビタミン E の投与によって血中インター

ロイキン(IL）-4 が上昇することが報告されている[58]。ヘルパーT（Th）細

胞が主であるCD4＋T 細胞は、産生するサイトカインによりTh1 細胞とTh2

細胞に分類される[47]。Th2 細胞は B 細胞からの抗体産生を促進させて体液

性免疫を誘導する IL-4 や IL-6 などのサイトカインを産生する[47]。一方、血

清ビタミン E 濃度が低下している動物では、マクロファージなどの樹状細胞
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の貪食能と抗原提示能が減弱し、その後の免疫記憶能も低下すると報じられ

ている[22，24，66]。さらに、血清ビタミン E 濃度が低下すると、T 細胞お

よびB細胞の活性と増殖が減弱して、Th1 細胞から分泌されるサイトカイン

とTh2細胞から分泌されるIL-4などのサイトカインが減少することが確認さ

れている[1，8，20]。また、血清ビタミン E 濃度が低値なヒトやビタミン E

給与が不足したマウスでは抗原接種後の抗体産生が低く推移したとの報告が

ある[25，75]。 

本研究において、黒毛和種子牛における血清ビタミン E 濃度と

M.haemolytica 不活化ワクチン接種後におけるLkt 中和抗体価の推移との関

連性を検討したところ、高ビタミンE 群の抗体価は低ビタミンE 群と未接種

群に比べてワクチン接種 2 週後以降、高値で推移することが確認された。ま

た、低ビタミンE群のLkt中和抗体価は、未接種群と同様に推移を示したこ

とから、低ビタミンE群ではワクチン接種時におけるビタミンE低下により、

マクロファージなどの樹上細胞の貪食能と抗原提示能の減弱、および B 細胞

の活性と増殖の減弱によってワクチン抗原に対する反応性が低く、抗体産生

能が低下していたと推察した。したがって、血清ビタミン E 濃度が低値の子

牛に比べて高値の子牛の方が有益なワクチン効果を得ることが確認され、感

染症の予防対策としてワクチン接種を行う際にはビタミン E が栄養要因の一

つであることが推察された。 

さらに、本研究において、黒毛和種子牛における血清ビタミン E 濃度とワ

クチン抗体産生との関連性を知る目的で、代用乳にビタミン E を添加したビ

タミン E 添加群と対照群との血清ビタミン E 濃度と BHV-1 のワクチン抗体

価との推移を比較した。その結果、対照群の血清ビタミンE 濃度は 2 ヵ月齢

以降、漸次低下したのに対して、ビタミン E 添加群における血清ビタミン E

濃度は対照群に比べて高値で推移したことから、ビタミン E の添加によって
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黒毛和種子牛の血清ビタミン濃度が高値で維持されることが確認された。ま

た、黒毛和種子牛のビタミンE 添加群における血清ビタミン濃度は 2 ヵ月齢

に最高値を示した後、漸次低下する傾向を示したが、この血清ビタミン濃度

の推移はホルスタイン種子牛に対するビタミン E の経口投与試験の報告[65]

とほぼ同様な推移であった。この血清ビタミン E 濃度の推移は離乳に伴うビ

タミンEの吸収量の低下が関与[2，67]していると考えられており、本研究の

黒毛和種子牛における血清ビタミン E 濃度の推移も同様な要因であったと推

察した。 

さらに、対照群とビタミンE を添加したビタミンE添加群の黒毛和種子牛

の両群に対して生後2 ヵ月齢と3 ヵ月齢の2回、BHV-1 生ワクチンを接種し

たところ、対照群のBHV-1 ワクチン抗体価は漸次低下したのに対して、ビタ

ミンE添加群では2 回目ワクチン接種後の4ヵ月齢に増加したが、この抗体

価の増加はワクチンのブースター効果に起因するものであると考えられた。

血中ビタミン E 濃度が高い動物では、マクロファージの貪食能が高く、T 細

胞および B 細胞の活性と増殖が促進されると報じられている[11，46，60，

66]。また、バッファロー子牛にビタミンEを経口投与したところ、血清ビタ

ミン E 濃度が上昇して P.multocida ワクチン接種による抗体産生が増加した

とする報告[64]があるが、本研究で得られた成績はそれらの報告を指示するも

のであると考えられた。さらに、ビタミン E を経口投与したホルスタイン種

子牛に対してBHV-1 生ワクチンの接種を行ったところ、ワクチンの抗体産生

が助長されたとする報告[66]があることから、本研究のビタミン E 群で確認

されたワクチンのブースター効果は、ビタミン E の添加によって黒毛和種子

牛の免疫機能が増加したことに起因するものであると推察した。 

今回の研究において、血清ビタミン E 濃度が高値の黒毛和種子牛は低値の

子牛に比べてM.haemolytica不活化ワクチン接種後の抗体価が高く推移する
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ことが認められ、また、ビタミンEを添加したビタミンE添加群において血

清ビタミンE濃度が高値で維持され、BHV-1 生ワクチン接種後にワクチンの

ブースター効果が認められた。すなわち、黒毛和種子牛に対して有益な最大

限のワクチン効果を得るためには、ビタミン E が子牛の重要な栄養要因の一

つであることが確認された。したがって、黒毛和種子牛に対する呼吸器病の

予防対策を目的にした効果的な呼吸器病ワクチン接種を行う際には、ビタミ

ンEの添加による血清ビタミンE濃度の増加が重要な対策であると考えられ

た。今後は、子牛に対するビタミン E の添加の量と期間に基づく最適な血清

ビタミンE濃度の検証ならびにビタミンEと免疫機能の増加の機序を明らか

にすることが必要であると考える。 
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５．小 括 

子牛における最大限のワクチン効果を得るためには、ワクチン接種する子

牛の栄養状態が重要であり、近年、ワクチン効果に関与する子牛の栄養要因

の一つとして血中ビタミンE 濃度が注目されている。 

そこで本章では、黒毛和種子牛における血清ビタミンE とワクチン接種に

よる抗体産生との関連性を明らかにする目的で、M .haemolytica 不活化ワク

チン接種時に血清ビタミンE 濃度が100μg/dl未満の低ビタミンＥ群、100

μg/dl 以上の高ビタミン群、ワクチン未接種の未接種群の3 群に分類して、

ワクチン接種時の血清ビタミンE濃度とワクチン接種後の抗体産生との関連

性を検討すると同時に、代用乳に日量300IUのビタミンE 添加によるワクチ

ン接種後の抗体産生への効果について検討した。  

その結果、高ビタミンE群のLkt中和抗体価の推移は低ビタミンE群およ

び未接種群に比べて高値で推移したことから、ワクチン接種時に血清ビタミ

ンE濃度が高値の子牛はワクチン接種に対する抗体産生能が高いことが確認

された。また、ビタミンEを添加したビタミンE添加群において血清ビタミ

ンE濃度が高値で維持され、BHV-1 生ワクチン接種後にワクチンのブースタ

ー効果が認められた。すなわち、黒毛和種子牛に対して有益なワクチン効果

を得るためには、ビタミンE が子牛の重要な栄養素の一つであることが確認

された。したがって、黒毛和種子牛に対する呼吸器病の予防対策を目的にし

た効果的な呼吸器病ワクチン接種を行う際には、ビタミンEの添加による血

清ビタミンE濃度の増加が重要であると考えられた。 
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総 括 

 

呼吸器病は子牛の主要な疾病であり、その損害は甚大である。近年、多頭

化の飼養に伴って子牛は群飼形態で飼育され、過密な飼育環境下におけるス

トレスや病原微生物保有牛との接触機会が増加することによって呼吸器病の

発症のリスクが従来に比べてさらに増大している。 

特に、病原性の高いM.haemolytica 感染による呼吸器病を発病した重症例

の子牛は死亡あるいは廃用になる例が多く、治癒例においても増体量が減少

するなど、マンへミア性肺炎は子牛における重要な生産性の阻害要因になっ

ており、牛肉生産の目的で飼養されている黒毛和種子牛にとっては重要な疾

病である。したがって、現在、主にM.haemolytica感染による子牛の呼吸器

病に対しては治療よりも予防に重点を置いた対策が強く望まれており、その

予防対策として最も期待されているのがワクチン接種である。しかし、子牛

に対するワクチン接種の方法は実験モデル子牛の成績に基づいたものであり、

野外の子牛、特に黒毛和種子牛に対する効果的なワクチン接種の方法はまだ

確立されていない。 

本研究では、野外における子牛の呼吸器病、特に病原性の最も高い

M.haemolytica 感染によるマンへミア性肺炎の予防対策を目的としたワクチ

ン接種の有効な方法を確立するために、まず、M.haemolytica が鼻腔スワブ

から分離された呼吸器病子牛における臨床例および血液学的病態を解明する

と同時に、黒毛和種子牛の出生後からの M.haemolytica の抗体価の推移、

M.haemolytica 不活化ワクチンによるLkt中和抗体価の産生とP. multocida、
M.haemolytica およびH.somni 不活化ワクチンによるELISA 抗体価の産生

ならびに吸吸器病の予防効果についての検討を行った。さらに、子牛の栄養

要因の一つであるビタミン E とワクチン接種後の抗体産生との関連性を明ら
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かにする目的で、黒毛和種子牛における血清ビタミン濃度とワクチン抗体産

生との関連性について検討すると共に、臨床試験を行ってビタミン E 添加と

ワクチン接種後の抗体産生との関連性についての検討を行った。 

 

１．M.haemolytica感染子牛における臨床および血液学的病態 

 病原性の高いM.haemolyticaが鼻腔スワブから分離された呼吸器病子牛の

臨床例における臨床および血液学的病態を明らかにする目的で、臨床検査な

らびに一般血液、動脈血ガス分圧、末梢血白血球ポピュレーションおよびTNF

活性の血液学的病態の解析を行った。その結果、M.haemolytica に罹患した

呼吸器病子牛の臨床例は心拍数と呼吸数の増数、動脈血ガス分圧の酸素分圧

（pO2）と酸素飽和度（O2SAT）の低下、好中球の増数に伴う白血球数の増

数、末梢血白血球ポピュレーションの CD3+T 細胞数、CD4+T 細胞数および

CD8+T細胞数の低下、ならびに血清TNF活性が高値を示すことが確認され、

M.haemolytica に罹患した呼吸器病の子牛は高度な肺組織の炎症病変に起因

する肺機能の著しい低下、炎症性の血液変化およびサイトカインの産生を伴

う重篤な臨床症状を示す難治性の呼吸器病であることが確認された。 

 

２．黒毛和種子牛におけるM.haemolytica抗体価の推移と不活化ワクチンの 

有効性の検討 

子牛におけるワクチネーションを行う適正な時期を特定する目的で、黒毛

和種子牛における出生時からの M.haemolytica に対する抗体価の推移を測

定し、さらに、市販されているM.haemolytica不活化ワクチンとP. multocida、
M.haemolyticaおよびH.somni混合不活化ワクチンによる黒毛和種子牛の呼

吸器病の予防効果について検討する目的で、ワクチン接種群とワクチンを接

種しなかった対照群における Lkt 中和抗体価と呼吸器病の発病率の比較を行
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った。その結果、黒毛和種子牛におけるM.haemolytica抗体価は生後8 週齢

に最低値であったことから黒毛和種子牛に対するM.haemolytica不活化ワク

チン接種の時期は生後8週齢前後に行うことが有益であることが確認された。

また、M.haemolytica 不活化ワクチンの接種は子牛に早期かつ確実な抗体賦

与が可能であり、P.multocida、M.haemolytica および H.somni 混合不活化

ワクチンの接種によって抗体価が増加して呼吸器病が減少することが確認さ

れた。 

 

３．黒毛和種子牛における血清ビタミンE濃度と呼吸器病ワクチン接種によ 

る抗体産生との関連性  

黒毛和種子牛における血清ビタミン E とワクチン接種による抗体産生との

関連性を明らかにする目的で、M .haemolytica 不活化ワクチン接種時に血清

ビタミンE 濃度が 100μg/dl 未満の低ビタミンE 群、100μg/dl 以上の高ビ

タミンE 群、ワクチン未接種の未接種群の 3 群に分類して、ワクチン接種時

の血清ビタミン E 濃度とワクチン接種後における抗体産生との関連性を検討

すると同時に、代用乳に日量300IUのビタミンE 添加によるワクチン接種後

の抗体産生への効果について検討した。その結果、高ビタミンE 群のLkt中

和抗体価の推移は低ビタミン E 群および未接種群に比べて高値で推移したこ

とから、ワクチン接種時に血清ビタミン E 濃度が高値の子牛はワクチン接種

に対する抗体産生能が高いことが確認された。また、ビタミン E を添加した

ビタミン E 添加群において血清ビタミン E 濃度が高値で維持され、BHV-1

生ワクチン接種後にワクチンのブースター効果が認められ、ワクチン抗体産

生にとってビタミン E が子牛の重要な栄養要因の一つであることが確認され

た。したがって、黒毛和種子牛に対する呼吸器病の予防対策を目的にした効

果的な呼吸器病ワクチン接種を行う際には、ビタミン E の添加による血清ビ
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タミンE濃度の増加が重要であると考えられた。 

以上の本研究による成績から、病原性の高いM.haemolyticaに罹患した呼

吸器病の子牛における臨床および血液学的病態が極めて重篤であることが明

らかになり、その有効な予防対策であるワクチンの適正な時期を立証し、野

外における臨床試験によって子牛の呼吸器病に対するワクチンの効果を証明

した。さらに、子牛にとって重要な栄養素であるビタミン E を添加すること

によって、子牛の呼吸器病に対するワクチンの効果がさらに増加することを

確認した。すなわち、本研究は野外におけるワクチン接種による黒毛和種子

牛の呼吸器病の予防対策の礎となるとともに、子牛の呼吸器病による経済的

損失の軽減に寄与するものである。 
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