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子牛は容易に細菌感染に陥り、特に肺炎は罹患率および死亡率が高いことか

ら畜産業において肺炎の制御は重要である[18, 29, 70, 77]。牛呼吸器病症候群

（BRDC: Bovine Respiratory Disease Complex）は、複数の微生物の相互作用によ

って引き起こされる複雑な感染症である。これらにはウシヘルペスウイルス 1、

パラインフルエンザウイルス-3、RS ウイルスなどの呼吸器ウイルスや

Mycoplasma bovis（M. bovis）、Pasteurella multocida（P. multocida）および

Mannheimia haemolytica（M. haemolytica）などの病原体が含まれる。とりわけ

M. bovis の感染は呼吸上皮細胞の機能を傷害することで初期のウイルス感染や

免疫力の低下を引き起こし、その後の細菌定着を容易にする[1]。BRDC などの

急性炎症性疾患は過剰な免疫反応に発展し、しばしば致命的である[9, 75, 82]。 

肺炎罹患子牛においては血糖値[8]および血漿中アミノ酸濃度[91]の低下、血

中免疫グロブリン G および血漿中遊離脂肪酸濃度[8]が増加する。さらに Tsukano

ら[91]はマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛において血液中分岐鎖アミノ酸

（BCAA: Branched Chain Amino Acid）濃度の低下を特徴とした血清中総アミノ

酸濃度の低下を報告している。BCAA はグルコース-アラニン-BCAA 回路[74]に

おいて重要な窒素供給源となることから、血液中 BCAA 濃度の減少は糖新生を

抑制するため血糖値の低下に関与すると思われる。すなわち肺炎罹患子牛では

食欲不振による摂取エネルギー量の低下や、呼吸筋の仕事量の増加に伴うエネ

ルギー要求量の増加に起因する負のエネルギーバランスが生じている。したが

って、肺炎罹患子牛では飼料摂取量の減少および飼料効率の低下に伴う体重の

減少が認められる[8]。 

子牛の細菌性肺炎の主な原因であるグラム陰性菌は、リポポリサッカロイド

（LPS: Lipopolysaccharide）で構成される細胞壁をもち、これがエンドトキシン

に起因した全身性炎症に関与する。反芻動物ではエンドトキシンに対する病態

生理学的影響は用量依存的であり、さまざまな代謝的および臨床的徴候を誘発

する[57, 59]。さらにエンドトキシンによる刺激は、感染肺組織領域に蓄積した

好中球および単球（マクロファージ）から炎症性サイトカインを放出させる[10, 
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83]。インターロイキン（IL: Interleukin）-1、IL-6、腫瘍壊死因子（TNF: Tumor 

Necrosis factor）のような炎症性サイトカインは高体温症、食欲不振そしてタン

パク分解を引き起こすため、循環血中エンドトキシン活性および炎症性サイト

カイン発現量の増加は予後に影響を与えることが示唆されている[37]。 

臨床現場において肺炎は抗生物質に加えてステロイド系および非ステロイド

系抗炎症薬（NSAIDs: Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs）により治療される

のが一般的である[31, 60]。しかしながらすべての子牛が同様の治療によって治

癒するとは限らず、肺炎治療が奏功するか否かは個体の栄養状態や炎症強度が

影響している可能性も否定できない。しかしながら肺炎罹患子牛の栄養状態お

よび炎症の病態を検証した報告は少なく、臨床現場で利用可能な情報は限られ

ている。よって本研究は肺炎罹患子牛の栄養状態および炎症の病態解析に基づ

き、臨床現場で応用可能な新たな診断基準および治療戦略の構築を目的とした。

すなわち本研究は（1）血液生化学性状を指標とした肺炎罹患子牛の予後評価、

（2）エンドトキシン活性値および炎症性サイトカイン mRNA 発現量を指標と

した子牛のエンドトキシンに起因する全身性炎症の病態解析、そして（3）マク

ロライド系抗生物質であるツラスロマイシンの抗炎症作用を検証した。詳述す

ると、第１章では臨床現場において一般的な測定項目である血液中パラメータ

ーによる肺炎罹患子牛の予後評価を行った。すなわち、第 1 章第 1 節では血漿

総蛋白（TP: Total protein）、アルブミン、グロブリン濃度および血糖値について

連続変数である検査値と二分変数である予後の関係の強さを評価する統計法の

一つである Receiver Operating Characteristic（ROC）解析を用いて予後診断のカ

ットオフ値を求めた。ヒト医療では医師が即座に検査結果を判断し、迅速な処

置を施すことができる利点から被験者の傍らで行う検査である Point of Care

（POC）検査が広く行われている。もし、肺炎罹患子牛の予後評価に血糖値を

利用することが可能であれば、ヒト医療において使用されている POC 機器を用

いて On-farm で血糖値を測定することにより予後診断が可能となる。しかし、

現在、牛医療において利用可能な携帯型血糖値測定器（PBGM: Portable Blood 
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Glucose Meter）の精度管理についての検証は行われていない。したがって、第 1

章第 2 節ではヒト用 PBGM が牛に応用可能か否かを検証する目的で 2 種類のヒ

ト用 PBGM の精度および正確度について評価した。第 2 章ではエンドトキシン

活性による肺炎罹患子牛の予後評価ならびにエンドトキシンにより誘導される

白血球および肝臓中炎症性サイトカインの mRNA 発現量を測定することで全身

性炎症の病態解析を試みた。すなわち、第 2 章第 1 節では肺炎罹患子牛の気管

支肺胞洗浄液（BALF: bronchoalveolar lavage fluid）および血漿エンドトキシン活

性値について ROC 解析により予後診断のカットオフ値を求めた。また、Bieniek

ら[7]は子牛の日齢はエンドトキシンへの感受性の違いに関与しており、とくに

新生子牛でエンドトキシンへの感受性が高いことを報告していることから、第 2

章第 2 節ではエンドトキシンチャレンジ子牛を用いて、エンドトキシンにより

誘導される白血球および肝臓中炎症性サイトカインの mRNA 発現量を測定し比

較することで、日齢によるエンドトキシンに対する感受性を検証した。第 3 章

ではマクロライド系抗生物質が抗炎症効果を示す機序の一部を明らかにする目

的で、マクロライド系抗生物質であるツラスロマイシンが血漿中エンドトキシ

ン活性値を抑制するか否かの検証を行った。 

本研究は、肺炎の罹患率および肺炎による死亡率が高い子牛において（1）

On-farm で栄養状態に基づいた予後評価が可能であるか否かの検証、（2）エンド

トキシン活性による予後評価およびエンドトキシンにより誘導される炎症性サ

イトカイン発現量の検証、そして（3）エンドトキシンチャレンジモデルを用い

たツラスロマイシンの抗炎症作用についての検証を行った。本研究は、肺炎罹

患子牛の診療において臨床現場で応用可能な新たな診断基準および治療戦略の

有用性を肺炎罹患子牛の栄養状態および炎症の病態解析に基づき証明するもの

である。 
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肺炎罹患子牛では飼料摂取量の減少、飼料効率の低下を特徴とする体重の減

少が報告されている[8]。すなわち肺炎罹患子牛では食欲不振による摂取エネル

ギー量の低下や、呼吸筋の仕事量の増加に伴うエネルギー要求量の増加に起因

する負のエネルギーバランスが生じている。事実、肺炎罹患子牛においては血

糖値[8]および血漿中アミノ酸濃度[91]の低下、血中免疫グロブリン G および血

漿中遊離脂肪酸濃度[8]が増加することが報告されている。Trefz ら[88]は子牛に

おいて低血糖症の発生率は低いが、死亡率は高いことを報告している。低血糖

症は敗血症[27, 88]、低体温症[88]および栄養失調[88, 89]を伴う子牛の疾患でも

認められるため、特異的なマーカーではないが、疾病の予後を評価することは

可能である[90]。血漿総タンパク（TP）は炎症により増加することが知られて

いる[8]。特に血液中 TP の増加にはグロブリンの上昇が関与しているが、高グ

ロブリン血症の最も一般的な原因は炎症であり、急性相タンパク（APPs: acute 

phase proteins）を含む多くのグロブリン産生が増加する。慢性炎症では慢性的

な抗原刺激に応答して形質細胞により抗体が産生され非特異的な γ-グロブリン

が増加する[41]。しかしながら、肺炎罹患子牛においてこれらの血液中パラメー

ターは予後評価に用いることが可能であるか否かについての検討は行われてい

ない。 

本章では肺炎罹患子牛において変動が確認されており、臨床現場において一

般的な測定項目である血糖値、血漿中 TP およびグロブリンに加えて、血漿中ア

ルブミンおよびグルタミン酸ピルビン酸転移酵素（GPT）濃度が肺炎罹患子牛

の予後を予測するマーカーとなるか否かの検証を行った。すなわち第 1 章第 1

節では肺炎罹患子牛と健常子牛における上記の血液生化学性状について ROC 解

析により予後診断のカットオフ値を求めた。もし、肺炎罹患子牛の予後評価に

血糖値を利用することが可能であれば、ヒト医療において使用されている POC

機器を用いて On-farm で血糖値を測定することで予後診断が可能となる。しか

し、現在、牛医療において利用可能な携帯型血糖測定器（PBGM）の精度管理に

ついての検証は行われていない。したがって、第 1 章第 2 節ではヒト用 PBGM
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が牛に応用可能か否かを検証する目的で 2 種類のヒト用 PBGM の精度および正

確度について評価した。 
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1.1 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の血液生化学性状における予後に影
響を及ぼす因子の検討 

細菌感染は組織から炎症性サイトカインや炎症性タンパクの放出を誘導し、

牛は沈鬱および食欲不振などの臨床症状を呈する[44, 64]。肺炎罹患子牛では

BCAA 濃度の低下を特徴とした血清中総アミノ酸濃度が低下することが報告さ

れている [91]。BCAA はグルコース-アラニン-BCAA 回路[74]において重要な窒

素供給源となることから、血液中 BCAA 濃度の減少は糖新生を抑制するため血

糖値の低下に関与すると思われる。低血糖は様々な子牛の疾病において確認さ

れており[27, 88, 89]、肺炎罹患子牛においても同様に血糖値の低下が報告されて

いる[8]。肺炎罹患子牛では食欲不振や肺の炎症に伴い、血漿中 TP、アルブミン

およびグロブリン濃度の変動が確認されている[8]。栄養状態や炎症の程度は疾

病に特異的なマーカーではないが、これらのマーカーにより予後評価を行うこ

とは可能である[90, 91]。第 1 章第 1 節ではマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子

牛において、臨床現場で一般的に実施されている血液生化学検査項目である血

糖値、血漿中 TP、グロブリン濃度に加えて血漿中アルブミンおよび GPT 濃度に

ついて ROC 解析により予後診断へのカットオフ値を求めた。 

 

1.1.1 材料および方法 

本試験は酪農学園大学動物実験委員会の承認（Approval#：VH16C1）に基づい

て実施した[69]。本研究では、日齢 13 日～148 日（48.6±33.4 日）のホルスタイ

ン種雌子牛 10 頭および雄子牛 23 頭を供試した。全ての子牛の健康状態は身体

一般検査、血液生化学検査および胸部レントゲン検査により評価した。16 頭の

子牛は酪農学園大学附属動物病院に治療のために入院した子牛であり、発咳、

鼻汁、発熱を呈し、肺の副雑音が聴取された。それら子牛の胸部レントゲン検

査では肺野全体の 30%以上に不透過性を認め、16 頭全ての子牛で重度の気管支

肺炎と診断された。これらの重度気管支肺炎子牛は入院後 1 週間以内に死亡ま

たは予後不良と診断され安楽殺処置が施された（気管支肺炎群）。一方、酪農学
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園大学で飼育管理されていた 17 頭の子牛を健常対照群とした。これらの健常子

牛は活力および食欲に異常を認めず身体および胸部レントゲン検査においても

異常を認めなかった。さらに後述する検査により得られた BALF から細菌およ

び M. bovis の感染は否定された。 

すべての供試牛の頸静脈より 10 ml 採血し、血液分離用真空採血管に分注した。

分注した血液は 24 時間以内に 1,400×g で 10 分間、室温で遠心分離し、得られ

た血漿は直ちにオートアナライザー（富士ドライケム 3000; 富士フイルム株式

会社、東京、日本）を用いて血糖値、血漿中 TP、アルブミン、グロブリン、お

よび GPT 濃度の測定に供試した。 

また、すべての子牛から気管支肺胞洗浄液を採取し、細菌培養検査および 16 S 

rRNA に基づいた M. bovis の検出を行った[33]。非選択培地を用いた 35-37 ℃の

好気条件下での 17-20 時間培養による細菌培養検査も同時に実施した。M. bovis

の検査は polymerase chain reaction（PCR）を用いて実施した。さらに M. bovis

は PPLO 培地を用いて 37 ℃、5%濃度 CO2 条件下で 3 日間培養して分離した。

M. bovis の簡易 PCR 検査は、以下の通り実施した。すなわち、全反応液が 20 µl

となるように、10 µl AmpdirectPlus（島津製作所、京都、日本）、0.50 U の Nova taq 

TM Hot start DNA ポリメラーゼ（Merck KGaA、ダルムシュタット、ドイツ）、5 pmol

のマイコプラズマユニバーサルプライマーセット（MycoAce; 日本獣医特殊品、

恵庭、日本）、および各 5 µl のサンプルを混合し調整した。PCR は iCycler PCR シ

ステム（Bio-Rad Laboratories、ハーキュリーズ、カリフォルニア州、米国）を用

いて、95°C で 10 分間の初期変性後、94°C で 30 秒の変性、60°C で 45 秒のアニ

ーリング、72°C で 1 分の伸長の 35 サイクルの条件で行った。PCR 産物を 1.5％

（w / v）アガロースゲルでの電気泳動により分離し、エチジウムブロマイドで

染色し、UV トランスイルミネーターで可視化した。M. bovis 株（ATCC 25523）

を陽性標準として使用した。 

 

1.1.2 統計解析 
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全ての統計解析は、市販のソフトウェア・パッケージ（IBM SPSS Statistics 

v.23；日本 IBM Co. 東京）を用いて行った。正規分布データは平均値±標準偏差

（SD: standard deviation）、非正規分布データは中央値（最小値-最大値）で示し

た。健常子牛に対するマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の各測定項目にお

ける測定値の差の検定は、F 検定で分散を評価した後に、等分散であれば

Student’s t 検定、非等分散であれば Mann-Whitney U 検定を用いて行った。また、

マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予後診断能は ROC 解析により評価した。

理想的カットオフ値、感度および特異度は J インデックスに基づいて算出した[3, 

68]。J インデックスとは ROC 曲線と対角線の距離と定義され、J = maximum 

[sensitivity + specificity – 1]により計算される。J インデックスに対応する ROC

曲線のカットオフ点を理想的カットオフ値とした[3, 68]。すべての統計学的解析

は有意水準 5％未満を有意とした（p< 0.05）。 

 

1.1.3 結果 

図 1.1.1 に健常子牛およびマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の血糖値の比

較を示した。気管支肺炎罹患子牛の血糖値は 58.5±22.4 mg/dl であり、健常子牛

の 90.7±29.9 mg/dl と比較して有意に低値を示した（p<0.01）。マイコプラズマ性

気管支肺炎罹患子牛の血漿中 TP およびグロブリン濃度はそれぞれ 7.0±1.2 およ

び 3.7（2.1-6.6） g/dl であり、健常子牛の 5.9±0.6 g/dl（p<0.01）および 2.8（1.9-3.5）

g/dl（p<0.05）と比較して有意に高値を示した(図 1.1.2 および図 1.1.3)。マイコ

プラズマ性気管支肺炎罹患子牛の血漿中アルブミンおよび GPT 濃度はそれぞれ

3.2±0.4 g/dl および 15.0（6.0-65.0）IU/l であり、健常子牛の 3.2±0.3 g/dl および

9.0（5.0-20.0）IU/l でと比較して差を認めなかった。したがって、血糖値、血漿

中 TP およびグロブリン濃度について ROC 解析により予後診断のカットオフ値

を求めた。血糖値の ROC 曲線下面積（AUC: area under the curve）は 0.783 とな

り、マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予後を診断するための血糖値にお

けるカットオフ値は<83.0 mg/dl であった（図 1.1.4）。マイコプラズマ性気管支
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肺炎罹患子牛の予後不良を診断するための血糖値のカットオフ値における感度

（Se: sensitivity）および特異度（Sp: specificity）はそれぞれ 92.3%および 57.1%

であった。同様に血漿中 TP およびグロブリン濃度の AUC は 0.832 および 0.797

となり、マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予後を診断するための血糖値

におけるカットオフ値は>6.5 および>3.3 g/dl であった（図 1.1.5 および図 1.1.6）。

マイコプラズマ性気管支肺炎子牛の予後不良を診断するための血漿中 TP 濃度

のカットオフ値における Se および Sp はそれぞれ 76.9%および 85.7%であった。

また、マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予後不良を診断するための血漿

中グロブリン濃度のカットオフ値における Se および Sp はそれぞれ 69.2%およ

び 92.9%であった。 

 

1.1.4 考察 

本試験において予後不良となるマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛では健

常子牛と比較して、血糖値の低下および血漿中 TP およびグロブリン濃度の上昇

が特徴であった。本試験は慢性肺炎罹患子牛において血糖値の低下や血漿中 TP

およびグロブリン濃度の上昇が認められたとする Blum ら[8]の報告を裏付ける

結果であった。さらに本試験では肺炎罹患子牛の栄養および炎症状態に関連す

ると推察されるこれらの測定値を用いて ROC 解析による予後評価を試みた。そ

の結果、血糖値、血漿中 TP およびグロブリン濃度がそれぞれ<83.0 mg/dl、>6.5 

g/dl および>3.3 g/dl であればマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予後は不

良で可能性が高いことを示すことができた。本研究結果より、マイコプラズマ

性気管支肺炎罹患子牛の予後診断において血糖値、血漿中 TP およびグロブリン

濃度は有用なツールとなり得ることが示唆された。とりわけ血糖値の測定はヒ

ト用の携帯型血糖値測定器（PBGM）を利用すれば On-farm での迅速な診断が可

能となり、臨床現場において非常に有用な診断項目になると考えられる。しか

し、現在、牛医療において利用可能な PBGM の精度管理についての検証は行わ

れていない。したがって、血糖値によるマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛
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の予後評価を臨床現場に導入するためにはヒト用 PBGM が牛に応用可能か否か

を検証する必要がある。 
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1.2 子牛におけるヒト用携帯型血糖値測定器（PBGM）の応用 

 

低血糖症は通常、下痢および肺炎罹患子牛において栄養失調を伴う末期の病態

として認められる[48, 88]。栄養失調の動物は、著しい生理的および代謝的変化

を呈するために治療に対する反応が悪い[90]。低血糖は、子牛の死亡リスクを高

めるため、血糖値を直ちに評価することは重要である[46, 87, 90]。 

ヒトおよび獣医療において血糖値測定に使用されているほとんどの生化学分

析装置（ACA: automated chemistry analyzers）は、標準法としてヘキソキナーゼ

法またはグルコースオキシダーゼ法を用いて血糖値を測定している。しかし、

これらは測定時間がかかることに加えて、実験室内で実施する必要があるとい

う欠点がある[43]。一方、ヒト医療において糖尿病患者が自ら血糖値を測定する

ための血糖測定計[52, 54, 94]および入院患者の集中的な治療に用いるヒト用

POC 機器は、操作が簡便で患者の傍らでの測定が可能である。市販されている

各種 PBGM の基本的な原理は同じであり、主に電気化学的または吸光度によっ

て測定される[26, 43]。血糖値の測定はヒト用の PBGM を利用すれば On-farm で

の迅速な診断が可能となり、臨床的意義が高まると考えられる。しかしヒト用

PBGM が牛に応用可能か否かを検証した報告はほとんどない。 

したがって第 1 章第 2 節ではヒト用 PBGM が牛医療において応用可能か否かを

評価するため、ブドウ糖含有輸液剤の静脈内投与により血糖値を変動させた子

牛の血液サンプルを用いて、２種類の PBGM の精度および正確度を血糖値測定

の標準法であるヘキソキナーゼ法と比較した。 

  

1.2.1 材料および方法 

本試験は酪農学園大学動物実験委員会の承認（Approval#：VC15H21）に基づ

いて実施した[69]。本試験では酪農学園大学獣医学部医療センターで飼育管理さ

れている、日齢 89～307 日（128.4±67.6 日）のホルスタイン種雄子牛 11 頭を用

いた。 
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本試験はまず供試牛のうち 7 頭の子牛（125.8±10.8 kg）を用いて i-STAT 1（アボ

ット社、プリンストン、イリノイ州、米国）の精度管理を行った。7 頭の子牛に

対して無作為に 40 ml/kg の等張酢酸リンゲル液または 120 ml/kg の 5%ブドウ糖

加酢酸リンゲル液を投与速度 20 ml/kg/hr の速度で静脈内投与した。血液サンプ

ルは、投与前および投与開始 0.5、1、2、3、4、6 および 24 時間後で輸液用カテ

ーテルの反対側に留置した頸静脈カテーテルを介して採取した。血糖値の測定

は i-STAT 1 およびカートリッジ（i-STAT EC8+ Cartridge、アボット社）を用いて

行った。次に残りの子牛 4 頭（101.2±61.3 kg）を用いて Precision Xceed（アボッ

ト社）の精度管理を行った。図 1.2.1 に本研究で用いた i-STAT 1 および Precision 

Xceed を示した。4 頭の子牛に対して無作為に 20 ml/kg の 2.5%ブドウ糖加等張

リンゲル液を投与速度 10 ml/kg/hr で経静脈内投与した。血液サンプルは投与前

および投与開始 15、30、45、60、75、120、180 および 300 分後に反対側に留置

した頸静脈カテーテルを介して採取した。全血を Precision Xceed 測定電極へ滴

下して血糖値の測定を行った。i-STAT 1 または Precision Xceed を用いて血糖値

を測定した直後に 5 ml の血液サンプルをフッ化ナトリウム添加真空採血管に分

注し、十分に転倒混和を行った。血漿分離するまで冷蔵保存した。血漿分離は

室温で 15 分間、1,400×g で血漿を遠心分離により得た。ヘキソキナーゼ法によ

る血糖値の測定は市販の試薬キット（AU 480; Beckman Coulter Inc.、ブレア、カ

リフォルニア州、米国）を用いて行った。 

  

1.2.2 統計解析 

統計解析は市販のソフトウェア（IBM SPSS Statistics v.23；日本 IBM Co.）を用

いて行なった。正規分布データは平均値±SD、非正規分布データは中央値（最小

値-最大値）で示した。ヘキソキナーゼ法で測定された血糖値を i-STAT 1 または

Precision Xceed の精度および正確度を評価するための基準値とした。i-STAT 1

または Precision Xceed により測定された血糖値とヘキソキナーゼ法による血糖

値の相関関係を Pearson’s rank test により評価した。さらにそれぞれの機器によ
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り測定された血糖値とヘキソキナーゼ法による血糖値の残差を Durbin-Watson

分析および Bland-Altman Plot を用いて評価した。それぞれの機器により測定さ

れた血糖値の精度を評価するために Wilcoxon 検定を併せて行った。危険率は

p<0.05 を有意とした。 

  

1.2.3 結果 

i-STAT 1 および Precision Xceed による血糖値の測定範囲はそれぞれ 20-700 

mg/dl および 20-500 mg/dl であった。測定範囲外（>700 mg/dl）の血糖値が i-STAT1

で測定した 11 検体で確認された。したがって本試験では i-STAT 1 および

Precision Xceed の精度と正確度を評価するために 85 検体および 44 検体を供試

した。 

標準法であるヘキソキナーゼ法による血糖値と i-STAT 1 および Precision Xceed

よる血糖値の相関関係を図 1.2.2 に示した。i-STAT 1 により測定された血糖値は

標準法のそれと強い相関が認められた（r2=0.99、p<0.0001）。線形回帰分析に基

づく関係式は血糖値（mg/dl、i-STAT 1）=1.02×血糖値（mg/dl、ACA）+2.31 で

あった。Durbin-Watson 検定を用いた i-STAT 1 および標準法による血糖値の残差

において自己相関は認められなかった（p>0.05）。さらに i-STAT 1 と標準法の結

果の残差をそれらの平均値に対して比較したところ i-STAT 1 における測定値は

平均で 6.17 mg/dl 高値を示した。全体として、観測値の 94%は Bland-Altman の

95%信頼区間に含まれ、良好な一致を示した（図 1.2.3）。i-STAT 1 および標準法

を用いた血糖値の中央値はそれぞれ 97（58-689 mg/dl）および 94（55-676 mg/dl）

であった。Wilcoxon 検定による二つの測定間での有意差は認められなかった

（p>0.05）。 

Precision Xceed を用いた血糖値もまた標準法のそれと強い相関が確認された

（r2=0.96、p<0.0001）。線形回帰分析に基づく関係式は血糖値（mg/dl、Precision 

Xceed）=1.32×血糖値（mg/dl、ACA）+10.68 であった。Durbin-Watson 検定を用

いた Precision Xceed および標準法による血糖値の残差において自己相関は認め
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られなかった（p>0.05）。さらに Precision Xceed と標準法の結果の残差をそれら

の平均値に対して比較したところ Precision Xceed における測定値は平均して

31.59 mg/dl 高値を示した。全体として、観測値の 93%は Bland-Altman の 95%信

頼区間に含まれ、良好な一致を示した。Precision Xceed および標準法を用いた

血糖値の中央値はそれぞれ 152（40-339 mg/dl）および 126（41-249 mg/dl）であ

った。Wilcoxon 検定による二つの測定間での有意差は認められなかった

（p>0.05）。 

 

1.2.4 考察 

現在ヒトにおいて使用されているほとんどの PBGM は、相対的な血漿量、動脈

および静脈血酸素分圧、および血液中 pH の影響を受けやすい[26]。Suzuki ら[86]

は 2.5%ブドウ糖液は投与中に相対血漿量を増加させたが、動脈血 pH と血清電

解質は変化させなかったことを報告している。本試験では輸液剤の静脈内投与

による血糖値への影響を最小限にする目的で 2.5%または 5.0%ブドウ糖加電解

質液を使用した。 

本試験では 2 つの異なる PBGM による血糖値測定の精度および正確度を評価し

た。その結果 i-STAT 1 および ACA によって測定した血糖値の間には強い相関関

係が認められた。ACA による血糖値測定を標準法としたとき、i-STAT 1 は精度

および正確度に標準法との間に差が認められなかったことから、i-STAT 1 は牛

の POC に使用可能であることが示唆された。一方、Precision Xceed は標準法と

強い相関関係を有するが、高血糖領域において過大評価していることが明らか

となった。Precision Xceed は内蔵の換算係数を使用して静脈血と等価の血糖値

を算出する。イヌやアルパカにおいても一貫性のない過小および過大評価が報

告されている[13, 26, 87]。本試験における Precision Xceed による高血糖範囲で

の過大評価は、機器独自の補正アルゴリズムにより生じた可能性がある。さら

に本試験では、被毛を剃毛したのち皮膚を傷つけて出血させて得る末梢血より

も、牛の診療においては頸静脈、耳介、尾骨静脈および乳静脈などの静脈から
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の採血が一般的であることから、静脈血を用いて Precision Xceed を使用した。

このことも Precision Xceed による血糖値測定に影響した可能性があった。Gerber

ら[26]は特定の範囲内の血糖値を一貫して過大評価する PBGM は、一貫性なく

予測不能な誤差を示す PBGM よりも臨床応用し易いことを報告している。した

がって、Precision Xceed は標準法と比較して高血糖域で過大評価することを理

解して牛の POC に応用することが重要である。 
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1.3 小括 

第 1 章第 1 節では肺炎罹患子牛と健常子牛の血糖値、血漿中 TP、アルブミン、

グロブリン、および GPT 濃度について ROC 解析により予後診断へのカットオ

フ値を求めた。その結果、血糖値、血漿中 TP およびグロブリン濃度がそれぞれ

<83.0 mg/dl、>6.5 g/dl および>3.3 g/dl であればマイコプラズマ性気管支肺炎罹患

子牛の予後は不良である可能性が高いことを示すことができた。とりわけ血糖

値の測定はヒト用の PBGM を利用すれば On-farm での迅速な診断が可能となり、

臨床現場において非常に有用な診断項目になると考えられる。しかし、牛医療

において利用可能な PBGM の精度管理についての検証は現在のところ行われて

いないことから第 1 章第 2 節ではヒト用 PBGM が牛に応用可能か否かを検証す

る目的で 2 種類のヒト用 PBGM の精度および正確度について評価した。その結

果、i-STAT 1 および Precision Xceed は標準法と強い相関関係を示したことから

牛の POC に使用可能であることが示唆された。一方で、子牛の細菌性肺炎の主

な原因であるグラム陰性菌は、LPS で構成される細胞壁をもち、これがエンド

トキシンに起因した全身性炎症に関与する。エンドトキシンは、マクロファー

ジを刺激して TNF-α、IL-1 および IL-6 などのサイトカインを放出させることが

知られていることからも[20, 95]、肺炎罹患子牛の病態を評価するうえでエンド

トキシン活性や炎症性サイトカインの調査は必要となるであろう。 
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図 1.1.1 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における血糖値の比較 
*: p<0.01 
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図 1.1.2 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における血漿中総蛋白(TP)濃度の
比較 
健常対照群(n=17)、気管支肺炎群(n=16) 

箱は四分位範囲を示した（25-75%）。*: p<0.01  
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図 1.1.3 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における血漿中グロブリン濃度の
比較 
*: p<0.05  
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図 1.1.4 血糖値によるマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予後診断能 
理想的カットオフ値は J インデックスにより算出した。 
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Cutoff<83.0 mg/dl 
p<0.01 

AUC=0.783 

Se:92.3% 

Sp:57.1% 
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図 1.1.5 血漿中総蛋白(TP)濃度によるマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予
後診断能 
理想的カットオフ値は J インデックスにより算出した。 

 

TP 

Cutoff >6.5 g/dl 
p<0.01 

AUC=0.832 

Se:76.9% 

Sp:85.7% 
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図 1.1.6 血漿中グロブリン濃度によるマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予
後診断能 
理想的カットオフ値は J インデックスにより算出した。 

  

Globulin 

Cutoff >3.3 g/dl 
p<0.05 

AUC=0.797 

Se:69.2% 

Sp:92.9% 
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図 1.2.1 本試験に用いた携帯型血糖値測定器：i-STAT 1（上）および Precision 

Xceed（下）  
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図 1.2.2 標準法であるヘキソキナーゼ法による血糖値と i-STAT 1（A）および
Precision Xceed（B）よる血糖値の相関関係 

プロットは血糖値、破線は 95%信頼区間を示した。 
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図 1.2.3 Bland-Altoman plot による i-STAT 1 (A)および Precision Xceed (B)と標準
法に対する血糖値の関係 
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第 2 章 

 

エンドトキシン活性値および炎症性サイトカイン mRNA 発現量を指標とした 

子牛のエンドトキシンに起因する全身性炎症の病態解析 
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子牛の細菌性肺炎の主な原因であるグラム陰性菌は、LPS で構成される細胞

壁をもち、エンドトキシンとして全身性炎症をもたらす。エンドトキシンはグ

ラム陰性菌が死滅する際に放出される一次毒性物質である[34]。反芻動物ではエ

ンドトキシンに対する病態生理学的影響は用量依存的であり、さまざまな代謝

的および臨床的徴候を誘発する[57, 59]。さらにエンドトキシンによる刺激は、

感染肺組織領域に蓄積した好中球および単球（マクロファージ）から炎症性サ

イトカインを放出させる[10, 83]。IL-1、IL-6 および TNF のような炎症性サイト

カインは高体温症、食欲不振そしてタンパク分解を引き起こすため、循環血中

エンドトキシン活性および炎症性サイトカイン発現量の増加は予後に影響を与

えることが示唆されている[37]。肺炎罹患子牛において、もし血漿中エンドトキ

シン活性値の上昇と肺炎の重症度が相関するのであれば、血漿中エンドトキシ

ン活性値を指標として予後の評価が可能となるかもしれない。一方で、Bieniek

ら[7]は子牛は日齢によりエンドトキシン感受性が異なる、とくに新生子牛でエ

ンドトキシンへの感受性が高いことを報告している。しかしながら、子牛の日

齢とエンドトキシン感受性に関する検証は少なく、そのメカニズムについては

不明な点が多いのが現状である。 

したがって、第 2 章第 1 節では M. bovis に感染した重度気管支肺炎罹患子牛

の血漿および気管支肺胞洗浄液（BALF）中エンドトキシン活性値について ROC

解析により予後診断のカットオフ値を求めた。また第 2 章第 2 節では日齢の異

なる子牛に LPS を投与し、LPS により誘導される白血球および肝臓中の炎症性

サイトカインの mRNA 発現量を測定し比較することで、加齢により LPS に対す

る感受性が異なるか否かの検証を行った。 
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2.1 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における血漿中エンドトキシン活性値
を指標とした予後評価 

 

炎症は細胞や組織の損傷に対する複合的な反応であり、非特異的な全身での急

性炎症による反応は急性期反応と呼ばれる。炎症に対する宿主の反応、つまり

急性期反応は、血漿タンパク濃度の著しい変化を伴う一連の生理学的反応であ

る[6]。炎症性サイトカインに対する全身反応には、肝臓からの急性相タンパク

（APPs）産生と分泌が含まれる[58]。APPs は炎症反応の初期に放出されるため、

APPs を測定することにより炎症の早期発見が可能である。牛において測定可能

な主な APPs はハプトグロビン（Hp）、血清アミロイド A（SAA）、LPS 結合タン

パク、α1 酸性糖タンパク、トランスフェリンである[19、39、63、92]。肺炎罹

患牛の炎症マーカーとして Hp [30、45]の有用性が報告されている一方で、その

診断能が高くないことも確認されている[35、66]。子牛の細菌性肺炎の主な原因

はグラム陰性菌であることから、BALF または血漿中エンドトキシン活性値を測

定することで肺炎罹患子牛の重症度を評価することができるかもしれない。第 2

章第 1 節では肺炎罹患子牛の BALF および血漿エンドトキシン活性値について

ROC 解析により予後診断へのカットオフ値を求めた。また、BALF と血漿中の

エンドトキシン活性値の関係を評価することで気管支肺炎局所の炎症が全身性

炎症へ進行する機序について検証した。 

 

2.1.1 材料および方法 

本研究は National Research Council Guidelines for the Care and Use of Laboratory 

Animals（National Academy Press, 2011）に従って実施した[69]。本試験では日齢

13 日～148 日（48.6±33.4 日）のホルスタイン種雄子牛 20 頭、雌子牛 10 頭およ

びジャージー種雄子牛 3 頭を供試した。全ての子牛の健康状態は身体一般検査、

血液生化学検査および胸部レントゲン検査により評価を行った。16 頭の子牛は

酪農学園大学附属動物医療センターに治療目的で入院した子牛であり、臨床症
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状として発咳、鼻汁、および発熱および肺の副雑音が聴取された。これらの子

牛は胸部レントゲン検査により肺野全体の 30%以上に不透過性を認め重度の気

管支肺炎と診断され、入院後 1 週間以内に死亡または予後不良と診断された（気

管支肺炎群）。一方で、臨床症状がなく後述する検査により細菌および M. bovis

の感染を認めなかった 17 頭の子牛を健常対照群とした。 

BALF は、気管支鏡検査において定法により得た[4, 80]。すなわち気管支鏡検

査は、キシラジン 0.05 mg/kg を用いた鎮静下で行い、気管支鏡の先端を気管の

気管支に挿入留置し、50 ml シリンジを用いて 37 ℃に加温した滅菌生理食塩水

を 200 ml 注入したものを気管支鏡により吸引した。BALF 回収率は 60%以上と

設定した。気管支鏡内のエンドトキシンに対して検査直前に最低 5 回の洗浄を

行った。すなわち洗浄は 2 l 水道水を吸引した後、1 l の消毒液で洗浄し、更に

0.5 l の滅菌生理食塩水による吸引を 1 回のプロトコルとした。消毒液として 5 ml

のベンザルコニウム液を 1 l の生理食塩水を用いて 200 倍希釈した。3 回以上の

吸引でエンドトキシン活性値が測定限界値以下になることを確認済みであった。

BALF サンプルの一部は、細菌培養検査および PCR による 16 S rRNA に基づい

た M. bovis 検出に供試した[33]。細菌培養検査は、非選択培地を用いて 35-37 ℃

の好気条件下で 17-20 時間培養して一般好気性細菌の検出を試みた。M. bovis 検

出は PPLO 培地を用いて 37 ℃、5%濃度 CO2 条件下で 3 日間培養することで行

った。簡易 PCR は、全反応液が 20 µl となるように、10 µl AmpdirectPlus（島津

製作所）、0.50 U の Nova taq TM Hot start DNA ポリメラーゼ（Merck KGaA）、5 pmol

のマイコプラズマユニバーサルプライマーセット（MycoAce; 日本獣医特殊品）、

および各 5 µl のサンプルを混合し調整した。PCR は iCycler PCR システム

（Bio-Rad Laboratories）を用いて、95°C で 10 分間の初期変性後、94°C で 30 秒

の変性、60°C で 45 秒のアニーリング、72°C で 1 分の伸長の 35 サイクル の条

件で行った。PCR 産物を 1.5％（w / v）アガロースゲルでの電気泳動により分離

し、エチジウムブロマイドで染色し、UV トランスイルミネーターで可視化した。

M. bovis 株（ATCC 25523）を陽性標準として使用した。 
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血漿および BALF 中のエンドトキシン活性値は、それぞれリムルス比濁時間法

（LAL-KTA: Limulus Amebocyte Lysate-Kinetic Turbidimetric assay）およびリムル

ス基質発色法（LAL-KCA: Limulus Amebocyte Lysate-Kinetic Chromogenic assay）

により測定した。測定直前に、血漿と BALF 検体は、エンドトキシンフリー蒸

留水（大塚蒸留水；大塚製薬、東京、日本）を用いてそれぞれ 20 倍および 100

倍に希釈し、ボルテックスミキサーで 10 秒間混和した。その後、血漿は測定阻

害物質を不活化するために 80 ˚C、10 分間加熱処理した。 

全ての測定には、エンドトキシンフリー蒸留水を陰性対照、リファレンススタ

ンダード（CSE、Control Std Endotoxin；Charles River、チャールストン、サウス

カロライナ州、米国）を 10,000（EU）/バイアルに調整したエンドトキシンを陽

性対照として使用した。β-グルカンによる反応阻害をさけるため、カイネティ

ック比濁時間用 LAL 試薬（Endosafe® KTA2；Charles River）を Endotoxin-Specific 

Buffer Solution（Charles River）により再融解した。LAL-KTA 法は 96 穴マイク

ロプレート（Endosafe® 96-well、flat bottom microplate M9001；Charles River）を

用い、マイクロプレートリーダー（SunriseTM；Tecan Group Ltd.、メンネドルフ、

スイス）およびエンドトキシン測定ソフトウェア EndoScan-VTM（Charles River）

により測定した。測定限界値は、血漿と BALF でそれぞれ 0.042 EU/ml および

0.140 EU/ml であった。添加回収率と変動係数（CV: Coefficient of variation）の

許容基準（添加回収率：50-200%および CV：25%未満）を満たしたものを有効

とみなした[16、24、25、42]。 

 

2.1.2 統計解析 

統計解析は市販のソフトウェア（IBM SPSS Statistics v.21；IBM Co、サマーズ、

ニューヨーク州、米国）を用いて行なった。正規分布データは平均値±SD、非正

規分布データは中央値（最小値-最大値）で示した。群間の比較は分散を評価し

たのち、非正規分布（エンドトキシン活性値）データは Mann-Whitney U 検定

を用いて行った。また、予後不良群の診断能を ROC 曲線解析により評価し、さ
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らに感度と特異度を理想的カットオフ値により決定した。すなわち、理想的カ

ットオフ値は J インデックスに基づいて算出した[3, 68]。J インデックスとは

ROC 曲線と対角線の距離と定義され、J = maximum [sensitivity + specificity – 1]

により計算した。J インデックスに対応する ROC 曲線のカットオフ点を理想的

カットオフ値とした[3, 68]。さらに血漿と BALF 中のエンドトキシン活性値の相

関関係を調べるために Pearson’s rank test を用いた。すべての統計学的解析は有

意水準 5％未満を有意とした（p< 0.05）。 

 

2.1.3 結果 

細菌分離培養の結果、P. multocida および M. haemolytica がそれぞれ気管支肺

炎罹患子牛 1 頭および 6 頭から検出された。16S rRNA に基づく PCR および PPLO

培地による培養検査によって、M. bovis は気管支肺炎群のすべての子牛の BALF

から分離された。一方、健常対照群からは細菌および M. bovis は検出されなか

った。 

健常対照群における BALF 中エンドトキシン活性値の中央値は 2.43 EU/ml

（0.10-36.33）であった。気管支肺炎群の BALF 中エンドトキシン活性値は、29.45 

EU/ml（0.50 -156.46）であり、健常対照群のそれと比較して有意に高値を示した

（p<0.001、図 2.1.1）。一方で健常対照群における血漿中エンドトキシン活性値

は、17 頭中 14 匹（82.4%）で検出限界値以下であり、中央値は 0.042 EU/ml

（0.042-0.802）であった。気管支肺炎群の血漿中エンドトキシン活性値は 0.437 

EU/ml（0.048-2.419）であり、健常対照群のそれと比較して有意に高値を示した

（p<0.001、図 2.1.2）。 

図 2.1.3 および図 2.1.4 に気管支肺炎罹患子牛の BALF 中および血漿中エンド

トキシン活性値について ROC 解析による予後診断能を示した。BALF 中および

血漿中エンドトキシン活性値について ROC 解析により予後診断のカットオフ値

を求めたところ、BALF 中および血漿中エンドトキシン活性値の AUC はそれぞ

れ 0.875 および 0.914 であった。マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の予後を



 
 

34

診断するための BALF 中および血漿中エンドトキシン活性値におけるカットオ

フ値はそれぞれ≧4.39 および≧0.104 EU/ml であった。また、BALF 中エンドト

キシン活性値による重度気管支肺炎罹患子牛の予後評価のカットオフ値の Se お

よび Sp はそれぞれ 81.3 %および 88.2%であり、血漿中エンドトキシン活性値に

よる重度気管支肺炎罹患子牛の予後評価のカットオフ値の Se および Sp はそれ

ぞれ 81.3 %および 82.4%であった。さらに、BALF 中エンドトキシン活性値およ

び血漿中エンドトキシン活性値は、有意な正の相関を示した（r2=0.900、p<0.01、

図 2.1.5）。 

 

2.1.4 考察 

 Radaelli ら[77]は BRDC における M. bovis の重要性について指摘している。M. 

bovis は、好中球およびマクロファージを気管や細気管支に誘導し微小膿瘍を形

成する。集積した好中球およびマクロファージは気管上皮細胞を損傷し[2]気道

環境を悪化させる。すなわち、M. bovis は P. multocida および M. haemolytica な

どの細菌性病原体の呼吸器官への侵入を容易にする役割を果たしている[70]。こ

のことは M. bovis が化膿性肺炎、壊死性肺炎およびカタル性肺炎子牛において

頻繁に分離されることからも支持される[77]。以上のことから、本試験では M. 

bovis に関連した重度気管支肺炎罹患子牛においては BALF および血漿中エンド

トキシン活性値が増加しているという仮説を立て実験を遂行した。その結果、

M. bovis に関連した重度気管支肺炎罹患子牛における BALF および血漿中エン

ドトキシン活性値は、健常子牛のそれと比較して有意に高値を示した。さらに

ROC 解析により BALF および血漿中エンドトキシン活性値がそれぞれ 4.39 およ

び 0.104 EU/ml 以上であれば、予後不良と診断できることが示唆された。さらに、

BALF および血漿中エンドトキシン活性値の間には正の相関が確認された。

Murphy ら[67]はウサギの気道内にエンドトキシンを投与した後に陽圧換気を行

うと、伸展刺激により気管上皮に生じた損傷部から循環血中へエンドトキシン

が移行することを実験的に明らかにした。本試験による BALF 中エンドトキシ
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ン活性値は血漿中のそれと比較して著しく高値を示したこと、BALF および血漿

中エンドトキシン活性値の間には正の相関が確認されたことからも、本試験の

結果は、気道から全身へエンドトキシンが移行している可能性を示唆している。 

気管支肺炎罹患子牛における血漿中エンドトキシン活性値による予後診断能

（AUC:0.914）は Hp（AUC:0.68）[66]によるそれの比較からもその有用性が伺

われた。本試験結果より、血漿中エンドトキシン活性を測定することで肺炎罹

患子牛の重症度評価が可能であることが明らかとなった。 
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2.2 エンドトキシンチャレンジモデルにおける炎症性サイトカイン mRNA 発現
量の経時的変化 

 

肺炎や腸炎などエンドトキシンに関連した疾患に牛の臨床現場で遭遇するこ

とは珍しくない[14]。新生子牛はエンドトキシンに感受性が高く[7]、血液中の

エンドトキシン活性の上昇により疾病は重症化する[15, 72]。エンドトキシンに

関連した疾患の炎症反応は、エンドトキシンが Toll 様受容体（TLR）に結合し
てその活性を示す[49]。その結果、核内因子κB（NFκB）を活性化し、TNFα、

IL-6、マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）9 を誘導する[56]。また、別の

調整因子としてシグナル伝達兼転写活性化因子（STAT）3 は、炎症により誘導

される IL-6 の刺激により増加することが知られている[21]。牛のエンドトキシ

ンに対する炎症反応を知ることは、炎症性疾患の新たな治療法および予後評価

のために重要である。さらに Bieniek ら[7]が指摘する子牛の加齢とエンドトキシ

ン感受性に関する検証は少なく、そのメカニズムについては不明な点が多いの

が現状である。したがって、第 2 章第 2 節では日齢の異なる子牛にエンドトキ

シンを投与し、エンドトキシンにより誘導される白血球および肝臓中における

炎症性サイトカイン mRNA 発現量を測定することで、加齢によるエンドトキシ

ンに対する感受性が異なるか否かの検証を行った。 

 

2.2.1 材料および方法 

本試験は酪農学園大学動物実験委員会の承認（Approval#：VH16C1）に基づ

いて実施した[69]。本試験では、身体一般検査、血液生化学検査、胸部超音波検

査およびレントゲン検査により異常所見を認めない健常ホルスタイン種および

ジャージー種の計 15 頭（雄 9 頭および雌 6 頭）を供試した。 

子牛は対照群 (n=5、191±21 日、188.8±42.35 kg)、LPS older 群 (n=5、162.4±17.5

日、168.5±21.11 kg) および LPS young 群 (n=5、22.4±8.2 日、38.1±9.26 kg) の 3

群に区分した。全ての子牛に頸静脈カテーテルを留置し、その直後に 2.5 µg/kg
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の O111:B4 LPS（L4391、Sigma-Aldrich、セントルイス、ミズーリ州、米国）を

自家血清 10 ml に混和してボーラス投与した（LPS older および LPS young 群）。

対照群には生理食塩液（生理食塩水；日本全薬工業、福島、日本）10 ml をそれ

ぞれ頸静脈より投与した。エンドトキシンまたは生理食塩液の投与前（pre）、投

与 0.5、1、2、4、8、12 および 24 時間後において LPS を投与した反対側の頸静

脈より 10 ml 採血を行った。採血した血液は直ちに全血用 EDTA 管、血清分離

用およびヘパリン添加分離真空採血管に分注した。血清および血漿は 1,400×g、

15 分間の遠心分離により得た。全血は RBC lysis buffer（Roche Diagnostic、バー

ゼル、スイス）を用いて溶血し、遠心分離により白血球を得た。この処理で得

られた白血球を High pure RNA Kit Lysis/binding buffer（Roche Diagnostic）処置

し、mRNA を抽出した。これらのサンプルは測定まで-80 °C で保存した。 

第 10-11 肋間において 2.5 ml の 2 %リドカイン（キシロカイン注 2%；アストラ

ゼネカ、大阪、日本）により局所の浸潤麻酔を施し、pre、LPS または生理食塩

液投与 2、4 および 24 時間後において超音波ガイド下で肝生検を行なった。肝

生検には 14G の生検針（クイックカット C2；株式会社八光、東京、日本）を

用いた。肝生検により得た組織を直ちに RNAlater RNA stabilization reagent

（Qiagen、ヒルデン、ドイツ）に浸漬した。肝臓サンプルは採取後 24 時間以内

に使い捨て型ホモジナイザー（bio-masher Ⅱ；和光純薬工業、東京、日本）を用

いてホモジナイズすると同時に High pure RNA Tissue Kit（Roche Diagnostic）処

置により mRNA を抽出したのち測定まで-80 ℃で保存した。 

血漿中エンドトキシン活性値は LAL-KTA により測定した。測定の直前に血漿

をエンドトキシンフリー蒸留水（大塚蒸留水；大塚製薬）を用いて 20 倍希釈し、

ボルテックスミキサーで 10 秒間混和した。その後、阻害物質を不活化するため

80 ℃で 10 分間加熱した。全ての測定には、エンドトキシンフリー蒸留水を陰性

対照、リファレンススタンダード（CSE、Control Std Endotoxin；Charles River）

を 10,000 (EU)/バイアルに調整したエンドトキシンを陽性対照として使用した。

β-グルカンによる反応阻害をさけるため、カイネティック比濁時間用 LAL 試薬 
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（Endosafe® KTA2；Charles River）を Endotoxin-Specific Buffer Solution（Charles 

River）により再融解した。LAL-KTA 法は 96 穴マイクロプレート（Endosafe® 

96-well、flat bottom microplate M9001；Charles River）を用い、マイクロプレー

トリーダー（SunriseTM；Tecan Group Ltd.）およびエンドトキシン測定ソフトウ

ェア EndoScan-VTM（Charles River）により測定した。各測定では LAL 試薬の添

付文書に従い、0.003 EU/ml から 3.0 EU/ml の範囲の検量線を作成した。 

エンドトキシンチャレンジモデルより得た白血球および肝臓の TLR4、NFκB1、

NFκB2、TNFa、IL-6 および STAT3 の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法

（Light-Cycler 480 system II；Roche Diagnostics）により測定した。逆転写および

リアルタイム PCR は市販のキット（Light-Cycler® Multiplex RNA Virus Master 

version 3；Roche Diagnostics）を用いたワンステップ法により行なった。リアル

タイム PCR は 96 穴プレートで行ない、反応液の最終量は 20 µl とした。反応液

は 5 µl のテンプレート RNA、各プライマー（リバースおよびフォワードプライ

マー）1 µl（0.5 µM）、ユニバーサルプローブ 0.4 µl、RT-PCR reaction mix 4 µl、

RT-Enzyme solution 0.1 µl および水 8.5 µl により調整した。牛 TLR4、NFκB1、

NFκB2、TNFa、IL-6 および STAT3 に対するプライマーおよびユニバーサルプロ

ーブを表 2.2.1 に示した。添付文書に従い、増幅条件は 50°C で 10 分（逆転写）、

95°C で 30 秒（プレインキュベート）、95°C で 5 秒および 60°C で 30 秒を計 55

サイクル（増幅）とした。結果は、リファレンス遺伝子である Glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)-mRNA に対する相対発現量として市販のソ

フトウェア（E-method；Roche Diagnostics）を用いて算出した。 

 

2.2.2 統計解析 

統計解析は市販のソフトウェア（IBM SPSS Statistics v.23；日本 IBM Co.）を用

いて行なった。正規分布データは平均値±SD、非正規分布データは中央値（最小

値-最大値）で示した。得られたデータの統計学的評価はグループと時間を二つ

の要因として二元分散分析を用いて行い、その後、群間比較を Bonferroni 検定、
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pre 値に対する経時的変化は Dunnett 検定を用いて行った。 

 

2.2.3 結果 

図 2.2.1 に血漿中エンドトキシン活性値の経時的変化を示した。対照群では一

貫して血漿中エンドトキシン活性値に変動は認めなかった。一方、LPS older

（p<0.05）および LPS young（p<0.001）群の pre 値に対する 0.5 時間後の血漿中

エンドトキシン活性値は有意な増加を示し、それぞれ 1.313 EU/ml（0.490-2.689）

および 1.443 EU/ml（0.960-2.406）に達した。その後、LPS older 群における血漿

中エンドトキシン活性値はすぐにベースラインへと復したが、LPS young 群では

LPS 投与 2 時間後まで pre 値に対して有意な高値を維持した（p<0.05）。 

白血球および肝臓における TLR4-mRNA 発現量の経時的変化を図 2.2.2 に示し

た。白血球中 TLR4-mRNA は、LPS older および LPS young 群において、pre 値

と比較して LPS 投与 2 時間後にピークとなる有意な上昇を認めた（p<0.05）。肝

臓における TLR4-mRNA 発現量は、LPS young 群において pre 値と比較して LPS

投与 2 および 4 時間後で有意に上昇した（p<0.05）。一方、LPS older 群の肝臓に

おける TLR4-mRNA 発現量は、統計学的に有意な経時的変化を示さなかったが、

LPS 投与４時間後をピークとする上昇を認めた。 

図 2.2.3 に白血球および肝臓における NFκB2-mRNA 発現量の経時的変化を示し

た。白血球中 NFκB2-mRNA 発現量は LPS older および LPS young 群において、

pre 値と比較して LPS 投与 2 時間後をピークとした有意な上昇を認めた（p<0.05）。

肝臓における NFκB2-mRNA 発現量は、LPS young 群において pre 値と比較して

LPS 投与 2 および 4 時間後で有意に上昇した（p<0.05）。一方、LPS older 群にお

ける肝臓中 NFκB2-mRNA 発現量は、統計学的に有意な経時的変化は示さなかっ

たが、LPS 投与後 2 時間目をピークとする上昇を認めた。 

白血球における STAT3-mRNA 発現量は LPS older 群において、pre 値と比較し

て LPS 投与 2 および 4 時間後に有意な上昇を認めた（p<0.05、図 2.2.4）。さらに、

LPS older 群の白血球中 STAT3-mRNA 発現量は対照群および LPS young 群と比
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較して LPS 投与 1 から 4 時間後まで有意な高値を示した（p<0.05）。一方、LPS 

young 群における白血球中 STAT3-mRNA 発現量は、経時的な変動は認められな

かった。肝臓における STAT3-mRNA 発現量は、LPS young 群において pre 値と

比較して LPS 投与 2 時間後に有意に上昇した（p<0.05）。一方、LPS older 群に

おける STAT3-mRNA 発現量は、統計学的に有意な経時的変化は示さなかったが、

LPS 投与後 2 時間目をピークとする上昇を認めた。 

白血球中 NFκB1、IL-6、TNF-α-mRNA および肝臓中 NFκB1、TNF-α-mRNA 発

現量は、群間および時間に関連した交互作用は検出されなかった。 

 

2.2.4 考察 

本試験では日齢の異なる子牛にエンドトキシンを静脈内投与し、エンドトキ

シンにより誘導される炎症性サイトカインの mRNA 発現量を比較することで、

日齢によるエンドトキシンに対する感受性に違いが認められるか否かを検証し

た。その結果、６ヶ月齢子牛の血漿中エンドトキシン活性値は、エンドトキシ

ン投与 0.5 時間後に一過性の上昇を認めた後、ただちに pre 値に復した。一方、

１ヶ月齢未満の子牛におけるエンドトキシン活性値は、pre 値と比較してエンド

トキシン投与 0.5 時間後に有意な増加を認め、その増加はエンドトキシン投与 2

時間後まで持続した。つまりエンドトキシンを静脈内投与した際、１ヶ月齢未

満の子牛では６ヶ月齢以上の子牛よりも高いエンドトキシン活性値が長時間持

続することが明らかとなった。循環血中のエンドトキシンは、肝臓や他の組織

に分布し、肝臓マクロファージ（kupffer 細胞）、脾臓マクロファージ、白血球

に取り込まれる[62]。詳細な機序は明らかでないが、循環血中のエンドトキシン

の排除には、エンドトキシンと血漿成分の相互作用やエンドトキシンの凝集サ

イズが影響をしていると考えられている[62]。本試験で確認された日齢よるエン

ドトキシン活性値の経時的変化の違いは、エンドトキシンを排除する機構が加

齢により変化することを示唆するものである。 

本試験において子牛へのエンドトキシン投与は、少なくとも白血球または肝臓
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のいずれかにおいて TLR4、NFκB2 および STAT3-mRNA の発現量を増加させた。

ヒトにおいて加齢による免疫機能を調査した研究では、新生児の TLR4 および

NFκB は成人と同様に機能することが示されている[51]。一方で TLR４および

NFκB2 とは別経路で炎症性サイトカインを調節する因子として STAT3 が知られ

ている。STAT3 は抗炎症性サイトカインとして知られており、IL-10 によりリン

酸化され、詳細な機序について不明な点はあるが pro-inflammatory サイトカイン

を抑制すると報告されている[12]。本試験で観察された加齢による白血球

STAT3-mRNA の発現の差は、1 ヶ月齢未満の子牛が 6 ヶ月齢以降の子牛に比べ

てエンドトキシンに起因した炎症が重篤化する根拠になりうるかもしれない。 
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2.3 小括 

第 2 章第 1 節では肺炎罹患子牛の BALF および血漿エンドトキシン活性値につ

いて ROC 解析により予後診断のカットオフ値を求めた。また、BALF と血漿中

のエンドトキシン活性値の関係を評価することで気管支肺炎局所の炎症が全身

性炎症へと進行する機序について検証した。その結果、ROC 解析により BALF

および血漿中エンドトキシン活性値がそれぞれ 4.39 および 0.104 EU/ml 以上で

あれば、予後不良と診断できることが示唆された。さらに、BALF および血漿中

エンドトキシン活性値の間には正の相関が確認されたことから、気管支肺炎罹

患子牛においては気道から全身へエンドトキシンが移行している可能性が示唆

された。 

エンドトキシンに関連した疾患の炎症反応は、エンドトキシンが TLR に結合

することでその活性を示し[49]、その結果 NFκB が活性化され、TNFα、IL-6、

MMP9 を誘導することで炎症が進行する[56]。第 2 章第 2 節ではエンドトキシン

により誘導される炎症性サイトカインの mRNA 発現量を日齢の異なる子牛で比

較した。その結果、1 ヶ月齢未満または 6 ヶ月齢以降の子牛へのエンドトキシン

静脈内投与は、少なくとも白血球または肝臓のいずれかにおいて TLR4、NFκB2

および STAT3-mRNA の発現量を増加させた。しかしながら、1 ヶ月齢未満の子

牛では白血球における STAT3-mRNA の発現はほとんど認められなかった。

STAT3 は抗炎症性サイトカインとして知られており、pro-inflammatory サイトカ

インを抑制すると報告されている[12]ことからも本試験で観察された加齢によ

る白血球における STAT3-mRNA の発現の差は、1 ヶ月齢未満の子牛が 6 ヶ月齢

以降の子牛に比べてエンドトキシンに起因した炎症が重篤化する根拠になりう

るかもしれない。 

臨床現場における肺炎は一般的に抗生物質に加えて NSAIDs により治療される

のが現状である[31, 60]。Crofford [17]は炎症性サイトカインによりシクロオキシ

ゲナーゼ（COX）2 の発現が劇的に増加することを報告している。もし肺炎罹患

子牛において炎症をサイトカインレベルで抑制することが可能となれば、今ま
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で行われてこなかったより効果的な治療戦略を臨床現場に取り入れることがで

きる。 
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図 2.1.1 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における気管支肺胞洗浄液中エン
ドトキシン活性値 
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図 2.1.2 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における血漿中エンドトキシン活
性値 
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図 2.1.3 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における気管支肺胞洗浄液中エン
ドトキシン活性値を用いた Receiver Operating Characteristic (ROC) 曲線による
予後診断能 

理想的カットオフ値は J インデックスにより算出した。 
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図 2.1.4 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛における血漿中エンドトキシン活
性値および Receiver Operating Characteristic (ROC) 曲線による予後診断能 

理想的カットオフ値は J インデックスにより算出した。 
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図 2.1.5 マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛の血漿中および気管支肺胞洗浄液
中エンドトキシン活性値の関係 
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表 2.2.1 ウシ GAPDH、TLR4、NF-κB1、NF-κB2、TNF-α、IL-6 および STAT3

のプライマーおよびユニバーサルプローブのリスト 

Primers Length Sequence Universal probe 

GAPDH 
Left 20 ggcctccaaggagtaaggtc 

#45 
Right 21 aggaactcttcctctcgtgct 

TLR4 
Left 20 acgacacatttcagggccta 

#39 
Right 20 ggatagggtttcccgtcagt 

NF-κB1 
Left 21 cctaccctcaggtcaaactcc 

#29 
Right 18 ttcacgccctcccaaata 

NF-κB2 
Left 19 ccttctctctgcccctgaa 

#23 
Right 20 gctccaggagacttgctgtc 

TNF-α 
Left 19 ccttctcatccccttctgg 

#23 
Right 22 ttgtttaaagttggatgcttgg 

IL-6 
Left 20 gcctgagagctattcggatg 

#45 
Right 20 tgcccaggaactaccacaat 

STAT3 
Left 20 ggaaacaaccagtcggtgac 

#29 
Right 20 gggcagtaagcatctgttcg 
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図 2.2.1 エンドトキシンチャレンジモデルにおける血漿中エンドトキシン活性値
の経時的変化 

*: versus the pre value、p<0.05 
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図 2.2.2 エンドトキシンチャレンジモデルにおける白血球（A）および肝臓（B）
中 TLR4-mRNA 相対的発現量の経時的変化 

TLR4-mRNA の相対的発現量は投与前値を基準とし、2-ΔΔCt 法を用いて算出した。  

*: versus the pre value、p<0.05、a: versus control、p<0.05 
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図 2.2.3 エンドトキシンチャレンジモデルにおける白血球（A）および肝臓（B）
中 NFκB2-mRNA 相対的発現量の経時的変化 

NFκB2-mRNA の相対的発現量は投与前値を基準とし、2-ΔΔCt 法を用いて算出した。  

*: versus the pre value、p<0.05、a: vs. control、p<0.05 
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図 2.2.4 エンドトキシンチャレンジモデルにおける白血球（A）および肝臓（B）
中 STAT3-mRNA 相対的発現量の経時的変化 

STAT3-mRNA の相対的発現量は投与前値を基準とし、2-ΔΔCt 法を用いて算出した。  

*: versus the pre value、p<0.05、a:versus control、p<0.05、c: versus young、p<0.05 
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第 3 章 

 

エンドトキシン活性値および炎症性サイトカイン mRNA 発現量を指標とした 

エンドトキシンチャレンジモデルにおけるツラスロマイシンの抗炎症作用の評価 

  



 
 

55

牛呼吸器病症候群（BRDC）などの急性炎症性疾患は過剰な免疫反応を誘発し、

動物の生命を脅かす[9, 75, 82]。エンドトキセミアや敗血症の治療に対する治療

法として、ステロイド系および非ステロイド系抗炎症薬が使用されることがあ

るが、ある研究ではコルチコステロイドは臨床症状および急性相タンパク（APPs）

を抑制しても、炎症性サイトカインの産生を抑制しないことが報告されている

[12]。一方で、一部の抗炎症および抗菌薬はエンドトキセミアに対して免疫調節

の効果があることが明らかとなっている[11, 53]。 

マクロライド系抗生物質は、炎症性サイトカインの放出の調整および好中球機

能を変化することにより、抗菌作用とは無関係に免疫調節機能を持つことが報

告されている[28, 47, 53]。ツラスロマイシンは BRDC の治療薬として用いられ

る 13 員環および 15 員環アザライドの異性体平衡混合物からなる半合成マクロ

ライド抗菌剤である[73]。Patricia Fernandez-Robredo ら[22]は、マウスの結膜に

LPS を投与した実験において、マクロライド系抗生物質が炎症性タンパクおよ

び炎症促進サイトカインを減少させることを報告した。マクロライド系抗生物

質は、細菌感染による炎症を減衰させる効果だけでなく、マクロライド耐性病

原体による炎症性毒素の産生を阻害することも報告されている[84]。しかしなが

ら、マクロライド系抗生物質が抗炎症効果を示す機序は複雑であり未だ詳細は

不明である。 

したがって第 3 章では、マクロライド系抗生物質が抗炎症効果を示す機序の一

部を明らかにする目的で、マクロライド系抗生物質であるツラスロマイシンが

血漿中エンドトキシン活性値を抑制するか否かの検証を行った。本試験ではま

ず、ツラスロマイシンがエンドトキシン活性を抑制するか否かを調べるため子

牛血漿を用いた in vitro 試験を行った。その後、in vivo 試験としてツラスロマイ

シンの定常状態モデルを作出し、エンドトキシンの静脈内投与を行った。また、

エンドトキシン血症における炎症マーカーとして TLR4、NFκB2、IL-6 および

STAT3-mRNA 発現量を測定して、マクロライド系抗生物質の抗炎症作用を評価

した。 
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3.1 材料および方法 

本試験は酪農学園大学動物実験委員会の承認（Approval#：VH16C1）に基づい

て実施した[69]。本試験は、15 員環マクロライドであるツラスロマイシンが牛

に対してエンドトキシン活性抑制効果を示すか否かを明らかにすることを目的

とし、in vitro と in vivo の試験で構成した。さらに in vitro 試験ではツラスロマ

イシン単独（study 1）、ツラスロマイシンが血漿成分と混在（study 2）、および

ツラスロマイシン処置した牛の血漿（study 3）がエンドトキシン活性を抑制す

るのか否かを検証するために 3 つの試験で構成した。一方、in vivo 試験（study 4）

は第 3 章第 2 節で実施したエンドトキシンチャレンジモデルを用いてツラスロ

マイシン処置した牛では血漿のエンドトキシン活性を抑制できるのか否かにつ

いて検討した。 

 

Study 1：ツラスロマイシンのエンドトキシン活性抑制作用の検証 

牛用抗生物質として市販されているツラスロマイシン製剤（Draxxin-C; Zoetis、

Madison、ニュージャージー州、米国）を最終濃度が 1、0.1、0.01、0.001 µg/ml に

なるようにエンドトキシンフリー蒸留水を用いて段階希釈したものを供試した。

各濃度の被験試薬に対して最終濃度 0.03 EU/ml になるように O111:B4-LPS

（L4391; Sigma-Aldrich）を添加し、その前後のエンドトキシン活性値を

LAL-KTA 法により測定して回収率を求めた。全ての測定には、エンドトキシン

フリー蒸留水を陰性対照、リファレンススタンダード（CSE、Control Std 

Endotoxin；Charles River）を 10,000（EU）/バイアルに調整したエンドトキシン

を陽性対照として使用した。β-グルカンによる反応阻害をさけるため、カイネ

ティック比濁時間用 LAL 試薬（Endosafe® KTA2；Charles River）を

Endotoxin-Specific Buffer Solution（Charles River）により再融解した。LAL-KTA

法は 96 穴マイクロプレート（Endosafe® 96-well、flat bottom microplate M9001；

Charles River）を用い、マイクロプレートリーダー（SunriseTM；Tecan Group Ltd.）
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およびエンドトキシン測定ソフトウェア EndoScan-VTM（Charles River）により

測定した。 

 

Study 2:ツラスロマイシン添加血漿によるエンドトキシン活性抑制作用の検証 

ツラスロマイシン処置をしていない健常子牛 5 頭（平均日齢 137.8±121.2 日、

平均体重 121.2±36.3 kg）より定法に従って頸静脈から採血を行い 1,400×g、15

分、室温環境下で遠心分離により血漿を得た。これらの血漿に対してそれぞれ

牛用抗生物質として市販されているツラスロマイシン製剤を添加し、最終濃度

が 1、0.1、0.01、0.001 µg/ml になるように段階希釈した。ツラスロマイシン未

添加血漿を陰性対照とした。各濃度のツラスロマイシン添加および未添加血漿

（各濃度 5 サンプル）に対して最終濃度 0.03 EU/ml になるように O111:B4-LPS

（L4391; Sigma-Aldrich）を添加し、その前後のエンドトキシン活性値を

LAL-KTA 法により測定して回収率を求めた。 

 

Study 3:ツラスロマイシン処置子牛血漿のエンドトキシン活性抑制作用の検証 

ツラスロマイシンの半減期は血中および肺組織中で約 3 日および 7 日であるこ

とがメーカーの用法用量で示されているため、健常子牛 6 頭（平均日齢

151.5±43.5 日および平均体重 125.2±30.91 kg）に対して 2.5 mg/kg のツラスロマ

イシンを 3 日間隔で 4 回皮下投与し血液中ツラスロマイシン濃度の定常状態を

作出した。ツラスロマイシン処置開始直前を対照群とし、血液中ツラスロマイ

シン濃度の定常状態が得られたと考えられる処置開始後 11 日目（最終処置翌日）

に被験牛の頸静脈から採血を行った（処置群）。血漿中ツラスロマイシン濃度の

定常状態を作出する前（対照群）および作出後（処置群）の血漿を 1,400×g、

15 分、室温環境下で遠心分離により得た。これらの血漿に対して最終濃度 0.03 

EU/ml になるように O111:B4-LPS（L4391; Sigma-Aldrich）を添加し、添加前 10

分、添加後 0、5、10、20 および 30 分目の血漿エンドトキシン活性値を LAL-KTA

法により測定した。 
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Study 4:エンドトキシンチャレンジ子牛における血漿中エンドトキシン活性抑

制および炎症性サイトカイン mRNA 調節作用の検証 

本試験では、12 頭のホルスタインおよびジャージー子牛（平均日齢 32.8± 2.69

日、平均体重 42.8±10.68 kg）を供試した。すべての供試牛は研究目的で本学に

導入、飼養管理され、食餌の摂取および飲水、排尿、排便、一般身体検査およ

び血液学的検査に異常を認めなかった。供試牛のうち 6 頭に対して、ツラスロ

マイシンの定常状態を作出するためにツラスロマイシンを 2.5 mg/kg の用量で 3

日に 1 回の間隔で計 4 回投与した（ツラスロマイシン群）。残り 6 頭には、ツラ

スロマイシンと同じ間隔で生理食塩液（生理食塩水；日本全薬工業）を投与し

た（対照群）。2.5 µg/kg の O111:B4 LPS（L4391；Sigma-Aldrich）を自家血清 10 ml

に混和調整し、ツラスロマイシンおよび対照群の子牛へ頸静脈に留置したカテ

ーテルを介して投与した。エンドトキシンを投与した反対側頸静脈よりエンド

トキシン投与前および投与 0.5、1、2、4、8、12 および 24 時間後に各 10 ml ず

つ採血し、EDTA およびヘパリン添加真空採血管へ分注した。EDTA 全血は RBC 

lysis buffer（Roche Diagnostics）を用いて溶血処理し、遠心分離により白血球を

得た。白血球を High pure RNA Kit Lysis/binding buffer（Roche Diagnostic）処理

し、mRNA を抽出した。これらのサンプルは測定まで-80 ℃で保存した。 

血漿中エンドトキシン活性値の測定のためにヘパリン添加血漿を 1,400×g、10

分間遠心分離により得た。得られた血漿は測定まで-30℃で保存し、LAL-KTA 法

により測定した。超音波ガイド下での肝生検は、14G×170 mm 組織生検用針（ク

イックカット C2; 株式会社八光）を用いて右側第 10-11 肋間より LPS 投与前お

よび投与後 2、4 および 24 時間目に行った。得られた肝臓サンプルは直ちに

RNAlater RNA stabilization reagent（Qiagen）に浸漬し、その後 24 時間以内にホ

モジナイザー（bio-masher Ⅱ; 和光純薬工業）を用いてホモジナイズした。Total 

RNA は High Pure RNA Tissue Kit（Roche Diagnostics）を用いて抽出し、測定ま

で-80℃で保存した。 
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エンドトキシンチャレンジモデルより得た白血球および肝臓の炎症性サイト

カイン mRNA 発現量をリアルタイム PCR（Light-Cycler 480 system II；Roche 

Diagnostics）により測定した。測定した炎症性サイトカイン mRNA は、TLR4、

NFκB2、IL-6 および STAT3 であった。逆転写およびリアルタイム PCR は市販の

キット（Light-Cycler® Multiplex RNA Virus Master version 3；Roche Diagnostics）

を用いたワンステップ法により行なった。リアルタイム PCR は 96 穴プレート

で行ない、反応液の最終量は 20 µl とした。反応液は 5 µl のテンプレート RNA、

各プライマー（リバースおよびフォワードプライマー）1 µl（0.5 µM）、ユニバ

ーサルプローブ 0.4 µl、RT-PCR reaction mix 4 µl、RT-Enzyme solution 0.1 µl およ

び水 8.5 µl を用いて調整した。測定した炎症性サイトカイン mRNA 対するプラ

イマーおよびユニバーサルプローブを表 2.2.1 に示した。添付文書に従い、増幅

条件は 50°C で 10 分（逆転写）、95°C で 30 秒（プレインキュベート）、95°C で

5 秒および 60°C で 30 秒を計 45 サイクル（増幅）とした。結果は、リファレン

ス遺伝子である GAPDH-mRNA に対する相対発現量として市販のソフトウェア

（E-method；Roche Diagnostics）を用いて算出した。 

 

3.2 統計解析 

統計解析は市販のソフトウェア（IBM SPSS Statistics v.23；日本 IBM Co.）を用

いて行なった。正規分布データは平均値±SD、非正規分布データは中央値（最小

値-最大値）で示した。 

in vitro において各希釈濃度のツラスロマイシン添加液にエンドトキシンをチ

ャレンジした後に測定したエンドトキシン活性値を Bonferroni 検定にて比較し

た。ツラスロマイシン投与前血漿およびツラスロマイシン投与後血漿へのエン

ドトキシンチャレンジにおける各時点のエンドトキシン活性値は Mann-Whitney 

U 検定により比較した。in vivo 試験で得られたデータの統計学的評価はグルー

プと時間を二つの要因として二元配置分散分析を用いて行い、その後、群間比

較を Bonferroni 検定、pre 値に対する経時的変化は Dunnett t 検定を用いて行っ
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た。危険率は p<0.05 とした。 

 

3.3 結果 

Study1: ツラスロマイシンのエンドトキシン活性抑制作用の検証 

ツラスロマイシン添加エンドトキシンフリー蒸留水においてエンドトキシン

活性値は全ての希釈倍率において検出されなかった（表 3.1）。また、O111:B4-LPS

による添加回収試験における添加回収率はアメリカ食品医薬品局（FDA）の定

める 50-200%の範囲であった（表 3.1）。 

 

study 2: 血漿中ツラスロマイシンによるエンドトキシン活性抑制作用の検証 

ツラスロマイシン添加子牛血漿におけるエンドトキシン活性値は全ての希釈

倍率の被験試料間で有意差は認めなかった（表 3.2）。また、O111:B4-LPS によ

る添加回収試験における添加回収率はアメリカ食品医薬品局（FDA）の定める

50-200%の範囲であった（表 3.2）。 

 

study 3: エンドトキシン処置子牛血漿のエンドトキシン活性抑制作用の検証 

ツラスロマイシン処置前後の牛血漿サンプルに対する O111:B4-LPS を用いた

エンドトキシンチャレンジにおいて、ツラスロマイシン処置子牛由来の血漿の

エンドトキシン活性値（305.38 EU/ml [272.5-375.96]）は無処置群（960.35 EU/ml 

[607.6-1787.99]）のそれよりも有意に低値を推移した(p<0.001)。なお、ツラスロ

マイシン処置した子牛由来血漿のエンドトキシン活性値の時間-曲線下面積

（ACU0-30min）は平均で 10976.08±952.03 EU/ml×min であり、無処置群の

42588.22±11192.49 EU/ml×min よりも有意に低値を示した（p<0.05 図 3.1)。 

 

Study 4: エンドトキシンチャレンジ子牛におけるエンドトキシン活性抑制お

よび炎症性サイトカイン mRNA 調節作用の検証 

二元配置分散分析の結果から、ツラスロマイシン群と対照群の血漿中エンドト
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キシン活性値および炎症性サイトカイン mRNA 発現量に交互作用は認められな

かった。すなわち、血液中ツラスロマイシン濃度を定常状態にしても 2.5 µg/kg

の O111:B4 LPS を用いたエンドトキシンチャレンジモデルにおいてエンドトキ

シン活性値を対照群のそれと比較して有意に低下させなかった（p≥0.05）。一方、

ツラスロマイシン処置の有無にかかわらずエンドトキシンチャレンジにより血

漿中エンドトキシン活性値（図 3.2）、白血球および肝臓中 TLR4（図 3.3）およ

び NFκB2（図 3.4）、および肝臓 STAT3-mRNA（図 3.5）は有意な経時的変化が

認められた（p<0.05）。 

 

3.4 考察 

in vitro 試験において、ツラスロマイシンが直接エンドトキシン活性値を抑制し

ないが、ツラスロマイシンを投与した子牛の血漿はエンドトキシン活性を抑制

することが示唆された。一方、in vivo 試験では、たとえツラスロマイシンが定

常状態であっても、2.5 µg/kg の O111:B4 LPS を用いたエンドトキシンチャレン

ジ子牛における炎症性サイトカインの mRNA 発現量に対する抑制効果は認めら

れなかった。 

エンドトキシン活性は、エンドトキシンと血漿成分の相互作用やエンドトキシ

ンの凝集サイズに影響され、血中モノクローナル抗体およびリポプロテインは

エンドトキシン活性値を抑制すると考えられている[62]。マクロライド系抗生物

質は、宿主の免疫調節機能および消化管収縮機能を有する[11,47,53]。in vitro 試

験において、ツラスロマイシンは直接エンドトキシン活性値を抑制しないがツ

ラスロマイシンを投与した子牛血漿がエンドトキシン活性値を抑制した。この

結果によりツラスロマイシン投与は、子牛の血液性状に何らかの変化を及ぼし

エンドトキシン活性を抑制したことが推察された。しかしながら、本試験では

ツラスロマイシン投与前および投与後の子牛の血液性状の比較を行っていない

ため詳細な機序は明らかでない。したがって今後は、ツラスロマイシン投与お

よび非投与子牛においてモノクローナル抗体およびリポプロテインを含む血液
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生化学性状の検証を行う必要がある。 

マクロライド系抗生物質は好中球動員[38, 55, 65]と組織毒性化合物の放出[38]

を減少させることで炎症性サイトカインの蓄積を減らすことが知られている

[65, 93]。さらにツラスロマイシンは好中球のアポトーシスを誘導し、炎症性メ

ディエーターの産生を阻害する可能性が報告されている[23, 55, 93]。Plesseres

ら[76]も同様に 0.5 µg/kg のエンドトキシンをチャレンジした子牛モデルを用い

て、15 員環マクロライド系抗生物質であるガミスロマイシンの炎症性サイトカ

イン発現についての評価を行っている。その結果、マクロライド系抗生物質で

あるガミスロマイシンは TNF、IL-1b および IL-6 を抑制しなかったことを示し

た[76]。エンドトキシンチャレンジ量は低用量時にはエンドトキシン投与量に依

存した生体反応が認められる一方で、ある一定の投与量に達した後には生体反

応に変化が認められなくなることが知られている[40]。本試験におけるエンドト

キシンチャレンジ量が適切であったか否かの検討も含め、今後は 0.5 µg/kg 以下

の低用量エンドトキシンチャレンジ試験により検証を行う必要がある。 
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3.5 小括 

第 3 章では、マクロライド系抗生物質が抗炎症効果を示す機序の一部を明らか

にする目的で、マクロライド系抗生物質であるツラスロマイシンが血漿中エン

ドトキシン活性値を抑制するか否かの検証を行った。その結果、ツラスロマイ

シンは直接エンドトキシン活性を抑制しないが、ツラスロマイシンを投与した

子牛の血漿はエンドトキシン活性を抑制することを示した。一方でツラスロマ

イシンは炎症性サイトカインの mRNA 発現量に影響を与えないことが明らかと

なった。マクロライド系抗生物質は好中球動員[38, 55, 65]と組織毒性化合物の放

出[38]を減少させることで炎症性サイトカインの蓄積を減らすことが知られて

いる[65, 93]。さらにツラスロマイシンは好中球のアポトーシスを誘導し、炎症

性メディエーターの産生を阻害する可能性が報告されている[23, 55, 93]。本試験

結果は、ツラスロマイシンの投与により白血球中の炎症性サイトカインの発現

量が抑制される現象は確認できず、ツラスロマイシンが好中球のアポトーシス

を促進し、炎症を抑制する既報を支持することもできなかった。しかしながら、

本試験におけるツラスロマイシンが直接エンドトキシン活性を抑制しないが、

ツラスロマイシンを投与した子牛の血漿ではエンドトキシン活性が低下すると

いう結果は、ツラスロマイシンの臨床効果の一部を説明するものと思われる。 
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図 3.1 エンドトキシンチャレンジによるツラスロマイシン投与子牛血漿および非
投与子牛血漿におけるエンドトキシン活性値の経時的変化 

*: versus the Draxxin group、p<0.05 
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図 3.2 エンドトキシンチャレンジモデルにおける血漿中エンドトキシン活性値の
経時的変化  

*: versus the pre value、p<0.05 
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図 3.3 エンドトキシンチャレンジモデルにおける白血球（A）および肝臓（B）中
TLR4-mRNA 発現量の経時的変化 

TLR4-mRNA の相対的発現量は投与前値を基準とし、2-ΔΔCt 法を用いて算出した。 

*: versus the pre value、p<0.05 
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図 3.4 エンドトキシンチャレンジモデルにおける白血球（A）および肝臓（B）中
NFκB2-mRNA 発現量の経時的変化 

NFκB2-mRNA の相対的発現量は投与前値を基準とし、2-ΔΔCt 法を用いて算出し

た。*: versus the pre value、p<0.05 
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図 3.5 エンドトキシンチャレンジモデルにおける肝臓中 STAT3-mRNA 発現量の
経時的変化 

STAT3-mRNA の相対的発現量は投与前値を基準とし、2-ΔΔCt 法を用いて算出し

た。*: versus the pre value、p<0.05 
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本研究は肺炎罹患子牛の栄養状態および炎症の病態解析に基づき、臨床現場で

応用可能な新たな診断基準および治療戦略の構築を目的とした。 

第 1 章第 1 節ではマイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛において、臨床現場で

一般的に実施されている血液生化学検査項目である血糖値および血漿中 TP、ア

ルブミン、およびグロブリン濃度について ROC 解析により予後診断のカットオ

フ値を求めた。その結果、血糖値、血漿中 TP およびグロブリン濃度がそれぞれ

<83.0 mg/dl、>6.5 g/dl および>3.3 g/dl であればマイコプラズマ性気管支肺炎罹患

子牛の予後は不良であることを示すことができた。本調査は慢性肺炎の子牛に

おいて血糖値の低下や血漿中 TP およびグロブリン濃度の上昇が認められたと

する Blum ら[8]の報告を裏付ける結果であった。とりわけ血糖値の測定はヒト

用の PBGM を利用すれば On-farm での迅速な診断が可能となり、臨床現場にお

いて非常に有用な診断項目になると考えられる。しかし、現在、牛医療におい

て利用可能な PBGM の精度管理についての検証は行われていないことから第 1

章第 2 節ではヒト用 PBGM が牛に応用可能か否かを検証する目的で 2 種類のヒ

ト用 PBGM の精度および正確度について評価した。その結果、i-STAT 1 および

Precision Xceed は標準法と強い相関関係を示したことから牛の POC に使用可能

であることが示唆された。しかしながら Precision Xceed は標準法と強い相関関

係を有するが、高血糖領域において過大評価していることが明らかとなった。

Gerber ら[26]は特定の範囲内の血糖値を一貫して過大評価する PBGM は、一貫

性なく予測不能な誤差を示す PBGM よりも臨床応用し易いことを報告している。

したがって、Precision Xceed は標準法と比較して高血糖域で過大評価すること

を理解して牛の POC に応用することが重要である。 

第 2 章第 1 節では BALF および血漿中エンドトキシン活性値の上昇と肺炎の重

症度が相関するか否かを検証する目的で M. bovis に感染した重度の気管支肺炎

罹患子牛の血漿および BALF 中エンドトキシン活性値について ROC 解析により

予後診断のカットオフ値を求めた。その結果、M. bovis に関連した重度の気管支

肺炎罹患子牛における BALF および血漿中エンドトキシン活性値は、健常子牛
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のそれと比較して有意に高値を示した。さらに ROC 解析により BALF および血

漿中エンドトキシン活性値がそれぞれ 4.39 および 0.104 EU/ml 以上であれば、

予後不良と診断できることが示唆された。Bieniek ら[7]は子牛は日齢によりエン

ドトキシン感受性が異なり、とくに新生子牛でエンドトキシンへの感受性が高

いことを報告している。しかしながら、子牛の日齢とエンドトキシン感受性に

関する検証は少なく、そのメカニズムについては不明な点が多いのが現状であ

る。したがって第 2 章第 2 節ではエンドトキシンにより誘導される炎症性サイ

トカインの mRNA 発現量を日齢の異なる子牛で比較した。その結果、1 ヶ月齢

未満または 6 ヶ月齢以降の子牛へのエンドトキシン投与は、少なくとも白血球

または肝臓のいずれかにおいて TLR4、NFκB2 および STAT3-mRNA の発現量を

上昇させた。しかしながら、1 ヶ月齢未満子牛の白血球における STAT3-mRNA

発現はほとんど認められなかった。STAT3 は抗炎症性サイトカインとして知ら

れており、pro-inflammatory サイトカインを抑制すると報告されている[12]こと

からも本試験で観察された加齢による白血球中 STAT3-mRNA の発現の差は、1

ヶ月齢未満の幼若な子牛が 6 ヶ月齢以降の子牛に比べてエンドトキシンへの感

受性が高い根拠になりうる可能性がある。もし肺炎罹患子牛において炎症をサ

イトカインレベルで抑制することが可能となれば、ステロイド系および NSAIDs

による治療だけでなく、炎症性サイトカインを標的とした特異的な治療を臨床

現場に取り入れることができるかもしれない。第 3 章ではマクロライド系抗生

物質が抗炎症効果を示す機序の一部を明らかにする目的で、マクロライド系抗

生物質であるツラスロマイシンが血漿中エンドトキシン活性値を抑制するか否

かの検証を行った。その結果、ツラスロマイシンは直接エンドトキシン活性を

抑制しないが、ツラスロマイシンを投与した子牛の血漿はエンドトキシン活性

を抑制することを示した。一方でツラスロマイシンは炎症性サイトカインの

mRNA 発現量に影響を与えないことが明らかとなった。マクロライド系抗生物

質は好中球動員[38, 55, 65]と組織毒性化合物の放出[38]を減少させることで炎

症性サイトカインの蓄積を減らすことが知られている[65, 93]。さらにツラスロ
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マイシンは好中球のアポトーシスを誘導し、炎症性メディエーターの産生を阻

害する可能性が報告されている[23, 55, 93]。本試験結果は、ツラスロマイシンの

投与により炎症性サイトカインの発現量が抑制する現象は確認できず、ツラス

ロマイシンが好中球のアポトーシスを促進し、炎症を抑制する効果を持つとす

る既報を支持することもできなかった。しかしながら、本試験におけるツラス

ロマイシンが直接エンドトキシン活性を抑制しないが、ツラスロマイシンを投

与した子牛の血漿はエンドトキシン活性を抑制するという結果は、ツラスロマ

イシンの臨床効果の一部を説明するものと思われる。これらの結果をまとめる

と本研究により以下のことが明らかとなった。 

 

1. マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛において血糖値、血漿中 TP およびグ

ロブリン濃度がそれぞれ<83.0 mg/dl、>6.5 g/dl および>3.3 g/dl であれば予後不良

と診断できる。 

2. ヒト用携帯型血糖値測定器のうち i-STAT 1 および Precision Xceed は、牛診療

においても応用可能である[71]。 

3. マイコプラズマ性気管支肺炎罹患子牛において、BALF および血漿中エンド

トキシン活性値がそれぞれ 4.39 および 0.104 EU/ml 以上であれば、予後不良と

診断できる[72]。 

4. 1 ヶ月齢未満または 6 ヶ月齢以降の子牛へのエンドトキシン投与は、少なくと

も白血球または肝臓のいずれかにおいて TLR4、NFκB2 および STAT3-mRNA の

発現量を増加させたが、白血球の STAT3-mRNA 発現は 1 ヶ月齢未満子牛におい

てほとんど確認されなかった。 

6. マクロライド系抗生物質であるツラスロマイシンは直接エンドトキシン活性

を抑制しないが、ツラスロマイシンを投与した子牛の血漿はエンドトキシン活

性を抑制する。 

本研究を総括すると、一般的に抗生物質に加えて NSAIDs により行われてい

る肺炎罹患子牛の診療に[31, 60]、栄養状態および炎症の病態解析に基づいた新
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たな診断基準および治療戦略を臨床現場に提案するものであり、すぐにでも応

用可能な内容である。ヒト医療では優れた肺炎診療ガイドラインがエビデンス

に基づいて各国で作成されている[50, 61, 81]。子牛における肺炎治療の質を向上

させるためには、肺炎罹患子牛の病態生理学的解明と抗生物質および NSAIDs

等の臨床薬理学的検証に基づいた治療戦略を継続的に検証すべきであろう。 
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ACA ： 生化学分析装置 

APPs ： 急性相タンパク 

AUC ： Receiver Operating Characteristic 曲線下面積 

BALF ： 気管支肺胞洗浄液 

BCAA ： 分岐鎖アミノ酸 

BRDC ： 牛呼吸器病症候群 

COX ： シクロオキシゲナーゼ 

CV ： 変動係数 
 

GAPDH ： Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GPT ： グルタミン酸ピルビン酸転移酵素 

Hp ： ハプトグロビン 

IL ： インターロイキン 

LAL-KCA ： リムルス基質発色法 

LAL-KTA ： リムルス比濁時間法 

LPS ： リポポリサッカロイド 

M. haemolytica ： Mannheimia haemolytica 

M.bovis ： Mycoplasma bovis 

MMP ： マトリックスメタロプロテアーゼ 

NFκB ： 核内因子κB 

NSAIDs ： 非ステロイド系抗炎症薬 

P.multocida ： Pasteurella multocida 

PBGM ： 携帯型血糖値測定器 

PCR ： Polymerase Chain Reaction 

POC ： Point of Care 

ROC ： Receiver Operating Characteristic 
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SAA ： 血清アミロイド A 

SD ： 標準偏差 
 

Se ： 感度 
 

Sp ： 特異度 
 

STAT ： シグナル伝達兼転写活性化因子 

TLR ： Toll 様受容体 

TNF ： 腫瘍壊死因子 

TP ： 血清総タンパク 
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The objective of this study was to evaluate the inflammatory response induced 

by endotoxin using endotoxin activity and messenger RNA (mRNA) expression of 

pro-inflammatory cytokines as parameters. In addition, we examined whether the 

macrolide tulathromycin attenuates the acute-phase response in calves. 

As shown in chapter 2 section 1, we measured the blood glucose, total protein 

(TP) and globulin concentrations in calves with bronchopneumonia, and constructed 

receiver operating characteristic (ROC) curves to assess the prognosis of calves with 

bronchopneumonia. As result, the blood glucose concentration in calves with 

bronchopneumonia was significantly lower than that in controls (p<0.01). On the other 

hand, the plasma concentrations of TP and globulin in calves with mycoplasmal 

bronchopneumonia were significantly higher than those in controls (p<0.05). In 

addition, the proposed diagnostic cut-offs for blood glucose, and plasma 

concentrations of TP and globulin for a poor mycoplasmal bronchopneumonia 

prognosis based on the receiver operating characteristic concentration were <83.0 

mg/dl, >6.5 g/dl and >3.3 g/dl, respectively. These results suggested that the blood 

glucose, TP and globulin concentrations are promising prognostic tools to assess the 

outcome of calves with mycoplasmal bronchopneumonia. In particular, the blood 

glucose concentration is useful as it can be measured on farms using a portable blood 

glucose meter. In chapter 2 section 2, we describe the accuracy and precision of 

portable blood glucose meters, such as i-STAT 1 and Precision Xceed, in calves. Whole 
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blood and plasma samples were obtained from eleven calves that received 2.5 or 5.0% 

dextrose-containing polyelectrolyte isotonic solutions. Measurements using the i-STAT 

1 (r2=0.99, P<0.0001) and Precision Xceed (r2=0.96, P<0.0001) correlated well with 

those by the hexokinase method, which is the gold standard. Although the accuracy of 

i-STAT 1 was equivalent to that of the hexokinase method, there was an autocorrelation 

in the residuals between the results from the Precision Xceed and the hexokinase 

method.  

It is possible that severe bronchopneumonia in calves is associated with 

endotoxemia. However, few reports have investigated the relationship between plasma 

and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) endotoxin activity. As described in chapter 3 

section 1, we investigated the relationship between the endotoxin activity in plasma 

and that in BALF in bronchopneumonia. Thirty-three calves were included in this 

study (17 healthy calves and 16 calves with respiratory disease). In the calves with 

bronchopneumonia, the median endotoxin activity in plasma (0.437 EU/ml, P<0.001) 

and BALF (29.45 EU/ml, P<0.001) was significantly higher than that in the control 

calves. Plasma endotoxin activity was significantly and positively correlated with that 

in BALF (r2=0.900, P<0.001). Based on the receiver operating characteristics curves, 

we propose a diagnostic cut-off for plasma endotoxin activity (0.104 EU/ml, 

AUC=0.914, P<0.001, Se 81.3% and Sp 82.4%) to identify calves with 

bronchopneumonia that may die within a week. In addition, our results suggested that 

lipopolysaccharide (LPS) translocated from the bronchus to the circulation in severe 

pneumonia because plasma endotoxin activity was correlated with that of BALF. It is 

well known that LPS or endotoxin induces pro-inflammatory cytokines. In chapter 3 

section 2, we describe the sequential changes in the expression of toll-like receptor-4 

(TLR4), nuclear factor kappa B (NFκB)-1, -2, and signal transducer and activator of 

transcription 3 (STAT3) mRNA in calves that received endotoxin. In addition, we 

compared the expression level of mRNA in old and young calves. As a result, 
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leukocytic TLR4 and NFκB2 mRNA levels in old and young calves were significantly 

increased, peaking at 2 hours after LPS administration, compared with pre-values 

(p<0.05). Hepatic TLR4 and NFκB2 mRNA levels in young calves were increased, 

peaking at 4 and 2 hours after LPS administration, respectively. The leukocytic STAT3 

mRNA level in old calves increased at 2-4 hours (p<0.05); however, that in young 

calves did not significantly change. Therefore, TLR4 and NFκB2 mRNA levels may be 

useful inflammatory markers for endotoxin-challenged calves. Moreover, we found 

that LPS induced leukocytic STAT3 mRNA expression in old calves but not in young 

calves. 

Macrolide antibiotics have been demonstrated to inhibit cytokine release 

independently of their antimicrobial actions. As described in chapter 4, we investigated 

whether tulathromycin, a macrolide antibiotic, suppresses endotoxin activity. As a 

result, endotoxin activity in tulathromycin-containing plasma was significantly lower 

than that in plasma without tulathromycin. This suggests that it can inhibit endotoxin 

activity in calves. Thus, prophylactic administration of tulathromycin may reduce the 

severity of symptoms even if cattle develop endotoxin-associated inflammation. 

The present study characterized marked changes in inflammatory mediators in 

systemic inflammation induced by endotoxin based on scientific analysis. It is 

important to continue to investigate inflammatory disease related to endotoxin in order 

to elucidate the pathophysiology of endotoxin-related diseases in calves and the effects 

of drugs. 

 


