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子ウシの下痢症は、肉用および乳用子ウシにおいて最も一般的にみ

られる疾病であり、今日でも畜産業に与える経済的損失の主な原因で

ある。例えば、米国の酪農場における調査では、子ウシの死亡原因の

50％以上が下痢症によるものと報告されている [83]。また、ノルウェー

では下痢症に関連した子ウシの死亡に伴う経済的損失はおよそ 1,000

万ドルであることが報告されている [66]。我が国の実情に目を向けると、

農林水産省による 2017 年度家畜共済統計表 [61]では子ウシの死亡およ

び廃用頭数は 9,294 頭、病傷事故は 226,274 件にも昇り、我が国におい

ても諸外国と同様に子ウシの下痢症による経済的損失が高い。  

子ウシの下痢症はその原因により、感染性または非感染性に分類さ

れるが [6、 37、 64]、その治療においては非感染性であっても抗菌薬に

よる治療が従前から行われている [18、19、71]。しかしながら、下痢症

の原因が細菌ではない場合、抗菌薬は原因療法とはなり得ない。実際、

子ウシの下痢症の原因を調査した研究ではその多くがウイルスや非感

染性であり必ずしも抗菌薬の適用を裏付けるものではない [7、 12、 38、

41、53、87]。Ortman ら [65]は、90 日齢以下のすべての下痢症子ウシに

対して原因や症状に関わらず抗菌薬を処方した群の方が、抗菌薬の処

方を全身症状の有無で決定した群よりも死亡率が高かったことを報告

した。 Constable は彼が著したレビュー [19]の中でこの Ortman ら [65]の

報告を引用し、食欲、活力および体温が正常で脱水が認められず、肺炎

や臍静脈炎などの合併症がない下痢症子ウシに対して抗菌薬を処方す

ることは推奨できないと明記している。また、子ウシの下痢症に対する

抗菌薬の処方が死亡率の増加および治療期間の延長を招いたとする報

告 [9、 15、 65]や抗菌薬の処方の有無が治療期間に影響しなかったとす

る報告 [53]もあり、子ウシの下痢症に対する抗菌薬の処方については議
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論の余地がある。これらの議論とは別に、抗菌薬の使用において我々が

最も注意すべきこととして、薬剤耐性（ AMR）の問題が挙げられる。近

年、抗菌薬の不適切な使用は AMR の出現に寄与することから重大な公

衆衛生上の脅威となっている [81]。獣医療における抗菌薬の使用および

AMR の発生が、ヒトの病原菌に対し影響を与えている十分な根拠は必

ずしも示されていない。しかしながら、動物からヒトへの AMR の伝播

は重要な懸念事項となっている [49、 73、 85]。国際獣疫事務局（ OIE）

により 2003 年に「獣医療における動物用抗菌薬の責任ある慎重使用」

が定められた [63]。それを受けて我が国においても 2016 年に「薬剤耐

性対策アクション・プラン（ 2016-2020）」が発出され [46]、獣医療にお

ける抗菌薬の減量および代替戦略が求められている [17、 23、 26、 75、

77]。  

下痢症の治療における抗菌薬の代替療法としては、「宿主に有用な作

用を発揮する生きた微生物」であるプロバイオティクス [31]、「大腸内

の特定の細菌の増殖および活性を選択的に変化させることより宿主に

有利な影響を与えて宿主の健康を改善する難消化性食品成分」である

プレバイオティクス [32]、その両者を併用するシンバイオティクス [32]、

ハーブの混合物と抽出物を含む製剤 [16、62]およびラクトフェリン [67]

など、実に様々な物質および製剤が提案されている。しかしながら、各

物質および製剤の処方が発症予防や治療効果を示唆する報告 [16、 19、

62、 67]はあっても、現状ではプロバイオティクス療法を推奨する明確

な根拠はない [19]。また、他の抗菌薬代替候補物質についても効果的な

治療プログラムを科学的に証明するものは未だ存在しない [77]。下痢症

に対する抗菌薬の有効性について未だに議論の余地があり、かつ抗菌

薬の使用を減らすための代替療法が国際レベルで求められているにも
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関わらず生産動物の臨床現場において下痢症に対する抗菌薬治療の代

替療法は浸透しているとは言い難い。その理由として、上述のように未

だ有効な代替療法が科学的根拠、例えば治療や治療日数の短縮など主

観的評価に加えバイオマーカーなど客観的指標に基づいた判断に至っ

ていないことが原因と推察できる。すなわち、これまでに報告された下

痢症子ウシの抗菌薬による治療法や代替療法に関する研究では、その

治療効果を死亡率、治療期間および糞便スコアなどの主観的な指標を

使用して評価されてきた [19、21、22、67]。しかしながら、子ウシの下

痢症は感染性や非感染性を問わず腸粘膜に炎症 [47、55]と重度の絨毛萎

縮 [34、60]が引き起こされることで発症する。また、抗菌薬の代替療法

の一つとして提唱されているプロバイオティクス製剤は、腸粘膜に作

用し腸管粘膜組織の発育促進、特に絨毛組織を充実させるものである

[84、88]。しかしながら、それら腸粘膜の状態を反映する客観的な指標

を用いた治療効果の評価は難しく現状では主観的な評価で行われてい

るため、正当な評価がなされているとは言い難い。したがって、抗菌薬

の代替療法の有効性を評価するためには腸粘膜の状態を反映する客観

的な指標を用いる必要がある。しかしながら、ヒトではいくつかの指標

が確立しているとしても、下痢による子ウシの腸粘膜障害を評価する

ための有用なバイオマーカーについては未だ確立されていない。  

近年、ヒト医療において腸絨毛の状態を反映する客観的な指標とし

てジアミンオキシダーゼ（ DAO）に着目した臨床研究が報告されている

[36]。 DAO は 1930 年にヒスタミン酸化還元酵素として最初に報告 [10]

された銅（ Cu）含有細胞質酵素であり、小腸でのヒスタミンの分解に

重要な役割を果たしている [44]。 DAO は腸粘膜の主に上部絨毛領域に

局在し、その活性は小腸で高く [11]、特に小腸の絨毛の粘膜上皮細胞に
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おいて細胞増殖の制御に深く関与している [86]。血漿 DAO 活性値は、

腸粘膜の成熟度および完全性と正の相関があり [86]、小腸の絨毛で生成

された DAO は、血中に放出された直後に肝臓で代謝される。よって、

血液中 DAO 活性値は小腸の絨毛の状態をリアルタイムに反映するバイ

オマーカーである [13]。 Luk ら [51]は腸粘膜損傷の増加に伴い、腸粘膜

の漸進的な減少が生じると血漿 DAO 活性値が低下することを明らかに

した。このように血液中 DAO 活性値は、ヒトにおいて小腸粘膜の健全

性と成熟度を反映することが報告されており、腸の萎縮、虚血および炎

症などを伴うさまざまな腸疾患に対するバイオマーカーとして広く認

知されている [3、54、58、80、82]。しかしながら、我々の知る限りウシ

の腸粘膜の状態と血液中 DAO 活性値との関係を明らかにした報告はな

いため、ウシにおいてもヒト [3、 54、 58、 80、 82]と同様に血液中 DAO

活性値が腸粘膜の状態を反映する客観的な指標として利用可能か否か

は明らかとなってはいない。  

そこで、本研究の主たる目的は血液中 DAO 活性値を利用して抗菌薬

の代替療法の客観的評価が可能であるか否かを明らかにすることとし

た。そのために、（ 1）下痢症子ウシにおける血液中 DAO 活性値の低下

と重症度との関係を評価し、（ 2）健常子ウシの日齢が血液中 DAO 活性

値に与える影響と、下痢症が血液中 DAO 活性値および血液中 Cu 濃度

に与える影響を調査した。その結果、血液中 DAO 活性値がウシにおい

ても腸粘膜の状態を反映する客観的な指標として利用可能であること

を明らかにした後に、（ 3）血液中 DAO 活性値を客観的指標として加え

ることで抗菌薬代替療法の優位性を示せるか否か検証した。  

詳述すると、第 1 章では自然発生の下痢症子ウシを用い、下痢症と

血液中 DAO 活性値との関係について調査した。すなわち、第 1 章第 1
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節では黒毛和種下痢症および健常子ウシを用い、血液中 DAO 活性値が

下痢症の影響を受けてヒト [3、 54、 58、 80、 82]と同様に低下するか否

か調査した。また、血液中 DAO 活性値の低下が下痢症の重症度を反映

するか否かは不明であるため、第 1 章第 2 節では下痢症子ウシの重症

度を糞便性状および血液 pH を基に分類し、血液中 DAO 活性値の低下

が下痢症の重症度を反映しているか否かを検討した。第 2 章では、日

齢と血液中 Cu 濃度が血液中 DAO 活性値に影響を与える可能性がある

ため、その影響の程度を評価した。すなわち、第 2 章第 1 節では黒毛

和種健常子ウシを用い、血液中 DAO 活性値および血液中 Cu 濃度の出

生後の日齢変化を調査した。第 2 章第 2 節では、第 1 節において明ら

かとした日齢変化の影響が少ない日齢の黒毛和種下痢症子ウシを用い

て、血液中 Cu 濃度が血液中 DAO 活性値に与える影響を評価した。第

3 章では、第 1 章および第 2 章の結果を受けて、下痢症治療における抗

菌薬の代替療法としてのプロバイオティクス療法の有効性を従前の主

観的指標（治療日数、治癒率および糞便スコアなど）に血液中 DAO 活

性値を客観的指標として加えることでプロバイティクス療法の優位性

を示せるか否かを検証した。  

本研究は、生産動物の臨床現場において重要な疾患の一つと位置付

けられている子ウシ下痢症に対して抗菌薬の代替療法が求められてい

る社会的情勢を鑑み、それを従前の主観的評価に加えて腸粘膜の状態

を反映する血液中 DAO 活性値を客観的指標として加味することでこれ

まで曖昧であった代替候補物質の適正な評価方法を構築し、「食の安

全・安心」および AMR 対策の両者に貢献するものである。  
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第１章  

下痢症子ウシにおける血液中 DAO 活性値の低下と  

重症度との関係性の調査  
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 本章は、血液中 DAO 活性値がヒト [3、54、58、80、82]と同様にウシ

においても腸粘膜の状態を反映するバイオマーカーとなり得るか否か

を明らかにすることを目的とした。第 1 節では、黒毛和種下痢症子ウ

シの血液中 DAO 活性値を健常子ウシのそれと比較し、下痢症によって

血液中 DAO 活性値が低下するか否かを調査した。また第 2 節ではホル

スタイン種子ウシを用い血液中 DAO 活性値が下痢症の重症度を反映し

ているか否かについての検証を行った。  

 

1.1 黒毛和種子ウシにおける下痢と血清 DAO 活性値の関係  

 

本節は、黒毛和種下痢症および健常子ウシを用い、血清 DAO 活性値

が下痢症の影響を受けてヒト [3、 54、 58、 80、 82]と同様に低下するか

否かを調査した。  

 

1 .1 .1 材料および方法  

本研究は、 National  Research Counci l  Guidel ines  for  the  Care and Use of  

Laboratory Animals  [59]に従って実施した。供試牛として宮城県内で飼

育されている平均 10.9±3.1 日齢の黒毛和種子ウシ 64 頭を用いた。こ

のうち下痢を主訴に宮城県農業共済組合の家畜診療センターに診療依

頼のあった 25 頭を下痢群とした。これらの子ウシは、発熱（ >39.5°C）、

吸乳反射の低下および眼球陥没などの所見は認められず、下痢を呈し

ている以外に臨床上の異常は確認されなかった。下痢群と同一管内で

飼育され臨床上の異常を認めない残りの 39 頭を対照群とした。すべて

の子ウシは、母牛と共に独房で飼育され自由に哺乳が可能であった。ま

た、乾草と水は自由採食とした。  
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初診時の糞便性状を、Heath ら [34]のスコアリングシステム（ 0：正常

便、 1：軟便、 2：泥状便、 3：水様便）により評価した。また、糞便ス

トリップ試験（ Tet rast r ips、 Bio-X Diagnost ics  S.A.、 Rochefort、ベルギ

ー ） に よ り 4 種 の 病 原 体 （ ロ タ ウ イ ル ス 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、

Cryptosporidium purvum および K99 Escherichia col i）による感染の有無

を確認した。血液サンプルはディスポーザブル注射器を用いて頸静脈

から採血し、 10 m l の真空血清分離用採血管（ Venoject  II、 TERUMO、

東京）に保存した。採血後、室温において常法に従い 1,500×g、 15 分

間遠心分離して血清サンプルを得た。血清サンプルは測定に供するま

で -20℃で保存した。血清 DAO 活性値は市販の Enzyme-Linked Immuno 

Sorbent  Assay  （ ELISA）キット（ Bovine Diamine Oxidase  ELISA ki t、My 

BioSource、 San Diego、カリフォルニア州、米国）を用いて測定した。

血清総コレステロール（ T-Cho）濃度、血液尿素窒素（ BUN）濃度、血

清アスパラギン酸トランスアミナーゼ（ AST）値、血清γ -グルタミル

トランスフェラーゼ（ GGT）値および血清トリグリセリド（ TG）濃度

を生化学自動分析装置（ Dade Behring Inc.、 Deerfield、イリノイ州、米

国）を用いて測定した。血清総タンパク質（ TP）および血清アルブミン

（ Alb）濃度は、それぞれ Biuret 法および Bromocresol  Green 法により

測定した。  

 

1 .1 .2 統計解析  

得られたデータは、平均値±標準偏差（ SD）または中央値（最小 -最

大）で示した。すべての統計解析は、市販の統計ソフト（ SPSS Stat is t ics23、

IBM、Armonk、ニューヨーク州、米国）を用いて行った。群間における

血清 DAO 活性値および血清生化学検査項目の平均値の差の比較は、 F
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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、下痢症に関連す

る因子を明らかにする目的で群間差が認められた血液検査項目を説明

変数、下痢の有無を目的変数とした二項ロジスティック回帰分析を行

った。さらに二項ロジスティック回帰分析により抽出された測定値を

用いて、下痢症の診断能を Receiver  Operat ing Character is t ic  ( ROC)解析

により評価した。J インデックスに基づいて理想的カットオフ値および

それに対応した感度および特異度をそれぞれ算出した [4、57]。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 

(sensi t ivi ty  +  specif ici ty  -  1)により算出される。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 [4、57]。すべ

ての統計学的解析は危険率 5％未満を有意差ありとした（ p<0.05）。  

 

1 .1 .3 結果  

下痢群と対照群の糞便スコアの中央値はそれぞれ 2（ 1-3）および 0

（ 0-0）であった。病原微生物の検出状況は下痢群の 24%（ 6/25 頭）か

らロタウイルスが検出されたが、その他の病原微生物は下痢群および

対照群で検出されなかった。下痢群と対照群の血清 DAO 活性値および

血清生化学検査値の結果を表 1.1 .1 に要約した。下痢群の血清 DAO 活

性値は 71.9±16.0  IU/m l であり、対照群の 170.2±78.8  IU/m l と比較し

て有意に低値を示した（ p<0.01）。同様に下痢群の T-cho 濃度（ 96.4±

36.5  vs  125.3±34.1  mg/d l、 p<0.01）、 AST 値（ 46.88±9.8 vs  55.0±10.4  

IU/ l、p<0.01）および TG 濃度（ 16.2±13.9 vs  32.1±18.6 mg/d l、p<0.01）

は対照群のそれらと比較して有意に低値を示した。その他の測定項目

について有意な差は認められなかった。  
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対照群に対して下痢群で有意に低値を示した血清 DAO 活性値、T-Cho

濃度、AST 値および TG 濃度を説明変数、下痢の有無を目的変数とした

二項ロジスティック回帰分析の結果を表 1.1.2 に示した。その結果、下

痢発症に関連する測定値として血清 DAO 活性値 [オッズ比 0.94、95%信

頼区間 0.908-0.976（ p＝ 0.001） ]のみが抽出された。さらに下痢症の診

断能を ROC 解析により評価したところ血清 DAO 活性値の ROC 曲線下

面積（ AUC）は 0.93（ p<0.001、図 1.1.1）であった。 J インデックスに

基づく血清 DAO 活性値の理想的カットオフ値は <107.23 IU/m l であり、

このカットオフ値における感度および特異度はそれぞれ 84.6％および

100.0％であった。  

 

1 .1 .4 考察  

本研究では黒毛和種下痢症および健常子ウシを用い、血清 DAO 活性

値が下痢症の影響を受けてヒト [3、 54、 58、 80、 82]と同様に低下する

か否かを調査した。その結果、血清 DAO 活性値および血清生化学検査

項目のうち T-cho 濃度、AST 値および TG 濃度が下痢症子ウシにおいて

有意に低値を示した。群間差の認められたこれらの項目について、診断

能を二項ロジスティック回帰分析および ROC 解析により評価した結果、

血清 DAO 活性値が最も信頼できるパラメーターであった。  

これらの結果から、血清 DAO 活性値は下痢症により低下すること、

また、今回測定した項目の中で下痢の影響を最も受けて値が低下する

ことを明らかにした。以上のことから、血清 DAO 活性値は下痢に対す

る診断能が高いことを確認した。したがって、血清 DAO 活性値はヒト

[3、 54、 58、 80、 82]と同様に子ウシにおいても下痢により低下するこ

と、下痢症の診断マーカーとして有用であることを明らかにした。  
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1.2 ホルスタイン種下痢症子ウシにおける血漿 DAO 活性値と腸粘膜

障害の程度の検証  

 

第１節において子ウシの血清 DAO 活性値はヒトのそれと同様 [3、54、

58、 80、 82]に子ウシでも有意に低下することを示すとともに、血液中

DAO 活性値が下痢に対する診断能を有することを明らかとした。した

がって、血液中 DAO 活性値が下痢のバイオマーカーとして利用できる

可能性が示唆された。しかしながら、血液中 DAO 活性値が下痢症の重

症度、すなわち腸粘膜の状態を反映するか否かは不明である。したがっ

て、第 2 節では下痢症子ウシの重症度を糞便性状および血液 pH を基に

分類し、血漿 DAO 活性値の低下が腸粘膜の状態を反映しているか否か

を検証した。  

 

1 .2 .1 材料および方法  

本研究は酪農学園大学動物実験委員会の承認（承認番号： VH18C9）

を得て実施した。平均日齢 11.2±5.4 日のホルスタイン種子ウシ 50 頭

を供試した。すべての子ウシの糞便性状を Heine ら [35]の方法（ 0：正

常便、 1：軟便、 2：泥状便、 3：水様便）に基づきスコア化し、そして

血液 pH[43]を加味して図 1.2 .1 に示した手順で重症度分類した。すなわ

ち、水様性下痢（スコア 3）および血液 pH が 7.25 未満の重度アシデミ

アのどちらか一方または両方が認められた 17 頭の子ウシを重症群に分

類した。また、軟便または泥状便（スコア 1 または 2）を呈しており血

液 pH が 7.25 以上の軽度のアシデミアが認められた 19 頭の子ウシを軽

症群に分類した。すべての子ウシは C. parvum 迅速検査キット（ BOX-

BIOK-155-10TEST、  COSMO BIO Co. ,  Ltd.、東京）により C. parvum 感
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染の有無を確認した。さらに、下痢症子ウシと同じ酪農場で飼育されて

いた下痢を含む臨床症状に異常を認めず C. parvum の感染が認められ

なかった 14 頭の子ウシを対照群とした。重症群、軽症群および対照群

を問わずすべての子ウシは出生後十分に初乳が給与され、この研究が

行われるまでの病歴はなかった。供試牛には、朝（午前 5 時〜午前 8

時）と午後（午後 5 時〜午後 8 時）の 1 日 2 回、体重あたり 5％量に相

当する代用乳が給与された。また、乾草と水は自由採食とした。試験期

間中に濃厚飼料の給与は行われなかった。  

血液サンプルは、ヘパリン添加 1m l ディスポーザブルシリンジおよ

びヘパリン非添加 10m l ディスポーザブルシリンジを用いて頚静脈から

採血して得た。採血は、哺乳後少なくとも 2 時間以上経過した後に行

った。ヘパリン添加血液サンプルは、ポータブル血液ガス分析装置 i -

STAT 1（ Abbott  Lab、Princeton、イリノイ州、米国）とその i -STAT EC8 

+カートリッジ（ Abbott  Lab、Princeton、イリノイ州、米国）を用いて、

血液 pH および血液中グルコース（ Glu）濃度を測定した。ヘパリン非

添加血液サンプルは EDTA-2K 真空採血管および血清分離用真空採血管

（ Venoject  I I、TERUMO、東京）に分注し、室温において常法に従い 1,500

×g、15 分間遠心分離してそれぞれ血漿および血清を得た。得られた血

漿 は 市 販 の ELISA キ ッ ト （ Bovine  Diamine Oxidase ELISA ki t 、 My 

BioSource、San Diego、カリフォルニア州、米国）を用いて血漿 DAO 活

性値を測定した。血清サンプルは TP 濃度（ Biuret 法）および T-Cho 濃

度（酵素法）を測定した。  

 

1 .2 .2 統計解析  

正規分布データは平均値±標準偏差（ SD）として示し、非正規分布
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データ（糞便スコア、血液 pH および血漿 DAO 活性値）は中央値およ

び範囲として示した。すべての統計解析は、 R（ The R Foundat ion for  

Stat is t ical  Computing、Vienna、オーストリア）のグラフィカルユーザー

インターフェイスである EZR（自治医科大学付属さいたま医療センタ

ー、埼玉）を使用して行った [42]。群間の平均値の差の比較には Steel -

Dwass 検定を用いた。血漿 DAO 活性値と糞便スコアとの相関を評価す

るために Spearman の順位相関係数を用いた。危険率 5％未満を有意差

ありとした（ p<0.05）。  

 

1 .2 .3 結果  

各群における C. parvum の感染状況は、重症群で 76.4％（ 13/17 頭）

および軽症群で 68.4％（ 13/19 頭）であった。表 1.2.1 に各群の糞便ス

コアと血液 pH を要約した。重症群、軽症群および対照群の糞便スコア

は、それぞれ 3（ 1-3）、 2（ 1-2）および 0（ 0-0）であった。糞便スコア

は群設定因子であることから、重症および軽症群の方が対照群よりも

有意に高く（ p<0.01）、重症群の糞便スコアは軽症群よりも有意に高い

（ p<0.05）ことを確認した。同様に血液 pH も群設定因子であり、その

基準値を 7.25 とした。実際に重症群、軽症群および対照群の血液 pH

は、それぞれ 7.21（ 6.83-7.40）、7.38（ 7.27-7 .45）および 7.42（ 7.38-7 .44）

であり、重症群の血液 pH は、軽症群（ p<0.01）および対照群（ p<0.01）

のそれよりも有意に低く、軽症群の血液 pH は、対照群のそれよりも有

意に低いことを確認した（ p<0.05）。  

各群の TP 濃度、 T-Cho 濃度、血液中 Glu 濃度および血漿 DAO 活性

値を表 1.2.2 に要約した。重症群、軽症群および対照群の TP 濃度はそ

れぞれ、 5.9±1.3、 5.7±1.0 および 5.7±0.5 g/d l であり、各群間に有意
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差は認められなかった。重症群、軽症群および対照群の T-Cho 濃度は、

それぞれ 41.7±21.1、 60.9±22.6 および 66.3±31.0 mg/d l であった。統

計学的に有意でなかったものの、重症群の T-Cho 濃度は軽症群（ p=0.09）

および対照群（ p=0.07）のそれよりも低値を示す傾向が認められた。重

症群および軽症群の血液中 Glu 濃度は、それぞれ 84.6±16.7（ p<0.01）

および 90.0±17.2 g /d l（ p<0.05）であり、対照群の 104.4±12.4  g/d l より

も有意に低値を示した。  

図 1.2 .1 に下痢症の重症度と血漿 DAO 活性値の関係を図示した。重

症群、軽症群および対照群の血漿 DAO 活性値は、それぞれ 95.4（ 23.5-

196.0）、146.7（ 86.8-246.0）および 293.2（ 130.7-444.9）IU/m l であった。

血漿 DAO 活性値は重症群（ p<0.01）と軽症群（ p<0.01）で対照群のそ

れよりも有意に低値を示した。さらに、重症群の血漿 DAO 活性値は軽

症群のそれと比較して有意に低値を示した（ p<0.05）。血漿 DAO 活性値

と糞便スコアの関係を Spearman の順位相関係数によって調査したとこ

ろ、血漿 DAO 活性値と糞便スコアとの間に弱いながら負の相関が認め

られた（ r=-0.55、 p  <0 .01、図 1.2.2）。  

 

1 .2 .4 考察  

本 研 究 に お い て 子 ウ シ 下 痢 症 の 重 症 度 を 糞 便 性 状 [35]お よ び 血 液

pH[43]に基づいて重症度を分類し、血漿 DAO 活性値が下痢の重症度を

反映するか否かを検討した。下痢症は分泌性または吸収不良性下痢の

分類 [8]や病原体に関わらず、子ウシの電解質と水分の喪失を引き起こ

す。その結果、子ウシは脱水症、強イオン性アシドーシス、電解質異常

および負のエネルギーバランス（ NEB）に陥ることは周知のことである

[76]。Lorenz[50]は、アシドーシスの子ウシでは D 型乳酸濃度が増加す
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ることを報告している。D 型乳酸の産生は絨毛の萎縮や、腸内細菌によ

る炭水化物の吸収不良と異常発酵に起因する [8]。本研究では D 型乳酸

濃度の測定を行ってはいないがこれらの既報を鑑み、重症群および軽

症群の分類基準に糞便性状のみならず血液 pH を加味したことは適切

であったと考えられる。  

本研究では、血漿 DAO 活性値は重症度の違いによって有意な差が認

められた。確かに血液中 DAO 活性値は腎障害の影響を受けるため [20]、

子ウシ下痢症では重度の脱水症による腎機能障害が血液中 DAO 活性値

に影響を与える可能性は否定できない。しかし本研究では TP 濃度を指

標に脱水症の有無を評価したところ、脱水を疑わせる所見は得られて

いない。したがって、本研究で用いた供試牛において血漿 DAO 活性値

の変化に腎機能が影響している可能性は考えにくい。また、下痢症子ウ

シの血漿 DAO 活性値と糞便スコアとの関係において有意な負の相関が

認められた。つまり我々の結果は血漿 DAO 活性値が、子ウシにおいて

もヒト [3、 54、 58、 80、 82]と同様に腸粘膜の状態を反映することを示

唆している [54、80]。さらに本研究で確認された重症群の血液中 Glu 濃

度および T-Cho 濃度の低下は、腸管からの栄養素の吸収不良を疑わせ

る所見であり、子ウシにおいて血漿 DAO 活性値の低下が腸粘膜の損傷

を反映する結果を支持するものと考えられる。  

 

1 .3 小括  

第 1 章では、血液中 DAO 活性値がヒト [3、54、58、80、82]と同様に

ウシにおいても腸粘膜の状態を反映するバイオマーカーとなり得るか

否かを明らかにすることを目的とした。第１節では黒毛和種下痢症お

よび健常子ウシを用い、血清 DAO 活性値が下痢症の影響を受けてヒト
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[3、54、58、80、82]と同様に低下するか否かを調査した。その結果、血

清 DAO 活性値は T-cho 濃度、 AST 値および TG 濃度と共に下痢により

影響を受ける。しかし、二項ロジスティック回帰分析および ROC 解析

を用いて評価した結果、血清 DAO 活性値が最も信頼できるパラメータ

ーであった。よって、血清 DAO 活性値は下痢症により低下することお

よび下痢に対する診断能が高いことを確認した。したがって、血清 DAO

活性値はヒト [3、 54、 58、 80、 82]と同様に子ウシにおいても下痢によ

り低下すること、下痢症の診断マーカーとして有用であることを明ら

かにした。  

第 1 節の結果を受け、第 2 節では子ウシ下痢症の重症度を糞便性状

および血液 pH に基づいて分類し、血漿 DAO 活性値の低下が下痢の重

症度と関連しているか否かを調査した。その結果、血漿 DAO 活性値と

下痢の重症度との間に相関が認められた。このことはウシにおいても

ヒトと同様に下痢の重症度、おそらく腸粘膜の障害の程度を血漿 DAO

活性値が反映していることが明らかとなった。以上の結果から、第 1 章

では血液中 DAO 活性値は下痢症子ウシの腸粘膜の状態および病態を反

映するバイオマーカーとなり得ることを明らかにした。  

しかしながら、ラットでは成長に伴って血液中 DAO 活性値が増加す

ることが報告されており [51]、子ウシにおいても血液中 DAO 活性値が

日齢により変化する可能性が否めない。また、 DAO は Cu 含有酵素で

あることからウシの Cu 欠乏症で低値を示すことが報告されている [68]。

したがって、子ウシでも血液中 Cu 濃度と血液中 DAO 活性値の関係を

明らかにする必要がある。よって、第 2 章では日齢および血液中 Cu 濃

度が下痢症子ウシの血液中 DAO 活性値に影響を与えるか否かについて

検討する。  
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表 1.1.1  下痢群および対照群における血清 DAO 活性値および血液生化

学検査結果  

 

  

DAO    (IU/dl ) 71.9 ± 16.0** 170.20 ± 78.80

T-cho (mg/dl ) 96.4 ± 36.5** 125.30 ± 34.10

BUN   (mg/dl ) 17.0 ± 6.70 13.30 ± 7.60

TP       (g/dl ) 6.3 ± 0.70 6.40 ± 0.90

Alb      (g/dl ) 3.1 ± 0.30 3.10 ± 0.30

AST    (IU/l ) 46.9 ± 9.8** 55.00 ± 10.40

GGT   (IU/l ) 130.9 ± 108.30 165.30 ± 151.90

TG     (mg/dl ) 16.2 ± 13.9** 32.10 ± 18.60

平均±標準偏差（SD）

**  p <0.01 vs 対照群（Student’s t 検定）

下痢群 (n=25) 対照群 (n=39)
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表 1.1.2  ロジスティック回帰分析の要約  

 

  

オッズ比 ｐ値

DAO 0.942 0.908 - 0.976 0.001

T-cho 0.985 0.959 - 1.010 0.249

AST 0.985 0.878 - 1.110 0.802

TG 0.972 0.917 - 1.030 0.339

95%信頼区間
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図 1.1.1 ROC 解析による血清 DAO 活性値の下痢症診断のカットオフ

値  

 ○：理想的カットオフ値（ J インデックス）  

 p<0.001  
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図 1.2.1  糞便性状および血液 pH による重症群および軽症群の分類  

水様性下痢（スコア 3）を示した 10 頭および泥状または軟便（スコア

2）を示した 26 頭のうちのアシドーシスを伴う 7 頭が重症群に分類し

た。軟便（スコア 2）を示しアシドーシスを伴わない 19 頭の子牛は、

軽症群に分類した。  
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表 1.2.1  重症度分類による各群の糞便スコアおよび血液 pH 

 

  

対照群（n=14） 軽症群（n=19） 重症群（n=17）

糞便スコア 0 (0-0)
A

2 (1-2)
C, D

3 (1-3)
C, E

血液ｐH 7.42 (7.38-7.44)
A

7.38 (7.27-7.45)
B, D

7.21 (6.83-7.40)
C, F

中央値（最大-最小）

異符号間に有意差あり: p <0.05, A-C, D-F: p <0.01  ：Steel- Dwass 検定
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表 1.2.2  重症度分類による各群の血液生化学検査および血漿 DAO 活

性値の比較  

 

  

対照群（n=14） 軽症群（n=19） 重症群（n=17）

TP (g/dl ) 5.7 ± 0.5 5.7 ± 1.0 5.9 ± 1.3

T-cho (mg/dl ) 66.3 ± 31.0 60.9 ± 22.6 41.7 ± 21.1

Glu (mg/dl ) 104.4 ± 12.4
A

90.0 ± 17.2
B

84.6 ± 16.7
C

DAO (IU/ml ) 293.2 (130.7-444.9)
A

146.7 (86.8-246.0)
C, D

95.4 (23.5-196.0)
C, E

平均値±標準偏差　または　中央値（最小-最大）

異符号間に有意差ありA-B, D-E: p <0.05, A-C, D-F: p <0.01 : Steel- Dwass検定
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図 1.2.2  重症度分類における各群の血漿 DAO 活性値の比較  

対照群（ n=14）、軽症群（ n=19）、重症群（ n=17）  

Box は四分位範囲で中の太線は中央値を示す。  

異符号間で有意差あり： a-c:p<0.01,d -e:p<0.05:s teel -Dwass 検定  
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図 1.2.3  下痢症および健常子ウシにおける血漿 DAO 活性値と糞便ス

コアの関係  

供試数 n=50 

糞便スコア 0：正常便、 1：軟便、 2：泥状便、 3：水様便  

図中の直線は糞便スコアに対する血漿 DAO 活性値の相関直線

（ Spearman の順位相関係数）   
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第 2 章  

 

生後日齢および血液中 Cu 濃度が血液中 DAO 活性値に与える影響  
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第 1 章において、血液中 DAO 活性値は子ウシの下痢症における腸粘

膜の状態を反映するバイオマーカーとして利用できることを明らかと

した。しかしながら、ラットでは成長に伴って血液中 DAO 活性値が増

加することが報告されており [51]、子ウシにおいても日齢により変化す

る可能性は否めない。また、DAO は Cu 含有酵素であるため、ヒトやウ

シにおける Cu 欠乏症のバイオマーカーとしても有用であることが報

告されている [20、40、45、68]。例えばウシでは、実験的に作出した食

餌性 Cu 欠乏症のウシにおいて血漿 DAO 活性値が Cu 欠乏の程度に応

じて低下し、Cu 欠乏症のウシと基準値内のウシとを効率的に診断可能

であったと報告されている [68]。それゆえに、子ウシの下痢症によって

Cu 欠乏状態が生じているならば血液中 DAO 活性値の低下が下痢症に

よるものか Cu 欠乏によるものかが不明となる。下痢症子ウシの腸粘膜

の状態を反映するバイオマーカーとして血液中 DAO 活性値を利用する

ためには、生後日齢による血液中 DAO 活性値および血液中 Cu 濃度の

変化、下痢症によって子ウシに Cu 欠乏状態が生じているか否かおよび

下痢症子ウシにおける血液中 Cu 濃度と血液中 DAO 活性値との関係に

ついて調査する必要がある。  

そこで、第 2 章第 1 節では黒毛和種健常子ウシを用い、血清 DAO 活

性値および血漿 Cu 濃度の出生後の日齢変化を調査した。第 2 節では、

第 1 節において明らかとした日齢変化の影響の少ない日齢の黒毛和種

下痢症子ウシを用いて下痢症によって子ウシに Cu 欠乏状態が生じて

いるか否かを調査し、血漿 Cu 濃度が血清 DAO 活性値に与える影響を

評価した。  
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2.1 黒毛和種健常子ウシにおける血清 DAO 活性値と血漿 Cu 濃度の

生後日齢による変化  

 

血液中 DAO 活性値はラットにおいて出生後から生後 21 日齢まで上昇

し、その後安定して推移することが報告されている [51]。また、ウシで

は血液中 DAO 活性値が Cu 欠乏症の指標として有用であることが報告

されている [68]。しかしながら、ウシにおいて血液中 DAO 活性値が出

生後に変化をするか否かについての報告は著者が知る限りない。そこ

で、本章では黒毛和種健常子ウシを用い、子ウシの血液中 DAO 活性値

および血液中 Cu 濃度の日齢変化を調査し検討した。  

 

2 .1 .1 材料および方法  

本研究は、酪農学園大学動物実験委員会の承認（承認番号：VH18C9）

を得て実施した。本研究の供試牛として、宮城県内で飼育されていた 2

（ n=8）、7（ n=10）、10（ n=12）、14（ n=7）、21（ n=10）および 180（ n=11）

日齢の健康な黒毛和種子ウシ計 58 頭を用いた。子ウシは 21 日齢まで

母牛と共に独房で飼育されたため自由哺乳が可能であった。それ以降

は母牛から分離され離乳されていた。また、乾草と水は自由採食とし

た。  

血液サンプルは滅菌済みディスポーザブル注射器を用いて頸静脈か

ら 20 m l 採血し、直ちに 10 m l の血清分離用真空採血管とヘパリン処理

された採血管（ Venoject  II、TERUMO、東京）にそれぞれ保存した。次

に、採取した血液サンプルは室温において常法に従い 1,500×g で 15 分

間遠心分離して血清または血漿を得た。血清または血漿サンプルは、測

定に供されるまで -20℃で保存した。血清 DAO 活性値は市販の ELISA
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キット（ Bovine DAO ELISA ki t、 My BioSource Inc.、 San Diego、カリフ

ォルニア州、米国）を用いて測定した。血漿 Cu 濃度は仁科記念サイク

ロトロンセンター（岩手県）において粒子励起 X 線分析（ PIXE：Part icle  

Induced X-ray Emission）法により測定した。 PIXE 法による Cu 濃度の

検出下限は血漿レベルで 10-5 µg/m l であった [5、 79]。  

 

2 .1 .2 統計解析  

得られたデータは平均±標準偏差（ SD）で示した。すべての統計解

析は、 R（ The R Foundat ion for  Stat is t i cal  Computing、 Vienna、オースト

リア）のグラフィカルユーザーインターフェイスである EZR（自治医

科大学付属さいたま医療センター、埼玉）を用いて行った [42]。生後日

齢の血清 DAO 活性値と血漿 Cu 濃度の変化は、一元配置分散分析によ

り分散を評価した後に post  hoc 検定として Kruskal -Wall is 検定または

Tukey の HSD 検定により平均値の差の比較を行った。出生後各日の血

漿 Cu 濃度と血清 DAO 活性値との間の相関は、Pearson の相関係数を用

いて評価した。危険率 5％未満を有意差ありとした（ p<0.05）。  

 

2 .1 .3 結果  

出生後日齢による血清 DAO 活性値と血漿 Cu 濃度の経時的変化を図

2.1.1 に示した。血清 DAO 活性値は 2 日齢で最高値の 388.7±75.1  IU/m l

に達し、その後 7 日齢（ 180.0±70.6  IU/m l、 p<0.01 vs  2 日齢）から 180

日齢（ 130.6±71.9  IU/m l、 p<0.01 vs  2 日齢）まで安定して低値を推移し

た。  

出生後の血漿 Cu 濃度の推移は血清 DAO 活性値とは異なり、 2 日齢

で最も低く（ 0.32±0.03  µg/m l）、 7 日齢（ 0.54±0.13 µg/m l、 p<0.05 vs  2
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日齢）から 180 日齢（ 0.58±0.13 µg/m l、 p<0.01 vs  2 日齢）まで安定し

て高値を推移した。各生後日齢において、血清 DAO 活性値と血漿 Cu

濃度の間に有意な相関関係は認められなかった。  

 

2 .1 .4 考察  

本研究において、子ウシの血清 DAO 活性値は 7 日齢以降で安定する

ことが明らかとなった。 Luk ら [51]は、ラットの血液中 DAO 活性値は

出生時に低く、日齢とともに徐々に増加し 21 日齢でピークに達した後

は安定することを報告している。これは、生後最初の 3 週間で陰窩が

伸長し、その後細胞増殖が増加、絨毛が長くなり、スクラーゼ、マルタ

ーゼおよび他の刷子縁酵素を持つ成熟粘膜細胞が現れるためである。

一方、出生直後の子ウシの腸細胞は、免疫細胞を含む多数の高分子をピ

ノサイトーシスによって非選択的に吸収する独自の能力を持っている

[14]。この高分子吸収は、生後約 24〜 36 時間まで認められ、gut  closure

と呼ばれている [78]。本研究では、子ウシの血清 DAO 活性値の日齢変

化がラットのそれと異なるか否かは明らかにならなかったが、上述の

様 な ウ シ 特 有 の 腸 の 変 化 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ る 。 今 後 、 gut  

closure と血液中 DAO 活性値がどの様に関連しているのか研究が望ま

れる。一方、血漿 Cu 濃度は血清 DAO 活性値の日齢変化と異なった。

しかしながら、各日齢において血清 DAO 活性値と血漿 Cu 濃度に有意

な相関は認められなかった。本研究の結果より血漿 Cu 濃度の増加は成

長に伴い腸管からの吸収量が増加したものと考えられた。日齢変化に

伴う血漿 Cu 濃度と血清 DAO 活性値に関連性が認められなかったこと

から、子ウシにおける血液中 DAO 活性値は 7 日齢以降であれば、日齢

を考慮する必要がないことが明らかとなった。  
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2.2 下痢症子ウシにおける血清 DAO 活性値に対する血漿 Cu 濃度の

影響  

 

第 1 節において、健常子ウシの血清 DAO 活性値は生後 7 日齢以降に

安定したことから、７日齢以降であれば日齢を考慮する必要がないこ

とが明らかとなった。しかしながら、ウシでは血液中 DAO 活性値が Cu

欠乏症の指標として有用である [68]ことから、下痢症子ウシの血漿 Cu

濃度が低値となるならば血液中 DAO 活性値に影響が生じる可能性が否

定できない。そこで、第 2 節では 7 日齢以降の子ウシを用い、下痢症

子ウシにおける血清 DAO 活性値および血漿 Cu 濃度を測定し、血漿 Cu

濃度が血清 DAO 活性値に何らかの影響を及ぼすか否かについて検討し

た。  

 

2 .2 .1 材料および方法  

本研究は、酪農学園大学動物実験委員会の承認（承認番号：VH18C9）

を得て実施した。本研究では、宮城県内で飼育され宮城県農業共済組合

の家畜診療センターに下痢症を主訴として診療依頼のあった生後 10～

15 日齢の黒毛和種子ウシ 14 頭（平均日齢 11.9±1.4 日）を下痢群として

供試した。これらの子ウシは下痢以外の臨床症状に異常を認めなかっ

た。すなわち、39.5℃以上の発熱、吸乳反射の低下または眼球陥没など

の臨床症状は認められなかった。一方、対照群として黒毛和種健常子ウ

シ 19 頭（平均日齢 12.6±1.6 日）を供試した。子ウシは母牛と共に独房

で飼育されたため自由哺乳が可能であり、乾草と水を自由採食できた。 

本研究では供試牛の糞便性状を Heath ら [34]のスコアリングシステ

ム（ 0：正常便、 1：軟便、 2 泥状便、 3：水様便）を用いて記録した。
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また、糞便ストリップ試験（ Tetrast r ips、Bio-X Diagnost ics  S.A.、Rochefort、

ベルギー）を用いて 4 種の病原体（ロタウイルス、コロナウイルス、C.  

parvum および  K99 E. col i）の感染の有無を確認した。  

血液サンプルはディスポーザブル注射器を用いて頸静脈から 20 m l

採血した。採血後、すぐに 10 m l の血清分離用真空採血管とヘパリン処

理された真空採血管（ Venoject  II、TERUMO、東京）にそれぞれ保存し

た。次に、採取した血液サンプルを室温において常法に従い 1,500×g

で 15 分間遠心分離して、血清または血漿を得た。血清または血漿サン

プルは、測定に供されるまで -20℃で保存した。血清 DAO 活性値は、市

販の ELISA キット（ Bovine DAO ELISA ki t、 My BioSource Inc.、 San 

Diego、カリフォルニア州、米国）によって測定した。血漿 Cu 濃度は、

仁科記念サイクロトロンセンター（岩手県）において PIXE 法によって

測定した。さらに、下痢群および対照群の AST 値および GGT 値は、自

動生化学分析装置（ Dade Behring、Inc.、Deerfield、イリノイ州、米国）

を用いて酵素法にて測定した。  

 

2 .2 .1 統計解析  

得られたデータは平均±標準偏差（ SD）または中央値（最小 -最大）

で示した。すべての統計解析は、 R（ The R Foundat ion for  Stat is t i cal  

Computing、 Vienna、オーストリア）のグラフィカルユーザーインター

フェイスである EZR（自治医科大学付属さいたま医療センター、埼玉）

を用いて行った [42]。群間における血清 DAO 活性値、血漿 Cu 濃度お

よび血液生化学検査値の平均値の比較は、分散を評価した後 Student’s  

t 検定または Mann-Whitney U 検定によって評価した。危険率 5％未満

を有意差ありとした（ p<0.05）。  
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2.2.3 結果  

下痢および対照群の糞便スコアの中央値は、それぞれ 2（ 2-3）およ

び 0（ 0-0）であった。糞便ストリップ試験の結果、下痢群において 28.6％

（ 4/14 頭）の子ウシよりロタウイルスが検出されたが 71.4％（ 10/14 頭）

の子ウシの下痢便からは検査したいずれの病原体も検出されなかった。 

下痢群および対照群の血清 DAO 活性値および血漿 Cu 濃度を図 2.2.1

に示した。下痢群の血清 DAO 活性値  [62.36 (50.27-107.23)  IU/m l ]  は、

対照群 [133.68 （ 58.11-361.16）  IU/m l ]のそれと比較して有意に低値を

示した（ p<0.01）。一方、血漿 Cu 濃度は下痢および対照群で、それぞれ

0.53 (0.21-0 .77) および 0.53 (0.31-0 .96)  µg/m l であり、群間に有意な差

を認めなかった（ p=0.74）。  

下痢および対照群の AST 値は、それぞれ 46.3±10.3 および 59.5±9.5  

IU/ l であり両群間で有意差が認められた（ p<0.01）。しかしながら、こ

れらの値は基準値内であったため [29]、疾病による影響とは言えない。

下痢および対照群における GGT 値は、それぞれ 109.4±44.0 および

167.8 ± 115.0  IU/ l で あ り 、 両 群 間 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た

（ p=0.18）。  

 

2 .2 .4 考察  

本研究において、下痢群の血清 DAO 活性値は対照群のそれよりも有

意に低値を示した。一方、血漿 Cu 濃度は両群間で差を認めず、すべて

の子ウシで Legle i ter  [48]が示した基準値の下限である <0.50 µg/m l より

も低値を呈した個体は認められなかった。この結果は Javad ら [39]によ

る、下痢症子ウシの臨床症例では血漿 Cu 濃度がほとんど変化しなかっ

たという報告を裏付けている。  
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本研究では、ロタウイルス感染が 4 頭で認められたが残る 10 頭は本

研究で用いた病原検索ではいずれも陰性であったため非感染性下痢症

と診断した。ロタウイルス感染（ n=4）または非感染子ウシ（ n=10）の

血清 DAO 活性値はそれぞれ 66.15±10.62 および 67.02±16.14  IU/m l で

あり、有意な差は認められなかった（ p=0.923）。ロタウイルスは、成熟

した絨毛性腸細胞を優先的に標的とし、一般的に中程度の絨毛損傷を

引き起こす [25]。しかしながら、血清 DAO 活性値において、ロタウイ

ル ス 陽 性 お よ び 陰 性 子 ウ シ の 間 で 有 意 な 差 は 観 察 さ れ な か っ た

（ p=0.923）。Acres ら [2]は、ロタウイルスが健康な下痢の子ウシにおい

ても検出されたと報告している。本研究の下痢群には病原体が検出さ

れた個体はほとんどいなかったため、病原体の違いや浸透圧性または

吸収不良性などの下痢症の種類によって血清 DAO 活性値が変化するか

否かを明らかにすることはできなかった。しかしながら、本研究ではロ

タウイルス検出の有無により血清 DAO 活性値に差が認められなかった

ことから、病原体の検出が常に重症度と相関しているとは限らないも

のと推察できる。  

肝機能は血液中 DAO 活性値の変化に影響を与える [13]ため、本研究

で は 肝 機 能 と の 関 係 に つ い て も 調 査 を 行 っ た 。 下 痢 お よ び 対 照 群 の

AST 値は、両群間で有意な差が認められたが（ p<0.001）、これらの値は

基 準 値内 で あ っ た [29]。 ま た、 GGT 値 に 群間 差 は 確 認 さ れ なか っ た

（ p=0.18）。したがって、本研究における血清 DAO 活性値に対する肝機

能の影響は考慮しなくてよいと思われた。  

 以上のことから、急性下痢の存在は血漿 Cu 濃度に影響を与えず血清

DAO 活性値を低下させる。すなわち、野外条件下の自然発生下痢症子

ウシにおいて血清 DAO 活性値は血漿 Cu 濃度を考慮せず、腸粘膜の状
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態を反映するバイオマーカーとして利用可能であることが明らかとな

った。  

 

2.3 小括  

 第 1 節では、黒毛和種健常子ウシを用い、子ウシの血液中 DAO 活性

値および血液中 Cu 濃度の日齢変化を調査し検討した。その結果、血清

DAO 活性値は 7 日齢以降で安定し、血漿 Cu 濃度による影響は認めら

れなかった。したがって、子ウシにおける血液中 DAO 活性値は 7 日齢

以降であれば、日齢を考慮する必要がないことが明らかとなった。  

第 2 節では、7 日齢以降の黒毛和種下痢症子ウシを用い、下痢症子ウ

シにおける血清 DAO 活性値および血漿 Cu 濃度を測定し、血漿 Cu 濃

度が血清 DAO 活性値に何らかの影響を及ぼすか否かを検討した。その

結果、血清 DAO 活性値は下痢群において有意な低下が認められたが、

血漿 Cu 濃度は両群間に有意な差は認められなかった。本研究ではすべ

ての子ウシが血漿 Cu 濃度の基準値を満たしており、 Cu 欠乏は認めら

れなかった。以上のことから、急性下痢における血清 DAO 活性値は血

漿 Cu 濃度の影響を考慮することなく、腸粘膜の状態を評価するバイオ

マーカーとして利用可能であることが明らかとなった。  

第 1 章および第 2 章において、ヒトで腸粘膜の損傷程度を反映する

バイオマーカーとして利用されている血液中 DAO 活性値がウシにおい

ても利用可能であることが明らかとなった。このことは、これまで治療

日数、治療率および糞便スコアなどの主観的指標でしか評価できなか

った下痢症の治療効果を血液中 DAO 活性値により評価できる可能性を

示した。しかしながら、実際に抗菌薬の代替療法の有効性試験において

血液中 DAO 活性値を指標として利用することが適正であるか否かは検
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証されていない。そこで、第 3 章では下痢症治療における抗菌薬の代

替療法としてのプロバイオティクス療法の有効性を従前の主観的指標

（治療日数、治癒率および糞便スコア）に血液中 DAO 活性値を客観的

指標として加えることでプロバイティクス療法の優位性を示せるか否

か検証した。  
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図 2.1.1  生後日齢に対する血清 DAO 活性値および血漿 Cu 濃度の推移  

 平均値±SD、 *:p<0.05,  **:p<0.01 vs  2 日齢 :  Tukey の HSD 検定  
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図 2.2.1  対照群および下痢群の血清 DAO 活性値および血漿 Cu 濃度の

比較  

対照群 n=19、下痢群 n=14 

Box は四分位範囲で中の太線は中央値を示す  

**:  p<0.01 vs  対照群： Mann-Whitney U 検定  
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第 3 章  

血清 DAO 活性値を指標とした下痢症子ウシに対する抗菌薬療法の  

代替療法としてのプロバイオティクス療法の評価  
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第 1 章および第 2 章において血液中 DAO 活性値が下痢症子ウシの腸

粘膜の状態を反映する客観的指標として有用であることを示した。し

たがって、本章では下痢症治療における抗菌薬の代替療法としてのプ

ロバイオティクス療法の有効性を従前の主観的指標（治療日数、治癒率

および糞便スコア）に血液中 DAO 活性値を客観的指標として加えるこ

とでプロバイティクス療法の優位性を示せるか否か検証した。  

抗菌薬療法の代替療法には現時点では種々の製剤が提唱されている

が [77]、そのうちの一つであるプロバイオティクスは「宿主に有用な作

用を発揮する生きた微生物」と定義され [31]、家畜においては主に消化

機能改善や成長促進を目的に処方されている [56、89]。我が国において

は、下痢症に対する効能を取得した動物用医薬品としてプロバイオテ

ィクス製剤が市販されているので、本研究では抗菌薬療法の代替療法

としてプロバイオティクスを選択した。Rolf[70]は、プロバイオティク

スは比較的低コストであり AMR の発生率を増加させる可能性が低く、

かつ病原体を阻害する複数のメカニズムを持つことなど、従来の抗菌

薬による治療に比べて多くの潜在的な利点があることを示した。実際、

プロバイオティクスの有用性は多くの研究者 [1、 22、 24、 27、 72、 74]

によって報告されている。たとえば Renaud ら [69]は、カナダで市販さ

れ て い る Pediococcus  acidi lact ici ,  Enterococcus  faecium ,  Lactobaci l lus  

acidophi lus ,  Lactobaci l lus  casei ,  Bif idobacterium bi f idum を含む多種プロ

バイオティクス製品を下痢症子ウシに投与したところ下痢の発症期間

が短縮したことを示した。このようにプロバイオティクス製剤の評価

には主観的指標が使用され評価が行われている。 Hayakawa ら [33]は日

本 で 市 販 さ れ て い る Baci l lus  mesentericus  TO-A 株 、 Clostr idium 

butyricum  TO-A 株および Enterococcus faecal i s  T-110 株を含むプロバイ
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オティクス製剤の給与が、離乳子ブタの小腸の絨毛を高くし、筋層の薄

化を防ぐことを明らかにした。このように、病理学的知見を客観的指標

として評価することができたとしても、一般の臨床現場で用いること

が可能な客観的指標によって有効性を評価したものは極めて少ない。  

そこで、第 3 章では下痢症治療における抗菌薬の代替療法としての

プロバイオティクス療法の有効性を従前の主観的指標（治療日数、治癒

率および糞便スコア）に血液中 DAO 活性値を客観的指標として加える

ことでプロバイティクス療法の優位性を示せるか否か検証した。  

 

3 .1 材料および方法  

本研究は酪農学園大学動物実験委員会の承認（承認番号：VH15C21）

を得て実施した。供試動物として、 2015 年 6 月から 2017 年 11 月まで

の間に宮城県農業共済組合の家畜診療センター管内 15 農場から下痢を

主訴に診療を依頼され、39.5℃以上の発熱がなく下痢以外の臨床症状に

異常を認めなかった黒毛和種子ウシ 22 頭を供試した。供試牛の平均日

齢は 10.2±2.7 日で、体重推定尺（ KM 式黒毛和種子牛体重推定尺、富

士平工業株式会社、東京）を用いて測定した平均体重は 45.3±10.6 kg で

あった。これらの子ウシは診療依頼のあった順に、抗菌薬を使用して治

療を行う抗菌薬群（ n=11）と市販の 3 種混合生菌剤（動物用ビオスリ

ー、東亜薬品工業、東京）を用いて治療を行うプロバイオティクス群

（ n=11）の 2 群に交互に分類した。なお、各群ともに 8 農場からの子

ウシで構成された。すべての子ウシは母牛と共に独房で飼育されたた

め自由哺乳が可能であり、乾草と水は自由採食とした。本研究では、対

照群として下痢の症状がない健康な黒毛和種子ウシ 10 頭（平均日齢

11.5±0.8 日）を供試した。対照群の子ウシは、身体一般検査で異常は
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認められず臨床的に正常であり下痢症子ウシと同じ地域の農場で飼育

されていた。  

試験期間は第 1 病日（初診）から第 8 病日までの 8 日間とし、初診

時に糞便ストリップ試験（ Tetrast r ips、Bio-X Diagnost ics  S.A.、Rochefort、

ベルギー）を用いて 4 種の病原体（ロタウイルス、コロナウイルス、C.  

parvum および  K99 E. col i）の感染の有無を確認した。糞便性状は、

Heath[34]らのスコアリングシステム（ 0：正常便、1：軟便、2：泥状便、

3：水様便）により評価した。抗菌薬群における治療は、 10 mg/kg のア

ンピシリン（水性アンピシリン注 KS、共立製薬、東京）を初診時から

第 5 病日まで筋肉内投与し、第 5 病日までに治癒しない場合は第 6 病

日から 8 病日まで 10 mg/kg のカナマイシン（硫酸カナマイシン注射液

250 明治、Meij i  Seika ファルマ株式会社、東京）を筋肉内投与した。プ

ロバイオティクス群には、 100ｇの 3 種混合生菌剤を 500 m l の水また

は微温湯に溶解し、カテーテルを用いて経鼻または経口投与した。3 種

混合生菌剤（動物用ビオスリー、東亜薬品工業、東京）の成分および分

量については表 3.1 に示した。両群に対し、抗菌薬またはプロバイオテ

ィクスの投与に加えて、 10 mg/kg のメンブトン（動物用エンドコール

注、 Boehringer  Ingelheim Japan Inc.、東京）を筋肉内投与した。その他

の治療は行わず、抗菌薬またはプロバイオティクスの投与を除いて治

療についてはすべて同様に扱った。治癒の判定は糞便スコアが 0 にな

った時点とした。治癒した症例はその時点で治療を終了し、それ以降の

治療は行われなかった。加えて、本研究は各群における治療期間と第 8

病日までの治癒率の調査を合わせて行った。すなわち、本研究の主観的

評価項目は糞便スコア、治療期間および第 8 病日までの治癒率とした。

これらの評価は臨床獣医師が行った。  
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血液サンプルは第 1、3 および 8 病日にディスポーザブルシリンジを

用 い て 頚 静 脈 か ら 採 血 し た 後 に 10 m l の 血 清 分 離 用 真 空 採 血 管

（ VenojectⅡ、TERUMO、東京）に保存した。得られた血液サンプルは

室温において常法に従い 1,500×g で 15 分間遠心分離して血清を得た。

血清は測定に供されるまで -20℃で保存した。得られた血清を用いた血

清生化学分析では、T-Cho 濃度、BUN 濃度、AST 値、GGT 値および TG

濃度を生化学自動分析装置（ Dade Behring、 Inc.、 Deerfield、イリノイ

州、米国）を用いて酵素法により測定した。 TP 濃度と Alb 濃度は、そ

れぞれ Biuret 法と Bromocresol  Green 法を用いて測定した。血清 DAO

活性値は、市販の ELISA キット (Bovine  DAO ELISA ki t、 My BioSource  

Inc .、 San Diego、カリフォルニア州、米国 )を用いて測定した。すなわ

ち、客観的評価項目は上述の血液生化学検査項目および血清 DAO 活性

値とした。  

 

3 .2 統計解析  

すべての統計解析は、 R（ The R Foundat ion for  Stat is t i ca l  Computing、

Vienna、オーストリア）のグラフィカルユーザーインターフェイスであ

る EZR（自治医科大学付属さいたま医療センター、埼玉）を用いて行

った [42]。正規分布データは平均±標準偏差（ SD）で、非正規分布デー

タは中央値（最小 -最大）で示した。群間、時間ごとの糞便スコアおよ

び血清 DAO 活性値、血液生化学項目の経時的変化および群間差の比較

には繰り返しのある二元配置分散分析を用いた。交互作用が認められ

た際には、第 1 病日に対する各項目の群内変動を Dunnet t 検定により評

価した。各サンプリングポイントにおける測定値の群間および第 1 病

日に対する平均値の差は Student ’s  t 検定または Mann-Whitney  U 検定を
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用いて評価を行った。危険率 5％未満を有意差ありとした（ p<0.05）。  

 

3 .3 結果  

両群における、初診時の糞便スコア、病原体の検出状況および治療期

間を表 3.2 に要約した。試験期間中に死亡または全身症状が増悪した個

体はいなかった。本研究では、ロタウイルスが抗菌薬群で 4 頭、プロバ

イオティクス群で 1 頭検出された。また、 C.parvum が抗菌薬群および

プロバイオティクス群でそれぞれ 1 頭ずつ検出された。2 種以上の病原

体が検出された個体は無く、コロナウイルスおよび K99 E.col i はすべ

ての個体で検出されなかった。プロバイオティクス群と抗菌薬群の治

療日数はそれぞれ 4（ 3-8）日および 5（ 2-8）日で、両群間に有意な差

は認められなかった。同様に、プロバイオティクス群と抗菌薬群の治癒

率はそれぞれ 81.8％（ 9/11 頭）および 90.9％（ 10/11 頭）で、両群間に

有意な差は認められなかった。  

図 3.1 に本研究における糞便スコアの推移を示した。第１病日のプロ

バイオティクス群と抗菌薬群の糞便スコアはそれぞれ 2（ 2-3）および

3（ 2-3）で両群間に有意な差は認められなかった。また、試験期間中に

おいて糞便スコアはいずれも両群間に有意な差は認められなかった。

最終日である第 8 病日のプロバイオティクス群と抗菌薬群の糞便スコ

アは、それぞれ 0（ 0-1）および 0（ 0-3）であり、両群の糞便スコアに、

有意な差は認められなかった。主観的評価項目では下痢症の改善は認

められたが、両群間に差は認められずプロバイオティクスの有意性は

明らかにできなかった。  

治 療 開 始 時の 下 痢 症 子 ウ シ の血 清 DAO 活 性値 は 64.7±7.7  IU/m l

（ n=22）であり、対照群から得られた基準値 153.9±72.0 IU/m l よりも
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有意に低値を示した（ p<0.01）。プロバイオティクス群および抗菌薬群

の血清 DAO 活性値の推移を図 3.2 に示した。第 1 病日のプロバイオテ

ィクス群および抗菌薬群の血清 DAO 活性値は、それぞれ 64.4±7.2 お

よび 64.9±5.4 IU/m l であり、両群間に有意な差は認められなかった。

繰り返しのある二元配置分散分析により各群の血清 DAO 活性値の経時

的変化を比較したところ交互作用が確認されたが（ p<0.01）、抗菌薬群

の血清 DAO 活性値に有意な経時的変化は観察されなかった（第 8 病

日：66.3±4.9  IU/m l）。プロバイオティクス群の血清 DAO 活性値は、対

照群から得られた基準値（ 153.9±72.0 IU/m l）まで復することはなかっ

たものの、第 8 病日の血清 DAO 活性値は 76.3±5.1 IU/m l と治療開始時

のそれよりも有意に高値を示した（ p<0.01）。さらに、第 8 病日のプロ

バイオティクス群の血清 DAO 活性値は、抗菌薬群よりも有意に高値を

示した（ p<0.01）。  

血液生化学検査の結果を表 3.3 に要約した。繰り返しのある二元配置

分散分析により T-Cho 濃度、TG 濃度、BUN 濃度、TP 濃度、Alb 濃度、

AST 値および GGT 値において各群における経時的変化に交互作用は認

められなかった。  

 

3 .4 考察  

本研究では、抗菌薬の代替療法としてのプロバイオティクス療法を

従前より行われてきた主観的指標（治療期間、治癒率および糞便スコ

ア）および一般的な血液生化学検査項目を指標として評価しても、抗菌

薬療法との治療効果の比較において同等であることは証明できても有

意性にまで言及することはできなかった。この結果は、抗菌薬の代替療

法の評価において推奨する根拠が無いとする過去の報告者の研究結果
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[19、77]を覆すものには至らない。しかしながら、本研究では、客観的

指標としての血清 DAO 活性値を加えたことで、プロバイオティクス療

法の抗菌薬代替療法の優位性を明確に示すことができた。  

本研究の結果を詳述すると、第１病日のプロバイオティクス群およ

び抗菌薬群の血清 DAO 活性値は、それぞれ 64.4±7.2 および 64.9±5.4  

IU/m l であった。第 1 病日では両群間に有意な差は認められなかった

が、プロバイオティクス群の第 8 病日における血清 DAO 活性値は 76.3

±5.1 IU/m l と抗菌薬群（ 66.3±4.9 IU/m l）と比較して有意に高かったこ

とから、プロバイオティクス群では腸粘膜の状態が抗菌薬療法と比較

し早期に回復した可能性が示唆された。今回、K99 E.col i による細菌性

下痢は確認されなかったが、ロタウイルスおよび C.parvum 感染が確認

された。ロタウイルスと C.parvum は小腸絨毛に損傷を与え、その結果、

電解質と水分の吸収が低下する（吸収不良性下痢）[25]。腸粘膜への損

傷は、分泌性下痢よりも吸収不良性下痢の方が深刻であると広く認め

られており、これらの病原菌は子ウシに長期の下痢を引き起こす可能

性があったが、プロバイオティクス群では、ロタウイルス（ n=1）と C.  

parvum（ n=1）が検出された子ウシは、それぞれ 3 および 7 日間の治療

で治癒した。同様に、抗菌薬群において、ロタウイルス（ n=4）と C.  

parvum（ n=1）が検出された子ウシはそれぞれ 5（ 2-7）と 5 日間で治癒

した。このことは、下痢症の治療において原因微生物を特定することは

有益な情報であったとしても、軽度の下痢症では病原体の検出が腸粘

膜の損傷状態や病態を直接表すわけではないことを第 2 章に引き続き

あらためて確認した。  

血液生化学検査の結果では群間差は認められなかった。一般に、 T-

Cho 濃度、TG 濃度、TP 濃度、および Alb 濃度の変動は、栄養状態の改
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善によるものとされている。 Maldonado ら [52]は、 4 種類の乳酸菌を含

むプロバイオティクスを 60 日間与えられた子ウシが、栄養指標および

体重が改善したことを報告したが、両群間での差は認められなかった。

おそらく、プロバイオティクス療法の効果は、細菌の種類と投与期間に

影響を受ける可能性があり、本試験における最長 8 日間の投与では血

液生化学検査の結果に影響を及ぼすまでには至らなかったものと推察

した。  

本研究では、抗菌薬の代替療法としてのプロバイオティクス療法を

主観的指標（治療期間、治癒率および糞便スコア）および一般的な血液

生化学検査項目を指標として評価しても、抗菌薬療法との治療効果の

比較において同等であることは証明できても優位性にまで言及するこ

とはできなかった。この結果は、抗菌薬の代替療法の評価において推奨

する根拠が無いとする過去の報告者の研究結果 [19、77]を覆すものには

至らない。しかしながら、本研究では血液中 DAO 活性値を下痢症子ウ

シの病態評価に加えることでこれまで困難であった抗生物質代替療法

の有効性評価を可能にすることができた。今後、この様な下痢症に対す

る抗菌薬の代替療法の有効性試験に血液中 DAO 活性値を加えることは

理にかなっていると思われた。  

 

3.5 小括  

 第 3 章では下痢症治療における抗菌薬の代替療法としてのプロバイ

オティクス療法の有効性を従前の主観的指標（治療日数、治癒率および

糞便スコア）に血液中 DAO 活性値を客観的指標として加えることでプ

ロバイティクス療法の優位性を示せるか否か検証した。その結果、抗菌

薬の代替療法としてのプロバイオティクス療法を主観的指標（治療期
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間、治癒率および糞便スコア）および一般的な血液生化学検査項目を指

標として評価しても、抗菌薬療法との治療効果の比較において同等で

あることは証明できても優位性にまで言及することはできなかったの

に対して客観的指標として血清 DAO 活性値を加えることでプロバイオ

ティクス療法の抗菌薬代替療法の優位性を明確に示すことができた。  

このことは、同様に抗菌薬の代替療法を評価する臨床試験において

血液中 DAO 活性値を指標に加える意義を示すものであり、子ウシ下

痢症に対する抗菌薬代替療法の研究手法を明らかにしたことから、畜

産界において極めて価値が高い。  
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表 3.1 動物用ビオスリーの組成  

 

    動物用ビオスリー、東亜薬品工業、東京  

    h t tp: / /www.toabio .co. jp/animal / l ivestock/product /detai l /1  

  

細菌種 含有量 (/g)

Streptococcus faecalis  T-110  7×10
6以上

Bacillus mesentericus  TO-A 3×10
5以上

Clostridium butyricum  TO-A 2×10
5以上
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表 3.2 抗菌薬群およびプロバイオティクス群における初診時の日齢、

糞便スコア、病原体の検出状況および治療日数  

 

  

日齢 糞便スコア クリプトスポリジウム K99　大腸菌 ロタ/コロナウイルス

01 6 3 - - - 8

02 9 2 + - - 5

03 11 3 - - - 4

04 21 3 - - - 5

05 10 2 - - - 4

06 7 3 - - - 4

07 12 3 - - ロタ＋ 7

08 5 3 - - ロタ＋ 5

09 12 2 - - ロタ＋ 5

10 13 2 - - - 4

11 13 2 - - ロタ＋ 2

平均値 10.8 2.5 4.8

標準偏差 4.4 0.5 1.6

101 10 2 - - - 8

102 7 2 + - - 7

103 12 3 - - - 4

104 7 3 - - - 3

105 10 2 - - ロタ＋ 3

106 11 3 - - - 8

107 14 2 - - - 5

108 12 2 - - - 4

109 6 2 - - - 5

110 5 3 - - - 4

111 11 2 - - - 4

平均値 9.5 2.4 5.0

標準偏差 2.9 0.5 1.8

*糞便スコアが０になるまでの日数

治療日数*

抗菌薬群

プロバイオ
ティクス群

群 個体番号
第1病日所見 糞便ストリップ試験 検出病原体
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表 3.3 抗菌薬群、プロバイオティクス群および対照群における血清生

化学検査結果  

 

  

項目 群 第1病日 第3病日 第8病日 対照群

抗菌薬群 90.7±33.0 91.7±40.6 122.1±38.5

プロバイオティクス群 99.7±18.8 111.8±28.5 142.2±25.8

抗菌薬群 18.2±19.6 19.3±14.1 30.1±15.9

プロバイオティクス群 19.9±9.8 33.9±17.2 43.6±20.4

抗菌薬群 18.4±4.6 17.6±8.2 10.7±2.0

プロバイオティクス群 14.4±2.8 12.4±3.9 10.4±1.7

抗菌薬群 6.4±0.8 6.2±0.8 6.0±0.6

プロバイオティクス群 6.0±0.3 5.9±0.4 5.8±0.4

抗菌薬群 3.0±0.2 3.0±0.3 3.2±0.4

プロバイオティクス群 3.0±0.2 3.0±0.3 3.1±0.2

抗菌薬群 44.0±7.8 50.7±9.3 49.8±6.1

プロバイオティクス群 45.2±6.7 54.1±7.7 51.0±7.5

抗菌薬群 116.6±45.6 86.7±26.5 56.8±16.9

プロバイオティクス群 156.5±96.3 118.5±65.2 77.5±40.7
GGT (IU/l ) 187.5±119.9

TP (g/dl ) 6.7±0.6

Alb (g/dl ) 3.2±0.3

AST (IU/l ) 58.8±6.1

BUN (mg/dl ) 18.7±12.5

T-cho (mg/dl ) 128.5±46.6

TG (mg/dl ) 27.2±20.5
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図 3.1 抗菌薬群およびプロバイオティクス群の糞便スコアの推移  

平均値±SD、抗菌薬群（▲） n=11、プロバイオティクス群（■） n=11 

*:p<0.05,  **:p<0.01:  VS 第１病日 :  Student ’s  t 検定  
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図 3.2 抗菌薬群およびプロバイオティクス群の血清 DAO 活性値の推

移  

平均値±SD、抗菌薬群（▲） n=11、プロバイオティクス群（■） n=11 

＊：繰り返しのある二元配置分散分析で交互作用あり  

a :  同時点で群間に有意差あり（ p<0.01:  Student ’s  t 検定）  
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本研究は、はじめに子ウシの下痢症における腸絨毛の損傷や機能低

下を反映するバイオマーカーとして血液中 DAO 活性値がヒトと同様に

ウシにおいても応用できるかを評価し、応用可能であれば市販されて

いるプロバイオティクス製剤が抗菌薬療法の代替になり得るか否かを

従前の主観的指標に血液中 DAO 活性値を客観的な指標として加えるこ

とで抗菌薬代替療法の優位性を示せるか検討した。  

本研究で着目した DAO は、小腸粘膜の完全性と成熟度を反映するこ

とが報告されており、ヒトにおいて腸の萎縮、虚血、炎症などのさまざ

まな疾患における腸疾患のバイオマーカーとして利用されている [3、54、

58、 80、 82]。第 1 章第 1 節では、黒毛和種下痢症および健常子ウシを

用い、血清 DAO 活性値が下痢症の影響を受けてヒト [3、 54、 58、 80、

82]と同様に低下するか否か調査した。その結果、下痢群および対照群

の血清 DAO 活性値はそれぞれ、71.9±16.0 および 170.2±78.8 IU/m l で

あ り 、 下 痢 群 に お い て 対 照 群 の そ れ と 比 較 し て 有 意 に 低 値 を 示 し た

（ p<0.01）。同様に血清生化学検査項目のうち T-cho 濃度、 AST 値およ

び TG 濃度は対照群のそれらと比較して下痢群で有意に低値を示した。

これらの項目について、二項ロジスティック回帰分析および ROC 解析

により評価した結果、血清 DAO 活性値が最も信頼できるパラメーター

であった。よって、血清 DAO 活性値はヒト [3、54、58、80、82]と同様

に子ウシにおいても下痢症により低下することおよび下痢に対する診

断能が高いことを明らかにした。したがって、血清 DAO 活性値はヒト

[3、 54、 58、 80、 82]と同様に子ウシにおいても下痢症のマーカーとし

て有用であることが明らかとなった。しかしながら、血液中 DAO 活性

値の低下が重症度つまり腸粘膜の状態を反映するか否かは不明である。

したがって、第 1 章第 2 節では、下痢症子ウシの重症度を糞便性状お
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よび血液 pH を基に分類し、血漿 DAO 活性値の低下が重症度を反映し

ているか否かを調査した。その結果、血漿 DAO 活性値は重症群、軽症

群および対照群でそれぞれ 95.4（ 23.5-196.0）、 146.7（ 86.8  -  246 .0）お

よび 293.2（ 130.7-444.9）IU/m l であり、重症群（ p<0.01）と軽症群（ p<0.01）

で対照群のそれよりも有意に低値を示した。さらに重症群は軽症群の

それと比較しても有意に低値を示した（ p<0.05）。また、血漿 DAO 活性

値と下痢の重症度に相関が認められ、ウシにおいてもヒトと同様に下

痢の重症度、おそらく腸粘膜の障害の程度を反映していることが明ら

かとなった。このことから、第 1 章では血液中 DAO 活性値は下痢症子

ウシの腸粘膜の状態および病態を反映するバイオマーカーとなり得る

ことを明らかとした。  

血液中 DAO 活性値はラットにおいて成長に伴って増加することが報

告されている [51]。しかし、ウシでも出生後の成長に伴い変化するかは

不明である。また、DAO は Cu 含有酵素であるため Cu 欠乏症のバイオ

マーカーとしても有用であることが報告されている [2、 40、 45、 68]。

それゆえに、子ウシの下痢症によって Cu 欠乏状態が生じているならば、

血液中 DAO 活性値の低下が下痢症によるものか Cu 欠乏によるものか

不明となる。下痢症子ウシの腸粘膜の状態を反映するバイオマーカー

として血液中 DAO 活性値を利用するためには、生後日齢による血液中

DAO 活性値および血液中 Cu 濃度の変化、下痢症によって子ウシに Cu

欠乏状態が生じているか否か、また下痢症子ウシにおける血液中 Cu 濃

度と血液中 DAO 活性値との関係について調査する必要がある。そこで、

第 2 章第 1 節では黒毛和種健常子ウシを用い、血清 DAO 活性値および

血漿 Cu 濃度の出生後の日齢変化を調査した。その結果、血清 DAO 活

性 値 は 2 日 齢 で 最 高 値 の 388.7±75.1 IU/m l に 達 し 、 そ の 後 7 日 齢
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（ 180.0±70.6 IU/m l、p  <0.01 vs  2 日齢）から 180 日齢（ 130.6±71.9  IU/m l、

p  <0 .01 vs  2 日齢）まで安定して低値を推移した。出生後の血漿 Cu 濃

度の推移は血清 DAO 活性値とは異なり、2 日齢で最も低く（ 0.32±0.03  

µg/m l）、7 日齢（ 0.54±0.13  µg/m l、p<0.05 vs  2 日齢）から 180 日齢（ 0.58

±0.13  µg/m l、 p<0.01 vs  2 日齢）まで安定して高値を推移した。各生後

日齢において、血清 DAO 活性値と血漿 Cu 濃度の間に有意な相関関係

は認められなかった。したがって、子ウシにおける血液中 DAO 活性値

は 7 日齢以降であれば、日齢を考慮する必要がないことが明らかとな

った。第 2 章第 2 節では、7 日齢以降の黒毛和種下痢症子ウシを用いて

下痢症によって子ウシに Cu 欠乏状態が生じているか否かを調査し、血

漿 Cu 濃度が血清 DAO 活性値に与える影響を評価した。その結果、下

痢群の血清 DAO 活性値（ 66.78±14.37 IU/m l）は、対照群（ 170.33±97.83  

IU/m l）のそれと比較して有意に低値を示した。（ p<0.01）。一方、血漿

Cu 濃度は下痢および対照群で、それぞれ 0.54±0.16 µg/m l および 0.56

±0.17  µg/m l であり、群間に有意な差を認めなかった（ p=0.74）。本研究

ではすべての子ウシが血漿 Cu 濃度の基準値である 0.50µg/m l  [48]を満

たしていたため、下痢と Cu 欠乏の関係は認められなかった。以上のこ

とから、急性下痢における血清 DAO 活性値は血漿 Cu 濃度の影響を考

慮することなく、腸粘膜の状態を評価するバイオマーカーとして利用

可能であることが明らかとなった。  

第 1 章および第 2 章において、ヒトで腸粘膜の損傷程度を反映する

バイオマーカーとして利用されている血液中 DAO 活性値がウシにおい

ても利用可能であることが明らかとなった。このことは、これまで治療

日数、治療率および糞便スコアなどの主観的指標でしか評価できなか

った下痢症の治療効果を血液中 DAO 活性値により評価できる可能性を
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示した。しかしながら、実際に抗菌薬の代替療法の有効性試験において

血液中 DAO 活性値を指標として利用することが適正であるか否かは検

証されていない。そこで、第 3 章では下痢症治療における抗菌薬の代

替療法の有効性を主観的指標（治療日数、治療率および糞便スコア）に

客観的指標として血清 DAO 活性値を加えて評価した。その結果、プロ

バイオティクス群と抗菌薬群の治療日数はそれぞれ 4（ 3-8）日と 5（ 2-

8）日と群間に有意な差は認められなかった。同様に、治癒率はプロバ

イオティクス群で 81.8％（ 9/11 頭）、抗菌薬群で 90.9％（ 10/11 頭）で

あり、両群で有意な差は認められなかった。また、試験期間中において

糞便スコアはいずれも両群間に有意な差は認められなかった。主観的

評価項目では下痢症の改善は認められたが、両群間に差は認められず

プロバイオティクスの優位性は明らかにできなかった。一方、客観的指

標として用いた血清 DAO 活性値は治療開始時において下痢症子ウシで

は 64.7±7.7  IU/m l（ n=22）と対照群から得られた基準値 153.9±72.0  

IU/m l よりも有意に低値を示した（ p<0.01）。第 1 病日のプロバイオテ

ィクス群および抗菌薬群の血清 DAO 活性値は、それぞれ 64.4±7.2 お

よび 64.9±5.4 IU/m l であり、両群間に有意な差は認められなかった。

しかし、治療効果を評価するために繰り返しのある二元配置分散分析

により各群の血清 DAO 活性値の経時的変化を比較したところ交互作用

が確認された（ p<0.001）。この交互作用は抗菌薬群の血清 DAO 活性値

に有意な経時的変化は観察されなかったが（第 8 病日：66.3±4.9 IU/m l）、

プロバイオティクス群の血清 DAO 活性値が対照群から得られた基準値

（ 153.9±72.0 IU/m l）まで復することはなかったが、第 8 病日で 76.3±

5.1 IU/m l と治療開始時のそれよりも有意に高値を示した（ p<0.01）こ

とによる。さらに、第 8 病日のプロバイオティクス群の血清 DAO 活性
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値は、抗菌薬群よりも有意に高値を示した（ p<0.01）。血液生化学検査

は T-Cho 濃度、 TG 濃度、 BUN 濃度、 TP 濃度、 Alb 濃度、 AST 値およ

び GGT 値のすべての項目においてそれぞれ治療と期間に交互作用は認

められなかったが、血清 DAO 活性値のみがプロバイオティクス療法で

改善を示したことは興味深い。本研究では、抗菌薬の代替療法としての

プロバイオティクス療法を主観的指標（治療期間、治癒率および糞便ス

コア）および一般的な血液生化学検査項目を指標として評価しても、抗

菌薬療法との治療効果の比較において同等であることは証明できても

優位性にまで言及することはできなかった。この結果は、抗菌薬の代替

療法の評価において推奨する根拠が無いとする過去の報告者の研究結

果 [19、77]を覆すものには至らない。しかしながら、本研究では血液中

DAO 活性値を下痢症子ウシの病態評価に加えることでこれまで困難で

あった抗生物質代替療法の有効性評価を可能にすることができた。今

後、この様な下痢症に対する抗菌薬の代替療法の有効性試験に血液中

DAO 活性値を加えることは理にかなっていると思われた。  

 

これらの結果をまとめると、本研究では以下のことを明らかとした。 

１．血液中 DAO 活性値は子ウシの下痢症において腸絨毛の状態を反映

し低下する。  

２．子ウシの下痢症における血液中 DAO 活性値は、血中 pH および糞

便性状を基に分類した重症度、おそらく腸粘膜の障害の程度を反

映して反映して低下する [28]。  

３．血液中 DAO 活性値は、 7 日齢以降の子ウシにおいて血中 Cu 濃度

の影響を考慮せずに利用可能である [30]。  

４．急性下痢における血清 DAO 活性値は血漿 Cu 濃度の影響を考慮す
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ることなく、腸粘膜の状態を評価するバイオマーカーとして利用

可能である [30]。  

５．血液中 DAO 活性値はこれまで困難であった抗生物質代替療法の有

効性評価を可能にすることができる [29]。  

 

本研究は、子ウシの下痢症における腸絨毛の損傷や機能低下を反映

するバイオマーカーとして血液中 DAO 活性値がヒトと同様に下痢症子

ウシにおいても利用可能か否かを評価し、血液中 DAO 活性値を客観的

な指標として下痢症に対する抗菌薬代替療法の評価が行えるか検証し

たものである。本研究の結果は、これまで糞便性状や身体一般所見など

の主観的指標でしか評価できなかった子ウシの下痢症治療の効果判定

を、血液中 DAO 活性値を客観的指標として加えることにより「子ウシ

下痢症に対する新たな代替療法および治療薬の開発」などの臨床評価

を可能とするため、畜産業界への貢献は極めて高い。今後、プロバイオ

ティクス以外の様々な代替療法について従前の臨床所見といった主観

的評価に腸粘膜の状態と関係のある血液中 DAO 活性値を客観的指標と

して加えることでその有用性を科学的に証明できれば、子ウシ下痢症

の治療のみならず畜産界全体において抗菌薬の使用量削減に寄与する

であろう。  
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Alb ：  血清アルブミン  

AMR ：  薬剤耐性  

AST ：  血清アスパラギン酸トランスアミナーゼ  

AUC ：  曲線下面積  

BUN ：  血液中尿素窒素  

Cu ：  銅  

DAO ：  ジアミンオキシダーゼ  

ELISA ：  Enzyme-Linked Immuno Sorbent  Assay  

GGT ：  血清γ -グルタミルトランスフェラーゼ  

Glu ：  グルコース  

NEB ：  負のエネルギーバランス  

OIE ：  国際獣疫事務局  

PIXE ：  Part icle  Induced  X -Ray Emission  

ROC ：  Receiver  Operat ing Characteris t ic  

SD ：  標準偏差  

T-cho  ：  血清総コレステロール  

TG ：  血清トリグリセリド  

TP ：  血清総タンパク  
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学 位 論 文 要 旨 

 

血液中ジアミンオキシダーゼ活性値を客観的指標として用いた 

下痢症子ウシに対する抗菌薬代替療法の評価法の検討 

 

酪農学園大学大学院獣医学研究科 

獣医学専攻博士課程 

生産動物外科学 福田 達也 

 

本研究は、「食の安全・安心」および薬剤耐性菌対策の観点から求められている子ウシ下

痢症に対する抗菌薬代替療法について、従前から行われている主観的指標に加え血液中ジア

ミンオキシダーゼ（DAO）活性値を客観的指標として用いることで抗菌薬代替療法の評価が

可能か否か検討した。本研究で着目した血液中 DAO 活性値は、ヒトにおいてさまざまな腸

疾患のバイオマーカーとして利用されている。しかし、子ウシにおいてもヒトと同様に血液

中 DAO 活性値が腸粘膜の状態を反映する客観的指標として利用可能か否かは明らかではな

い。そこで本研究では、はじめに（1）下痢症子ウシにおける血液中 DAO 活性値の低下と重

症度との関係を評価し、（2）健常子ウシの日齢が血液中 DAO 活性値に与える影響と下痢症

が血液中 DAO 活性値および血液中銅（Cu）濃度に与える影響を調査した。その結果、血液

中 DAO 活性値がウシにおいても腸粘膜の状態を反映する客観的な指標として利用可能であ

ることを明らかにした。次に、（3）血液中 DAO 活性値を客観的指標として加えることで抗

菌薬代替療法の優位性を示せるか否か検証した。 

すなわち第 1 章第 1 節では、黒毛和種子ウシを用いて下痢により血清中 DAO 活性値が低

下するか否か調査したところ、下痢症子ウシの血清中 DAO 活性値は 71.9±16.0 IU/ml と健常

子ウシの 170.2±78.8 IU/ml と比較して有意に低値を示した（p<0.01）。また、血清中 DAO 活

性値はカットオフ値<107.23 IU/ml のとき感度 84.6 %および特異度 100.0 %と優れた診断能を

有することを明らかにした。第 1 章第 2 節では、子ウシ下痢症の重症度を糞便性状および血

液 pH に基づいて分類し、血漿中 DAO 活性値が下痢の重症度を反映するか否かを調査し

た。その結果、血漿中 DAO 活性値と下痢の重症度との間に有意な相関が認められた。した
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がって、血液中 DAO 活性値はウシにおいてもヒトと同様に下痢の重症度、おそらく腸粘膜

の障害の程度を反映していることを明らかにした。 

第 2 章第 1 節では黒毛和種健常子ウシを用いて血清中 DAO 活性値および血漿中 Cu 濃度

の出生後の日齢変化を調査した。その結果、日齢変化に伴う血漿中 Cu 濃度と血清中 DAO

活性値に関連性は認められず、どちらも 7 日齢以降で安定して推移することを確認した。よ

って、子ウシにおける血液中 DAO 活性値は 7 日齢以降であれば日齢を考慮せず評価可能で

あることを明らかにした。第 2 章第 2 節では、低 Cu 血症で血液中 DAO 活性値が低下する

可能性があるため、7 日齢以降の黒毛和種下痢症子ウシの血漿中 Cu 濃度が低値を示すか否

か、またその血漿中 Cu 濃度と血清中 DAO 活性値の関係を調査した。その結果、子ウシの

下痢では血漿中 Cu 濃度が欠乏値の基準である 0.50 µg/ml 未満を示すことはなく、血清中

DAO 活性値との相関もなかったため、子ウシの下痢において血清中 DAO 活性値は血漿中

Cu 濃度の影響を考慮する必要が無いことを明らかにした。 

第 3 章では、下痢症治療における抗菌薬の代替療法としてのプロバイオティクス療法の有

効性を従前の主観的指標（治療日数、治癒率および糞便スコア）に血液中 DAO 活性値を客

観的指標として加えることでプロバイティクス療法の優位性を示せるか否か検証した。その

結果、抗菌薬の代替療法であるプロバイオティクス療法の有効性は主観的指標では過去の報

告と同様に抗菌薬療法に対して優位性を示すことができなかったが、血清中 DAO 活性値を

客観的指標として加えたことでプロバイオティクス療法の抗菌薬代替療法としての優位性を

明確に示すことができた。 

本研究は、腸絨毛の損傷や機能低下を反映するバイオマーカーとして血液中 DAO 活性値

がヒトと同様に下痢症子ウシに対しても利用可能か否かを評価し、その結果をふまえて血液

中 DAO 活性値を客観的な指標として下痢症に対する抗菌薬代替療法の評価が可能か否か検

証したものである。その結果、これまで糞便性状や治療日数などの主観的指標でしか評価で

きなかった子ウシの下痢症治療の効果判定を、血液中 DAO 活性値を客観的指標として加え

ることで明確な優位性を示すことが可能となった。すなわち本研究の成果は子ウシ下痢症に

対する新たな代替療法および治療薬の開発などを可能とするため、畜産業界への貢献は極め

て高い。今後、プロバイオティクス以外の様々な代替療法について従前の臨床所見といった

主観的評価に腸粘膜の状態と密接な関係のある血液中 DAO 活性値を客観的指標として加え

ることでその有用性を科学的に証明することができれば、子ウシ下痢症の治療のみならず畜

産界全体において抗菌薬の使用量削減に寄与するであろう。 
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The objective of this study was to clarify whether an indicator of blood diamine oxidase 

(DAO) activity can be added as an objective indicator in addition to the subjective indicators used to 

evaluate the therapeutic effects for calf diarrhea. The blood DAO activity is used as a biomarker for 

several intestinal diseases in humans. However, it is unclear whether it can be used as an objective 

indicator reflecting the state of the intestinal mucosa in calves as in humans. Therefore, this study 

investigated whether the DAO activity in blood can be used as an objective indicator reflecting the 

condition of the intestinal mucosa in cattle. 

As described in chapter 1 section 1, we enrolled Japanese Black calves with diarrhea and 

investigated whether diarrhea reduces the serum DAO activity. The calves were divided into a diarrhea 

group (n=25) and a clinically healthy control group (n=39) without diarrhea. The serum DAO activity 

in the diarrhea group and the control group was 71.9 ± 16.0 and 170.2 ± 78.8 IU/dl, respectively. The 

diarrhea group had significantly lower values than the control group (p<0.01). In addition, based on 

comparison of the odds ratio and the diagnostic ability of the DAO activity and the other indicators 

that significantly differed between groups, the serum DAO activity value was the most reliable 

indicator. The aim of chapter 1 section 2 was to investigate whether abnormalities in plasma DAO 

activity reflect the severity of calves with diarrhea. A total of 50 Holstein calves were enrolled. Thirty-

six of the 50 calves presented with diarrhea and were sub-classified by severity based on fecal status 

(0: firm, 1: pasty, 2: loose, and 3: watery) and blood pH (acidemia: blood pH <7.25) as follows: 

Seventeen calves exhibiting watery diarrhea and/or acidemia were sub-categorized into the severe 

group. The other nineteen calves exhibiting pasty or loose diarrhea without acidemia were sub-

categorized into the moderate group. The remaining 14 calves without diarrhea were assigned to the 

control group. The plasma DAO activity was significantly lower (p<0.01) in the severe and moderate 

groups than in the control group. In addition, the plasma DAO activity was significantly lower 
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(p<0.05) in the severe group than in the moderate group. The plasma DAO activity and fecal score 

(r=-0.55, p<0.01) in calves with diarrhea were significantly and negatively correlated by Spearman’s 

rank test. This suggested that the plasma DAO activity reflects the degree of intestinal mucosal 

disorder due to diarrhea. 

The blood DAO activity is known to be affected by postnatal days and the blood copper 

(Cu) concentration. Therefore, in chapter 2 section 1, we investigated changes in serum DAO activity 

and plasma Cu concentration postnatally using healthy Japanese Black calves. Fifty-eight healthy 

calves at 2 (n=8), 7 (n=10), 10 (n=12), 14 (n=7), 21 (n=10), and 180 postnatal days (n=11) were 

enrolled. The serum DAO activity was significantly higher at 2 postnatal days than at ≥7 postnatal 

days, and no significant changes were observed after 7 postnatal days. In addition, no significant 

correlation was found between the serum DAO activity and plasma Cu concentration at all postnatal 

days in healthy calves. Therefore, for the blood DAO activity, the postnatal days do not need to be 

considered in calves after 7 postnatal days. As described in chapter 2 section 2, the effects of the 

plasma Cu concentration on serum DAO activity were evaluated in Japanese Black calves older than 7 

postnatal days with diarrhea. Fourteen calves with diarrhea (watery and/or muddy feces) but no other 

clinical signs were enrolled in the diarrhea group and 19 healthy calves were enrolled as the control 

group. As a result, the serum DAO activity in the diarrhea group (66.78 ± 14.37 IU/ml) was lower than 

that in the control group (170.33 ± 97.83 IU/ml, p<0.01), but plasma Cu concentrations in all calves 

remained within the normal range. Therefore, the serum DAO activity value in acute diarrhea can be 

used as a biomarker reflecting the state of the intestinal mucosa without considering the influence of 

the plasma Cu concentration. 

In chapter 3, we examined whether it is possible to evaluate the effectiveness of alternative 

antibiotic therapies in the treatment of diarrhea using serum DAO activity as an objective indicator in 

addition to the conventional subjective indicator (days of treatment, cure rate, and fecal score). 

Twenty-two diarrheic Japanese Black calves received probiotic (n=11) or antibiotic (n=11) therapy for 

up to 8 days from the initial examination. However, there were no significant differences between the 

antibiotic group and the probiotic group in the subjective indicators. The serum DAO activity on day 1 

in the probiotic and antibiotic groups was 64.4 ± 7.2 and 64.9 ± 5.4 IU/ml, respectively. Serum DAO 

activity in all calves with diarrhea at the start of treatment (64.7 ± 7.7 IU/ml, n=22) was significantly 

lower than the reference value of 153.9 ± 72.0 IU/ml obtained from control group. Based on the 
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repeated measures ANOVA, there were significant differences in the relationship between treatment 

and time (p<0.01). Sequential change in the serum DAO activity of the antibiotic group was not 

observed (66.3 ± 4.9 IU/ml on day 8). Although the serum DAO activity in the calves in the probiotic 

group did not reach the reference value, the serum DAO activity on day 8 (76.3 ± 5.1 IU/ml) was 

significantly higher than that at the start of treatment (p<0.01). Furthermore, serum DAO activity in 

the probiotic group on day 8 was significantly higher than that in the antibiotic group (p<0.01). 

Although improvement of diarrhea was observed based on the subjective indicator, no significant 

difference was observed between the probiotics group and antibiotics group, and the superiority of 

probiotics was not clarified. However, the addition of serum DAO activity as an objective indicator 

demonstrated the superiority of alternative antibiotic therapy to probiotic therapy. In this study, by 

adding the blood DAO activity as an objective indicator to the evaluation of calves with diarrhea, it 

was possible to evaluate the effectiveness of alternative antibiotic therapy, which was previously 

difficult. In the future, adding blood DAO activity to the efficacy test of alternative antimicrobial 

therapies for diarrhea may be reasonable. 

This study improved the evaluation of the effects of treatment for diarrhea in calves, which 

can only be evaluated by subjective indicators, such as fecal properties and general condition, by 

adding the blood DAO activity as an objective indicator. This will help the livestock industry, and is 

highly useful because it enables the development of new alternative therapies and therapeutic agents 

for calf diarrhea. In the future, alternative therapies other than probiotics will be evaluated using the 

blood DAO activity as an indicator and a new treatment method for calf diarrhea will be established in 

clinical practice, which will reduce the dose and number of antibacterial agents used. 
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