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第 1 章序論

代謝プログラミングについ て

1921 年から 1925 年において新生子死亡率が高い地域では，

1969 年から 1978 年の心血管障害の死亡率が高いという英国

での疫学 研 究 結 果 の 解 析 により， 2,500g 以下の低出生体重は

成人後の心血管疾患による死亡の危険因子であることが見出

された (Barker と Osmond 1986) 。この報告を発端として多

くの疫学研究と動物モデルを用いた研究結果を基に，胎子期

の環境の 悪 化 に 適 応 す るために低出生体重となることにより

内分泌および代謝機能の恒 常 性 が 変 化 し 成 人 期 の 生 活 習 慣 病

リスクを上昇させるとする成人病胎子期起源説が Barker に

より提唱された (Barker 2007) 。今日では， Gluckman ら (2004)

により成人病胎子期起源説を発展させ発達期の個体において

環境の変化に対応した不可 逆 的 な 変 化 が 生 じ ， こ の よ う な 変

化が発 達 の 完 了 し た 時 期の環境に適応できないと成人期の

様々 な疾患の原因となるとする Developmental Origins of 

Health and Disease (DOHaD) という概念として定着してい

る。この現象は，代謝プログラミングあるいは代謝インプリ

ンティングとも呼ばれて い る (Henley ら 2010; Fall と

Kumaran 2019) 。現在まで，マウス (Chen ら 2009; Barua 
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と Junaid 2015), ラ ッ ト (Guan ら 2005; Guzman ら 2006),

ウシ (Martin ら 1997; Du ら 2013; Maresca ら 2019), ヤ

ギ (He ら 2013; He ら 2015; Costa ら 2019), めん羊 (Ford

ら 2007; Gardner ら 2005; Gauvin ら 2020; Gentili ら

2009; Husted ら 2007), プタ (Tatara ら 2007; Bagnell ら

2009; Lin ら 2019;Zhu ら 2018), ウマ (Coverdale ら 2015) 

等 の 様々な動物モデルを用 い て 代 謝 プ ロ グ ラ ミ ン グ の 検 証 が

なされてきた。マウス (Chen ら 2009; Turdi ら 2013), ラッ

ト (Guan ら 2005), めん羊 (Husted ら 2007; Nielsen ら 2013)

では，胎子期や着床前後の時期のタンパク質摂取量の制限，

栄養過剰や栄養条件が成熟期以降の肥満症，糖尿病，脂質異

常症，脂肪肝などの代謝性 疾 患 や 高 血 圧 症 ， 心 臓 疾 患 な ど の

発症リスク増加の原因と な る 代 謝 異 常 や 内 分 泌 機 能 の 異 常 な

どが明らかにされている。一方，妊娠雌めん羊のセレンの摂

取量が産子の成長率および 消 化 率 に 影 響 す る こ と (Neville ら

2010), エイコサペンタエ ン 酸 ， ド コ サ ヘ キ サ エ ン 酸 の 摂 取 鼠

が産子 の成長や血中グレリン濃度を低下させること (Nickles

ら 2 0 1 9) な どが 明ら かにされ，ホルスタイン種牛では妊娠後

期における母牛へのメチオ ニ ン の 追 加 給 与 が 産 子 の 出 生 後 の

成長速度を向上させること (Alharthi ら 2 0 1 8) が報告され

ており，炭水化物，タンパ ク 質 ， 脂 質 な ど の 多 量 栄 養 素 だ け
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でなく，妊娠中の母体に お け る 微 量 元 素 ， 不 飽 和 脂 肪 酸 ， 単

ーのアミノ酸などの栄義素の摂取量が産子の発育や内分泌機

能に影聾することが明らかにされつつある。

さらに，最近の研究では，胎子期のみならず，着床前後，

新生子期，哺乳期，幼齢期 (Adir 2014; Velazquez ら 2015)

にいたる初期成長期における栄養摂取呈等の様々な環境要因

が ， 以降の発育段階の代謝 ， 内 分 泌 ， 臓 器 ・ 組 織 の 構 造 に 影

響を及ぼすことが示されている (Barua と Junaid 2015; 

Fudvoye ら 2019) 。

家畜生産への代謝プログ ラミング現象の応用

医 学研究分野における代謝プログラミングの概念の発見以

来，家畜生産分野においても生産性制御への応用を視野に飼

養管理を通したプログラミング現象の発現調節についての関

心が高まっている。着床前 後 か ら ， 胎 子 期 ， 出 生 前 後 ， 哺 乳

期に至る初期成長期における家畜の生育環境における様々な

環境要因 （ エ ネ ル ギ ー ， タンパク質，ビタミン， ミネラルな

どの栄 養 素 摂 取 呈 ， 薬 物や環境汚染物質への曝露，ストレス

暴 霰 など）が成長期および 成 熟 期 以 降 に お け る 代 謝 機 能 ， 内

分泌機能，繁殖機能，骨格筋の成長，枝肉成績や肉質など家

畜 の 生産性に関連深い形質 に 不 可 逆 的 な 影 曹 を 及 ぼ す こ と が
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明らかにされつつある。 母 畜 の 妊 娠 中 の 栄 養 摂 取 量 な ど の 要

因が子畜の出生後におけ る 成 長 速 度 ， 体 組 成 ， 骨 格 筋 の 筋 線

維数や筋肉量 (Sinclair ら 2016), 腎臓周囲脂肪の褐色脂肪

組織の発熱特性 (Wallace ら 2014), 体脂肪量の増加 (Daniel

ら 2007; Ford ら 2007; Jaquiery ら 2012), 泌乳量，繁殖

能力 (Sinclair ら 2 0 1 6) に影聾する可能性が示されている。

また，子羊において胎児 期 の 発 育 遅 延 は 幼 齢 期 の 毛 包 の 発 達

を抑制させ (Greenwood と Bell 2003), 生涯の羊毛生産量を

低下させ得ることが報告されており，初期成長期の栄養は羊

毛の生 産性や品質 (Greenwood ら 2 0 0 9) を左右することが

示唆されている。また、ウシ，めん羊，ブタでは胎子期の栄

養水準が，ニワトリでは胚期における卵と卵黄のサイズと孵

化 温 度が生涯の成長速度，筋形成や脂肪組織形成を変化させ，

産肉性や食肉の食味性に重 要 な 食 肉 の 柔 ら か さ や 脂 肪 交 雑 の

程度に影響する可能性 (Du ら 2013; Du ら 2015; Robinson 

ら 2013; Du ら 2015; Sinclair ら 2 0 1 6) や，フィードロッ

卜肥育での 飼 料 摂 取 量 ，飼料効率及び枝肉成績を左右する可

能性が 示されている (Greenwood ら 2 0 1 7) 。また，母牛の妊

娠期の放牧条件やタンパク質添加の有無が発育や健康に影響

し、産子の繁殖を向上させ得ること (Broadhead ら 2 0 19 ; 

Cushman ら 2 0 1 9) や母めん羊の妊娠初期から末期までの栄
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養欠乏による胎子の重度の発育遅延は， 30 か月齢時の雌産子

の卵巣重量と卵胞サイズを減少させる報告 (Greenwood ら

2 0 1 7) がなされており，胎子期の栄養環境は産子の繁殖能力

に も 影響することが示唆さ れ て い る 。 乳 用 牛 に お い て は ， 子

牛の初乳摂取量が増加すると成長が促進され，治療費の節減

や生涯の 生 産 性 が 向 上 す ること (Faber ら 2 0 0 5) や哺乳期の

代用乳の摂取量が生涯の生産性に影響すること (Soberon ら

2012; Soberon ら 2 0 1 3) が明らかにされている。以上のよう

に 畜 産分野では，家畜の生 産 性 と の 密 接 な 関 連 を 示 唆 す る 多

くの研究が報告されはじめ，初期成長期の栄養管理に関する

研究が活発に行われている (Hammon ら 2020) 。

家畜動 物における初乳の意義

ウシの初乳は，タンパク質 と 脂 質 に 富 み (Abd El-Fattah ら

2012), 乳糖，ミネラルおよ び ビ タ ミ ン も 常 乳 よ り 高 濃 度 に 合

んでいる。また，免疫グロ ブ リ ン お よ び 白 血 球 な ど の 免 疫 に

関連する成分に加えて，インスリン様成長因子 I および II'

血小板由来成長因子，上皮成長因子，成長ホルモン，サイト

カインなどの生理活性物 質 を 高 濃 度 で 含 有 し て お り ， 新 生 子

牛の成長や生体防御に欠かせないものである (Bl u m と

Hammon 2000; Ontsouka ら 2003; Stelwagen ら 2009) 。
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ウシ，めん羊，プタ，ヤギなどの家畜では，ヒトやマウスと

は異なり，胎子期に胎盤を 介 し た 母 親 か ら の 抗 体 の 移 行 が 起

こらず，出生後の初乳摂取による移行抗体の摂取が新生子期

の生体防 御 機 能 に 不 可 欠の役割を担っている。 (Weaver ら

2000; Quigley と Drewry 1998) 。子豚、子馬、子牛、子羊で

は出生後から 24 時間以内に小腸粘膜で起こる非特異的エン

ドサイトーシスとよばれる，高分子を細胞内に取込む作用に

より， 母乳中の免疫グロブリンを産子の体内に移行させ，子

畜は受動免 疫 を 獲 得 す る (Sangild 2003) 。 こ の 受 動 免 疫 に よ

り，産子の末成熟な免疫システムが成熟して機能を開始する

までの期間，病原体の感染から生体を防御する (Godden ら

2019; Salmon ら 2009; Sangild 2003; Stelwagen ら 2 0 0 9) 。

適正な受動免疫の獲得は産子の健康および生存に不可欠であ

り，初乳摂取の遅れや不足などにより，血中 IgG 濃度が低い

子牛は，高い子牛と比較して離乳前の疾病の発生率および死

廃 率 が上昇する (National Animal Health Monitoring 

system. Dairy, 1996) 。 子牛の血清中 I gG 濃度が lOmg/ml 末

満の場合，それ以上の子牛と比較して死廃率は 2 倍以上にな

るとの報告がなされており ， 初 乳 を 摂 取 で き な か っ た 乳 用 雌

子牛では， 生後 6 時間以内に初乳を摂取した子牛に比べると

2 1 日齢ま で の 致 死 率 が 74 倍も上昇したとしている (Wells
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ら 199 6) 。このように，家斎動物では，出生後の酒正な初乳

摂取は，産子の生存や健康を確保するために必須であると認

識 さ れている。

ラ ク トクライン仮説について

前述 の よ う に ， 初 乳 摂取による受動免疫獲得の重要性に関

する知見は多く得られているが，近年，母から子に初乳を介

した高 濃度の生理活性物質やホルモンの伝搬が，子畜の生理

機能や臓器・組織の発達 に寄与するというラクトクライン仮

説 (Lactocrine hypothesis) が提唱されている (Begnell ら

2009; Bagnell ら； 2017; Bagnell ら 2019; Bagnell と Bartol

2019; Spencer ら 2 0 1 9) 。ブタでは，初乳中に含まれるリラ

キシンが，新生子豚の子 宮 頚 部 お よ び 子 官 内 膜 の 受 容 体 に 作

用して，エストロゲン受容 体 の 遺 伝 子 発 現 を 促 進 す る こ と に

より (Chen ら 2011), 雌子豚の子宮の発達に初乳中の成分

が密接に閤与し，繁殖機能 に 大 き く 影 響 す る こ と が 示 さ れ て

いる。また，アカゲザルで は 泌 乳 初 期 乳 中 の コ ル チ ゾ ー ル 濃

度と産子の気性や行動との関連性 (Hinde ら 2015) が ， ラ ッ

トでは泌乳初期乳中成分が子ラットの脳下垂体のプロラクチ

ン放出細胞の分化に必要であること (Nusser と Frawley

199 7) が示されている。また， 4 から 60 日 齢 の 期 間 ， 代 用 乳
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あるいは全乳を 1 日 に 2 回自由に摂取させた場合，代用乳給

与の乳用雌子牛と比較して， 全 乳 給 与 で 飼 育 さ れ た 子 牛 で は ，

初産時の産乳量が向上することが報告されており，母乳に含

まれる生理活性物質の摂取によるものと推察されている

(Moallem ら 2010) 。ブタでは，初乳中の生理活性物質の摂

取により産子の骨格筋と空腸のタンパク質合成が促進される

可能性が示 唆 さ れ て い る (Burrin ら 199 5) 。 ブ ラ ウ ン ス イ ス

種の泌乳成績を調べた研究では，出生後に初乳を倍量給与し

た場合，春機発動期までの成長速度が有意に増加し，出生か

ら 4 ヶ月齢までの治療費が半減し，増体の向上，初産時と 2

産次に おける泌乳量の増加をもたらすことが報告されている

(Faber ら 2 0 0 5) 。以上のように，様々な動物種において初

乳中の生理活性物質が産子 の 繁 殖 機 能 ， 気 性 ， 脳 下 垂 体 の 機

能発達，泌乳能力，筋肉や 臓器のタンパク質合成促進など，

様々な生理機能に影響する ことが明らかにされている。

哺乳期の栄養と免疫機能

哺 乳子牛の栄餐管理は，子牛の発育に大きく影曹するだけ

でなく，将来的な強健性や生産性にも影響を与える

(Hammon ら 2020) 。子牛 の哺育方式について，代用乳の

節 約 や省力化等の利点から，概ね生後 4 8 週齢程度で離乳
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させ早 期に 固形 飼料 給与に移行する早期離乳方式が過去 5 0 

年間ほど世界の哺乳方式の 主流であった。しかしながら，

20 世紀末から現在にかけて哺育子牛において，子牛の初期

発育および強健性を向上させる等の効果が認められる

(Hengst ら 2012; Nonnecke ら 2003 ; Rincker ら 2011

Raeth-Knight ら 2 0 0 9) ことから，高タンパク低脂肪の代

用乳多給の長期給与する哺 乳 方 式 が 急 速 に 普 及 し た 。 我 が 国

においても，従来の早期離乳方式から高タンパク低脂肪代用

乳長期多 給 に よ る 哺 乳 方 式が，近年普及が進んでいる。

代 用乳増量給与の研究結果では，乳用子牛の成長促進が初

産時の乳 量 増 加 を も た ら すこと (Soberon ら 2 0 12 ; 

Soberon と Van Amburgh 2013) や高タンパク質低脂肪代用

乳 の 増量給与が発育向上に 加 え て 病 原 体 に 対 す る 抵 抗 性 や 免

疫機能の向上を示唆する結果が得られている (Ballou ら

2012; Hengst ら 2012; Nonnecke ら 2003; Obeidat ら

2013; Ollivett ら 2012) 。一方，哺乳期において，乳房内

の母乳を人為的に搾り捨 て ， 母 乳 摂 取 を 制 限 し た 場 合 ， 育 成

期における若齢めん羊の代謝障杏発生の要因となることが報

告されている (Frutos ら 2 0 1 8) 。

栄 養は免疫機能および感染症による疾病率，死亡率を左右

する重要な要因であり，エネルギーやタンパク質の不足，ビ

， 



タミンやミネラルなどの微 量 栄 養 素 の 欠 乏 は ， 免 疫 機 能 ， 特

に細胞性免疫や補体系の働きなどに深刻な影響を与えること

(Calder 2013; Chandra 1992; Maggini ら 2 0 1 8) や母乳

摂取が腸内感染に対する耐性を大幅に高める可能性 (Kelly

と Coutts 2000) が示されている。このように，栄養や成

長，老 化 な ど と 免 疫 機 能 の関連性を示す知見は多く，また、

初期生育段階の栄養条件と免疫機能との関連性を示す報告は

複数存在する (Nonnecke ら 2003; Hengst ら 2 0 12 ; 

Obeidat ら 2013; Ollivett ら 2012; Ballou ら 2012) 。 し

かし，成熟時における免疫機能に着日した研究は殆どない。

本研究の目的

周 産期や新生子期，哺乳期等の初期成長期において，母畜

の栄養摂取量の制限，初乳 の 増 量 給 与 ， 哺 乳 量 の 増 加 な ど の

栄 養 条件と，子斎の成長や 免 疫 機 能 へ の 影 響 と の 関 連 性 解 明

に よ り，効率的かつ経済的 な 家 畜 生 産 や ， 抗 生 物 質 の 使 用 呈

及び治療費の低減，個体 数 の 損 耗 低 減 等 が 期 待 さ れ る 新 た な

家畜飼養技術に資する知見が得られる。

本 研究では，代謝プログラミング現象の発現の調節が家斎

の生産性制御における有用性を検討するために，胎子期，新

生子期，哺乳期の初期成長期における栄義水準や初乳の追加
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給写が 子畜の成長や免疫機能の発達に及ぼす影響を検討する

ことを目的とした（図 1) 。

医学分野

代謝プログラミング （初期成長期の生育翠壊が以降の生理特性を不可逆的に変化）

畜産分野 --.----

初期成長期の栄益制御と以降の発育段階における生理機能との関遣性解明

初期成長期の栄芸制御

● 胎児期のタンパク質制限

● 出生後の初乳摂取臣増加

● 哺乳期の哺乳里増加

-----
● 効率的、経済的な家畜生産技術

以降の発育段餡における

ン 増体｀脂訪蓄積促進
ン 飼蓑効率改善

ン 脂肪分化｀エネルギー代謝改善
ン 成長因子｀タンパク質合成冗進
ン 健康及び強健性向上｀免疫機能増強

新技術開発 し::::::=--

一
● 家畜の疾病、斃死率、治療黄の低減に繋がる初期発育の飼養管理技術

図 1 . 代謝プログラミング現象の解明による家畜の生産性制

御 技術への応用
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第 2 章 妊娠後期めん羊における低タンパク質飼料給与が

産子の成 長，代謝特性，内臓脂肪蓄積および関連遺伝子の

発現に及ぼす影響

緒言

ヒ トの疫学研究やげっ歯類 を 用 い た 動 物 モ デ ル 研 究 に よ り ，

胎子期の栄養水準をはじめとする要因が後の体質や臓器組織

の 機 能構造に不可逆的に影 響 し 続 け る 代 謝 プ ロ グ ラ ミ ン グ 検

証が近年，明らかにされた。医学研究では，栄養不良による

子宮内発育遅延は，出生後，栄養条件が潤沢である場合，成

熟期に肥満症の罹患リスクが上昇することが報告されている

(Gluckman と Hanson 2004) 。マウスでは，妊娠中の等カロ

リー低タンパク質飼料給与が胎子の発育遅延モデルとして，

胎児期栄養制限モデルとして頻用されている (Ozanne 2001) 。

妊娠後期マウスに等カロリー低タンパク質飼料を給与した場

合，産子の 2 1 日齢時の体重が増加すること (Chen ら 2 0 0 9) 

や，成熟時 (1 3 0 日齢）の内臓脂肪蓄積量が増加する (Guan

ら 2 0 0 5) 報告がなされており，妊娠中の低タンパク質飼料給

与が産子の体直増加や脂肪の蓄積を充進することがげっ歯類

を用いた研究では明らかに なっている。家畜飼養において，

妊娠中の栄養条件と産子の 増 体 や 脂 肪 蓄 積 と の 関 連 性 が 明 ら
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かになれば，妊娠中の栄養制御による効率的な家畜生産技術

の開発に資する知見が得 ら れ る こ と が 期 待 さ れ る 。 本 研 究 で

は ， 妊娠後期めん羊に低タ ン パ ク 質 飼 料 を 給 与 し た 場 合 ， 産

子の成長および脂肪蓄積に及ぼす影響を検討した。また，育

成期の子めん羊へのカテ ー テ ル 装 着 に よ る ウ シ イ ン ス リ ン の

継続的な注入は骨格筋呈や組織の脂質含鼠を 1 割程度増加さ

せることから (Wolff ら 1989), 子めん羊の成長にインスリ

ンの分泌鼠や感受性が大き く 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。

育成牛では，静脈内グルコ ースおよびインスリン負荷試験は，

イ ン スリン感受性を評価す る た め に 用 い ら れ て い る 方 法 で あ

る (Cartiff ら 2 0 1 3) 。 本研究では，胎児期の低タンパク質環

境が，性成熟期のインスリン感受性および耐糖能に及ぼす影

響 を 調べるために， 22 週齢時に，静脈内グルコースおよびイ

ンスリン投与試験を実施した。さらに， 24 週齢には成長，エ

ネルギ ー代謝や脂肪分化に関与する遺伝子群の mRNA レベ

ル を RT-qPCR 法により調査した。
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材料と方法

本研究は弘前大学動物実 験委 員会 の承 認（ 承認 番号 ：

A08019) を得て，動物実験に関する規定に従って実施した。

給与飼料の調製

本研究で は ， 飼 料 原 料を各種混合し，妊娠後期めん羊への

給与飼 料として，通常のタンパク質含量飼料およびタンパク

質含星を半減させたタンパク質制限飼糾を調製し使用した。

各飼料 の調製方法は以下のとおりであった。通常のタンパク

質含量飼料は，新鮮リンゴ粕， ビートパルプ，フスマおよび

大 豆 粕を飼料原料とし，原物重量比でそれぞれ 70, 12, 12, 

6% の比率で混合した。タンパク質制限飼料は，新鮮リンゴ柏，

ビートパルプ，圧ぺんトウモロコシを原物重量比でそれぞれ

70, 27.5, 2.5% の比率で混合した。混合したものを撹拌機に

より十分に混ぜた後， 100 または 200L 容量のドラム缶サイ

ロに詰め込み，一定期間サイレージ発酵させ給与した。通常

のタンパク質含量飼料は乾 物当たり TDN 77.4%, CP 17.3% 

であ りタンパク質制限飼 料 は 乾 物 当 た り TDN 78.0%, CP 

8. 7% であった。

雌めん羊の交配および飼養条件について
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弘前大学農学生命科学部附属生物共生教育研究センター金

木農場（五所川原市，青森県）においてサフォーク種めん羊

の交配を行った。 2011 年 12 月 1 3 S から 2012 年 1 月 24 日

およ び 2012 年 12 月 18 日から 2013 年 1 月 29 日の期間に，

雌めん羊の群に雄めん羊 1 頭を同居させて 6 週間飼育し，自

由に自然交配させた。 6 週間の交配期間が完了した後，雌群

から雄を除外し群飼し， 1 日に 1 頭あたり若齢牛育成用配合

飼料（くみあい配合飼料北日本子牛；原物当たり TDN 70.0%, 

CP 15.5%, JA 全農 北 日 本くみあい飼料株式会社） 200g 相当

の給与 し，農場産の乾草は飽食とした。交配させた雌群から

2011 年度および 2012 年度ともに， 10 頭 ず つ 選 び 合 計 20 頭

の雌めん羊を本研究に供 試 し た 。 両 年 度 に お い て ， 雌 め ん 羊

は，雄 め ん 羊 と の 同 居 期 間完了から 10 週経過した時点で，弘

前大学農学生命科学部（弘前市，青森県）構内の家畜舎に移

送し個別のペンで飼育を開始した。雄めん羊との交配完了期

間から 10 週経過した時点で，通常のタンパク質含量飼料を

給与する対照区あるいはタンパク制限飼料を給与するタンパ

ク質制限区を設け，各年度各 区 に 5 頭 ず つ 配 置 し た 。 2012 年

度では、対照区 (n = 5) は年齢 3.2 士 0.8, 体重 9 0. 9 士 2. 7kg, タ

ンパク質制限区 (n = 5) は年齢 3.3 土 0. 9kg, 体重 8 9. 4 土 3. 8kg 

であった。 2013 年 度 で は，対照区 (n = 5) は年齢 3.6 士 O. 9kg, 
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体 直 81. 6 士 5. 8kg, タンパク質制限区 (n = 5) は年齢 3.6 士 0. 9kg, 

体 重 8 1. 2 士 9. 1 kg であった。通常のタンパク質飼料あるいは

タンパク質制限飼料の給与量は 1 日あたり体重の 2 .5% 量と

し，チモシー乾草を体璽の 1% 量給与した。給与飼料は朝とタ

方 に 2 等分して給与し，朝 9 時と夕 1 7 時に給餌した。水と

鉱塩は不断給与とした。分 娩 後 の 飼 料 給 与 は ， 哺 乳 に 要 す る

TDN 要求量（日本飼養標 準めん羊 1996 年版，農林水産技術

会議事務局編）に相当する若齢牛育成用配合飼料（くみあい

配合飼料北日本子牛；原物当たり TDN 70.0%, C P  15.5%, 

JA 全 農北 H 本くみあい飼 料株式会社）に加えて体重の 1% 量

のチモシ ー 乾 草 を 給 与 した。給与飼料は朝と夕方に 2 等分し

て給与した。母畜の体重測定および採血は，分娩まで 1 週間

毎に実施した。採血はヘパリンナトリウムフィルム入り真空

採血 管 (TERUMO, 東京， 日本 ） を 用 い て 頸 静 脈 か ら 採 血 し

た。採取した血液は氷冷して実験室に運び， 1 5 分間遠心分離

(4°C, で

保管した。

産子の飼養条件

2012 年度の妊娠雌めん羊 10 頭の分娩成績は単胎が 2 頭

（雄産子 1 頭 ， 雌 産 子 1 頭），双胎が 6 頭（雄産子 4 頭，雌
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産 子 8 頭），品胎 1 頭（雄産子 2 頭，雌 1 頭）であり，合計

17 頭の生存産子が出生し た。双胎の内 1 腹は，双子のうちの

1 頭が出生翌々 H に衰弱死した。 2013 年度の妊娠雌めん羊 10

頭の分娩成績は，単胎 3 頭（雄産子 1 頭，雌産子 2 頭），双

胎 7 頭 （ 雄 産 子 7 頭 ， 雌産子 7 頭）であり，合計 17 頭の生

存産子が出生した。単胎のうちの産子 1 頭が母畜の乳房炎が

原因で初乳が摂取できず， 7 日齢時に以降の発育が見込まれ

ないと判断し，安楽死させた。 2012 年度および 2013 年度あ

わせて，合計 34 頭の産子 が 出 生 し た 。 本 研 究 で は ， 胎 子 数 お

よび哺 乳頭数の違いにより生じる影馨を除外するために，双

胎 の 母子のみを調査対象とした。本研究における供試数は，

母めん羊 は対照区で 7 頭，タンパク質制限区で 5 頭であった。

子めん羊の性別の内訳は対照区では去勢雄は 6 頭，雌は 8 頭

であり，タンパク質制限区では去勢雄は 4 頭，雌 6 頭であっ

た。出生後，産子は母畜と同じのペンで飼育し 8 週齢の離乳

まで自然哺育させた。生後 1 週間以内に断尾および去勢のた

め，尾部お よび 睾丸 にラ バーリングを装着した。 8 週齢での

離乳の 順致のために 6 週 齢から 8 週齢までの間に毎日 9 : 3 0 

から 1 7 : 0 0 までの間は母子を畜舎内の異なるペンに隔離し

た。 隔離中は，産子に 1 頭あたり 150g の若齢牛育成用配合

飼料 (CP 15.5%, TDN 70%) を給与し，チモシー乾草を飽食
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させ水を自由に摂取させた。 8 週齢で離乳させた後，同等の

週齢および体重の産子が組みになるように 2 -3 頭のグループ

とし， 1 日 に 1 頭あたり体重の 2% 量の若齢子牛育成用配合飼

糾（原物当たり TDN 70%, CP 15.5%) を 朝 と 夕 に 2 等分し

て給与し，チモシー乾草を不断給与して 24 週 齢 ま で 飼 育 し

た。給餌は 9 時および 1 7 時に行った。鉱塩および飲水は自

由摂取とした。産子の体重測定および採血は 8 週齢から 24

週齢まで 4 週齢ごとに行った。採血はヘパリン処理真空採血

管 (TERUMO, 東京， 日本）を用いて頸静脈から採血した。

試験期間中，残飼の量は毎 H 記録した。

グルコ ース およ びイ ンスリン負荷試験

22 週齢時に静脈内グルコースおよびインスリン負荷試験

を実施した。負荷試験当日は，朝の給餌をせず， 10 : 0 0 にイ

ンスリ ン負荷試験を実施した。負荷試験実施前に，頸静脈に

18 ゲ ージ注射針カテーテル (TERUMO, 東京）を装着した。

インスリンの静脈内投与の直前に 0 時間の採血を行った後，

10 : 0 0 に体重 1kg 当たり 0 .1 U のウシインスリン (Insulin,

from bovine pancreas 15500-lOOMG, Cat# 11070-73・8, Lot# 

069K0982, activity:2': 11,27 USP units/mg Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) を静脈内に注入した。投与後 5, 15, 30, 
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6 0, 9 0 および 120 分に，ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム フ ィ ル ム 入 り 真

空採血 管 (TERUMO, 東京， 日本）に血液を採取した。採取

した血液は氷冷しながら実験室に移送して， 15 分間遠心分離

(4°C, 3000rpm) した後，血漿を採取して - 3 0 ℃ で分析まで

保存した。インスリン負荷試験を実施した後，同日の 13 : 0 0 

に体重 1kg あた り 0. 2 5 g のグルコース溶液 (50% glucose 

solution, 和光純薬丁業，大阪，日本）を静脈内に投与し，前

述のインスリン負荷試験時と同様の方法によりサンプリング

を 行 っ た。

血中成分分析

採 取した母めん羊の血漿中 の 尿 素 窒 素 ， グ ル コ ー ス ， NEFA,

リ ン 脂 質， トリグリセリドおよび総コレステロール濃度は和

光純薬丁 業 （ 大 阪 ） の L タイプワコー UN, グルコース C II-

テストワコー， NEFA

コー コレステロール

キシ酪酸 濃 度 は 8-Ketone Monitoring System Precision 

Xceed Pro (Abbott, Abbott park road, IL, USA) を用いて

測定し た 。 血 漿 中 イ ン スリン濃度は市販のウシインスリン

ELISA キット (Mercodia, Uppsala, Sweden) により測定し
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た。すべての分析は 2 反 復で行った。

産子の 22 週齢時に実施したグルコースとインスリン負荷

試験で採取した血漿のインスリン濃度はウシインスリン

ELISA kit (Mercodia, Uppsala, Sweden) を用いて，キット

の 推 奨プロトコルに従って 測 定 し ， 血 漿 中 グ ル コ ー ス 濃 度 は

グルコー ス C

を用いて酵素比色法により測定した。すべての測定は 2 反復

で行った。

と畜解体調査

24 週 齢に産子に体重 1kg 当たり 1. 5 ml のソムノペンチル

（共立製薬 ， 東 京 都 ， 日本）を静脈内に投与して安楽死させ

た。死亡確認後，直ちに頸動静脈を切開し放血した。肝臓，

最長筋，腎臓周囲脂肪および尾根部皮下脂肪を採取して，冷

PBS (pH 7.4) で洗浄した後，液体窒素中で凍結した。放血

後 30 分 以 内 に 凍 結 組 織サンプルの採取は完了した。採取し

た凍結組織は RT-qPCR 解析まで -so ℃ で保存した。凍結組織

の採取完了後は血液，肺，心臓，腎臓，肝臓，すい臓，牌臓，

腎臓脂肪，大網膜脂肪およ び 腸 間 膜 脂 肪 直 量 の 重 量 を 測 定 し

た 。 第一胃および第二胃， 第 二 胃 ， 第 四 胃 は 水 道 水 で 胃 内 容

物を洗浄 し た 後 に 重 量 を 測定した。
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RT-qPCR 

組織 サ ン プ ル の IGF-1, INSR, mTOR, AMPKa, PGC-la, 

Sirtl, Sirt3, IGF-1, IGF-lR, INSR, C/EBPb, PPARy およ

び Leptin の mRNA 発現量を RT-qPCR 法により定量した。

Pink bead lysis kit RNase free (CYD-PINKEl-RNA, Next 

Advance, Troy, NY, USA) および Bullet Blender Storm 

(CYD-BBY24M, Next Advance, Troy, NY, USA) を用いて凍

結保 存した組織をホモジナイズし，肝臓組織，最長筋組織，

腎臓周 囲脂 肪お よび 皮下脂肪組織はそれぞれ Qiagen

(Maryland, CA, USA) の RNeasy plus mini kit for liver 

tissue, RNeasy plus mini kit for muscle tissue, RNeasy 

plus mini kit for adipose tissue を用いて，メーカーの推奨

プロトコルに従い総 RNA を 抽 出 し た 。 抽 出 し た 総 RNA の 純

度 および濃度は NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) を用いて 260nm と 280nm の 波 長 で の

吸光度 とその比を用いて測定した。 ReverTra Ace qPCR RT 

kit (Toyobo, 大阪，日本）を用いて 200ng の RNA から cDNA

の合成および増幅を行った。 1 ウェルあたりの反応液の組成

は Thunderbird SYER Green master mix 10μ1, lOμM PCR 

Forward および 1 OμM プライマー各 0. 6μ1, 鋳型 cDNA 8.Sul 
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を加えた最終液量 2 0μ1 とした。 I GF-1 および IGF-lR(Gentili

ら 2009), INSR (Pfaffl ら 2002) および ACTB (Peletto ら

2 0 11) のプライマー配列は表 1 に 示 し た 。 mTOR, AMPKa, 

PGC-la, PPARy, C/EBPB, Leptin, Sirtl, Sirt3 のプライ

マーは BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

およ び Primer 3(https://sourceforge.net/projects/primer3/) 

を用 いて設計した。 PCR 反応は， 95 ℃ で 1 分間の熱処理した

後， 95 ℃ で 10 秒 あ る い は 15 秒， 60 ℃ または 59 ℃ で 45 秒 の

サイクルを 40 凹繰り返した。すべての分析は 2 反復で実施

した。 PCR 産物の特異性 は 融 解 曲 線 解 析 に よ り 確 認 し た 。 各

分析では全個体の組織から得た cDNA の混合液を標準遺伝子

液とし，標準遺伝子液の希 釈 系 列 か ら 作 成 し た 標 準 曲 線 か ら

各遺伝子の mRNA 発現量を定鼠し， ACTB を 内 部 標 準 遺 伝 子

として ACTB の定量値で補正 し て 示 し た 。

計算および統計解析

母めん羊 の 妊 娠 期 間 中の血中代謝成分およびインスリン濃

度は，分娩以前の直近 3 時点の血中濃度の平均値を算出し，

解析した。インスリン負荷試験の血漿中グルコース濃度，お

よびグルコース負荷試験の血漿中グルコースおよびインスリ

ン濃度曲線から AUC を算出した。
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産子の空 体 重 量 は と 畜前の体直から冑内容物の重量を引い

て計算した。空体重に対する各臓器の相対重鼠は，臓器重量

g/ 空体重 kg として算出した。

母めん羊の試験開始時体重，試験処理 H 数および妊娠中の

血中代謝成分およびインスリン濃度は t 検定により解析した。

産子の 飼 餐 成 績 お よ び と 畜解体調査により得られたデータは，

処理区および産子の性別を要因とする 2 元配置分散分析によ

り 解 析した。有意水準は P < 0.05 を有意差ありとした。統計

解析 は SPSS Statistic version V22.0 (IBM, Armonk, NY, 

USA) で行った。
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結果

表 2 に，母めん羊の試験 処 理 日 数 ， 試 験 開 始 時 体 重 お よ び

妊娠期間 の 日 増 体 量 と 授乳中の H 増体量を示した。母めん羊

の試験開始時の体重は対照区 85.9kg, タンパク質制限区 8 7. 9 

kg で あり，処理区間差はなかった。妊娠中の試験処理の日数

は対照区 3 3. 4 日，タンパク質制限区 3 2. 7 日であり，処理区

間差はなかった。試験開始 か ら 分 娩 ま で の 日 増 体 は 対 照 区 が

305g/S, タンパク質制限区が 180g/S であり，タンパク質制

限区が 対 照 区 よ り 低 か っ た (P=0.01) 。哺乳期間の日増体に

処理区間に差はなかった。

母めん羊の妊娠中の血中代謝成分およびインスリン濃度を

表 3 に示した。血中尿素態窒素濃度は対照区が 14.3mg/dL,

タンパク質制限区が 3.9mg/dL であり，タンパク質制限区が

対照区より有意に低かった (P<0.01) 。他のいずれの血中代

謝成分 およびインスリン濃 度に処理区間差はなかった。

産子の 体 重 と 増 体 を 表 4 に示した。出生体重は対照区の雄

産子 4.45kg, 雌産子 3.77kg, タンパク質制限区の雄産子

4.04kg, 雌産子 3.86kg であり，処理と産子の性別による差は

なかった。生時体重と 8 週齢時の離乳時体重に処理の影響は

みら れなかったが， 24 週齢 時ではタンパク質制限区は対照区

より重かった ( P =0.01) 。哺乳期の日増体量に処理と産子の
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性 別 との交互作用を示し (P=0.03), 去勢雄産子では， H 増

体量はタンパク質制限区が対照区より高かった ( P < 0.01) 。

産子の離乳後の H 増体量はタンパク質制限区が対照区より高

かった (P=0.02) 。 8 週齢時の離乳時体重は，去勢雄は雌よ

りも重く ( P  < 0.01), 24 週齢時も去勢雄が雌よりも重かっ

た ( P < 0.001) 。哺乳期の日増体量は，去勢雄が雌より高く

(P=0.02), 離 乳 後 の 日増体量は，去勢雄は雌より高かった

(P=0.02) 。

22 週齢時のインスリンおよびグルコース負荷試験におけ

る血中インスリンおよびグルコース濃度の AUC を図 1 に示

した。静脈内インスリン投与後の血中グルコース AUC に処

理および性別の差ははみられなかった（図 1 a) 。静脈内グル

コース投与後の血中グルコース AUC に処理区間差はなかっ

たが，雌より去勢雄が低かった (P = 0.03, 図 1 b) 。グルコー

ス 静 脈内投与後の血中インスリン AUC に処理区間差はなか

っ た が，雌が去勢雄より低かった (P=0.03, 図 1 C) 。

24 週齢時の空体重，各臓器と内臓脂肪の空体重に対する相

対重鼠 を表 5 に示した。 24 週齢時の空体重 (P = 0.02) はタ

ンパク 質制限区が対照区より重かった。腸間膜脂肪は，タン

パク質制限区が対照区より重かった ( P < 0.01) が，他のい

ずれの臓器重量に処理区間差 は な か っ た 。 24 週齢時の空体重
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は 去 勢雄が雌より重く (P<0.01), 腎臓周囲脂肪 (P=0.04),

大網膜脂 肪 ( P = 0.02) は 雌 が 去 勢 雄 よ り 高 か っ た 。

24 週齢時産子の肝臓，最長筋，腎臓周囲脂肪および大網膜

脂肪組織の mRNA 発現量を表 6 に示 し た 。 産 子 の 肝 臓 ， 最 長

筋，腎臓周囲脂肪および大網膜脂肪組織におけるいずれの遺

伝子発 現に 処理 ある いは 性別による影曹はみられなかった。
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図 表

表 1. 本研究で使用したプライマー

遺伝子 配列
アンプリコン
サイズ， bp

IGF-1 Forward 5'TTGGTGGATGCTCTCCAGTTC 118 
Reverse 5'AGCAGCACTCATCCACGATTC 

IGF-lR Forward 5'AAGAACCATGCCTGCAGAAGG 105 
Reverse 5'GGATTCTCAGGTTCTGGCCATT 

INSR Forward 5'TCCTCAAGGAGCTGGAGGAGT 127 
Reverse 5'GCTGCTGTCACATTCCCCA 

mTOR Forward 5'CAAGGAGATGGAACGGAAGAAG 145 
Reverse 5'CAGCAACAGCGAGAGTGAGG 

AMPKa Forward 5'GATGAGGTGGTGGAGCAGAG 131 
Reverse 5'GTGAGAGAGCCAGAGAGTGAATG 

PGC-la Forward 5'TTCATGGAGCAATAAAGCGAAG 118 
Reverse 5'TGTGGGTTTGGTGTGAGGAG 

C/EBPB Forward 5'ACAGCGACGAGTACAAGATCC 154 
Reverse 5'GACAGTTGCTCCACCTTCTTCT 

PPARy Forward 5'CGACCAACTGAACCCAGAGTC 170 
Reverse 5'GGTGATTTGTCTGTCGTCTTTCC 

Leptin Forward 5'ATCTCACACACGCAGTCCGT 202 
Reverse 5'CCAGCAGGTGGAGAAGGTC 

ACTB Forward 5'CCAACCGTGAGAAGATGACC 148 
Reverse 5'CCAGAGGCGTACAGGGACAG 

Sirtl Forward 5'GCCATGGTTCCTTTGCAACA 120 
Reverse 5'CATCAGCTGGGCATCTAGGA 

Sirt3 Forward 5'CACTGCCTAGAACCCCAAGT 147 
Reverse 5'TACTAAAGAGGCCAGGGTGC 
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表 2. 対照区およびタンパク質制限区の母羊の試験処理日数，体重および増体

処理区

対照区 タンパク質制限区
項目 (n=7) (n=6) SEM P 値

試験処理日数 33.4 32.7 2.9 0.80 

開始時体重， kg 85.9 87.9 3.1 0.53 

日増体， g/S

試験開始一分娩 305 180 41.9 0.01 

分娩一離乳 ・403 -394 61.9 0.89 
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表 3. 対照区およびタンパク質制限区の母羊の妊娠中の血中代謝成分およびインスリン濃

度 1

処理区

タンパク質

対照区 制限区
項日 (n=7) (n=6) SEM P 値

BUN, mg/dL 14.3 3.9 1.0 <0.01 
NEFA, μg/L 513 484 91.8 0.76 
リン脂質 mg/dL 93.0 79.1 10.6 0.22 
トリグリセリド， mg/dL 15.5 18.0 4.3 0.57 

0.6 0.4 0.1 0.20 
総コレステロール， g/dL 69.3 59.8 8.9 0.31 
グルコース， mg/dL 64.8 57.2 6.2 0.25 
インスリン， μg/L 0.5 0.3 0.2 0.14 

1 分娩を某準にして，分娩により近い 3 時点の血中濃度の平均値を算出し，解析した。
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表 4. 対照区およびタンパク質制限区の産子の体重および増体

処理区
タンパク質

対照区 制限区 P 値

去勢雄 雌 去勢雄 雌 交互
項目 (n=6) (n=S) (n=4) (n=6) SEM 処理 性別 作用

体重， kg

出生 4.4 3.8 4.0 3.9 0.29 0.60 0.16 0.41 

8 週齢 21.4 20.6 23.2 19.8 0.69 0.43 <0.01 0.08 

24 週齢 37.1 34.3 40.5 35.4 0.84 0.01 <0.01 0.21 

日増体， g/S

哺乳期 302 300 335 284 10.7 0.44 0.02 0.03 

離乳後 140 123 154 139 6.2 0.02 0.02 0.91 

哺乳期＝出生から 8 週齢

離乳後 =8 週齢から 24 週齢
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表 5. 対照区およびタンパク質制限区の産子の 24 週齢時における空体重および相対臓器重

鼠 (g/kg 空体重）

処理区

タンパク質

対照区 制限区 P 値

去勢雄 雌 去勢雄 雌 交互
項目 (n=6) (n=S) (n=4) (n=6) SEM 処理区 性別 作用

空体重， kg 32.1 29.9 35.2 30.8 0.79 0.02 <0.01 0.17 
相対臓器重量

血液 42.6 42.7 42.6 42.7 1.22 0.97 0.93 0.99 
心臓 5.3 5.2 5.1 5.4 0.13 1.00 0.52 0.25 
肺 10.9 10.8 11.3 10.9 0.41 0.59 0.55 0.80 
第 1+2 胃 20.6 21.1 19.6 20.5 0.97 0.39 0.47 0.82 
第 3 冑 2.2 2.3 2.0 2.2 0.21 0.57 0.64 0.70 
第 4 冑 4.4 4.3 3.9 4.3 0.14 0.05 0.26 0.08 
小腸 27.6 29.3 27.9 29.5 2.10 0.90 0.43 1.00 
大腸 38.7 33.4 33.4 32.0 2.35 0.17 0.17 0.42 
腎臓 3.0 3.0 3.0 3.0 0.13 0.98 0.92 0.86 
肝臓 15.0 15.6 15.6 16.2 0.40 0.13 0.13 0.91 
膵臓 1.5 1.3 1.3 1.3 0.08 0.33 0.32 0.32 
牌臓 6.6 6.3 6.3 7.3 0.97 0.71 0.71 0.50 
腎臓周囲脂肪 7.1 10.5 8.4 9.2 0.93 0.99 0.04 0.20 
大網膜脂肪 12.6 15.7 13.4 15.6 1.09 0.76 0.02 0.69 
腸間膜脂肪 7.8 8.4 9.6 8.6 0.39 0.02 0.66 0.07 
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表 6. 対照区およびタンパク質制限区の産子の 24 週齢時における各組織の mRNA 発現量

に及ぼす影聾

処理区

適正 タンパク質
タンパク質区 制限区 P 値

去勢雄 雌 去勢雄 雌 交互
項目 (n=6) (n=S) (n=4) (n=6) SEM 処理 性別 作用

肝臓

IGF-1 0.30 0.26 0.35 0.25 0.08 0.81 0.40 0.71 

mTOR 0.30 0.25 0.31 0.30 0.07 0.68 0.66 0.81 

AMPK 0.37 0.40 0.33 0.40 0.11 0.87 0.64 0.85 
PGC-1 0.30 0.37 0.30 0.37 0.10 0.99 0.52 0.98 

INSR 0.36 0.23 0.25 0.35 0.06 0.91 0.82 0.06 

SIRTl 0.62 0.61 0.42 0.51 0.13 0.24 0.75 0.70 

SIRT3 0.88 0.81 0.99 0.78 0.17 0.82 0.43 0.69 

最長筋

IGF-1 0.08 0.12 0.05 0.10 0.02 0.32 0.12 0.77 

mTOR 0.09 0.14 0.08 0.14 0.03 0.95 0.08 0.93 

AMPK 0.08 0.13 0.08 0.13 0.03 0.97 0.08 0.92 

IGF-lR 0.05 0.10 0.06 0.08 0.02 0.72 0.10 0.53 

INSR 0.09 0.16 0.07 0.12 0.03 0.38 0.09 0.69 

SIRTl 0.40 0.33 0.21 0.32 0.06 0.14 0.74 0.18 

SIRT3 0.45 0.44 0.41 0.43 0.06 0.67 0.93 0.88 

腎周囲脂肪

C/EBP-B 0.37 0.39 0.21 0.32 0.07 0.11 0.35 0.51 

PPARG 0.24 0.24 0.14 0.21 0.04 0.12 0.44 0.45 

LEPTIN 0.15 0.21 0.17 0.32 0.09 0.47 0.23 0.63 

SIRTl 0.48 0.49 0.44 0.48 0.06 0.69 0.68 0.86 

SIRT3 0.89 0.91 0.74 0.84 0.10 0.26 0.57 0.70 

皮下脂肪

C/EBP-B 0.14 0.17 0.09 0.15 0.05 0.50 0.37 0.82 

PPARG 0.10 0.10 0.06 0.11 0.02 0.55 0.21 0.31 

LEPTIN 0.18 0.49 0.26 0.28 0.13 0.61 0.20 0.29 

SIRTl 0.41 0.43 0.39 0.56 0.13 0.65 0.47 0.59 

SIRT3 1.12 0.95 0.83 0.76 0.17 0.19 0.49 0.79 

データは ACTB の定量値で補正した値
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考察

本 研究では，母めん羊の妊娠後期のタンパク質制限により

制限期間中の増体および血中 BUN 濃度が半減した。 BUN は

タンパク質の終末代謝産物 で あ る こ と か ら ， タ ン パ ク 質 制 限

区 が 妊娠後期にタンパク質 摂 取 量 が 対 照 区 よ り 低 い こ と を 示

し て いる。ラットの研究では，妊娠期間にタンパク質含鼠を

半減した飼料を給与した場合，妊娠期間の日増体量が低下す

ることが報告されており (Joshi ら 2003), めん羊を用いた

本研究においても同様の結 果 が み ら れ た 。

本研究で は ， 妊 娠 後 期のタンパク質制限により母羊の H 増

体 量が低下したが，産子の出 生 体 重 に 影 聾 は み ら れ な か っ た 。

シューロップシャ一種双胎妊娠雌めん羊を，分娩以前 6 週間

の期間，エネルギーおよ び タ ン パ ク 質 摂 取 量 を 半 分 に 制 限 す

る と ，子めん羊の出生体重が低下することが報告されている

(Husted ら 2 0 0 7) 。一方で ，ア ンガ ス種 未経 産牛 の研 究で

は，分娩以前 140 日間の摂取エネルギーが同等なタンパク質

摂取量の低下は，子牛の出 生 体 重 の 低 下 を 招 く こ と が 報 告 さ

れている (Martin ら 1997; Carstens ら 198 7) 。以上のこと

から，妊娠後期のエネルギーおよびタンパク質摂取量が半減

した場合には，産子の出生 体 重 が 低 下 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

本研究では，妊娠後期の摂取量のタンパク質制限により，
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産子の離乳 後の 増体 ， 24 週齢時の体重および腸間膜脂肪重量

の増加 がみられた。交雑種妊娠雌めん羊の受胎後 110 日から

分娩までの期間の栄養摂取量を半減した場合，産子の 1 歳齢

時の枝肉中脂肪組織の割合が増加する (Gardner ら 2005) 。

分娩以前 6 週間の期間におけるエネルギーおよびタンパク質

の 要 求量の半量のみの給与 は ， 出 生 後 の 高 脂 肪 飼 料 給 与 条 件

下では，出生体直やグルコ ー ス イ ン ス リ ン 恒 常 性 の 変 化 を 介

さずに， 6 ヶ月齢時の腹腔 内脂肪量を増加させる (Khanal ら

2 0 14) 。一方，分娩前 6 週間，対照区比 50 % のカロリー制限

はめん羊産子の出生後の増体の完進はみられない報告もある

(Husted ら 2 0 0 7) 。さ らに，妊娠雌めん羊の受胎後 28 日か

ら 78 日にわたる栄養摂取量の半減は，産子の 280 日齢時の

体重および背脂肪厚が増加する報告もなされている (Ford ら

2 0 0 7) 。一方，マウスの研 究 で は ， Chen ら (2009) は，妊娠

中に等カロリー低タンパク質（タンパク質含量 8 % ) 飼料を

給与した母マウスから出生した産子は，対照区（タンパク質

20%) のマウスに哺育された産子より， 2 1 S 齢時の体重が重

いこと を報告しており，本研究と同様に，マウスにおいても

胎子期に母体がタンパク 質 摂 取 量 を 制 限 さ れ る と ， 出 生 後 の

増体が向上することが報告している。また，本研究では，妊

娠後期の タ ン パ ク 質 制 限 により， 22 週齢時のインスリンの感
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受性、分泌量および耐糖能，ならびに成長やエネルギー代謝

および脂肪細胞の分化などに関連する遺伝子群の mRNA レ

ベルに影馨はみられなかった。以上のことから妊娠後期にお

性および成長やエネルギー代謝，脂肪網胞分化に関与する遺

伝子群の発現量の変化を介さずに出生後の増体の促進および

内臓脂肪 蓄 積 量 を 増 加 さ せることが示唆された。

本研 究で は， 妊娠 後期 におけるタンパク質制限は産子の 24

週齢時 のいずれの臓器サイ ズに影響しなかった。 He ら (2013)

は母 ヤギの妊娠後期のタンパク質制限は， 6 週 齢 時 の 産 子 の

心臓，肺，胃，小腸，腎臓，牌臓，肝臓，膵臓といった主要

な臓器の重量に影響しなかったことを報告しており (He ら

2013), 本研究と同様の結果であった。

本研究では，妊娠後期におけるタンパク質制限による哺乳

時 の 増体量について，雄産 子 の み で み ら れ ， 雄 産 子 で 顕 著 に

代謝プログラミング効果がみられた。肉牛の研究では，妊娠

初期に栄養制限した際に，雌ではなく雄産子でのみ脂肪の蓄

積鼠が増加されることが報 告 さ れ て い る (Ford ら 2 0 0 7 ; 

Jaquiery ら 2016) 。さらに，ラットの研究では，胎子期およ

び 新 生子期のタンパク質制 限 は 生 殖 機 能 を 変 更 し ， 女 性 の 子

孫の生殖加齢を加速すること (Guzman ら 2 0 0 6) や 妊 娠 中 と
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授乳中のタンパク質制限は，性別特異的に，雄産子を選択的

に 肝 臓の脂質含呈をの長期的な減少を引き起こす (Qasem ら

2 0 1 0) ことが明らかにされており，胎子期の代謝プログラ、

ングは性別特異的に発現す る も の が あ る こ と が 考 え ら れ ， 胎

子期の栄養制限による脂肪 蓄 積 の 応 進 は 雄 性 の 産 子 で 顕 著 で

あることが示唆された。

本研究では出生後の増体および 24 週齢時の空体重量は雌

より去勢雄が高く，腎臓周 囲 脂 肪 ， 大 網 膜 脂 肪 璽 量 は 去 勢 産

子 よ り雌産子で重かった。 こ の 結 果 は ， め ん 羊 の 性 別 の 枝 肉

成績の差異を調査した研究において，去勢雄は雌よりも発育

速度が早く ，枝 肉重 量が 重いことと同様であった (Bennett ら

1991) 。ま た， 本研 究で は， 22 週 齢に ，去 勢雄 は雌 より グル

コース投与時のインスリン AUC が高く，グルコース AUC が

低いことから，去勢雄は雌よりインスリン分泌量が多く，耐

糖能が高いことが推察され た 。 牛 で は イ ン ス リ ン 感 受 性 お よ

び耐粧能 を 評 価 す る た めに，耐糖能試験が利用されている

(Cartiff ら 2013) 。 インスリン感受性とグルコース代謝の

変化は，エネルギー代謝お よ び 飼 料 効 率 に 影 響 す る 可 能 性 が

あるとされ (Welch ら 2012), インスリンは，アミノ酸輸送

量，タンパク質合成量を増 加 さ せ る こ と に よ り 筋 組 織 の エ ネ

ルギー 需要を増加させ，筋肉タンパク質分解を分解させる
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(Hocquette ら 199 8) 。骨格筋組織のインスリン感受性の向

上 は ，血中インスリン濃度 の 恒 常 的 な 低 下 と ， 枝 肉 重 呈 の 増

加 と 枝肉の脂肪構成比に関与する (Hocquette ら 199 8) 。 育

成 期 の子めん羊の増体においてインスリン分泌量やインスリ

ン感受 性 が 重 要 で あ る (Wolff ら 198 9) 。以上のことから，

雄の成長が雌より早いことは，雌よりも高いインスリン分泌

能と高耐糖能に部分的に起因していることが考えられた。

本 研究では，胎子期（妊娠後期）のタンパク質制限は，グ

ルコースーインスリン桓常性や成長やエネルギー代謝，脂肪細

胞分化に関与する遺伝子群の発現量の変化を介さずに，出生

後の増体の促進や内臓脂肪 の 蓄 積 量 を 増 加 さ せ る こ と が 明 ら

か に なり，胎子期の栄養制 御 に よ り 産 子 の 成 長 お よ び 脂 肪 蓄

積を制御できる可能性が示 唆 さ れ た 。
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小 括

第 2 章では，妊娠後期に お け る 母 め ん 羊 の タ ン パ ク 質 摂 取

量 の 半減による胎子の低タ ン パ ク 質 環 境 へ の 暴 露 は ， 出 生 後

の成長や脂肪蓄積に関連 す る 遺 伝 子 群 の 発 現 鼠 な ら び に グ ル

コースーインスリン恒常性 の変化を伴わずに，離乳後の増体，

内臓脂肪組織の蓄積を九進することが明らかとなり，妊娠後

期の栄 養制限により産子の増体や脂肪組織の蓄積量を増加さ

せる可能性が示唆された。

39 



第 3 章子めん羊への初乳追加給与が哺乳中の成長，血中成

分および LPS 負荷試験応答に及ぼす影響

緒言

前 章では，胎子期のタンパク質制限環境への暴露と出生後

の成長 と脂肪蓄積への影聾を調査し，胎生期の栄養制御によ

る子雀 の出生後の成長および脂肪蓄積九進の可能性を明らか

にした。序論において前述 し た よ う に ， 現 在 で は ， 初 乳 中 の

生理活性物質の母子間の伝搬が産子の行動，内分泌特性や生

涯 乳 量などの生理機能に影 響 す る 可 能 性 が 示 さ れ て い る 。 ウ

シ，ウマ，めん羊，ヤギ， ブ タ な ど の 有 蹄 類 家 畜 で は ， 胎 生

期では胎盤を介して母子間で抗体が移行しないことから，新

生家畜は I gG を 有 さ ず に生まれ，出生後初乳から I gG を摂取

することにより受動免疫を獲得し，未成熟な免疫機能が発達

するまで病屈体から保護す る。

ウシの初乳は常乳と比較して栄義価が高く， ミネラル，ビ

タミン，免疫グロブリン（主に I g G) を 含 み ， 成 長 ホ ル モ ン ，

インスリン様成長因子などの成長因子や，プロラクチン，イ

ンスリン，グルカゴンなどのホルモンを高濃度で含有し

(Blum ら 2000; Blum 2006; Godden ら 2019; Stelwagen 

ら 2 0 0 9) サイトカインや，ラクトフェリン ，プフェンシン，
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カテリシジンなどの免疫関連に関連する成分も多様に合み，

産子の 免疫機能に大きく 影 聾 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る

(Stelwagen ら 2009, Godden ら 2 0 1 9) 。

一方 で は ， 初 乳 の 増 鼠給与が産子の生理機能の発達を促進

する研究が複数報告されている。新生子牛に生後 3 日間に

わたり初乳を増呈給与した場合，生後 5 日齢におけるキシ

ロース 経口投与時の血中キシロース濃度が対照区より増加し

たことから，小腸の吸収能 が 促 進 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い

る (Hammon と Blum 1997) 。新生子牛に初乳を生後 3 S 間

増量給与 し た 場 合 ， 8 日齢時における凹腸および小腸全体に

おけるインスリン様成長因子 I 受容体数が増加する

(Hammon と Blum 2002) 。新生子牛に初乳を生後 3 日間給

与し続けた場合， 8 日齢時における小腸の絨毛サイズ，陰高

の 深 さが増大し，十二指腸 ， 空 腸 の 上 皮 細 胞 の 増 殖 率 に 影 響

し，膵 臓のリパーゼ活性に 影 響 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い

る (Blattler ら 2 0 0 1) 。プラウンスイス種泌乳牛の研究で

は，出生後に初乳を倍量 給 与 し た 場 合 ， 出 生 か ら 4 ヶ月齢

までの治療費が半減し，増体の向上，初産時と 2 産次にお

ける泌乳量の増加をもた らすことが報告されている (Faber

ら 2 0 0 5) 。また，新生子牛に出生後 14 日間にわたり，初乳

を 原 料とした添加物を代用 乳 に 添 加 す る と ， 離 乳 以 前 の 増 体
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の向上 ，下痢の発生率低下 ， 抗 生 物 質 投 与 量 の 低 減 す る こ と

が報告さ れ て お り (Berge ら 2009), 初乳に含有される成

分が産子の免疫機能を冗進 す る 可 能 性 が 示 さ れ て い る 。 こ の

ように ，既存の初乳の増量給与の研究は短期的な影響の調査

にのみにとどまり，また， 初 乳 増 量 給 与 の 長 期 的 な 成 長 や 免

疫機能 への影曹を調査した研究はほとんどない。本研究で

は，新生子めん羊に生後 7 日間に渡り初乳を追加給与し， 9

週齢時の離乳時までの成長 お よ び 免 疫 機 能 に 及 ぼ す 影 響 を 調

査すること を目 的と した 。
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材料と方法

本 研究における動物実験は，弘前大学動物実験委員会で審

査，承認された動物実験計 画（動物実験計画承認番号： A08019) 

に従って 実 施 し た 。

母羊の飼養管理

弘前大学農学生命科学部附属生物共生教育研究センター金

木農場（五所川原市，青森県）において，サフォーク種めん

羊の交配を行った。雌めん羊群に雄めん羊を 5 週間同居させ，

自由に自然交配させた。 1 S の 1 頭あたりの給与量は体重の

1% の子牛用配合飼料（「北日本子牛 J' 北 H 本くみあい飼料，

原物あたり CP: 15.5%, TDN: 70%) とし，乾草は飽食とし

た。雌めん羊は，雄めん羊との同居期間完了から 10 週経過し

た時点で，交配させた雌めん羊 13 頭（平均体重 7 1. 8 土 7.3kg)

を弘前大学農学生命科学部 構 内 の 家 畜 舎 に 移 送 し ， 個 別 の ペ

ンに収容して飼育した。分 娩 ま で ， 妊 娠 後 期 （ 双 胎 ） に 要 す

る TDN 要求量（日本飼義標準めん羊 1996 年 版 ， 農 林 水 産 技

術会議事務局編）を給与した。給与飼料はアルファルファへ

ィキューブと子牛用配合飼料 (「 JA ビーフ後期」，北日本くみ

あい飼料，屈物あたり CP: 12.0%, TDN: 75.0%) とし，各

飼料 で TDN 量を 50 % ずつ満たす量を給与した。分娩後は，
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授乳前期（双胎）に要する TDN 要求量（農林水産省農林水産

技術会 議事務局編 1996) をアルファルファヘイキュープと

子牛用配合飼料で，各飼料で TDN 量を 50 % ず つ 満 た す 量 を

給与した。 試 験 期 間 を 通して，妊娠後期に要するビタミン A

要求星のビタミン・ミネラルプレミックス剤（パワーミック

ス s, 小 田 島 商 事 ， 岩 手 ）を， 1 週間に 1 度， 1 週間分をまと

めて給与した。給与時刻は 9 : 0 0 と 17:00 とした。試験期間

中，水および鉱塩は不断給与とした。

産子の飼育管理

1 3 頭の妊娠めん羊の分娩成績は，単胎が 1 腹 ， 双 胎 が 9 胆，

品胎が 1 腹および空胎が 2 腹で あ っ た 。 単 子 と 双 子 の 産 子 と

で母乳の摂取量が異なることが予想されるため，本研究では，

健 常 に育成した双子産子のみ を 調 査 対 象 と し た 。 9 頭の双胎

分娩母羊のうち， 1 頭が哺乳期で娯聰性窒息により死亡， 2 頭

が死産， 1 頭 が 双 子 産 子 のうちの 1 頭が出生翌日に圧死， 1 頭

が双子産子のうちの 1 頭が先天奇形であったため，これら 5

腹を調査対象から除外した。

出生後，全ての産子は母羊から初乳を摂取させた。産子の

処理区への振り分けは以下 の と お り で あ っ た 。 双 子 の う ち の

片方を 自然哺育のみで飼育する対照区，もう片方の産子を自
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然哺育での飼育に加えて市販の牛用初乳製剤（グッドスター

卜；全国 酪 農 柴 協 同 組 合 連合会，東京， 日本）を出生後 7 日

間追加給与する追加給与区 に 配 し た 。 処 理 区 間 で 出 生 体 重 に

偏りがないように配置した。初乳製剤液は，初乳製剤粉末に

5 倍量の温湯 (4 0 ℃ ) を加えて調製した。初乳製剤液の 1 日

の追加給与量は体重 1 kg あたり 50g と し ， 午 前 と 午 後 に 二 等

分して哺乳瓶を用いて給与 し た 。 乳 追 加 給 与 処 理 が 完 了 し た

8 日齢以降は，全頭， 自然 哺 育 に よ り 9 週齢まで飼育した。

産子の体 重測 定お よび 採血は出生 S , 3 S 齢および 1 週齢か

ら 9 週齢まで毎週行った。血液はヘパリンナトリウムフィル

ム 入り真空採血管 (TERUMO, 東京）を用いて頸静脈から採

血 し た。採取した血液は 15 分間遠心分離 (4 ℃ , 3000rpm) 

した後，血漿を分取して分祈まで -30 ℃ で保管した。また，藍

中 lg A 含 量 の 測 定 の た め ， 3, 5, 7 および 9 週齢時に直腸内

か ら 糞便サンプルを採取して分析まで - 3 0 ℃ で保存した。

リポ多糖 (LP S) 負荷試験およびと畜解体調査

初乳製剤 の 追 加 給 与 が免疫機能に及ぼす影聾を評価するた

め に 2, 5, 8 週齢時にリポ多糖負荷試験を実施した。負荷試

験実施日 の 正 午 に ， LPS from Escherichia coli 055:B5 (LPS; 

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) を体重 1kg あたり
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300ng 皮下に投与して， 0 (投与直前）， 1, 2, 3, 4 時間後に

頸静脈からヘパリン処理真空採血管 (TERUMO, 東京，日本）

を用いて採血および水銀温 度計を用いて直腸温を測定した。

採取した血液はで 15 分間遠心分離 (4 ℃ , 3000rpm) した後，

血漿を分 取 し て 分 析 ま で - 3 0 ℃ で保存した。

2, 5, 8 週齢時に皮下 LPS 負荷試験を実施した。負荷試験

実施日の正午に， LPS Lipopolysaccharides from 

Escherichia coli 055:B5, Saint Louis, Sigma-Aldrich, MO, 

USA) を体重 1 kg 当たり 300ng の量を皮下に注入して 0 (投

与直前）， 1, 2, 3, 4 時間後に水銀温度計を用いて直腸温を

測定し た。投与 1 時間後にヘパリンナトリウムフィルム入り

真空採血管 (TERUMO, 東 京 ） を 用 い て 頸 静 脈 か ら 採 血 し た 。

採取し た 血 液 は 15 分間遠心分離 (4 ℃ , 3000rpm) した後，

血漿を分取して TNF-a 分析まで -30 ℃ で保存した。

9 週齢時に体直 1kg 当たり 97.2mg のペントバルビタール

ナトリウム（ソムノペンチル， 64.Smg/mL, 共立製薬，東京）

を静脈内に投与した後速や か に 頸 動 静 脈 を 切 開 ， 放 血 し て 安

楽死させた。開腹して臓器 重 量 を 測 定 し た 。 胃 腸 管 は 水 道 水

で 内 容物を洗浄した後に重 量 を 測 定 し た 。 空 体 重 量 は 体 重 か

ら消化 管内容物重量を引いて算出した。各臓器の空体重に対

する相対 重 量 は 空 体 重 1kg あたりの相対重量として算出した。
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血中成分分析

出 生日と 3 日齢と 1 週齢以降 9 週齢まで毎週採取した血漿

は，血漿中の尿素態窒素，グルコース， NEFA, リン脂質，ト

リグリセリド，総コレステロール，総タンパク質，アルブ、

ン，グロブリン濃度および血中アルブミン／グロブリン比を市

test, グルコース C II test, NEFA 

C・test, リ ン 脂 質 C・test, トリグリセリド E・test, コレステ

ロール E・test, 総タンパク質 test および A/G キット（和光

純薬工業，大阪， 日本）を用いて測定した。血漿中インスリ

ン濃度は Bovine insulin ELISA kit (Mercodia, Uppsala, 

Sweden) を用いてサンドイッチ ELISA 法により測定した。

血漿中コルチゾール濃度は Cortisol ELISA kit (Enzo Life 

Sciences, Farmingdale, NY, USA) により競合 ELISA 法に

より測定した。測定方法は，キットの推奨手順に従った。

血 中 lgG, lgA および lgM 濃度は Bethyl laboratories の

ELISA reagent kits を使用してサンドイッチ ELISA 法によ

り測定を行った。すなわち， MAXI SORP 96 ウ ェ ル マ イ ク ロ

プレート (NUNC) に炭酸／重炭酸緩衝液 (pH9.6) で 希 釈 し た

ウサギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗ヒッジ lgG, lgA, lgM 抗体 (Bethyl

laboratories, Montgometry, TX, USA) を lOOul/ ウェルずつ

分注し て 室 温 で 1 時間放置した。その後，オートプレートウ
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ォッ シャー (Biorad, Hercules, CA, USA) を用いて TBS-T

(pH8.0) で 5 回 洗 浄 し た後， TBS-T (pH 8.0) を 200ul/ ウ

ェルで加え室温で 30 分間放置した。その後，前述と同様に，

プレート洗浄して標準物質希釈系列および 20 万倍に希釈し

た血清を lOOul/ ウェルで加え 1 時間室温で静置した。標準物

質の希釈 系列 およ び血 清の希釈は TBS-T (pH 8.0) により行

い，ヒッジ lgG, lgA および lgM の標準物質はそれぞれ Sheep

Purified IgG (Bethyl laboratories, Montgometry, TX, USA), 

Normal/Pre-immune control sheep lgA (Alpha Diagnostic 

international, San Antonio, TX, USA) および Sheep IgM 

whole molecule (Rockland, Limerick, PA, USA) を 用 い た 。

その後，プレート洗浄して TBS-T (pH 8.0) により希釈した

HRP 標識ウサギポリクローナル抗ヒッジ IgG, IgA, IgM 抗

体 (Bethyl laboratories, Montgomery, TX, USA) を lOOul/

ウェルで加え，室温で 1 時間放置した。プレート洗浄して発

色基質として TMB 溶液 (Kirkegaard & Perry Laboratories, 

Inc., Gaithersburg, MD, USA) を lOOul/ ウェルで加え，暗

所で 1 5 分間酵素基質反応させた。その後， 0.18M H2S04 溶

液 を 100/well 加え反応を停止させ，マイクロプレートリーダ

~(Varioskan LUX ; Thermo fisher scientific, Waltham, 

MA, USA) を用いて 450nm で吸光度測定した。すべての血中

48 



成分の測定は 2 反復で行った。

糞 中 lg A 含鼠の測定方法 は 以 下 の と お り で あ る 。 糞 便 サ ン

プルを 50mg に対して 20 倍量のプロテイナーゼインヒビタ

(Complete mini ; Roche, Basel, Switzerland) 溶液を加

えよく撹拌した後，室温で 120 分静置した。 5 分間遠心分離

(15000xg, 4 ℃ ) した後，この上清を IgA ELISA 分析に用

い た 。測定方法は血中 IgA と同様の手順により測定を行った。

LPS 投与 1 時間後に採取した血漿は血中 TNF-a 濃度を測

定した。 TNF-a は Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit 

For Ovine Tumor Necrosis Factor Alpha (Cat# SEA1330V; 

Cloud clone corp, Katy, TX, USA) を用いてサンドイッチ

ELISA 法によりキットの 測 定 手 順 に 従 っ て 測 定 し た 。

計算および統計解析

補正日増 体 量 は ， 各 期間の日増体量を生時体直で除して算

出した。

飼養成 績 の デ ー タ お よび 3 日齢と 7 日齢時の血中成分濃度

は対応のある t 検定により解析した。血中成分，糞中 IgA 含

量， LPS 負荷試験時の体温データは処理および時間を要因と

した反復測定分散分析により解析した。統計処理は SPSS

Statistics V 22.0 (IBM, NY, USA) を用いた。要因間に交
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互作用 が認められた ( P < 0.10) 項目は各測定時で対応のあ

る t 検定に より 解析 を行 った。データは平均士標準誤差で示し

た。有意水準は P < 0.05 を 有 意 差 あ り と し ， 0.05 s; P < 0.10 

を傾 向ありとした。
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結果

産子の性別の内訳は，対照区が雄産子 3 頭，雌産子 1

頭，追加給与区が雄産子 1 頭，雌産子 3 頭であった。産子

の体重と増体を表 1 に 示した。出生時， 7 日 齢 お よ び 9 週齢

の 体 重に処理区間差はなかった。出生から 1 週齢および出

生から 9 週 齢 ま で の 日 増体に処理区間差はなかった。しか

し，出生体直で補正した 出生から 7 日齢までの日増体は追

加給与区が対照区より低い傾向がみられた ( P = 0.09) 。

産子の 9 週齢時の空体重，空体重に対する各臓器，内臓

脂肪重量，組織構成割合 を表 2 に示した。空体重に処理区

間 差 はなく，牌臓の相対重 量 は 追 加 給 与 区 が 対 照 区 よ り 有 意

に低 かった (P=0.01) 。 腎 臓 周 囲 脂 肪 (P=0.09) と腹腔

内臓脂肪の合計重鼠 (P=0.06) は追加給与区が対照区より

高い傾向がみられた。牌臓 以 外 の 臓 器 の 相 対 重 量 に 処 理 区 間

差はなかった。枝肉中の赤 肉 ， 脂 肪 お よ び 骨 の 割 合 に 初 乳 追

加給与の効 果 は 認 め ら れ なかった。

2, 5, 8 週齢時に実施した LPS 負荷試験時の LPS 投与後の

直腸温の推移を図 1 に示し た。 2 週齢時の直腸温は対照区よ

り追加給与区が低く推移する傾向がみられた (P=0.07) 。 5

週齢では処理の効果は認められなかったが， 8 週齢時では処

理と時間の交互作用の傾向 ( P = 0.08) が み ら れ ， 投 与 後 l
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時間時点で追加給与区が対照区より高く ( P <  0.05), 投与

後 4 時間時点では対照区より低い傾向 (P<0.10) がみられ

た。

2,5 および 8 週齢時に実施した LPS 投与後 1 時間時点に

おける血漿中 TNF-a 濃度 を図 2 に示した。いずれの週齢に

お い ても LPS 投与後 1 時間時点における血漿中 TNF-a 濃度

に初乳追加給与の影響はみられなかった。

試 験期間中の血中成分，インスリンおよびコルチゾール濃

度の推移を図 3 に示した。血漿中の尿素態窒素，グルコー

ス， NEFA, リン脂質， ト リ グ リ セ リ ド ， 総 コ レ ス テ ロ ー

ル，総タンパク質，アルブミン，グロブリン濃度，および血

中アルブミン／グロブリン比 に 処 理 の 効 果 あ る い は 処 理 と 時

間の交互作用は認められな か っ た 。 ま た ， 血 漿 中 イ ン ス リ ン

およびコルチゾール濃度においても処理区間差および交互作

用はなかった。

表 3 に産子の 3 日齢と 7 日齢時の血中代謝成分，インス

リンおよびコルチゾール濃 度 を 示 し た 。 血 中 ト リ グ リ セ リ ド

濃度 は 7 日齢時に初乳追加給与区が対照区より低かった ( P

= 0.04) 。血漿中コルチゾール濃度は 3 日齢時に初乳追加給

与区が対照区より高かった ( P = 0.03) 。
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血中免疫グロブリン濃度の推移を図 4 に 示 し た 。 血 中

IgG, IgA および IgM で日齢の淮行に伴い血中濃度の低下が

み ら れた (P<0.01) が，いずれの免疫グロブリンのクラス

に処理区間差および交互作用はなかった。

3, 5, 7 および 9 週齢の 糞中 I gA 含量の推移を図 5 に示

した。 3 週齢時で高く，週齢に伴い糞中の I gA 濃度は低下し

た (P<0.01) が処理区間に 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
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図 表

表 1. 対照区および初乳追加給与区における産子の体重，増体（平均士標準誤差）

処理区

項目 対照区 追加給与区 P 値

体重， kg
出生 3.46 士0.41 3.84 士0.71 0.65 
3 S 齢 4.65 士0.53 5.05 士0.95 0.70 
1 週齢 6.05 士0.61 6.32 士1.15 0.84 
9 週齢 22.2 土2.3 22.9 土1.5 0.64 

日増体量， kg/ 日

出生から 3 S 齢 0.40 士0.04 0.40 士0.09 0.93 
3 日齢から 1週齢 0.35 士0.03 0.32 士0.05 0.60 
出生から 1 週齢 0.37 士0.03 0.35 士0.06 0.79 
1 週齢から 9 週齢 0.29 士0.03 0.30 士0.01 0.71 
出生から 9 週齢 0.29 士0.03 0.30 士0.02 0.79 

補正日増体量

出生から 3 日齢 0.115 土0.007 0.103 土0.010 0.36 
3 日齢から 1週齢 0.104 土0.008 0.084 土0.006 0.02 
出生から 1 週齢 0.109 土0.006 0.092 土0.001 0.09 
1 週齢から 9 週齢 0.085 土0.009 0.085 土0.015 0.98 
出生から 9 週齢 0.087 土0.008 0.086 土0.013 0.94 

補正 H 増体量＝日増体量／出生時体璽， kg
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表 2. 対照区および初乳追加給与区における産子の 9 週齢時の空体重および相対臓器直量

（平均士標準誤差）

処理区

項目 対照区 追加給与区 P 値

空体重， kg 18.7 士1.8 18.7 士1.1 0.98 
枝肉重量， kg 10.9 土1.1 10.7 土1.8 0.73 
頭部， kg 1.25 士0.08 1.24 士0.05 0.98 
皮＋羊毛＋四肢， kg 2.59 土0.18 2.60 土0.14 0.92 
相対臓器重量， g/ 空体重 kg

脳 3.83 士0.47 3.91 士0.25 0.80 
血液 47.6 土1.42 46.9 土1.28 0.64 
心臓 5.78 士0.10 5.71 士0.05 0.56 
肺 12.1 土0.31 12.7 土0.35 0.28 
胸腺 4.00 士0.43 4.21 士0.64 0.83 
甲状腺 0.074 士0.01 0.094 土0.01 0.17 
肝臓 16.9 士0.57 18.5 士0.50 0.17 
膵臓 1.34 士0.09 1.40 士0.13 0.29 
牌臓 7.43 士0.56 4.93 士0.59 <0.01 
副腎 0.08 士0.01 0.09 士0.01 0.77 
腎臓 4.15 土0.12 4.32 土0.14 0.27 
第 1 胃および第 2 胃 16.2 士1.63 18.5 士1.13 0.41 
第 3 冑 1.42 土0.14 1.71 土0.11 0.29 
第 4 冑 5.35 土0.37 5.69 土0.39 0.63 
小腸 30.3 士1.3 36.9 士2.7 0.14 
大腸 9.5 土0.4 10.4 土0.5 0.41 
心臓周囲脂肪 4.38 士0.40 4.06 士0.17 0.36 
大網膜脂肪 8.92 士1.52 11.03 士0.62 0.15 
腸間膜脂肪 8.22 土0.81 9.60 土0.53 0.33 
腎臓周囲脂肪 8.66 士0.96 10.05 土1.30 0.09 
胆腔内脂肪合計 25.8 士2.3 30.7 士2.1 0.06 

枝肉の組織構成割合，％

赤肉 59.1 士0.63 58.7 士0.37 0.49 
脂肪 17.7 士0.84 17.7 士0.53 0.95 
昂円 22.3 士0.26 22.9 士0.19 0.36 
その他 0.87 士0.02 0.71 士0.07 0.43 
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表 3. 対照区および初乳追加給与区における産子の 3 および 7 日齢時の血中成分濃度（平

均士標準娯差）

項目ヽ
クルコース， mg/dl

トリグリセリド， mg/dl

総コレステロール， mg/dl

リン脂質 mg/dl

NEFA, μEq/L 

総タンパク質， g/L

アルプミン， g/L

グロブリン， g/L

アルブミン／グロブリン比

コルチゾール， ng/ml

IgG, mg/ml 

IgA, mg/ml 

IgM, mg/ml 

齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢
齢

日

H
H
H
H
H
H
H
H
日
日
日
日
日

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7
3
7 

対照区
124 士4
121 土7
79 士21
77 士16
103 土10
106 土9
140 土19
141 土9

420 士198
398 士154
6.7 士0.2
6.1 士0.2
2.7 士0.1
2.8 士0.1
4.0 土0.2
3.3 土0.2
0.7 土0.1
0.9 土0.1
19.4 土3.9
19.3 土3.3
24.4 土2.1
19.2 土1.9
3.0 土1.2
0.5 土0.3
4.6 土1.0
2.7 土0.6

処理区

追加給与区
128 士5
123 士3
83 土15
44 土7
93 土3
99 土6
146 士16
134 士14
354 士52
204 士30
6.6 土0.2
6.0 土0.1
2.7 土0.1
2.8 土0.1
4.0 土0.2
3.3 土0.1
0.7 土0.1
0.8 土0.1
40.0 土6.9
22.3 土5.2
22.2 土1.2
18.4 土0.3
3.2 土1.3
0.6 土0.2
4.3 土1.4
2.6 土0.9

P 値

0.69 
0.62 
0.91 
0.04 
0.41 
0.31 
0.84 
0.51 
0.80 
0.27 
0.95 
0.82 
0.95 
0.63 
0.97 
0.95 
1.00 
0.89 
0.03 
0.33 
0.41 
0.74 
0.88 
0.77 
0.69 
0.87 
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図 1. 対照区 (e) および初乳追加給与区（△)の産子の血中成分濃度の推移（平均士標準

誤差）
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考察

本研究では，初乳追加給与区において， 7 日間の初乳の追

加給与期間の増体の低下傾向および 9 週齢時の牌臓重量の低

下 が みられた。本研究の初 乳 追 加 給 与 時 は ， 産 子 は 追 加 給 与

星の設定星の 9 5 % 以上を摂取したが，追加給与作業は作業が

遅れた場 合 1 時 間 程 度 継 続し，追加給与後のしばらくの間は，

同腹の産子と比較して母親 か ら の 吸 乳 行 動 が や や 停 滞 し て い

たことが観察された。ラッ ト の 研 究 で は ， 水 泳 運 動 の 強 制 お

よびガラス製円筒拘束器内への拘束によるストレスに暴露さ

れた場 合，牌臓重量が有意に低下することが報告されている

(Sarjan ら， 2 0 1 7) 。また，鳥類の研究では，野生のイエス

ズメを捕獲後，人為的に飼 育 し た 際 ， ス ト レ ス を 受 け 牌 臓 の

重量が低下する報告がなされている (Love ら， 2 0 1 7) 。以上

から，本研究では初乳の追 加 給 与 と 同 時 に ， 追 加 給 与 に あ た

っての人為的な哺乳作業 が 産 子 へ の ス ト レ ス と な り ， 追 加 給

与期間 中の母乳の摂取量が 低 下 し 増 体 が 抑 制 さ れ る と と も に ，

牌臓の発達が抑制されることが推察された。

本研究では， LPS 投与後の直腸温が 2 週齢時では対照区に

比べて初乳追加給与区で低く 推 移 し ， 8 週齢時では，体温の

上昇パターンに変化がみら れ た 。 病 屈 体 感 染 後 の 体 温 上 昇 の

生理学的意義は，体内に侵 入 し た 病 原 体 の 増 殖 を 抑 制 し ， 免
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疫系の活性化を促す (Dianzani と Baron, 1996) ことから，

初乳追加給与区では，人為 的 な 哺 育 作 業 に よ る ス ト レ ス は 病

原体感染時の発熱応答を弱め，病原体への抵抗性を低下させ

る可能性が考えられた。

本研究 で は ， 血 中 免 疫 グロブリン濃度が出生後に最も高く，

その後週齢に伴い血中濃度が低下した。新生子めん羊は 4-8

週齢程度 か ら ， 血 中 IgG 濃度が上昇し始めることが報告され

ており (Hernandez-Castellano ら 2017; McGovern ら 2017),

本研究でも血中 IgG 濃度が 9 週齢には上昇傾向がみられた。

本研究では，初乳追加給与により 7 日齢時の血中トリグリ

セリド濃度の上昇および 9 週齢時の腹腔内脂肪重量の増加傾

向がみら れ た 。 新 生 子 牛 に生後 3 日間初乳を増量給与した研

究 で は ， 2 日齢時の血中トリ グ リ セ リ ド 濃 度 と 7 日齢時の血

中コレ ス テ ロ ー ル お よ びリン脂質濃度が有意に増加すること

を報告しており，この理由を著者らは初乳増量給与による脂

肪吸 収率の増加によると考察している (Hammon と Blum

1998) 。 本研究でも初乳追 加給与により脂肪吸収率が改善さ

れ， 9 週 齢 時 の 内 臓 脂 肪の脂肪蓄積量が増加したことが考え

られた。

以上 より，本研究では，出生後 7 日間の初乳製剤の追加給

与は，人為的な哺育作業が 産 子 の ス ト レ ス と な る 可 能 性 が あ
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り，牌臓の発達を抑制し，抗原感作時の発熱応答の低下をも

た ら し，追加給与期間中の 増 体 抑 制 お よ び 離 乳 時 の 免 疫 機 能

を抑制する可能性が示された。
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小 括

第 3 章では，出生後 7 日 間 の 初 乳 追 加 給 与 は ， 追 加 給 与 時

の 人 為的な哺乳作業は，増体の抑制および牌臓サイズの低下，

抗原感作時の発熱応答を低下させ 9 週齢時の免疫機能を抑制

する可能性，ならびに子めん羊の出生後の小腸における脂質

の吸収を促進し 9 週齢時の内臓脂肪菩積鼠を増加させること

が 明 らかになった。
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第 4 章マウスの一腹哺乳匹 数 調 整 に よ る 哺 乳 量 の 増 加 が 成

長および免疫機能に及ぼす影響

緒言

第 3 章 で は ， 出 生 後 の初乳の追加給与により腸の脂質吸収

促進により内臓脂肪蓄積を促進されることが示された。序論

で述べたように，現在で は ， 胎 子 期 の み な ら ず ， 出 生 後 の 哺

乳期の栄養水準を始めと す る 環 境 要 因 と 以 降 の 発 育 段 階 に お

ける内分泌機能や代謝機能 に 影 響 す る こ と が げ っ 歯 類 の 研 究

で明らかにされつつある 。 哺 乳 期 の 栄 養 水 準 を 制 御 す る 手 法

として，マウスやラットを用いて哺乳期の栄養状態の影馨を

調べるために，一腹あたりの産子数を分娩後に 3-4 匹（高栄

餐条件）， 8 -10 匹程度（通常 の 栄 餐 条 件 ） ， 16 匹 程 度 （ 栄 義 欠

乏区）に調整して個々の産子の哺乳量を変化させる手法

(Fiorotto ら 1991) が利用され，成熟期以降の代謝機能，内

分泌機能および炭水化物代謝の酵素活性に対する永続的な影

馨 (Aubert ら 1980; Duff と Snell1982) や ， 成 熟 期 の イ ン

スリン抵抗性発症との関連 (Be i ら 2015), インスリン分泌

への長期的な影響などが明ら か に さ れ て い る 。

家 雀生産の現場において，現在，子牛の発育促進や慣行的

な早期離乳方式における疾病や斃死などの損耗発生率低下を
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意 図 して成分組成を調整し た 代 用 乳 の 増 量 給 与 が 普 及 し つ つ

ある。哺乳期の代用乳の増 量 給 与 に よ る 乳 用 子 牛 の 成 長 促 進

が初産時の乳量増加につながること (Soberon ら 2012 ; 

Soberon と Van Amburgh 2013) や高タンパク質低脂肪の代

用 乳 の増鼠給与が発育向上 に 加 え て 病 原 体 に 対 す る 抵 抗 性 な

ど 免 疫能の向上を示唆する結果が得られている (Nonnecke

ら 2003; Hengst ら 2012 ; Obeidat ら 2013; Ollivett ら

2012; Ballou ら 2012) が，成熟後の免疫機能への影響は明

らかになっていない。

出生後，ヒトやマウスでも，母体由来の受動免疫を取得し

た後，ヒトでは 1 -2 歳 (Calder 2013), マウスでは 3-4 週齢

から， 自身の I gG の産生を開始して (Stecher と Thorbecke

196 7) 免疫機能が発達していく (Maggini ら 2018)) 。栄餐

は 免 疫機能および感染症に よ る 疾 病 率 ， 死 亡 率 を 左 右 す る 直

要な要因であり，エネルギーやタンパク質， ビタミンやミネ

ラレウ などの微呈栄義素の欠乏は免疫機能，特に細胞性免疫

や補体 系の働きなどに深刻な影聾を与えること (Calder

2013; Chandra 1992; Maggini ら 2 0 1 8) や母乳摂取が腸内

感染に 対する耐性を大幅に高める可能性 (Kelly と Coutts

2 0 0 0) が示されている。ま た ， 免 疫 機 能 は 加 齢 に 伴 っ て 低 下

して， 病原 体へ の感 染リスクが高まる (Calder 2013) 。この
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ように，栄養や発育，加齢 な ど と 免 疫 機 能 と の 関 連 性 を 示 す

知見は少なくないが，初期生育段階の栄養摂取と成熟後にお

ける免疫能との関連性を検 討 し た 研 究 は ほ と ん ど な く ， 哺 乳

鼠増加による成熟期以降の 免 疫 機 能 改 善 の 可 能 性 が 期 待 さ れ

る。

そこで，第 4 章では，マウスの一腹哺育匹数を調整して哺

乳期の哺乳量を制御することにより，哺乳期の哺乳量の増加

が性成熟期にいたるまでの 成 長 ， 懺 器 発 達 お よ び 免 疫 機 能 に

及ぼす影馨を調査することを目的とした。免疫機能を評価に

あたっては， TNF-a, IL-6 などの炎症性サイトカインの急激

な産生を伴う全身性の炎症応答モデルとして認められている

リポ多 糖 (LP S) 腹腔内投与試 験 (Fannin ら 2005; Smedegard 

ら 198 9) を実施し，骨髄由来の T 前駆細胞が選択，増殖，

機能分化を経て成熟 T 細胞が産生される胸腺組織 (Koch と

Radtke 2011; Thapa と Faber 2019) におけるサイトカイン

の mRNA 発現を調査した。

69 



材料と方法

本 動物実験は弘前大学動物実験委員会で承認され（承認番

号： A15002), 動物実験実施に関する規定に従って実施した。

供試動物および飼育条件

6 週齢の雄および雌の I CR マウス (Clea Japan, Tokyo, 

Japan) を購入して使用し た。試験期間を通して，実験動物は，

室 温 22 土 2 ℃，照明 14 時間 (5:00 - 19:00) で 飼 育 さ れ ， ペ

レット飼料（飼育繁殖用飼料 CE-2, 水分 8.65% CP 25.1%, 

339.9kcal/100g, Clea Japan) および水道水を自由摂取させ

た。雄マウスと雌マウスを同一のケージに入れて 5 S 間同居

させ， 自由に交配させた。同居後，雌マウスは個別のゲージ

で飼育 し，妊娠判別を体重の増加および腹部の膨隆の有無を

目視で確認した。分娩後は 全ての出生産子の体重を測定し，

産子数が 10 匹以上であることを確認した後，一腹の産子数

を 10 匹（ 雌 雄 各 5 匹；対照区）あるいは 4 匹（雌雄各 2 匹；

栄養強化区 ） に 調 整 し て各区 4 腹ずつを得た。産子数の調整

にあたっては，各腹の雌雄それぞれの平均生時体重に，より

近い個体を残すように選抜 し た 。 産 子 数 調 整 後 は 自 然 哺 育 で

3 週齢 の 離 乳 時 ま で 飼 育し，離乳時に各腹から雌雄の平均体

重に最も近い個体を雌雄 1 匹ずつ選び，個別のケージで上記
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のペレット飼料と水を自由摂取させ 8 週齢まで成長試験を実

施した。産子の体重は 3 週齢時と 8 週齢に測定し，飼料摂取

量 は 3 週齢の離乳から 8 週齢まで毎週測定し，飼料の原物摂

取 量 と増体から飼料効率を算出した。

と畜解体調査

離乳時と 8 週齢時に，各腹から平均体直に最も近い雄産子

と雌産子を選び個別のケージ に 移 し ， lOmM リン酸緩衝生理

食塩水液 (PBS, pH7.4) に溶解した Escherichia coli serotype 

055:B5 由来のリポ多糖 (LPS, lmg/ml, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, US) を体重 20gBW 当たり 5μg 腹 腔 内 に 投 与 し

た 。 投与 3 時間後に頚椎脱臼により安楽死させ，直ちに断頭

して血液 を 採 取 し た 。 採取した血液は室温で 30 分静置した

後， 5 分間遠心分離 (lOOOOxg, 4 ℃ )により血清を分取して

- 30 ℃ で保存した。血液を採取した後，開腹して心臓，肝臓，

肺，副腎および腎臓，胸腺の重量を計測し，胸腺は速やかに

液体窒素で凍結した後ー 80 ℃ で保存した。その後，速やかに

直腸内藍便を採取して液体窒素中で凍結し分析まで 80 ℃ 

で保存し た。

血 中 TNF・a 濃度および血 中，糞中免疫グロブリン濃度測定
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血清中 TNF-a 濃度は Legend MAX™ mouse TNF-a ELISA 

kit (Biolegend, San Diego, CA, USA) を用いて，キットの

測定手順に 従 っ て サ ン ドイッチ ELISA により測定した。血清

中 lgG, lgM および lgA 濃度ならびに羹中 lgA 含量は，それ

ぞれ Mouse lgG ELISA Quantitation Set Bethyl 

laboratories, Montgomery, TX, USA), Mouse IgM ELISA 

Quantitation Set (Bethyl laboratories, Montgomery, TX, 

USA) および Mouse IgA ELISA Quantitation Set (Bethyl 

laboratories, Montgomery, TX, USA) を用いて，試薬セット

の操作手順に従ってサンドイッチ ELISA により測定した。血

清サンプルの希釈倍率は ，予備検討の結果から lgG は 5000

倍， lgM および I gA は 1000 倍とした。羮中 lgA については，

解凍した藍便 50mg にプロテアーゼインヒビター (Complete

Mini; Roche, Basel, Switzerland) を含む PBS を 20 倍量加

えて激しく撹拌し室温で 2 時間放置した後，遠心分離

(15000xg, 5min, 4 ℃ )し て上清を得た。この上清を無希釈

あるいは 50 倍希釈して lgA ELISA に用いた。すべての分析

は 2 反復で実施した。糞中の I gA 含呈は水分含呈を 5 0 % と

仮定して計算し新鮮物重量あたりの直量で示した。

RT-qPCR 
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胸腺組織の TNF-a, IL-6, IFN-y および IL- 10 の mRNA 発

現量を RT-qPCR 法で定呈した。 Pink bead lysis kit RNase 

free (CYD-PINKEl-RNA, Next Advance, Troy, NY, USA) 

およ び Bullet Blender Storm (CYD-BBY24M, Next Advance, 

Troy, NY, USA) を用いて凍結保存した胸腺をホモジナイズ

した後， RNeasy plus mini kit(Qiagen, Maryland, CA, USA) 

を 用いて総 RNA を抽出し た 。 抽 出 し た 総 RNA の純度および

濃度は NanoDrop-2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA) を用いて 260nm と 280nm の波長での吸光度とそ

の 比 を用いて測定した。 ReverTra Ace qPCR RT kit (Toyobo, 

Osaka, Japan) を用いて 200ng の RNA から cDNA の合成を

行った。 1 ウ ェ ル あ た り の反応液の組成は Thunderbird SYER 

Green master mix 10μ1, lOμM PCR Forward および lOμM

プライマー各 0. 6μ1, 鋳型 cDNA 8.8ul を加えた最終液量 20μ1

とした。 PCR 反応は， 95 ℃ で 1 分間の熱処理した後， 92 ℃ で

1 5 秒と 60 ℃ で 1 分間のサイクルを 40 回繰り返した。すべて

の 分析は 2 反復で実施した。使用したプライマーの配列は

Duan ら (2017) が用いたプライマー配列を使用した（表 1) 。

PCR 産物の特異性は融解曲線解析により確認した。全個体の

胸腺から得た cDNA の混合液を標準遣伝子液とし，標準遺伝

子液の希 釈 系 列 か ら 作 成した標準曲線から各遺伝子の mRNA
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発現量を定量し， GAPDH を内部標準遣伝子として GAPDH の

定量 値で補正して示した。

統計処理

産子の 1 週齢から 3 週 齢 ま で の 体 重 は 処 理 と 時 間 を 要 因 と

する反復測定分散分祈により解析した。有意水準は P < 0.05 

を有意差 あ り と し ， 0.05 ::=; P < 0.10 を傾向ありとした。要因

間に交互 作 用 が 認 め ら れた項目については各測定時で t 検定

を 行 っ た。

産子の出生時体重，離乳後の飼義成績， 3 および 8 週齢の

と畜解 体 調 査 に よ り 得 られたデータは，哺乳期の処理区およ

び産子 の 性 別 を 要 囚 と す る二元配置分散分析により解析した。

有意水 準は P < 0.05 を 有意差ありとし， 0.05 ::=; P < 0.10 を

傾向ありとした。統計解析は SPSS Statistic version 22(IBM, 

Armonk, NY, USA) で行った。
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結果

分娩 時 の 母 マ ウ ス の 週齢は，対照区および哺乳鼠増加区で

それぞれ 1 2. 1 および 12. 3 週であった。一腹あたりの平均産

子数は対照区が 1 3 匹，哺乳量増加区は 12. 5 匹であった。産

子の出生体重の平均値は，対照区の雄が 1.70g (n=23), 雌 が

1.65g (n=29), 哺乳呈増加区は雄が 1.65g (n=28), 雌が 1. 6 2 g 

(n=22) で ， 処 理 区 お よ び 性別による有意差はなかった。

表 2 に離乳後の飼養試験 に お け る 体 重 ， 増 体 ， 飼 料 摂 取 量

及び飼料効率を示した。産子の体重は 3 週齢時及び 8 週齢時

ともに対照区より哺乳量増加区が重かった (P<0.01) 。 3 週

齢時には性差が認められなかったが， 8 週齢時の体重は雄産

子が 雌産子より璽かった (P<0.01) 。 3 週齢から 8 週齢まで

の日増体は処理区間で差は な く ， 雌 産 子 よ り も 雄 産 子 が 高 い

結果であった (P<0.01) 。飼料摂取量は哺乳量増加区が対照

区より多 く ( P < 0.01), 雄が雌より多かった ( P < 0.01) 。

代謝体重あたりの飼料摂取呈には処理区間差はなく，雄が雌

よりも低かった (P<0.01) 。その結果，飼料効率は哺乳量増

加区よりも対照区で高く (P=0.04), 雄が雌より高かった ( P

< 0.01) 。

表 3 に， 3 週齢時と 8 週齢時における空体重に対する臓器

重量を示した。 3 週齢時の心臓の相対重鼠は哺乳呈増加区が
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対照区よりも有意に低かった (P<0.01) 。また， 3 週齢時の

胸腺の相対重量は哺乳量増加区が対照区よりも重い傾向がみ

られた (P=0.07) 。 8 週齢時には，肺の相対重量は哺乳量増

加区で 対 照 区 よ り も 低 い 傾向 ( P = 0.09) を示し，腎臓およ

び副腎は哺乳量増加区で対照区より重い傾向 ( P = 0.09) が

みられた。肺の相対重鼠は 3 週齢 ( P = 0.02) および 8 週齢

( P  = 0.04) ともに雄産子よりも雌産子で高かった。 8 週齢

時には 胸腺 ( P < 0.01) と牌臓 ( P < 0.01) の重量が雌で雄

より有 意に重く，腎臓およ び 副 腎 は 雄 が 雌 よ り 有 意 に 重 か っ

た (P<0.01) 。また，肝臓の相対重量は 3 週齢には雄が雌よ

りも重い傾向を示した (P=0.08) が， 8 週齢時にはこの傾向

はみられな くな った 。

表 4 に 3 および 8 週齢における腹腔内 LPS 投与 3 時間後

の血清中 TNF-a 濃度の結果を示した。血清中 TNF-a 濃度は

3 週齢において哺乳量増加区で対照区よりも高い傾向 ( p = 

0. 0 9) がみられたが，この傾向は 8 週 齢 時 に は み ら れ な か っ

た。 3 および 8 週齢のいず れ に お い て も 性 差 は み ら れ な か っ

た。

表 5 に産子の血中 lgG, lgA および lgM 濃度および糞中

lg A 合量を示した。 3 週齢時の血中 I gG 濃度は哺乳量増加区

で対照区より有意に低かった (P = 0.01) が， 8 週齢時には処
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理区間差がみられなかった。血清中の lgA および lgM 濃度に

処理区間 差 は み ら れ な か ったが， 8 週齢時に血清中 IgM 濃度

が雌で雄よりも高い傾向がみられた (P=0.07) 。梃中 IgA 含

鼠に処 理区間差はみられなかったが， 8 週齢時には雄よりも

雌で有意に高かった (P=0.02) 。

表 6 に胸腺のサイトカイン mRNA 発 現 呈 を 示 し た 。 3 週齢

時 の IFN-y 発 現 量 は 哺 乳量増加区が対照区よりも高い傾向

( P  = 0.08) を示したが， 8 週齢時にはこの傾向は見られな

くなった 。 8 週齢において， TNF-a 発現量は哺乳量増加区が

対照区よりも高くなる傾向を示した (P= 0.07) 。 8 週齢時の

IL- 1 O 発現量は処理 ( P = 0.03) および処理と性の交互作用

を示す傾向 ( P = 0.08) が認められ，哺乳量増加区で対照区

よりも高く，雄でその差が大きかった。

77 



図 表

表 1. 本研究で使用したプライマー配列

遺伝子 配列

TNF-a Forward 5'-CCCCCAAAGGGATGAGAAGTTC-3' 

Reverse 5'-GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA-3' 

IL-6 Forward 5'-CGGAGAGGAGACTTCACAGAG-3' 

Reverse 5'-ATTTCCACGATTTCCCAGAG-3' 

IFN-y Forward 5'-AAGCGTCATTGAATCACACCTG-3' 

Reverse 5'-TGACCTCAAACTTGGCAATACTC-3' 

IL-10 Forward 5'-GGGGCCAGTACAGCCGGGAA-3' 

Reverse 5'-CTGGCTGAAGGCAGTCCGCA-3' 

GAPDH Forward 5'-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3' 

Reverse 5'-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3' 
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表 2. 産子の体直および離乳時 (3 週齢）から 8 週齢までの日増体，飼料摂取量および飼

料効率への哺乳鼠増加の影聾（平均士標準娯差）

処理区

対照区 哺乳量増加区 P 値

交互
項目 雄 雌 雄 雌 処理 性別 作用

供試数 n= 20 n= 20 n=B n=S 
3 週齢時体重 14.3 士0.6 13.5 土0.7 18.0 士0.7 17.7 土0.5 <0.01 0.13 0.60 

供試数 n=4 n=4 n=4 n=4 
8 週齢時体重 37.4 士1.0 29.8 土〇.4 42.4 士1.8 33.0 土0.5 <0.01 <0.01 0.41 

離乳ー8 週齢
日増体， g/S 0.65 士0.01 0.46 士0.01 0.69 士0.04 0.43 士0.02 0.82 <0.01 0.21 
飼料摂取量

'g/S 5.52 士0.03 5.02 士0.13 6.19 士0.21 5.51 士0.21 <0.01 <0.01 0.60 
飼料摂取量
／代謝体重 0.43 士0.01 0.46 士0.01 0.44 士0.01 0.46 士0.01 0.95 0.04 0.66 
飼料効率 0.12 士0.01 0.09 士0.01 0.11 士0.01 0.08 士0.01 0.04 <0.01 0.51 

代謝体重= 3-8 週齢の平均体重 0 75 

飼料効率= 3-8 週齢の増体(g) / 3-8 週齢の飼料摂取量(g)
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表 3. 産子の離乳時 (3 週齢）と 8 週齢時の相対臓器重量 (%BW) への哺乳量増加の影響

（平均士標準誤差）

処理区

対照区 哺乳量増加区 P 値

項目 雄 (n=4) 雌 (n=4) 雄 (n=4) 雌 (n=4) 処理 性別 交互作用

離乳時

胸腺 0.58 土0.02 0.59 土0.02 0.62 士0.04 0.67 士0.04 0.07 0.29 0.52 

牌臓 0.72 士0.02 0.69 土0.07 0.64 士0.05 0.71 士0.05 0.60 0.63 0.35 

肝臓 4.67 士0.09 4.37 土0.11 4.72 士0.17 4.55 士0.10 0.34 0.08 0.60 

心臓 0.56 士0.02 0.55 土0.01 0.50 士0.02 0.52 士0.02 <0.01 0.91 0.29 

肺 0.88 士0.03 1.00 土0.06 0.83 士0.03 1.18 士0.03 0.47 0.02 0.20 
腎臓＋副腎 1.76 士0.05 1.64 土0.05 1.62 士0.05 1.69 士0.05 0.46 0.67 0.15 

8 週齢時

胸腺 0.17 士0.02 0.29 土0.01 0.17 士0.01 0.30 士0.02 0.54 <0.01 0.87 

牌臓 0.25 士0.01 0.35 土0.01 0.28 士0.01 0.35 士0.01 0.16 <0.01 0.20 

肝臓 5.27 士0.12 5.13 土0.13 5.35 士0.13 5.37 士0.12 0.22 0.63 0.55 

心臓 0.52 土0.03 0.50 土0.04 0.48 土0.02 0.47 土0.06 0.40 0.74 0.84 

肺 0.58 土0.03 0.70 土0.05 0.54 土0.05 0.59 土0.04 0.09 0.04 0.43 
腎臓＋副腎 1.97 土0.04 1.57 土0.09 2.15 土0.10 1.69 土0.09 0.09 <0.01 0.73 
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表 4. 離乳時 (3 週齢）および 8 週齢時の産子の腹腔内 LPS 投与後の血中 TNF-a 濃度

(pg/ml) への哺乳量増加の影聾（平均士標準誤差）

項日

離乳時

8 週齢

処理区

対照区 哺乳量増加区 P 値

雄(n=4) 雌(n=4) 雄(n=4) 雌 (n=4) 処理性別 交互作用

256 士62 264 士57 441 士51

138 士104 368 土136 209 士86
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429 土160 0.09 0.98 

272 土13 0.90 0.15 

0.92 

0.40 



表 5. 離乳時 (3 週齢）および 8 週齢時の産子の血中 lgG, lgA, lgM 濃度 (μg/ml) およ

び藍中 IgA 含鼠 (μg/g 新鮮糞）への哺乳量増加の影聾（平均士標準誤差）

処理区

対照区 哺乳量増加区 P 値

雄 雌 雄 雌 交互
項目 (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) 処理 性別 作用

離乳時

IgG 136 土13 149 土16 88 土15 100 土21 0.01 0.47 0.97 

IgA 2.9 土1.0 3.2 土0.1 4.3 土1.4 3.0 土0.5 0.50 0.59 0.36 

IgM 56 士9 59 土8 68 士10 54 土4 0.70 0.54 0.29 

梃中 IgA 5.0 士3.4 4.8 士1.0 4.9 士1.2 2.6 土〇.8 0.56 0.53 0.59 

8 週齢

IgG 195 士36 255 土29 204 土62 281 士38 0.69 0.14 0.85 

IgA 225 士10 160 土15 198 土18 208 士43 0.68 0.29 0.16 

IgM 114 士5 150 士27 119 士17 165 士24 0.63 0.07 0.79 

糞中 IgA 199 士30 501 士141 148 士26 303 士95 0.18 0.02 0.42 
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表 6. 離乳時 (3 週齢）および 8 週齢時産子の胸腺のサイトカイン mRNA レベルヘの哺

乳鼠増加の影聾（平均士標準娯差）

処理区

対照区 哺乳呈増加区 P 値

雄 雌 雄 雌 交互
項目 (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) 処理 性別 作用

離乳時
TNF-a 0.99 土0.23 0.94 土0.27 1.20 土0.10 1.22 土0.34 0.35 0.94 0.88 
IL-6 0.84 士0.29 1.19 士0.81 0.89 士0.32 1.31 土0.51 0.87 0.48 0.95 
IFN-y 0.51 土0.12 0.41 土0.03 0.91 土0.33 1.16 土0.48 0.08 0.80 0.57 
IL-10 0.83 士0.14 0.93 士0.34 0.94 士0.15 1.14 土0.24 0.51 0.53 0.84 

8 週齢
TNF-a 0.56 士0.21 1.16 士0.30 1.45 士0.23 1.49 土0.44 0.07 0.32 0.38 
IL-6 0.65 士0.50 1.09 士0.31 13.3 士9.7 1.68 士0.48 0.20 0.28 0.24 
IFN-y 0.59 士0.20 0.60 士0.09 6.27 士4.16 3.13 土2.42 0.11 0.53 0.53 
IL-10 0.53 士0.11 1.09 士0.12 2.66 士0.88 1.34 士0.38 0.03 0.45 0.08 

各遺伝子の mRNA 発現量は GAPDH の発現量で補正した数値で示した。
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考察

マ ウスが性成熟に達する週齢は系統によって異なるものの

一般的 には 7 週齢程度とされている (Dutta ら 2016) こと

か ら ，本研究で飼養試験の終了時とした 8 週齢時において性

成熟期に達していたものと考えられる。本研究では，哺乳期

の増体は哺乳量増加区が対 照 区 よ り も 大 き く ， 離 乳 後 の 飼 義

試験における増体速度は両試験区とも同様であったため，離

乳時点での体重差がそのまま持続されて， 8 週齢時の体璽も

哺乳量増加区が重かった。 ICR マウスの標準的な体重は 3 週

齢では雄 12. 7 g, 雌 12.4g, 8 週齢では雄 3 7. 2 g, 雌 2 8. 9 g と

報告され て お り (Kimura ら 1986), 本研究の対照区の体重

はこれらとほぼ同等の体重 で あ っ た こ と か ら ， 対 照 区 は 標 準

的な発育を示したものと考えられる。これに対して，哺乳鼠

増加区の体直は， 3 週齢時および 8 週齢時のいずれにおいて

も対照区より有意に増加し て い た 。 す な わ ち ， 哺 乳 期 の 哺 乳

鼠増加による発育促進は，性成熟期における I CR マウスの標

準 的 な体重を超えて，持続されることが判明した．乳用子牛の

研究においても，哺乳期 の母乳摂取量を増加させると離乳時

の 体 重が増加し，その体重 差 が 離 乳 後 も 持 続 す る こ と が 報 告

されている (Rosenberger ら 2 0 1 7) 。また，ホルスタイン種

牛の研究では，ボディサイズが大きい個体より小さい個体で
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飼 料 効率が向上することが報告されており (Yerex ら 1988),

マウスを用いた本研究にお い て 体 重 の 大 き い 哺 乳 量 増 加 区 で

みられた飼料効率の低下と同様な関係が，離乳後の栄養整理

機構の異 なる 反糊 動物 においても認められている。

人 工哺育めん羊への代用乳増量給与による増体促進が，体

重に対する心臓の相対重呈の低下と胸腺および腎臓の相対重

量の増 加 を 引 き 起 こ す (Greenwood ら 2 0 0 4) ことや，哺乳

期子牛への高タンパク質高脂肪代用乳の増鼠給与が胸腺の重

量増加につながること (Geiger ら 2016) が報告されており，

本研究で観察された哺乳期の哺乳量増加による離乳時の心臓

重量の低下と胸腺の増大傾向， 8 週齢時の腎臓と副腎の増大

傾向と 一 致 し て い た 。 木研究では哺乳星の増加によって 8 週

齢時の肺重鼠の低下傾向が み ら れ た ． 哺 乳 期 の 栄 養 過 剰 に よ

る肥満が 150 日齢時のマウスの肺の炎症応答を高め，肺の機

能を損なうことが報告されており (Ye ら 2012), 本研究の哺

乳量増加区における 8 週齢時の肺の重量低下が肺の機能低下

につながる可能性が危惧される結果であった。

マウスの臓器重量の性差は， 8 週齢時頃には牌臓が雌で雄

より大 きくなり，肝臓と腎臓は雄で雌より大きくなる（茨木

ら 196 9) とされており， さらに加齢が進んで 1 8 週齢時にお

い て は牌臓だけでなく肺も 雌 で 雄 よ り 大 き く ， 腎 臓 は 雄 で 雌
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よ り 重いことが報告されており (Iwata ら 1993), 本研究に

お い ても 3 週齢時に肝臓が雄で雌より大きい傾向が， 8 週齢

時 に は胸腺，牌臓および肺 が 雌 で 雄 よ り 大 き く ， 腎 臓 は 雄 で

雌よりも大きく，既存の研究と同様の性差が観察された。

本研究 で は ， 哺 期 の 哺乳量増加により離乳時の血中 I gG 濃

度が低下した。マウスでは胎子期に胎盤経由で獲得した

IgG(Kim ら 2 0 0 9) に加えて，出生後数週間も母乳由来の I gG 

摂取によ り I gG の母子移 行 を 継 続 し て (Ghetie ら 19 9 6 ; 

Pentsuk ら 2 0 0 9) 受動免疫を獲得する。産子は 3-4 週齢から

自身の I gG 産生を開始する (Stecher と Thorbecke 1967) 。

以上から，哺乳量増加では母乳由来 IgG の吸収量の低下や，

血中 半減期の短縮，産子自身の I gG 産生開始時期の遅延また

は産 生量の一時的な低下を引き起こす可能性が考えられた。

哺乳量増加区における離乳時の血中 IgG 濃度の低下は， 8 週

齢時には 回 復 し て い た こ とから， 3 週齢時の産子の免疫グロ

ブリン産生量の低下は哺乳 量 増 加 に よ る 不 可 逆 的 な 反 応 で は

なく，一時的な変化であると考えられた。

本研究では， 8 週齢時の糞便中 I gA 含呈と血清中 IgM 濃度

に性差が認められ，雌で雄 よ り も 高 か っ た 。 マ ウ ス 牌 細 胞 と

よび Ig E 濃 度 が 増 加 し ，免疫グロプリン産生がエストロジェ
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ンにより促進されることが示されており (Han ら 2002), 本

研究の 8 週齢時における雌マウスの高い血中 IgM と藍中 I gA 

濃度は性成熟にともなっ て 上 昇 し た エ ス ト ロ ジ ェ ン の 作 用 に

よるものと考えられた。

ヒトおよびマウスでは，胸腺は T 網胞の成熟が進行する主

要なリンパ組織である (Thapa と Farber 2019) 。胸腺のサイ

ズはヒトでは出生後増大し思春期に最大に達した後，加齢に

伴って 退縮していく (Shichkin ら 2 0 2 0) 。また，マウスでも

胸腺は出生後増大し 4-6 週齢時に最大となり，その後は加齢

とともに徐々に退縮していく (Gray ら 2006) 。初期成長期に

おける胸腺の発達不全は，末梢 T 細胞数の減少および機能障

害 を引き起こす (Thapa と Farber 2019) 。本研究で観察され

た哺乳期の哺乳呈増加による 3 週齢時における胸腺重鼠の増

加傾向は， T 細胞産生やその機能状態に影響していた可能性

が考えられる。

本 研究では，哺乳呈増加区で離乳時の LPS 投与後の血清中

TNF-a 濃度および胸腺の IFN-y mRNA 発現量の増加傾向が

み ら れた .Ballou ら (2015) の研究では，ジャージ一種子牛

に 高 タンパク質低脂肪の代用乳を 6 週齢の離乳時まで多給す

ると， 11 週齢時において試験牛から採取した血液を大腸菌由

来 LPS と共培養した際の TNF-a 産性能の増大や大腸菌に対
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する好中球の酸化バースト量の増大がみられ，高タンパク質

低脂肪代用乳の多給は細胞性免疫の応答性を増強しうると推

察 し ている．炎症性サイトカインである TNF-a は主にマクロ

ファージから産生され，好 中 球 や マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど の 食 作

用の活性化や炎症応答を仲介し (Turner ら 2014), IFN-y は

T 細胞およびナチュラルキラー細胞により主に産生され，マ

クロファージの活性化や白血球の遊走を促進する (Schroder

ら 2 0 0 3) こ とか ら， 哺乳量増加区で観察された離乳時の血清

中 TNF-a 濃度や胸腺の IFN-y mRNA 発現量の上昇傾向は，

哺 乳 期の哺乳量増加により 細 胞 性 免 疫 の 応 答 性 が 増 強 さ れ た

可能性 を示しているものと考えられる。 Ballou ら (2015) も，

ジャージ一種子牛への高タ ン パ ク 質 低 脂 肪 代 用 乳 の 多 給 が 細

胞 性 免疫の応答性増強の可能 性 を 示 唆 し て い る 。

本研究では，哺乳量増加により性成熟に達した 8 週齢時の

胸腺に おいて TNF-a の mRNA 発 現 量 の 増 加 傾 向 と IL- 10 

mRNA 発現鼠の増加がみられた .Ye ら (2012) は， I CR マ ウ

スを用いて出生 H に一腹産子数を 3 匹に調整して 3 週齢まで

哺乳した栄養過剰区と一腹産子数 10 匹とした対照区を比較

検討した結果， 150 日齢時における気管支肺胞洗浄液中と血

清中の TNF-a 濃度ならび に 肺 の TNF-a mRNA 発現量が対照

区より栄餐過剰区で上昇することを報告しており (Ye ら
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2012), 哺乳期の栄養摂取量の増加が成熟期以降の TNF-a 産

生能増大にまで関与することを示している。 IL- 10 は骨髄組

織， リンパ系組織， y8T 細胞，ナチュラルキラー細胞，マス

l、細胞 ，顆粒球などの様々な細胞から産生され，炎症性サイ

トカインの TNF-a とは逆に炎症を抑制する作用を有してい

る (Couper ら 2 0 0 8) 。 ずなわち，本研究の哺乳期の哺乳量増

加は性成熟期において LPS 抗原感作後の炎症性ならびに抗

炎症性双方のサイトカインの産生星を高める可能性が示唆さ

れた。

以上より，マウスの哺乳期の哺乳量増加は血中 IgG 濃度の

一 時 的な低下を引き起こす も の の ， 離 乳 時 の 胸 腺 サ イ ズ の 増

大，抗原感作時の自然免疫 の 応 答 性 増 大 を 引 き 起 こ す こ と が

示 唆 された。さらに，成熟 期 に お い て も 哺 乳 期 の 増 体 促 淮 が

持続され，抗原感作時の IL- 10 および TNF-a の産生を増大さ

せる可能性が示された。近年，哺乳期子牛の発育促進と事故

率低下を意図して成分組成を調整した代用乳の増量給与が普

及しつつあるが，本研究で観察された哺乳量増加による免疫

機能への持続的な影聾が哺 乳 機 に 栄 餐 強 化 し た 子 牛 に お い て

も認められるのか検証が必要である。
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小 括

第 4 章では，マウスにお い て ， 哺 乳 期 の 哺 乳 量 増 加 に よ る

成長促進は離乳後の飼料 摂 取 量 の 増 加 と 飼 料 効 率 の 低 下 を 招

き ， 成熟時のサイトカイン 産 生 能 を 増 強 す る 可 能 性 が 明 ら か

になった。
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第 5 章 総合考察

疫学研究分野において，胎子期に母体の栄養条件が悪く，

低出生体重で生まれた子では，成熟期以降の肥満，心臓疾患，

糖 尿 病や高血圧の発症リスクが高まること (Barker ら 2 0 0 2; 

Gluckman ら 2 0 0 7) が報告されて以来，胎子期などの初期成

長期の栄養水準などの環境要因と以降の発育段階における生

理機能に影響するとされる 代 謝 プ ロ グ ラ ミ ン グ 現 象 に つ い て

マウス，ラット，めん羊，ウシ，ブタなどの様々な動物モデ

ルを用いて研究が行われてきた。また，最近では家畜生産分

野においても，初期成長期 の 栄 養 水 準 な ど の 環 境 要 因 が 家 畜

の代謝機能，内分泌機能， 繁 殖 機 能 ， 骨 格 筋 の 成 長 ， 枝 肉 成

績や肉質などの家畜の生産性に関連深い形質に不可逆的な影

響を及ぼす可能性がある こ と か ら ， 代 謝 プ ロ グ ラ ミ ン グ に 焦

点を当てはじめている (Daniel ら 2007; Ford ら 2 0 0 7 ; 

Greenwood ら 2009; Jaquiery ら 2012; Du ら 2015; Sinclair 

ら 2 0 1 6) 。そこで，本研究では家畜生産における代謝プログ

ラミングの有用性を検討するために種々の検討を行った。

疫学研究 に よ り 胎 子 期の栄養制限により成熟期の肥満症発

症リスクが向上する (Gluckman と Hanson 2004) ことや，

マウスおよびラットのモデル実験により胎子期のタンパク質
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制限により出生後の増体や内臓脂肪の蓄積量の増加が報告さ

れていることから (Guan ら 2005; Chen ら 2009), 家畜の

胎子期のタンパク質制限 に よ り 出 生 後 の 子 畜 の 増 体 の 促 進 が

期待されるが，ウシやめん羊などでは胎子期のタンパク質制

限のみの実験処理を用いた 研 究 例 は 殆 ど な く ， ま た ， 子 畜 の

成長につ いて詳細に検討した研究例は少ない。そこで，第 2

章では，タンパク質制限飼料を妊娠後期めん羊に給与して，

胎児期にタンパク質制限環境に暴露された産子の出生後の成

長および脂肪蓄積を検討し，成長や脂肪蓄積に関連する遺伝

子群の発現量ならびにグルコースーインスリン桓常性の変化

を伴わずに，離乳後の増体 ， 内 臓 脂 肪 組 織 の 蓄 積 を 冗 進 す る

ことを明らかにした。げっ歯 類 を 用 い た 先 行 研 究 と 同 様 に ，

めん羊においても同様に出 生 後 の 増 体 と 脂 肪 菩 積 充 進 が な さ

れること を 本 研 究 で 明 ら かにした。

ウシの初乳はタンパク質，脂質， ミネラル， ビタミンを常

乳より高濃度に含み，免疫グロプリンならびに成長ホルモン，

I GF-1 などの成長因子や酵素，白血球などの免疫関連物質な

ども含む (Abd El-Fattah ら 2012; Blum と Hammon 2000; 

Ontsouka ら 2003; Stelwagen ら 2 0 0 9) 。 ま た ， ウ シ ， め ん

羊などの家斎は，胎子期に胎盤を介して抗体移行が起きず，

出生後初乳の摂取を介して I gG を獲得し受動免疫移行がなさ
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れ (Weaver ら 2000; Quigley と Drewry 1998), 出生後の適

正な初 乳摂取は，産子の生存や健康に重要である。前述のと

お り ，現在では，初乳中の 種 々 の 生 理 活 性 物 質 の 伝 搬 が 子 畜

の生理 機能や臓器・組織の 発 達 に 寄 与 す る と さ れ る ラ ク ト ク

ライン仮説が提唱され (Begnell ら 2009; Bagnell ら 2017;

Bagnell ら 2019; Bagnell と Bartol 2019; Spencer ら 2019),

初乳，母乳中の成分が子の気性，繁殖機能，内分泌機能等に

影響することが明らかにされつつある。また，初乳の増鼠給

与研究が複数報告されて い る (Hammon と Blum 1997; 

Blattler ら 2001; Hammon と Blum 2002; Faber ら 2 0 0 5 ; 

Berge ら 2009) 。しかしながら，いずれの研究も増量給与後

7 日齢などの短期的な影 響の検討にとどまり，長期的に初乳

増量給与の影曹を調べた研究は少ない。第 3 章では，子めん

羊を用いて出生後 7 日間の初乳製剤の追加給与が 9 週齢時の

成長や免疫機能に及ぼす影響を調査した。その結果，出生後

7 日間 の 初 乳 追 加 給 与 は ，追加給与時の人為的な哺乳作業が，

増体の抑制および牌臓サイズの低下，抗原感作時の発熱応答

を低下させ 9 週齢時の免疫機能を抑制する可能性があるが，

子めん羊の出生後の小腸における脂質の吸収を促進し 9 週齢

時 の 内臓脂肪蓄積量を増加 さ せ る こ と が 示 さ れ ， 初 乳 の 追 加

給与が小腸の脂質吸収促進を介して，離乳時程度の内臓脂肪
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蓄 積 量を増加させることが明らかにされた。以上のように，

本研究では，新生子期における初乳の増呈給与により，離乳

時点での小腸吸収や内蔵脂肪の蓄積を制御し，初乳の給与量

により，離乳時点の生理機 能 を 制 御 で き る 可 能 性 が 示 唆 さ れ

た。

げ っ歯類を用いた代謝プログラミング研究では，一腹産子

数を調整することで出生後の哺乳期の栄養水準を操作する手

法により成熟期以降の代謝 機 能 ， 内 分 詔 機 能 お よ び 炭 水 化 物

代謝の酵 素活 性に 対す る永続的な影聾 (Aubert ら 1980; Duff 

と Snell1982) や，成熟期のインスリン抵抗性発症との関連

(Be i ら 2015) が示されており，胎子期のみならず，哺乳期

の栄養 水準も成熟期の産子の内分泌機能を左右することが明

らかにされている。また， 家畜生産の現場において，現在，

子牛の発育促進や慣行的な早期離乳方式における疾病や斃死

などの損耗発生率低下を意図して高タンパク質低脂肪の代用

乳の増量給与が普及しつつ あ り ， 哺 乳 期 の 代 用 乳 の 増 呈 給 与

による乳用子牛の成長促進が初産時の乳量増加につながるこ

と (Soberon ら 2012; Soberon と Van Amburgh 2013) や 高

タンパク質低脂肪の代用乳の増量給与が発育向上に加えて病

原体に対する抵抗性など免 疫 能 の 向 上 を 示 唆 す る 結 果 が 得 ら

れている (Nonnecke ら 2003; Hengst ら 2012; Obeidat ら
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2013; Ollivett ら 2012; Ballou ら 2012) 。しかし，成熟後

の免疫機 能 へ の 影 聾 は 明らかになっていない。そこで，第 4

章では，マウスの哺乳匹数調整による哺乳量増加が離乳時と

性成熟程度の免疫機能への影響を検討した。免疫機能の評価

にあたっては， LPS 腹腔内投与試験を実施し， TNF-a 酸性お

よび胸腺組織におけるサイトカインの mRNA 発現を調査し

た。その結果，マウスの哺乳期の哺乳量増加は血中 IgG 濃度

の一時的な低下を引き起こ す も の の ， 離 乳 時 の 胸 腺 サ イ ズ の

増大，抗原感作時の自然免疫の応答性増大を引き起こすこと

が示唆された。さらに，成 熟 期 に お い て も 哺 乳 期 の 増 体 促 進

が持続され，抗原感作時の IL- 1 O および TNF-a の産生を増大

させる可能性が示された。

以 上の結果から，胎子期の栄養制限，初乳の追加給与，哺

乳期の哺乳量の増加などの 初 期 成 長 期 に お け る 栄 養 水 準 や 初

乳の摂取量により，産子の出生後の成長や脂肪蓄積，免疫機

能を向上 させることを実証した。
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