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要 約 乳汁中のアデノシンデアミナーゼ (ADA)活性の臨床的意義を検討した.まず臨床的に

健康な搾乳中のホルスタイン種成乳牛35頭の乳汁を初乳と常乳 (泌乳初期,泌乳最盛期,泌乳中期,泌

乳後期)に区分し,乳清中のADA活性値を測定した.常乳の乳清ADAは0.03±0.01IU/Eと著しく低値だっ

たが,初乳は11.9±2.9IU/P(平均±標準誤差,以下同)と,常乳に比べて高値を示した.次に,ホル

スタイン種成乳牛11頭について,分娩前後の血清ADA活性値と末梢血リンパ球幼若化能を調べた.ま

た初乳および分娩 1週間後の乳清ADA活性値と初乳中リンパ球幼若化能を測定した.これらの結果は,

乳汁CMT変法検査が陰性牛の非乳房炎牛 (6頭)と陽性午の潜在性乳房炎牛 (5頭)に分けて検討した.

分娩前後の血清ADA活性値は,潜在性乳房炎牛が非乳房炎牛に対して高値を示す傾向が認められ,初

乳の乳清ADAでも非乳房炎牛が13.5±1.7IU/E,潜在性乳房炎牛が 23.0±5.1IU/Eで,潜在性乳房炎牛

が非乳房炎牛に対して有意 (p<0.05)な高値を示した.分娩前後の末梢血リンパ球幼若化能は,非乳房

炎牛では分娩時に低下する傾向がみられたが,潜在性乳房炎牛ではそのような傾向は認められず,分娩

時にも高い反応性を示した,初乳中リンパ球幼若化能は,いずれのマイト-ジェンで刺激した場合も,

潜在性乳房炎牛が非乳房炎牛に対して著しい高値を示した,PHAによる刺激指数がきわめて高値を示

した個体では初乳中ADA活性も高値を示した.以上のことから,潜在性乳房炎を伴う初乳中のADA活

性は炎症反応により活性値が上昇するため,乳房炎診断を同時に行う必要性が考えられた.リンパ球幼

若化能とADA活性値の明らかな相関は見出せなかったが,初乳中のADA活性値は乳汁中のリンパ球,

とくにCD4十丁細胞機能を反映することが推測され,簡便なリンパ球系細胞の免疫能評価に応用できる

可能性が示唆された.
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1.はじめに

乳牛の初乳中IgG量は母牛の年齢や健康状態,給与飼

料によって異なる [~し]ことから,初乳中の細胞成分や

サイトカインについても母牛の免疫能を反映して変動す

ることが推測される.周産期における全身性および乳腺

局所の免疫機構の解明は,初乳に含まれる免疫細胞が新

生子に移行し感染防御に役立っている可能性があり,千

牛の感染症に関わる重要な課題である,しかしながら,

初乳を含め乳汁中の細胞性免疫能の検査方法は煩雑であ

るため,スクリーニング検査として簡便な免疫能評価法

の開発が必要である.

アデノシンデアミナーゼ (Adenosinedeaminase;

ADA)は.アデノシンを加水分解し,イノシンとアン

モニアを生成する反応を触媒するプリン代謝系の酵素で

[2],リンパ球の増殖や分化に必要である [3].ヒトの

上皮細胞やリンパ系細胞などでは,ADAがT細胞活性

化抗原であるCD26と結合して細胞表面にも存在するこ

とが明らかにされており [4],免疫系においてT細胞機

能の調節に関わる重要な酵素であることが証明されてい

る.一方,動物の血清ADAに関する酵素診断学的な報
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告は数少なく,犬の実験的中毒性肝障害 [5],猫伝染性

腹膜炎 [6]や猫免疫不全ウイルス感染症 [7],牛では

牛白血病 [8]や肝臓病変 [9]などの報告があるにすぎ

ない.

本研究では,乳汁中ADA活性の臨床的意義を検討す

るため,乳期別の乳汁中ADA活性および分娩前後の乳

汁と血清中のADA活性値およびリンパ球幼若化能を測

定し,乳汁中ADA活性と全身性および乳汁中のリンパ

球細胞性免疫との関連性を検討した.

2.材料および方法

乳期別乳汁のADA活性の測定には臨床的に健康な搾

乳中のホルスタイン種成乳牛35頭を用いた.泌乳牛を初

乳期 (分娩～ 1時間,3頭),泌乳初期 (7日～49日,

4頭),泌乳最盛期 (50日～109日,10頭),泌乳中期 (110

日～219日,6頭)および泌乳後期 (220日～乾乳,12頭)

の泌乳期別に区分して,牛群検走時にミルクメーターよ

り乳汁をプラスチック遠沈管に採取した.初乳は胎子娩

出後1時間に手搾 りで採取した.

分娩前後の乳牛血清および初乳中のADA活性および

リンパ球幼若化能の測定には,乳期別測定とは異なる,

分娩直後の臨床的に健康なホルスタイン種成乳牛11頭を

供試 した.分娩直後に初乳と全血を採取 した.初乳は

50mRプラスチック遠沈管2本に無菌的に採取するとと

もに,CaliforniaMastitisTest変法 (PLテスター :日本

全薬工業,郡山)で陽性の牛5頭を乳房炎牛,陰性の牛

6頭を非乳房炎牛とした.乳房炎牛は全頭とも,全身症

状や乳房の状態に変化を認めない潜在性乳房炎であっ

た,潜在性乳房炎牛の乳汁は,細菌検査を実施した.乳

汁採取は分娩後 1週間 (11頭)にも行った.血液は分娩

2週間前,1週間前,分娩時,分娩後1週間に頚静脈よ

り採取して血清を分離した.

乳汁は4℃,3000rpm,15分間遠心し,上層の脂肪層

を除去 して脱脂乳とした.レンニン (SIGMA,USA)

10mgに対して蒸留水 1mQを加えて溶解したものをレン

ニン溶液とし,その25〟Qを脱脂乳 3mQに混合 した.

37℃で10分間静置し,脱脂乳を凝固させた後,4℃,

3000rpm,15分間遠心分離して乳清を得た.乳清および

血清ADA活性は,酵素法による血清ADA測定用キット

(セロテックAD-L:セロテック,札幌)を用い,臨

床生化学自動分析装置 (7060型自動分析装置 :日立製作

所,東京)で測定した.

末梢血 リンパ球分離は,FicolLConray液を用いた比

重遠心法 [10]で行 った.Ficol1-Conray液 は,Ficoll

(SIGMA,USA) とConray400(第一製薬,東京)

を比重1.077に調整 して用いた.得られたリンパ球塊を

100/0年胎子血清 (fetalCalfserum (FCS):GIBCO,

USA)加RPMI1640培地 (GIBCO,USA)に浮遊させ,

生存 リンパ球数が 5×106/mQとなるよう濃度を調整

した.マイ ト-ジェンとして,フィトヘマグルチニン

(PH旦:DIFCO,USA),ポークウイ-ドマイト-ジェ

ン (PWM :GIBCO,USA)およびコンカナバ リンA

(Con-A:Amersham PharmaciaBiotech,USA)を用

いた マイト-ジェンの濃度はそれぞれのリンパ球幼若

化能の反応が最も良い濃度に希釈 した.PHAは31.2〟g/

mD,Con-Aは3.9pg/mP,PWMは6.24FLg/mQであった.

リンパ球浮遊液を96穴マイクロプレー ト (COSTAR,

USA)に90JJEづつ分注し,そこにマイト-ジェンを10

FL鋸添加した.38℃,5%CO2および95%02の環境下で

4日間培養後,′,MTT (3-[4,5-Dimethylthylthiazo1-2-yl]

-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide:SIGMA,USA) 法

[11]により吸光度 (主波長570mm,副波長650mm)

を測定した.この吸光度を用いて,以下の式により刺激

指数 (SI)を求めた.

SI-
マイト-ジェン添加サンプル吸光度

コントロール吸光度
×100

初乳からのリンパ球の分離は末梢血同様に比重遠心法

[10]の変法で行った.初乳25mPと同量の滅菌0.01MPBS

をプラスチック遠沈管内で混合 し,550G,20分間遠心

分離した.滅菌スポイトで沈注を別の50mEプラスチッ

ク遠沈管に移し,滅菌PBSで3回洗浄 (550G,10分間)

した後,沈注を滅菌PBSIOmQに浮遊させた.その下層

に比重1.084に調整 したFicol1-Conray液を静かに注入 し

た.700G,15分間遠心分離した後,リンパ球層を回収し,

滅菌PBSで2回洗浄 (550G,10分間)した.生存リンパ

球数が1.25×106/mpとなるよう末梢血中リンパ球分離と

同様の10%FCS加RPMI1640培地に浮遊させ,マイト-

ジェンとして,PHA,Con-A,PWMを用い,4日間培

養後MTT法 [11]によりSI値を求めた.非乳房炎牛お

よび潜在性乳房炎牛について,それぞれ初乳中ADA活

性値と各マイト-ジェンで刺激した場合のSIとの相関を

求めた.

以上の検査より得られた測定値の統計処理はStudent

のt検定およびPeasonの相関係数を用いて行った.

3. 結 果

泌乳期別の乳汁中ADA活性値を図 1に示 した.常乳

中ADA活性値は0.03±0.01IU/Q(平均 ±標準誤差,以

下同)と著しい低値を示 したが,初乳は11.9±2.9IU/Q

と,常乳に比べて著しい高値を示した.

分娩直後の初乳において,CMT変法陽性が5頭,陰

性が6頭であった.陽性の5頭の分房乳に関して細菌検

査を実施したところ,4頭からブドウ糖非発酵グラム陰

性梓菌,ス トレプトコッカス属,コアグラーゼ陰性ブド
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図1.泌乳期別乳汁ADA活性借

り球菌,コリネバクテリウム,クレブシェラがいずれも

少数分離され,1頭からは菌が分離されなかった.非乳

房炎牛および潜在性乳房炎牛の分娩前後における血清

ADA活性の推移を図2に示 した.非乳房炎牛では,分

娩前2週間5.9±0.6IU/Q,分娩前 1週間6.7±0.6IU/E,

分娩8.4±1.2IU/Q,分娩後 1週間5.6±0.6IU/Qであり,

分娩時に高値を示す傾向がみられた.潜在性乳房炎牛で

は,分娩2週間前 7.6±0.4IU/且,1週間前8.4±0.2IU/

P,分娩11.8±0.7IU/a,分娩後 1週間8.2±0.3IU/Qで

分娩時に高値を示し,非乳房炎牛に比べて分娩前 1週間

と分娩時はp<0.05で,分娩後 1週間はp<0.01で有意な

高値を示した.
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図2.分娩前後における血清ADA活性の変動

平均±標準誤差

同時期の非乳房炎牛に対する有意差♯:p<0.05,'':p<0.01

表1.初乳中および分娩後 1過の乳清ADA活性値

頭数 初乳 分娩後 1週

非乳房炎牛 5 13.5±1.7 1.3±0.4

乳房炎牛 6 23±5.1' 1.7±0.3

平均±標準誤差 単位 :IU/P

暮:同一時期の非乳房炎に対する有意差 I'<0.05

非乳房炎牛および潜在性乳房炎牛の初乳および分娩 1

週間後の乳清ADA活性平均値および標準誤差を表 1に

示 した.潜在性乳房炎牛の初乳は非乳房炎牛に対して♪

<0.05で有意な高値を示した.

非乳房炎牛および潜在性乳房炎牛の各個体の末梢血リ

ンパ球幼若化能の変動を図3に示 した.PHAで刺激培

養した場合は非乳房炎牛では分娩前2週間から分娩時ま

ではSIが低下傾向を示した.潜在性乳房炎牛では,分娩

前 1週間から分娩後1週間に掛けて増加傾向を示した.

PWMで刺激した場合もPHA刺激の場合に類似した変化

を示 した.ConAで刺激 した場合は非乳房炎牛,潜在性

乳房炎牛ともに,分娩前には低下し,分娩前 1週間また

は分娩時に最低値をとった後,上昇する傾向がみられた.
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図3.分娩前後における末梢血中リンパ球幼若化能の変動
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表2.初乳中リンパ球幼若化能刺激指数

マイト-ジェン PHA PWM Con-A

非乳房炎牛 109±5 76±10 92±6

潜在性乳房炎牛 150±18■ 139±18●■ 118±18

潜在性乳房炎牛(72-5) 非乳房炎牛(n=6) 平均±標準誤差

非乳房炎牛に対する有意差 書･'p<0.05 *':p<0.01

非乳房炎牛および潜在性乳房炎牛の初乳中リンパ球幼

若能化能刺激指数の平均値および標準誤差を表2に示し

た.全測定を通してのリンパ球の生存率は92.0±9.3%で

あった.PHAおよびPWMで刺激した場合,潜在性乳房

炎牛は非乳房炎牛に対して有意な高値を示した,初乳中

のADA活性借とpHA刺激によるSIにはR2-0.300で相関

があるとは言い難かったが,PHA刺激によるSIがきわ

めて高値を示 した個体では初乳中ADA活性 も15IU/E

以上の高値を示した.初乳中ADA活性値とPWMおよび

ConAによるSIとの相関係数はそれぞれR2-0,265,R2-

0.073で相関は認められなかった (図4).
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図4.初乳中ADA活性値と各マイ トージェン刺激によ
るSlの相関

4. 考 察

血清ADA活性値は医学領域において,悪性腫癌,感

染症,肝疾患,神経筋疾患などの診断に利用されてい

る [2]が,獣医臨床分野における牛血清ADA活性値と

疾患に関しての報告は数少なく [8,9,12],臨床現場では

一般的に用いられている診断酵素ではない.一方,獣

医臨床では非侵襲的に採材可能な乳汁中のN-acetyl-D-

glucosaminidase(NAGase)や乳酸脱水素酵素 (LDH)

が乳房炎の診断に用いられており [13,14],血液以外の

体液による酵素診断の有用性が示されている.本研究で

は乳汁中のADA活性についての臨床的意義を検討した.

乳汁中のADA活性は,常乳ではきわめて低値を示 し

たが,初乳では常乳に比べて高値を示した.主に各種白

血球で構成される乳汁中体細胞は泌乳期によって数的

にも質的にも変動し,常乳中体細胞数は泌乳期では5.2

×104個/mE程度であるが,初乳では9.6×105個/mE程度

と増加する [15].ADAは多くの臓器に分布する [16]

が,とくにリンパ系組織には多く含まれる [4].初乳中

のリンパ球は,新生子に摂取された後消化管で36時間ま

で生存し,その一部は消化管壁を通過し乳廉管や腸間膜

リンパ節にまで移動することが報告されており,初乳に

含まれる免疫細胞が新生子に移行し感染防御に役立って

いる可能性が指摘されている [17,18].ADAは主に細

胞内に存在する酵素であるが,ヒトのリンパ系細胞など

では,ADAがT細胞活性化抗原であるCD26と結合 して

細胞表面にも存在することが示されている [4].この

細胞表面に存在するADAは細胞外のアデノシンレベル

の調節の他にCD26との相互作用によって活性化T細胞

の共刺激分子としての役割をもつことが示唆されている

[15,19].初乳中のADA活性が常乳に比 して高値とな

るのは,乳汁に含まれるリンパ系細胞の数の増加だけで

はなく,リンパ球系細胞による機能克進を反映している

可能性が考えられた.しかしながら,初乳中のADA活

性は非乳房炎牛よりも潜在性乳房炎年で有意な高値を示

した.このことは分娩前後の血清ADA活性の変動にも

影響を及ぼし,非乳房炎牛に比べて潜在性乳房炎牛は分

娩前 1週間,分娩時,分娩後 1週間では有意な高値を示

した.午でのADAアイソザイムの報告はないが,ヒト

の伝染性単核球症や結核などの感染症では,ADAアイ

ソザイム分析から血清中に活性化リンパ球由来ADAの

増加することが報告されている [20].このような血清

ADA活性値の上昇機構が牛でも働いていると推察され

た.また,潜在性乳房炎牛の乳汁においても,乳腺組織

の炎症反応の進行に伴い,乳腺組織および乳汁中の活性

化リンパ球に由来するADA活性の上昇が生じた可能性

が考えられた.したがって乳房炎存在下では炎症反応が

初乳ADA活性値に影響を及ぼす可能性があるので,初
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乳によるリンパ球系細胞の免疫能評価には乳房炎診断を

同時に行い,炎症反応の影響がないことを確認しておく

必要があると考えられた.

初乳中のリンパ球幼若化能において,非乳房炎牛に比

べて潜在性乳房炎牛がPHAおよびPWM刺激で有意な高

値を示したことから,潜在性乳房炎牛では,乳腺内の感

染細菌による刺激によって初乳中のリンパ球機能が克進

していたと考えられた.PHAはCD4+T細胞をより強 く

刺激する [21]ので,初乳中のT細胞はCD4+T細胞が主

体である [22]ため高値となったと考えられた.一方,

主にCD8+T細胞を刺激するConAで刺激した場合のSIと

ADA活性値との相関はほとんど認められなかった.今

回の結果からは,リンパ球幼若化能とADA活性値の明

らかな相関は見出せなかったが,初乳中のADA活性値

は乳汁中のリンパ球,とくにCD4+T細胞機能を反映す

ることが推測され,今後例数を増や して検討すること

で,簡便なリンパ球系細胞の免疫能評価に応用できる可

能性が示唆された
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ABSTRACT Todeterminethesignificanceofadenosinedeaminase(ADA)inthebovine

colostrum,丘rst,colostrum andordinarymilksampleswerecollectedfrom35healthyadultHolstein

cowsandanalyzedforADAactivity.ThemeanADAactivitywasll.9±2.9IU/Q inthecolostrum,

whichwassignificantlyhigherthan0.03±0.01IU/Qintheordinarymilk.Ⅰnthesecondexperiment,ll

healthyadultHolsteincowswereexaminedforserumADAactlVltyandbyperipherallymphocyte

transformation(LT)testduringtheperipartumperiod.WheyADAandLTwerealsoexaminedforthe

colostrum.Theresultswerecomparedbetweenmastitis(M)andnon-mastitis(NM)groupsdiagnosed

bythemodifiedCaliforniamastitistest.SerumADAactivitiesintheM grouptendedtobehigher

thanthoseintheNM group.ThewheyADAactivityinthecolostrumswas23.0±5.1IU/QintheM

groupand13.5±1.7IU/Q intheNM groupwithasignificantdifferencebetweenthesegroups.LTin

theperipheralbloodintheNM grouptendedtobeloweratparturition,whereas也atintheM group

remainedhighevenatparturition.LTinthecolostrumintheM groupwassigni丘cantlyhigherthan

比atintheNMgroup,CowswithhighLTalsohadhighwheyADAactivitiesinthecolostrums.These

resultssuggestapossibilitythatADAactivitymightbecorrelatedwiththenumberofCD4+Tcellsin

thecolostrums.BecausemeasurementofthewheyADAactivltylSVerySimpleandrapid,colostrum

ADAactivityseemstobeapotentialindicatorofimmunestatusin也ecolostrums.

- KeyWords:AdenosineDeanimase(ADA),Colostrums,HolsteinCow.LymphocyteTransformation

Test(LTT),Mastitis
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