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要約 乾乳期の乳牛に大腸菌ワクチン製剤を投与し初乳中リンパ球数，リンパ球サブセット，

免疫グロプリン濃度およびアデノシンデイアミナーゼ (ADA)活性を調べた.試験には，臨床的に健

康で乳房炎や血乳のなかったホルスタイン種経産牛を 投与群 (V群) 5頭とコントローjレ群 (C群)

5頭の2群に分けて供試した

V群の初乳中白血球はC群と比べて，リンパ球数， CD4陽性T細胞数， CD8陽性T細胞数，ydT細胞数，

IgM陽性細胞数は差がなかった.V群のADA活性値は17.5:t1.9IU/Qで， C群の12.2:t 2.9IU / Qに比べて有

意な高値を示した.CD4陽性T細胞数とADA活性値の聞に相関性が認められた V群の初乳中免疫グロ

プリン濃度はC群と比べて， IgG1濃度とIgA濃度において有意な高値を示し， IgG1濃度とADA活性値の

聞に相関性が認められた

以上のことから，大腸菌ワクチン投与は初乳において液性免疫増強作用のあること，また，初乳中

ADA活性は初乳の液性免疫状態を知る指標になり得ることが示唆された

一一キーワード:アデノシンデイアミナーゼ初乳大腸菌ワクチン，リンパ球サブセット

1 .はじめに

牛は母親と胎子の血管が直結していないため，母牛の

持つ感染防御因子は初乳のみによって新生子に与えられ

る [1].初乳により子牛に供給される感染防御因子のう

ち，初乳中体細胞は新生子の腸管粘膜を通過でき [2]，

初乳中に多く含まれるサイトカインは初乳中の細胞が産

生している [3]など，初乳中のサイトカインや細胞成

分の働きが注目されている.

腸管毒素原性大腸菌 (EnterotoxigenicE. coli: ETEC) 

が子牛に経口感染すると，線毛抗原により小腸粘膜に付

着・定着・増殖し，腸管毒素を産生して下痢を惹起する.

牛用大腸菌ワクチン(ゼンノウ:ローヌ・メリュー杜，

フランス)は妊娠母牛に注射すると線毛抗原抗体が初乳

を介して牛新生子に付与され，この抗体が子牛の小腸粘

膜を被覆することによりETECの付着・増殖を阻止し下
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痢発症を防ぐ [4]. 臨床現場では，母牛に大腸菌ワクチ

ン製剤を接種することにより，その特異的線毛抗原の検

出されない地域でも牛新生子の感染症が減少する事例が

あり，大腸菌ワクチン製剤は非特異的免疫調節作用を有

している可能性が示唆されている.

そこで本研究では，初乳形成において重要な乾乳期の

母牛に大腸菌ワクチン製剤を投与し初乳中リンパ球

数， リンパ球サブセットおよび免疫グロプリン濃度を調

査して，大腸菌ワクチンの初乳中免疫グロプリン濃度に

及ぼす効果を検討した あわせてリンパ球の増殖や分化

に必要なプリン代謝系の酵素であり，ヒトの免疫系に

おいてT細胞機能の調節にかかわる重要な酵素であるこ

とが証明されている [5，6]アデノシンデイアミナーゼ

(ADA)活性とリンパ球サブセットおよび免疫グロプ

リン濃度との関連を調べ初乳中リンパ球による免疫レ
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ベルの指標としての有用性を検討した.

2.材料および方法

独立行政法人家畜改良センター岩手牧場において飼養

されている，臨床的に健康かつ栄養状態良好で，初乳の

California Mastitis Test (CMT)変法検査(PLテスター:

日本全薬工業，郡山)が陰性で，肉眼的に血乳で、なかっ

たホルスタイン種成乳牛10頭(産歴2~4産)の初乳を

供試した供試牛を5頭ずつ2群に分け，大腸菌ワクチ

ン投与群 (V群:2.4:t0.5産(平均±標準偏差)) ，コン

トロール群(C群:3.0:t1.0産)とした.大腸菌ワクチン(牛

用大腸菌ワクチン「ゼンノウJ:ローヌ・メリュ一社，

フランス)は分娩予定日の 1カ月前に 5mQを皮下注射

した.

分娩後，初搾乳時の乳汁を初乳として採取した ミル

カーで搾乳パケットに搾乳された乳汁を，消毒済みの金

属杓子を用い，50mQプラスチック遠沈管4本に無菌的に

採取した

(1)初乳中ADA活性および免疫グ口プリン濃度

初乳乳汁を 4t， 3000rpm， 15分間遠心し上層の

脂肪層を除去して脱脂乳を得た微生物由来レンニ

ン (RENNETTYPE II from Mucor miehei : Sigma 

Chemical， USA) 20mgを蒸留水1mQで、溶解したものを

レンニン溶液とし，撹持した脱脂乳10mQにつき400μt

の割合で混合した 37
0Cで10分間静置して脱脂乳を凝固

させた後， 4 oC， 3000rpm， 15分間遠心分離し乳清を

得た.

乳清中のIgG1，IgG2， IgM， IgA濃度は一元放射免疫

拡散 (SingleRadial Immunodiffusion : SRID)法(エコ

スチェック.メタボリックエコシステム研究所，宮城)

を用いた.

乳清ADA活性測定は，酵素法による血清ADA測定用

キット (1セロテックJAD-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)で行った

(2) 初乳中リンパ球数およびリンパ球サブセット

初乳からのリンパ球分離は前報 [7Jに準じて行っ

た分離したリンパ球塊を 2mQのPBSに浮遊し，その

一部を用いて全自動血球計数器 (MEK-6258:日本光電

工業，東京)によりリンパ球数を測定した残りの浮

表1.初乳乳清中免疫グロプリン濃度

遊液を，リンパ球数が1x 106/mQとなるようPBSに浮

遊させた.その細胞浮遊液を100μtず、つ1.5mQマイクロ

チューブに分注し， Fluorescein isothiocianate (FITC) 

標識マウス抗ウシCD4抗体 (MCA1653F: CD4陽性T細

胞に CD8抗体 (MCA837F: CD8陽性T細胞)， WC1抗

体 (MCA838F:y dT細胞)， IgM抗体 (AAIl9F: IgM 

陽性細胞) (いずれもSerotec，U.K)の各モノクローナ

jレ抗体およびコントロールとしてのPBSを10μtずつ加

え， 4
0

Cで30分間反応させた.

FACS Flow (日本ベクトン・デイツキンソン，東京)

で3回洗浄 (550G，3分間)した後， F ACS Flow 300μt 

に細胞塊を浮遊させ，フローサイトメーター (FACScan: 

Becton Dickinson， USA)で測定した測定データはCell

Questを用いて解析を行った初乳中リンパ球各サブ

セットの細胞数は，サイトグラムから得られた各表面抗

原陽性率と初乳中リンパ球数とを用いて算出した.

(3) 統計処理

統計処理は，各群聞の平均値の差の検定にはStudent

のt検定，各検査項目とADA活性値との相関関係の検

定にはPeasonの相関係数を用いて行い，危険率5%未

満を有意差ありとした以上の検査より得られた測定値

は平均値±標準偏差にて示した

3.結果

(1) 初乳乳清成分

V群および℃群のIgGl， IgG2， IgM， IgA濃度の平均

値を表1に示した IgG1濃度はV群113.8:t12.9mg/mQ， 

C群81.5:t11.1mg/mQで， V群はC群に対して有意な高値

(ρ<0.01)を示した IgG2濃度はV群5.5:t 0.6mg/mQ ， 

C群5.4:t0.5mg/mQ， IgM濃度はV群1.7:t0.3mg/mQ， C 

群1.6:t 0.3mg/mQで各群聞の聞で差はみられなかった.

IgA濃度はV群1.7:t0.2mg/mQ， C群1.1:t 0.3mg/mQで，

V群はC群に対して有意な高値 (ρ<0.01)を示した

V群およびC群の初乳中ADA活性値は， V群17.5:t 

1.9IU/Q， C群12.2:t 2.9IU I Qで， V群はC群に対して有意

な高値 (ρ<0.05)を示した.

(2) 初乳中リンパ球数およびリンパ球サブセット

V群およびC群の初乳中リンパ球数およびCD4陽性T

細胞， CD8陽性T細胞， ydT細胞， IgM陽性細胞数の平

均値を表2に示した. リンパ球数はV群5.06:t1.40 X 105 

C (コントロール)群

v (ワクチン投与)群

IgG1 (mg/mQ) 

81.5 :t 11.1 

IgG2 (mg/mQ) 

5.4 :t 0.5 

IgM (mglmQ) 

1.6 :t 0.3 

IgA (mglmQ) 

1.1 :t 0.3 

113.8 :t 12.9帥 5.5:t 0.6 1.7 :t 0.3 1.7 :t 0.2" 

. .コントロール群に対する有意差 ρ<0.01
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表2.初乳中リンパ球数およびリンパ球サブセット

リンパ球 CD4陽性T細胞 CD8陽性T細胞 ydT細胞 IgM陽性細胞
(x 105個) (x 104個) (x 104個) (x 104個) (x 104個)

C (コントロール)群 3.92 :t: 1.43 8.35 :t: 1.99 8.12士 2.24 8.23 :t: 4.68 18.28:t: 8.11 

V(ワクチン投与)群 5.06 :t: 1.40 10.09土1.26 9.65 :t: 1.55 9.97 :t: 4.95 20.88 :t: 8.13 

個/mQ，C群3.92:t:1.43 x 105個/mQであり，有意差は認

められなかった.

リンパ球サブセットにおいて， CD4陽性T細胞数はV

群10.09:t:1.26 X 104個/mQ，C群8.35:t: 1.99 x 1041固/mQ，

CD8陽性T細胞数はV群9.65:t:1.55 x 104個/mQ，C群8.12

:t:2.24x 104個/mQ， y dT細胞数はV群9.97:t:4.95 x 104個

/mQ， C群8.23土4.68x10 4個/mQ，IgM陽性細胞数はV

群20.88:t: 8.13 x 1041回/mQ，C群18.28:t: 8.11 x 104個/mQで

あった各サブセットとも有意差は認められなかった

(3) 各検査項目とADAとの相関

初乳中免疫グロプリン濃度と初乳中ADA活性の関連

性(図 1)は， IgG1濃度にはr=0.698，ρ<0.05で有意な

相闘が認められた IgG2，IgM， IgA濃度との相関係数

はそれぞれr=0.158，r=0.387， r=0.480で有意な相聞は

認められなかった.

初乳中リンパ球数および各リンパ球サブセットと初

乳中ADA活性の関連性(図2)は， CD4陽性T細胞数

とはr=0.721，ρ<0.05で有意な相闘が認められた.リン

パ球数， CD8陽性T細胞， ydT細胞， IgMI湯性細胞数

との相関係数はそれぞれr=0.305，r=0.379， r=0.190， 
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r=O.l61で

4.考察

牛新生子の免疫機能は，成牛と比べて未熟と考えられ

ているが，十分には解明されていない.ヒト新生児では

T細胞のサイトカイン産生機能は低く [8J，B細胞でも

抗体のクラススイッチ機能が成人と比べて低い [9Jこ

とが知られている.牛においても新生子のリンパ球には

活性化したメモリー細胞が殆んど存在しないことがわ

かっている日0].

初乳中には免疫グロプリンの他に，リゾチームやラク

トフェリンなどの抗菌作用を持つ物質，サイトカインお

よびビタミンが多量に含まれている.近年，初乳中に含

まれる細胞と新生子免疫との関連性が注目されている

日1].初乳中リンパ球は新生子豚に摂取された後に，

消化管で36時間まで生存し その一部の細胞は消化管壁

を通過し乳び管や腸間膜リンパ節にまで移動しこれが

感染防御に役立つている可能性が指摘されている日1].

さらに，細胞成分を含んだ初乳を飲ませた新生子牛では

細胞成分を含まない初乳を飲ませた個体に比べ，毒素原

生大腸菌に対する抵抗性が高く，初乳に含まれる細胞成

分は新生子にとって重要な免疫学的役割を担っている

[12]. 

大腸菌ワクチンを接種したところ， V群の初乳中免

疫グロプリン濃度は19G1と19AにおいてC群より有意な

高値を示した.初乳中の免疫グロプリンはヒトでは19A

が主であるのに対して，牛で、は19Gが主体で、ある[1].

これは，ヒトにおいて19G抗体は胎盤を通って胎児に，

19Aは母乳を介して新生児へと伝播されるのに対して，

牛では，免疫グロプリンが胎盤を通じて胎子移行しない

[lJためと考えられる 初乳中の免疫グロプリンは，

牛新生子血清に移行して血清免疫グロプリンとして感染

を防御する以外に，血清中の免疫グロプリンが分泌液中

に移行して局所の感染を防御する場合がある日3]. 牛

の初乳中に含まれる19Aはヒトと異なり，粘膜防御の主

体となる分泌型19A(secretion 19A : s1gA)は少なく，

非分泌型19Aが主体で、ある口3]. しかし牛では，母牛

由来の免疫グロプリンを腸管から選択することなく吸収

するため，他の晴乳類と異なり19Aおよび、s1gAは牛新生

子血清中に一時的に出現する [13J.牛で血中に移行し

た19Aおよびs1gAは2.5日の半減期で急速に消失するま

での聞に，腸管粘膜の分泌液中に移行し局所の感染防

御に役立つている日3]. さらに，初乳を摂取した牛新

生子の血清19Mと19A濃度は下痢発症と深く関係する報

告があり [14]，牛の初乳中19Aはヒトと同様に粘膜免

疫に有効に作用していると考えられている.

免疫グロプリンの働きの中で，毒物やウィルスに結合

してそれを無害化することや 白血球の食殺菌作用を助

けることは非常に重要なものであるが，そのような働き

を示す中和抗体やオプソニン抗体のほとんどは19Gに属

している.牛の初乳中免疫グロプリン組成でlえ 19G1

が80%以上を占め，それは血清中濃度の 6倍に達する

[15J. これは牛において， 19G1産生形質細胞が，分娩

時までに乳腺上皮下に集積し，また，レセプターを介し

て血中から選択的に19G1を取り込んで，乳中に蓄積し

ているためである日6]. V群において初乳中19量，特

に19G1と19Aの濃度が有意に高かったことは牛新生子の

感染症予防において有意義であることが示唆された.

本試験において， CD4陽性T細胞， CD8陽性T細胞，

ybT細胞， 19M陽性細胞数全てにおいてV群とC群の聞

には有意差が認められなかった.乾乳期の乳中Tリン

パ球組成はCD8陽性T細胞が主体である泌乳期のもの

とは異なり， CD4陽性T細胞主体へと変動する口7].

CD4陽性T細胞は細胞性免疫を担う l型ヘルパー T細胞

(Th1細胞)と液性免疫を担う 2型ヘルパー T細胞 (Th2

細胞)に大きく分類され， Th1細胞はインターロイキン

2 (1L-2)やインターフエロンy (1FN-y )を産生し，

マクロファージや細胞傷害性T細胞，ナチュラルキラー

細胞 (NK細胞)を活性化し細胞性免疫を増強する日8].

Th2細胞は1L-4， 1L-5， 1L-6， 1L-10を産生し， B細胞を活

性化し，免疫グロプリンの産生を促進させ，液性免疫を

増強する口9J 本試験では初乳中の19G1と19Aの濃度

に群聞の差が認められたにもかかわらず， V群のCD4陽

性T細胞がC群に比べて若干高い平均値を示したものの

有意差はなかった.初乳における液性免疫と細胞性免疫

の関係については，さらに例数を増やして検討する必要

がある

CD4陽性T細胞数と初乳中ADA活性値に有意な相闘

が見られ，初乳中ADA活性はCD4陽性T細胞由来が主

である可能性が示唆された.これは，初乳中ADA活性

値は常乳中のそれよりも高く[7]，乳牛の乳腺上皮内お

よび乳汁中のT細胞の構成内容は，泌乳期に主体をなす

CD8陽性T細胞から乾乳期ではCD4陽性T細胞に劇的に

変動する [17Jことによるものと考えられた.

初乳中ADA活性値は初乳中19G1濃度とも有意な相関

がみられた.本研究のV群において，初乳中ADA活性

値が有意に高かったことや， 19G1の濃度が高かったこ

と大腸菌ワクチン製剤にアジ、ユパントとして含まれる

サボニンは液性免疫を強く誘導すること [20Jより，初

乳中ADA活性値の高値はCD4陽性T細胞の中でも液性

免疫の主体となるTh2細胞由来である可能性が示唆され

た.

以上より，大腸菌ワクチン投与は初乳においてワクチ

ン固有の特異的線毛抗原抗体を増強するばかりではな
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く，サポニンによる非特異的液性免疫増強作用があるこ

と，また，初乳中ADA活性値は初乳の液性免疫状態を

知る指標になり得ることが示唆された
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Immune substances and ADA activity in colostrum after 
administration of E. coli vaccine in Holstein cows 
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ABSTRACT We examined the number of lymphocytes， lymphocyte subsets， the concentration of 

immunoglobulins and adenosine deaminase (ADA) activity in colostrum after administration of E. coli 

vaccine to dairy cows during the dry period. Healthy postparturient Holstein cows， which were negative 

for both mastitis and bloody milk， were divided into two groups; five were vaccinated (V group) and 

the other five were untreated as controls (C group) 

The number of lymphocytes， CD4-positive T cells， CD8-positive T cells， ydT cells and IgM-positive 

cells was not significantly different between the V and C groups. The mean ADA activity was 17.5 

:t 1.9 IU /Q in the V group and 12.2:t 2.9 IU /Q in the C group， significantly higher in the V group. A 

significant correlation was observed between the number of CD4-positive T cells and the ADA activity. 

IgG1 and IgA concentrations were significantly higher in出eV group than in the C group. A significant 

correlation was observed between the concentration of IgG1 and the ADA activity. 

These results suggest that E. coli vaccine results in reinforcement of humoral immunity in 

colostrum. In addition， it was suggested that ADA activities in colostrum might be a good indicator of 

the status of humoral immunity in colostrum 

一-KeyWords : adenosine deaminase (ADA) ， colostrums， E. coli vaccine， lymphocyte subsets 
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