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要 約 Cryρtoslりoridiumρarvumは生後間もない子牛に感染し下痢を引き起こす消化管内寄生原

虫である.本研究ではc.仰rvumの感染制御において，あらかじめ大腸菌ワクチンを接種した母牛の初

乳を介した新生子牛への免疫賦与が効果を持っか否かを検討したまず，c.μrvumが常在する農家

の妊娠牛に，免疫を賦活する目的で大腸菌ワクチンを投与したところ 末梢血中のCDどT細胞および

CD8+T細胞の増加がみられ，さらに分娩後の初乳ではCD4+T細胞， CD8+T細胞あるいは ybT細胞の割

合が増加した その初乳を給与された子牛では末梢血中のそれらのT細胞サブセットが増加する傾向が

みられたが，これらの新生子牛の糞便からは対照群と同様にCρarvumオーシストが検出され，その排

出数や下痢の程度，下痢の発現時期にもほとんど差異がみとめられなかった.牛におけるCραrvum感

染防御においてCDどT細胞およびCD8+T細胞がいずれも重要であるとされているが，今回の研究で大

腸菌ワクチン投与によって誘導される各リンパ球サブセットをはじめとする種々の免疫賦活物質を初乳

を介して新生子牛に賦与してもc.μrvum感染防御効果は得られなかった今後さらにC，μrvum特異

的免疫の移入を含むその他の免疫賦活法を検討していく必要がある.
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1 .はじめに

クリプトスポリジウムはコクシジウム類に属する原虫

で，そのうちCryρtosporidiumρarvumlま牛，羊，山羊，

人などの晴乳類に感染する人獣共通寄生虫として最も注

目されている.牛では主として子牛に感染し，激しい下

痢を引き起こして時には脱水，起立不能，昏睡といった

重篤な症状に陥ることから，獣医臨床上重要な子牛の下

痢症の一因とされているが，これまでのところ有効な治

療法や予防法は確立されていない[1].一方，これまで

の報告において，c.ρarvum感染動物における発症や自

己治癒には宿主の免疫機構が深く関わることが明らかに

されており [2]，免疫付与や免疫増強による本原虫感染

防御効果が検討されている [3-5].特に，c.如何um感
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染例の多くは生後間もない新生子牛がオーシストに曝露

されることで起こり，その感染と発症にはオーシストを

摂取した新生子牛の免疫状態が関与すると考えられる

が，新生子牛への免疫賦与はほとんど全て初乳に依存し

ている [6]. すなわち子牛は初乳に含まれる母牛由来の

免疫細胞および抗体やサイトカインなどの免疫関連因子

を腸管から直接吸収し，未熟な免疫能を活性化すると考

えられている [6]. したがって免疫が活性化された母牛

内初乳を給与ずることによってより多くの免疫活性物質

を新生子牛に賦与できる可能性があり，例えば牛用大腸

菌ワクチンを摂取した母牛の初乳に，新生子牛の大腸菌

やその他の感染症の防御効果がみられたことが報告され

ている [7].
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本研究では，大腸菌ワクチン製剤を投与して免疫を増

強した母牛の分娩前後におけるリンパ球動態を調べると

ともにその初乳を新生子牛に給与し子牛の末梢血リ

ンパ球サブセットの発現にどのような変化がみられる

かを調査した.さらに，それらの新生子牛におけるC.

μrvum感染や下痢の発現に影響がみられるか否かを検

討した

2.材料および方法

供試牛および処置

岩手県内のc.μrvum常在農家で飼養されている牛群

において，臨床的に健康な妊娠ホルスタイン種乳牛11頭

およびその新生子牛のうち異常産であった 2頭を除いた

9頭を実験に供試した母牛は大腸菌ワクチン 3回投与

群4頭， 1回投与群4頭，非投与群3頭の 3群に分け，

新生子牛は3回投与群の子牛3頭， 1回投与群の子牛3

頭，非投与群の子牛3頭に分類した. 3回投与群の母牛

には大腸菌ワクチン(牛用大腸菌ワクチン「ゼンノウJ，
ローヌ・メリユ一社，フランス)を分娩予定日から 6週

前 (-d42)，4週前 (-d28)，2週前(一d14)の3回，

それぞれ5mQを皮下注射した. 1回投与群の母牛には

-d28にのみ大腸菌ワクチンを 5mQ皮下注射し -d42

および d14には同量の生理食塩水を皮下注射した非

投与群には -d42，-d28，一d14の3回，生理食塩水を

5mQ皮下注射した子牛への初乳の給与は，分娩後2

時間に晴乳瓶で3Q行った

血液および初乳の採取

11頭の母牛について，分娩前の -d42，-d28，一d14

の3固と，分娩後の 3日目 (d3)， 1週目 (d7)， 2週日

(d14) ， 3週目 (d21)の4回，合計7回採血を行った.

また分娩後，初搾乳時の乳汁を初乳として採取したま

た， 9頭の新生子牛より d3，d7， d14， d21の計4回採

血を行った他，同時点にdlO， d17を加えた計6回，直

腸より糞便の採取を行った

母牛および新生子牛の採血は全て頚静脈から行い，ヘ

パリン入り採血管(滅菌済みパキュテイナ採血管:日本

ベクトン・デイツキンソン，東京)に採取した血液を直

ちに 4
0

C，暗所で保存した 母牛の初乳はミルカーで搾

乳パケットに搾乳された乳汁を 約500mQが入るピニル

袋に採取し 4
0

Cで保存した

末梢血中のリンパ球サブセットの解析

採血後速やかに全自動血球計数器 (MEK-6258，日本

光電工業，東京)により総白血球数を測定したまた，

血液塗抹標本を作製してギムザ染色を施し，鏡検によっ

て白血球百分率を算定したまた，末梢血白血球の分離
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のために，50mQ遠沈管に全血10mQと0.87%塩化アンモ

ニウム溶液を30mQ加え，室温で5分間静置した後に，

2000rpmで10分間遠心し，滅菌しだリン酸緩衝液 (PBS)

で2回洗浄した細胞院を 1mQのPBSに浮遊させて十

分に撹持した後に，その10μtを100μtのチュルク液(和

光純薬工業，大阪)と混和して， Burker-Turk血球計算

盤に注入し，鏡検にてリンパ球数を測定した細胞浮

遊液は最終的にリンパ球濃度が1X 107/mQとなるように

PBSを加えて調整し，フローサイトメトリーに供した.

すなわちFluoresceinisothiocyanate (FITC) 標識

されたマウス抗牛CD4抗体 (MCA1653F)，CD8抗体

(MCA837F)， WC1抗体 (MCA838F)，IgM抗体 (AAI

19F) と，マウス抗牛CD45R抗体 (MCA1650)および

Phycoerythrin (PE)標識F (ab‘) 2ウサギ抗マウス

IgG抗体 (STAR12A)(いずれもSerotec，U.K) を用

いてリンパ球表面抗原の解析を行ったリンパ球濃度

1 x 107/mQに調整した細胞浮遊液を100μtず、つ1.5mQ

マイクロチューブ 6本に分注し， lmQのFACSFlow

液(日本ベクトン・デイツキンソン，東京)を加えて

2回洗浄後， 1) PBS (コントロール)， 2) CD45R抗

体とIgG抗体， 3) CD4抗体とCD45R抗体とIgG抗体，

4) CD8抗体とCD45R抗体とIgG抗体， 5) IgM抗体と

CD45R抗体とIgG抗体 6)WC1抗体をそれぞれのマイ

クロチューブに各3μtずつ加え， 4
0

Cで30分間反応さ

せた. FACSFlow液で2回洗浄 (10000rpm，5分)後，

FACSFIow液 lmQに浮遊させ フローサイトメーター

(F ACScan， Becton Dickinson， USA) を用いて解析

した今回使用したそれぞれの抗体の使用説明書に基づ

いてCD45R+CD4+細目包をCD4+T細目包 CD45R+CD8+ 

細胞をCD8+T細胞 CD45R-WCl+細胞を ybT細 胞

CD45R+ IgM+細胞をB細胞として各リンパ球サブセット

の割合を測定した

初乳中のリンパ球サブセット解析

初乳からのリンパ球分離はArch釘nbaultら [8Jおよ

び、Conchaら [9Jの方法を参考にして比重遠心法で、行っ

た 初 乳25mQと同量の滅菌したリン酸緩衝液 (PBS)

をプラスチック遠心管内で混合し， 550G， 20分間遠心

分離した滅菌スポイトで沈査を別の50mQ遠沈管に移

し，滅菌PBSで3回洗浄 (550G，5分間)した後，沈査

を滅菌PBSlOmQに浮遊させた比重1.084に調整した

Ficoll-conray液 (Ficoll，SIGMA， USAおよび、Co町 ay，

第一製薬，東京)が4mQ入った15mQ遠沈管に細胞浮遊

液を静かに重層し， 550G， 10分間遠心分離した後，リ

ンパ球層を回収し，滅菌PBSで2回洗浄した細胞院を

lmQのPBSに浮遊させて十分に撹排した後に，その10

μtを100μtのチユルク液と混和し， Burker-Turk血球



母牛の末梢血におけるCDどT細胞数の経時的変化を調

べたところ， 3回投与群の細胞数が調査期間を通して他

の2群よりも多い傾向がみられ， d7， d21には非投与群

よりも有意に増加していた(図 1A). 一方， 1回投与

群のCD4+T細胞数は調査期間中において，非投与群と

の有意な差異はみられなかった(図 1A). また，同様

にCD8+T細胞数の経時的変化を調べたところ， 3回投

与群の細胞数がワクチン投与後に増加し， d3まで他の

2群よりも多い傾向がみられたが，他の2群と比較して

推計学的に有意な差異はみられなかった(図 1B) 一

方， 1回投与群のCD8+T細胞数は調査期間中一貫して

非投与群との差異はほとんどみられなかった(図 1B). 

これに対して ydT細胞およびB細胞については， 3群

を比較して有意な差異はみられなかった(図 1C， D). 

計算盤に注入し鏡検にて細胞数を測定した.細胞浮遊

液は最終的に細胞濃度が 1x 107/mQとなるようPBSを

加えて調整し前項と同様にフローサイトメトリー解析

を行った.

糞便検査

新生子牛の直腸から採取した糞便53検体を一般的

なショ糖遠心浮遊法で処理し， FITC標識抗Giardia/

Cryρtosρoridium抗体 (A100FLR-20XAQUA GLO G/ 

C， Waterborne Inc， New Orleans， USA)を用いた直接

蛍光抗体法を施して，蛍光顕微鏡 (BX51， OLYMPUS， 

Tokyo)で観察し， Cηρωゆoridiumオーシストを検索

した.オーシストが検出された場合は 19の糞便中に

含まれるオーシスト数を算定した

初乳中のリンパ球サブセット

初乳中の各リンパ球サブセットの割合を調べたとこ

ろ， CDどT細胞は， 3回投与群で平均9.7%， 1回投与

群で10.7%，非投与群で8.8%であり， 3回投与群および

1回投与群の割合が非投与群の平均よりもやや高い傾

向がみられた(図 2A). 一方， CD8+T細胞が占める割

合は， 3回投与群で平均16.6%， 1回投与群で12.l%，

非投与群で11.6%であり 3回投与群で他の 2群よりも

統計処理

得られた数値はMicrosoftExcelを用いて統計処理を

行い， Studentのt検定および13onferoni/Dunn法による

有意水準の補正を行って有意差検定を行った

3.結果

母牛末梢血中のリンパ球サブセット動態

大腸菌ワクチン3回投与群， 1回投与群，非投与群の
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図2.大腸菌ワクチン3回投与群(・)， 1回投与群(口)，非投
与群(口)の初乳中における各リンパ球サブセットの割合

A. CD4"'T細胞数， B. CD8+T細胞数， C. yoT細胞数， D. B細胞数
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図1.大腸菌ワクチン3回投与群(.)， 1回投与群 (0)，非投
与群(ム)の母牛における各リンパ球サブセットの動態

A. CD4"'T細胞数， B. CD8"'T細胞数， C. yδT細胞数， D.B細胞数
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い傾向がみられた(図 3B). 一方， ydT細胞数は， 1 

回投与群の子牛で生後日数の経過に伴い増加する傾向が

顕著にみられた(図 3C). 3回投与群の子牛の ydT細

胞数はd7において高い傾向がみられたが，その後は非

投与群と同様のレベルの平均値であった(図 3C). B 

細胞数については3群でほとんど差異はみられなかった

(図 3D). 

多い傾向がみられた(図2B). それに対して ydT細胞

が占める割合は， 3回投与群で平均46.7%， 1回投与群

で59.1%，非投与群で42.8%であり， 1回投与群の割合

が他の 2群よりも高い傾向がみられた(図 2C). B細

胞での割合は， 3回投与群で平均14.2%， 1回投与群で

12.0%，非投与群で15.7%であり， T細胞が他の2群より

少なかった非投与群で相対的に多くなる傾向がみられた

(図 2D). しかしながら，いずれのリンパ球サブPセッ

トにおいても推計学的に有意な差異はみられなかった. 新生子牛のCryptosporidium検出状況

供試した 9頭の新生子牛から 3あるいは4日おきに直

腸便を採取し糞便検査を行ったところ， 9頭中 8頭から

c.ρarvumのオーシストが検出された(表).いずれの

群においてもc.ραrvumのオーシストは生後7-17日に

検出され，オーシスト排出数のレベルにも大きな差異は

みとめられなかった.また オーシストが検出された新

生子牛は全て水様または泥状の下痢を発現していた

4.考察

新生子牛は，ほほ無菌状態の母牛の子宮から離れるこ

とで，出生後急激に微生物を大量に含む環境に曝される

ことになる.牛は胎盤において母牛と胎子の血管が直結

していないため，その免疫賦与はもっぱら初乳を介して

行われるとされ [6]，初乳中には移行抗体として一般的

に知られている免疫グロプリンをはじめとして，リゾ

チームやラクトフェリンなどの抗菌性物質，免疫や神経

および造血系等に働き生体内の恒常性を維持する上で重

要なサイトカイン，そしてビタミンなどの新生子に必要

な栄養分が多量に含まれている口0]. また，細胞成分

を含んだ初乳を摂取した新生子牛では，細胞成分を摂取

していない新生子牛よりも毒素原性大腸菌に対する抵抗

性が強いとする報告口1] もあり，初乳中の細胞成分，

特にリンパ球の動態が注目されている日2].

我々が行った別の研究口3]において，大腸菌ワクチ

ン製剤を分娩予定日の 1カ月前に皮下投与することによ

り，大腸菌ワクチン投与群の初乳中リンパ球数， CD4+ 

T細胞数， CD8+T細胞数， ydT細胞数， B細胞数の全て

がコントロール群よりも増加することが示唆された

た，これらの初乳中リンパ球の幼若化能試験において，

大腸菌ワクチン投与群は非投与群と比較して，フィトヘ

マグjレチニン (PHA)およびポークウィードマイトー

ジ、エン (PWM)による刺激指数が有意に上昇したこと，

さらに初乳中IgGlおよび19A抗体の濃度が大腸菌ワクチ

ン投与群で有意に増加していたことから，大腸菌ワクチ

ン製剤を母牛に投与することは，初乳中の大腸菌特異的

免疫のみならず非特異的な液性免疫および細胞性免疫も

増強する可能性がある.そこで本研究では，大腸菌ワク

チン投与によって免疫物質が増強された初乳を実際に新

新生子牛末梢血中のリンパ球サブセット動態

大腸菌ワクチン 3回投与群 1回投与群，非投与群の

それぞれの母牛から生まれた新生子牛末梢血において，

CD4+T細胞数の経時的変化を調べたところ， 3回投与

群の子牛において生後日数の経過に伴い細胞数が増加

する傾向がみられ， d14においては非投与群よりも有意

に増加していた(図 3A) 一方， 1回投与群の子牛の

CDどT細胞数は非投与群と比較しほとんど差異がみら

れなかった(図 3A). それに対してCD8+T細胞では，

d3において 3回投与群と 1回投与群の子牛の細胞数が

非投与群と比較して有意に多く，また， 3回投与群の子

牛のCD8+T細胞数は経時的な増加が他の 2群より大き
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図3. 大腸菌ワクチン3回投与群(・)， 1回投与群 (0)，非投与
群(ム)の新生子牛における各リンパ球サブセットの動態

A. CD4+T細胞数， B. CD8+r細胞数， C. yoT細胞数， D.B細胞数
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表.新生子牛の糞便中のCryptosporidiumオーシス卜の検出成績

実験群 ウシ番号 3 7 

l * +++ 

3回投与群 2 

3 +++ 

l +++ 

1回投与群 2 +++ 

3 ++ 

1 

非投与群 2 NT 

3 +++ 

生子牛に給与することで，c.ρarvumの感染および発症

の制御に効果がみられるか否かを検討した.その結果，

本研究の大腸菌ワクチン 3回投与群における成績では，

母牛の末梢血中リンパ球動態において， CD4+T細胞数

およびCD8+T細胞数が非投与群よりも増加する傾向が

みられた(図 1A， B). 同様に，初乳中リンパ球にお

いてもCD4+T細胞とCD8+T細胞の割合が非投与群と比

較し増加した(図 2A， B) さらに，同群の新生子牛

の末梢血リンパ球動態においても，この 2つのリンパ球

サブセットの細胞数がd3において多い傾向がみられ，ま

た，生後日数の経過に伴い細胞数が増加する傾向が顕著

にみられた(図 3A， B). このことから，大腸菌ワク

チン製剤を 3回投与することによって，生体内のリンパ

球前駆細胞を yb型T細胞への分化を増加させるシグナ

ル応答が増強された可能性が考えられた一方，大腸菌

ワクチン l回投与群における成績では， CD4+T細胞と

CD8+T細胞の増加はほとんどみられず，代わりに ybT

細胞の増加がみられたその傾向は母牛の末梢血リンパ

球サブセット動態ではそれほど明らかでなかったものの

(図 1C)，初乳リンパ球中における割合および新生子

牛の末梢血リンパ球サブセット動態における ybT細胞

数は， 1回投与群において非投与群と比較して明らかに

増加する傾向がみられた(図 2C，図 3C). このこと

から， 1回投与群では 3回投与群とは異なり ， ybT細

胞が優位な免疫応答が増強された可能性が考えられた

しかしながら， 3回投与群と 1回投与群のいずれに

おいても，c.ραrvum感染を防御することは出来なかっ

た.すなわち大腸菌ワクチンによって誘導される種々

の免疫活性因子を初乳を介して子牛に賦与しでも，c.

ρarvumオーシストの排出数および下痢の発現にほとん

ど影響のないことが示されたこれまで，c.如何um感

染に対する防御免疫においてCDどT細胞とそれらから

生後 日 数

10 14 17 21 

+++ 十+

++ +++ + 

+++ + 

+++ + 

十++ + 

+++ ++ + 

+++ +++ 

++ + 

*糞便 19あたりのオーシスト数.

ー;0， +; <103， ++; 103-104， +++; > 104 

NT:検査せず

分泌されるサイトカインであるIFN-yおよびtrL-12が重

要な役割を持ち，対照的にCD8+T細胞， ybT細胞など

の役割は比較的小さいことがマウスの感染モデルにおい

て示唆されている [14-16]. それに対して，新生子牛の

c.ρarvum感染における各T細胞サブセットの役割に関

する報告は多くないが， Wyattら [17Jは，c.ρarvum

に初感染した新生子牛の回腸粘膜において， CD8+T細

胞数は有意に増加するが， CD4+T細胞数の増加は僅か

であることを報告した.また， Abraharnsenら口8Jは，C.

仰rvumに初感染した新生子牛の回腸における腸誠毛，

粘膜固有層および、バイエル板で， CD4+T細胞， CD8+T 

細胞， ybT細胞が有意に増加し，一方，本原虫の二次

感染では，回腸においてCD4+T細胞およびCD8+T細胞

が有意に増加したがybT細胞の有意な増加はみられな

かったこと，さらにCDどT細胞の増加はバイエル板の

みに限局しており，腸繊毛においてはCD8+T細胞のみ

が大幅に増加することなどを報告している.これらの知

見から，新生子牛におけるクリプトスポリジウム症の防

御免疫には， CD4+T細胞のみではなく， CD8+T細胞も

重要な構成要素である可能性が示唆されている日9].

本研究において大腸菌ワクチン 3回投与群の母牛の末梢

血，初乳および新生子牛の末梢血においてCD4+T細胞

とCD8+T細胞の増加がみとめられたが，子牛におけるC.

ρarvum感染防御効果は見られなかった. しかしながら

以前，c.ρarvumのリコンビナント蛋白 (rC7) を妊娠

後期の母牛に投与しその初乳を新生子牛に与えること

によって，下痢の発現が完全に抑制され，c.ραrvumオー

シストの排出数は99.8%減少したとの報告がある [14J

これらのことを考え合わせると，本研究は新生子牛の

c.抑rvum感染を受動免疫によって予防する試みの第一

段階として母牛への大腸菌ワクチンの接種時期や回数な

ど，より効果的な免疫賦活法を検討していく上で有用な
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知見になると考えられた.
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Effects of feeding colostrum from E. coli vaccinated dams 
on protection against Cryρtosporidiumρarvum and 
lymphocyte subset population in neonatal calves 

M. Aoki1，2) ， Y. Niwa1)， T. Komatsu1)， K. Okada1.2)t， J Yasuda1.2)， T. Itagaki1，2) 

1) Detartment 01 Veterinary Medicine， Faculわ101 Agriculture， Iwate Universiわ1，3・18-8Ueda， 

Morioka 020-8550， }iゅm

2) The United Graduate School 01 Veterinary Medicine， G約tUniversiか

ABSTRACT Cryρtosρoridium仰 rvumis an enteric protozoan that infects neonatal calves and 

causes severe diarrhea. We exarnined whether colostrum from E. coli vaccinated darns would provide 

better pro民ctionagainst C.ραrvum in neonatal calves. Pregnant Holstein cows kept at a C.ρarvum-

positive farm were vaccinated against E. coli during the dry period. The number of CD4+ cells and 

CDS+ cells in the peripheral blood was higher in the vaccinated cows after parturition compared to 

those in non-vaccinated cows. The colostrum from these vaccinated cows contained higher percentages 

of CD4+， CDS+， and y dT cells compared to that from non-vaccinated cows. The calves fed the colostrum 

from vaccinated darns showed increased numbers of T cell subsets in the peripheral blood compared to 

calves fed the colostrum from non-vaccinated darns. However， the number of C.ρarvum oocyst detected 
in the feces， the severity of diarrhea and the timing of onset of diarrhea were similar for both groups 

of calves. Although CDどandCDS+ T cells are very important immune cells to protect calves from C. 

ραrvum infection， the colostrum from the E. coli vaccinated darns containing higher numbers of these T 

cells did not improve protection against C.ρarvum in calves. Further studies， induding those focusing 

on C.ρarvum-specific immune protection， are needed to provide better immunity to calves. 

一一-KeyWords : Cow， Cryρtosρoridium， Imm山由y，T cell 

t Corresρondenceω: Keiji Okada (Deρartment 01 Veterinary Medicine， Faculty 01 Agriculture， Iwate 

University) 

3-18-8 Ueda， Moriokα020-8550， J~ρan 

TEL 019-621-6237 FAX 019-621-6237 E-mail: keiji@iωate-u.ac.jp 

Jpn. J. Large Anim. Clin. 2(1): 7-13，2011 

-13-




