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第１章 
序論
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1-1 牛の飼養の歴史   

牛（Bos taurus）は、肉、乳製品、皮革および肥料となる糞などを得ることができ

ることから、世界的にも重要な家畜として人類の生活に大きく関わってきた 1。紀元前

3000 年代にはメソポタミアやエジプトで牛乳が飲まれていたことが知られており、家

畜の乳の中でも最も古くから利用されていたと考えられている 2。牛乳を飲む習慣は、

アーリア人と共に中東からインドへ向かうルートと、ゲルマン人と共に中東から中央

ヨーロッパを通って北ヨーロッパに広がる 2 種類のルートで伝わったと考えられてお

り 3、中世における乳牛と食用牛の育種改良や飼料の栽培を通して近代的な畜産の発展

に繋がってきた。 

わが国においては、天智天皇の時代には官営牧場が全国に設けられ搾乳目的の畜

産がすでに行われており、牛乳や乳製品は非常に貴重な滋薬として尊ばれたようであ

る。当時は「蘇」という乳製品が作られ孝徳天皇にも献上されたという記録も残され

ている。しかしながら、本格的な酪農への関心は長い間注がれることはなかった。江

戸時代になってオランダ人から牛乳や乳製品の栄養的価値が伝わるとともに蘭学者や

蘭医の間で知られるようになり、酪農製品に対する関心が再び高まるようになった。

享保 12 年（1727）年には、インド産の白牛を 3 頭移入し、これを房総の嶺岡牧場で飼

養繁殖して搾乳が行われるようになった。嶺岡牧場は幕末まで幕府の直営であり白牛

は 4～500 頭に達したといわれているが、明治維新とともに明治政府に移管された。明

治 6 年（1874 年）には地方にも屠殺場が開設され、明治 17 年（1885 年）になると兵

庫、滋賀、三重や愛知で牛の肥育が始まった。明治 19 年（1887 年）には軍の食料とし

て牛肉が用いられるようになり、明治 10 年（1878 年）には 34,000 頭だった屠殺頭数

は明治 33 年（1900 年）にはおよそ 20 万頭に達した。安政年間以来、西洋諸国と通商

を行うことになってからは、外国人居留地における乳製品の需要が高まった。在留外

国人を通じて日本人にも乳製品の効用が知られるようになり、牛乳を飲み、あるいは

搾乳を行って商売を行うような者も現れはじめた。明治 18 年（1886 年）には、「東京

府下牛乳搾取販売営業組合」が結成され、これがわが国における最初の酪農組合であ
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ると考えられている。また同組合ははじめて乳牛共進会を開催するとともに、生乳や

乳製品の品質や衛生を保つための法律や制度の確立にも貢献した 2。 

 戦後、昭和 22 年（1947 年）の農地解放により農家の生産意欲が高まり、昭和 29

年（1954 年）にはアメリカからの輸入穀物が飼料として用いられはじめ、昭和 30 年代

には食の洋風化が進み牛肉やバターやチーズの消費が大きく増加した。この様な状況

において飼養規模は、戦後においても稲作や畑作の傍らで 2～3 頭の牛を飼う農家がほ

とんどであり、昭和 40 年代においても 1 戸あたりの平均飼養頭数は 3.4 頭であった。

その後、経済成長に伴い合理化、集約化および大型化が進んだ結果、酪農家戸数は昭

和 38 年（1963 年）をピークに、昭和 60 年には約 8.2 万戸、平成 26 年（2014 年）には

約 1.9 万戸と減少し、その反面、1 戸あたりの平均飼養頭数は増加を続けている 3。そ

のため、より省力化や効率化が求められるためロボット哺乳などが普及する一方で、

集約型の飼養環境に潜むストレスに起因する日和見感染症や牛呼吸器症候群などの複

合感染症が、予防・治療困難な疾病として問題となってきている 4,5。 

 

1-2 飼育環境と生体機能 

牛は生まれてから約 2~3 カ月の間は黒毛和種であれば母牛の元で、乳用種であれ

ば個別哺育施設で哺乳される。離乳をした育成牛の飼養形態は生産農家によって異な

るが、たいていは群で飼育をする。群飼育を行う理由として、ウシが社会性のある動

物であるため、仲間と触れ合える環境で生活することが性質上適している 6,7 ことや、

スターター（濃厚飼料）の食い込みが向上する 8、新規環境やハンドリングに対する恐

怖が軽減する 7 といった利点があげられる。EU では 8 週齢を過ぎた子牛は社会的行動

のとれる群管理施設で飼養することを義務づけている 9。アメリカ合衆国のいくつかの

州では、肥育用育成牛に対し個別飼育を禁じることを法で定めている 10。しかし、牛は

体格で序列が決まるため、新しく群に導入した牛は弱い立場におかれる場合が多く、

餌場や水場が十分な大きさではない場合や飼養密度が高い環境では、序列の高い個体

の攻撃を受けやすく精神的なストレスも大きい 11。特に、呼吸器病の拡大が問題とな
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る群編成における生体機能の変化に注目したい。Abdelfattah ら（2013）は、飼育密度が

高い群では低い群と比べると咳の回数が多くなることを報告している 12。また、群編

成を繰り返すことによりストレスの指標として扱われる血中 Cortisol や、エネルギー

バランスが負へ傾くことを示唆する遊離脂肪酸やβヒドロキシ酪酸が高く推移するこ

とが知られている 13。飼養環境のストレスが生体機能変化を起こすメカニズムとして、

HPA 軸の活性化により Cortisol が増加すると、免疫機能が抑制されるため白血球の細

胞表面抗原の発現量や貪食能の低下などをもたらす 14。病原体や異物の侵入に対して

血管壁への遊走や接着に重要な CD62L や CD11b という細胞表面抗原を白血球は発現

するが、ストレス状態ではこれらのダウンレギュレーションが起こるため接着能が低

下すると考えられている。さらに、初期防衛に関わる好中球や単球などの貪食能も低

下し、病原体や異物への攻撃力が弱まるために易感染状態が招来される。したがって、

ストレスに起因する免疫機能低下によって起こる易感染状態を予防することは重要な

課題である。 

 

1-3 心拍変動解析による自律神経系機能評価 

家畜の健康状態を把握することは、飼養管理の上で生産性の向上や経済的な損失

を防ぐ意味においても非常に重要なことである。生体機能の調節機構として自律神経

系機能が、生体の恒常性を維持するために働いている。自律神経系の活動は年齢や疾

患などを含め様々な要因によって変化するが、ヒトの心臓疾患、感染症や代謝性疾患

など多くの病態において副交感神経系活動の低下や自律神経系機能の乱れが報告され

ている 15–17。このように健康状態と密接に関わる自律神経系機能を評価する方法とし

て、ヒト医療においては心電図記録を用いた心拍変動解析が広く利用されている。心

拍変動とは個々の心拍のゆらぎのことを指しており、通常心電図の RR 間隔の変動と

して理解されている。心臓の拍動は交感神経系と副交感神経系によって拮抗的に支配

されており、両神経の活動バランスが心拍数や心拍変動として反映されている。Eppiger 

and Hess (1915) は心拍変動が疾病における自律神経系の異常を示す可能性を 100 年前
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にすでに投げかけている。心拍変動の存在と発生への自律神経系機能の関与が認識さ

れるようになり、1960 年代に入ると心拍変動を解析することによる自律神経系機能評

価の試みが始まった。Hon and Lee (1965)は、胎児のストレスは心拍数に明らかな変化

が認められる前に心拍変動の減少によって進行する 18 と報告している。そして、Sayers 

(1973) は心拍変動の周波数解析法とその臨床的意義について明らかにした 19。1970 年

代に入ると、心拍変動が糖尿病の神経障害 20、心筋梗塞の予後 21 に深く関わりがある

ことが明らかになった。 

心拍変動解析は、RR 間隔の時系列データを使用し、この時系列データの変動量、

周期性やパターンを分析することにより自律神経系機能を評価するものである。解析

方法としては大きく分けて、時間領域（Time domain）および周波数領域（Frequency 

domain）分析法が知られている。時間領域分析法は、データの順序に依存しない変動の

量を測定するものであり、一定の時間における変動の大きさを N-N 間隔（連続する２

つの洞調律 QRS 波からなる R-R 間隔）の平均値や標準偏差といった統計量を求めて自

律神経系機能を評価するものである。一方、周波数領域分析法では、RR 間隔の変動を

タコグラムと呼ばれる複数の周波数の波動として表し自律神経系機能に由来する周波

数帯域の波を分離評価する方法である。周波数帯域としては、超低周波数領域（Very 

Low Frequendy; VLF）、低周波数領域（Low Frequency; LF）と高周波数領域（High 

Frequency; HF）に分類され、それぞれの領域のパワー値（msec2）を算出することによ

り自律神経系機能の評価を行うことができる。心拍変動の高周波成分は呼吸運動に伴

う迷走神経緊張に由来している。一方、低周波成分は、Mayer 波とよばれる約 10 秒周

期に生じる収縮期血圧の変動 22 に由来し、迷走神経および交感神経炎進路の活動に反

映される。そのため、HF パワーは副交感神経活動の定量的な指標として扱われ、LF パ

ワーには交感神経系と副交感神経系が関与しているため、LF/HF 比が自律神経系バラ

ンスの指標として使用されている。 
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1-4 Oxytocin, Vasopressin の鼻腔内投与について 

Oxytocin,や Vasopressin が神経伝達物質として社会認知、親和性、情動といった大

脳辺縁系により制御される機能や視床下部における生理的反応を調節している。

OxytocinとVasopressinをリガンドとする受容体としては、Oxytocin 受容体およびV1a、

V1b、V2 受容体が知られており親和性は異なるもののそれぞれの物質が互いの受容体

に作動することが可能である。鼻腔内投与法は、鼻粘膜の嗅神経系や三叉神経系を介

して血液脳関門の通過が難しい物質を中枢神経系に伝達する方法である 23 ことから、

Oxytocin や Vasopressin の中枢作用を臨床的に応用することを目的としても研究が進め

られている。特に、Oxytocin の鼻腔内投与は扁桃体活動の抑制作用があることから、

不安感情やストレス反応の抑制効果として 24–27、精神疾患の治療への応用も期待され

ており、様々な動物種における研究も実施されている 28,29。一方、Vasopressin の鼻腔内

投与は認知機能を高めるという報告 30 はあるものの、扁桃体の活動を上げることによ

り不安感情を高めるなど生体にとって利益とならない作用があるため、Oxytocin ほど

研究が行われていない。しかし、シリアンハムスターでは嗅覚系による社会行動の一

種である flank marking 行動の発現が Oxytocin と Vasopressin のどちらも V1a 受容体に

作動することにより促される 31 ことから、動物種によっては Vasopressin も Oxytocin と

同様な作用をもたらす可能性も否定できない。また、ラットでは幼少期に母親からの

グルーミングを多く経験するほど不安行動は抑制されるが、グルーミング経験はメス

のラットでは中枢神経系における Oxytocin 受容体のリガンドとの結合能を上昇させる

一方で、オスでは V1a 受容体のリガンド結合能を上昇させる 32 という報告もあり、中

枢における不安行動の抑制に関する受容体には性差があることを示唆している。そし

て、これらの作用の発現機構として嗅神経を介した物質の直接的な輸送によるという

説が主流であるが、Veening & Oliver らは嗅神経に発現する V1aAVP 受容体の刺激によ

る電気信号が中枢神経系に到達するという仮説も述べている 29。Oxytocin と Vasopressin

は構造が類似しており V1aAVP 受容体に対して同等以上の親和性を示す 33 ことから、

Oxytocin 以上の効果をもたらす可能性も考えられる。 
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1-5 本研究の目的 

わが国においては、畜産が主要な第一次産業としてその役割を果たしてきたのは

第二次世界大戦以降である。畜産食品の消費量増加とともに、家畜の飼養戸数や飼養

頭数は増加し畜産物を大量にそして継続的に生産することにより、近代的な畜産経営

として発展してきた。しかし、近年では飼養戸数の減少とともに、1 戸あたりの飼養

頭数は増加し飼養規模は大型化している。家畜飼養の専業化や大型化に伴い、家畜を

個体としてではなく群れや集団としてとらえて対応する手法が重要になるとともに、

飼養環境の不備や不適切な管理に基づく疾病が増加し、家畜の生産性や収益性に支障

をきたすようになっている。したがって、家畜をより健康的に飼育して安全な畜産物

を安定的に生産するために、予防衛生学的な視点からの飼養環境や管理衛生が重要と

なってきている。育成牛においても集約型の飼養環境に潜むストレスに起因すると考

えられる日和見感染症や牛呼吸器病などが制御困難な疾病として問題となっており、

飼養環境が生体機能に及ぼす影響を解明し健康を維持できる飼養形態を確立すること

が喫緊の課題として求められている。自律神経系、免疫系、内分泌系は生体内でネッ

トワークを形成することで恒常性を維持している。そのなかでも、自律神経系機能は

心電図記録から評価が可能であることから、飼養環境において刻刻と変化する生体機

能を捉えるのに有用であると推測される。そこで、本研究では飼養環境が生体機能に

及ぼす影響を自律神経系機能の変化を中心に内分泌系や免疫系との関連も含めて明ら

かにするとともに、予防管理的な視点から病態発症を緩和する可能性が期待されてい

る Oxytocin や Vasopressin の効果に関しても明らかにすることを目的とした。 
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第２章  

疾病に罹患した成牛における 

自律神経系機能の変化 
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2-1 緒言 

家畜の健康状態を把握することは、飼養管理の上で生産性の向上や経済的な損失

を防ぐ意味においても非常に重要なことである。ヒト医療においては、心電図記録を

用いた心拍変動解析が心臓疾患、感染症や代謝性疾患など多くの病態における自律神

経系機能の変化や病勢あるいは予後を知る上で広く利用されている。ウシにおいても

搾乳システムの違いや去勢、除角などによる影響について本法を利用して検討した研

究が報告されている 34–37 ものの、病勢や病態を把握するための研究や臨床には応用さ

れていない。自律神経系の活動は年齢や疾患などを含め様々な要因によって変化する

ことから、ウシにおいてもこれらの変化を心拍変動解析によって検出することが可能

であると考えられる。そこで、本章では非侵襲的な自律神経系機能の評価法として利

用されている心拍変動解析を用いて、乳用牛における病態の把握に対する有効性につ

いて明らかにすることを目的とした。 

 

2-2 材料および方法 

供試動物 

ホルスタイン雌成牛 9 頭を供試した。5 頭は臨床的に健康な動物（CH: n = 5）で、

4 頭は麻布大学大附属大動物病院の入院患畜 （HP: n = 4）である。動物の診断名等の

情報は Table 2-1 に記載した。CH 群と HP 群はそれぞれ別の施設で飼養されていたも

のの、柵に囲われ、床材としておがくずの敷かれたスペースで自由に身動きがとれる

環境で管理された。どちらの施設においても照明時間の正確な管理はされていなかっ

たが、朝は早くて 7:00 に点灯、夕方は遅くて 19:00 には消灯されていたため、明期

（Light）を 7:00 – 19:00、暗期（Dark）を 19:00 – 7:00 と定義した。施設の清掃と給餌

および HP 群の搾乳や医療的処置は 7:00 – 9:00 と 16:00 – 18:00 の間に行われたが、試

験期間においては治療に伴うストレスを最小限にするために HP 群への処置は生菌製

剤（Bovactin®）の経口投与に限られていた。 
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採血 

ホルター心電図記録を行う日の 2 日前後以内に血液検査のための採血を頸静脈よ

りプレーン採血管を用いて行った。血液は凝固させた後、遠心分離し血清を分離し生

化学項目の測定を実施した。 

 

ホルター心電図記録および心拍変動解析 

ホルター心電計（SM-50; Fukuda Denshi Co., Ltd, Tokyo, Japan）を使用し、心電図記

録は A-B 誘導で行った。ホルター心電計は手製の腹帯を作成しその中に固定した。 

記録した心電図は ECG processor analyzing system (SRV-2W, Softron Co., Ltd, Tokyo, 

Japan)によって解析した。はじめに R 波を検出し、RR 間隔のタコグラムを算出した後、

200 msec で再サンプリングした 512 ポイントのデータセットからハニングウインドウ

処理をした後に高速フーリエ変換法を用いてパワースペクトラムを得た（Figure 2-1）。

1-3 で述べたように、心拍変動の高周波成分は呼吸による迷走神経緊張に由来するため、

高周波数帯域は、ウシの呼吸の周波数が含まれるように設定した。従って、周波数帯

域は、低周波数領域（Low Frequency; LF）は 0.04 – 0.1Hz、高周波数領域（High Frequency; 

HF）は 0.1 – 1.0 Hz に設定した。解析指標として、心拍数(HR)、LF 値、HF 値および

LF/HF 比を求め、自律神経機能の指標とした。 

 

統計解析 

群間の差の検定には Mann-Whitney’s U test を用い、群内における昼間と夜間の差

の検定には Student’s t test を用いた。変数の比較において、p 値が 0.05 未満を有意と定

義した。 
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2-3 結果 

Table 2-2 に血液検査の結果を示した。赤血球数およびヘマトクリット値は HP 群

で有意に低く、好中球 / リンパ球比および肝機能障害指標の１つである AST は HP 群

で有意に高かった。しかし、AST は 45 – 110 の正常範囲を超えた動物は無かった。 

いずれの動物の心電図にも不整脈は認められなかった。HP 群における HR の 1 日

における平均値（93.0 ± 5.5 bpm）は CH 群のそれ（71.4 ± 8.5 bpm）に比べ有意に高か

った。CH 群においては明期（Light）における HR が暗期（Dark）よりも高いという日

内変動パターンが認められ（Figure 2-2）、心拍変動指標にも同様な日内変動がみられた。

しかし HP 群ではこれらの指標に明瞭な日内変動は認められなかった。CH 群、HP 群

HR の平均値は昼間が夜間よりも有意に高かった（Figure 2-3）。また、CH 群では、HF

値は夜間に高く、LF/HF 比は昼間に高い傾向であったが、HP 群はどちらも昼間と夜間

で差は認められなかった。CH 群と HP 群を比較すると、昼間、夜間ともに LF 値およ

び HF 値は CH 群で高く、LF/HF 比は夜間で HP 群が有意に高かった。 

 

2-4 考察 

一般的に HF 値は副交感神経活動を反映し、LF 値は交感神経系と副交感神経系の

どちらの影響も受けているため、LF/HF が自律神経のバランスを表す指標として使用

されている。これらの指標の日内変動は、すでに健康なウマやミニブタで報告がある

38,39 が、健康な乳牛においても同様な特徴のあることが明らかとなり、昼間には交感神

経系が、夜間においては副交感神経系が優位になることが示唆された。 

一方で、疾病に罹患した乳牛では顕著に自律神経系のバランスが交感神経系優位

な状態になるためにこの自律神経系機能の日内変動が不明瞭になっていた。この結果

は、サラブレッド馬の輸送ストレスの影響に関する研究結果とも一致している 40。一

般的には輸送時の自律神経機能の変化はストレスやそれに付随する免疫機能の抑制と

関連していると考えられている。その他の動物種においても、菌血症や敗血症 41、慢性

肝障害 42、呼吸器疾患 43 などの研究においても心拍変動の減少がみられることが報告
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されている。これらの報告は、心拍変動解析が乳牛においても病態を把握する上で有

用であることを推奨すると共に、昼間において心拍数は群間に有意な差はないにもか

かわらず HF は減少していたことから、心拍数では評価しえない自律神経系機能の変

化も検出可能であることを示唆していると考えられた。 

試験に供した動物の疾患は、感染性・非感染性のどちらの疾患も含まれていたが、

肝細胞の逸脱酵素である AST が有意に高かったため、健康な動物と比べると多少は肝

細胞の傷害が起きていたことも否定はできない。しかしながら、すべての動物が正常

範囲の数値を示していたことから、肝機能には大きな問題は無く心拍変動解析にも影

響を及ぼしてはいないと考えられた。一方、疾患群のヘマトクリット値は標準範囲を

下回っていたことからこれらの牛は貧血状態にあった可能性が高い。本研究では赤血

球容積や赤血球色素について測定は行っていないため貧血の病型分類は不可能であっ

たが、慢性炎症では鉄利用やエリスロポエチンによる造血の阻害が生じる 44 ため、低

色素性の赤血球や赤血球数そのものの減少が想定され慢性炎症の病態であったと推測

された。1 週間以上にわたって炎症反応が続いた状態は慢性炎症と定義されるが、慢性

の経過をたどる炎症性疾患においては交感神経系が優位な状態が病態に関与する 45 と

いう報告もある。心臓疾患がなく臨床的には健康と判断される場合でも、炎症マーカ

ーの１つである C 反応性蛋白の高値で認められ、潜在的な炎症状態を呈した患者にお

いて心拍変動の減少も報告されている 46。これらの結果は本研究で乳牛において認め

られた疾患群における自律神経系機能変化をサポートするものと考えられた。 

 

小括 

本章では、非侵襲的な自律神経系機能の評価法として利用されている心拍変動解

析が、乳用牛における病態の把握に有効かどうかを明らかにするために、ホルスタイ

ン種の臨床的に健康な雌成牛と疾患が認められた雌成牛からホルター心電図を記録し

心拍変動解析を行った。疾患動物の診断名は乳房炎、肝機能障害、第四胃変位であっ

たが、血液検査で正常範囲を大きく逸脱した項目は見られなかった。一方、心拍変動
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解析の結果から疾患動物では心拍数の有意な増加や副交感神経活動の指標である HF

値の有意な低下、自律神経系バランスの指標である LF/HF 比の有意な増加が認められ

た。また、健康動物で認められたこれらの指標における日内変動が疾患動物では消失

していた。これらの結果から、疾患動物では副交感神経系機能の減弱により自律神経

系機能のバランスとしては交感神経系が優位な状態にあることが明らかになった。そ

して、心拍変動解析による自律神経系機能の評価が乳用牛の病態を把握する上で有効

な手法であることが明らかになった。 
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Cow
Age

(years old)
Lactation Diagnosis

1 5 Non-lactating and nonpregnant —

2 12 Non-lactating and nonpregnant —

3 9 Non-lactating and nonpregnant —

4 6 Non-lactating and nonpregnant —

5 6 Non-lactating and nonpregnant —

6 8 8 months pregnant Right abomasal displacement

7 5 Lactating Hepatic dysfunction

8 3 Lactating Chronic mastitis

9 6 Non-lactating and nonpregnant Chronic pyogenic mastitis

CH 

HP 

Table 2-1  Information for the cows used in this experiment

CH, Clinically healthy cows; HP, Hospitalizing cows.
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A

B

Figure 2-1 Power spectrums of heart rate variability. Low and high 
frequency are correspondent to 0.04 – 0.1 Hz and 0.1 – 1.0 Hz, 
respectively.  A)  Instantaneous power spectrum. Each power spectrum is 
depicted every 102400 msec. B) Mean power spectrum. LF (low 
frequency power) and HF (high frequency power) are calculated from 
area under the blue line corresponding to each frequency band. The red 
dotted line corresponds to the respiratory frequency.
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Figure 2-2  Changes in 24-hr plots of heart rate and heart rate variability indices. 
CH, Clinical healthy cows; HP, Hospitalizing cows; HR, heart rate; LF, low 
frequency power; HF, high frequency power; LF/HF, LF to HF ratio. Each plot 
represents mean and SE.
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Figure 2-3  Light- and dark-phase heart rate and heart rate variability. 
Twelve hourly values for each cow in each period were taken and averaged 
to get the average per cow and then are summarized for each group to get 
the mean + SE for each of the periods. CH, Clinically healthy cows; HP,  
Hospitalizing cows; HR, heart rate; LF, low frequency power; HF, high 
frequency power; LF/HF, LF to HF ratio. Difference between the groups: 
*P < 0.05, **P < 0.01.
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第３章  

育成牛において実験的に 

初期感染状態を誘発した際の 

生体機能変化 
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3-1 緒言 

育成期の子牛にとって感染症はその個体の生産性を低下させるだけでなく、発症

個体からの群内への波及が大きな問題となる。発咳や下痢など他への感染源となるよ

うな徴候を示す前に感染状態を検知して対処を行うことができれば、発症個体を隔離

することにより疾病の蔓延を未然に防ぐことができると考えられる。感染時の病態生

理について調べるために、牛においても大腸菌毒素である Lipopolysaccharide (LPS) 感

染による実験的感染症モデルを用いた研究が行われてきており 47–52、LPS の投与によ

り濃度依存的に心拍数が上がるといわれている 52。一方、LPS は炎症性サイトカイン

やメディエーターを介して発熱を含めた病態の発症にも関与している。そこで本章で

は、育成牛を用いて低用量の LPS を投与することにより実験的な感染の初期状態を作

出し、生体機能の変化を明らかにすることを目的とした。初期の感染状態を評価する

ために、Cortisol と TNF-α の血中濃度を測定すると共に血球の細胞分画を測定した。ま

た、生体機能として直腸温度と呼吸数および自律神経系機能を血液検査による免疫機

能との関連性から評価した。 

 

3-2 材料および方法 

本研究は（独）農業生物資源研究所（現：国立研究開発法人 農業・食品産業技術

総合研究機構 畜産研究部門）の動物実験規定に基づき計画し、実験動物倫理委員会

の承認を得た上で行った。 

 

供試動物 

実験開始 2 か月前には去勢を済ませたホルスタイン育成牛 6 頭（6 - 8 カ月齢, 196.5-

294kg）を使用した。実験動物は実験施設においてスタンチョンで個別飼育をされてい

た。ゴムマットの床にスタンチョンで個別に繋留された状態で 1 回の実験に 3 頭ずつ

実施したため、動物同士の視覚的および嗅覚的な隔たりはなく隣接する動物同士の接

触もグルーミング程度なら可能な状態だった。実験施設および採血や心電計装着など
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必要な実験手技への馴致を十分に行った後に実験に供した。給餌と施設の清掃は 9-10

時と 16-17 時に実施した。 

 

実験手順 

  動物実験は（独）畜産草地研究所（現：国立研究開発法人農業・食品産業技術総合

研究機構畜産研究部門）の動物実験施設にて実施された。 

午前 8:00 を 0h とし、0h の採血直後に、5mL の生理食塩水（SAL）もしくは 5ng/kg

の LPS(Escherichia coli O55:B5, L6529; Sigma, St. Louis, MO) (LPS) を同カテーテルより

1 分間かけて静脈内投与した。牛を対象に LPS 投与により実験的に感染症を再現した

研究においては、10ng/kg が最小用量である。この用量では、直腸温度や呼吸数、心拍

数が有意に上昇していた。従って、感染状態でありながら臨床徴候が明らかでない状

態を再現するためにより低用量の 5ng/kg を投与することにした。生理食塩水、LPS の

投与処置は 1 週間をあけ、クロスオーバーデザインで試験を行った。 

 

採血 

採血は、0（溶剤投与前）, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12h に頸静脈に留置したカテーテルか

ら採血を行った。血液はプレーン管、EDTA 添加試験管、ヘパリン添加試験管に入れ、

プレーン管血液は凝固させたのち遠心分離機によって血清を分離した。血清サンプル

は RIA、EDTA 添加血液サンプルは全血球計算、ヘパリン添加血液サンプルはフローサ

イトメトリーにそれぞれ供した。 

 

臨床徴候の評価 

直腸温度（Rectal temperature）および 1 分間の呼吸数（Respiratory rate）の測定は

採血時に行い、臨床徴候の指標とした。 
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ホルター心電図記録および心拍変動解析 

ホルター心電計（QR2500; Fukuda M-E Kogyo Co., Ltd, Tokyo, Japan）を使用し、心

電図記録は A-B 誘導法で行った。実験前日の夕方までに陽極および陰極（Blue Sensor 

L-00-S;METS Inc., Tokyo, Japan）をそれぞれ右側肩甲骨および左側胸部にボンドで貼り

つけ、ホルター心電計を手製のジャケットに固定した（Figure 3-1）。 

  心電図記録を用いて 2-2 に記載した手順で心拍変動解析を行い、HR, LF 値, HF 値, 

LF/HF 比を算出した。 

 

血清 Cortisol 濃度測定 

Cortisol は競合的 ELISA 法で測定した。マウス抗コルチゾールモノクローナル抗

体（Millipore Corporation, Billerica, MA, USA）を一次抗体、ヤギ抗マウス IgG-FC

抗体 (BethylLaboratories, Inc.)を二次抗体として使用し、Cortisol (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA) および HRP 標識 cortisol（Cosmo Bio Co. Ltd., Tokyo, 

Japan） を、それぞれスタンダード、競合用に使用した。当 ELISA 法のアッセイ内、

アッセイ間変動係数はそれぞれ約 4.9%と 6.5%である。 

 

炎症性サイトカイン測定 

TNF-α は専用キット（Bovine TNF-alpha DuoSet ELISA #DY2279, R&D Systems, Inc., 

MN, USA）を使用し、付属説明書に従い測定した。 

 

細胞分画の測定 

末梢血における細胞分画については EDTA 管に入れた血液から多項目自動血球分

析装置（XT-1800i, Sysmex Corp., Kobe, Japan）により白血球数（WBC）、赤血球数

（RBC）、リンパ球数 （Lymphocyte）、好中球数 （Neutrophil）、単球数 （Monocyte）、

好中球 / リンパ球比 （N:L） を求めた。 
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白血球表面抗原解析 

フローサイトメトリー法により白血球細胞表面抗原の分析を行った。100 μL の全

血サンプルを同量の一次抗体懸濁液（Table 3-1）に混合し冷暗条件にて 30 分間反応し

た。F-PBS（1%FCS 含リン酸緩衝溶液）により細胞を洗浄した後、二次抗体として蛍

光標識 F(ab’)2 ヤギ抗マウス免疫グロブリン抗体を冷暗条件にて 30 分間反応させた。

反応後、再度細胞を洗浄したのち、溶血・固定試薬（Immunoprep; Beckman Coulter K.K., 

Tokyo, Japan）を加え、赤血球を溶解し白血球を固定した。各細胞集団（リンパ球、顆

粒球、単球）は前方散乱光（forward light scatter; FSC）/ 側方散乱光（side light scatter; 

SSC）にてゲーティングし、表面抗原 CD14 については陽性細胞の割合（%）を、表面

抗原 CD62L は平均蛍光濃度（MFI）を測定した。 

 

統計解析 

統計解析は統計ソフト R (ver. 3.2.4)を使用した。変数の比較において、p 値が 0.05

未満を有意と定義した。 

臨床徴候（Rectal Temperature, Respiratory rate）、細胞分画（RBC, WBC, Lymphocyte, 

Neutrophil, Monocyte, N:L）、細胞表面抗原発現量（CD62L Lym, CD62L Gra, CD62L Mono, 

CD14+Mono）、血清 Cortisol, TNF-α 濃度 および心拍変動指標（HR, LF 値, HF 値, LF/HF

比）は一般化線形混合モデルを用いて二元配置分散分析を行い、処置（SAL, LPS）・時

間（0, 1, 2, 3, 4, 5, 6h）および処置と時間の交互作用効果を求めた。有意な交互作用効

果が認められた場合は Tukey 法による多重比較検定を行い、どの時間帯において群間

の差があるか調べた。 

臨床徴候、全血球計算、細胞表面抗原発現および心拍変動解析指標は、投与後の

反応のピーク値（最大値もしくは最小値）を投与後の値の代表値とした。SAL・LPS 両

群において投与前（0h）（Pre）の値と反応が最大となった時間（Max）の値を変数とし、

時間（Pre, Max）と処置（SAL, LPS）の交互作用効果を二元配置分散分析により調べた。

有意な交互作用効果が認められた場合は、Holm test により下位検定を行った。 
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さらに、すべての項目について 0h から 6h 以内におけるピーク値の 0h からの上昇

率（%）を求めた。各項目の上昇率を用いて反応の個体差を調べた。HF 値、LF/HF 比

の反応性により個体を分類するために、クラスター解析（Ward 法）を行い、HF 値の下

降率および LF/HF 比の上昇率により個体を群分けした。LF/HF 比上昇率が最も低いと

判断された個体群を LOW (n = 3)、その他の個体群を HIGH (n = 3) とし、臨床徴候、全

血球計算、細胞表面抗原発現量・Cortisol・TNF-α について群間の比較を Student’s t test

で行った。 

 

3-3 結果 

Figure 3-1 に示した臨床徴候を見ると直腸温度（Rectal temperature）は LPS 投与 2

時間後までに緩やかに上昇し、呼吸数（Respiratory rate）は 1 時間後に一過性に増加し

た。Figure 3-2 に血清 Cortisol にも投与 1-2 時間での軽度の増加が認められたが、これ

らの指標と TNF-α 濃度もふくめて時間と処置の間に交互作用効果は認められず SAL

と LPS で有意に推移が異なるとはいえなかった。 

心拍変動解析指標は LPS 投与による顕著な変化は認められず給餌による影響の方

が大きかった。これらの指標におけるいずれの時間帯にも SAL と LPS で有意な差は認

められなかった（Figure 3-3）。 

Figure 3-4 に全血球計算の結果を示した。赤血球数（RBC）・リンパ球数

（Lymphocyte）・好中球 / リンパ球比（N:L）おいて、処置と時間の交互作用効果が認

められたが、下位検定ではいずれの時間においても処置間の差は見られなかった。一

方で、Figure 3-5 に示した CD62L Mono は LPS 投与後 1h から SAL よりも高くなる傾

向が認められ、2 時間でピーク（6.98±0.3）となり SAL (3.6±0.3) よりも有意に高値で

あった。この CD62L Mono の反応が見られた時間帯に着目して、その他の測定項目に

ついても検討を加えた。 

投与前（0h）の値と反応のピーク値（Max）をすべての測定項目について比較をし

た。反応のピーク値は、LPS 投与で起こりうる変化を考慮し項目によって投与後の最
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大値か最小値のどちらを取るか判断した。呼吸数は LPS 投与後に有意に上昇し、投与

前からの上昇率も SAL に比べて有意に高かった。一方、直腸温度の上昇に有意な差は

認められなかった（Table 3-2）。血清 Cortisol 濃度、TNF-α 濃度も投与前後において変

化は認められなかった（Table 3-3）。細胞分画（Table 3-4）では、単球数（Monocyte）

には減少傾向が、白血球数（WBC）には有意な減少が認められた。細胞表面抗原（Table 

3-5）は単球における CD62L 発現 (CD62L Mono) が有意に上昇し、最大反応値も上昇

率も有意に高かった。Figure 3-6A,B に、反応が最も大きかった個体における CD62L 発

現陽性細胞の側方散乱光を X 軸、前方散乱光を Y 軸にした散布図および蛍光強度を指

標としたヒストグラムを示したが、LPS 投与後 2 時間後に最も発現が大きくなってい

た。CD14 陽性単球（CD14+Mono）は最大反応値に差はないものの、LPS では下降率が

有意に高かった。Table 3-6 に心拍変動解析指標の反応を示した。心拍数は SAL、LPS

両処置において投与前から有意に上昇したが、心拍変動解析指標は LPS 投与後のみ LF

値と HF 値は有意に低下し、LF/HF には上昇傾向が認められた。 

Table 3-2 から 3-6 に示すように LPS 投与に対する反応には大きな個体差が存在し、

特に心拍変動解析指標で顕著に認められたことから、HF 値および LF/HF 比の変化量

（上昇率・下降率）の違いにより動物（A, B, C, D, E, F）の群分けを行いさらに解析し

た。Figure 3-7 に各個体における投与前からの変化量（%）とクラスター解析の結果を

示した。数値の大小で分けると、A, C, D が小さく（すなわち下降率が大きい）、B, E, F

が大きいと群分けされた。HF 値の小さい群と大きい群で臨床徴候・細胞分画・細胞表

面抗原発現・血清 Cortisol および TNF-α濃度を比較したところ、差が見られたのは血

清 Cortisol 濃度のみで、HF の小さい群で有意に高かった。一方、LF/HF の変化量（%）

で群分けをした場合には（Figure 3-8）、C, E, F が LF/HF 比の小さい（すなわち上昇率

が小さい）群と抽出された。D のみ他の個体と比べると著しく大きかったが、A, B と

合わせ大きい（上昇率が大きい）群と判断した。LF/HF 比の上昇率が小さい個体群を

LOW (n = 3)、大きい群を HIGH (n = 3) として、臨床徴候・全血球計算・細胞表面抗原

を比較すると、直腸温度および赤血球数の上昇は HIGH 群で有意に高かった（Figure 3-
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9, 3-11）。白血球数も HIGH でより減少している一方で、白血球分画は好中球数

（Neutrophil）が多くなっている傾向がみられ、N:L 比は HIGH で有意に高かった。細

胞表面抗原発現は分析を行った個体数が 4 頭と少なかったため統計解析を行うことが

できなかったが、単球の CD62L 発現が LOW (153.0±24.9) と比べ HIGH (233.0±24.0)

で高かった（Figure 3-11）。 

 

3-4 考察 

動物が病原体に曝露されてから徴候発現にいたるまでの微弱な感染状態における

生体機能の動的変化を明らかにするために、実験的に低用量の LPS を投与することに

より感染初期の作出を試みた。生体機能指標としての臨床徴候、血液性状、HPA 軸活

性の指標として Cortisol、自律神経系機能の変化とこれらの関連について調べた結果、

実験的に感染初期状態を作出できたものと考えられた。感染初期状態において、自律

神経系バランスの変化が免疫反応や臨床徴候を予知する上で有用となる可能性が示唆

された。 

LPS 投与後における各血液検査項目で時系列変化を調べたところ、各時間帯にお

いて SAL との有意差が認められた項目は単球上に発現している CD62L だけだった。

CD62L は炎症の初期反応において白血球が感染巣に遊走するために、血管壁をローリ

ングする際に働く接着因子であり鋭敏な炎症マーカーの１つである 53。単球上におい

て発現の上昇が認められたのは、単球が先天性免疫を担当する細胞として LPS に対す

る初期応答に関わっているためであると考えられる。外傷による炎症反応に際して

CD62L の発現上昇は好中球、リンパ球、単球のいずれの細胞にも起こるが、単球の

CD62L 発現上昇はその他の細胞に比較して早く生じることが報告されている 54,55。一

般的な血液検査項目では投与後のどの時間帯においても正常範囲内の変化しか認めら

れなかったが、単球における CD62L の増加は免疫応答が確かに生じていることを示し

ていると考えられた。一方臨床徴候や自律神経系機能には処置間で有意差が見られる
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時間帯は観察されなかった。従って、生体機能の推移を総合的に考慮すると疾病状態

に至る前の感染初期状態を実験的に作出できたものと考えられた。 

各時間帯で SAL と比べてあまり差が認められなかったのは、投与後における免疫

系が反応し始める時間帯や持続時間などには個体差が影響していたと考えられたため、

投与前と反応が最も大きくなった時間帯の値を使用して比較した。その結果、初期の

炎症反応を反映した変化が観測された投与後に総白血球、総単球数と CD14 陽性単球

数の減少といった免疫応答の存在と同時に交感神経系の緊張や呼吸数の増加が観測さ

れた。これらの結果は、白血球による LPS の認識と、それに続く自律神経系を介した

炎症反応の開始を反映しているものと考えられた。 

白血球の中でも単球だけが有意な減少を示したのは、単球が LPS を認識しその後

の炎症反応を起こす細胞であるためだと考えられた。LPS 投与後における総白血球の

減少は辺縁趨向が主な原因であるとされているが 56、CD14 陽性単球の減少と接着因

子である CD62L の発現上昇が同時に起こっていることがこの現象の存在を示唆して

いる。CD14 は Toll 様受容体 4 (TLR4)と共役して LPS を認識するため 57,58、CD14 陽

性単球数の投与後における減少は LPS を抗原として認識できる単球の血管辺縁へ移動

を示唆している。辺縁への移動には細胞表面に発現する CD62L と血管内皮細胞の接

着因子の結合が必要であり、外傷や多臓器不全などで生じる全身炎症における単球上

での発現が報告されている 54,55。 

直腸温度は全体の平均値で 39.5℃を超え発熱傾向にあるものの、個体差が大きく

統計的に有意な差は認められなかった。一方、呼吸数の増加が認められたことから、

呼吸の促進による熱の放散によって発熱が抑えられたとも考えられた。 

自律神経系機能を評価するために測定した心拍変動解析指標にも HF 値の低下や

LF/HF 比の上昇が認められ、LPS 投与後に副交感神経系が抑制され交感神経系が優位

になったことが示された。抗原を認識した白血球によって産生されたサイトカインの

血液循環から血液脳関門を欠く視床下部への到達や求心性迷走神経の興奮は、視床下

部や延髄を介して交感神経系を緊張させ、抗炎症作用や免疫増強作用を促すことがわ
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かっている 59–61。炎症性サイトカインである TNF-αに有意な上昇は見られなかった

が、このようなメカニズムが自律神経系機能の変化をもたらしたと考えられた。以上

により、LPS 投与後の生体の応答には、交感神経系の緊張や白血球の活性化、そして

呼吸数の増加や体温の上昇といった生理的反応が密接に関連していることが明らかと

なった。 

LPS 投与により副交感神経系の抑制に伴う交感神経系優位な状態が観測されたも

のの、反応が最大となった時点においても、群として比較すると明確な差がみられた

わけではなく、反応の程度には個体差の影響が大きかった。そこで、交感神経系の緊

張が大きかった個体群とそうでない個体群の臨床徴候や免疫応答について調べると、

その反応性に差異のあることが明らかとなり、直腸温度は交感神経系緊張の高い群に

おいて上昇が大きく血液性状から示される免疫応答も交感神経系の緊張に伴い大きく

なることが示唆された。 

ウシにおいて直腸温度は LPS の濃度が高濃度であれば減少する場合があるが、あ

る程度までなら用量依存的に上昇する 52。感染時には炎症性サイトカインが体温セッ

トポイントを上昇させる。交感神経系緊張の高い群における直腸温度の上昇は血管収

縮や褐色脂肪組織の分解による熱産生を促す 62 ためであると考えられた。赤血球の増

加は、白血球の減少による二次的な増加に加え、炎症反応が引き起こす血管透過性の

上昇が関与すると考えられた。血管透過性の亢進は Histamine、Thrombin、

Bradykinin、IL-1β、TNF-αなど炎症性メディエーターやサイトカインだけでなく、

血管内皮細胞に発現する TLR4 を介して LPS 自身によっても媒介される 63。一方、単

球の CD62L はβ受容体刺激により発現が上昇することが明らかにされている 64。好

中球の増加や N:L 比の上昇も、好中球上のカテコラミン受容体刺激を介した交感神経

系の緊張が促す反応である 65。交感神経系の緊張は、神経終末から分泌されるカテコ

ラミンを介し白血球の遊走や炎症性メディエーターの産生を媒介する 60,66–69 が、心拍

変動解析によっても自律神経系機能によって間接的に炎症の病態や重症度との関連性

を評価ができることが示唆されている 17,70,71ことから、本研究で明らかとなった自律
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神経系バランスの変化と臨床徴候や免疫応答の関連性は、自律神経系と免疫系のクロ

ストークを反映したものであると考えられた。 

 

小活 

本章では、育成牛を用いて低用量の大腸菌毒素（LPS）を投与することにより実験

的な感染の初期状態を作出し、生体機能の変化を明らかにすることを目的とした。LPS

投与により軽度の体温上昇や呼吸数の増加は見られたものの臨床症状としては顕著な

変化は認められなかった。心拍変動解析の結果、LPS 投与により HF 値は有意に減少し

LF/HF 比は有意に増加した。さらに、LF/HF 比の変化には個体差が認められたことか

ら、LPS に対する反応性により高感受性群と低感受性群に分類したところ、高感受性

群では LPS に対する血液性状や臨床徴候の変化が低感受性群よりも大きいことが明ら

かとなった。これらの結果から、低濃度の LPS 投与により感染の初期状態を作出可能

なことが明らかになるとともに、LPS に対する生体機能の変化が大きい個体は自律神

経系バランスが交感神経系優位な状態になることが示唆された。 
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Table 3-1  Antibodies used for the immunostaining of peripheral blood leukocytes

1) Monoclonal Antibody Center, Washington State University. 

Antigen mAb Clone Isotype Cellular expression Souce

CD14 CAM66A IgM monocyte, macrophage, LPS receptor WSU1)

CD62L DU1-29 IgG1 L-selectin WSU
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Table 3-2  Maximum reaction of rectal temperature and respiratory rate

The values before injection (Pre) and maximum reaction time (Max) are compared.
SAL, 5mL saline; LPS, 5ng/kg LPS; Pre, 0h of the study; Max, time when the reaction
reached the peak. Different letters indicate significant differences between the
treatments. Difference from values before injection (Pre) : **P < 0.01.

Treatment ID Pre Max Reaction (ºC) Pre Max Reaction (rates)

A 38.8 39.0 0.2 28.0 52.0 24.0

B 39.1 39.4 0.4 40.0 40.0 0.0

C 38.5 38.9 0.4 28.0 28.0 0.0

D 39.2 39.3 0.1 20.0 32.0 12.0

E 38.8 39.4 0.6 48.0 68.0 20.0

F 39.1 39.8 0.7 52.0 56.0 4.0

A 38.8 39.9 1.1 28.0 80.0 52.0

B 38.7 39.7 1.0 24.0 64.0 40.0

C 38.6 39.2 0.6 40.0 56.0 16.0

D 38.8 40.1 1.3 20.0 36.0 16.0

E 38.8 39.4 0.6 32.0 76.0 44.0

F 38.8 39.0 0.2 40.0 68.0 28.0

SAL mean±SE 38.9±0.1 39.3±0.1 0.4±0.1 36.0±5.2 46.0±6.3 10.0±4.2
a

LPS mean±SE 38.8±0.0 39.6±0.2 0.8±0.2 30.7±3.4 63.3±6.5** 32.7±6.1b

Rectal temperature (ºC) Respiratory rate (/min)

SAL

LPS
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The values before injection (Pre) and maximum reaction time (Max) are
compared. SAL, 5mL saline; LPS, 5ng/kg LPS. Pre, 0h of the study; Max, time
when the reaction reached the peak.

Table 3-3  Maximum reactions of plasma cortisol and TNF-α concentration

Treatment ID Pre Max Reaction (%) Pre Max Reaction (%)

A 7.8 10.2 130.6 117.3 200.4 170.8

B 6.9 8.2 118.3 306.8 596.4 194.4

C 2.5 3.0 120.8 2628.6 2664.1 101.4

D 0.1 1.4 1075.4 878.8 1050.3 119.5

E 6.4 5.5 87.0 1.4 788.0 56939.6

F 15.6 17.8 113.5 1.4 1.4 100.0

A 15.2 43.5 285.9 188.8 668.1 353.9

B 9.8 13.1 133.0 217.5 513.9 236.3

C 0.3 1.4 486.2 1321.2 1294.2 98.0

D 0.9 2.8 314.0 735.3 903.8 122.9

E 5.2 2.2 43.0 2.0 758.0 37027.5

F 7.7 9.7 126.0 2.0 2.0 100.0

SAL mean±SE 6.6±2.2 7.7±2.4 274.3±160.3 655.7±416.7 883.4±388.8 9604.3±9604.3
LPS mean±SE 6.5±2.3 12.1±6.6 231.3±66.1 411.1±212.5 690.0±175.1 6323.1±6141.0

Cortisol (ng/mL) TNF-α (ng/mL)

SAL

LPS
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Figure 3-1 Time series change in rectal temperature and respiratory rate
after intravenous injection of saline (SAL) or 5 ng/kg LPS (LPS). Each plot
represents mean and SE.
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Figure 3-2 Time series change in serum cortisol and TNF-α concentrations
after intravenous injection of saline (SAL) or 5 ng/kg LPS (LPS). Each plot
represents mean and SE.
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Figure 3-3 Time series change in heart rate and heart rate variability after
5mL intravenous injection of saline (SAL) or 5 ng/kg LPS (LPS). HR, heart
rate; LF, low frequency power; HF, high frequency power; LF/HF, LF to HF
ratio. Each plot represents mean and SE .
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Figure 3-4 Time series change in blood cell count and neutrophil to lymphocyte ratio after
intravenous injection of saline (SAL) or 5 ng/kg LPS (LPS). RBC, red blood cell; WBC,
white blood cell; Lym, lymphocyte; Neut, neutrophil; Mono, monocyte; N:L, neutrophil to
lymphocyte ratio. Each plot represents mean and SE.
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Figure 3-5 Time series change in expression of CD62L on blood cells after
intravenous injection of saline (SAL) or 5 ng/kg LPS (LPS). CD62L Lym,
CD62L on lymphocytes; CD62L Gra, CD62L on granulocytes; CD62L Mono,
CD62L on monocytes; CD14+ Mono, CD14 positive monocytes. Each plot
represents mean + SE. Difference between the groups: †P < 0.1, *P < 0.05.
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A

B

Figure 3-6 CD62L expression on monocytes after intravenous injection of
saline (SAL) or 5 ng/kg LPS (LPS). Data shows the population of monocytes
express CD62L in one of the animals susceptible for LPS treatment. The
expressions at 2h are compared between SAL and LPS. A) SSC vs FSC
contour plot of CD62L. Colored area coincides with the population of
monocytes. B) The histogram displays a single measurement parameter
(fluorescence intensity) on the x-axis and the cell count on the y-axis. Green
and red histogram coincide with the population in SAL and LPS, respectively.
SSC, side scatter; FSC, forward scatter.
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Figure 3-7 A) The maximum decrease percentage of HF after 5mL
intravenous injection of 5 ng/kg LPS (LPS). A to F indicate the
individual animals in the study. B) Cluster dendrogram of percent
change of HF. HF, high frequency power.

D

A C

E

B F

0
2

0
4
0

60

Cluster Dendrogram

hclust (*, "ward.D")
d

H
ei

g
ht

-120

-80

-40

0

A B C D E F

HF(%)

42



Figure 3-8 A) The maximum increase percentage of LF/HF after 5mL
intravenous injection of 5 ng/kg LPS (LPS). A to F indicate the individual
animals in the study. B) Cluster dendrogram of percent change of LF/HF. LF,
low frequency power; HF, high frequency power; LF/HF, LF to HF ratio.
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Figure 3-9 Increment of rectal temperature and respiratory rate are
compared between animals showing different LF/HF increase after
5mL intravenous injection of 5 ng/kg LPS (LPS). LOW, animals
showed higher percent change of LF/HF after LPS injection; HIGH,
animals showed lower percent change of LF/HF after LPS injection.
Each error bar represents SE. Difference between the groups: *P < 0.05.
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Figure 3-10 Percent change in serum cortisol and TNF-α
concentrations are compared between animals showing different
LF/HF increase after 5mL intravenous injection of 5 ng/kg LPS
(LPS). LOW, animals showed higher percent change of LF/HF
after LPS injection; HIGH, animals showed lower percent change
of LF/HF after LPS injection Cortisol, serum cortisol
concentration; TNF-α, serum TNF-α concentration. Each bar
represents mean and SE.
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Figure 3-11 Percent change of blood cell count are compared between animals
showing different LF/HF increase after 5mL intravenous injection of 5 ng/kg LPS
(LPS). LOW, animals showed higher percent change of LF/HF after LPS injection;
HIGH, animals showed lower percent change of LF/HF after LPS injection; RBC,
red blood cells, WBC, white blood cells; Lym, lymphocyte; Neut, neutrophil; Mono,
Monocyte; N:L, neutrophil to lymphocyte ratio. Each bar represents mean and SE.
Difference between the groups: †P < 0.1, *P < 0.05.
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Figure 3-12 Percent change in surface antigen are compared between animals
showing different LF/HF increase after 5mL intravenous injection of 5 ng/kg LPS
(LPS). LOW, animals showed higher percent change of LF/HF after LPS
injection; HIGH, animals showed lower percent change of LF/HF after LPS
injection; CD62L Lym, CD62L on lymphocytes; CD62L Gra, CD62L on
granulocytes, CD62L Mono, CD62L on monocytes; CD14 Mono, CD14 positive
monocytes. Each bar represents mean and SE.
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第４章  

群飼育への移行が育成牛の 

生体機能に及ぼす影響 
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4-1 緒言 

これまでの章では、乳用牛の病態に自律神経系機能の変化が関与することを明ら

かにし、育成牛において低濃度の LPS 投与により感染の初期状態を作出可能なことが

明らかになるとともに、LPS に対する生体機能の変化が大きい個体は自律神経系バラ

ンスが交感神経系優位な状態になることを明らかにしてきた。そこで、本章では実際

に育成牛で実施されている飼養環境における生体機能の変化について明らかにするこ

とを目的として、育成牛の管理上で特に問題となるのが群編成後における疾病の発生

であることから、個別飼育から群飼育へ移行する移行群と個別飼育を継続する対照群

で自律神経系機能を含めた生体機能の変化に関して比較検討した。 

 

4-2 材料および方法 

本研究は（独）畜産草地研究所（現：国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研

究機構畜産研究部門）の動物実験規定に基づき計画し、実験動物倫理委員会の承認を

得た上で行った。 

 

供試動物および実験手順 

育成牛 11 頭（3 ヶ月齢）を使用し、7 頭を個別飼育から群飼育へ移行させた

（GROUP: n = 7）。残りの 4 頭（CONT: n = 4）については個別飼育を継続した。観察

期間は個別飼育 1 日と群飼育移行後 2 日とし、群飼育への移行は午前 9:00 – 9:30 の間

に行い、その間ホルター心電図記録と経時的に採血を行った。個別飼育には幅 110 cm

×奥行 355 cm の柵で囲われたスペースを利用し、群飼育は柵で囲われた幅 760 cm×

奥行 710cm のスペースに幅 305 cm×奥行 60 cm の飼槽および幅 350cm×奥行 350 cm

の屋根付きのスーパーカーフハッチを設置した場所で行い（Figure 4-1）、給餌は 9:00

と 16:00 頃に行った。群飼育施設では供試動物より月齢の 1 ヶ月程度大きな育成牛 2

頭が飼養されており、一回の試験につき 2－3 頭の動物が個別飼育から群飼育へ移行

した。 
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採血 

採血は 0（移行直前）, 1, 2, 3, 6, 12h に頸静脈に留置したカテーテルより行った。

血液はプレーン採血管、へパリン入り採血管および EDTA 入り採血管に採取した。プ

レーン採血管で採取した血液は遠心分離機にかけ、血清サンプルを取得した。直腸温

度（Rectal temperature）および呼吸数（Respiratory rate）の測定は、採血前後の立位時

に行った。 

 

ホルター心電図記録および心拍変動解析 

ホルター心電計（QR2500; Fukuda M-E Kogyo Co., Ltd, Tokyo, Japan）を使用し、心

電図記録は A-B 誘導法で行った。陽極および陰極（Blue Sensor L-00-S;METS Inc., Tokyo, 

Japan）をそれぞれ右側肩甲骨および左側胸部にボンドで貼りつけ、ホルター心電計を

手製のジャケットに固定し胸部に巻きつけ、リードを電極につないだ。これらの装着

は実験日（移行処置を行った日）の 2 日前に行い、実験前日には十分に装着になれた

状態にした。 

記録した心電図は2-2で記載した手順で心拍変動解析をし、HR, LF値, HF値, LF/HF

比を算出した。 

 

血清 Cortisol 濃度測定 

3-2 に記載した方法で測定した。 

 

白血球分画の測定 

EDTA 入り採血管に入れた血液から多項目自動血球分析装置（XT-1800i, Sysmex 

Corp., Kobe, Japan）により総白血球数（WBC）、リンパ球数（Lymphocyte）、好中球数

（Neutrophil）、単球数（Monocyte）、好中球/リンパ球比（N:L）を求めた。 
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白血球機能解析 

EDTA 入り採血管の血液から白血球細胞表面抗原（CD62L, CD11b）を、ヘパリン

入り採血管の血液から貪食（Phagocytosis）およびアポトーシス（Apoptosis）陽性細胞

割合の分析をフローサイトメトリー法により行った。 

 

細胞表面抗原解析：100 μL の全血サンプルを同量の一次抗体懸濁液（Table 4-1）に混

合し冷暗条件にて 30 分間反応した。F-PBS（1%FCS 含リン酸緩衝溶液）により細胞を

洗浄した後、二次抗体として蛍光標識 F(ab’)2 ヤギ抗マウス免疫グロブリン抗体を冷暗

条件にて 30 分間反応させた。反応後、再度細胞を洗浄したのち、溶血・固定試薬

（Immunoprep; Beckman Coulter K.K., Tokyo, Japan）を加え、赤血球を溶解し白血球を固

定した。各細胞集団（リンパ球、顆粒球、単球）は前方散乱光（forward light scatter; FSC）

/ 側方散乱光（side light scatter; SSC）にてゲーティングし、表面抗原 CD11b について

は陽性細胞の割合（%）を、表面抗原 CD62L は平均蛍光濃度（MFI）を測定した。 

 

貪食陽性細胞解析：貪食陽性細胞の測定は専用キット （pHrodo E.coli BioParticels 

Conjugate for Phagocytosis Kit for Flow Cytometry, Life Technologies Japan Ltd., Tokyo, Japan） 

を使用した。ヘパリン添加血液（各試験 50μL）を氷上で 10 分静置した後に、pHrodo 

Red Eshcherichia coli BioParticles （各試験 10 μL）を加えて混和した。対照サンプルは

氷上に静置し、被験サンプルは 37.0℃の微温湯で 10 分間インキュベートした。インキ

ュベート終了後、サンプルを微温湯から外し氷上に戻し貪食反応を停止した。サンプ

ル中の赤血球は付属の緩衝液によって溶解し、遠心分離、洗浄を行ったのち、最終的

な白血球を含有する沈殿物は洗浄液に懸濁した。貪食陽性細胞の測定はインキュベー

ションから 60 分以内に行った。 

 

アポトーシス誘導反応およびアポトーシス陽性細胞解析：ヘパリン添加血液 100 μL を

40℃で 4 時間インキュベートしてアポトーシスを誘導した。対照を室温（20 – 24℃）
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として測定した。アポトーシスの検出は Annexin-V-FLUOS 染色キット（Roche 

Diagnostics K.K., Tokyo, Japan）により annexin-V と propidium iodide (PI) で二重染色し

た。なお、染色時間や洗浄は同キットの方法に準じて行い、前述した溶血・固定液を用

いて細胞を処理した。FSC/ SSC にて各細胞集団（リンパ球、顆粒球、単球）にゲーテ

ィングし、FITC 標識した annexin-V に染まり、PI に染まらなかった細胞をアポトーシ

ス陽性と判定した。 

 

統計解析 

統計解析は統計ソフト R (ver. 3.2.4)を使用した。変数の比較において、p 値が 0.05

未満を有意と定義した。 

群飼育に移行した日の前日を Pre、当日を Exp とした。心拍変動指標は、一般化線

形混合モデルにより二元配置分散分析を行い、実験前日（Pre）・実験日（Exp）それぞ

れの日において群（CONT, GROUP）と時間（0-6h）の効果および群と時間の交互作用

効果を調べた。さらに、CONT と GROUP それぞれの群に対し、日（Pre, Exp） と時間

（0 – 6h） の効果および日と時間の交互作用効果を調べた。有意な交互作用効果が認

められた場合は、Tukey test により多重比較検定を行い、Exp において Pre と比較した

場合に有意に異なる時間帯を検出した。 

直腸温度（Rectal temperature）、呼吸数（Respiratory rate）、白血球分画（WBC, 

Lymphocyte, Neutrophil, Monocyte, N:L）、白血球機能（CD62L Lym, CD62L Gra, CD62L 

Mono, CD11b Gra, CD11b Mono, Phagocytosis Gra, Phagocytosis Mono, Apoptosis Lym, 

Apoptosis Gra, Apoptosis Mono）および Cortisol は、一般化線形混合モデルにより二元配

置分散分析を行い、群（CONT, GROUP）と時間 （0 – 12h）の効果および群（CONT, 

GROUP）と時間（0 – 12h）の交互作用効果を調べた。有意な交互作用効果が認められ

た場合は、Tukey test により多重比較検定を行い、群間で有意に異なる時間帯を検出し

た。さらに、各血液性状項目について、0h の値に対する 12h の値の変化率（%）を求

めた。 
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また、GROUP 群の自律神経機能の反応の個体差の検討をするために、Exp におけ

る 0 – 6h の心拍変動指標の平均値の、Pre の同時間帯 0 – 6h における平均値に対する割

合（%）を求め、上昇率とした。LF/HF 比の上昇率はクラスター解析（Ward 法）によ

って 2 群に分類されたため、LF/HF 比の低い群を G-LOW、高い群を G-HIGH とした。 

自律神経系機能と臨床徴候や免疫系機能の関連性は、CONT と G-LOW、G-HIGH

それぞれの間における各項目の 0h の値に対する 12h の値の変化率（%）の差を Student’s 

t test により検定した。 

 

4-3 結果 

Pre、Exp いずれの日においても、0-12h における自律神経系機能の変化に CONT

および GROUP 間の差は認められなかった（Figure 4-2, 4-3）。CONT においては 1 日の

自律神経系機能の推移を Pre と Exp で比較した場合に、いずれの指標にも差は認めら

れなかった（Figure 4-4）。一方で、GROUP では実験日において、移行直後に実験前日

と比べて移行直後に HR の有意な上昇および HF 値の有意な低下が認められ、LF/HF 比

は上昇向であった（Figure 4-5）。 

直腸温度、呼吸数、血清 Cortisol 濃度、血液性状（細胞分画、白血球機能）の推移

を群間で比較したところ、直腸温度や呼吸数は群間で差のある時間帯は観察されなか

った（Figure 4-6）。血清 Cortisol 濃度は GROUP が高く推移したものの、有意な交互作

用効果は認められなかった（Figure 4-7）。総白血球数（WBC）や細胞分画および好中球 

/ リンパ球比（N:L）は両群で同様な推移をし、いずれの時間帯においても有意な差は

なかった（Figure 4-8）。CD62L の発現は、好中球およびリンパ球においては移行処置

の前にすでに GROUP で高く、12 時間後も CONT と比べ高かった。GROUP では単球

上の CD62L 発現は移行から 3 時間後に上昇し、12 時間後まで高く推移した（Figure 4-

9）。CD11b 陽性細胞（Figure 4-10）、貪食（Phagocytosis）陽性細胞（Figure 4-11）およ

びアポトーシス（Apoptosis）陽性細胞（Figure 4-12）は両群とも同様に推移し、有意差

が認められる時間帯はなかった。 
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移行後（0 – 6h）の LF/HF 比の各個体における変化率から G1, 6, 7 が他の個体と比

較して反応性の異なる群として抽出された（Figure 4-13）。これらの個体を G-HIGH と

し、その他の個体を G-LOW として、それに CONT を加えた 3 群間におけるその他の

生体機能指標の変化について比較検討した。直腸温度、呼吸数は、G-HIGH が CONT よ

りも低い傾向であった（Figure 4-14）。血清 Cortisol 濃度は G-LOW が最も上昇が大きか

ったが、有意な差は認められなかった（Figure 4-15）。総白血球数（WBC）、好中球数

（Neutrophil）および N:L 比は CONT よりも G-HIGH の方が有意に多かったが、単球や

リンパ球には有意な差は認められなかった（Figure 4-16）。細胞表面抗原の発現に関し

ては、単球上の CD62L 発現（CD62L Mono）は G-LOW で上昇し CONT と比べて有意

に高かった（Figure 4-17）。好中球における CD11b 陽性細胞について、CONT、G-HIGH

それぞれにおける 1 頭の側方散乱光を X 軸、前方散乱光を Y 軸にした散布図（Figure 

4-18A）および蛍光強度を指標としたヒストグラム（Figure 4-18B）を示した。CONT は

0h と 12h では蛍光強度の差は小さいのに対し、G-HIGH では 12h で蛍光強度の減少が

みられた。CD11b 陽性好中球の割合は、G-HIGH で減少が認められ、CONT と比べて有

意に低かった(Figure 4-19)。貪食陽性細胞率（Phagocytosis）およびアポトーシス陽性細

胞率（Apoptosis）に関しては群間に差はみとめられなかった（Figure 4-20, 4-21）。 

 

4-4 考察 

個別飼育から群飼育へ育成牛を移行することにより、移行直後において LF/HF 比

が増加する傾向が見られ、前章での LPS の反応と同様に個体差も認められた。移行群

の中でも LF/HF 比の増加が大きい個体を高感受性群として解析を加えた。血液性状の

変化は 12 時間後に顕著に現れていたため、移行前に対する行後 12 時間の変化率を移

行処置に対する反応性とみなし、群間で比較を行った。高感受性群では好中球数が有

意に増加し、接着因子の 1 つである CD11b の好中球における発現が有意に低下してい

た。 
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交感神経系の緊張による末梢血中における好中球の増加や機能低下が疾病罹患リ

スクの上昇を引き起こすといわれていることから、飼養環境の変化により交感神経系

緊張が持続する場合には免疫機能の低下が起こり疾患の発症に関与しているものと考

えられた。飼養環境が生体に及ぼす影響の評価を行った多くの研究では、Cortisol を指

標として行われており、飼養環境の変化が HPA 軸を活性化することによる免疫機能の

抑制が疾病発生の原因であると考えられてきた 14。本研究では、移行群の方が対照群

よりも移行 2 時間後から高い傾向は示したものの有意な変化ではなかった。一般的に

は視床下部で産生される CRH は交感神経系と HPA 軸どちらも活性化するといわれて

いることから、LF/HF 比に反映される自律神経バランスを基準に動物を分類したとこ

ろ、交感神経系優位な個体群では血清 Cortisol 濃度の上昇は起こらず、むしろ自律神経

バランスの変化が少ない群において高くなっていた Koolhaas ら（2010）は、ラットで

は外部刺激に対し攻撃的な行動をとる時間とノルアドレナリンに正の相関がある一方

で、Corticosteron には関連性が見られなかったことを報告している 72。つまり、同一刺

激に対するHPA軸や自律神経系の応答は個体によってどちらかが優位に働くかに差異

があるといえる。群飼育や離乳などの飼養環境の変化がウシの免疫機能に悪影響をも

たらす報告は数多くある 13,73–78。Hickey ら（2003）は子牛の離乳による血中ノルアドレ

ナリン濃度の著しい上昇が免疫機能を抑制することを報告している 76。その免疫系指

標の移行後 12 時間における変化率にも自律神経機能変化の違いによる差異が明らか

となった。白血球はカテコラミン受容体のα, βどちらも発現しているため、交感神経

系の緊張によってどちらの受容体が刺激されるかによって、もたらされる免疫機能へ

の影響が抗炎症作用や炎症増強作用と相反することもあり単純ではないと考えられて

いる 68。そして、交感神経終末から分泌されるカテコラミンは、カテコラミン受容体を

介して接着因子のダウンレギュレーションや貪食能の低下などを引き起こすことも知

られている 79。交感神経系の緊張が大きかった群では血管壁への接着因子の１つであ

る CD11b を発現する好中球の減少および好中球数や好中球・リンパ球比の増加が見ら

れた。交感神経緊張は CD11b のダウンレギュレーション 80 をもたらすことから、好中
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球の辺縁プールから循環プールへの移動が生じたために増加につながったと考えられ

る。一方、交感神経系の緊張が小さい個体群では、リンパ球や単球 CD62L 発現上昇が

観測された。この個体群では Cortisol や直腸温度の上昇が大きかった。Cortisol は好中

球の接着因子の発現低下をもたらすことが報告されており 81、これらの変化の詳細な

機序は不明である。急性ストレス（数分～数時間）ではむしろ炎症時における白血球

の遊走能を促すなど、免疫保護作用を持つことが報告されている 82,83。子牛の離乳によ

り CD62L の発現が減少したという報告 77 と、上昇したという報告もある 84。これらの

ことから、刺激の強度や持続期間によっても顕在化する現象が異なるものと考えられ

た。第 3 章において低用量 LPS 投与で作出した初期感染状態でも単球 CD62L 発現上

昇が観察され、同時に直腸温度の上昇も観察されたが、本研究における直腸温度の上

昇は日内変動によるものと考えられる。移行 12 時間後は日没から 2－3 時間後に一致

するが、子牛ではこの時間帯に最も直腸温度が高くなることが報告されている 85。し

たがって、G-HIGH で観察された直腸温度の上昇は正常な日内変動を示している。ま

た、総単球数には変化が認められなかったことから、少なくとも自然免疫系応答に伴

う単球の血管壁への遊走を反映しているとは考えにくい。 

育成牛において、白血球のアポトーシスに関連する遺伝子発現の変化が輸送 86 や

離乳 84 で示されており、陽性を示す細胞の増加は拘束下に置かれたマウスでも報告さ

れている 87。一方で、貪食陽性細胞は離乳ストレスで減少が報告されている 77,88。群飼

育への移行に伴う単球 CD62L の発現量変化の生理学的意義は今後明らかにする必要

があるが、少なくとも貪食能やアポトーシスに影響がなかったことから、細胞機能抑

制をもたらすほどの変化ではなかったといえる。 

 

小括 

 本章では、実際に育成牛で実施されている飼養環境における生体機能の変化につ

いて明らかにすることを目的とした。育成牛で特に問題となるのが、群編成後におけ

る疾病の発生であることから、個別飼育から群飼育へ移行する移行群と個別飼育を継
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続する対照群で自律神経系機能を含めた生体機能の変化を比較した。対照群では移行

群の群飼育への移行を行う前日と当日でいずれの指標にも変化は見られなかったが、

移行群では移行直後において LF/HF 比に増加する傾向が見られ、前章での LPS の反応

と同様に個体差も認められた。そこで、移行群の中でも LF/HF 比の増加が大きい個体

を高感受性群として解析を加えたところ、高感受性群では好中球数が有意に増加し、

接着因子の１つである CD11b の好中球における発現が有意に低下していた。交感神経

系の緊張による末梢血中における好中球の増加や機能低下が疾病罹患リスクの上昇を

引き起こすといわれていることから、飼育環境の変化により交感神経系緊張が持続す

る場合には免疫機能の低下が起こり疾患の発症に関与しているものと考えられた。 
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Table 4-1  Antibodies used for the immunostaining of peripheral blood leukocytes.

1) Monoclonal Antibody Center, Washington State University. 

Antigen mAb Clone Isotype Cellular expression Souce

CD62L DU1-29 IgG1 L-selectin WSU1)

CD11b MM12A IgG1 Mac-1ࢻ WSU
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Figure 4-1 Environment supplied for calves under the experiment.
A) Individual pen with a feeding trough and a water bucket are
provided as shown above. B) Open yard housing with super calf
hutch, a feeding trough and a water bucket are provided as shown
above.
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Figure 4-2 Time series change in heart rate and heart rate variability on pre-
experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping group; Pre, pre-
experimental day; HR, heart rate; LF, low frequency power; HF, high frequency
power; LF/HF, LF to HF ratio. Each plot represents mean and SE.
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Figure 4-3 Time series change in heart rate and heart rate variability on
experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping group; Exp,
experimental day; HR, heart rate; LF, low frequency power; HF, high frequency
power; LF/HF, LF to HF ratio. Each plot represents mean and SE.
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Figure 4-4 Time series change in heart rate and heart rate variability on pre-
experimental and experimental day in control group. CONT, control group; Pre,
pre-experimental day; Exp, experimental day; HR, heart rate; LF, low frequency
power; HF, high frequency power; LF/HF, LF to HF ratio. Each plot represents
mean and SE.
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Figure 4-5 Time series change in heart rate and heart rate variability on pre-
experimental and experimental day in grouping group. GROUP, grouping group;
Pre, pre-experimental day; Exp, experimental day; HR, heart rate; LF, low
frequency power; HF, high frequency power; LF/HF, LF to HF ratio. Each error bar
represents SE. Difference between the days: †P < 0.1, *P < 0.05.
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Figure 4-6 Time series change in rectal temperature and respiratory rate on
experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping group. Each
plot represents mean and SE.
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Figure 4-7 Time series change in serum cortisol concentration on
experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping group. Each
plot represents mean and SE.
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Figure 4-8 Time series change in blood cell counts and neutrophil to lymphocyte ratio on
experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping group; WBC, white blood cell;
Lym, lymphocyte; Neut, neutrophil; Mono, Monocyte; N:L, neutrophil to lymphocyte ratio.
Each plot represents mean and SE.
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Figure 4-9 Time series change in CD62L expression on blood cells on
experimental day. MFI, mean fluorescence intensity; CONT, control
group; GROUP, grouping group; CD62L on lymphocytes; CD62L Gra,
CD62L on granulocytes; CD62L Mono, CD62L on monocytes. Each
plot represents mean and SE. Difference between the groups: †P < 0.1,
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Figure 4-10 Time series change in CD11b positive blood cells (%) on
experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping group; CD11b
Gra, CD11b positive granulocytes; CD11b Mono, CD11b positive
monocytes. Each plot represents mean and SE.

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C
D

11
b

 G
ra

(%
)

Time (hrs)

CONT

GROUP

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

100.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C
D

11
b

 M
on

o 
(%

)

Time (hrs)

68



Figure 4-11 Time series change in phagocytosis positive blood cells
(%) on experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping
group; Phagocytosis Gra, phagocytosis positive granulocytes;
Phagocytosis Mono; phagocytosis positive monocytes. Each plot
represents mean and SE.
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Figure 4-12 Time series change in apoptosis positive blood cells (%) on
experimental day. CONT, control group; GROUP, grouping group; Apoptosis
Gra, apoptosis positive granulocytes; Apoptosis Lym, apoptosis positive
lymphocytes; Apoptosis Mono; apoptosis positive monocytes. Each plot
represents mean and SE.

0.0

20.0

40.0

60.0

80.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12A
po

pt
os

is
 G

ra
(%

)

Time (hrs)

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12A
po

pt
os

is
 L

ym
(%

)

Time (hrs)

CONT

GROUP

0.0

40.0

80.0

120.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12A
po

pt
os

is
 M

on
o 

(%
)

Time (hrs)

70



Figure 4-13 A) Percent change of LF/HF during 0 - 6h on
experimental day from the corresponding time in pre-experimental
day. B) Cluster dendrogram of the percent change of LF/HF for
each animal. C1 – C4, animals in control group; G1 – G7, animals
in grouping group; LF, low frequency power; HF, high frequency
power; LF/HF, LF to HF ratio.
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Figure 4-14 Percent change of rectal temperature and respiratory rate
during 0 -12h on experimental day. CONT, control group; G-LOW,
animals showed lower LF/HF change from pre-experimental day; G-
HIGH, animals showed higher LF/HF change from pre-experimental
day. Each bar represents mean and SE. Difference between the
groups: †P < 0.1.
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Figure 4-15 Percent change of serum cortisol concentration during
0 -12h on experimental day. CONT, control group; G-LOW,
animals showed lower LF/HF change from pre-experimental day;
G-HIGH, animals showed higher LF/HF change from pre-
experimental day. Each bar represents mean and SE. Difference
between the groups: †P < 0.001.
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Figure 4-16 Percent change of blood cell count and neutrophil to lymphocyte
ratio during 0 -12h on experimental day. CONT, control group; G-LOW, animals
showed lower LF/HF change from pre-experimental day; G-HIGH, animals
showed higher LF/HF change from pre-experimental day; WBC, white blood
cell; N:L, neutrophil to lymphocyte ratio. Each bar represents mean and SE.
Difference between the groups: **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Figure 4-17 Percent change of expression of CD62L on blood cells
(lymphocytes, granulocytes, and monocytes) during 0 -12h on experimental
day. MFI, mean fluorescence intensity; CONT, control group; G-LOW,
animals showed lower LF/HF change from pre-experimental day; G-HIGH,
animals showed higher LF/HF change from pre-experimental day. MFI, mean
fluorescence intensity; CD62L Lym, CD62L on lymphocytes; CD62L Gra,
CD62L on granulocytes; CD62L Mono, CD62L on monocytes. Each bar
represents mean and SE. Difference between the groups: *P < 0.05.
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Figure 4-18 CD11b expression on granulocytes at 0h and 12h on
experimental day. A) SSC vs FSC contour plot of CD11b. Colored area
coincides with the population of granulocytes. B) Histograms display a
single measurement parameter (fluorescence intensity) on the x-axis and the
cell count on the y-axis. Red and green histogram coincide with the
population at 0h and 12h, respectively. CONT, control group; G-HIGH,
animals showed higher LF/HF change from pre-experimental day. SSC, side
scatter; FSC, forward scatter.
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Figure 4-19 Percent change of CD11b positive cells (granulocytes and
monocytes) during 0 -12h on experimental day. CONT, control group;
G-LOW, animals showed lower LF/HF change from pre-experimental
day; G-HIGH, animals showed higher LF/HF change from pre-
experimental day; CD11b Gra, CD11b positive granulocytes; CD11b
Mono, CD11b positive monocytes. Each bar represents mean and SE.
Difference between the groups: **P < 0.01.
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Figure 4-20 Percent change of apoptosis positive cells (lymphocytes,
granulocytes, and monocytes) during 0 -12h on experimental day. CONT,
control group; G-LOW; animals showed lower LF/HF change from pre-
experimental day; G-HIGH, animals showed higher LF/HF change from
pre-experimental day. Apoptosis Lym, apoptosis positive lymphocytes;
Apoptosis Gra, apoptosis positive granulocytes, Apoptosis Mono,
apoptosis positive monocytes. Each bar represents mean and SE.
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Figure 4-21 Percent change of apoptosis positive cells (lymphocytes,
granulocytes, and monocytes) during 0 -12h on experimental day.
CONT, control group; G-LOW; animals showed lower LF/HF change
from pre-experimental day; G-HIGH, animals showed higher LF/HF
change from pre-experimental day. Apoptosis Lym, apoptosis positive
lymphocytes; Apoptosis Gra, apoptosis positive granulocytes,
Apoptosis Mono, apoptosis positive monocytes. Each bar represents
mean and SE.
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第５章 

Oxytocin, Vasopressin の 

鼻腔内投与が育成牛の 

生体機能に及ぼす影響 
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5-1 緒言 

これまでの章において、自律神経系バランスの変化が疾病の発症や罹患リスクと

関連性のあることが明らかとなった。近年、Oxytocin の鼻腔内投与による作用機序に

は諸説あるものの 28,89、副交感神経活動が高まるという報告 90,91 や、不安行動や HPA

軸の抑制を介した抗不安・抗ストレス効果に注目が寄せられている。一方、Vasopressin

の中枢作用に関してはどちらかというと不安行動を増強させる、攻撃性を高める、HPA

軸を活性化させるなど、Oxytocin とは反対に作用する物質として取り上げられること

が多い。しかしながら、Vasopressin の鼻腔内投与においても高齢者の睡眠中における

HPA 軸の活性化を抑制するという報告 92 もあることから、V1aAVP 受容体を介して

Oxytocin と同様の効果を示す可能性も否定はできない。そこで、疾病への罹患リスク

を軽減する飼養管理法を検討する目的で、生体機能の反応を緩和させる効果が期待さ

れている Oxytocin や Vasopressin の鼻腔内投与の有効性について追求した。 

 

5-2  材料および方法 

本研究は（独）農業生物資源研究所（現：国立研究開発法人 農業・食品産業技術

総合研究機構 畜産研究部門）の動物実験規定に基づき計画し、実験動物倫理委員会

の承認を得た上で行った。 

 

(1) Oxytocin鼻腔内投与の生体機能への影響  

供試動物 

実験開始 2か月前には去勢を済ませたホルスタイン育成牛 6頭（7-10カ月齢, 207.4-

330.1kg）を使用した。ゴムマットの床にスタンチョンで個別に繋留された状態で 1 回

の実験に 3 頭ずつ実施したため、動物同士の視覚的および嗅覚的な隔たりはなく隣接

する動物同士の接触もグルーミング程度なら可能な状態だった。実験施設および採血

や心電計装着など必要な実験手技への馴致を十分に行った後に実験に供した。給餌と

施設の清掃は 9-10 時と 16-17 時に実施した。 
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試薬の調整 

Oxytocin (Peptide Institute, INC., Osaka, Japan) の濃度が 100 と 200µg/mL になるよ

うに生理食塩水に溶解し－20 度の冷凍庫に使用するまで保存した。 

 

実験手順 

それぞれの動物に生理食塩水（SAL）、100µg/mL (OXT100) および 200µg/mL の

Oxytocin (OXT200) をランダムな順序で投与した。Oxytocin の血中や脳脊髄液中におけ

る半減期を考慮し各処置の間隔は少なくとも 2 日とした。餌は実験開始の 30 分前には

取り除き 13:30（0h）に動物の鼻口部を上向きにした状態で、スタンチョンの壁にロー

プで固定してスプレーのノズルを付けた 2.5mL シリンジにより背鼻腔を目がけて鼻腔

内投与を行った。片側 0.5mL ずつ両方の鼻腔に試薬を噴霧した後、30 秒ほど試薬が鼻

粘膜に浸透するのを待ってから保定を外した。 

各動物がすべての処置を施されたが、1 頭の動物が怪我により OXT200 の処置が

出来なかったため、サンプルサイズは OXT200 のみ 5 頭となった。 

 

行動記録および行動解析 

各動物の行動は、投与後 90 分間ネットワークカメラ（Panasonoic BB-HCM735; 

Panasonic INC., Osaka, Japan）によって記録した。 

行動解析は、一人の観察者がネットワークカメラで記録したビデオ動画から連続

的サンプリングによって行った。動物の姿勢を、反芻を伴わない起立（Standing without 

ruminating; S）、反芻を伴う起立（Standing with ruminating; SR）、反芻を伴わない伏臥

（Lying without ruminating; L）および反芻を伴う伏臥（Lying with ruminating; LR）に分

類し、90 分間の観察期間におけるそれぞれの姿勢持続時間割合(%)を求めた。更に、観

察期間における維持行動や異常行動の発現回数も計測した。観察項目は、維持行動で

ある身繕い（Self-grooming）および給水行動（Water access）と、異常行動である擦りつ
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け（Rubbing）、異物（自分の身体以外の箇所）舐めや異物齧り（Abnormal licking and 

biting）、舌遊び（Tongue playing）および首振り行動（Head shaking）を選んだ。 

 

心電図記録および心拍変動解析 

心電図記録は A-B 誘導法により行った。実験開始 30 分前までには、陽極および陰

極の電極（Blue Sensor L-00-S;METS Inc., Tokyo, Japan）をそれぞれ右側肩甲骨および左

側胸部にボンドで貼りつけ、テレメーター送信機（RF-ECG transmitter; GMS Co., Ltd., 

Tokyo, Japan）を伸縮性のゴムバンドに固定し胸部に装着した。 

心電図記録からは、MemCalc/Win (GMS Co., Ltd) を使用し心拍変動解析を行った。

このソフトウェアでは最大エントロピー法を用い RR 間隔から低周波領域パワー（LF; 

0.04 – 0.1Hz）と高周波領域パワー値（HF; 0.1 – 0.8 Hz）を 30 秒間の心電図記録から解

析し、2 秒間隔で心拍変動解析指標（HR, LF 値, HF 値, LF/HF 比）が算出される。これ

までの章では異なる周波数帯域を設定していたが、同実験施設において本研究と月齢

の近い去勢育成牛の自律神経系機能測定の際に、同じテレメーターを使用した先行研

究 93 を参考にした。 

 

統計解析 

統計解析はエクセル統計 2010 Windows version 1.13（Social Survey Research 

Institution Co. Ltd, Tokyo, Japan）を使用した。変数の比較において、p 値が 0.05 未満を

有意と定義した。 

行動データは、まず観察期間を 0 – 30, 30 – 60, 60 – 90 分の 3 つの時間帯に分け、

各時間帯における行動変化を調べた。時間と処置の効果および時間と処置の交互作用

を繰り返しのある二元配置分散分析によって解析した。交互作用がない場合は、効果

のあった因子について一元配置分散分析につづき下位検定として Bonferroni 検定を行

い、どの時間帯もしくは処置間で有意な持続時間割合の差があるかを、各姿勢（S, SR, 

L, LR）につき調べた。更に、90 分間の観察期間における各姿勢持続時間割合（%）と
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維持・異常行動発現回数ともに Kruskal-Wallis 検定によって群間の差を調べた。p 値が

0.1 未満の場合は Steel 法による多重比較を行った。 

心拍変動解析指標は 90 分を 10 分毎に 9 時間帯:10 (0 – 10 分), 20 (10 – 20 分、以下

同様), 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 分に区切り、それぞれの時間帯における平均値を算出し

てから統計解析に供した。それぞれの指標に対して、時間と処置の効果および時間と

処置の交互作用の効果を繰り返しのある二元配置分散分析によって解析した。 

 

(2) Vasopressin 鼻腔内投与の行動および生理機能に及ぼす影響 

供試動物 

  実験開始 2 か月前には去勢を済ませたホルスタイン育成牛 5 頭（7 – 9 カ月齢, 218.1 

– 299.7 kg）を使用した。飼育施設・方法は (1) で述べたものと同様で、すべての動物

を実験手技に馴致させた。 

 

手術 

実験の約 1 ヶ月前に脳脊髄液（CSF）の経時的サンプリングのために 18 ゲージの

ステンレス製カニューレ（Elcom, Kyoto, Japan）を第三脳室に留置する手術を粕谷らの

論文に記載された手順に従い行われた 94。イソフルラン吸入麻酔下で脳定位固定装置

を用い、前頭部の皮膚を切開し頭蓋にドリルで小さな穴を開けマイクロマニピュレー

ターに取り付けた 18 ケージ針を穴に刺入し先端が側脳室に到達するまで引き下げた。

側脳室を経由して 1mL の造影剤（Iopaminron200, Nihon-Shering, Osaka, Japan）を第三脳

室まで流し込み、X 線画像を撮影することにより第三脳室の位置を確認した。微小操

作装置の針をカニューレに付け替え先端が正中線を通り第三脳室に留置されるように

刺入し、CSF がカニューレから流出するのを確認した後デンタル用セメントを用いて

頭蓋に固定した。カニューレ装着の様子を Figure 5-1 に示した。 

 

 

84



 

 

実験手順 

それぞれの動物に生理食塩水(SAL)、100nmol /mL (AVP100) および 200nmol/mL 

arginine-vasopressin (AVP200) をランダムな順序で投与した。(1) と同様の手順で鼻腔内

投与を行った。 

 

行動記録および行動解析 

(1) と同じ方法で行った。 

 

心電図記録および心拍変動解析 

(1)と同じ方法で行った。 

 

血液および脳脊髄液サンプリング 

血漿 Cortisol 濃度測定のための血液サンプリングは、少なくとも実験の 2 日前に

留置した頸静脈カテーテルから 0, 10, 20, 30, 60, 90 分に行った。脳脊髄液（CSF）中 

Oxytocin 濃度測定のための CSF サンプリングも血液サンプリングと同時に行った。し

かし、留置したカニューレは頭部の成長により先端の位置ずれが生じたために、本実

験では 1 頭の動物からしかサンプリングを行えなかった。 

血液サンプルは予め氷で冷やした EDTA 試験管に入れ、CSF サンプルと共に実験

終了まで氷の中に静置した。血漿および CSF サンプルは測定まで-30 度の冷凍庫に保

存した。 

 

血漿 Cortisol 濃度測定 

血漿 Cortisol 濃度は、市販のキット（Cortisol ELISA kit, Enzo Life Sciences Inc., 

Farmingdale, NY）を使って ELISA 法により測定した。 
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CSF Oxytocin 濃度測定 

CSF 中 OXT 濃度は、Sep-Pak C18 cartridges (Waters Corporation, Milford, MA, USA) 

によりサンプル抽出を行ってから市販のキット（Oxytocin ELISA kit, Enzo Life Sciences 

Inc., Farmingdale, NY）を使って ELISA 法により測定した。抽出は、まず 400-µL の CSF

に 0.1 規定 HCl を混ぜ、混合物をメタノールと蒸留水で予め湿潤させたカートリッジ

に通した。その後 10mL の 4%酢酸によって夾雑物を取り除き、メタノールに抽出物を

溶かした。溶媒は窒素ガスによって蒸発させ、残差は 267 µL のELISAキット専用Assay 

Buffer に溶かして測定に供した。 

 

統計解析 

統計解析はエクセル統計 2010 Windows version 1.13（Social Survey Research 

Institution Co. Ltd, Tokyo, Japan）を使用した。変数の比較において、p 値が 0.05 未満を

有意と定義した。 

行動データは、各姿勢持続時間割合（%）と維持・異常行動発現回数ともに Freedman

検定によって群間の差を調べ、p 値が 0.1 未満の場合は Sheffe 法による多重比較を行っ

た。心拍変動指標は 90 分を 10 分毎に 9 時間帯:10 (0 – 10 分), 20 (10 – 20 分、以下同様), 

30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 分に区切り、それぞれ時間帯における平均値を算出してから統

計解析に供した。それぞれの指標に対し、時間、処置の効果および時間と処置の交互

作用の効果を繰り返しのある二元配置分散分析によって解析した。交互作用の効果が

有意 （p < 0.05） もしくは有意傾向（p < 0.1）であれば、Fisher’s least significant difference 

(LSD) 法により下位検定を行った。血漿 Cortisol 濃度も心拍変動指標と同様な手順で

解析を行った。ただし、交互作用効果が有意ではないものの時間か処置の効果が有意

であれば、時間もしくは処置をプールし、一元配置分散分析によって群間の差がある

かどうかを調べたのち、Bonferroni 法によりデータに影響している因子を特定した。

CSF 中 OXT 濃度は、Smirnov-grubbs の外れ値検定により異常値を取り除いた。 
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5-3 結果 

(1) Oxytocin 鼻腔内投与の生体機能への影響 

各処置（SAL, OXT100, OXT200）間における S,SR,L, LR の 30 分間における時間割

合推移を Table 5-1 に示した。いずれの項目においても有意な交互作用効果は認められ

なかった。しかし、S, L, LR の時間割合は、処置に関わらず時間による影響を受けた。

S, L, LR の時間割合は、それぞれ 30 – 60 分間、0－30 分間、60 – 90 分間において最も

低かった; S の 30－60 分間における割合は、0－30 分間、60－90 分間と比べ低く、L の

0－30 分間における割合は、30 – 60 分間と比べて低く、LR の 60－90 分間における

割合は 0－30 分間、30－60 分間と比べて低かった。 

L, LR については時間帯に関係なく有意な処置の効果が認められた（Table 5-1）。

LR の時間割合は OXT200 において SAL、OXT100 と比べ高く、一方で L は OXT200 に

おいて OXT100 よりも低かった（Table 5-2）。 

異常行動（self-grooming と water access）や維持行動（rubbing, abnormal licking, tongue 

playing, head shaking）の 90 分間における発現回数は処置間の差は見られなかった（Table 

5-3）。 

心拍変動解析指標の 90 分間における変化を Figure 5-2 に示した。HR, LF 値, HF 値, 

LF/HF 比いずれも時間と処置の交互作用効果は有意ではなかった。時間の効果は HR, 

LF 値 と LF/HF 値で有意であったが、下位検定ではいずれの時間帯でも有意な差は見

られなかった。 

 

(2) Vasopressin 鼻腔内投与の行動および生理機能に及ぼす影響 

各姿勢時間割合（%）の変化を Table 5-4 に示した。L の時間割合は群間で有意に

差があり、SAL と比較して AVP100 で有意に減少し、AVP200 で増加傾向がみられた。

LR の時間割合にも処置間に有意な差が認められ、AVP200 で SAL と比べて有意に増加

した。一方で、総起立時間割合（S + SR）や総伏臥時間割合（L + LR）には処置間の差

が認められなかった。しかし、総反芻時間割合（SR + LR）には処置によって有意に異
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なる傾向があり、下位検定では AVP200 で増加傾向と認められた。Table 5-5 に維持・

異常行動の発現回数の結果を示したが、Head shaking 回数が処置間で有意に異なり、

AVP200 で SAL と比べ有意に減少した。 

心拍変動解析指標の 90 分間における変化を Figure 5-3 に示した。HF 値において

有意な交互作用効果が認められ、AVP200 の処置後 70, 80 分で SAL と比べ有意に高く

なった。 

Figure5-4 に血漿 Cortisol 濃度の変化を示した。時間と処置の交互作用効果はなか

ったが、有意な時間の効果が認められた。全処置を組み合わせた場合、時間によって

血漿 Cortisol 濃度は有意に異なり、濃度は投与後 10 分で 0 分に比べ有意に上昇した。 

Figure 5-5 にサンプリング可能だった１頭の CSF Oxytocin 濃度の変化を示した。

AVP100 における 0 min のデータは外れ値検定により除外されたが、AVP100 および

AVP200 共に投与後に多少増加する傾向は確認された。 

 

5-4 考察 

本章では、生体機能の反応を緩和させる効果が期待されている Oxytocin（OXT）

や Vasopressin（AVP）の鼻腔内投与の有効性について調べた。維持行動や異常行動には

OXT と AVP ともに顕著な変化は認められなかったが、唯一首振り（Head Shaking）の

回数は Vasopressin により減少した。また、姿勢変化と反芻の割合に関してみると伏臥

位での反芻が OXT と AVP ともに有意に増加した。OXT と AVP の投与後に心拍数は減

少する傾向がみられたが有意な変化ではなかったものの、AVP 投与後には副交感神経

系活動の指標である HF 値が有意に増加した。そのため、AVP の鼻腔内投与は去勢済

育成牛において Oxytocin よりも顕著な中枢作用を引き起こす可能性があると考えられ

た。 

本研究は、Oxytocin や Vasopressin の鼻腔内投与による抗ストレス効果に類する中

枢作用をウシで初めて明らかにしたものであり、飼養管理においての有用性が期待さ

れる。 
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Oxytocin 鼻腔内投与の行動および生理機能に及ぼす影響 

ウシにおいて伏臥姿勢および反芻行動は快適さの指標として扱われていることか

ら 95,96、OXT の鼻腔内投与による姿勢や反芻への効果が期待されたが、伏臥姿勢や反

芻について時間と処置の間に交互作用は認められなかった。一方、OXT 鼻腔内投与後、

CSF や血漿中の OXT 濃度は、ヒトやげっ歯類では 10 分以内に上昇をはじめ、30 分ほ

どでピークに達するという結果がある 97,98。そして、上昇を初めてから濃度が最大にな

る時間帯において男性の性行動の調節に関連する生理指標に顕著な変化が表れている

99。したがって、本研究では OXT 投与後に中枢の OXT 濃度が最高になると想定され

る投与後 30 – 60 分の時間帯で L や LR が増えると期待したものの、時間帯による行動

割合の変化はなかった。そして、OXT 投与の有無に関わらずこの時間帯で L と LR ど

ちらも増加がみられた。反芻時間は給餌の約 4 時間後に最も大きくなるという報告 100

がある。本実験では給餌時間が 9:00 – 10:00 であり、OXT 投与後 30 – 60 分の時間帯が

４時間後に相当するため、OXT 投与の有無に関わらず最も反芻時間が大きくなったも

のと考えられた。そして、反芻を伴わない起立時間（S）は、Oxytocin 投与の有無に関

わらず 0 – 30 分で最も大きく 30 – 60 分で最も小さかったことから、投与後に動物が興

奮状態から落ちつく過程が姿勢に反映されたものと考えられた。これらの要因が、姿

勢の変化に対して処置の効果がないことに影響していると考えられた。 

隔離、拘束などを負荷した場合は反芻行動が抑制され 101、隔離による影響を軽減

する処置を施すと反芻時間が増加する 102 という報告があり、本研究と同様な飼養環境

である繋留した状態はウシにとって拘束負荷になる報告 103,104 もある。このような飼養

形態においては、OXT そのものに反芻行動を促す作用があったというよりは、抑制さ

れていた反芻行動が、OXT の抗ストレス作用により促進されたと推測された。OXT 鼻

腔内投与はヒトにおいて幼児の鳴き声に反応し興奮する扁桃体の神経活性を抑制し 24、

ラットでは恐怖を感じた時の神経の興奮を抑える 105 という報告がある。OXT によっ

て不安関連行動やそれに伴うストレス反応が抑制されるのは、扁桃体の働きにより調
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節されていることから 89,106、行動変化が中枢における抗ストレス作用の結果だとすれ

ば、大脳辺縁系に属する扁桃体が効果をもたらした可能性が高いものと考えられた。 

 

Vasopressin 鼻腔内投与の行動および生理機能に及ぼす影響 

AVP200 では SAL に比べて有意に LR が増えた一方で、AVP100 は LR には影響せ

ず L が他の処置に比べて減った。しかし、合計伏臥時間（L＋LR）ではなく合計反芻

時間（SR+LR）が処置間で差が見られたことから、AVP100 で L が減ったのはやや LR

が増えたためと考えられた。従って、LR が AVP の効果と捉えるならば、反芻行動の

促進は Oxytocin の場合と同様に飼養形態による潜在的なストレスが緩和された可能性

であると思われた。 

一方で、高用量の AVP 投与後は、OXT 投与後ではみられなかった副交感神経系の

指標である HF 値の上昇が観測された。ラットでは AVP を吸入投与することによって

体温や心拍数が低下するため 107、自律神経系が副交感神経優位に傾いたことを示唆し

ている。一方、AVP は末梢投与経路でも心拍数低下や体温低下を示していることから、

AVP による血圧上昇作用によって圧受容器反射が起こり副交感神経系を緊張させた可

能性が高い。AVP の吸入投与では血漿中 AVP の上昇が観測されているため末梢投与経

路と同じようなメカニズムで心拍数や体温低下が生じた可能性も否定できない。実際

に、ヒトでは Vasopressin の誘導体である Desmopressin（DDAVP）の点鼻薬は、主に中

枢性尿崩症の治療薬として使用されているが、これは尿細管の Vasopressin 受容体への

作用を介した効果を期待するものである 108,109。本研究において血漿中 AVP 濃度は測

定していないため詳細は不明であるが、AVP が直接中枢神経系へ作用し生理機能調節

に影響する経路に加え、末梢循環を介した経路による自律神経系機能の変化の可能性

も考慮する必要があるものと考えられた。今回観測された生体機能の変化は、測定し

た血中 Cortisol 濃度を考えると中枢神経系における AVP 濃度の上昇が関与した可能性

は低い。Cortisol は処置間での変化はなく、すべての処置において 10 分で上昇しすぐ

に基準値まで戻るという変化がみられた。Cortisol はストレスを感じて 10 分で上昇す
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るといわれているため 110、わずかな上昇は鼻腔内投与の操作由来のストレスによるも

のと考えられる。AVP は一般的に中枢において HPA 軸を活性化させるなどストレス反

応を強めることが分かっている 111。AVP は中枢で CRH と協調して ACTH の分泌を促

すことが知られており、実際に育成牛における脳室内投与では HPA 軸の活性化がみら

れている 112。AVP 投与による Cortisol の反応がなかったことは、おそらく中枢におけ

る AVP の増加をもたらすような現象、例えば中枢における AVP 産生神経の刺激によ

る CSF 中の AVP 濃度の増加やそれに伴う AVP 受容体の刺激（中枢 AVP 系の活性化と

呼ぶ）などが起こらなかったことを示唆している。さらに観察した異常行動の１つで

ある head shaking が減ったという結果も、観測された行動・生理変化に中枢 AVP 系の

活性化が関与することを否定している。同じ実験施設を使った矢用らの研究において、

AVP の脳室内投与では head shaking の回数増加が見られ、かつ CRH 投与では回数変化

がみられなかった 112 ことから、この行動は中枢における AVP 濃度の上昇に特異的な

現象であることが推察される。従って、少なくとも今回の実験では鼻腔内投与後には

中枢 AVP 系の活性化は起こらなかったと考えられた。 

 

Oxytocin, Vasopressin 鼻腔内投与の中枢作用発現機序について 

OXT と AVP の投与後どちらにおいても反芻時間の延長が観測された一方で、自律

神経系の変化は OXT では見られず、AVP 投与後には副交感神経系活動が上昇するとい

う結果となった。反芻行動の意義を解釈すると、副交感神経系の緊張をもたらしそう

である。しかし、行動上は抗不安作用を示している場合でも循環器系の反応は見られ

なかったという先行研究 113 があり、必ずしも行動変化と自律神経系機能の変化は同時

には現れないと考えられる。また、鼻腔内投与された物質が中枢に作用するメカニズ

ムは、嗅神経や三叉神経および毛細血管を介した物質の中枢神経系への運搬が通説で

ある 23 が、物質の伝搬ではなく嗅神経の興奮が中枢作用の発揮に関与している仮説が

存在する 29。この仮説が OXT と AVP の効果の違いを説明するのに適当である。Quintana

らは、OXT がもたらす循環器系への影響は三叉神経を介した延髄の自律神経核への投

91



 

 

射がもたらすと推測している 114 が、AVP 投与後の副交感神経系の緊張はこの経路を介

したものとは考えにくく、むしろ延髄に直接作用し副交感神経系の活動抑制する可能

性が報告されている 115。OXT ではなく AVP が副交感神経系活動の上昇をもたらした

原因として考えられるものは何だろうか。嗅神経には V1aAVP 受容体が存在するが 116、

Veening & Oliver (2013)らは、鼻腔内投与された OXT はこの部位のへの結合が嗅神経を

興奮させ嗅球の活性化をもたらし、その結果、嗅球の視床下部の OXT 神経への投射 117

により OXT 産生が促されることで中枢作用が得られるという経路を可能性の１つと

して挙げている 29。この経路説を支持するとすれば、投与した AVP は V1a 受容体を刺

激することで、OXT と同様な行動変化をもたらしたと考えることができる。前述した

通り、AVP による副交感神経系活動の上昇は血行性に圧受容器反射を促した結果であ

る可能性が十分に考えられるが、AVP がこの受容体に対しより高い親和性を持つ故に

自律神経系機能の変化をもたらしたと解釈することもできる。 

本研究において作用発現機序に関しては投与薬物の血中濃度や CSF 中濃度の変化

が明らかでないため仮説にすぎないが、両薬剤の投与で観測された反芻行動の促進は

OXT による中枢神経系への作用を介するものと考えられる。OXT と反芻行動の関連性

について、ヤギでは胃の運動性に関係なく搾乳の数秒後に誘発されることから、中枢

の OXT によって搾乳・反芻反射が引き起こされると考えられている 118。そして、搾乳

の前もしくは後に給餌をされた牛群に比べて、搾乳中に給餌された牛群では搾乳後 1.5

時間以内の反芻時間が長く血漿中の OXT 濃度が最も高かった 119,120。これらの結果か

ら、反芻時間の増加はおそらく搾乳由来の中枢を介した OXT 濃度の上昇に起因するこ

とが示唆されている。実際に、AVP 投与後に AVP 系の活性化を示す生体機能の変化が

観測されず、１例しか測定できなかったが、高用量の AVP 投与後に持続的な CSF 中

OXT 濃度の上昇が認められたた。そのため、OXT および AVP 鼻腔内投与における反

芻行動の促進に OXT 系の活性化が関与しているのではないかと考えられた。 
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小括 

 本章では、疾病への罹患リスクを軽減する飼養管理法を検討する目的で、生体機

能の反応を緩和させる効果が期待されている Oxytocin や Vasopressin の鼻腔内投与の有

効性について調べた。維持・異常行動には Oxytocin と Vasopressin ともに顕著な変化は

認められなかったが、唯一首振り行動（Head Shaking）の回数は Vasopressin により減

少した。また、姿勢変化と反芻の割合に関してみると伏臥位での反芻が Oxytocin と

Vasopressin ともに有意に増加した。Oxytocin と Vasopressin の投与後に心拍数は減少す

る傾向がみられたが有意な変化ではなかったものの、Vasopressin 投与後には HF 値が

有意に増加した。一般的に、Oxytocin には親和性の向上や抗不安作用があると考えら

れている一方で、Vasopressin には攻撃性の亢進や不安増強作用があるとも言われてい

る。そして、これらの物質は末梢作用だけでなく中枢作用もあると考えられており、

中枢神経系における神経伝達物質として行動や生理機能の調節にも関与していると考

えらえている。Vasopressin の鼻腔内投与が Oxytocin と類似した副交感神経系活動を増

加させ抗不安作用的な行動変化を誘発したことからより高い中枢神経系への作用を持

つ可能性が考えられるが、メカニズムについて今後明らかにしていく必要がある。 
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A B

C D

E Figure 5-1 Surgery for implanting cannula
into the third ventricle. A) Apparatus for
fixing anesthetized animal. B) An animal’s
head fixed horizontally and vertically. C)
The cannula inserted into the third ventricle.
D) X-ray picture of the third ventricle and
the cannula. The tip of the cannula is placed
the top edge of the ventricle. E) The top of
the implanted cannula is lidded.
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Table 5-2 Effects of intranasal oxytocin on body posture and rumination

S, standing without ruminating; SR, standing with ruminating; L, lying
without ruminating; LR, lying with ruminating; SAL, intranasal
administration saline; OXT100, intranasal administration of 100 μg oxytocin;
OXT200, intranasal administration of 200 μg oxytocin. The values are
expressed as mean±SE. Different letters in superscript indicate significant
differences between the treatments.

Body posture
and Rumination

SAL OXT100 OXT200 F p

S (%) 38.2±8.6 26.3±6.8 26.9±6.9 0.811 0.464

SR (%) 1±1 3.9±2.3 0±0 1.739 0.212

L (%) 39.2±4.9a,b 47±4.2a 28.6±2.2b 4.775 0.026

LR (%) 21.6±5.8a 22.7±5.2a,b 44.5±5.8b 4.913 0.024
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Table 5-4 Effects of intranasal AVP on body posture and rumination

The values are expressed as mean±SE. Different letters indicate significant differences
between treatments. S, standing without ruminating; SR, standing with ruminating; L,
lying without ruminating; LR, lying with ruminating; SAL, intranasal administration
saline; AVP100, intranasal administration of 100 nmol AVP; AVP200, intranasal
administration of 200 nmol AVP.

Body posture
and Rumination

SAL AVP100 AVP200 x2 p

S (%) 26.0±9.7 26.9±14.7 19±7.4 1.6 0.449

SR (%) 5.3±7.3 2.3±3.3 0.0±0.0 1.3 0.522

L (%) 45.3±7.8a 34.8±9.0b 34.3±11.9a,b 7.6 0.022

LR (%) 23.4±9.2
a

36.0±16.4
a,b

46.8±9.3
b 6.4 0.041
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Table 5-5  Effects of intranasal AVP on abnormal and maintenance behaviors

Different letters indicate significant differences between treatments. S, standing without
ruminating; SR, standing with ruminating; L, lying without ruminating; LR, lying with
ruminating; SAL, intranasal administration saline; AVP100, intranasal administration of
100 nmol AVP; AVP200, intranasal administration of 200 nmol AVP.

Behavior SAL AVP100 AVP200 x2 p

Mean±SE 13.8±3.9 10±2.5 7.6±2.3

Number of animals
exhibiting the behavior (5/5) (5/5) (5/5)

Mean±SE 3.4±1.0 4±1.2 3.4±1.2

Number of animals
exhibiting the behavior (4/5) (5/5) (5/5)

Mean±SE 6.4±1.5 6.8±2.3 6±2.4

Number of animals
exhibiting the behavior (5/5) (5/5) (5/5)

Mean±SE 5±2.3 3±1.6 4±1.9

Number of animals
exhibiting the behavior (4/5) (4/5) (4/5)

Mean±SE 0±0 0±0 0±0

Number of animals
exhibiting the behavior (0/5) (0/5) (0/5)

Mean±SE 4.4±1.4a 2±0.8a 1.0±0.8b

Number of animals
exhibiting the behavior (5/5) (5/5) (2/5)

Tongue Playing (No.) 0.00 1.000

Head Shaking (No.) 6.70 0.035

Rubbing (No.) 0.10 0.951

Abnormal Licking and Biting
(No.)

2.10 0.350

Self-grooming (No.) 0.90 0.638

Water Access (No.) 0.40 0.819
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Figure 5-2 Time series change in heart rate and heart rate
variability following intranasal administration of saline (SAL), or
100 or 200 μg oxytocin (OXT100 and OXT200, respectively).
Each plot represents the mean value and SE for each 10-min period.
HR, heart rate; LF, low frequency power; HF, high frequency
power; LF/HF, LF to HF ratio.
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Figure 5-3 Time series change in heart rate and heart rate variability
following intranasal administration of saline (SAL), 100 or 200 μg
arginine-vasopressin (AVP100 and AVP200 respectively). Each plot
indicates the mean value and SE for each 10- min period. HR, heart
rate; LF, low frequency power; HF, high frequency power; LF/HF, LF
to HF ratio. Difference between the treatments: * P < 0.05, ** P < 0.01.
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Figure 5-4 Time series change in plasma cortisol levels after
intranasal administration of saline (SAL), 100 and 200 μg arginine-
vasopressin (AVP100 and AVP200 respectively). Each plot indicates
the mean value and SE .
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Figure 5-5 Time series change in CSF oxytocin concentration after
intranasal administration of saline (SAL), 100 and 200 μg arginine-
vasopressin (AVP100 and AVP200 respectively) in one of the animals.
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第６章  

総合考察および総括 
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6-1 総合考察 

本研究の目的は、育成牛が飼養環境上経験する生体負荷を実験的に再現し、

飼養環境がもたらす生体機能の影響を明らかにし、Oxytocin や Vasopressin の中

枢作用が生体機能の変化を緩和もしくは改善する手段として利用できる可能性

を示すことであった。本研究で得られた重要な知見は２つある。自律神経バラン

スの変化や副交感神経活動の大きさが、明らかな臨床症状のない潜在的な病態

を表す生体機能指標となる可能性があることがあげられること、Oxytocin や

Vasopressin の鼻腔内投与はウシに中枢作用を持つ可能性があり、後者は特に、副

交感神経活動の上昇もみられたことから、飼育環境上生じる生体機能への負の

影響を緩和させる可能性があることである。 

比較的弱い刺激に対して生体機能指標の変化は、個体によって反応するま

での時間や大きさが異なっており個体差が生じることを実験的に証明できた。

そして、反応性は個体により異なるものの自律神経系機能の変化には共通して

交感神経系が優位な状態が観測された。交感神経系が優位に傾いた個体では、感

染状態においては免疫反応や臨床徴候が大きく、非感染状態では免疫機能に抑

制される傾向が認められた。このような個体は、飼養環境において疾病罹患リス

クが高く脆弱個体として保護する必要があるものと考えられ、そのような個体

に共通の自律神経系機能の変化の特徴が見られたことは、病態評価への利用性

が高いことを示唆している。 

生体機能の変化を細かく追跡することにより反応の差異を明確にできたも

のの、環境因子に対する反応性の高い個体、すなわち発症や罹患リスクの高い個

体が元来どのような生体機能の特徴を持つのか明らかにできなかった。Oxytocin

や Vasopressin の受容体の分布や産生は、新規環境に対する不安や恐怖や他個体

との親和性に関与しているといわれている。Oxytocin は子牛では群における親
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和行動の発現と関与があることが分かっている 121 ため、おそらく Oxytocin の産

生が環境変化への順応に関与すると考えている。育成牛において Vasopressin は

Oxytocin と同様な行動変化を起こし、加えて自律神経系機能も変化させたこと

から、鼻腔内投与法では Oxytocin 以上にストレス緩和作用があるのかもしれな

い。中枢の Oxytocin 系の活性化が示唆されたものの、メカニズムについては今

後明らかにしていく必要がある。 

Oxytocin は LPS 投与によって引き起こした炎症反応を緩和するという報告

122 や、副交感神経系は免疫系に対して抗炎症作用をもたらすことが明らかにな

っている 123。ヒトでは、副交感神経系の抗炎症作用を応用した敗血症の治療に

関する研究や 124、迷走神経そのものの活動を促すことで、心疾患の治療を試み

病態に関わる炎症性サイトカインの産生を抑制した報告 125 もある。そのため、

育成牛で Vasopressin の鼻腔内投与がもたらす副交感神経活動の上昇が免疫機能

へ及ぼす影響を明らかにしていくことが今後の課題であると考えられた。 

まだ多くの検討課題があるが、本研究によって飼養環境における脆弱個体

の検出と生体機能変化の緩和が生産現場で利用できれば、感染症の発生減少や、

それによって畜産物の安全性への問題に貢献できるはずである。家畜への抗生

物質の使用は薬剤耐性菌の出現の原因となり、耐性菌の増加は動物の生命を脅

かすばかりではなく、食品を介した人々への感染も懸念される。そのため、世界

的に抗生物質の使用をできる限り減らす取り組みがすすんでいる 126。我が国で

は、獣医師の薬物慎重使用のためのガイドラインを設ける、ワクチンの開発や普

及の促進といった対策をとっている 127。しかし、動物の健康維持のために最も

重要なことは、生体の疾病罹患リスクそのものを減らすことである。免疫機能が

正常に保たれなければワクチン効果も減弱する。感染症を防ぐうえで最も重要

なのは衛生環境や飼育環境を見直すことで、病原体の蔓延や家畜のストレスを
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最小限に保つことが重要である。ところが現実的にはこれらを見直すには人材

や設備への投資も不可欠であり飼養環境においては 1 頭の発症さえ疾病の拡大

を招くため、個体の生体機能に着目した戦略は有効であると考えられる。 

さらに、本研究で示した自律神経系機能による病態評価や鼻腔内投与によ

る行動・生理機能の調節は、どちらも非侵襲的な手段であることが大きな利点で

ある。これまで当たり前のように行われてきた施術もアニマルウェルフェアの

観点から苦痛のない代替法への切り替えがすすんできることから、本研究で明

らかとなった評価方法は飼養衛生や食の安全性のみならずアニマルウェルフェ

アに配慮した飼養環境の実現にも大きく貢献することが期待される。 

 

6-2 総括 

育成牛においても集約型の飼養環境に潜むストレスに起因すると考えられ

る日和見感染症や牛呼吸器病などが制御困難な疾病として問題となっており、

飼養環境が生体機能に及ぼす影響を解明し健康を維持できる飼養形態を確立す

ることが喫緊の課題として求められている。そこで、本研究では飼養環境が生体

機能に及ぼす影響を自律神経系機能の変化を中心に内分泌系や免疫系との関連

も含めて明らかにするとともに、予防管理的な視点から病態発症を緩和する可

能性が期待されている Oxytocin や Vasopressin の効果に関しても明らかにするこ

とを目的とした。その結果、心拍変動解析によって得られる自律神経系機能の評

価は、飼養環境において発症リスクや罹患リスクの高い脆弱個体を検出する上

で有効であり、そのような個体の予防的な措置として Oxytocin や Vasopressin の

鼻腔内投与は有効な手段として活用できる可能性のあることが明らかとなった。 

第 2 章では、非侵襲的な自律神経系機能の評価法として利用されている心

拍変動解析が、乳用牛における病態の把握に有効かどうかを明らかにするため
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に、ホルスタイン種の臨床的に健康な雌成牛と疾患が認められた雌成牛からホ

ルター心電図を記録し心拍変動解析を行った。疾患動物の診断名は乳房炎、肝機

能障害、第四胃変位であったが、血液検査で正常範囲を逸脱した項目は見られな

かった。一方、心拍変動解析の結果から疾患動物では心拍数の有意な増加や副交

感神経活動の指標である HF 値の有意な低下、自律神経系バランスの指標である

LF/HF 比の有意な増加が認められた。また、健康動物で認められたこれらの指標

における日内変動が疾患動物では消失していた。これらの結果から、疾患動物で

は副交感神経系機能の減弱により自律神経系機能のバランスとしては交感神経

系が優位な状態にあることが明らかになった。そして、心拍変動解析による自律

神経系機能の評価が乳用牛の病態を把握する上で有効な手法であることが明ら

かになった。 

群で管理される育成牛において脆弱個体における疾病の発症が、他個体へ

の伝播に影響を及ぼし飼育群全体への疾病の蔓延に波及することが問題である

と考えられることから、疾病の拡大を防ぐためにはより早く疾病の徴候を検出

する必要がある。第 3 章では、育成牛を用いて低用量の大腸菌毒素（LPS）を投

与することにより実験的な感染の初期状態を作出し、生体機能の変化を明らか

にすることを目的とした。LPS 投与により軽度の体温上昇や呼吸数の増加は見

られたものの臨床症状としては顕著な変化は認められなかった。心拍変動解析

の結果、LPS 投与により HF 値は有意に減少し LF/HF 比は有意に増加した。さ

らに、LF/HF 値の変化には個体差が認められたことから、LPS に対する反応性に

より高感受性群と低感受性群に分類したところ、高感受性群では LPS に対する

血液性状や臨床徴候の変化が低感受性群よりも大きいことが明らかとなった。

これらの結果から、低濃度の LPS 投与により感染の初期状態を作出可能なこと
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が明らかになるとともに、LPS に対する生体機能の変化が大きい個体は自律神

経系バランスが交感神経系優位な状態になることが示唆された。 

第 4 章では、実際に育成牛で実施されている飼養環境における生体機能の

変化について明らかにすることを目的とした。育成牛の疾病で特に問題となる

のが、群編成後における疾病の発生であることから、個別飼育から群飼育へ移行

する移行群と個別飼育を継続する対照群で自律神経系機能を含めた生体機能の

変化を比較した。対照群では移行群の群飼育への移行を行う前日と当日でいず

れの指標にも変化は見られなかったが、移行群では移行直後において LF/HF 比

に増加する傾向が見られ、前章での LPS の反応と同様に個体差も認められた。

そこで、移行群の中でも LF/HF 比の増加が大きい個体を高感受性群として解析

を加えたところ、高感受性群では好中球数が有意に増加し、接着因子の１つであ

る CD11b の好中球における発現が有意に低下していた。交感神経系の緊張によ

る末梢血中における好中球の増加や機能低下が疾病罹患リスクの上昇を引き起

こすといわれていることから、飼育環境の変化により交感神経系緊張が持続す

る場合には免疫機能の低下が起こり疾患の発症に関与しているものと考えられ

た。 

これまでの章において、自律神経系バランスの変化が疾病の発症や罹患リ

スクと関連性のあることが明らかとなった。そこで、第 5 章では、疾病への罹患

リスクを軽減する飼養管理法を検討する目的で、生体機能の反応を緩和させる

効果が期待されている Oxytocin や Vasopressin の鼻腔内投与の有効性について調

べた。行動学的指標には Oxytocin、Vasopressin ともに顕著な変化は認められなか

ったが、唯一 Head Shaking の回数は Vasopressin により減少した。また、姿勢変

化と反芻の割合に関してみると伏臥位での反芻が Oxytocin と Vasopressin ともに

有意に増加した。Oxytocin と Vasopressin の投与後に心拍数は減少する傾向がみ
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られたが有意な変化ではなかったものの、Vasopressin 投与後には HF 値が有意に

増加した。一般的に、Oxytocin には親和性の向上や抗不安作用があると考えられ

ている一方で、Vasopressin には攻撃性の亢進や不安増強作用があるとも言われ

ている。そして、これらの物質は末梢作用だけでなく中枢作用もあると考えられ

ており、中枢神経系における神経伝達物質として行動や生理機能の調節にも関

与していると考えらえている。Vasopressin の鼻腔内投与が Oxytocin と類似した

副交感神経系活動を増加させ抗不安作用的な行動変化を誘発したことから、よ

り高い中枢神経系への作用をもたらしたともいえるが、詳細なメカニズムにつ

いては投与物質の体液中濃度の変化などから明らかにしていく必要がある。 

以上の成績を要約すると、心拍変動解析によって得られる自律神経系機能

の評価は、飼養環境において発症リスクや罹患リスクの高い脆弱個体を検出す

る上で有効であり、そのような個体の予防的な措置としてOxytocinやVasopressin

の鼻腔内投与は有効な手段として活用できる可能性のあることが明らかとなっ

た。本研究で得られた知見は、飼養環境における生体機能の変化がもたらす疾病

の予防に重要である。 
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