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研究成果の概要（和文）：乳牛の分娩後低カルシウム血症（乳熱）の予防に貢献する診断マーカーの確立を目的
として、血中ならびに乳汁中の破骨細胞分化抑制因子であるオステオプロテゲリン（OPG）ならびにいくつかの
骨代謝マーカーを測定した。乳熱は3産以の経産牛が発症していた。健常分娩牛では、血中OPG濃度は分娩3週前
に高く、分娩後に低下した。乳中のOPG濃度は初乳（分娩直後）が常乳（分娩後5日）よりも高い値を示した。乳
熱罹患牛において、分娩前後の血中OPG濃度は非罹患牛と同等の値であった。ROC解析の結果から、骨芽細胞活性
の指標であるALP3の血中活性が乳熱発症の事前予測（分娩数週間前の予測）に利用可能と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study project was to elucidate the blood and milk 
concentrations of osteoprotegerin (OPG), an osteoclast differentiation inhibitor, and several bone 
metabolism markers in periparturient dairy cows and to establish diagnostic biomarkers to help the 
prevention of bovine parturient hypocalcemia (milk fever, MF). MF occurred in cows experiencing more
 than 3 parturitions (MF cows). In the clinical healthy parturient (non-milk fever, non-MF) cows, 
the blood OPG concentration was high at 3 weeks prepartum; then it decreased after calving. The milk
 OPG concentration was higher in the colostrum (the milk at calving) than in the normal milk (the 
milk at 5 days postpartum). The blood OPG concentrations around parturition in the MF cows were 
identical to those concentrations in the non-MF cows. ROC analysis suggested that blood activity of 
ALP3, an indicator of osteoblast activity, could be used to predict the onset of milk fever at 
several weeks before parturition.

研究分野：臨床獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、乳牛を用いて分娩後低Ca血症（乳熱）の罹患リスク評価に利用可能なバイオマーカーを探索
し、予防の基盤となる診断技術を築くことであった。乳牛の分娩前後の骨代謝評価のために骨代謝マーカーを用
いた研究は多く行われてきたが、これまで破骨細胞分化抑制因子のOPGに着目した研究はなかった。本研究では
乳牛の産次別あるいは乳熱罹患牛の分娩前後の血中OPG濃度ならびに分娩後の乳中OPG濃度を明らかにし、OPGが
妊娠末期の破骨細胞の分化動態の指標になることを示唆した。骨芽細胞活性の指標である血中ALP3活性が乳熱発
症予測（分娩数週間前）の診断マーカーとして利用可能であることも示すことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 乳牛は分娩後に血中カルシウム（Ca）濃度が低下（低 Ca 血症）しやすく、この低下が激
しい場合（血中 Ca濃度：3−6 mg/dl）、意識低下と筋肉麻痺が起こるため起立できなくなる。
この状態は乳熱あるいは産褥麻痺と呼ばれ、治療が遅れると死亡する。血中 Ca 濃度の低下が
軽度（7−8 mg/dl）でも、周産期疾患（産褥期子宮疾患、ケトーシス、第四胃変位等）を誘発
して産乳量と受胎率の低下を招くため、乳牛は本来の生産能力を発揮できない。 
 
(2) 乳牛が本来の生産能力を発揮できる飼養管理には、分娩後低 Ca 血症あるいは乳熱の予防
や症状の早期発見と治療が不可欠である。その補助手段として、分娩前の早い時期に罹患リス
クを予測する手段が必要である。 
 
(3) 生体は低 Ca 血症に対して骨や消化管から Ca を動員して恒常性を保つが、分娩時の乳牛
では骨からの Ca 吸収は抑制される。このことは骨が分娩後低 Ca 血症の予防の鍵になる。研
究代表者は乳牛の分娩後低 Ca 血症の解析のための血中バイオマーカーとして骨代謝マーカー
の研究を進めてきた。骨芽細胞活性の指標であるアルカリフォスファターゼ（ALP）の骨由
来アイソザイム（BAP あるいは ALP3）や破骨細胞の数的変化の指標である酒石酸耐性酸性
ホスファターゼ（TRAP5b）が分娩時に増加すること［引用文献①］、分娩１週前から血中
TRAP5bが上昇する乳牛では低 Ca血症が起こりにくいこと［引用文献②］を見出だした。 
 
(4) オステオプロテゲリン（OPG）は破骨細胞の前駆細胞から成熟破骨細胞への分化の抑制因
子である［引用文献③］。乳牛の分娩前後において、OPG と TRAP5b の血中推移を同時に解
析することで、分娩後低 Ca血症の罹患リスクを詳細に判定できる可能性がある。 
 
(5) 人の母乳には OPG が高濃度で含まれる［引用文献④］。我々は牛の初乳中に TRAP5b が
高濃度で存在することを見出しており［引用文献⑤］、今回、初乳中 OPG の測定に成功すれ
ば、乳汁バイオマーカーとして新たな価値を提示できる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 乳牛の分娩後低 Ca血症予防の基盤技術を確立するために、OPGや他の骨代謝マーカーが
低 Ca 血症や乳熱の罹患リスクを予測するバイオマーカーとして利用可能かを検討することを
目的とした。そのために健常分娩牛ならびに分娩後低 Ca 血症罹患牛における血中および乳中
の OPG ならびに骨代謝マーカーの推移を確認した。さらに、一般牛群を対象にこれらのバイ
オマーカーが分娩後 Ca血症や乳熱の早期診断に利用可能であることを検証した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 研究 1：健常分娩乳牛における血中の OPGならびに骨代謝マーカーの推移 
 ホルスタイン種の初産牛 9頭と経産牛 9頭から分娩予定 3週間前（-3wks）、分娩直後（0d）、
分娩 12 時間後（0.5d）、2 日後（2d）、5 日後（5d）に採血し、血中（血清）の OPG 濃度、
TRAP5bおよび Ca濃度を測定した。  
 
(2) 研究 2：健常分娩乳牛における乳中の OPGならびに骨代謝マーカーの濃度 
 ホルスタイン種の分娩牛 19頭（初産牛 9頭、経産牛 10頭）から、分娩 2時間以内（0d）
および 5 日後（5d）に乳汁と血液を採取した。バイオマーカーとして、血清ならびに乳清中
の OPG、TRAP5b、BAP および I 型コラーゲン架橋 N-テロペプチド（NTx）濃度を測定し
た。血清 Ca濃度も測定した。 
 
(3) 研究 3：乳熱罹患牛の血中 OPGならびに骨代謝マーカーに関する回顧的研究 
 研究 3 では、産次や乳熱（MF）発生と血中の骨代謝マーカーとの関係を明らかにする目的
で、１牛群から過去 4 年間に得たホルスタイン種乳牛の血液生化学検査結果を統計学的に解
析した。供試牛は 49頭で、その内訳は初産 8頭、2産 17頭、3産 12頭、4産以上 12頭であ
った。乳熱罹患牛（MF）は、3 産以上の経産牛 7 頭であった。血清は分娩前 3 週から分娩当
時まで毎週 1回採取されたものを使用し、OPGと TRAP5bを測定した。 
 
(4) 研究 4：一般牛群における血中および乳中 OPGおよび骨代謝マーカーの分娩後低 Ca血症
の診断バオーマーカーとしての検証 
 一牛群の妊娠末期のホルスタイン種乳牛 58 頭を供試牛とし、これらは未経産群（n=13）、
初産群（n=20）、2産群（n=13）、3−5産（高産群, n=12）に分かれた。さらに、2産と高産群



では乳熱が発生したため、これらを経産群としてまとめ、乳熱牛（n=8）と非乳熱牛（n=17）
に分類した。採血は分娩前 3 週（-3wk）から分娩後 5 日（5d）まで定期的に行い、血清を測
定まで凍結保存した。測定項目は、Ca、TRAP5b、OPG、ALP3である。 
 一方、供試牛 58頭のうち 48頭から分娩後 12時間以内（0d）に乳汁を採取した。これらの
内訳は、未経産群 20 頭、初産群 11 頭、経産群（2−5 産）17頭であり、経産群のうち 6 頭は
分娩直後に乳熱を発症した（乳熱牛）。0d の乳中（乳清）および血清の OPG、NTx、
TRAP5b濃度を測定した。 
 
(5) 血液（血清）および乳汁（乳清）の生化学検査 
 OPG（オステオプロテゲリン）：市販キット（Bovine OPG Elisa kit, NeoScientific, 米国）
を用いて競合酵素結合免疫吸着測定法により測定した。 
 Ca（カルシウム）：自動血液生化学分析装置（TBA120-FR、東芝メディカルシステムズ）
を用いて、orthocresolphthalein complexoneによる比色法［引用文献⑥］により測定した。 
 TRAP5b（酒石酸耐性酸フォスファターゼ）：ナフトール-ASBI-リン酸（富士フィルム・和
光）を基質とした酵素反応による蛍光測定法［引用文献⑦、⑧］により測定した。 
 BAP（骨型アルカリフォスファターゼ骨由来アイソザイム）：p-ニトロフェニルリン酸を基
質とし ALPの酵素活性を市販のキット（ラボアッセイ ALP、富士フィルム・和光）を用いて
測定した。BAP アイソザイムは 56°C で 15 分間加熱することにより不活性化するため、総
ALP活性値から熱不活化後の ALP活性値を引き、BAP 活性値を算出した［引用文献⑨］。 
 ALP3（骨型アルカリフォスファターゼ骨由来アイソザイム）：AGE 法による ALP アイソ
ザイム活性値の測定には，クイックジェル ALP アガロースゲルキット（J713，株式会社ヘレ
ナ研究所，埼玉，日本），クイックジェル ALP（骨型）（J871，株式会社ヘレナ研究所）およ
び全自動電気泳動分析装置（エパライザ 2，株式会社ヘレナ研究所）を用いた。ALP3 活性値
の測定には、プロテアーゼとノイラミニダーゼによる処置を併用した［引用文献⑩］。 
 NTx（I 型コラーゲン架橋 N-テロペプチド）：市販のキット（Osteomark NTx Serum，ア
ーリアメディカル株式会社，東京）を用いて競合酵素結合免疫吸着測定法により測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 研究 1：健常分娩乳牛における血中の OPGならびに骨代謝マーカーの推移 
 研究 1の供試牛は全て健常分娩し、乳熱を発症した個体はなかった。 
 血中 Ca 濃度は、初産牛では変化なく正常範囲内の値であったが、経産牛では-3wks と比較
して 0dから 2dにかけて有意に低下した。血中 OPG濃度は、経産牛では-3wksの値が初産牛
に比べて有意な高値を示したが、0dから 5dでは有意に低下した。初産牛では血中 OPG濃度
は分娩前後の変動はなかった。血中 TRAP5b 濃度は、経産牛ならびに初産牛ともに-3wks の
値よりも 0d と 0.5d で有意に増加したが、それらの濃度は初産牛の方が有意に高値であった。 
 血中 TRAP5b濃度は破骨細胞の数的変化の指標であり、OPGは破骨細胞の分化抑制因子で
ある。今回の結果から、骨代謝が活発な初産牛では分娩前後における破 骨細胞の分化抑制は
低く保たれるが、経産牛では妊娠末期に破骨細胞の分化抑制は高く、分娩後にその抑制が解除
されることが推察された。血中 OPG 濃度は分娩前後の乳牛の破骨細胞の分化動態を示す指標
になることが示唆された。 
 
(2) 研究 2：健常分娩乳牛における乳中の OPGならびに骨代謝マーカーの濃度 
 乳清中の OPG、TRAP5b、BAPおよび NTx濃度は、いずれも 0dから 5dにかけて有意に
減少した。初産牛の 0d の乳清 OPG 濃度は、経産牛よりも有意に高値であった。血清中の
OPG、TRAP5bおよび BAP濃度は、0dと 5dで同等であった。 
0d の乳清と血清濃度において、経産牛の乳清 OPG 濃度は血清よりも低値で、乳清 TRAP5b
と BAP 濃度は血清よりも高値を示した。初産牛の乳清 NTx 濃度は血清よりも高値を示した。
乳清および血清中の OPG 濃度と他のバイオマーカー濃度の相関解析では、乳清中の OPG 濃
度と NTx濃度の間に強い正の相関がみられた。乳清 OPG濃度の血清 Ca濃度との間に相関は
なかった。 
 今回の結果から、常乳に比べ初乳には OPG や骨代謝マーカーが多く含まれるが、健常分娩
牛の乳中には血清より濃度が低いことが明らかになった。乳中の OPG 濃度と NTx 濃度の相
関は、乳中 OPG濃度は骨代謝の影響を受けることを示唆する所見と考えられる。 
 
(3) 研究 3：乳熱罹患牛の血中 OPGおよび TRAP5bに関する回顧的研究 
 血清 OPG濃度は、2産の経産牛おいてのみ、分娩前 1週で下降した。血中 TRAP5b活性は、
初産牛では経産牛よりも高値であったが、その推移は全供試牛ともに分娩前 2 週までは一定
で分娩当日に増加した。血中の OPG と TRAP5b の比（O/T 比）を求めたところ、初産牛で
は低く一定の値で推移したが、経産牛では分娩前 3 および 2 週で高く、分娩当時に減少した。
分娩 3 週前と分娩時の血中 O/T 比の低下比率（PreCOT）を求めたところ、経産牛で産次数
と負の相関が認められた。なお、3産以上の経 産牛において、MF罹患牛と非罹患牛との間に
は血中 OPGならびに TRAP5bの推移に差は見られなかった。 



 OPGは破骨細胞(OC)の分化を抑制する因子である。OCによって分泌される TRAP5bは、
成熟した OCの数を反映する指標である。よって、妊娠末期の OC分化は産次が進むに伴い低
下することが示唆された。また、O/T比は一つ OCに作用する OPGの活性を評価するもので
あり、OCの分化状態の指標として利用可能と考えられた。 
 
(4) 研究 4：一般牛群における血中および乳中 OPGおよび骨代謝マーカーの分娩後低 Ca血症
の診断バオーマーカーとしての検証 
 全供試牛の解析では、血清 Ca 濃度は 0d に全群で低下し高産群は他群に比べて低値を示し
た。TRAP5b 活性は未経産群で終始高く 0d で一過性に上昇した。ALP3 活性は未経産群、初
産群、2産群、高産群の順に終始高かった。経産牛の解析では、乳熱牛の 0dの 血清 Ca濃度
は非乳熱牛よりも低かった。TRAP5b活性は乳熱牛では 0dと 5dに、非乳熱牛では 0dに増加
した。乳熱牛の乾乳期の ALP3 活性は非罹患牛より低かった。ピアソン相関分析では乾乳期
の ALP3 活性は、0d の Ca 濃度と中度の正の相関、産次数と高度の負の相関を示した。ROC
（受信者動作特性曲線）分析では-3および-2wkの ALP3活性が乳熱に高い判別能を有し乳熱
の発症予測に有用と考えられた（Table 1）。 
 一方、乳清 OPG濃度は乳清 NTx濃度や血清 OPGおよび NTx濃度と高い相関を示したが、
他の測定値との相関はなかった。高産歴群では、乳熱牛の乳清 OPG 濃度は非乳熱牛に比べ有
意に高値であった。乳清 OPG 濃度は乳熱の発症を反映するバイオマーカーになると考えられ
た。 
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Table 1. 経産牛25頭における分娩前の血中骨代謝マーカー値による乳熱の診断精度 

項目 感度（％） 特異度（％） ROC曲線下面積（95% CI） 

分娩3週前    

 TRAP5b 100 52.9 0.77 (0.57 - 0.96) 

 OPG 75.0 71.0 0.49 (0.24 - 0.75) 

 ALP3 87.5 81.2 0.89 (0.75 - 1) 

 O/T ratio 12.5 94.1 0.41 (0.15 - 0.67) 

 A/T ratio 100 37.5 0.66 (0.43 - 0.90) 

分娩2週前    

 TRAP5b 75.0 64.7 0.69 (0.44 - 0.93) 

 OPG 75.0 52.9 0.59 (0.35 - 0.83) 
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