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研究成果の概要（和文）： 

 産業動物医療において、牛複合性呼吸器疾患(BRDC：Bovine Respiratory Disease Complex)

は発症率が非常に高く経済的損失が大きいため子牛下痢症と並ぶ 2 大疾病として注目されてい
る。BRDC の治療プログラムを確立するためには、細菌学的アプローチと平行して病態生理学
的解明を行うこと、また呼吸機能の改善を目的とした治療方法を抗生物質療法に併用すること
が必要である。本研究は BRDC 症例に対して、気管支鏡による画像診断、微量元素、エンドト
キシン動態を中心に病態生理学的評価および高張食塩液の臨床薬理学的効果を評価した。その
結果、①デキストラン加高張食塩液（HSD）が脳循環に対し高い効果があることを明らかにし、
HSD が救急医療現場において頭蓋内圧降下薬として高く期待できる。②エンドトキシン試薬の
溶媒として自家血清を用いて溶解後 15〜60 分以内にボーラス投与すれば血清中エンドトキシ
ン活性値が臨床症状の発現時期（30 分後）をピークとし、さらにチャレンジ後 12 時間以上高
値を維持することを確認した。③Mycoplasma 性気管支肺炎子牛では Fischer 比が健常子牛よ
りも有意に低値であり、分岐鎖アミノ酸を強化した栄養輸液剤の適応が望ましい。④
Mycoplasma 性肺炎子牛の BALF では Ca および Zn 量が多く、亜鉛−銅比（Zn/Cu）が健常子
牛よりも有意に高値であった（p<0.001）。ROC 解析に於いて、マイコプラズマ性肺炎を診断
するための BALF 中 Zn/ Cu の診断カットオフ値は 8.676 であり、この診断カットオフの感度
と特異性は、それぞれ 93.8%および 82.4%であった。⑤Mycoplasma 感染した BRDC 重症例で
は、気道内でエンドトキシンが著増しており、その一部が血漿中へ移行しているため、血中移
行したエンドトキシンによって全身徴候が増悪する。⑥血液中エンドトキシン活性値のモニタ
リングは甚急性乳房炎の予後および治療効果の判定に有用であることを明らかにした。これら
の研究成果は、BRDC の治療プログラムを構築する上で極めて有用な情報である。 

 
研究成果の概要（英文）： 

  Bovine Respiratory Disease Complex (BRDC) is an important cause of calf pneumonia 

worldwide. The present studies were to evaluate the clinical pharmacological effects of Hypertonic 

Saline Solution (HSS) and Hypertonic Saline Dextran (HSD), and to evaluate the 

pathophysiological and image diagnostically findings of BRDC. Research results of these studies 

are as follows. (1) HSD was superior in cerebral circulation improvement effects to 20% mannitol. 

Therefore, HSD may be expected as anti brain hypotensive drugs. (2) the experimentally endotoxin 

model that was matched the clinical symptoms and plasma endotoxin activity was developed. (3) 

Fischer ratio of Calves with Mycoplasma pneumonia was significantly lower than the healthy 

calves. (4) Amount of Zn and Ca of BALF obtained from calf with BRDC was larger than healthy 

calf. Also, Zn/Cu ration of calves with BRDC was higher Zn/Cu ration compared with healthy one. 

Diagnostic cut-off value in Zn/Cu is 8.676 (p<0.001, Se=93.8%, Sp=82.4%). (5) The BRDC severe 

cases that Mycoplasma infection; endotoxin has increased in the bronchus and trachea. Those 

endotoxins transferred to plasma from trachea. (6) Monitoring of plasma endotoxin activity was 
useful to determine the therapeutic effect and prognosis coliform mastitis. Theses results obtained 

from this project research contributed to the pathogenesis of BRDC.  
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１．研究開始当初の背景 

産業動物医療において、牛複合性呼吸器疾

患 (BRDC ： Bovine Respiratory Disease 

Complex)は発症率が非常に高く経済的損失

が大きいため子牛下痢症と並ぶ 2 大疾病とし

て注目されている。しかし、BRDC は発症に

際し様々な病原体やストレスが関与するた

め示される病態も様々であるにもかかわら

ず、治療のほとんどが抗菌剤を主体としたも

ので病態に適応した治療方法の確立には至

っていない。従って、BRDC の治療プログラ

ムを確立するためには、細菌学的アプローチ

と平行して病態生理学的解明を行うこと、ま

た呼吸機能の改善を目的とした治療方法を

抗生物質療法に併用することが必要である。

産業動物臨床において呼吸改善を目的とし

た BRDC 症例の治療法として高張食塩液

（HSS：Hypertonic Saline Solution）療法

や吸入療法が試みられてはいるものの、病態

が著しく異なる本症に対して治療効果に大

きな差がある。従って、本課題では分子生物

学、画像診断学的手法を取り入れて BRDC

の病態生理学的解明を行い、呼吸改善を目的

とした HSS 治療が有効である BRDC の病態

を明らかにするとともに、HSS を中心とした

BRDC の治療プログラムの構築を目的とす

る。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では次のことを明らかにした。 

(1) 各種疾患モデルにおける HSSまたはデ

キストラン加 7.2%高張食塩液（HSD）

の肺循環および脳循環改善効果の機序

を血行動態、胸部 X 線および超音波、

気管支鏡（気管支内部画像診断および

肺胞洗浄液検査）、磁気共鳴画像装置

(MRI)および血液ガス分析装置を病態

モデルおよび症例を用いて解明する。 

(2) BRDC 症例を各種画像診断および臨床

検査により分類し、その特徴を血液ガ

スおよび血行動態などの臨床生理学、

細菌学 (multiplex-PCR)、分子生物学

的手法を用いて明らかにする。 

(3) HSS または HSD 治療が奏功する、ま

たは禁忌となる症例について実際の症

例を用いて明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１） 健常動物における高張食塩液の脳循

環に及ぼす効果 

 これまでに、磁気共鳴画像装置を用いて

7.2%高張食塩液が上矢状静脈血管断面積を有

意に増加させることを明らかにした。しかし、

7.2%高張食塩液の単独投与では体循環だけで

なく脳循環の改善も一過性である。従って、

デキストラン70を7.2%高張食塩液に6%配合し

たデキストラン加7.2%高張食塩液（HSD）に

ついて脳血管の血流速度および血流量の変化

について磁気共鳴画像診断装置を用いて非観

血的に評価した。イソフルラン吸入麻酔下健

常ビーグル犬にそれぞれ5mL/kgの生理食塩液、

20%マンニトールまたはデキストラン加7.2%

高張食塩液のいずれかを静脈内投与した。な

お、マンニトールの投与量は脳圧降下を目的

とした投与量である。これらの輸液剤を静脈

内投与して下垂体および小脳辺縁垂直断面T1

およびT2強調画像により脳内構造の変化を観

察した。また、同時にPhase Shift法を用いて

上矢状静脈およびその他の脳内血管血流量速

度および血流量の変化を指標に脳血液循環動

態について評価した。 

（２） 血液量減少モデルにおける高張食塩

液の脳循環に及ぼす効果 

 健常イヌにおいてデキストラン加7.2%高張

食塩液（HSD）の有効性を評価した後、実際



 

 

の臨床状況を鑑み血液量減少モデルを用いて、

その脳血液循環の改善効果について磁気共鳴

画像装置を用いて評価した。供試動物から 

10mL/kgの血液を大腿股動脈から30分間かけ

て採取することで血液量減少モデルを作出し

た。この血液量減少モデルでは、脳血液循環

が低下するため脳浮腫を形成することが報告

されている。この状態のイヌに対して5mL/kg

のデキストラン加7.2%高張食塩液または20%

マンニトールを静脈内投与し、いずれの輸液

剤が脳内血液循環の改善に優れているのかを

比較検討した。 

（３） エンドトキシン由来呼吸抑制モデル

に対する高張食塩液の有効性を評価

するための実験室内試験（オハイオ州

立大学） 

 オハイオ州立大学獣医学部生産動物医療研

究室においてLPS投与による安定した血液量

減少（20％の循環血液量減少）および肺水腫

モデルが確立されている。米国サウスキャロ

ライナ州のチャールスリバー社エンドトキシ

ン研究所において血中エンドトキシン活性値

の測定方法を確立した。牛では緩衝物質（プ

ロテアーゼ）の影響により通常の前処理では

実用的な添加回収率が得られなかったことか

ら、前処理方法、測定条件の検討を行った。

その結果、80℃、10分の加温処理、Kinetic 

Turbidimetric (KTA)による測定がもっとも

満足のいく方法であることを確認した。本方

法を用いてLPSの投与方法の違いによる肺水

腫モデルの血清中エンドトキシン活性値の経

時的変化を検討した。 

（４） 呼吸器疾患子牛の血清アミノ酸動態

の検討 

 本学家畜病院に呼吸器症状を主訴に来院し、

胸部レントゲンおよび超音波検査において気

管支肺炎と診断され、肺胞洗浄液により

Mycoplasma bovisが分離されたホルスタイ

ン種子牛18頭を用いた。また、胸部レントゲ

ンおよび超音波検査において呼吸器に異常が

認められず、Mycoplasma陰性だった16頭の

子牛を対照群とした。なお、肺胞洗浄液によ

るMycoplasma bovisの分離同定は16S rRNA

を標的としたPCR法を用いて行った。血清中

アミノ酸濃度は島津アミノ酸分析システム

（Prominence）を用いて測定した。また、

Fischer比は分岐鎖アミノ酸（バリン、ロイシ

ンおよびイソロイシン）を芳香族アミノ酸（チ

ロシンおよびフェニルアラニン）で除して算

出した。各群間の平均値の差はF検定後に対応

のないt-検定を用いて評価した。また、Fischer

比の診断能はROC解析を用いて評価した。 

（５） 呼吸器疾患子牛の肺胞洗浄液中

（BALF）中微量元素濃度の比較 

 本研究では、気管支鏡を用いて症例牛の

BALF を採取し、肺炎起因菌の簡易検出、

と微量元素動態を評価した。BALF 中微量

元素濃度は粒子励起 X 線分析法（PIXE 法）

により測定した(Suzuki K, et.al. Biol. Trace 

Elem. Res. 115(3): 255-264.2007)。二群間の

平均値の差は Student’s t または Mann 

Whitney U 検定、エンドトキシン活性値によ

る BRDC の診断能は ROC 解析により評価

した。 

（６） 呼吸器疾患子牛の血漿および肺胞洗

浄液（ＢＡＬＦ）中エンドトキシン活

性値の比較 

 重度の牛の複合性呼吸器疾患（BRDC）は

ヒトの炎症性呼吸器疾患症候群に類似した

エンドトキシン由来の全身性炎症反応を伴

うが、エンドトキシンの関与は不明である。

本研究では Limulus Amebocyte Lysate (LAL)

カイネティック法を用いて Mycoplasma 感

染の認められた BRDC 子牛の肺胞洗浄液

（BALF）および血漿中エンドトキシン動態

を評価した。Mycoplasma 陰性の健常なホル

スタイン子牛 17 頭を対照群とした。また、

呼吸器症状を主訴に来院した呼吸器疾患子

牛 17 頭を BRDC 群とした。BRDC 群の子牛

は全て Mycoplasma bovis 陽性であった。

BALF は 200 倍希釈して発色合成基質法、

血漿は 20 倍希釈した後 80°C、10 分間加温

処理して比濁時間分析法によりエンドトキ

シン活性値を測定した。二群間の平均値の

差は Student’s t または Mann Whitney U 検定、

エンドトキシン活性値による BRDC の診断

能は ROC 解析、BALF と血漿中エンドトキ

シン活性値の相関性は Spearman’s rank test

により評価した。 

（７） 牛の先天性心疾患における vertebral 

heart size と血漿中トロポニン I 濃度

の関係 

 血中心筋トロポニンＩ(cTnI)濃度は人お

よび小動物臨床において有用な心肥大マー

カーであるが、牛の心疾患との関連性につ

いては明らかではない。本研究では先天性

心疾患子牛の心肥大の程度を Vertebral 

Heart Size(VHS)で示し、心肥大の程度と

cTnI 濃度の関係を評価した。本学家畜病院

に来院し、胸部レントゲンおよび超音波検

査において先天性心疾患と診断されたホル

スタイン種子牛 13 頭を用いた。症例は胸部

聴診所見に基づきレバイン 3 以下を軽症

(n=7)、4 以上を重症(n=6)とした。VHS は



 

 

右横臥位胸部レントゲン像を用いて測定し、

血漿中 cTnI濃度はEIA法（Tosho AIA-360）

により測定した。なお胸部レントゲンおよ

び超音波検査において心臓に異常が認めら

れなかった 19 頭の子牛を対照群とした。 

（８） 甚急性乳房炎の予後および高張食塩

液治療効果を評価するための野外試

験 

 Limulus Amebocyte Lysate (LAL)カイ

ネティック法により乳房炎罹患分房乳のエ

ンドトキシン活性値が 6.58 EU/mL よりも

高値であればグラム陰性菌に起因した乳房

炎と診断できることを示した。しかし、エ

ンドトキシン活性値を指標とした全身性炎

症反応を伴う重度の大腸菌性乳房炎の予後

診断が可能か否かは明らかではない。従っ

て、本研究では、LAL-カイネティック法を

用いて大腸菌性乳房炎牛の血漿および分房

乳中エンドトキシン動態を調査し、これら

が予後評価に関連があるか否かを評価した。

【材料と方法】獣医師により重度の大腸菌

性乳房炎と診断されたホルスタイン種搾乳

牛 56 頭（予後良好:38 頭、不良:18 頭）を

供試した。初診時に血漿、罹患分房および

その反対側分房乳を採取した。血漿は 20 倍

希釈した後 80°C、10 分間熱処理して比濁

時間分析法（LAL-KTA）、乳汁は 200 倍希

釈して発色合成基質法（LAL-KCA）により

エンドトキシン活性値を測定した。群間の

平均値の差は Mann-Whitney U、予後不良

の診断能は ROC 解析を用いて評価した。 

 
４．研究成果 

（１） 健常動物における高張食塩液の脳循

環に及ぼす効果 

 高調食塩液 HSD 群の rPV は投与終了時の

127.3±4.7%を最大値として有意に増加した。

一方、マンニトール群では投与終了時に

115.4±3.7%の最大値を示したものの、その後

ISS 群に比べ有意に低値に推移した。HSD 群

の上矢状静脈血管断面積は投与終了時に pre

値に対して 2.00±0.23 倍の拡張を示したが、

マンニトール群ではほぼ変化は見られなかっ

た。HSD 群の血流速度は投与開始 30 分後に

pre 値に対して 1.47±0.26 倍を示し、他の 2

剤よりも有意に高値を推移した。また HSD

群は血流量においても投与開始 30分後に pre

値に対して 1.53±0.25 倍を示し、他の 2 剤よ

りも有意に高値を推移した。 

 HSD は上矢状静脈血管断面積、血流速度、

血流量すべてにおいて 20％マンニトールよ

り有意に高値を示し、脳血液循環を有意に増

加させた。本研究で脳血流量の増加が、血管

断面積の拡張および血流速度の上昇に起因す

るものであることが考えられ、HSD が脳循環

に対し高い効果があることが分かった。また

そのことから HSD は救急医療現場において

頭蓋内圧降下薬として高く期待できると思わ

れる。今後は、脳圧亢進モデルや実際の症例

を用いて HSD の有用性を検討する必要があ

ると考えられる。 
（２） 血液量減少モデルにおける高張食塩

液の脳循環に及ぼす効果 

 HSD 群 の rPV は 投 与 終 了 時 の

154.07±17.89％を最大値として有意に増加し

た .一方 ,マンニトール群では投与終了時に

127.02±9.65％の最大値を示したものの,HSD

よりも有意に低値であった(p<0.01).HSD 群

の上矢状静脈血流速度は投与終了時に pre 値

の 2.07±0.09 倍,マンニトール群は 1.83±0.22

倍と有意に高値を示した(p<0.01).また，HSD

群の上矢状静脈血流量は投与終了時に pre 値

の 1.91±0.09 倍，マンニトール群は 1.69±0.22

倍と有意に高値を示した(p<0.01). 

 HSD は 20％マンニトールと比較して有意

に上矢状静脈断面積を拡張させると同時に ,

上矢状静脈血流速度を増加させ,上矢状静脈

血流量も増加させた。以上のことから,頭部損

傷動物に対する頭蓋内圧降下薬として

は,HSD の方が 20％マンニトールよりも有効

であると思われる. 
（３） エンドトキシン由来呼吸抑制モデル

に対する高張食塩液の有効性を評価

するための実験室内試験（オハイオ州

立大学） 

 エンドトキシン試薬の溶媒として自家血清
を用い溶解後 15〜60 分以内にボーラス投与
すれば血清中エンドトキシン活性値が臨床
症状の発現時期（30 分後）をピークとし、さ
らにチャレンジ後 12 時間以上高値を維持す
ることが確認され、再現性の高いモデルを割
く出することが可能であった。 

（４） 呼吸器疾患子牛の血清アミノ酸動態

の検討 

 肺炎子牛のFischer比は1.67±0.94であり、

対照群の7.09±4.61と比較して有意に低値を

示した (p<0.001)。また、ROC解析により

Fischer比による診断能を評価したところ、

Cutoff値2.09の曲線下面積は0.882であり、感

度および特異度はそれぞれ 81.3%および

71.2%であった (p<0.001)。本研究において

Mycoplasma性気管支肺炎子牛ではFischer

比が健常子牛よりも有意に低値であることが

明らかになった。従って、肺炎子牛の支持療

法では分岐鎖アミノ酸を強化した栄養輸液剤



 

 

の適応が望ましいことが示唆された。 

（５） 呼吸器疾患子牛の肺胞洗浄液中

（BALF）中微量元素濃度の比較 

 各BALFサンプルは気管支肺胞洗浄の定法

に従って最初の回収液は破棄し、回収率が

70％以上のものを用いた。子牛のBALF液に

於いて、粒子励起X線分析（PIXE）法ではア

ルミニウム、臭素、カルシウム、塩素、クロ

ム、銅、鉄、カリウム、マグネシウム、マン

ガン、モリブデン、ニッケル、リン、硫黄、

ケイ素、ストロンチウム、チタンおよび亜鉛

の28種類の多元素同時定性・定量が可能であ

った。Mycoplasma性肺炎子牛のBALF中Br、

Fe、K、MgおよびP濃度は健常子牛のそれら

よりも有意に高値を示した（p <0.05）。

Mycoplasma性肺炎子牛のBALFではCaおよ

びZn量が多く、亜鉛−銅比（Zn/Cu）が健常

子牛よりも有意に高値であった（p<0.001）。

ROC解析に於いて、マイコプラズマ性肺炎を

診断するためのBALF中Zn/ Cuの診断カット

オフ値は8.676であり、この診断カットオフ

の感度と特異性は、それぞれ93.8%および

82.4%であった。これらの結果は、BALFの

元素組成の評価がMycoplasma性気管支肺炎

の存在を推定するための有望なアプローチ

であることを示している。 

（６） 呼吸器疾患子牛の血漿および肺胞洗

浄液（ＢＡＬＦ）中エンドトキシン活

性値の比較 

 BRDC 群の BALF および血漿中エンドト

キシン活性値の中心値は 105.8 および 0.334 

EU/mL であり、対照群よりも有意に高値を

示した。BALF(Se=81.3%, Sp=84.6%)および

血漿(Se=92.9%, Sp=100%)においてエンド

トキシン活性値による BRDC の診断能は有

意であり、それぞれの閾値は 6.05 および

0.078 EU/mL 以上であった。また、BALF と

血漿中エンドトキシン活性値は有意な正の

相関を示した(r2=0.916) Mycoplasma 感染し

た BRDC 重症例では、気道内でエンドトキ

シンが著増しており、その一部が血漿中へ

移行していることが示唆された。従って、

BALF 中エンドトキシン活性値が高いと血

中移行が多く、また血中移行したエンドト

キシンによって全身徴候が増悪すると思わ

れる。 

（７） 牛の先天性心疾患における vertebral 

heart size と血漿中トロポニン I 濃度

の関係 

 軽症群および重症群の cTnI はそれぞれ

0.04±0.01 および 0.10±0.04ng/ml であり、対

照群の 0.01±0.02 ng/ml よりも有意に高値を

示した(p＜0.05)。軽症群および重症群の VHS

はそれぞれ 9.6±1.7 および 11.2±0.3 であり、

対照群の 8.5±0.4 よりも有意に高値を示した

(p＜0.05)。また、先天性疾患子牛の cTnI は

VHS に対して有意な正の相関を示した

(r=0.711、 p＜0.05)。 

 本研究において先天性疾患子牛の cTnI は

健常子牛よりも有意に高値を示し、また心肥

大の程度に伴って有意に増加することを明ら

かにした。 

（８） 甚急性乳房炎の予後および高張食塩

液治療効果を評価するための野外試

験 

 高張食塩液(HSS)療法で治癒(n=57)した甚

急性乳房炎症例の初診時における血清中エン

ドトキシン活性値は健常牛のそれと有意な差

は認められなかった。しかし、発症後１週間

以内に死廃した予後不良牛(n=12)の初診時血

清中エンドトキシン活性値は健常および治癒

群よりも有意に高値を示した。また、初診時

に重度のショック症状を呈した 20 頭の甚急

性乳房炎症例において、HSS 療法で治癒した

14 頭は血漿中エンドトキシン活性値の有意

な変動は認められなかったが、1 週間以内に

死廃した6頭は第2病日で活性値が著増した。

従って、血液中エンドトキシン活性値のモニ

タリングは甚急性乳房炎の予後および治療効

果の判定に有用であることが示唆された。 
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