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研究成果の概要： 

乳牛の代表的疾病として分娩後低カルシウム（Ca）血症がある。本研究課題では、その病態
解明と予防法確立のための基礎研究として、vitamin D receptor（VDR）遺伝子に関する解析を
行った。その結果、牛の VDR mRNA の塩基配列が明らかになった。また、VDR 遺伝子の一塩基多
型が示唆され、消化管粘膜 VDR mRNA 発現量への影響要因も示された。今後、他の因子に関する
解析も行うことで低 Ca 血症の病態を明らかにし、予防法開発の一助とすべきである。 
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１．研究開始当初の背景 

乳牛では分娩後に血中カルシウム(Ca)濃度
は低下（低 Ca 血症）し易い。この低下が著し
い場合（3～6 mg/dl）に乳熱（産褥麻痺）と
いう起立不能症候群を発症するが、これは他
の動物種にない特有のものである。また、乳
熱に至らなくとも、軽度の潜在性低 Ca 血症（7
～8 mg/dl）は各周産期疾患（産褥期子宮疾患、
ケトーシス、第四胃変位）を誘発する。 

一般に、低 Ca 血症の発生要因は、分娩に伴
う急激な乳中への Ca 流出とそれに伴う体内
Ca 貯蔵量の不足である。これに対し生体は骨
や消化管から Ca を動員し恒常性を保とうと

するが、分娩直後の乳牛では骨での Ca 吸収は
抑制され、消化管での吸収に依存している。
国内外において乳牛の低 Ca 血症に関する研
究は多いが、未だ明確な病態解明には至って
おらず、それ故、確実な予防法も確立されて
いない。その理由として、反芻動物である乳
牛における Ca 代謝機構、とくに消化管での
Ca 吸収機構の理解のために、単胃動物の研究
成果を引用する機会が多いことも関係すると
考えられる。 

Ca 欠乏時における消化管の Ca 吸収には粘
膜細胞での能動輸送が深く関わっており、近
年、その制御因子である各種 Ca 輸送関連タン
パク質が単胃動物で同定され注目を浴びてき
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た。最近、我々は乳牛の消化管における Ca
輸送関連タンパク質に関する解析を行い、細
胞質内での Ca のシャトル輸送を担当する
calbindin D9k（CaBP9k）ｍRNA は十二指腸での
み組織特異的に発現し、小腸全域と大腸の一
部で発現している単胃動物より限局すること
を明らかにした。さらに、我々は CaBP9k と細
胞基底膜で Ca ポンプとして働く plasma 
membrane Ca2+-ATPase (PMCA)の mRNA 発現量
は 血 中 1,25-dihydroxyvitamin D3

（1,25(OH)2D3）濃度と正の相関を有すること、
1,25(OH)2D3 の投与によってその発現量が増
加することを明らかにしてきた。したがって、
乳牛の消化管における Ca 能動輸送機能の分
布様式は牛特有のものであり、単胃動物の場
合と同様にその発現は vitamin D の生理活性
型である 1,25(OH)2D3 に制御されると考えら
れた。 

 分娩直前乳牛への 1,25(OH)2D3 の投与によ
って分娩後の血中 Ca 濃度の低下は軽減する
が、その効果の多くは消化管の Ca 吸収の増加
に起因すると考えられる。1,25(OH)2D3 の Ca
輸送関連タンパク質発現への影響は vitamin 
D receptor（VDR）を介する。現時点において、
乳牛のVDR geneの塩基配列は明らかになって
いるが、mRNA の塩基配列情報は NCBI の WEB
上で automated computational analysis デー
タが公開されているのみであり、実際の解析
が待たれるところである。 

 

 

２．研究の目的 

 乳牛の低 Ca 血症の病態解明と予防法確立
のための基礎研究の一環として、以下の解析
を行う。 

（１）乳牛の血液および消化管における VDR 
gene および mRNA の塩基配列を解析による
transcrit variants ならびに一塩基多型
(SNPs)の調査  

（２）消化管粘膜の VDR mRNA 発現量への影響
要因の解析 

 

３．研究の方法 

（１）VDR 遺伝子ならびに mRNA の塩基配列の
解析 

①VDR mRNA 塩基配列解析 

 子牛12頭の消化管粘膜よりtotal RNAを抽
出後、NCBI の牛 VDR ｍRNA 予測配列（GenBank 

Acc No. XM_613129）の ORF 領域を包括する３
種のプライマーセット（図 1）を使用し PCR
を行った。塩基配列の解析は、RT-PCR 産物の
ダイレクト・シーケンスによって行った。 

 

 

②VDR gene の SNPs 解析 

 牛 207 頭（ジャージ種 40 頭、黒毛和種 112
頭、55 頭）の血液および精液から DNA を抽出
し、NCBI 上で公開されている 2種の SNPs（図
2）について解析した。すなわち、Ref SNP ID: 
rs43433069 (Exon 2)については PCR-PIRA 法
（図 3）にて、Ref SNP ID: rs43433070 (Intron 
2)については PCR-RFLP 法（図４）にて解析し
た。 

 



 

 

 

 

 

 

（２）牛消化管粘膜 VDR mRNA 発現量解析 

 健康牛 20 頭から消化管粘膜を採取し、
total RNA 抽出後、cDNA 合成し、相対的 RT-PCR
法によりVDR mRNA発現量を解析した。さらに、
他の Ca 輸送関連タンパク質として CaBP9kお
よび PlasmaMmembrane Ca-ATPase isoform 1、
2 および 4 (PMCA1, 2, 4)の mRNA 発現量なら
びに血液生化学成分濃度との相関関係につい
ても解析した。  

 

４．研究成果 

（１）牛消化管粘膜 VDR mRNA の塩基配列 

 今回の RT-PCR では牛 VDR ｍRNA 予測配列
（GenBank Acc No. XM_613129）1412bp のう
ち ORF 領域を含む 1298 bp を増幅したが、全
12 頭の増幅サイズはいずれも 1295bp で一致
していた。牛VDR ｍRNA予測配列（GenBank Acc 
No. XM_613129）との相同性は 99.8%であり、
今回の VDR mRNA では 973~975 領域の 3 塩基

（ACG）が欠損していることが明らかとなった
（図 5）。また、増幅された塩基配列から推定
されるアミノ酸は 425 であり、１アミノ酸
（279 番目、D）が欠損していることが明らか
となった。 

 以上の通り、本研究によって牛 VDR mRNA
の ORF 配列ならびにアミノ酸配列が明らかに
なった。



 

 

 

（２）VDR gene の SNPs 解析 

 Ref SNP ID: rs43433069 については、全
207 頭において SNP は認められなかった（TT
型）。一方、Ref SNP ID: rs43433070 につい
ては、ジャージ種牛の 7頭においてヘテロ（AC
型）を示す個体が認められ、残る 200 頭には
SNP は認められなかった（CC 型）。 

 今回解析した 2つの SNP の部位は、Ref SNP 
ID: rs43433069 は exon 2（5’UTR）に、
rs43433070 は intron 2 に相当するもの
である。前者は ORF の 5’側領域であり
アミノ酸翻訳される部位ではなかった、
一方、後者は調節領域と呼ばれる部位の
SNP であり、発現量へ影響は否定できな
いと考えられた。VDR の他の部位におけ
る SNPs 検索が必要であるとともに、VDR
代謝に関わる他の因子についても解析
する必要があると考えられた。 

 

（３）牛消化管粘膜 VDR mRNA 発現量解析 

 VDRを含む各種タンパク質mRNA発現量なら
びに血液生化学成分濃度との相関関係を表１
に示した。 

VDR mRNA 発現量は、PMCA2 mRNA 発現量なら
びに血中 Mg濃度と正の相関を示した。PMCA2 
mRNA 発現量は、血中 1,25(OH)2D3濃度と正の
相関を示した。CaBP9k mRNA は月齢と負の、血
中 1,25(OH)2D3および iP 濃度と正の相関を示
した。PMCA1 および 4 mRNA 発現量は、それぞ
れ血中CaおよびiP濃度と負の相関を示した。 

 このように、VDR mRNA 発現量は他の Ca 輸
送関連タンパク質 mRNA 発現量や血中 Mg 濃度
を介して、血中 1,25(OH)2D3濃度と間接的な関
係を有すると考えられた。 

 

 

 

 以上、本研究課題において牛消化管におけ
る VDR mRNA の塩基配列が明らかになった。ま
た、牛 VDR 遺伝子に SNP が存在する可能性が
示唆され、牛消化管粘膜 VDR mRNA 発現量への
影響要因についても示された。今後、VDR だ
けでなく、その代謝等に関連する様々な因子
の遺伝子多型や組織発現量への影響要因を解
析することで、乳牛の低 Ca 血症の病態解明の
一助にするとともに、それらを基盤とした予
防法の開発に尽力する必要がある。 
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