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研究成果の概要（和文）：乳牛は分娩前後に疾病に罹りやすく、そのコストは酪農経営を悪化させます。この一
因は、分娩前後に起きる低ビタミンE血症にあります。本研究では、疾病リスク低減に向けて、低ビタミンE血症
化の分子メカニズムを解明すべく、周産期の高泌乳牛の乳腺と肝臓に着目した研究を行い、低ビタミンE血症に
関与する可能性がある、αTTP、AfaminおよびTAPという３分子の周産期における特徴的な遺伝子発現特性を明ら
かにしました。今後、この成果を基盤にして、低ビタミンE血症そして疾病から乳牛を守る研究への発展が期待
できます。

研究成果の概要（英文）：In dairy cows, the majority of the production diseases occur around calving 
or during early lactation. The management of dairy farm is made worse by the cost. Peripartum 
hypovitaminosis E is a factor of this risk. The aim of this study was to elucidate of the molecular 
mechanism of hypovitaminosis E for the reducing the risk of peripartum diseases. In fact, focusing 
on the mammary gland and liver, we made clear the gene expression properties of αTTP, Afamin, and 
TAP, which are related with hypovitaminosis E process in peripartum high-yeild dairy cows. The 
results of this study could help in the developmental work to reduce the risk of the hypovitaminosis
 E and the production diseases in dairy cows.

研究分野： 動物生産科学、獣医学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）国内農業における畜産の重要性 
 
わが国の H27農業総算出額は 8兆 7,979 億

円であり、この内、畜産計は 3兆 1,179 億円
で農業総生産額の 35.4%を占めている。次ぐ
野菜が 27.2%、米が 17.0%であることから、
畜産は今日の国内農業の基幹といえる[引用
①]。この畜産産出額の中で、約 25%を占めて
いるのは乳牛を飼養した生乳生産であり、新
鮮で美味しい牛乳を国内消費者に届ける酪
農は、日本の食産業そして国民の食生活を支
える重要な役割を果たしている。 
 
（２）酪農が抱える課題 
 
しかし、近年、酪農家が減り続けており、

消費者の高い需要を賄うために、国内の生乳
生産量を如何に安定的に維持していくかが
非常に重要な課題である。酪農経営の難しさ
の一つに、乳牛の疾病罹患に関わる生産コス
ト（治療費や淘汰損失）の増加と酪農家の精
神・肉体的ストレスがある。これは、現在の
乳牛が、高泌乳化が進んだ反面、特に分娩前
後にエネルギーや栄養の不足、免疫機能の変
調を伴いやすく、周産期の疾病発症リスクが
非常に高い[引用②]ことに起因する。また、
分娩は後継牛と生乳の生産において避けて
通れないイベントである。 
 
（３）周産期乳牛に起きる低ビタミン E血症 
 
周産期疾病の発症リスクが高い原因の一

つとして、免疫や代謝機能の調節に重要な栄
養素ビタミン E（VE）が、周産期の乳牛にお
いて著しく不足することが挙げられる[引用
③,④]。乳牛は分娩前から血液中の VE を多
量に初乳合成に動員してしまうため低 VE 血
症に陥りやすいと考えられてきたが、本当に
それだけなのかどうか、低 VE 血症のメカニ
ズムは未だ解明されていない。そこで、低 VE
血症化のメカニズムを解明し予防技術を開
発できれば、周産期疾病リスクの低減に繋が
ると発想した。 
 
（４）VE 体内動態に関わる遺伝子 
 
そこで、VE の体内動態や選択的な細胞内輸

送に関与する遺伝子に着目した。これまでに
我々は、ヒトや実験動物において報告されて
いるVE体内動態関連タンパク群であるα-ト
コフェロール輸送タンパク（αTTP）、Afamin
およびトコフェロール結合タンパク（TAP）
のウシ組織遺伝子発現分布を調べ、主に肝臓
に発現していること[引用⑤]、そして、前研
究[No.25871102]において、αTTP がウシ乳腺
上皮にも発現し、乳腺組織における発現が周
産期に変化することを明らかにしてきた。 
 

２．研究の目的 
 
以上、申請者はこれまでの研究により見出

した VE 体内動態関連分子『αTTP』、『Afamin』
および『TAP』のウシ肝臓と乳腺における周
産期特有の発現特性が、周産期疾病リスクで
ある低 VE 血症化メカニズムに関与している
と仮説を立てた。本課題では周産期の高泌乳
牛の肝臓および乳腺におけるαTTP、Afamin
および TAPの発現特性を明らかにすることで、
周産期疾病のリスク因子である低 VE 血症化
の分子メカニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（１）周産期の乳腺における泌乳機能と VE

体内動態関連遺伝子発現のダイナミ
ックな変化を捉える 

 
経産ホルスタイン乳牛 10 頭（平均産次約

2.5）を分娩予定 8 週前から分娩後 6 週まで
供試した。周産期における乳腺組織の各遺伝
子発現および VE、中性脂肪（TG）蓄積量の変
化を調べるために、分娩 8、1 週前、分娩直
後（分娩 12時間以内）、分娩後 6週目の 4時
点において、それぞれ後分房から自動生検装
置を用いた低侵襲的な乳腺バイオプシー法
により乳腺組織を時系列的に連続採取した。 
また、乳中 VE 濃度を調べるために、供試

牛から分娩前乳汁、分娩直後の初乳および分
娩 4～6週後の常乳をサンプリングした。 
さらに、内 5頭について、乳腺に流入する

動脈血と乳腺通過後の静脈血を採取するた
めに、分娩 8、4、1週前、分娩直後、分娩 3、
6 週後に、尾動脈および乳静脈から採血を行
った。 
得られた乳腺組織における各 mRNA 発現変

化をQ-RT-PCR法により定量解析した。また、
組織中および乳中の VEおよび TG蓄積量はそ
れぞれHPLC法および比色法により測定した。
動静脈差法により、乳糖の基質となるグルコ
ース（Glu）および乳脂肪の基質となるβヒ
ドロキシ酪酸(BHBA)の乳腺取込率を算出し
た。これらを基に、同法により VE の乳腺取
込率について検討した。 
 
（２）肝臓の VE レベルと VE 体内動態関連遺

伝子発現が周産期にどのように変化
していくか、明らかにする 

 
経産ホルスタイン乳牛 7 頭(平均産次約

2.9)を乾乳期から供試した。分娩 4 週前、1
週前、分娩直後（分娩後 12 時間以内）、泌乳
期として分娩後 1週および 4週の計 5時点に
おいて、低侵襲的な肝臓バイオプシー法によ
り肝組織を時系列的に連続採取した。 
得られた肝組織における各 mRNA 発現変化

を Q-RT-PCR 法により定量解析した。また、
VEおよびTG蓄積量はそれぞれHPLC法および
比色法により測定した。 



４．研究成果 
 
（１）分娩約１週前の乳腺における Glu 取込
率は分娩約 8週前と同等で、分娩直後および
泌乳期と比較して有意に低かった。一方、分
娩約１週前の乳腺における BHBA 取込率は分
娩約 8週前より有意に高く、分娩直後と有意
差がなかった。 
Glu の細胞内取り込みに関与するトランス

ポーターGLUT1およびGLUT8のmRNA発現量は
泌乳開始後に有意に高まった一方、BHBA の取
り込み輸送に関与するトランスポーター
MCT1 mRNA は分娩約 1 週前に有意に発現が高
まり、泌乳期と同等の発現レベルに至った。
乳腺組織中の TG 蓄積量も分娩約 1 週前に有
意に高く、分娩後泌乳に伴い、蓄積量が有意
に低下した。 
以上より、分娩前に乳糖基質に先行して乳

脂肪基質の取込みが活性化されるという乳
腺におけるダイナミックな泌乳機能分化お
よび初乳生産機序の一端が示唆され、同時に、
本サンプルが VE 乳腺移行に関する検討に適
用できると判断した。 
 
乳腺組織中 VE レベルに有意な変動は見ら

れなかった。また、動静脈差法による乳腺取
込率についても Glu や BHBA が示すような取
込の活性化を観察できなかった。しかし、VE
は分娩前乳汁や常乳と比較して有意に初乳
中に高含量であったことから、VE の微量濃度
に対して、現法では VE の乳腺取込みを正確
に示すことができないことが判明した。 
乳腺組織中の VE 体内動態関連遺伝子の発

現挙動を調べると、αTTP mRNA 発現量は分娩
時と比較して分娩6週後の泌乳期に有意に低
下した。TAP mRNA 発現量は分娩が近づくにつ
れて低下し、分娩時に最も低値となり、分娩
8 週前より有意に低いレベルであった。興味
深いことに、αTTP と TAP の mRNA 発現は分娩
時に相対的な挙動を示し、αTTP/TAP 発現比
が一過的に上昇していた（図１）。TAP による
結合競合が抑制されることで、αTTP による
乳腺細胞内輸送が結果的に増加するという、
初乳合成機序の新たな可能性が示唆された。 

 図１．周産期乳牛の乳腺組織における
αTTP および TAP mRNA 発現量の変
動パターン 

（２）VE 濃度が低下する分娩前後において、
肝組織中 VE 含量は、分娩直後および分娩後
１週ではむしろ漸増していた。この結果より、
分娩直後は、肝臓からの血液循環への VE 放
出が抑制されている可能性が示唆された。 
そこで、肝臓における VE 体内動態関連遺

伝子の発現挙動を解析した結果、αTTP、AFM
および TAP の mRNA 発現量が分娩直後に一過
的に低下していることが明らかとなった。こ
の時、肝臓におけるアルブミンや抗酸化酵素
の mRNA 発現も同様に一過的に抑制され、相
対して、急性期マーカーであるハプトグロビ
ンや小胞体ストレスマーカーの mRNA 発現が
分娩直後に亢進していた。 
一方、分娩直後の肝臓における TG 蓄積レ

ベルは分娩１週間後より低レベルであった。 
以上の結果より、分娩直後の乳牛の肝臓で

は、脂肪肝化に起因する肝機能低下とは異な
る、分娩性ストレスによる一過性の炎症応答
が引き起こされ、重要な肝機能が阻害されて
いる可能性が考えられた。この機能阻害に伴
い、αTTP や AFM の mRNA 発現が低下し、肝臓
からの VE 放出が制限されるために、低 VE 血
症化がさらに進行するのではないかと推察
された。 
 
以上、本研究課題において、実際に周産期

の高泌乳牛を供試し、連続的な乳腺および肝
のバイオプシー法を駆使することにより、周
産期乳牛の低 VE 血症化プロセスと乳腺およ
び肝臓における VE 体内動態関連遺伝子の発
現挙動との間に関連性があることを初めて
示すデータを得るに至った。すなわち、乳腺
および肝臓に発現する遺伝子の発現特性と
周産期疾病リスクを関連付ける貴重なデー
タが得られた。本研究成果は周産期疾病発症
を予防する技術開発の基盤になると期待で
きる。 
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