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研究成果の概要（和文）：泌乳初期の乳牛は体調不良に至るリスクが高い。この時期に摂取量減少と泌乳量上昇がある
乳牛ではケトン体が上昇する。高ケトン体の牛では免疫機能や繁殖成績が劣るため、ケトン体が乳牛のT細胞に及ぼす
影響を調査した。高ケトン体の牛では末梢単核球のmRNA発現量において炎症誘導性サイトカインであるIL-17が高く、
妊娠期において上昇するIL-4が低かった。さらに、T細胞の中でIL-17を多く産生するのはγδT細胞であり、IL-4はCD4
+T細胞であることが示されたことから、ケトン体はγδT細胞を活性化し、CD4+T細胞を抑制することにより受胎に不適
切な免疫状態を誘導する可能性があった。 

研究成果の概要（英文）：Dairy cows are at an increased risk for disorders during early lactation. At this 
time, there is increasing milk production, but a lag in feed intake, and this condition results in the pro
duction of the ketone body in the cows with negative energy balance. Although hyperketonemia should be min
imized to prevent undesirable effects on immune function and reproduction, effect of ketone body to T cell
 function was investigated in this study. Increased IL-17 as a family functions as a proinflammatory cytok
ine that responds to the invasion of the immune system and decreased IL-4 as an anti-inflammatory cytokine
 that responds to the gestation were observed in the cows with hyperketonemina. In the comparison of T cel
l, gd T cell express strongly IL-17 mRNA and CD4+ T cell express strongly IL-4 mRNA in cows, therefore it 
was possible that ketone bodies induce an inappropriate immune condition for conception by activative effe
ct to gd T cells and suppressive effect to CD4+ T cells.
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１．研究開始当初の背景 
改良により泌乳能力が飛躍的に向上した
乳牛は、分娩後、泌乳開始によって莫大な
エネルギーを消費するため、脂肪代謝の異
常を来してケトン体が生じやすく、高ケト
ン血症による病的な状態に至る。 
高泌乳牛の生産性を最大限に引き出すた
めに、分娩間隔の延長防止が求められてい
る。高ケトン血症を呈する乳牛では分娩後
の卵巣や子宮の回復が遅延するため、繁殖
成績が悪化する。これらに対し獣医診療で
は、卵巣機能の回復を中心とした性ホルモ
ン剤の投与が主流であるが、十分な繁殖成
績の改善成果は得られていない。 
ヒトやマウスでは妊娠の成立に際し性ホ
ルモンの支配により免疫機能がダイナミッ
クに変化し、受胎から出産までを維持して
いることが知られている。妊娠の成立には
主 に γ δ T 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る
progesterone-induced blocking factor 
(PIBF)の作用により液性免疫応答が優位の
サイトカインネットワークとなり、母体に
とって異物となる胎児への母体側の免疫応
答を抑制する機構が明らかとされている。 
 
２．研究の目的 
 ケトン体がウシの妊娠免疫をどのように
変化させるかを解明するため、先ず未だウ
シでは確立されていないγδT 細胞レパー
トリー評価のための解析系を確立し、ケト
ン体の影響を防御する新たな予防方法や妊
娠免疫を正常に機能させる新たな免疫療法
の開発のための基礎となる研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）γδT細胞のα鎖およびβ鎖レパート
リーの解析系の確立 
 
（2）ケトン体がウシのγδT細胞への P4
刺激-PIBF 産生-サイトカイン産生系に対
する効果の解析 
 
（3）高ケトン血症を呈した乳牛におけるγ
およびδ鎖レパートリー解析系と P4 刺激
-PIBF 産生-サイトカイン産生系の解明 
 
４．研究成果 
（1）ウシの末梢血γδT細胞のγ鎖および
δ鎖レパートリー遺伝子の PCR による解析
系の確立と健康な乳牛のレパートリーのタ
イピングから着手し、γ鎖 1、3およびδ鎖
1、4、6、8の解析系を確立した。これを用
い、γδT細胞である TcR1-N12+T 細胞、CD4+

および CD8+を単離し、タイピングした各プ
ライマーによってレパートリー遺伝子の保
有状況を確認した。その結果、TcR1-N12+

細胞は全てのレパトリー遺伝子を強く保有
していることが確認された。比較対照とし
てγδT 細胞である CD4+および CD8+T 細胞
も単離して解析し、CD4+細胞ではγ鎖およ

びδ鎖 mRNA は保有していないものの、
CD8+T 細胞ではγ1、δ1 およびδ6mRNA 発
現が TcR1-N12+細胞と同等程度に、またδ3
およびδ8は弱く発現しており、γ4のみ遺
伝子発現がないことが確認された。解析し
たレパトリーmRNA発現の一部を図1に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）次に、γδT 細胞である TcR1-N12+T
細胞において発現量の多かったγδレパー
トリーでる BTDV4（δ4）と BTDV8（δ8）に
ついて各泌乳期における mRNA 発現の比較
とT細胞系サイトカインmRNA遺伝子発現を
解析した。その結果、γδT 細胞の BTDV4
と BTDV8 は泌乳期に影響を受けず安定して
発現することが示された。さらに妊娠免疫
において優位になる Th2 系サイトカインで
ある IL-4mRNA 発現量は、他の T細胞に比べ
て TcR1-N12+T 細胞において低く、一方、炎
症に関わる Th17 系サイトカインである
IL-17mRNA 発現は TcR1-N12+T 細胞において
高く見られた。各非乳期間での比較におい
ては、3種類の T細胞で IL-4mRNA 発現量は
泌乳最盛期において低下する傾向にあり、
IL-17 は全ての T 細胞において分娩後に上
昇する傾向にあった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）乳牛の末梢単核球に対する PIBF なら
びに P4刺激によるサイトカイン mRNA 発現
量においては、IFN-γmRNA 発現が促進され
た。しかし単核球の P4刺激によって Th2 系
サイトカインである IL-4 ならびに
IL-10mRNA 発現が促進されたにも関わらず
PIBF 刺激ではこれらのサイトカインは促
進されなかった。また妊娠牛におけるCD4+、
CD8+ならびにγδ T細胞の各々の T細胞の
PIBFmRNA 発現量はγδT細胞において最も
発現が高く、γδT細胞が PIBF を産生して
Th1 系細胞の機能を抑制して、受胎に適し
た免疫状態に誘導する可能性があった。 
 
（4）高ケトン体血症牛の妊娠免疫の解析を
目的に、同一牧場にて飼育された分娩 3週
後において血中 BHB 濃度が 1200μmol/l 以
上で臨床症状を示さなかった牛である
subclinical ketosis（SK）群（N=7）と 1200
μmol/l 未満である対照群（N=27）を供試
した。血液の採材は、分娩前後の計 4回実
施した。SK 群のγδT細胞は観察期間中、
対照群に比べて低値で推移し、1W 前と 3W
後において有意差を認めた。SK 群では繁殖
適期となる7W後においてIL-17遺伝子発現
量が上昇した。7W 後の SK 群の IL-4、IL-17
ならびに TNF-α遺伝子発現量が対照群に
比べ高かった。しかし、γδT 細胞数と各
サイトカイン遺伝子発現量とには統計的に
有意な相関性は得られなかった（図 4）。 
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