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文 の 内 容 の 要 旨

病原微生物に対する動物の重要な防御権構の1つは､多形核白血球(PMN)の草食能
である｡従うて､invitroにおけるPMNの貴食能の測定は､動物の免疫状態および感
染に対する反応を反映する｡貪食能を評価する初期の分析方法は長時間を要し､主観
的な解釈を要し､さらにしばしば再現性に欠ける｡従って､本研究の基本的な目的は､

ウシのPMN貪食能を測定するために､迅速､簡易かつ正確な方法を開発し､その方法
を健康乳牛､急性乳房炎羅患牛および乳熟羅患牛の免疫状態を評価してモニターする
ために利用することである｡

最初の段階では､蛍光ビーズを用いたフローサイトメトリー法を開発した｡この分
析法において､貪食能の主な指標は､蛍光PMN率および平均蛍光弓重度である｡蛍光PMN

率は､､蛍光ビーズを貴食したPMN率を示し､平均蛍光強度は､蛍光ビーズを貴食した

PMNの蛍光強度を示す｡先ず健康乳牛の血液を用いて､実験的条件(ビーズ致とPMN数
の割合.反応時間および反応温度)の違いによる影響を検討した｡結果に基づいて､
最適なビーズ数とPMN数の割合､反応時間および反応温度はそれぞれ20:1､30分およ
ぴ38.5?cであった｡本法の再現性および信頼性を評価するために､いくつかの貢食の

刺激奔j､すなわち､1ipopolysaccharide(LPS)､Phorbo(myristateacetate(PMA)､

cytochaIasinBおよぴformy卜met-Ieu-Phe(fMLP)の健康乳牛血液のPMN貴食能に対
する影響を検討した｡LPSは低用量で貢食能を有意に増加させた｡PMAは低用量で貪食
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能を有意に増加させた｡C舛OCha】asinBは喜食能を低用量で有意に増加させ.高用量
で有意に低下させた｡fMLPは貪食能に対し有意な影響を及ぼさなかうた｡.=の結果は､

異なる貪食能分析方法による以前の研究結果に一致したことから､今回のフローサイ
トメトリー法は確実な方法であると考えられる｡抗凝固剤としてethyJenediamine

tetraaceticacid(EDTA)とacidcitratedextrose(ACD)の影響を健康乳牛のヘパ
リン処理血のPMNを用いて比較した｡EDTAとACDは貪食能を有意に減少させた｡ヘパリ

ンがPMN貪食能を減少させることを証明した報告があるが､任用された3種の抗凝固剤
のうちヘパリンだけはPMN貪食能の研究にとって標準的な抗凝固剤として残っている｡

一前記の本法を乳汁中のPMNに対して改良した｡非乳房炎乳汁(正常乳と初乳)と急
性乳房炎乳汁(初期の乳汁､抗生物質治療中の乳汁および抗生物質治療後の乳汁)の
貴食能を比較した｡急性乳房炎初期の乳汁のPMNは血液のPMNと同様に最も高い貴食能
を示す一方､正常乳のPMNは最も低い貪食能を示した｡

オゾンガス療法は､ヒトの様々な疾病に効果的であると主張された有望で優れた療
法である｡しかしながら､治療の機構がまだ不明瞭である｡本研究では､invitroに

おいて血液と乳汁にオゾンガスを添加し.ウシのPMN貴食能に対するオゾンガスの影
響を検討した｡オゾンガスをinvitroで健康乳牛､急性乳房炎罷患牛および乳熟罷患

牛の血液と乳汁に添加した｡健康乳牛の血液において､オゾンガスは白血球生存率に

は影響を与えなかったが､PMN貴食能を有意に低下させた｡【∩Vitroにおけるオゾン
ガスの添加は急性乳房炎罷患牛と乳熟羅患牛血液のPMN貫食能と急性乳房炎罷患牛の
乳汁のPMN貴食能を有意に増加させた｡この結果からinv料0におけるオゾンガスの

影響はウシの健康状態によって異なる効果を示すことが示唆された｡

【∩Vivoにおけるオゾンガスの影響を前記と同様の過程で検討した｡急性乳房炎罷

患牛に対する乳房内へのオゾンガス注入治療と抗生物質注入治療における臨床病理学

的変化を比較した｡オゾンガス療法は細菌が検出されない乳房炎罷患牛にのみに有効

であった｡乳汁のPMN貴食能はオゾンガス治療症例で高い傾向を示したが.治癒率(

2/5)は比較的低く､本実験において貴食能の増加の臨床的な有意性はまだ明らかで
はない｡

最後に､生体の防御機構に重要な細胞活性であるPMN貪食能と細胞内カルシウムイオ

ン濃度([Cム2+】i)の変化を分娩後の健康乳牛と乳熟罷患牛を用いて検討した｡蛍光
PMN率(PMAによる刺激とcytochalasinBによる抑制の有無の条件下)とresting[Ca2+]

iは乳熟罷患牛(低カルシウム血症性産婦麻痩罷患牛)が軽度乳熟罷患牛および正常
牛に比べて有意に低い値を示した｡これらのウシの細胞外メジウム内のカルシウムイ

オンが十分な条件下において貫食能とresting[Ca2+]iが増加した｡正常牛では細胞.
外メジウム内のカルシウムイオン濃度(〔ca2+]e)の低い条件下において貴食能とresting
[ca2+]が減少した｡これらの結果により､invivoにおける乳熟罷患牛の低カルシウ

ム状態がPMN貴食能とresting[ca2+]iの低下を起こし､このことが感染症に対する大
きな感受性に部分的に関与すると考えられた｡

以上.牛の免疫状態や感染症に対する生体反応を知る血液および乳汁の多形核白血球
(PMN)の貴食能の測定のために迅速.客観的かつ再現性のあるフローサイトメトリ

ー分析法を開発した｡この方法を用いることによって.急性乳房炎と乳熟のオゾンガ
ス療法によってPMN貢食能が増加することを明らかにした｡さらに乳熟のPMN貴食能と
細胞内外のカルシウムイオンとの関係が密接に存在することを明らかにした｡このこ

とは.牛の生産性向上にとって大きな睡害となっている周産期の代謝障害や感染症の
原因究明や,診断･治療･予防法を検討するために非常に価値ある成績と考える｡
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審 査 結 果 の 要.旨

本研究はウシの多形核白血球(PMN)の会食能の測定に迅速,

簡易かつ正確なフローサイトメトリー分析法を開発し,急性･乳房炎

寝息牛および乳熱確患牛の免疫状態を評価することを目的とした｡

最適など∵ズ数とPMN数の割合,反応時間および反応温度はそ

れ■ぞれ 20:1,30 分および 38.5℃であった｡会食刺敢因子として

1ipopolysaccharide は低用量で会食能を有意に増加させた｡

phorbolmyristateacetateは低用量で会食能を有意に増加させた｡

CytOChalasin Bは会食能･を低用量で有意に増加させ,高用量で有

意に低下させた｡formyトmet-1eu-phe は会食能に.影響しなかっ

た｡また抗凝固剤として,eth▲ylene diamine tetraacetic acid と

acid citrate dextrose はヘパリンに比べ会食能を有意に弼少させ
た｡

急性乳房炎初期の乳汁 PMN は血液 PMN と同様に最も高い会食

能を示す一方,正常乳汁の PMNは最も低い会食能を示した｡さら

にオゾンガスは健康牛の白血球生存率に影響しなかったが,PMN

会食能を有意に低下させた｡J乃Vi亡roにおけるオゾンガス添加は急

性乳房炎羅患牛と乳熱寝息牛の血液の PMN会食能と急性乳房炎羅

患牛の乳汁の PMN会食能を有意に増加させた｡またオゾンガス療

法は細菌が検出されない乳房炎雁患牛にのみに有効であった｡乳汁

の PMN会食能はオゾンガス治療症例で高い傾向を示したが,治癒

率(2/5)は比較的低かったム

乳熱羅患牛の蛍光PMN率と細胞内のresting[Ca2+]lは正常牛に

比べて有意に低い値を示した｡ウシの紳胞外メジウム内のカルシウ

ムイオンが十分な条件下においては,会食∵能と resting[Ca2+]lが
増加した｡正常牛では細胞外メジウム内■のカルシウムイオン濃度

([Ca2+]e)の低い条件下において,会食能と resting[Ca2+]lが減
少した｡従ってf刀Vfvoにおける乳熱羅患牛の低カルシウム状態が

PMN会食能とresting[Ca2十]lの低下を起こし,感染症に対して大

きな感受性に関与すると考えられた｡

以上の結果から,今回開発したフローサイトメトリー分析法は,

他の臨床病理学的方法と連係して,乳牛の免疫状態を正確に測定し,

モニターする有効な方法であると考えられる｡

審査委員5名は全員一致で本論文が岐阜大学院連合獣医学研究科
の学位論文上して十分価値あるものと認めた｡
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