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略語一覧 

 

ALP  アルカリホスファターゼ 

AUC  曲線下面積 

BAP  骨型アルカリホスファターゼ 

BCS  ボディ・コンディション・スコア 

BW  体重 

Ca  カルシウム 

CTX  I型コラーゲン架橋-C-テロペプチド 

DMI  乾物摂取量 

Dpd  デオキシピリジノリン 

ELISA  酵素結合免疫吸着測定法 

HRP  西洋わさびペルオキシダーゼ 

ICTP  I型コラーゲン C末端テロペプチド 

IgG  免疫グロブリン G 

Intra-CV 測定内変動誤差 

Inter-CV 測定間変動誤差 

iP  無機リン 

NRC  米国国立研究評議会 

NTX  I型コラーゲン架橋-N-テロペプチド 

OC  オステオカルシン 

OPG  オステオプロテゲリン 

pNPP  p-ニトロフェニルリン酸 

PICP  I型プロコラーゲン-C-ペプチド 

PINP  I型プロコラーゲン-N-ペプチド 

PTH  上皮小体ホルモン 

Pyr  ピリジノリン（Pyr） 

RANK  NF-κB活性化受容体 

RANKL  NF-κB活性化受容体リガンド  

TMR  完全混合飼料 

TP  総蛋白 

TRAP5b 酒石酸耐性酸ホスファターゼ 5b 
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乳牛は初乳中に大量のカルシウム（Ca）を喪失するため、分娩時に一過性に血中の

Ca濃度が低下する。骨は体内の Ca総量の 98%を貯蔵するが、血中 Ca濃度の低下

を受け、骨吸収によって Caを溶出する。乳牛は分娩時の血中 Ca濃度の低下に対す

る骨吸収反応が遅れることが指摘されてきた（52, 141）。分娩後に重篤な低 Ca血症に

陥る乳牛では、分娩前に負の Caバランスに陥っているとの報告もあるが（141, 182）、

分娩前後の骨吸収と低 Ca血症との関係は明らかになっていない。人医療の現場で

は、骨代謝の際に生じる体液中の酵素や代謝産物を骨代謝活性の指標とし、骨代謝

疾患の診断に利用している。破骨細胞による骨吸収の結果として生じる骨コラーゲン

断片は骨吸収マーカーとして利用されているが（24, 65,124, 130）、乳牛では、これら

の血中濃度は分娩後数日間低値で推移することから、分娩時に骨吸収が低下すると

考えられてきた（40, 72, 104, 105, 169, 171）。一方、低 Ca血症を呈した乳牛でも分娩

後のこれらの血中や尿中の骨代謝マーカー濃度は健常牛と差がなく（106, 161）、両

者の骨代謝動態に違いは見出だされなかった。近年、乳牛において酒石酸耐性酸ホ

スファターゼ 5b（TRAP5b）の血中濃度が分娩前 1週から分娩時にかけて上昇するこ

とが明らかとなり、破骨細胞数が増加する（2, 29, 30, 89）との見方も出てきた。したがっ

て、乳牛における分娩前後の骨吸収状態を正確に把握するためには、破骨細胞の分

化を評価するための新たな骨吸収マーカーが必要であると考えた。 

オステオプロテゲリン（OPG）は骨髄間質細胞や骨芽細胞で産生・分泌される腫瘍

壊死因子受容体（TNFR: Tumor necrosis factor receptor）スーパーファミリーに属する

可溶性の糖タンパク質である。破骨細胞の前駆細胞膜上の NF-κB活性化受容体

（RANK: Receptor activator NF-κB）に RANK リガンド（RANKL: RANK ligand）が結

合すると、シグナル伝達が活性化し破骨細胞の分化が促進される。OPGは RANKL

のおとり受容体として、このシグナル伝達を阻害することにより、破骨細胞分化を制御

する（44, 60, 158）。マウスで OPG遺伝子を過剰発現させると骨化石症を呈するため、

骨（＝オステオ）を保護する（＝プロテクト）という働きから、OPG と命名された（158）。

OPGは二量体または単量体の糖タンパク質として分泌され、細胞外で 380個のアミノ
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酸残基からなる分泌タンパク質へと合成される。OPGはヒトの骨代謝性疾患でその血

中濃度の変動が報告されており（131, 147）、血中の骨吸収の指標として臨床研究に

用いられている。さらに、血中の RANKL/OPG比は信頼性の高い骨吸収の指標とし

て着目されている（57, 172）。そのため、血中の OPG濃度を測定することにより、分娩

前後の乳牛の骨吸収状態に関して、破骨細胞分化の観点からの評価が可能であると

考えた。 

Bouroutzoglou ら（13）は、母体の骨代謝状態が乳中の骨吸収マーカー濃度に変動

をもたらすことから、母乳による骨代謝評価の可能性を指摘した。ヒトの母乳は血中より

も高濃度の OPGを含むことが報告されている（127, 179）が、母乳 OPGがもつ生体情

報マーカーとしての適格性について検討した報告は未だない。一方、牛乳中の OPG

に関する報告はこれまでほとんどなく、その濃度も明らかではない。OPGは多数の臓

器で発現し、骨代謝以外にも免疫系細胞分化や妊娠期の乳腺の発達にも関与するな

ど多様な生理活性を有する。乳牛の初乳産生は分娩数週間前から開始するため（6, 

18）、初乳中の OPGは妊娠後期の母体の生体情報を含むことが期待される。 

ヒト母乳や牛乳中 OPGの生理活性は、哺乳した新生児の骨代謝に影響することが

示唆されている（179）。さらに、新生子牛において、数種の血中骨代謝マーカー濃度

は初乳摂取後半日に一過性に急上昇する（67）。新生子期の初乳摂取状況は、子牛

の血中酵素（82, 192）やホルモン（59, 63）、様々な栄養代謝産物（83, 85, 162, 191）濃

度に影響を与え、その後の増体や飼料効率（38, 86, 88, 90, 159）ならびに泌乳や繁殖

成績（120, 125）に影響する。このことから、初乳中の OPGの吸収により、新生子牛の

骨代謝は影響を受けることが予測される。 

本学位論文では、乳用牛の血中ならびに乳中の OPG濃度を測定することで、分娩

前後の乳牛の骨吸収状態の変化を評価するとともに、 初乳中の OPG濃度と母牛・子

牛の骨代謝との関係について明らかにすることを目的とした。そのために、第 I章で

は、分娩期の乳牛の骨代謝に関する文献的知見を回顧し、新規性の高い血中骨代

謝マーカーである OPGに関して、乳牛における血中および乳中濃度を測定すること
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により得られる期待と可能性を述べた。第 II章では、乳牛の分娩前後の血中 OPG と

複数の骨代謝マーカー濃度を測定し、産次ごとの経時的推移から分娩時の骨吸収状

態に関する検討を行った。第 IIIおよび IV章では、初乳中の OPG と骨代謝マーカー

濃度を測定し、母牛ならびに初乳摂取後の子牛の骨代謝との関係を検討した。  
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1. 人医療域における代表的な骨代謝マーカー 

 

骨組織は、骨芽細胞による骨の形成と、破骨細胞による骨の破壊・吸収を常に繰り

返すことによりその強度や構造を保つ（Fig. 1-1）。骨形成と骨吸収による骨代謝回転

は骨代謝マーカーにより評価が可能である。人医療域において、骨代謝マーカーの

測定は骨粗しょう症における治療薬の選択や、骨折リスクと治療効果の評価を目的に

利用されており、骨密度とともに患者の骨強度を評価する臨床指標となっている（124, 

130）。我が国では骨代謝マーカーとして、血中・尿中の骨芽細胞・破骨細胞由来の酵

素や、数種の骨コラーゲン断片が保険適用の対象となっており、臨床診断に用いられ

ている（12４, 130）。ここでは、我が国において、ヒトの骨粗しょう症診療に使用される代

表的な骨代謝マーカーを紹介する。 

 

骨形成マーカー 

(1) プロコラーゲン 

骨芽細胞が産生する I型コラーゲンの前駆体物質（プロコラーゲン）であり、C末端

が切断された I型プロコラーゲン-C-ペプチド（PICP）と N末端が切断された I型プロ

コラーゲン-N-ペプチド（PINP）が存在する(124, 154)。これらは骨以外でも合成される

ため取り扱いには注意が必要であるが、骨特異性の高い intact PINPの測定が可能

になったことから、2010年に保険適用となった（76, 124）。 

 

(2) 骨型アルカリホスファターゼ（BAP: Bone-specific Alkaline Phosphatase） 

アルカリホスファターゼ（ALP）は小腸や胎盤、肝臓や骨で産生される。これらは、臓

器特異的な糖鎖の修飾を受けるため、アイソザイムとして分離することが可能である

（134）。この中で、骨組織由来のアイソザイムである BAPは活性化した骨芽細胞から

分泌され、その血中濃度は骨形成の指標として有用である（154）。 
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(3) オステオカルシン（OC: Osteocalcin） 

非コラーゲン性の骨基質タンパクであり、成熟した骨芽細胞から分泌される。大部分

は骨基質中に蓄積され、そのグルタミン酸残基がカルボキシル化されることで、Ca沈

着による石灰化を促進する。一部は血中に放出され、骨形成マーカーとして利用され

る（76, 154）。血中に放出された一部の OCは急速に分解を受けるため、その断片の

分子構造の不均一性により、測定結果にばらつきが生じやすい（154）。 

 

骨吸収マーカー 

(1) 酒石酸耐性酸ホスファターゼ 5b （TRAP5b: Tartrate Resistant Acid Phosphatase 

5b） 

多核化した成熟破骨細胞により産生・分泌される酵素であり、その血中濃度は破骨細

胞の数と高い相関性を有する（2）。TRAP5bは破骨細胞質内の小胞中に局在し、骨

吸収窩から取り込まれた骨基質の分解に関与する（61）。また、トランスサイトーシスに

よりコラーゲン分解産物とともに血中へ放出されると考えられている（62）。TRAP5bは

循環中で失活し、尿中に排泄されないため、その血中濃度は腎機能の影響を受け

ず、腎疾患患者にも適用可能である（76, 156）。 

 

(2) I型コラーゲン分解産物 

I型コラーゲンは骨基質の 90％を構成するタンパク質である。I型コラーゲンのポリ

ペプチド鎖は 3重らせん構造をしており、ピリジノリン（Pyr）やデオキシピリジノリン

（Dpd）によって架橋され、この架橋部分は成熟コラーゲンの分解時に血中に放出さ

れ、尿中に遊離型として放出される（130）。また、N末端側から生じるコラーゲン断片

は I型コラーゲン架橋-N-テロペプチド（NTX）、C末端側からは I型コラーゲン架橋-

C-テロペプチド（CTX）や ICTP（I型コラーゲン C末端テロペプチド）がある（130）。特

に Dpdや NTX、CTXは感度の高い免疫測定法が開発され、我が国では信頼度の高

い臨床マーカーとして測定に保険が適用可能である（130）。また、NTXや CTXは尿
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中のみならず血中での測定も可能であるため、腎機能や日内変動の影響を受けにく

い（76）。一方、ICTPは CTX と異なる代謝経路を経て生じ、破骨細胞性の骨吸収を

反映しにくいとされる（46, 72, 152）。 

 

2. 乳牛の分娩性低 Ca血症と骨代謝評価に関連する研究 

 

 臨床獣医療において、骨代謝マーカーの測定は一般的ではないが、その臨床的有

用性が注目されている。イヌでは骨折治癒（136）や骨腫瘍（99）の予後診断ツールとし

て期待される。また、競走馬では運動負荷と骨成長の関連（139）や、臨床応用のため

の基礎データの構築（56, 100, 101）など複数報告されている。乳牛では、分娩期の骨

代謝マーカー濃度に関する報告が複数あるが、いずれも臨床応用には至っていない。

分娩は母体の Ca 代謝に多大な影響を与える。妊娠後期には胎子の著しい骨格成長

が起こり、分娩後には乳に大量の Ca が流出する。高い泌乳能力をもつ乳牛は 1 日に

約 30～80 gの Caを初乳中に喪失し（48, 143）、これは細胞外 Ca量の約 8倍に相当

する（48）ため、分娩時に低 Ca血症に陥りやすい。骨は体内の Caの約 98%を貯蔵す

る器官であることから、この時期の骨からのCa動員は恒常性維持に重要な役割をもつ

と考えられる。通常、血中 Ca 濃度は、消化管での吸収、骨からの動員、腎尿細管から

の再吸収によって厳密に維持される（48, 117, 122）が、分娩後は消化管や骨の反応が

1－2日遅れるため（52, 116）、分娩直後に急激な負の Caバランスに陥る（48, 51, 143, 

182）。乳牛の分娩時の低Ca血症は様々な産褥性疾患の引き金となることが多数報告

されており（20, 115, 123, 146）、産乳および繁殖成績（21, 129）、さらにはその後の淘汰

率（145, 155）との関連も指摘されている。そのため、乳牛の分娩期の低 Ca血症発症と

骨からの Ca動員との関連について、様々な研究が報告されてきた。 

血中 Ca濃度の低下に対し、上皮小体ホルモン（PTH）が分泌され、尿への Caの排

出低下と再吸収促進に加え、骨からの動員ならびに腎臓での 1,25-dihydroxyvitamin 
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D（活性化ビタミン D）の産生を促進する（117）。活性化ビタミン D は腸管での Ca吸収

を促進し、血中の Ca 濃度を正常に戻す（119）。Reinhardt ら（144）の調査によると、経

産牛の約 50%は分娩直後に低 Ca 血症に陥るが、これらのホルモンの働きにより 2-3

日以内に補正され、臨床的な変化を起こさない（潜在性低 Ca 血症）。しかし、一部の

乳牛では低 Ca 状態から回復することができず、重篤な臨床症状を呈する（臨床型低

Ca血症）。Caの欠乏は、骨格筋の弛緩性麻痺による起立不能に加え、平滑筋収縮力

の低下による心拍出量の減少を引き起こす。このため四肢や耳温の低下や消化管ア

トニー、瞳孔散大の症状を併発し、重症の場合は、獣医療の介入なしでは死の転帰を

辿る（132）。この疾病は、乳牛の泌乳能力の向上とともに頻発するようになり、泌乳開

始直後に顕著で重篤な症状を呈することから、“乳熱”と名付けられた（69）。 

分娩時の低 Ca 血症に対する骨の生理反応は、様々な手法により調査されてきた。

Ward（182）は餌、糞尿、血中および乳中の Ca 量から、乳牛の Ca 収支の変化を観察

し、乳熱牛では分娩前に排出が吸収を上回る負のCaバランスを呈すると報告した。分

娩直後の乳牛は PTHの投与に対する血中Ca濃度の上昇反応が欠如し（79）、これは

PTH の標的器官の反応性の低下によるものとされた（119）。Stott ら（166）は乳牛の上

皮小体を組織学的に調査し、分娩 1～2 週間前にはその分泌機能が活性化するとし

た。また、Rowland（148）は乳牛の骨標本の顕微 X 線法により分娩約 1 週前から骨融

解像が増加し始めることを報告した。Ramberg ら （141, 142）は、分娩期の乳牛に放射

性同位体 45Ca を投与後、血液、乳、糞尿を採取し、コンパートメントモデルを作成する

ことで、体内の Ca 動態の解析を行った。このモデルによると、血中 Ca 濃度は消化管

での吸収、骨からの動員、腎臓での再吸収による調節で維持されるが、分娩性の低

Ca 血症牛では骨からの Ca 動員反応が分娩後約 1 週間遅れるとされた。その後も分

娩牛の PTH 分泌に対する反応性の低下は様々な文献で報告された（71, 108, 114）。

この頃、Kraut ら（94）や Bichara ら（8）は、体内のアシドーシス状態が PTHに対する反

応性を向上させ、骨吸収を促進することを報告した。これを受け、Goff ら（48, 50）は、

分娩後の代謝性アルカローシスが PTH の反応性低下を増強し、低 Ca 血症の原因と
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なることを指摘した。 

2000 年代になると、分娩牛の骨代謝評価法として、様々な骨代謝マーカーを利用

した研究が報告されてきた。血中や尿中の ICTP濃度（104, 105）やCTX濃度（40, 72）

は分娩 1～2 週間後に、また Dpd 濃度（105, 169）や NTX 濃度（171）は数日後に上

昇を示し、その後は乳期を通して低下する（34）。つまり、分娩による血中 Ca 濃度の減

少は、PTH や活性化ビタミン D による Ca 補正を促進するが、活性化した破骨細胞が

骨基質を融解するまでに数日のタイムラグが存在すると考えられる（37, 52, 53, 55）。一

方、乳熱牛において、分娩後の血中 ICTP ならびに尿中 Dpd 濃度（106）や血中 CTX

濃度（161）は健常牛と同様に推移し、統計学的な差は見られないとされている。これま

での報告をまとめると、分娩直後の乳牛の骨からの Ca動員は抑制されているが、血中

の骨吸収マーカー濃度に関して、Ca 濃度の違いによる差は生じいくいと考えられる。

一方、破骨細胞数と相関する血中TRAP5b濃度は分娩前から分娩時にかけて上昇す

ることから、分娩時に破骨細胞は増加する可能性が報告された（29, 30, 89）。しかしこ

の破骨細胞の変化が分娩後の骨吸収活性や血中 Ca 濃度に及ぼす影響に関して検

証した報告は他になく、不明な点が多い。 

 

3. オステオプロテゲリン（OPG）の発見と骨代謝マーカーとしての臨床応用 

 

 破骨細胞は、造血幹細胞に由来するマクロファージ系の単核細胞が融合し、多核化

することで骨吸収能を有する成熟破骨細胞に分化する。この破骨細胞の分化は

osteoclastogenesis と呼ばれ、この分化段階は破骨細胞分化の促進因子と抑制因子に

より協調的に調節されている（Fig. 1-2）。RANKLは、破骨細胞の前駆細胞膜の受容 
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体であるRANKと結合することで、細胞内の分化シグナルが活性化し、破骨細胞の多

核化ならびに成熟を誘導する（70, 98）。この分化調節機構は、1997 年に抑制因子で

ある OPGの発見をきっかけに明らかとなった（158）。OPGは 380個のアミノ酸からなる

可溶性受容体タンパクであり、その遺伝子は骨や免疫細胞を含む全身の臓器で発現

が見られる（70, 158）。OPG は、様々なホルモンやサイトカイン（活性化ビタミン D、IL-

1α など）により、骨髄間質系細胞を含む骨芽細胞系細胞での発現量が増加する。

OPG は RANKL に対し高い親和性を有するため、RANKL のおとり受容体（decoy 

receptor）とも呼ばれ、RANK-RANKL の結合により生じたシグナル伝達を直接阻害す

ることにより、破骨細胞分化を制御する（70, 158, 180, 181, 189）。OPG 遺伝子を過剰

発現させたマウスは高い骨密度を有し（158）、組織学的に骨化石症を認めたことから、

骨（＝オステオ）を保護する（＝プロテクト）作用を有するとし、OPG と命名された（158）。

反対に、OPG 遺伝子欠損マウスは骨密度の低下と骨粗しょう症を呈する（15）ことから、

RANK-RANKL ならびに OPG は破骨細胞分化の律速因子であると考えられている。

さらに、RANKL は濃度依存性に成熟破骨細胞を活性化するが、この効果は OPG に

より抑制される（98）。OPG には成熟破骨細胞の貪食能を直接抑制する作用も認めら

れおり（44, 60）、これらのサイトカインは破骨細胞の分化だけでなく、活性にも関わるこ

とが期待されている。 

OPG は骨代謝回転のモニタリングに有効であるとされ、関節リウマチを始めとするヒ

トの各種の骨免疫疾患（131）や閉経後骨粗しょう症（147）、多発性骨髄腫（172）、乳が

ん（78, 87）や、その他様々な疾患（5, 150, 151, 170）においてその血中濃度が報告さ

れた。血中 RANKL/OPG 比は、様々な骨破壊性疾患患者で増加することから、有用

な骨吸収マーカーとして注目されている（57, 172）。また、RANKL や OPG は骨粗しょ

う症や多発性骨髄腫の分子標的治療薬の開発に貢献した（27, 153, 187）。一方、妊娠

後期の女性（127, 177, 179）やマウス（188）において血中 OPG濃度が上昇し、分娩後

に急激に減少することが報告されている。しかし、他の動物種において血中OPG濃度

に関する報告はない。 
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4. 乳汁中に現れる骨代謝マーカーに関する研究の現状 

 

Bouroutzoglou ら（13）は、ヒト母乳中において、骨吸収マーカーである NTX の濃度

は骨吸収状態の低い帝王切開や甲状腺機能低下症の母親では低値であり、産乳に

より高い骨吸収状態にある母乳育児の母親では高値であることを明らかにした。このこ

とにより、母体の骨吸収状態が母乳中骨吸収マーカー濃度に反映されることが示唆さ

れた。ヒトの母乳は血中と比較して数百～千倍の OPG濃度を有する（127, 179）。Vidal

ら（179）は培養破骨細胞を用いて、ヒト母乳や牛乳が破骨細胞の骨吸収活性を抑制

することを報告した。また、この生理活性は RANKL の存在により抑制されたことから、

乳汁中 OPG は牛乳がもつ骨吸収抑制作用に貢献する可能性を指摘した。近年、乳

牛の診断治療において、乳汁中バイオマーカーの重要性が認識されつつある。乳汁

中のバイオマーカーにより、妊娠や泌乳といった特異的な生理的状態の評価を低侵

襲に行うことが可能となる。例えば、乳房炎における各種炎症性タンパク（1, 75）、潜在

性ケトーシスにおける β ヒドロキシ酪酸（81）、早期妊娠診断における妊娠関連糖タン

パク（25）など、有用な乳汁中バイオマーカーが続々と発見されている。しかし、乳牛の

分娩時の Ca代謝に対する乳中骨代謝マーカーは知られていない。 
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1. はじめに 

 

OPGは破骨細胞の分化を制御する律速因子である（158）。乳牛は泌乳開始時に血

中の Ca を初乳中に大量に喪失するため低 Ca 血症に陥りやすい。Reinhardt ら（144）

が約 1500 頭の乳牛を対象に行った調査によると、分娩後 48 時間以内に血中 Ca 濃

度が 8.0 mg/dL を下回る乳牛は、初産牛で 25%に対し、経産牛では約 50%に上る。

分娩時の血中 Ca 濃度低下に対する骨吸収反応は、加齢により低下する（48, 143）。

周産期における初産牛の血中骨代謝マーカー濃度は、経産牛と比較して高値で推移

し、より活発な骨代謝回転を示唆する（30, 97）。破骨細胞数との高い相関性を示す血

中の TRAP5b活性値は（2, 62）、分娩乳牛において分娩前に上昇することが報告され

（89）、分娩時の Ca 喪失に先立って破骨細胞が増加することが示唆されたが、初産牛

と経産牛における分娩期の破骨細胞分化の違いは明らかでない。OPG は破骨細胞

前駆体の分化シグナルの伝達を阻害することで、破骨細胞分化を制御する（158）。そ

こで本実験では、初産牛と経産牛の分娩期の骨吸収状態の違いを明らかにする目的

で、両者の分娩前後の血中 OPG濃度推移の比較を行った。 

 

2. 材料および方法 

 

2-1 供試牛ならびに血液採材 

2016年 6月から 11月までに帯広畜産大学フィールド科学センターで分娩した初産

牛 9 頭、経産牛 9 頭（平均産次 2.7 産）を供試した。期間中、供試牛には完全混合飼

料（TMR）を 1日 2回給餌し、乾草を自由採食させた。TMRの試料組成は Appendix 

A に示した。いずれも単胎分娩であり、介助を要さない自然分娩または 1～2 人の介

助により分娩した。また、全ての供試牛で、分娩後 5 日間の食欲や泌乳量に問題がな

く、獣医師による診療を要さなかった。供試牛の期間中のボディ・コンディション・スコア

（BCS）は 3.00～3.50の範囲であった。また、各群の乾乳後期の体重、分娩時の年齢、
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分娩後 5 日間の平均日乳量、乾乳後期および初乳期（分娩後 5 日間）の乾物摂取量

（DMI）をTable 2-1に示した。DMIは 米国国立研究評議会（NRC：National Research 

Council）の計算式（128）を参考に算出した。 

 採血は、分娩前 3週（-21 d）ならびに分娩直後 1 h以内（0 d）, 半日後（0.5 d）, 2日

後（2 d）, 5 日後（5 d）の計 5 回行い、尾静脈から 15 mL採取した。。採血後、速やか

に遠心分離（1,680 ×g, 15 min）し、分離した血漿ならびに血清を解析時まで冷凍保存

（－80℃ならびに－60℃）した。本実験計画は帯広畜産大学実験動物委員会より承認

された（＃28-156）。 

 

2-2 血液生化学解析 

(1) 血清 Caおよび無機リン（iP）濃度の測定 

 自動血液生化学分析装置（TBA 120-FR、東芝メディカルシステムズ）を用いて、 

Ca は orthocresolphthalein complexone による比色法（26）、iP は purine nucleoside 

phosphorylase・xanthine oxidase による酵素的測定法（112）により測定した。成牛にお

ける血中濃度の参照値は Caで 8.5～10 mg/dL、iPで 4～8 mg/dLである（48）。 

 

(2) 血清 OPG濃度の測定 

市販のキット（Bovine OPG Elisa kit, NeoScientific, USA）を用いて、競合酵素結合

免疫吸着測定法（ELISA; Enzyme-linked immunosorbent assay）により測定した。本キ

ットでは、あらかじめ固相化された OPG抗体に対し、検体中の目的タンパクと西洋わさ

びペルオキシダーゼ（HRP: Horseradish peroxidase）により標識された抗原を競合反応

（37℃、60 min）させた。発色基質（Tetramethylbenzidine）を添加し、室温で 15 分間反

応後、450 nmの吸光度測定により HRP酵素活性を検出し、検体中の OPG濃度を算

出した。測定内（intra-CV）および測定間変動誤差（inter-CV）は、それぞれ 11.3％およ 



20 

 

  



21 

び 9.7％であった。 

 

(3) 血漿 TRAP5b活性値の測定 

ナフトール-ASBI-リン酸（FUJIFILM Wako Chemical）を基質とした酵素反応による

蛍光測定法(80, 118, 186)により測定した。この測定法では、酢酸ナトリウム（100 

mmol/L）と酒石酸ナトリウム（50 mmol/L）を含む反応液中で、検体 10μL を基質（0.25 

mmol/L）と反応（37℃、30 min）させマルチラベルカウンター（ALVO MX/ Light 1429; 

PerkinElmer）により蛍光度を測定した（励起波長 405 nm、蛍光波長 535 nm）。Intra-

CVは 5.6％、inter-CVは 7.8％であった。 

 

(4) 血漿 BAP活性値の測定 

p-ニトロフェニルリン酸（pNPP：p-Nitrophenylphophate）を基質とした ALP の酵素活

性を市販のキットを用いて測定した（LabAssay ALP、FUJIFILM Wako Chemical）。

BAP アイソザイムは 56℃で 15 分間加熱することにより不活性化するため、総 ALP 活

性値から熱不活化後の ALP値を引き、BAP活性値を算出した（126）。pNPP との反応

（37℃、15 min）後に、検体の吸光度を分光光度法により 405 nmで測定した（NIVO 5S, 

PerkinElmer Japan Co., Ltd.）。 

 

2-3 統計処理 

統計処理には SAS enterprise guide （ver. 7.1, SAS institute Inc.) を使用した。血中

の各測定値の推移を、固定効果（群、時間、群×時間）、供試牛を変量効果とした混合

効果モデルを用いて反復測定分散分析を行った。有意差が出た場合は Tukey’s post-

hoc 法により、群内、群間の多重比較を行った。また、血清 Ca 濃度と OPG 濃度間の

相関解析はスピアマンの順位相関解析により行った。全てのデータは平均 ± 標準誤

差により表記し、有意水準は 5％とした。 

 



22 

3. 結果 

 

血清 Caならびに iP濃度の推移を Fig. 2-1に示した。これらの推移には、初産、経

産牛群間で差が見られなかった。経産牛の血清 Caならびに iP濃度は-21 d（Ca: 9.9 ± 

0.2, iP: 5.8 ± 0.3 mg/dL）から 0 d（Ca: 8.4 ± 0.3, iP: 4.2 ± 0.4 mg/dL）において有意な低

下が見られ（それぞれ P <0.01および P <0.05）、5 d（Ca: 9.6 ± 0.2, iP: 6.1 ± 0.5 mg/dL）

には分娩前の水準に回復した。 

血清 OPG濃度を Fig. 2-2に示した。血清 OPG濃度は-21 dにおいて、経産牛群

で初産牛群より有意に高値（7.5 ± 0.4 vs. 5.0 ± 0.6 ng/mL; P <0.01）であった。また、経

産牛群では-21 d（7.5 ± 0.4 ng/mL）から 0 d（3.9 ± 0.3 ng/mL）に有意な低下が見られ

（P <0.01）、そのまま 5 d まで維持された（3.7 – 4.4 ng/mL）。しかし、初産牛ではそのよ

うな変化なく、期間を通して一定に推移した（5.0 – 5.6 ng/mL）。 

血漿 TRAP5bならびに BAP濃度の推移を Fig. 2-3に示した。血漿 TRAP5b濃度

は両群で 0 dにピークに達した（経産牛; 2.1 ± 0.2 U/L、初産牛; 3.1 ± 0.3 U/L）。さら

に、期間を通して初産牛群は経産牛群よりも常に高値で推移した（P <0.01）。初産牛

の血漿 BAP活性値は、-21 d（116.6 ± 23.0 U/L）と比較して、分娩当日（189.2 – 216.1 

U/L）に有意に増加した（P <0.01）が、経産牛では一定に推移した（66.4 – 112.7 U/L）。

そのため、分娩当日（0 dおよび 0.5 d）において有意な群間差がみられた（P <0.01）。 

 Table 2-2 に血清中の OPG と Ca 濃度の相関分析による相関係数ならびに P 値

を示した。期間中、両者の間に有意な相関関係は見られなかった。 

 

4. 考察 

 

経産牛の分娩 3 週前の血清 OPG 濃度は、初産牛よりも高値を示し、分娩直後か

ら低下した。一方、初産牛の血清OPG濃度は分娩前後で一定に推移した。OPGは骨  
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吸収抑制作用を有し、卵巣摘出後のラットにおける骨ミネラル喪失を抑制する（158）。 

経産牛にとって、乾乳期は、泌乳期に失った骨ミネラルを蓄える時期である（143）。高

い血中 TRAP5b 濃度からも分かるように、初産牛では妊娠期間中も骨成長し、骨代謝

は経産牛よりも活発である（183, 186）。これに対し、経産牛では、乾乳期の OPG を高

値に保つことにより、泌乳期に重度に喪失した骨量の回復を促すことが予想される。 

 分娩後の乳牛は、泌乳によるCa要求量の増大により、多くが低Ca血症に陥る（143）。

本実験でも、経産牛では分娩時に急激な血中の Caおよび OPG濃度の低下を示した

が、初産牛ではこのような分娩時の低下は見られなかった。また、血中 TRAP5b 濃度

変動から、両群で分娩時に破骨細胞数の増加が示唆され、その濃度は初産牛で顕著

に高かった。OPG は破骨細胞分化を抑制することで、TRAP5b 陽性の破骨細胞の形

成を阻害する（43, 190）。以上のことから、経産牛では分娩時に破骨細胞の分化が亢

進したと推察された。一方、初産牛では分娩時の OPG による分化制御の変化がない

にもかかわらず、活発な骨代謝回転により破骨細胞数が高値で維持されたと考えられ

た。血清中の OPG濃度と Ca濃度間に相関関係が見られなかったことから、OPGによ

る破骨細胞分化の調節は、Ca 欠乏に対する即時的な効果はないことが暗に示された。

しかし、本実験からは分娩に際した血中 OPG 濃度の詳細な経時的変化は明らかでな

いため、分娩に伴う血中 Ca低下に対する OPGの作用は不明であった。 

 経産牛では分娩当日に血中の TRAP5b 濃度の上昇による破骨細胞の増加が見ら

れたにもかかわらず、Ca 濃度低下が見られた。TRAP5b は様々な成熟段階の破骨細

胞でも産生され（61）、骨吸収能をもたない多核破骨細胞からも分泌される（3）ことから、

分娩時の TRAP5ｂの増加は骨吸収活性を持たない未熟な破骨細胞の増加も反映す

ると予測される。実験的に作出した骨粗鬆症のラットの骨細胞や骨芽細胞中に

TRAP5bが発現し、RANKLや OPG と協調して破骨細胞分化に作用する可能性が示

唆されている（160）。また、泌乳期のマウスでは骨細胞性の骨代謝が活性化しており、

TRAP5b 遺伝子の発現量が上昇することが報告されている（140）。このことから血中

TRAP5b活性は骨芽細胞、破骨細胞ならびに骨細胞による複雑で相互的な骨吸収作
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用を反映する可能性が考えられる。骨吸収における血中 TRAP5b 活性の重要性を明

らかにするためには、骨細胞による骨吸収作用のメカニズムの解明が求められる。 

 

5. 小括 

 

 分娩乳牛の血中 OPG濃度は、経産牛では分娩 3週前から分娩時にかけて低下し、

初産牛では分娩前後を通して低値で推移することから、経産牛と初産牛では分娩前

後の破骨細胞の分化制御が異なることが示唆された。経産牛では分娩前後で血中

OPG 濃度の低下が起こり、破骨細胞の分化が亢進する可能性が示された。一方、初

産牛では血中 OPG 濃度に変化はないが、活発な骨代謝回転により破骨細胞の数が

高く維持され、分娩時の血中 Ca濃度の低下が抑えられると考えられた。 
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第 II章：ホルスタイン種乳牛における分娩前後の血中
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第二節：産歴の影響 
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1. はじめに 

 

前節において、経産牛の分娩前後の血中 OPG 濃度は、分娩 3 週前から分娩時に

かけて減少したことから、分娩前の 3 週間で OPG による破骨細胞分化の制御に変化

が生じ、破骨細胞の分化が亢進することが示唆された（66）。乳牛は分娩時期には血

中 TRAP5b 濃度が上昇することから、分娩に伴い、破骨細胞数が増加することが示唆

されている（29, 89）。一方、産次の増加に従い分娩時の血中 Ca 濃度は減少し（95, 

122, 144）、乳熱の発症リスクは上昇する（22, 28）。ラットを用いた実験により、加齢に伴

い活性化ビタミン D（73）や PTH（64）の受容体は減少するとされている。また、ウシの

骨代謝マーカー活性は年齢と負の相関を有する（186）。分娩後の血中骨吸収マーカ

ー濃度の変動から、乳熱牛と健常牛では分娩後の骨からの Ca 動員に差がないことが

示唆されているが（106, 161）、産次の増加が分娩期の骨吸収状態の変化および分娩

時の血中 Ca濃度に及ぼす影響は明らかでない。本実験では経産分娩牛の分娩前の

血中OPG濃度の経時的変動に関して、産次による違いを明らかにすることで、分娩前

の破骨細胞分化と分娩時の血中 Ca濃度との関係を推察することを目的とした。 

 

2. 材料および方法 

 

2-1 供試牛ならびに血液採材 

2016年から 2018年までに帯広畜産大学フィールド科学センターで分娩した経産牛

27 頭を供試した。分娩時の産次は 2 産（Parity 2）が 14 頭、3 産（Parity 3）が 6 頭、4

産以上（Parity 4+）が 7 頭（平均 4.9 産）であった。いずれも単胎分娩であり, 産子の

平均体重は 48.4 kg、性別はオスが 11頭、メスが 16頭であった。分娩後 2日までに分

娩に起因する低 Ca血症で獣医師の治療を要した個体は各群でそれぞれ 0頭、1頭、

5 頭であった。期間中、TMR（Appendix A～C）を 1 日 2 回給与し、乾草は自由採食

であった。供試牛の乾乳後期の体重、分娩時の年齢、分娩後 5 日間の平均日乳量、
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乾乳期と分娩後 5日間の DMIならびに分娩後 2日間の Ca治療の有無を Table 2-3

に示した。DMIは NRCの計算式（128）より算出した。 

採血は、分娩 3週前（-21 d）、2週前（-14 d）、1週前（-7 d）、分娩後 12 h以内（0 

d）ならびに 2日後（2 d）の計 5回行い、尾静脈から 15 mL採取した。採血後、速やか

に遠心分離（1,680 ×g、 15 min）し、分離した血漿ならびに血清を解析時まで冷凍保

存（－80℃ならびに－60℃）した。実験計画は帯広畜産大学実験動物委員会より承認

された（＃28-156、29-187、18-137）。 

 

2-2 血液生化学解析 

(1) 血清 Ca, 無機リン（iP）およびマグネシウム（Mg）濃度の測定 

第 II 章・第一節と同様に自動血液生化学分析装置（TBA 120-FR、東芝メディカル

システムズ）を用いて測定した。Mg濃度は glucokinaseによる酵素的測定法（157）によ

り測定した。成牛における血中Mg濃度の参照値は 1.8～2.4 mg/dLである（49）。 

 

(2) 血中 OPG, TRAP5bおよび BAP濃度の測定 

第 II章・第一節の方法を用いて測定を行った。TRAP5bならびに BAPの測定に関

して、2018年に分娩した 7頭は血清を用いたが、他の 21頭は血漿を用いた。 

 

2-3 統計解析 

統計処理ソフトは SAS enterprise guide (ver. 7.1, SAS institute Inc.)ならびに

GraphPad Prism（ver. 6, GraphPad software）を使用した。血中の各測定値について、固

定効果として群と時間を（群、時間、群×時間）、変量効果として個体ならびに分娩年

度の違いを反復測定混合効果モデルに投入し、各群の推移を解析した。群内ならび 
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に群間の多重比較は、Tukey’s post-hoc法を用いて行った。さらに、分娩前の血中

OPG/TRAP5b濃度比-時間曲線下面積（AUC）を台形法により算出した（175）。採材

日や AUCについての 3群間の比較は Kruskal-Walis検定を用いて行った。血中

OPG/TRAP5b濃度比ならびに AUCについて、産次、年齢ならびに分娩直後の血中

Ca濃度とのスピアマンの順位相関解析を行った。さらに、Mann-Whitney U検定により

血中 OPG/TRAP5b濃度比ならびに AUCの、分娩後の Ca治療の有無による違いを

解析した。全てのデータは平均 ± 標準誤差または中央値（四分位範囲）により表記

し、有意水準は 5％とした。 

 

3. 結果 

 

それぞれの群の分娩前のサンプリングにおける実際の分娩前日数を Table 2-4 に

示した。全ての供試牛で実際の分娩日からのずれは 2 日以内であり、それぞれの採

材日において、群間に差はなかった。 

 血清ミネラル（Ca, iP, Mg）濃度の推移を Fig. 2-4に示した。血清 Ca濃度は全ての群

で-21 d と比較して 0 dで有意に低下した（P <0.01）。0 dにおける血中 Ca濃度は 8.4 

± 0.2（Parity 2）、6.3 ± 0.6（Parity 3）ならびに 6.8 ± 0.7（Parity 4+）mg/dLであり、Parity 

2は Parity 4+よりも有意に高かった（P <0.01）。血清 iP濃度は全群で分娩当日に有意

な低下が見られ（P <0.01）、血清Mg濃度は期間中一定に推移した。 

血中骨代謝マーカー濃度推移を Fig. 2-5および 2-6に示した。血清OPG濃度(Fig. 

2-5)は Parity 2 で、-21 d（8.9 ± 0.7 ng/mL）と比較すると-7 d から 2 d まで(4.8 – 5.9 

ng/mL)有意に減少した（P <0.01）。一方 Parity 3および 4+では有意な変動なく推移し

た。また、-21 d において Parity 2 は Parity 4+（5.7 ± 0.9 ng/mL）より有意に高値で（P 

<0.05）であった。血中 TRAP5b濃度（Fig. 2-6）は全群で-21 d と比較して、分娩当日に

上昇が見られた（P <0.01）が、期間を通して群間で差は見られなかった。血中 BAP活

性値（Fig. 2-6）は Parity 2で-21 d (85.7 ± 12.6 U/L）から分娩当日（115.9 ± 9.8 U/L）
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に有意な上昇が見られたが（P <0.05）、他の 2群では一定に推移した。 
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血中 OPG/TRAP5b 濃度比の推移を Fig. 2-7 に示した。-21 d（Parity 2: 9.2 ± 1.1 

μg/U, Parity 3: 8.0 ± 1.2 μg/U）と比較し、Parity 2で-7 d以降（3.5 – 6.0 μg/U）、Parity 3

で 0 d以降（3.5 – 4.6 μg/U）に有意な低下（P <0.05）が見られた。しかし、Parity 4+で

は期間中低値で推移し（3.1 – 4.6 μg/U）、-21 dでは Parity 2 よりも（P <0.01）、-14 dで

は Parity 2 および 3 よりも（P <0.05）、有意に低値であった。次に、分娩前（-21 から-7 

d）の血中 OPG/TRAP5b濃度比曲線下面積（AUC -21 d to -7 d）を算出したところ、3群間

に有意差は見られなかった [Parity 2: 91.7 (72.8 – 134.2), Parity 3: 97.7 (70.7 – 177.5) , 

Parity 4+ : 63.5 (55.6 – 76.4) μg/U×d; P = 0.075]。 

分娩前各時間の血中 OPG/TRAP5b濃度比および AUC -21 d to -7 dと、産次、年齢な

らびに 0 d の血清 Ca 濃度との相関解析の結果を Table 2-5 に示した。血中

OPG/TRAP5b 濃度比は、産次と-21 d で負の相関を有し（P <0.01）、年齢とは分娩前

の全ての時間で負の相関を有した（P <0.05）が、分娩時の血中 Ca 濃度とは相関が見

られなかった。一方、AUC -21 d to -7 dは年齢と負の相関を有した（P <0.05）。 

今回供試した 27 頭のうち、分娩後 2 日以内に低 Ca血症の臨床症状を示し、獣医

師による治療を有した 6 頭を Ca 治療群（Treated）とし、その他の 21 頭を無治療群

（Untreated）とした。分娩前各時間の血中 OPG/TRAP5b 濃度比および AUC -21 d to -7 d

に関して 2 群間の比較を行った結果を Table 2-6 に示した。分娩前の血中

OPG/TRAP5b 濃度比ならびに AUC -21 d to -7 dは Ca 治療群で有意に低値であった（P 

<0.01）。 

 

4. 考察 

 

本実験では、経産乳牛 27頭の分娩 3週前から分娩時にかけての血中の OPGなら

びに他の骨代謝マーカーの濃度の推移について産次に分けて解析した。分娩 3週前

における血中 OPG濃度の平均値は産次の増加に伴い低下し、Parity 4+では Parity 2 
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よりも有意に低値を示した。ウシは 4～5歳で骨成長が落ち着き、成熟を迎える（186）。

マウス（16）やヒト（113）の骨髄間質細胞における OPG 遺伝子発現量は加齢により低

下する。加齢マウスでは破骨細胞の分化形成の誘因因子である RANKL の発現量が

多く（17, 137）、加齢に伴う破骨細胞分化の亢進（91）は、骨強度の低下による骨折や

骨粗鬆症リスクの一因とされる（12）。生涯泌乳と分娩を繰り替えす乳牛において、4 産

以上では分娩 3週前の破骨細胞分化の制御が低下していることが示唆された。  

Kumeらの報告（95）で示された通り、血中Ca濃度は全ての経産牛で分娩時に低下

し、Parity 4+で最も低値を示した。分娩前 3 週間の血中 OPG 濃度の推移は Parity 2

では分娩 1週前から低下が見られたが、Parity 3および 4+では分娩前後で差はなく低

値で推移し、産次による違いが見られた。過去の報告（29, 30, 89）と同様に、血中

TRAP5b 濃度は分娩時に全群で上昇し群間による差は見られなかった。乳牛は初乳

産生により、少なくとも分娩 9 時間前から血中 Ca 濃度の低下が開始する（122）。血中

Ca 濃度が 10 mg/dL を下回ると PTH の分泌が促進され、骨吸収が亢進する（74）。

PTH は骨における OPG 遺伝子の発現を抑制し（43, 111）、PTH を投与したラットの血

中 OPG 濃度は、上皮小体を除去したコントロールよりも 32％減少する（111）。血中

OPG 濃度の変動から、2 産の乳牛では少なくとも分娩 1 週前に OPG 産生が低下し、

破骨細胞分化の制御が緩和されたと考えられたが、3 産以上ではこの変化は見られな

かった。一方、TRAP5bは破骨細胞から分泌され、その数と相関する（2）ことから、全て

の経産牛で分娩時に破骨細胞数が増加したと推察された。  

 3 産以上の乳牛の血中 OPG 濃度推移は、前節で示された初産牛と同様に分娩前

後で変化せず低値で推移した。加齢により骨吸収が骨形成を上回り、骨代謝回転は

アンバランスになる（16）が、骨成長中の動物では両者とも活発である（4,186）。前節で

示された通り、初産牛の分娩前後の血中 TRAP5b 濃度は経産牛群よりも常に高値を

維持し、分娩時の血中 Ca 濃度の低下も見られなかった。これらのことから、分娩時の

破骨細胞分化の制御は骨代謝回転の状態に影響を受けるために、破骨細胞数の増

加と協調して変化すると仮定し、血中のOPGと TRAP5b濃度の比を分析した。分娩前
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の血中 OPG/TRAP5b濃度比は、4産以上の乳牛では 2および 3産の乳牛よりも顕著

に低く、分娩前の各時点で産次や年齢と負の相関を示した。以上より、血中

OPG/TRAP5b濃度比は、分娩前の破骨細胞分化の制御に関して、産次や年齢による

違いをより鋭敏に反映するマーカーとなる可能性が示された。 

 一方、血中 OPG/TRAP5b 濃度比やその AUC は分娩時の血中 Ca濃度との相関が

見られなかったことから、分娩前の破骨細胞分化の制御と分娩時の血中 Ca 濃度には

直接的な因果関係がないと推察された。Ca 恒常性は複数のホルモンにより調整され

ており、分娩乳牛の骨からの Ca 動員は腸管での Ca 吸収が満たされない場合に起こ

ると想定される（117）。また、分娩性低 Ca 血症により治療を要した個体では分娩前の

血中 OPG/TRAP5b 濃度比やその AUC が低値であったことから、分娩時に低 Ca 血

症に陥る経産乳牛では分娩前の破骨細胞分化の制御が低下している可能性が示さ

れた。これは重篤な乳熱を発症した乳牛では分娩前から骨吸収が活性化しているとし

た、Ramberg（141）の報告とも矛盾しない。しかし、6頭の Ca治療群のうち 5頭は、4産

以上の高産次牛であったことから、今後症例頭数を増やし産次の影響を取り除いて検

討する必要がある。 

 

5. 小括 

 

経産乳牛の血中 OPG 濃度は、分娩前 3 週の時点で産次が増加するほど低値を示

した。また分娩までの濃度推移は産次による違いが見られ、2 産の若い乳牛では分娩

当日にかけて減少したが、3 産以降の乳牛では一定に推移した。分娩前 3 週間の血

中 OPG/TRAP5b 濃度比は、低産次（2 および 3 産）と高産次（4 産以上）牛の間では

顕著な違いが見られ、年齢や産次とも有意な相関が見られた。このことから、産次を重

ねた乳牛では OPG による破骨細胞分化の制御が低下しており、分娩時の破骨細胞

分化の制御の変化を欠くことが示唆された。さらに分娩前 3 週間の OPG/TRAP5b 濃

度比は破骨細胞分化の制御に関して産次による違いを鋭敏に示す指標となる可能性
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が示された。しかし、分娩時の血中 Ca 濃度は、血中 OPG/TRAP5b 濃度比やその

AUC と相関せず、分娩前の破骨細胞分化との関連は見られなかった。 
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第 III章：ホルスタイン種乳牛における初乳中 OPG と母体の

骨代謝との関係 
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1. はじめに 

 

 ヒトの母乳には血中濃度と比較して数百から数千倍の OPG が含まれる（127, 179）。

ヒト母乳中の NTX濃度は、甲状腺機能低下症患者や帝王切開による出産をした母親

で有意に低く、母体の骨代謝状態を反映する可能性が示唆されている（13）。一方、ウ

シの乳中における OPG 濃度や骨代謝マーカーに関する報告はない。前章より、乳牛

における分娩 3 週前の OPG による破骨細胞分化の制御は産次により異なり、分娩時

の低Ca血症の発症との関連が示唆されている。初乳の産生は分娩前 5週頃から始ま

り（18）、その性状はこの時期の母体の生理状態に大きく左右される（121）。そこで本

章では、乳牛の分娩後 5日間の初乳に着目し、OPGならびに骨代謝マーカー濃度の

変動（実験 1）と分娩直後の血中 Ca 濃度との関連（実験 2）を明らかにすることで、初

乳中 OPG濃度と母体の骨代謝マーカー濃度との関係性を明らかにした。 

 

2. 材料および方法 

 

2-1 供試牛ならびに採材 

実験 1: 2016年に帯広畜産大学フィールド科学センターで分娩した初産牛 9頭と経

産牛 10 頭を供試した。経産牛の 1 頭を除き、供試牛は第 II 章・第一節と同じであっ

た。分娩は全て単胎分娩であり, 産子の平均体重は 43.9 kg、性別はオスが 8頭、メス

が 11 頭であった。いずれの分娩も自然分娩または 1～4 人の介助を有する分娩であ

り、分娩後 5 日間に臨床症状を呈さず、獣医師による治療を要さなかった。実験期間

中の飼養管理は第 I 章・第一節と同様であった（Appendix A）。供試牛の分娩時の産

次および年齢、乾乳後期の体重、分娩日と 5 日目の平均日乳量を Table 3-1 に示し

た。初乳ならびに血液サンプルは、分娩 2 h 以内（0 d）と 5 日目（5 d）に採取した。採

材後、速やかに遠心分離（初乳：1,500×g、 20 min、血液：1,680 ×g、 15 min）し、分 
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離した乳清ならびに血清・血漿を解析時まで冷凍保存（－20℃ならびに－60℃）した。

実験計画は帯広畜産大学実験動物委員会より承認された（＃28-156）。 

実験 2: 2016～2017 年に帯広畜産大学フィールド科学センターで分娩した初産牛

13 頭と経産牛 20 頭を供試した。供試牛の平均産次は 2.4 産、産子の性別はオスが

16 頭、メスが 17 頭、平均出生体重は 44.4 kg あった。自然分娩および軽度から重度

の牽引を有する難・死産を含み、母牛の分娩後の臨床症状も様々であった。分娩時

の血中 Ca濃度が 8.5 mg/dLを下回り、低 Ca血症が認められた（146）19頭を低 Ca群

とし、血中 Ca濃度が 8.5 mg/dL以上であった 14頭を正常群とした。実験期間中の飼

養管理は Appendix A, Bに示した。各群の分娩時の産次および年齢、乾乳後期の体

重、分娩後 5日間の平均日乳量を Table 3-2に示した。初乳ならびに血液サンプルを

分娩 2時間以内（0 d）に採取し、実験 1と同様の条件で遠心処理後、測定まで凍結保

存した。実験計画は帯広畜産大学実験動物委員会より承認された（＃28-156 および

29-187）。 

 

2-2 血液生化学解析 

(1) 血清 Ca濃度の測定 

第 II章・第一節と同様に、自動血液生化学分析装置（TBA 120-FR、東芝メディカル

システムズ）を用いて測定した。 

 

(2) 血中ならびに乳中 OPG, TRAP5bおよび BAP濃度の測定 

第 II章・第一節の方法を用いて測定を行った。 
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2-3 統計解析 

いずれの実験においても統計処理は GraphPad Prism（ver. 6, GraphPad software）を

使用した。実験 1 では初乳および血中各骨代謝マーカー濃度の分娩後 5 日間の推

移について、D’Agostino-Pearson 検定による正規性の確認後、経産群および初産群

の変動を 2 元配置分散分析法（Two-way factorial ANOVA）を用いて解析した（時間, 

群, 時間×群）。群内ならびに群間の比較を、Sidak’s多重検定を用いて行った。さらに

初乳中と血中の OPG について、血中ならびに乳中の各骨代謝マーカー濃度とのスピ

アマンの順位相関解析を行った。 

実験 2 では初乳中と血中骨代謝マーカーについて低 Ca 群と正常群の差を Mann-

Whitney U検定を用いて解析し、分娩直後の血中 Ca濃度とのスピアマンの順位相関

解析を行った。全てのデータは平均 ± 標準誤差または中央値（四分位範囲）により

表記し、有意水準は 5％とした。 

 

3. 結果 

 

3-1 実験 1 

分娩後 5 日間の初乳中ならびに血中骨代謝マーカー濃度の推移を Fig. 3-1 と

Table 3-3に示した。初乳中の各骨代謝マーカー濃度は 0 dから 5 dにかけて有意に

減少し（P <0.01）、0 dの初乳中 OPG濃度は初産牛では経産牛よりも有意に高値であ

った（P <0.01）。血中の骨代謝マーカー濃度は、分娩後 5日間で変化は見られなかっ

た。分娩直後（0 d）における初乳中と血中の骨代謝マーカー濃度の比較（Table 3-4）

では、経産牛の初乳中の OPG 濃度は血中よりも低値で（P <0.05）、TRAP5b と BAP

活性値は血中よりも高値（P <0.05および P <0.01）であった。初産牛の初乳中 NTX濃

度は血中濃度よりも高値（P <0.05）であった。 

分娩直後（0 d）の初乳ならびに血中の OPG 濃度と、各骨代謝マーカー濃度との相

関を Table 3-5 に示した。初乳中の OPG と NTX 濃度には強い正の相関がみられ（P 
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<0.01）、血中 OPG濃度は血液と初乳中の BAP と相関がみられた（P <0.05）。  
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3-2 実験 2 

正常群と低 Ca 群の分娩直後の血中 Ca 濃度と、初乳中の各骨代謝マーカー濃度

の比較を Table 3-6に、血中の各骨代謝マーカー濃度の比較を Table 3-7に示した。

全ての初乳中骨代謝マーカーに関して、正常群と低 Ca 群で差はなかったが、血中の

TRAP5bならびに BAP濃度は低 Ca群で有意に低値を示した（P <0.05）。 

分娩直後の初乳中ならびに血中の骨代謝マーカーと血中Ca濃度との相関をTable 

3-8 に示した。初乳中の骨代謝マーカー濃度は血中 Ca 濃度との相関を示さなかった

が、血中 TRAP5bならびに BAP濃度は血中 Ca濃度と正の相関を有した（P <0.05お

よび P <0.01）。 

 

4. 考察 

 

本実験では初乳中のOPGと母体の骨代謝の関係を明らかにする目的で、初乳なら

びに血中の骨代謝マーカー濃度を明らかにした。実験 1 の結果から、分娩後 5 日間

で臨床症状を示さなかった分娩乳牛の初乳中の OPGは、分娩直後（0 d）の初乳に最

も高濃度に含まれたが、その濃度は血中骨代謝マーカー濃度とは相関しなかった。実

験 2より、分娩時に低 Ca血症に陥った乳牛の分娩直後の初乳のOPG濃度は正常群

と差がなく、分娩直後の血中 Ca濃度と相関がなかった。 

乳牛の初乳中には OPG が含まれ、特に分娩直後の初乳で高値であったが、その

濃度は初産牛では血中濃度と同等であり、経産牛ではより低値を示した。また、初乳

中の骨代謝マーカー濃度は分娩直後に最も高値であった。ヒトの母乳の調査（127, 

179）では、乳中 OPG濃度は血中濃度と比較して数百から数千倍の高濃度で存在し、

その高値は乳期に関わらず維持される（179）。牛の分娩後 1 回目の初乳中には、子

牛の成長促進や免疫、代謝、内分泌機能強化のために種々のホルモンや成長因子 
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などの生理活性物質が高濃度で含まれる（9, 11, 31, 42, 59）。Vidal ら（179）によると、

母乳由来 OPG は哺乳により、ラットの消化管から血中に移行することが確認され、in 

vitro の実験においてウシの初乳が有する骨吸収抑制作用は RANKL により低下する

ことが確認された。ウシの初乳中の OPG 含有量は、ヒトとは異なり、血中濃度と同程度

ではあったが、他の生理活性物質のように分娩直後の初乳に最も多く含まれ、新生子

牛の骨代謝に作用する可能性が示唆された。 

BAPは活性化した骨芽細胞から分泌され、その血中濃度は骨形成活性を反映する

（4, 178, 184）。OPG は骨芽細胞を始めとする様々な組織での発現が確認され（158, 

178）、骨代謝のみならず免疫細胞の分化調節や抗アポトーシス作用など複数の生理

活性を有する（173）が、妊娠期の血中 OPG の由来は明らかでない（127, 179）。ヒトの

妊娠後期には胎盤での OPG の発現上昇が確認され、羊膜から母胎盤（絨毛膜や脱

落膜）への分泌が示唆されている（109）。OPG はヒト乳腺上皮細胞での発現が確認さ

れており（179）、リガンドである RANKL は妊娠後期の乳腺発達を促進する（39）。しか

し、乳腺で発現したOPGが妊娠期の乳腺発達に及ぼす作用は明らかでない（78）。本

実験から乳牛の分娩期の血中の OPG 濃度は BAP 濃度と正の相関を有したため、

BAP と同様に骨芽細胞から分泌され、骨芽細胞の活性を反映した可能性が示唆され

た。一方、初乳中の OPG 濃度は、血中の骨代謝マーカーや Ca 濃度との相関は見ら

れず血中の OPG とは異なる組織に由来する可能性も考えられた。 

胎子娩出に際し胎盤において細胞死に関わる多数の転写因子の発現量が変化す

ることで、胎子（胎盤）と母体は互いを異物と認識する（7, 68, 107, 149）。胎盤由来の

OPG は妊娠中の母子間の免疫寛容の維持に働くとされ（109, 138）、分娩時に胎盤

OPG の発現量が低下することにより、母子間のアポトーシス反応が亢進すると示唆さ

れている（109）。本実験から、初乳中の OPG と NTX 濃度は強い相関関係を有し、両

者の生成あるいは分泌の関連性が考えられた。また、ヒト羊水中には高濃度のOPGが

含まれる（109）。分娩開始時の母子間のアポトーシスの進行と同時に、コラゲナーゼ

活性が上昇し（7）、羊膜を構成する I型コラーゲン線維の断片化が起こり破水に至ると
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される（102）。牛の胎盤は I 型コラーゲンを含むため（45）、破水により I 型コラーゲン

断片であるNTXが大量に出現することが推測される。以上より、初乳中のOPGとNTX

の由来組織として胎盤や羊膜が考えられたため、今後は胎盤の剥離や破水等の生理

的変化との関連を検証する必要ある。 

 

5. 小括 

 

分娩後の初乳中 OPG 濃度は分娩直後に最も高値で、初産牛で 2.8（0.7 – 8.7）

ng/mL、経産牛で 1.1（0.9 – 1.4）ng/mLであった。分娩直後の初乳中のOPG濃度は、

血中の Caや骨代謝マーカー濃度と相関がなく、低 Ca血症牛と正常群との間にも差

が見られなかった。このことから、初乳中のOPGは分娩時の骨代謝および血中Ca濃

度の影響を受けないことが推察された。同様に他の骨代謝マーカーも初乳中と血中

で相関関係が見られなかったが、初乳中の NTX と OPG濃度は強い相関関係を有し

た。今後、これらの初乳中マーカーがもつ生理学的背景やその意義の解明に、さら

なる研究が必要であると考えられる。 
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第 IV章：初乳中 OPGがホルスタイン種新生子牛の血中

骨代謝マーカー濃度に与える影響 
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1. はじめに 

 

 妊娠後期の胎子の血中 Ca 濃度は、胎盤からの供給により維持される（92, 174）。胎

子は娩出時の臍帯の切断により、急激に Ca供給が遮断されることから、初乳や骨から

の Ca 吸収が Ca 恒常性維持のために重要となる（93）。ラットを用いた研究において、

ヒト母乳中に含まれる OPGは腸管から循環中に吸収される（179）。さらに in vitroの培

養破骨細胞を用いた実験において、ウシ初乳は骨吸収抑制作用を有することが報告

されている（179）。前章では、ウシの初乳中の OPG は分娩直後の初回初乳に最も高

濃度に含まれることが明らかとなったが、哺乳した子牛の骨代謝に与える影響は不明

である。 

一般に初乳には豊富な栄養や生理活性物質が含まれ、生後 24 時間以内の子牛

の腸管で高率に吸収される（9, 185）。生後半日の新生子牛では、骨代謝マーカーで

ある破骨細胞や骨芽細胞から分泌される酵素（TRAP5b や BAP）や、骨を構成するコ

ラーゲンの断片（NTX）の血中濃度が急激に増加した（67）。これらの血中骨代謝マー

カー濃度の一過性の上昇は、初乳摂取によるものと推測されたが、初乳中の各マーカ

ー濃度は不明であった（67）。乳牛では新生子期の初乳や常乳の摂取は消化管の発

達や（9, 10）、その後の増体や飼料効率（38, 88, 159）ならびに泌乳や繁殖成績（120, 

125, 86, 90）に影響することが明らかとなっている。また、初乳の質や量、摂取時間の

違いは、子牛の血中の γ-グルタミルトランスペプチターゼや ALPなどの酵素（82, 192）

やホルモン（59, 63）、免疫グロブリン G（IgG）（83）やグルコースやアミノ酸などの栄養

代謝物質（59, 85, 162, 191）やミネラル（96）濃度に影響を及ぼし、その後の増体や飼

料効率（38, 86, 88, 90, 159）ならびに泌乳や繁殖成績（120, 125）を左右することが数

多く報告されている。 

乳汁中には、新生児の骨成長を促す作用が確認されるタンパク質として、ラクトフェ

リン（110）、レプチン（19, 133）やインスリン様成長因子（84）などが報告されているが、

牛乳中の OPG が新生子牛の骨代謝に与える影響は知られていない。そこで、本章で
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は母体由来のOPGが初乳を介して新生子牛の骨代謝に影響すると仮定し、実験を行

った。本実験では、骨代謝マーカーの熱感受性（23, 58, 62, 103）を利用し、初乳を加

熱（60℃、30 min）により殺菌処理し、各骨代謝マーカー濃度を低下させた初乳を作製

した。初乳の加熱殺菌処理の有無による、新生子牛の血中 OPGならびに他の骨代謝

マーカー濃度の推移を比較することで、初乳中の OPG が新生子牛の血中骨代謝マ

ーカー濃度に及ぼす影響を明らかにした。 

 

2. 材料と方法 

 

2-1 実験デザイン 

実験デザインの概要を Fig. 4-1に示した。2016年 6月～11月までの期間、帯広畜

産大学フィールド科学センターにおいて、分娩牛 14 頭から出生したホルスタイン種乳

牛の新生子牛雌 14 頭を供試した。供試牛はすべて単胎仔で、自然分娩または軽度

の助産により娩出し、生後 1週の間一般健康状態に異常は認められなかった。全ての

子牛に対して生後 1 日目に凍結初乳（－20℃）を給与した。農場の初乳管理の都合

上、各子牛に異なる凍結初乳を与えたが、全て比重が 1,044 kg/m3以上の良質なもの

であった（41）。供試した子牛 14 頭を 50℃以下の温水で融解した非処理初乳

（Unheated）を与えた非処理群（UH: unheated, n=7）と、融解後に加熱による殺菌処理

（60℃、30 min）を施した殺菌処理乳（35）を給与した処理群（HT: heated, n=7）に無作

為に割り付けた。子牛は出生後に母牛から離され、生後 1 日目に初乳 2 L を計 3 回

（10 hおき、計 6 L）人工哺乳された。1回目の哺乳はいずれも生後 1 h以内に行った。

2日目以降は、2 Lの代用乳（カーフトップ EX, 全酪連）を 1日 2回給与した。本実験

計画は帯広畜産大学実験動物委員会により承認された（#28-157）。 
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2-2 採材 

出生直後の初乳給与直前に、頚静脈から採血を行った（Pre-feeding）。初乳摂取直

後の急激な血中骨代謝マーカー濃度の変動を観察するため（67）、その後 10 h おき

に 2日間（10, 20, 30, 40 h）と生後 7日目（7 d）に血液採取を行った。採血直後に毎回

2Lの初乳（prefeeding, 10, 20 h）または代用乳（30, 40 h）を給与した。採血は 5 mLプ

レーン管ならびに 7 mLヘパリン加真空採血管（Venoject II, テルモ）を用いて行い、2 

h 以内に遠心分離（1,680×g、15 min）し、血漿ならびに血清を測定時まで凍結保存

（－80℃）した。各子牛に与えた初乳 50 mL も同様に遠心分離（2,000×g、20 min）し、

乳清を測定まで凍結保存（－20℃）した。 

 

2-3 血液と乳汁の生化学解析 

(1) 血中ならびに初乳中の OPG ならびに骨代謝マーカー（TRAP5b, NTX, ALP, 

BAP）濃度の測定 

第 I 章・第一節と同様の方法で測定した。殺菌処理乳は、加熱処理の前後に測定

を行い、それぞれ加熱処理前を Pre-HT、加熱処理後を Post-HT とした。 

 

(2) 血清中 IgG、総蛋白（TP）、Caならびに iP濃度の測定 

血清 IgG 濃度はウシ IgG と交差性を有する市販の ELISA キット（Fast-ELYSA, RD 

Biotech, France）を用いて行った。血中 TP, Caおよび iP濃度は第 I章・第一節と同様

に生化学自動分析装置（TBA-120FR, キャノンメディカルシステムズ）を用いて行った。

TPは Biuret法（168）により測定した。 

 

2-4 統計処理 

 統計処理は SAS enterprise guide (ver. 7.1; SAS institute Inc.) を使用した。全ての測
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定値を平均 ± 標準誤差で表記した。出生時の体重（BW）の群間差は D’Agostino & 

Pearson検定により正規性を確認後、Mann-Whitney U 検定により解析した。初乳中の

各骨代謝マーカー濃度の比較に関して、Unheated と Pre-HTは対応のない t検定で、

また Pre-HT と Post-HT は対応のある t 検定により比較した。新生子牛の血中の各骨

代謝マーカー濃度変動における初乳の加熱処理の影響を判定するために、混合モデ

ルによる共分散分析（Analysis of covariance）を用い、群と時間を固定効果（群、時間、

群×時間）とし、各子牛による違いを変量効果とした。ここでは各子牛の pre-feeding の

値を剰余因子として統制するために、それぞれの pre-feeding の血中濃度を基準（ベ

ースライン）に設定した（167）。分散の差が生じた場合、多重比較検定として Tukey’s 

post-hocテストにより群間、群内の差を解析した。有意水準は 5%とした。 

 

3. 結果 

 

 新生子牛の出生時の BW は UH 群で 40.8（40.0 – 40.6）kg、HT 群で 45.6（37.6 – 

46.2） kgであり群間で差は見られなかった（P = 0.64）。 

 殺菌処理の有無による初乳中の各骨代謝マーカー濃度を Table 4-1に示した。全て

の骨代謝マーカー濃度に関して、Unheated と Pre-HT で差は見られなかった。初乳中

OPG濃度は殺菌処理前（pre-HT）と後（post-HT）で差は見られなかった（P = 0.09）。一

方、殺菌処理により初乳中の TRAP5b、NTX および ALP 濃度は有意に減少した（そ

れぞれ P <0.05, P <0.01および P <0.01）。初乳中 BAPに関して、Post-HTの平均濃

度は Pre-HT の約三分の一であったにも関わらず、各サンプルによる濃度のばらつき

が大きく、加熱処理による有意な減少はみられなかった（P = 0.08）。代用乳中の各骨

代謝マーカー濃度は初乳中よりも低値であった（OPG: 1.34 ng/mL, TRAP5b: 0.38 U/L, 

NTX: 9.1 nmolBCE/L, ALP: 512 U/L, BAP: 308.7 U/L）。 

  



69 

  



70 

新生子牛の血中OPG濃度の変動は、実験期間を通して、両群に差は見られなかっ 

た（Fig. 4-2）。UH群では、血中 OPG濃度は pre-feeding値（20.7 ± 1.8 ng/mL）と比較

して、20 h（30.4 ± 3.7 ng/mL）から 30 h（31.2 ± 4.5 ng/mL）で有意な上昇が見られた（P 

<0.01）。HT群では出生後 2日間で一定に推移したが（平均値 29.8 – 35.6 ng/mL）、7 

dで有意に減少（13.9 ± 2.0 ng/mL）した（P <0.05）。 

他の骨代謝マーカーの血中濃度変動を Fig. 4-3に示した。出生後 2日間で群間の

血中 TRAP5b濃度は同等であったが、7 dでは HT群（11.3 ± 1.2 U/L）は UH群（6.6 

± 0.7 U/L）より有意に高値であった（P <0.01）。出生後 2 日間の血中 TRAP5b 濃度

（UH: 10.5 – 14.4 U/L, HT: 10.5 – 14.7 U/L）は、pre-feedingの値（UH: 7.0 ± 0.4 U/L, 

HT: 7.5 ± 1.0 U/L）と比較して両群で有意に上昇した（P <0.05）。血中 NTX濃度変動

は、10 hから 40 hで群間に有意差が見られた（P <0.05）。UH群は pre-feeding値（14.4 

± 1.9 nmol BCE/L）と比較して 30 hから 7 d（22.7 – 24.8 nmol BCE/L）で有意に上昇し

た（P <0.01）。一方、HT 群では出生後 2 日間に有意な増加は見られず、7 d（20.4 ± 

2.9 nmol BCE/L）で pre-feeding 値（12.5 ± 1.2 nmol BCE/L）よりも有意に上昇した（P 

<0.05）。UH群の血中ALP活性値は20 hでHT群よりも有意な高値を示した（P <0.05）。

UH群の血中 ALP濃度変動は、pre-feeding値（769 ± 90.4 U/L）と比較して 10 hから

30 h（2,660 – 3,159 U/L）で有意に上昇した（P <0.01）。しかし HT群では生後 7日間

で有意な変動が見られなかった（816 – 1,855 U/L）。また、UH 群の血中 BAP 活性値

変動は、10 hから 30 hで HT群より高値を示し（P <0.05）、pre-feeding値（563 ± 61.8 

U/L）と比較すると 10 h から 30 h（1,690 – 1,986 U/L）で有意に上昇した（P <0.01）。一

方、HT群では実験期間中、有意な変動は見られなかった（553 – 1,128 U/L）。 

 生後 1 日目の血中の TP、IgG、Ca ならびに iP 濃度の変動を Table 4-2 に示した。

Pre-feeding から 20 h まで、これらの血中濃度推移に群間差は見られなかった。両群

で血中の IgG と TP濃度は初乳摂取後に有意な増加が見られたが（P <0.01）、Ca と iP

濃度は一定に推移した。 
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4. 考察 

 

本章では、加熱殺菌処理の有無により異なる骨代謝マーカー濃度を含む初乳を新

生子牛に与え、血中の OPG を始めとする複数の骨代謝マーカー濃度の変動を比較

することで、初乳中 OPG の摂取が新生子牛の骨代謝に与える影響を検討した。血中

IgG 濃度が 10 g/L 以上あるいは血中 TP 濃度が 52 g/L 以上に達すると、初乳による

受動免疫の移行が十分であると定義される（176）。本試験では、全ての子牛は出生後

1 日以内に少なくともいずれかの条件を達成し、十分な受動免疫の移行が認められた。

さらに、出生後 1日目の血中の Ca と iP濃度に群間の差はなく、初乳給与によるミネラ

ルの移行は十分であったと推察された。新生子牛の腸管は、出生後の 24 h は、非特

異的吸収機構を有し、ピノサイトーシスにより初乳中の巨大分子を無差別に吸収する

（36）。そのため、初乳中の IgGは出生直後から高率に吸収されるが、この吸収率は出

生後 8 hでピークに達し 10 hで急速に低下する（163 ～ 165）。本実験では、初乳の

殺菌処理により初乳中の複数の骨代謝マーカー濃度の低下が認められ、OPG と

TRAP5b を除く血中の骨代謝マーカー濃度は、出生後 2 日間で群間に差が見られた。

以上より、本試験における子牛の血中濃度推移の比較によって、初乳中の各骨代謝

マーカーの血中への移行を推察することが可能であると考えられた。 

加熱殺菌処理により初乳中の OPG 濃度は変化しなかった。初乳摂取後の血中

OPG濃度の推移は、UH群では 20 ~ 30 hで有意な上昇を示したが、期間を通して群

間に差は見られなかった。Naylor ら（127）は、ヒト母乳中の OPG 濃度は、母体や新生

児の血中濃度よりも数百倍高濃度であると報告した。 これに対し、本実験ではウシの

初乳中の OPG濃度は 7.8 ± 2.6 ng/mL（n=13）、出生直後の子牛の血中濃度は 25.2 ± 

2.1 ng/mL であった。草食動物である子牛は、出生後すぐに起立し歩行する必要性が

あることから、ヒトの新生児と比較して、神経や運動機能がより発達している（33）。すな

わち、ヒトの母乳は、ウシよりも発生ステージが比較的未熟である新生児に高濃度の

OPG を伝達することによって、新生児の骨格形成を保護する役割を有する可能性が
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考えられた（33, 127）。本実験は乳中に含まれる干渉物質の影響により初乳中濃度を

正確に測定できていない可能性もあり、添加回収試験を実施後に、再度血中と乳中

濃度の比較を行う必要がある。しかし、初乳摂取後の子牛の血中 OPG 濃度の増加は

20 hまで見られなかったことや、HT群の子牛の出生後 2日間の血中 OPG濃度は 7 d

よりも高値であったことから、初乳OPGの移行が子牛の血中濃度に与える影響は限定

的であると推察された。 

一方、初乳中の OPG 以外の骨代謝マーカー濃度は、殺菌処理により低下した。出

生後 2 日間の血中 TRAP5b 濃度は両群で同様に一過性の上昇がみられたことから、

初回初乳給与後に内在性の TRAP5b が循環中に放出されたことが示唆された。In 

vitro の破骨細胞の培養において OPG の添加は TRAP5b 陽性の破骨細胞の形成を

抑制する（44, 190）。Oliveira ら（135）は、牛乳由来のナノ分子が貪食機能をもたない

未成熟な TRAP5b 陽性の破骨細胞の分化を促進することを報告した。すなわち出生

当日の新生子牛の破骨細胞分化は初乳摂取を契機として、OPGによる抑制作用に反

し、急激に亢進したと考えられた。 

初乳中の NTX や ALP および BAP 濃度は殺菌処理により低下し、血中濃度推移

は初乳摂取後 10 hから群間で明らかな差が見られ、生後 2日まで UH群では高値を

示した。殺菌処理初乳中の NTX 濃度（21.6 ± 1.7 nmol BCE/L）は、新生子牛の pre-

feedingにおける血中濃度（12.5 ± 1.1 nmol BCE/L）の約 2倍であったが、HT群の出

生後 2 日間の血中濃度は変化せず推移した。酵素系の骨代謝マーカーとは異なり、

骨コラーゲン断片である NTX は循環中で代謝されずに尿中に排出される（24, 65）。

新生子牛の腎排出機能は生後 1 週齢まで未熟であるため（32）、HT 群では初乳から

吸収された NTX が循環中に蓄積し、7 d で UH 群と同等の濃度に達したと考えられ

た。 

新生子牛にとって初乳は免疫や栄養、成長因子の供給源であり、さらには腸管機

能の発達にも貢献することが報告されている（9, 10）。初乳給与のタイミングや量の違

いは、日増体量に大きく影響する（38, 192）。血中 TRAP5b 濃度の推移から、初乳摂
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取は新生子牛において急激な破骨細胞分化を促すことが示唆された。本実験では初

乳 OPG の移行による血中の各骨代謝マーカー濃度に対する影響は極めて限られて

いると推察された。しかしながら、既報（179）より in vitroでの実験において牛乳が骨吸

収面積の増加を抑制し、抗骨吸収作用を有することが確認された。これはおそらく成

熟破骨細胞の活性が抑制されることに起因すると考えられている（135）。さらに、本試

験から初乳中の ALP や BAP が大量に吸収されることが示唆された。アルカリホスファ

ターゼはヒドロキシアパタイトの形成を促す効果が認められているが、骨形成に及ぼす

作用は未だ明らかではない（54）。以上のことから新生子牛の骨代謝活性に対する初

乳の生理作用をより詳細に検討にするためには、初回初乳摂取時間や量の違いによ

る骨代謝マーカー変動の違いを調査するなど、追加の実験を行う必要がある。 

 

5. 小括 

 

初乳中の OPG の移行が新生子牛の血中の各骨代謝マーカー濃度に与える影響

は極めて限定的であり、骨代謝に対する影響は小さいことが示唆された。しかし、初乳

摂取を契機とした血中 TRAP5b 濃度の上昇から、初乳摂取により新生子牛の破骨細

胞数が増加したことが考えられた。また初乳摂取後の血中のNTXやALPおよびBAP

濃度は初乳中濃度の影響を受けることが明らかとなり、初乳の摂取自体は新生子牛の

骨代謝に影響を及ぼす可能性が示された。 
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 乳牛は分娩と泌乳をくり返すことで、大量の牛乳を生産することを課せられている。

産乳、とくに初乳の産生時に大量の Caを乳汁中に喪失するため、分娩時には一過

性の血中 Ca濃度の低下が起こり易い。これに対し、生体に備わっている恒常性機構

により、骨からの Ca吸収（骨吸収）を活性化し、Caの動員を図ろうとするが、分娩期の

乳牛では骨吸収が減弱あるいは遅延すると言われている。しかし、分娩乳牛の骨吸収

と疾病との関連は明らかでない。そのため詳細な骨吸収機構の臨床評価には、骨代

謝マーカーの利用が有用と考えられる。 

 人医療域において、破骨細胞による骨吸収の結果として生じる骨コラーゲン断片

（CTXや NTX）は骨吸収マーカーとして広く利用されてきた。乳牛では、これらの血中

濃度が分娩後数日間低値で推移することから、分娩時に骨吸収が低下すると考えら

れてきた。しかし、近年、乳牛の血中 TRAP5b濃度が分娩前 1週から分娩時にかけ

て上昇することが明らかになり、破骨細胞数は増加するとの考えも示されている。した

がって、乳牛における分娩前後の骨吸収状態を正確に把握するためには、破骨細胞

の分化を評価するための新たな指標が必要と言える。 

 OPGは破骨細胞の分化制御を反映する新たな血中の骨吸収マーカーであり、ヒトの

骨代謝性疾患での臨床研究が行われている。ヒト母乳中の NTX濃度は分娩直前の

母体の骨吸収状態を反映して変動することが報告されている。母乳中には OPG も多

く含まれ、それを哺乳した新生児の骨代謝に影響することも示唆されている。 

 以上を踏まえ、本研究では分娩乳牛の血中 OPG濃度を測定して骨吸収状態の変

化を評価するとともに、初乳中の OPG濃度と血中の骨代謝マーカー濃度との関係を

明らかにすることにより、母牛および新生子牛の骨代謝との関係を検討することを目的

とし、実験を行った。本研究によって得られた知見は、以下の通りである。 

 

１．ホルスタイン種乳牛における分娩前後の血中 OPG濃度の推移 

初産牛と経産牛の比較では、血中 OPG濃度は、経産牛では分娩 3週前から分娩

時にかけて低下し、初産牛では分娩前後を通して低値で推移したことから、経産牛と
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初産牛では分娩前後の破骨細胞の分化制御が異なることが示唆された。経産牛では

分娩前に血中 OPG濃度の低下が起こり、破骨細胞の分化が亢進する可能性が示さ

れた。一方、初産牛では血中 OPG濃度に変化はないが、活発な骨代謝回転により破

骨細胞の数が高く維持され、分娩時の血中 Ca濃度の低下が抑えられると考えられ

た。 

経産乳牛の各産次による比較では、血中 OPG濃度は分娩 3週前の時点で産次が

増加するほど低値を示した。分娩までの濃度推移は産次による違いが見られ、2産の

若い乳牛では分娩当日にかけて減少したが、3産以降の乳牛では一定に推移した。

分娩前 3週間の血中 OPG/TRAP5b濃度比は、低産次（2および 3産）と高産次（4産

以上）牛の間では顕著な違いが見られ、年齢や産次とも有意な負の相関が見られた。

このことから、産次を重ねた乳牛では OPGによる破骨細胞分化の制御が低下してお

り、分娩前から破骨細胞分化が亢進している可能性が示された。さらに、分娩前 3週

間の OPG/TRAP5b濃度比は、破骨細胞分化の制御に関して産次による違いを鋭敏

に示す指標となる可能性が示された。しかし、分娩時の血中 Ca濃度は、分娩前の血

中 OPG/TRAP5b濃度比やその AUC と相関せず、分娩前の破骨細胞分化との関連

は見られなかった。 

 

２．ホルスタイン種乳牛における初乳中 OPG と母体の骨代謝との関係 

分娩後の初乳中 OPG濃度は分娩直後に最も高値で、初産牛で 2.8（0.7 – 8.7）

ng/mL、経産牛で 1.1（0.9 – 1.4）ng/mLであった。分娩直後の初乳中の OPG濃度

は、血中の Caや骨代謝マーカー濃度と相関がなく、低 Ca血症牛と正常群との間に

も差が見られなかった。このことから、初乳中の OPGは分娩時の骨代謝および血中

Ca濃度の影響を受けないことが推察された。また、血中の OPG濃度は、BAP濃度と

相関性を有したことから、BAP と同様に骨芽細胞に由来する可能性が示された。同様

に他の骨代謝マーカーも初乳中と血中で相関関係が見られなかったが、初乳中の

NTX と OPG濃度は強い相関関係を有したことから、これらの生成や分泌における関
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連性が示唆された。OPGは、全身の複数の臓器で遺伝子発現が確認されており、胎

盤において母子間の免疫寛容に作用するとされる。さらに、ウシの羊膜は I型コラー

ゲンを含み、破水により大量の NTXが出現されると考えられる。以上より、初乳中の

OPG濃度は母体の骨代謝を反映しないが、胎盤の剥離など骨代謝とは異なる母体の

生理的変化を反映する可能性がある。 

  

３．初乳中 OPG がホルスタイン種乳牛の新生子牛の血中骨代謝マーカー濃度に与え

る影響 

 新生子牛に対して、生後 1 日目に非殺菌初乳（UH 群）または殺菌処理（60℃，30 

min）初乳（HT 群）を与え、出生後 7 日までの初乳と血中の OPG、TRAP5b、NTX、

ALP および BAP 濃度を測定した。初乳中の OPG 濃度は殺菌処理により変化せず，

それ以外の骨代謝マーカー濃度は加熱処理後に低下した。UH 群の血中 OPG 濃度

は、初乳摂取後 20～30 h で上昇したが、期間中において群間差は見られなかった。

血中 TRAP5b 濃度は両群で 10～30 h に上昇し、血中 NTX、ALP および BAP 濃度

は 10 hから生後 2日まで UH群で高値を示した。以上より、初乳中の OPGの移行が

新生子牛の血中の各骨代謝マーカー濃度に与える影響は極めて限定的であり、骨代

謝に及ぼす影響は小さいことが示唆された。一方、初乳摂取を契機に血中 TRAP5b

濃度が増加したことから破骨細胞数の増加が示唆され、さらに、初乳摂取後の血中の

NTX、ALP および BAP 濃度は初乳中のそれぞれの濃度の影響を受けたことから、初

乳の摂取自体は新生子牛の骨代謝に影響を及ぼすものと考えられた。 

 

本研究において、乳牛の分娩前後の血中 OPG濃度を初めて測定し、分娩前の破

骨細胞分化の観点から、産次の増加が低 Ca血症の発症に寄与するという事実の論

拠を示すことに成功した。さらに、経産牛の破骨細胞分化の制御状態と産次との関係

について、血中 OPG濃度や OPG/TRAP5b濃度比といった指標によって評価できる

可能性も示した。これは乳牛の分娩前後における骨代謝評価の新たな指標を提案す
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るものであり、今後、分娩性低 Ca血症における予防法の評価や発生メカニズムの解

明への貢献が期待される。また、今回、初乳中の OPG濃度を測定した結果、この濃

度から分娩乳牛の骨吸収の状態を把握することは困難であること、初乳中 OPGの摂

取が新生子牛の血中骨代謝マーカー濃度に与える影響も限定的であることを明らか

にした。このように初乳中の OPG濃度は母子の骨代謝の指標としての利用価値は低

いが、初乳中の NTX濃度と強い相関関係を有することから骨代謝以外の母牛の生

理的変化を示す指標となる可能性が示され、今後の臨床応用に向けた新たな研究に

発展することが示唆される。 
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和文要旨 

 

骨代謝マーカーは人医療では臨床応用されているが, 獣医学での応用には未だ研

究の余地がある。乳牛では, 分娩期の低カルシウム（Ca）血症が産褥期の健康状態や

生産性に及ぼす影響が大きく, 臨床現場で問題となっている。分娩性低 Ca血症は血

中 Ca濃度の低下に対する骨からの Ca動員（骨吸収）の遅れが一因とされるが, 詳細

な機構は明らかでない。本研究では乳牛の血液中のオステオプロテゲリン（OPG）濃

度を測定して, 分娩前後の骨吸収状態の変化を評価すると同時に, 初乳中の OPG

濃度と母子の血中骨代謝マーカーとの関係を明らかにすることを目的とした。 

第 I章では, 分娩期の乳牛の骨代謝に関する研究を文献的に回顧し, OPGの測定

によって得られる破骨細胞分化に関する新たな情報について考察と展望を述べた。

乳牛の血液中の骨吸収マーカー濃度は分娩から数日遅れて増加するが, 破骨細胞

の数と相関を有する酒石酸耐性酸ホスファターゼ 5b（TRAP5b）濃度は分娩前から増

加することが報告されている。また, ヒト母乳中の I型コラーゲン架橋 N-テロペプチド

（NTX）濃度は分娩直前の母体の骨吸収を反映することが示唆されている。OPGは破

骨細胞の分化を制御する新たな血中の骨吸収マーカーであり, ヒトの母乳に多く含ま

れる。そのため, 血液中や初乳中の OPG濃度の測定により乳牛の分娩期の骨吸収

機構の解明が期待された。 

第 II章では, 乳牛の分娩前後の血中 OPG濃度を明らかにすることで, 破骨細胞

分化の観点から分娩による骨吸収状態の変化を観察した。第一節において初産牛と

経産牛の分娩 3週前と分娩直後の血中 OPG濃度の比較を行った結果, 経産牛では

分娩前後で減少が見られたが初産牛では低値のまま一定に推移することを示した。次

いで, 第二節において経産牛の分娩前 3週間の血中 OPG濃度の推移を産次別に

比較した。その結果, 2産では分娩前に血中 OPG濃度が低下したが, 3産以上では

分娩前後の変化がなく低値で推移した。血中 TRAP5b濃度は分娩時に増加するた

め, OPGによる破骨細胞分化の制御は破骨細胞の数の影響を受けると考えられる。こ
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れらの血中濃度比（OPG/TRAP5b）を検証したところ，その推移と曲線下面積は年齢

や産次と有意に相関したが, 分娩時の血中 Ca濃度との相関はなかった。以上, 本章

において，低産次（2および 3産）の乳牛では分娩に伴い破骨細胞分化の制御が緩

和されるが, 高産次（4産以上）ではこの変化を欠くことが示唆された。しかし, 分娩前

の破骨細胞分化の変化と分娩時の血中 Ca濃度との関連は不明であった。 

第 III章では, 初乳中の OPG濃度と分娩牛の血中骨代謝マーカー濃度との関係

を明らかにした。OPGは分娩直後の初乳に最も高濃度に含まれるが, 血中の骨代謝

マーカーや Ca濃度との関係は見られず, 低 Ca血症牛と正常牛の間で濃度差は見

られなかった。一方, 初乳中の OPG と NTX濃度は強い相関関係を示した。過去に

分娩期の羊膜での OPG発現の上昇が報告されており, 破水により I型コラーゲンの

分解が起こると推察される。以上より, 分娩直後の初乳中の OPGは母体の骨代謝を

反映しないが、胎盤の剥離などの分娩による生理的変化の指標となる可能性が示さ

れた。 

第 IV章では, 初乳中 OPG の新生子牛への移行と骨代謝に与える影響を検討す

るために，生後 1日目に非殺菌初乳を与える非処理群と，殺菌処理初乳（60℃，30 

min）を与える処理群を設定し，初乳と血中の OPG，TRAP5b, NTX, アルカリホスファ

ターゼ（ALP）およびその骨型アイソザイム（BAP）濃度を測定した。初乳中の OPG濃

度は殺菌処理により変化せず，それ以外の骨代謝マーカー濃度は殺菌処理後に低

下した。非処理群の血中 OPG濃度は初乳摂取後 20～30 hで上昇したが，群間差は

なかった。血中 TRAP5b濃度は両群で 10～30 hに上昇し，血中 NTX, ALPおよび

BAP濃度は 10 hから生後 2日まで非処理群で高値を示した。生後 24 h以内の子牛

の腸管は初乳中の高分子を非特異的に吸収し，その吸収効率は生後 8 hでピークに

達する。今回，血中 TRAP5b濃度は両群で，血中 NTXや ALPおよび BAP濃度は

非処理群で 10 hから高値を示したが，血中 OPG濃度は 20 h まで上昇はなかった。

したがって，初乳からの OPGが新生子牛の骨代謝に与える影響は小さいと考えられ

た。 
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本研究では乳牛の血中 OPG濃度の推移を用いて分娩前後の破骨細胞分化を評価

し, その分化制御が産次により異なることを明らかにした。このことは, 乳牛の産次の

増加が低 Ca血症のリスク要因の一つであるという事実の論拠となり, 低 Ca血症の発

症メカニズムの解明に繋がる可能性を示した。一方, 乳牛の初乳中に OPGが含有さ

れることを明らかにしたが, 初乳中の OPGから分娩期の骨代謝情報を取得することは

困難であり, またその生理活性が新生子牛の骨代謝に与える影響は限定的であると

考えられた。以上より, 初乳中の OPG濃度は母子の骨代謝マーカーとしての有用性

は低いと考えられた。一方、初乳中の NTX濃度との強い相関性より, 分娩牛におけ

る何らかの生理現象を反映する指標になることが示唆された。 
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英文要旨 

 

The clinical application of bone markers in veterinary medicine has not been 

realized. Dairy cows experience various degrees of hypocalcemia immediately after 

calving, which makes them susceptible to post-parturient diseases and reduces production. 

A delay in calcium (Ca) mobilization from bone is one of the causes of parturient 

hypocalcemia; however, its precise mechanism remains unclear. This thesis evaluated the 

change in bone resorption status associated with parturition by measuring the blood 

osteoprotegerin (OPG) concentrations and investigated the colostral OPG concentrations 

in association with bone metabolism in dairy cows and newborn calves. 

 Chapter I presents the expected research outcomes and discusses them by 

reviewing studies of bone metabolism in parturient dairy cows. Although circulating bone 

resorption markers increase a few days after parturition, some studies showed a prepartum 

increase of tartrate resistant acid phosphatase 5b (TRAP5b), another bone resorption 

marker that is strongly associated with osteoclast numbers. The collagen cross-linked N-

telopeptide (NTX) concentrations in human milk reflect the maternal bone resorption 

status during late pregnancy. In humans, OPG negatively regulates osteoclast 

differentiation (osteoclastogenesis). Human milk contains large amounts of OPG 

compared with blood; therefore, a profound understanding of the bone resorption status 

would be expected by measuring the blood and colostral OPG concentrations in dairy 

cattle. 

Chapter II investigated the change in blood OPG concentrations in dairy cows 

around parturition to evaluate the change in bone resorption status. Section 1 

(Experiment #1) presents the peripartum changes in the blood OPG concentrations in 

primiparous and multiparous cows. The blood OPG concentrations in multiparous cows 

were reduced from 3 weeks prepartum to immediately after parturition, while they 
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remained low around parturition in the primiparous cows. Section 2 (Experiment #2) 

compared the changes of blood OPG concentrations in multiparous cows of different 

parities for 3 weeks before parturition. During this period, the blood OPG concentrations 

fell in the parity 2 cows, but not in the cows of parity 3 or more than 4. The circulating 

TRAP5b concentration peaked at calving in all cows, suggesting that the number of 

osteoclasts is related to an inhibitory effect of OPG on osteoclastogenesis. Parity and age 

influenced the prepartum changes in the blood OPG/TRAP5b ratio and its area under the 

curve, although there was no association with the blood Ca concentrations at calving. The 

results of these two experiments imply that young multiparous cows (parities 2 and 3) are 

likely to reduce the inhibitory effect of OPG on osteoclastogenesis before parturition, 

while this change is absent in the older multiparous cows (parity >4). However, it is still 

not known whether the prepartum change in osteoclastogenesis is related to hypocalcemia 

at calving. 

Chapter III determined the colostral OPG concentrations to evaluate the 

relationship with the bone metabolic status in parturient dairy cows. The OPG 

concentration was highest in the colostrum collected immediately after calving. However, 

the colostral OPG concentrations did not exhibit a significant relationship with the blood 

concentrations of the other bone markers or Ca. There was no difference in the colostral 

OPG concentrations between normocalcemic and hypocalcemic cows, whereas there was 

a strong correlation between the OPG and NTX concentrations in the colostrum. These 

results imply that the colostral OPG did not reflect the maternal bone metabolic status, 

and that the OPG in colostrum and blood may have different origins. 

Chapter IV randomly allocated neonatal calves into two groups, fed either 

unheated or heated (60°C, 30 min) colostrum on the day of calving, to elucidate the bone 

metabolic status after taking colostrum. The concentrations of OPG, TRAP5b, NTX, 

alkaline phosphatase (ALP), and bone-specific ALP (BAP) were measured in the 
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colostrum and blood of newborns for 1 week after birth. Heating did not decrease the 

colostral OPG concentrations and the blood OPG concentrations were increased 20 and 

30 h after taking the first colostrum in the calves that were fed unheated colostrum; 

however, there was no significant difference between the groups. The circulatory 

TRAP5b peaked from 10 to 30 h after taking the first colostrum in both groups; the 

circulatory NTX, ALP, and BAP increased from 10 h after taking the first colostrum to 

the second day after calving in the newborns fed unheated colostrum. During the first 24 

h of life, calves exhibit non-selective absorption through the intestines, with the highest 

rate of absorption 8 h after birth, before the rate decreases. This study revealed that the 

increase in blood concentrations of bone markers begins at 10 h, although the OPG 

concentrations did not increase until 20 h after taking the first colostrum; therefore, 

colostral OPG absorption is less likely to affect bone metabolism in neonatal calves. 

Based on the blood OPG changes, the data reported here demonstrated the influence of 

parity on the periparturient changes in osteoclastogenesis in dairy cows. These findings 

provide new perspectives on the bone resorption status at parturition in dairy cows and 

warrant further research into the contribution of bone metabolism to post-parturient 

hypocalcemia. The data also suggested that colostral OPG does not indicate the bone 

metabolic status around calving, and its bioactivity did not affect neonatal bone 

metabolism. Colostral OPG is unlikely to be used as a bone marker in either dams or 

calves; however, it may reflect maternal physiological changes associated with 

parturition because of the strong correlation with colostral NTX. 
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