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〈一般論文〉

ウシの分娩前後における血漿中ミトコンドリア由来

細胞外 DNA量の変化と血液成分値との関係

野口龍生1・相澤拓朗2 • 岩田尚孝2

1東京農業大学富士農場，冨士宮市 418-0109

2東京農業大学農学部，厚木市 243-0034

(2019. 12. 9受付， 2020.4. 14受理）

要約 血液中には細胞外DNAが含まれる．ミトコンドリアに由来する細胞外DNAはその量が多く測

定が容易である．本研究では血液中のミトコンドリア由来細胞外DNAがウシの生理状態によって変動する

のかどうかを調べるため，ホルスタイン種の栄養状態が大きく変化する時期である分娩前後の血漿の成分値

（遊離脂肪酸 (NEFA), トリグリセリド (TG),乳酸脱水素酵素 (LOH), およびグルコース）と細胞外

DNA量との関係性について検討したまた，黒毛和種およびホルスタイン種を用いて人工授精後の妊娠の可

否と授精時の細胞外DNA量との関係を検討した．血漿中の NEFA,TG , LOH, グルコースおよび細胞外

DNA量は，分娩前後で大きく変動した．細胞外DNA量とそれぞれの血漿成分の平均値間で相関を調べると，

LOHと正の相関が， TGと負の相関があった．一方で合計14頭の人工授精時細胞外DNA量の結果では，

受胎牛と不受胎牛間に有意な関係が認められなかった．
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養牛農家において人工授精後の受胎率は経営に大きく影

響する家畜改良事業団の受胎率調査（家畜改良事業団

2015)によると，凍結精液を用いた乳用雌牛の人工授精

後の受胎率は年々低下している．そのため，受胎率の低下

に歯止めをかけることは養牛農家の喫緊の課題であるウ

シでは分娩後早期に次回の人工授精を行うことや分娩サイ

クルを短縮することが重要であり，分娩後のウシを適切な

健康状態を維持する必要がある．しかし，母体の状態を評

価する方法はボディーコンディションスコアや飼養者の経

験によるところが大きい．

健康状態は様々な方法で評価されているが，近年，血中

に存在し健康状態を反映していると考えられている指標の

一つに細胞外DNA(cfDNA)がある.cfDNAとは細胞

から血中に放出された DNAである．ヒトでは血液中の

cfDNAの遺伝子異常を解析することによってがんの発見

が可能であると報告されている (Bettegowdaら2014).

さらに，生殖に関連する知見ではヒト精漿中のcfDNA量

が精液の質のマーカとなるとする報告 (Chouら2004)

やヒト卵胞液中のcfDNA量が胚移植後の受胎率と相関が

あるとする報告 (Dimopoulouら2014)など， cfDNA

と個体の生殖能力と関連した報告が多数なされている．一

方で， cfDNAの濃度変化においては性周期間で変動がな

いことや，妊娠率とも関係ないことから妊学性や繁殖生理
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を反映しないとする報告もある (Hartら2005).

血中cfDNAは核由来とミトコンドリア由来のものがあ

るが，ミトコンドリア由来細胞外DNA(cf-mtDNA)は，

細胞あたりのコピー数が多いため，リアルタイム PCRに

て正確に測定することができる (Kansakuら2018). リ

アルタイム PCRを用いてcfDNA量を測定し，これがウ

シの健康状態の評価に利用できるならば，ウシの状態をよ

り正確に把握することが可能になる．我々は卵胞液から抽

出したcf-mtDNAを吸光度で測定し，これとリアルタイ

ムPCRで測定したcf-mtDNAを比べると非常に高い相

関があることを見いだしている (Kansakuら2018).

乳牛では分娩後，負のエネルギーバランスに陥りこれは

遊離脂肪酸 (NEFA)やトリグリセリド (TG)などの血

液成分の変化によって評価されるまたこの負の栄養状態

は卵巣機能にも負の影響を及ぼしウシの繁殖能力を低下さ

せることが報告されている (Leroyら2011).負の栄養

状態時に血中で高く検出される NEFAは，卵胞液のそれ

と正の相関がある事 (Vanら2014)が報告されており，

高い NEFA濃度が卵子の能力を低減させることも

(Desmetら2016)報告されている．そこで，分娩時の

栄養生理の変化の激しい時期を対象に， cf-mtDNAの変

化やウシの人工授精の結果との関係を比べることで， cf-

mtDNA量がウシの栄養または繁殖生理状態とどのような
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関係にあるのかを検討することが出来る．

そこで本研究では，分娩前後の時期を対象に， cf-

mtDNA量の変化を調べ，血液中の指標 (NEFA.TG, 

乳酸脱水素酵素 (LOH), グルコース）とどのような関係

性にあるのか，人工授精時の妊李性とどのような関係にあ

るのかを検討した．

材料および方法

1. 対象雌牛

実験1は当大学付属牧場で飼養している正常に発情周

期が確認できたホルスタイン種15頭（平均月齢39.2土

3.8 平均産歴1.7士0.2)を実験に用いたまた，実験

2は当大学付属牧場で飼養している黒毛和種9頭とホルス

タイン種未受胎牛5頭（受胎牛：平均月齢64.4土 18.8

平均産歴3.4士1.3 不受胎牛：平均月齢67.1土 14.9

平均産歴2.6土 0.9)を実験に用いたこれらのウシは，

ホルスタイン種黒毛和種共に日中は放牧場にて自由採食

朝・タ方に当牧場で作成したサイレージを与えて管理して

いる．血液採取は東京農業大学の実験動物委員会の承認を

得て行った

2. 血漿成分の測定

血漿中の NEFAとTG, グルコース濃度は富士フィル

ム和光純薬株式会社（大阪）のキット（ラボアッセイ叫

NEFAラボアッセイTM トリグリセライド，ラボアッセイTM

グルコース）を LOHの吸光度はタカラバイオ株式会社

の乳酸脱水素酵素測定キット (LOHCytotocity Detec-

tion kit)を用いて測定した．方法は添付のプロトコール

に従い，測定は2回測定した平均値を用いた

3. ミトコンドリア由来細胞外DNA(cf-mtDNA)コピー

数の測定

血漿はDNaseRNase free水 (lnvitrogen,Carlsbad, 

CA, USA)で400倍希釈した．希釈倍率は血漿由来タ

ンパクが反応を阻害しない濃度を前実験にて決定した

DNAの抽出は (Kansakuら2018)の方法に従い抽出液

（最終濃度 20mmol/Lトリス塩酸 0.9%Nonidet P-40, 

0.9% Tween-20, Proteinase K 200μg/ml, pH 7.8) 

と希釈血漿を等量混合し， 55℃で30分， 98℃で5分処

理し冷蔵保存した．

PCRはKARASYBER (KAPA Biosystems)を用い

て， CFXConnectリアルタイム PCR機 (Bio-Rad,

CA, USA)にて行ったプライマーのデザインはウシミ

トコンドリアゲノム配列 (NC_006853.1)を基に 1626-

1706の部分 81bpを対象に primer3plusを用いて設

計したforward: 5'-acccttgtaccttttgcat-3', reverse: 

5'-tctggtttcgggctgcttag-3'を用いた.PCRの条件は

95℃で3分後， 97℃で5秒.60℃で10秒の2ステップ

を40回繰り返した．絶対定量のためPCR産物をベクター

(PCR-Blunt2-TOPO)に組込み，シーケンスにて配列を

確認したもので10倍希釈系列を作成してスタンダードと
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して用いたすべての反応効率は2.0-1.97であった

4. 実験 1 分娩後のcf-mtDNA変動と血液性状との関

係

血液性状として NEFA,TG, LOH, グルコースを測定

し， リアルタイム PCRで測定したcf-mtDNA量と相関

を調べた．血液採取は，対象牛15頭（全頭ホルスタイン種）

から分娩前30日～分娩後60日までの間の計11回，給

餌後2時間以内に，尾静脈より採取した．血液はヘパリ

ン処理し， 3000rpmで20分間の遠心分離により血漿化

し，これを実験に用いた．採血間隔は30日， 3日前， 4日，

11日， 20日， 30日， 33巳， 37日， 44日， 51日そし

て60日後とした．

5. 実験2 人工授精時の血液性状と cf-mtDNA量と妊

争性

対象牛14頭に対して，人工授精時（授精直後）の静脈

血を尾静脈より採取し，実験1と同様の方法で血漿化し

たのち，性状の測定を行ったさらにcfDNAを抽出し，

cf-mtDNAをリアルタイム PCR法で測定したまた人

工授精は定法により，妊娠鑑定は授精後60日目に胎膜触

診と超音波診断にて行った測定した血液性状と cf-

mtDNAは受胎と不受胎のウシ間で比較した

6. 統計解析

測定した各項目間の相関係数はエクセルに付属の

CORREL関数を用いて測定したまた2区間の比較には

Welchのt-testを用いP< 0.05を有意差ありとした

結果

乳牛15頭の分娩30日前から 60日後までの血漿中

NEFA濃度を囮 1Aに示す．分娩30日前と比較し，分娩

3日前から分娩51日後までは有意に高い値となった (P

< 0.05). その後分娩60日後には有意差がなくなり，同
等の値に低下した血漿中TG濃度（囮 18)は分娩30

日前と比較し，分娩4日以降において有意に低くなりそ

のまま低値で推移した (P< 0.05). 血漿中 LOHの吸光
度（図 1C)は，分娩30日後から分娩51巳後までは有

意に高い値となった (P< 0.05). その後分娩60巳後に
は有意差がなくなり，同等の値に低下した．血漿中グルコー

ス濃度（図 1D)は，分娩後緩やかに上昇し，分娩後33

日以降分娩前30日に比べて有意に高い値となった (P

< 0.05). そして血漿中cf-mtDNAコピー数（図 1E)は
分娩30巳前と比較し，分娩4日後から有意に高い値となっ

た (P< 0.05). 各値の平均値間の相関関係の結果を囮2
に示した.cf-mtDNAコピー数が増加すると LOHが増

加する正の相関関係が認められた（囮2A,P < 0.05). 
一方で，グルコース濃度と LOH間に正の相関 cf-

mtDNAコピー数とTG濃度間， TG濃度と LOH間そし

てグルコース濃度と NEFA濃度の間に負の相関関係（図

2B-E, P < 0.05)が認められたその他の組み合わせで
ある cf-mtDNAとNEFAおよびグルコース間には相関が
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図 2 血液性状問の相関関係

ホルスタイン種 15頭の測定値の平均値をもとめ各項目間の相関係数を算出した．有意な相

関が認められた項目を図に示す. A: 血漿中 cf-mtDNAコピー数（縦軸）と LOHの吸光度

（横軸）．両者の間に正の相関有り (P< 0.05). B: 血漿中グルコース濃度（縦軸）と LOH
の吸光度（横軸）．両者の間に正の相関有り. C: 血漿中 cf-mtDNAコピー数（縦軸）と TG

濃度（横軸）．両者の間に負の相関有り o: 血漿中TG濃度と LOHの吸光度（横軸）．両
者の間に負の相関関係有り E: 血漿中グルコース濃度（縦軸）と NEFA濃度（横軸）．両

者の間に負の相関有り

認められなかった（図 3).

ウシ14頭の人工授精時の血液性状とcf-mtDNAコピー

数を表 1に示した非妊娠の個体と比較し，妊娠した個

体の血漿中 NEFA濃度は有意に高い値となった (P< 
0.05). 一方で cf-mtDNAコピー数は，受胎の成否によ
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る差は認められなかったまた 14頭にはホルスタイン種

5頭と黒毛和種9頭で構成されるため，品種間ことで比較

したがすべての項目で差がなく，品種ことに分けて受胎．

不受胎間の比較を行ったところ， NEFAおよびcf-mtDNA

では妊娠牛が両種とも非妊娠に比べて値が高いものの，有

229 
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図 3 cf-mtDNAコピー数とその他血液性状間の相

関関係

ホルスタイン種15頭の測定値の平均値をもとめ各

項目間の相関係数を算出した有意な相関が認められ

なかった項目を囮に示す.A: 血漿中cf-mtDNAコ

ピー数（縦軸）と NEFA濃度（横軸）．両者の間に相

関なし.B: 血漿中 cf-mtDNAコピー数（縦軸）と
グルコース濃度（横軸）．両者の間に相関なし．

意差はなかった（ホルスタイン種 vs.黒毛和種 NEFA.

0.17土 0.02vs. 0.17士0.02;cf-mtDNA. 4,657.15土

1.469.45 vs. 2,814.81土808.60, ホルスタイン種受胎

vs. 不受胎， NEFA.0.21土0.01vs. 0.12土0.01; cf-

mtDNA. 5,609.30土 2.169.98vs. 3,228.92士1,100.31,

黒毛和種受胎 vs.不受胎， NEFA.0.19士0.01vs. 0.15 

土 0.02; cf-mtDNA. 3,537.10土 1, 126.52 vs. 2,236.97 

士463.10).
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表 1 人工授精の後の受胎の成否と血液性状およびcf-

mtDNAコピー数

本実験では，リアルタイム PCR法を用いて測定した

cfDNA重が，分娩前後の生理状態が著しく変化する時期

において大きく変動すること，この値が血漿成分の LOH

と正の相関が， TG濃度と負の相関関係にあることが認め

られた．一方で人工授精による受胎牛と非受胎牛の間には

cfDNA蜃に有意な差は観察されなかった．

分娩前後で血液性状は大きく変化することは一般に知ら

れているが実験1においても血液性状の変化が確認でき

た．血漿中 NEFA濃度は分娩後の脂肪動員により上昇す

ることがこれまで報告されている (Monteiroら2017; 

McCarthyら2016).また，分娩後のNEFA濃度の上昇

は急激な泌乳開始に伴う脂肪動員が関係していることが報

告されている (Kunzら1985).我々の試験においても分

娩後，有意な NEFA濃度の上昇が認められたが，この値

とcfDNAには相関が認められなかった．血漿中のTG濃

度は，分娩後，泌乳開始とともに低下することが報告され

ている (Nowroozi-AslとAarabi2016). 本研究では同

様の変動を確認し，この値は， cf-mtDNAコピー数と負

の相関が認められたこれまでの既報では，血漿中TG濃

度が減少する個体は高泌乳であることが示唆されており

（木村ら 1993), 母体への負荷の高さをcf-mtDNA量が

反映していると考えられる．

血中のLOH量は一般的に，動物の体内での炎症などの

指標として用いられているまた乳牛に過剰排卵などの処

日畜会報 91(3) : 227-232, 2020 

検査項目

NEFA 

(mEq/L) 

TG 

(mg/dl) 

グルコース

(mg/dl) 

LOH 

（吸光度）

受胎牛 (n= 7) 

0.20土0.01・

17.63土 10.46

49.64土5.79

0.98士0.04

不受胎牛 (n= 7) 

0.14士0.01b 

16.20土6.11

47.07士4.85

0.93土 0.03

cf-mtDNA 
4425.19土 1195.28 2520.39士486.76

(copy) 

受胎牛7頭と不受胎牛7頭の血液性状と血漿1μI中の
cf-mtDNAコピー数を示した.a-b間は有意差有り．

値は平均値土標準誤差で示す．

理を加えると血中の LOHが上昇するという報告もある

(Hwangら2013).我々の試験では分娩後30日後にゆ

るやかな上昇が認められた.Wallら (2015)は乳牛では

血中 LOH濃度には大きな変化が観察されないと報告して

おり，今回の結果とは異なっている．彼らの報告既報では

変化がない理由として血中 LOHが乳中に排出されている

からと考察されているが，異なった報告の原因には使用し

たウシや牧場の環境にあるのではないかと推測している．

一方で血中の LOHをcf-mtDNA量と比べた場合．両者

には正の相関が認められた一般に LOHは細胞傷害を測

定する指標として広く用いられており．様々な細胞動物種

において利用されている (Kajaら2017; Deckerと

Lohmann-Matthes 1988). また我々はブタの顆粒層細

胞の培養において，膜電位喪失剤でミトコンドリアに障害

を与えた場合， cf-mtoNAが増えること (Kansakuら

2019), 胞状卵胞内で顆粒層細胞のアポトーシス率と卵胞

液中cf-mtDNA量に正の相関があることを報告しており

(Ichikawaら2020), これら LOHとcf-mtoNA間で正

の相関が認められたことから.cf-mtDNA量は分娩後の

母体の細胞や組織に何らかの障害があり，これにより血中

にcf-mtDNAが放出されることが考えられる．このLOH

は前述のTGと負の相関が認められたことから．体内で起

こる細胞の炎症や機能不全が多いとcfONAが高く.TG 

が低いという関係が予想されるが．今後この点は確認する

必要がある．

最後にcfDNAとウシの妊学性の関係を明らかにするた

めに．人工授精後の妊娠の可否と授精時の血漿中成分を比

較した．血漿成分ではNEFA濃度が受胎牛群において高

くなっていた低NEFA値は慢性的なエネルギー不足の

指標とされているが，今回の測定では他の成分値を測るこ

とが出来なかったため栄養生理を評価する他項目について

再確認する必要があるまたcf-mtDNAの量は受胎牛と
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不受胎牛の二区間で比較した結果では有意差が見られな

かった本実験では付属農場内の限られた数のウシを使っ

た検討であったため，品種産歴や分娩後の日数に大きな

ばらつきがあり，斉ーな牛群を用いた大規模な検討が必要

であると考えられる．

本研究では．血漿中の cf-mtDNA量が分娩後大きく変

動することや，血液中の LOHや TGなど特定の成分濃度

と関連がある事が示されたが，妊学性との相関は見られな

かった．
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Cell free mitochondrial DNA in plasma and physical condition of cows 
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Blood contains cell free DNA (cfDNA), and cell free mitochondrial DNA(cf-mtDNA) is able to be 

easily detected by real time PCR. The present study investigated the relationship between the amount 

of cf-mtDNA in plasma and physiological conditions of cows. In addition, relationship between preg-

nancy following artificial insemination and concentration of cf-mtDNA in the corresponding plasma. Sig-

nificantly positive relationship was found between concentration of LOH and cf-mtDNA, and negative 

relationship was found between concentration of triglyceride and cf-mtDNA. There was no significant 

difference in the amount of cf-mtDNA between pregnant or non-pregnant cows following artificial in-

semi nation. 
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