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研究成果の概要（和文）：　健康牛および乳房炎牛の乳からシクロフィリンAを含有したエクソソームを精製
し、その粒径と含有されているシクロフィリンAの濃度の比較を行い、健康牛と乳房炎牛における乳汁中エクソ
ソームの粒径と含有されているシクロフィリンAの濃度には違いが認められなかった。よって、乳汁中体細胞数
に対応して変動しているシクロフィリンAはエクソソームに抱合していない単体のシクロフィリンAであることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Cyclophilin A (CyPA) was originally discovered in bovine thymocytes as a 
cytosolic binding protein of the immunosuppressive drug cyclosporine A. CyPA is secreted a soluble 
form and a component in exosome from bovine mammary epithelial cells just before the occurring of 
mastitis. Exosomes were purified from milk whey of health or mastitis cattle. There were no 
differences in the size and the CyPA contents of exosomes between health and mastitis cattle. As 
CyPA in exosome was not measured by ELISA, an increasing CyPA in mastitis milk was a soluble form.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 牛乳房炎　シクロフィリンA　エクソソーム　炎症　乳腺免疫　マイクロアレー解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　乳房炎はウシ疾病の中で最も発生率が多く、日本での経済的な損失は年間1000億円と推定される。現在、乳房
炎治療の多くが抗生剤を用いた治療を中心に行われており、乳房炎牛の生乳や食肉からのメシチリン耐性黄色ブ
ドウ球菌(MRSA)の検出に加え、食肉と牛乳を介して耐性菌がヒトに伝播した症例が報告された。乳房炎の防除は
今日の獣医畜産領域において重大な課題であり、薬剤耐性の発生を回避した新たな予防・診断・治療法等の開発
に資する研究が望まれている。よって、シクロフィリンAの乳汁分泌機構および炎症性リンパ球への作用機構を
解明して乳房炎病態との関連性を明らかにすることは、乳房炎発症予防・治療への応用へ繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 乳房炎はウシ疾病の中で最も発生率が多く、日本での治療費、感染牛廃用などの経済的な損失
は年間 1000 億円と推定される。現在、乳房炎治療の多くが抗生剤を用いた治療を中心に行われ
ており、乳房炎牛の生乳や食肉からのメシチリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)の検出は世界的に
報告され (Epidemiol Infect 2010)、食肉と牛乳を介して耐性菌がヒトに伝播した症例が報告さ
れた(Euro Surveill 2010)。2015 年 5 月世界保健機関において「薬剤耐性に関するグローバル・
アクション・プラン」が採択され、翌月の G7 エルマウサミット、2016 年 G7 伊勢志摩サミッ
トでも薬剤耐性問題が主要議題の 1 つとして扱われ、薬剤耐性の発生・伝播機序を明らかにす
る研究や、新たな予防・診断・治療法等の開発に資する研究を推進するとされている。よって、
乳房炎の防除は今日の獣医畜産領域において重大な課題であり、ウシ乳房炎早期診断・治療法の
開発が望まれている。 
 申請者は、乳房炎発症したウシ乳腺胞において、白血球遊走因子シクロフィン A が炎症性腺
胞の乳腺上皮細胞で強く発現し、さらに腺胞内乳汁へ分泌されることを世界で初めて発見し
(Cell Tissue Res 2016)、シクロフィリン A が炎症反応における白血球遊走因子ケモカインの一
つであることを確認している。近年、細胞膜上 CD147 がシクロフィリン A のシグナル受容体で
あり、急性肺炎のマウスモデルを用いてシクロフィリンと CD147 の結合が炎症反応を増悪させ
ることが証明された(J Immunol 2005, 2006)。加えて、マウスモデルを用いた腹部大動脈瘤形成
には、血管平滑筋細胞内および分泌された細胞外シクロフィリン A による活性酸素種（ROS）
産生が必須であることが示された(Nat Med 2009)。しかしながら、乳腺上皮細胞におけるシク
ロフィリン A の遺伝子発現および蛋白合成機構に関してはまったく情報がないのが現状であっ
た。よって、シクロフィリン A 乳汁分泌機構に加え、エクソソーム内シクロフィリン A の炎症
性リンパ球への作用機構を解明して乳房炎病態との関連性を明らかにすることは、乳房炎発症
予防・治療への応用へ繋がる。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、白血球遊走因子シクロフィリン A が乳房炎牛の炎症腺胞の乳腺上皮細胞で強く発
現し、腺胞内乳汁へ分泌されることを世界で初めて発見した。シクロフィリン A は細胞質内蛋
白でため、乳腺上皮細胞から膜小胞エクソソーム(Exosome)依存的に分泌され、分泌されたエク
ソソームは通常はエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれ、細胞内に放出されたシク
ロフィ リン A が細胞の機能調節を行う。しかしながら、シクロフィリン A による細胞遊走活性
は免疫担当細胞の膜上受容体 CD147 との結合によって誘導されることより、シクロフィリン A
分泌機構および免疫細胞への作用機構には不明な点が多い。 
よって、本研究では乳腺上皮細胞のエクソソーム依存的シクロフィリンA乳汁分泌機構に加え、
エクソソーム内シクロフィリン A の炎症性リンパ球への作用機構を解明し、乳房炎病態との関
連性を明らかし、乳房炎発症予防・治療への応用戦略を図る。 
 
３．研究の方法 
 シクロフィリン A は細胞外に放出され、炎症反応における白血球遊走因子ケモカインの一つ
であることが明らかとなり、乳腺上皮細胞からのエクソソーム依存的なシクロフィリン A 分泌
機構を解明することは、シクロフィリン A を含めた白血球遊走因子を乳房炎治療の新たな標的
分子とした治療法の開発に繋がり、抗生剤に頼らない乳房炎治療対策の新しい柱となると考え
られる。具体的には、以下の研究を行う。  
(１）シクロフィリン A の存在様式の解明：樹立した正常二倍体細胞のウシ乳腺上皮細胞株を乳
房炎原因菌とその毒素で刺激し、免疫染色解析とウエスタンブロット法による蛋白発現解析お
よび PCR 法による遺伝子発現解析を行う。加えて、乳汁を用いて、超遠心によって沈殿させたエ
クソソームと上清に分離し、分泌されたシクロフィリン A がエクソソーム内あるいは単体とし
て検出を行い、シクロフィリン Aの存在様式を明らかにする。 
(２）シクロフィリン A の乳汁中体細胞動員機構解析:組換え型ウシシクロフィリンを泌乳牛乳
頭より投与し、乳汁中体細胞数の変動とリンパ球サブセット解析を行い、シクロフィリン Aの乳
房炎発症機構との関わりを明らかにする。 
 
４．研究成果 
 乳腺上皮細胞株を用いて、乳房炎起因に関連する菌体内毒素(リポ多糖)ならびに菌体（黄色ブ
ドウ球菌）刺激による病原体関連分子パターンや乳房炎原因菌を用いた刺激条件の設定が完了
し、シクロフィリン A分泌に関連した遺伝子発現変化の網羅的解析が可能となった。乳房炎起因
に関連する菌体内毒素ならびに菌体刺激によって変化した炎症関連遺伝子の網羅的解析を行い、
マイクロアレイ解析により、発現変動のあった免疫関連の 14遺伝子をリストアップすることが
でき、そのリアルタイム PCR による検証を行い、リポ多糖 LPS 刺激により、IL-1α, IL-1β, IL-



 

 

8, MCP-1(CCL2), CXCL2 および CXCL3 の発現増強を検証することができたが、シクロフィリン A
（PPIA）はいずれの刺激においても変動が見られなかったことより、異なる誘導系の存在が示唆
された。 
 乳汁中シクロフィリン Aはホエーとエクソソーム分画に存在するが、ELISA 法ではエクソソー
ムに抱合されたシクロフィリン A は検出できないことから、乳汁中体細胞数に対応して変動し
ているシクロフィリン A はエクソソームに抱合していない単体のシクロフィリン A であること
を明らかにした。 
 健康牛および乳房炎牛の乳からシクロフィリン A を含有したエクソソームを精製し、その粒
径と含有されているシクロフィリン A の濃度の比較を行い、健康牛と乳房炎牛における乳汁中
エクソソームの粒径と含有されているシクロフィリン A の濃度には違いが認められなかった。
よって、ELISA 法で検出しているシクロフィリンＡはエクソゾームに含有されない単体のシクロ
フィリンＡであることを明らかにした。   
 高純度に精製した牛組換え型シクロフィリン Aを用いた乳頭孔投与実験で、2μg、10μg、100
μg を投与した乳汁では、濃度依存的に体細胞数が上昇する乳牛が確認された。しかしながら、
同じ投与量でも乳汁中体細胞数の増加が認められない乳牛が確認され、投与量を 100μg、1mg、
10mg に増量して投与することで体細胞数の増加が認められたことから、 シクロフィリンＡに対
する反応性には個体差があることが判明した。そして、黄色ブドウ球菌投与乳房炎では増加した
乳汁中の体細胞数およびシクロフィリンＡ濃度は数週間低下しなかったことと比較すると、シ
クロフィリンＡ投与による乳汁中の体細胞数およびシクロフィリンＡ濃度の上昇は一過性かつ
即時的なものであった。また、乳汁中の免疫グロブリン濃度は、黄色ブドウ球菌投与乳房炎では
投与後に有意に上昇するのに対して、シクロフィリンＡ投与においては変化が認められなかっ
た。しかしながら、乳中体細胞種の分布はシクロフィリンＡ投与後に顆粒球割合が急上昇するこ
とに加え、乳房炎牛乳汁の細胞分布に類似していることが判明した。 
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