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研究成果の概要（和文）：本研究の展開により、乳腺感染の新たな研究モデルとして「三

次元ウシ乳腺感染モデル」が構築された。本モデルにより、これまで乳汁合成細胞とし

て認識されてきた乳腺上皮細胞の免疫学的多様性、特に乳腺感染にともなう免疫担当細

胞との相互作用が明らかとなった。乳腺免疫全体における乳腺上皮細胞および免疫担当

細胞の役割を包括的・網羅的に解析し、さらに細胞内情報伝達系の解析によりその制御

機構を明らかにした。本申請課題は予防獣医医療における発展的研究課題であり、その

成果は国内における 1 次産業の恒常的維持・発展に帰する大きな社会的意義を持つもの

と考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We created a cell culture model as a novel model of bovine mammary infection. Using this model, 
it was clarified that mammary epithelial cells recognized to date as milk-producing cells possess 
immunological diversity and are closely related to immunocompetent cells. The topic of this 
application is developmental research in preventative veterinary medicine and the findings are of 
great social significance to steady development of primary industry in Japan. 
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１．研究開始当初の背景 

ウシ乳房炎は生産動物の感染症におい
て経済的損失が最も高く、畜産物の安全
性を堅持する上でも大きな阻害要因で

ある。その制圧は獣医畜産領域における
重要課題であり、早期解決が求められて
いる。乳房炎は、大腸菌や黄色ブドウ球
菌など複数の病原微生物が関与する乳



腺組織の感染症である。これらの原因菌
は乳汁合成を阻害するとともに、乳汁に
排菌された微生物は新たな感染源とな
る。さらに、微生物の認識に始まる乳腺
免疫の活性化は、細胞性および液性免疫
の誘導により、乳合成に関わる乳腺組織
の恒常性を破綻させ、乳合成量の低下を
招来する。乳腺免疫の特性に関する最新
の学術情報は「乳腺上皮細胞が免疫担当
細胞と連携して局所免疫を担う」ことで
ある。乳腺上皮細胞は本来、乳汁産生細
胞として認識されているが、一方で、リ
ンパ球、マクロファージおよび好中球な
どの免疫担当細胞と協調しながら、乳腺
組織における効果的な異物排除にも関
与する。特に、乳腺上皮細胞がToll-like 
受容体等を介して細菌を直接認識し、得
られた情報から免疫担当細胞の機能修
飾を図ることは、乳腺免疫の研究を行う
上で充分に考慮されなければならない
生体応答である。このような細胞特性は
｢乳上皮細胞の機能的多様性｣として世
界的にも注目され、その機構解明が急が
れている。過去の乳房炎研究は白血球機
能の評価を中心とした免疫学的解析や、
病原細菌の微生物学的・系統的解析を主
軸としてきたが、これらの実験系は乳腺
上皮細胞の「機能的多様性」を考慮して
おらず、包括的・網羅的研究には至って
いない。 

 
２．研究の目的 
本申請課題では乳腺上皮細胞と免疫担
当細胞から構成される乳腺感染モデル、
すなわち、三次元感染モデル（乳腺組織
混合培養系）を構築し、乳腺上皮細胞と
免疫担当細胞の相互作用を解明すると
共に、それらの関係を保持しながら細菌
感染にともなう乳腺組織の免疫学的多
様性について三次元乳腺感染モデルを
構築し包括的・網羅的に解明する。得ら
れた知見は、ウシ乳腺の免疫学的特性を
明示するにとどまらず「効果的な乳房炎
防除技術」の確立に帰結し得る、多くの
有用な基礎知見を包含するものと考え
られる。 
三次元乳腺感染モデルを構築し、乳腺

細胞および免疫担当細胞の機能的相互
関係を維持しながら乳腺免疫の解明を
試みる。すなわち、 
(1) 乳腺上皮細胞と免疫担当細胞を

用いた三次元乳腺感染モデルの構築 
(2) 乳腺感染モデルにおける乳腺細

胞の機能的多様性とその発現調節機構
の解明 
(3) 乳腺感染モデルにおける免疫担

当細胞の機能発現およびその制御機構
の解明 
(4) 乳腺感染モデルにおける免疫修

飾性蛋白質の誘導とその機能的評価 
の 4点を主軸に研究展開を図る。これら
の研究では、乳腺細胞と免疫担当細胞の
三次元感染モデルを用い、両細胞の機能
的特性と、その発現調節機構を細胞生物
学的および分子生物学的手法を用いて
解析する。これらの網羅的研究により、
感染乳腺組織（乳房炎）における乳腺上
皮細胞および免疫担当細胞の機能的特
性を解明し、乳房炎防除に帰着しうる基
礎的知見の構築を目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)乳腺上皮細胞の三次元構築技術を用
いた乳腺感染モデルの確立 

① 乳腺上皮細胞の分離および培
養  

② 白血球分離および培養 
③ 乳房炎原因微生物およびその

代謝産物による細胞処理 
④ 三次元混合培養技術法の確立 
⑤ 細胞機能の評価 

(2) 乳腺感染モデルにおける乳腺細胞
の機能的発現とその発現調節機構の解
明 

① 乳腺上皮細胞分泌物の蛋白質
分析 

② 機能発現調節機構の解明を目
的とした細胞内報伝達系の解
析 

 (3) 乳腺感染モデルにおける免疫担当
細胞の機能発現およびその制御機構の
解明  

① 好中球およびマクロファー
ジにおける細胞表面分子の
検索  

② 好中球およびマクロファー
ジの機能検索 
③ 機能発現調節機構の解明を目

的とした細胞内報伝達系の解
析 

(4) 乳腺感染モデルにおける免疫修飾
性タンパク質の誘導とその機能評価  

① 乳腺感染モデルにおける免
疫修飾性タンパク質の誘導 

② 乳腺感染モデルにおける免
疫修飾性タンパク質の誘導機構の解
析 

 
４．研究成果 
 
(1)乳腺上皮細胞と免疫担当細胞を用いた



三次元乳腺感染モデルの構築 
乳腺上皮細胞の分離および培養系の確立
および白血球の分離および培養法を確立
した。また、これらの細胞をマトリゲルに
よって三次元構築し乳腺感染モデルの作
出を行った。ラクトフェリン合成を確認し
た。 
(2)乳腺感染モデルにおける乳腺細胞の機
能的多様性とその発現調節機構の解明 
乳腺上皮細胞、白血球および病原性微生物
（大腸菌および黄色ブドウ球菌）によって
作出した三次元混合培養技術をもちい、乳
腺上皮細胞由来のカゼイン等を中心とし
た分泌タンパク質の解析とサイトカイン
遺伝子の発現について検討した。病原微生
物の存在下で、タンパク質の合成は著しく
抑制されるとともに、サイトカイン遺伝子
はその発現が増強されることが確認され
た。 
(3)乳腺感染モデルにおける免疫担当細胞
の機能発現およびその制御機構の解明 
乳腺上皮細胞、白血球および病原性微生物
（大腸菌および黄色ブドウ球菌）によって
作出した三次元混合培養技術をもちい、白
血球の機能およびサイトカイン遺伝子の
発現について検討した。病原微生物の存在
下で、白血球機能およびサイトカイン遺伝
子発現はいずれも増強されることが確認
された。 
(4)乳腺感染モデルにおける免疫修飾性蛋
白質の誘導とその機能的評価 
免疫修飾性タンパク質（ラクトフェリン：
LF）の分泌メカニズムについて検討した。
LF は乳腺上皮細胞および白血球の両者か
ら分泌され、その誘導には両細胞より分泌
される炎症性サイトカインがその中心的
役割を担うことを明らかにした。 
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