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研究成果の概要（和文）：牛の趾乳頭腫症は、疼痛を伴う蹄の伝染性限局性皮膚炎である。病変内から検出され
るTreponema phagedenisは難培養性で、増殖速度が極めて遅いにも拘らず最も優勢に検出される。PDD病変部か
ら分離されたFalsiporphyromonas endometreの培養上清は、T. phagedenisに対して増殖促進効果を示した。そ
の培養上清からは高濃度の酪酸が検出され、酪酸の添加はT. phagedenisの増殖を促進した。これらの結果は、
T. phagedenisとPDD病変部から分離された細菌との間に代謝相互作用があることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Papilloumatous Digital Dermatitis (PDD) is a bacterial infectious disease 
inflaming the skin of the hoof in dairy cattle. Treponema phagedenis is the most predominant 
bacterium in BDD lesions despite its fastidious requirements. Cell-free supernatant (CFS) of 
Falsiporphyromonas endometrii, Porphyromonas levii, and Fusobacterium necrophorum subsp. 
funduliforme predominantly isolated from PDD lesions had a growth-stimulating effect on T. 
phagedenis. Butyric acid was detected at high concentration in CFS of these three BDD-associated 
bacteria, and the growth of T. phagedenis was significantly promoted by butyric acid 
supplementation. These results suggest that there are metabolic interactions between T. phagedenis 
and PDD-associated bacteria.

研究分野：細菌学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
牛の趾乳頭腫症は、疼痛を伴う蹄の伝染性限局性皮膚炎である。罹患牛は疼痛を伴うため跛行を呈し、体重減
少、泌乳量低下等が認められ、経済的損失の大きい疾患である。その病変からは多くの細菌が検出されており、
複数の細菌による感染症であると考えられているが、その病原性や発症機序は不明である。本研究では、病変部
に存在する最優性菌種の1つであるTreponema phagedenisと、病変部から分離された細菌との間に代謝相互作用
があることが示唆された。この結果は、今後、発生要因解明に繋がる新たな知見であると考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

牛の趾乳頭腫症（Papilloumatous Digital Dermatitis；以下 PDDと略す）は疼痛を伴う蹄の
伝染性限局性皮膚炎である。その病変からは多くの細菌が検出されており、複数の細菌による感
染症（Polymicrobial Infection：以下 PI)であると考えられているが、その病原性や発症機序は
不明である。病変は進行度により様々なステージをたどるが、初期病変は赤変した扁平な潰瘍形
成を、慢性化するにつれ乳頭腫状突起物の形成がみられる 1）。罹患牛は疼痛を伴うため跛行を呈
し、体重減少、泌乳量低下等が認められ、経済的損失の大きい疾患である 2）。PDD の治療法と
して、病変部に対するリンコマイシンやオキシテトラサイクリン等の抗生物質の直接塗布が症
状を緩和することが報告されており、PDD 治療に頻繁に使用されている 3）。しかしながら、乳
用牛においては、牛乳製品中の抗生物質残留問題があり、最近ではワサビやマスタードなどのア
ブラナ科から見つかった抗菌活性をもつ天然化合物（イソチオシアン酸アリル）を利用した治療
も報告されているが、完全な治癒には至っていない 4）。 

PDD病変の分子生物学的解析から、本症は、難培養性の Treponema phagedenisを主体とす
る PIであると考えられる 5）。PIでは、宿主の正常微生物叢が存在する中で起こっていることか
ら、非病原細菌の関与を包含した病態解析も必要となる。本症に常に存在する最優性菌種の T. 
phagedenis、さらに T. phagedenis の他にも多数の細菌の関与が考えられるためコッホの 4 原
則が成立せず、その病原性と発症機序は不明である。PDD感染の成立要因を明らかにするには、
T. phagedenisだけでなく、その他の細菌がどのような役割を担ってその病態に関与しているの
か、即ち、各細菌の病原因子を特定するとともに、細菌間のクロストーキング、宿主免疫応答、
および感染部位に存在する細菌叢との相互作用等について包括的に解明することが不可欠であ
る。 

 

２．研究の目的 

 我々は、以前、Treponema 属菌が PDD 病変の重要な原因菌である可能性を示し、その際に
PDD病変から T. phagedenisを分離・同定することに成功した 5）。しかし、T. phagedenis単独
での感染は必ず不成功に終わるため、PDDの病態は未だ不明である。PDD病巣の細菌混合物を
接種することで、動物モデルで病巣の誘導が可能であることが報告されている 2, 6）。PIでは、複
数の細菌種が互いに増殖を支援し合い、病原性に寄与していることが示唆される。そこで本研究
では、PDD病変部において T. phagedenisの増殖に影響を及ぼす可能性のある菌の探索、また、
増殖刺激因子となりうる物質を検出・同定し、細菌群同士の相互作用からその発生要因を明らか
にすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）PDD病変からの微生物分離 

Treponema 属菌以外の PDD に関与する病原細菌を分離するために、広島県の乳牛牧場から 

M2 期に属する PDD 病変 3 つを採取した。病変は、試料は滅菌皮膚生検パンチ（直径 6mm）
を用いて採取し、氷上または 4℃で保存し、48 時間以内に実験室に運んだ。これらを滅菌メス
で小さな断片に切り分け、PDD 液体培地（GAM broth（日水製薬株式会社）に 0.8％の Brain 

Heart Infusion broth（日水製薬株式会社）、0.8％の Brucella broth（Becton Dickinson and 

Company）を添加した培地）1ml中で均―化させた。その後、各懸濁液を 1.5 mlチューブに移
し，10 倍段階希釈を行った。各懸濁液 100μL を、PDD 寒天培地（PDD 液体培地中の GAM 

brothを GAM寒天培地（日水製薬）にした培地）に塗布し、Aneropack（三菱ガス化学）によ
り嫌気条件下で 37℃、96時間培養を行った。その後、病変あたりの検出コロニー数が多い菌を
優性菌種として 10株選択し、分離コロニーを得た。 

（２）16S rRNA シークエンス解析 

上記の分離コロニーについて、16S rRNA遺伝子（V1～V9可変領域、約 1,500 bp）を決定し
た。これらの配列は、National Center for Biotechnology Information のデータベースから類似
性の検索を行い、99%以上の類似度をもって配列の同一性を示すと判断した。 

（３）細菌の培養上清の調製 

PDD病変から分離された 10株を PDD寒天培地プレート上で嫌気条件下、37℃で 48時間培
養した。PDD液体培地を用いて吸光度 550 nm（OD550）が 0.1の菌懸濁液を調製し、嫌気条
件下で 37℃、96時間まで培養した。培養後、OD550を測定した。また段階希釈し、PDD寒天
培地に塗布・培養後、生菌数を測定した。培養液は、14,000 rpm、4℃、30分間遠心分離を行っ
た。菌体上清を 0.20μmのフィルター（アドバンテック東洋株式会社）で濾過し、PDDに関与
する病原細菌の菌体上清（Cell free supernatant：CFS）とした。 

（４）増殖促進効果試験 

PDD病変由来 T. phagedenis YG3903R株を 10%牛胎児血清（Fetal bovine serum：以下FBS）
添加 PDD寒天培地にて 37℃、嫌気条件下で 7日間培養した。20%の FBSを添加した PDD液
体培地で約 107 cells/ml (OD550 = 0.1) の T. phagedenis懸濁液を調製した。次に、96ウェルマ
イクロプレート（AS ONE株式会社）に、上記のようにして調製した T. phagedenis懸濁液およ
び CFS100μLを 50% v/vでそれぞれ添加し、37℃で 72時間、嫌気条件下で培養した。対照と
して、CFSの代わりに同量の PDD液体培地を使用した。T. phagedenisの増殖は、分光光度計
（OD550）により測定した。 



さらに、短鎖脂肪酸（short-chain fatty acids: SCFA）のPDD病変由来T. phagedenis YG3903R

株および CH9株に対する増殖促進効果を調べた。SCFA溶液は、酪酸ナトリウム、プロピオン
酸ナトリウム塩（ナカライテスク）、イソ酪酸（富士フイルム和光純薬）を PDDブロスに 0.01-

50 mMの濃度で溶解して調製した。各 SCFA溶液に T. phagedenis YG3903R株および CH9株
の懸濁液を接種し、同様に試験した。 

（５）短鎖脂肪酸の定量分析 

CFS 中の SCFA（酪酸、イソ酪酸、プロピオン酸、クエン酸）の分析は、財団法人日本食品
分析センター（JFRL）のプロトコールに従い、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用い
て実施した。Falsiporphyromonas endometrii HD36株、Porphyromonas levii HS11-12株、
Fusobacterium necrophorum subsp.funduliforme HDF1株、Bacteroides pyogenes HSB1株
を 96時間培養して得た CFSサンプルについて分析を行った。 

 
４．研究成果 
今回、M2 期に属する PDD 病変 3 個から、病変あたりの検出コロニー数が多い菌を優性菌

種として 10株選択し、16S rRNA遺伝子配列により同定した。黒色色素産生菌は F. endometrii
と P. levii と同定された。白色の平坦なコロニーを形成する細菌は F. necrophorum subsp. 

funduliforme、白色で小さなコロニーを形成する細菌は、Bacteroides pyogenesと Bacteroides 
heparinolyticusと同定された。 

96 時間培養後の PDD 関連細菌 10 株の CFS を用い、PDD から分離した T. phagedenis 
YG3903R株の増殖促進効果を調べた（図 1）。増殖促進効果は、3日間培養後の T. phagedenis
の OD550を測定することにより判定した。F. endomeriiと P. leviiの CFSは、T. phagedenis
に対する増殖促進効果が確認された。F. necrophorum subsp. funduliforme は増殖促進効果を
示したが、同属の F. varium は増殖促進効果を示さなかった。また、B. pyogenes と B. 
heparinolyticusの CFSは増殖促進効果を示さなかった。 

 

経時的な増殖促進効果を調べるため、最も増殖促進効果の高かった F. endometrii HD36株の
懸濁液を調製して菌体増殖曲線を作成し、96時間の培養中に間隔をおいて CFSを採取した。0

〜96時間の 9時点の CFSを添加し、T. phagedenis YG3903R株の増殖に対する作用を調べた。
図 2 に示すように、F. endometrii HD36 株の増殖は培養 36 時間で定常期に達した。T. 
phagedenisYG3903R 株に対する CFS の増殖促進効果は、定常期後期の 60 時間以降に認めら
れ、培養 96時間で最大となった。定常期に達した後に増殖促進効果が増大する現象は、同じく
PI であるヒトの慢性歯周病菌でも観察されており、Treponema denticola と Porphyromonas 
gingivalisを共培養すると、定常状態に達した後に相互に増殖が促進され、この効果は代謝副産
物によるものと報告されている 7)。これらのことから、T. phagedenisの増殖も F. endometriiの
代謝副産物によって促進されている可能性が示唆された。 

 



すでに、ヒトの慢性歯周病の病巣から分離した Eubacterium nodatumやP. gingivalisのCFS

に含まれる熱安定性低分子物質が、主要病原菌である T. denticolaの増殖を促進することや、P. 
gingivalisの増殖促進因子がイソ酪酸などの SCFAであることが報告されている 7, 8)。そこで、
T. phagedenisの増殖促進効果を有する 3株（F. endometrii、P. levii、F. necrophorum subsp. 
funduliforme）の CFSと、有しない B. pyogenesの CFSの酪酸、イソ酪酸、クエン酸、プロピ
オン酸の 4種類の SCFAを分析した。T. phagedenisに対して増殖促進作用を示す PDD関連 3

菌種の CFS 中の酪酸濃度は、増殖促進作用を欠く B. pyogenes の CFS と比較して高かった。
また、F. endometriiと P. leviiの CFSからは、やや高濃度のイソ酪酸とプロピオン酸が検出さ
れたが、クエン酸はすべての CFSで比較的低濃度に検出された（表 1）。 

そこで、酪酸、イソ酪酸、プロピオン酸について、T. phagedenis YG3903R株と CH9株に対
する増殖促進効果を評価した。T. phagedenis YG3903R株の増殖は、12.5mMの酪酸、CH9株
の増殖は 3.2mM と 12.5mM の酪酸によって優位に増殖が促進された。プロピオン酸およびイ
ソ酪酸は両株に増殖促進効果を示さなかった。 

 

 

Table 1. The concentration of PDD co-dominant bacterial short-chain fatty acid in CFS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

酪酸は反芻動物の生理学および腸の健康に重要な役割を担っており、エネルギー的または栄
養的な役割に加え、酪酸は細胞の分化や運動性を調節し、アポトーシスを誘導する細胞調節作用
がある 9, 10)。T. phagedenisの代謝における酪酸の役割は不明であるが、牛に外因性酪酸を肺内
注入した研究では、酪酸注入によりルーメン細菌中の Treponema属の相対量が増加することが
明らかになっている 11)。 

本研究では、酪酸が T. phagedenis の増殖刺激因子の一つである可能性が示唆された。一方
で、PDD病変との関連が強いことが示唆されている Porphyromonas spp.や Fusobacterium spp.

はよく知られた酪酸産生菌である 12)。さらに、T. phagedenis自身も酪酸を産生することが報告
されている 13 )。今回、T. phagedenisと他の PDD関連細菌との間に代謝的相互作用が存在する
ことが示唆されたが、T. phagedenisが自身及び BDD関連細菌に及ぼす影響も含め、BDD病変
の形成および病態形成のメカニズムを明らかにするためには、さらなる研究が必要である。 
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