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研究成果の概要（和文）： 

牛の乳房炎の制御を目的に乳酸菌の乳腺内注入に対する乳腺の細胞・免疫反応および治

療効果を検討した。乳酸菌 B. breve 注入後の乳体細胞数および化学発光の有意な増加およ

び免疫グロブリンや抗菌性蛋白の増加がおよびサイトカイン遺伝子の発現が認められた。

B.breve 乳房内注入による治療の試みにおいて環境性乳房炎の制御効果が認められた。乳

酸菌の注入により免疫細胞の乳腺への誘導とその機能の増高が微生物排除に関与している

ものと推察された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The aim of this study was to characterize the cellular and immune responses of 
mammary gland by intramammary infusion (IMI) of Lactic acid bacteria (LAB) in 
cows, and to evaluate the therapeutic effects of IMI of LAB to lactating cows with 
mastitis. Marked increase of SCC were found in infused quarter at 24-48 hr post 
infusion. Significantly increased concentrations of immunoglobulins, anti-bacterial 
proteins and mRNA expression of cytokines on milk leukocytes were found in cows. 
In therapeutic trials, IMI of LAB to quarters leads to a marked cellular and 
immune responses in mammary gland. The IMI of LAB may have a possible role 
for control of mastitis. 
(key words:lactic acid bacteria, mammary gland defense, immune-therapeutic 

trial, bovine mastitis control) 
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１．研究開始当初の背景 

 良質で安全で新鮮な生乳の効率的な生産

は酪農生産の上から重要な課題である。乳房

炎は上記の目的を損なわせる損失の高い乳

牛の疾病である。乳房炎は病原微生物の乳腺

内での感染により発症しその対処法として

の治療は抗生物質を用いた薬物治療が一般

的に行われており、治療効果、薬剤耐性、廃

棄乳など問題が残されており課題となって

いる。本研究では乳房炎の微生物に対して有

用微生物を用いての制御を本研究の目的と

した。 

 
２．研究の目的 

 乳房炎は泌乳牛の疾患で最も病症件数が

多く減乳・廃棄乳・治療・淘汰などに起因し

た経済的損失は甚大である。有用物質の利用

を念頭に本研究では食品規格の乳酸菌を候

補として選択した。泌乳牛の乳房への乳酸菌

(lactic acid bacteria:LAB)の乳腺内注入に対

する乳腺の細胞性および免疫反応を検索す

るとともに乳房炎の制御効果を検討した。 

 

３．研究の方法 

(1)有用微生物：食品規格 Lactic acid 

bacteria(LAB)- Lactococcua lactis, 

Lactobacillus lactis, Bifidobacterium breve

の 3 種を供試した。 

(2)供試牛と分房：潜在性乳房炎牛の分房乳中

の乳体細胞数 30 x 10^4 個/ml 及び乳房炎原

因菌>250cfu/ml に該当する分房を供試牛群

から抽出し試験に供試した。 

(3)測定指標：乳体細胞数は自動体細胞測定装

置、電気伝導度は電導度計、CMT-測定、ラ

クトフェリン(LF)濃度、乳成分は成分分析器、

免疫グロブリン(IgG,A)は単純免疫拡散法、化

学発光反応は化学発光測定装置。 

(4)体細胞の cytokinemRNA は IL1-β, IL-8, 

TNF-α, IFN-γについて検索した。 

(5)分房に対する乳酸菌の注入：滅菌生理食塩

水に懸濁した乳酸菌(1x10^9cfu/ml,3ml)を乳

頭より 1～3 回注入し体細胞数への影響を検

討した。 

(6)乳房炎分房への乳酸菌注入による微生物

学的治癒ならびに体細胞数への影響につい

て、①検討１では、乳房炎治癒効果の検討に

ついて、泌乳中期の潜在性乳房炎牛 30 頭 30

分房を 5 農場の牛群から分娩後 50～200 日、

乳性状、微生物、体細胞学的基準で抽出選定

した。②検討 2 では、体細胞数への影響につ

いて、泌乳中期で乳房炎原因菌が検出されな

い潜在性乳房炎牛 8 頭 8 分房を対象に乳酸菌

注入後 14 日目の体細胞数の減少効果（30 万

/ml 未満）を検討した。 

  

４．研究成果 

(1)乳体細胞数30~70万/mlにある潜在性乳

房炎牛 6 頭に対して、乳酸菌 L.lactis, 

Lactobacillus lactis, Bifidobacterium breve 

(1x10^9cfu/ml)を搾乳後に 1 回注入し乳汁中

の体細胞数の動態を検討した。3 種の乳酸菌

とも注入後 1 日の分房乳の体細胞数は 5～15

倍と顕著に増加しその後減少し注入後 7 日目

に多くは注入前に復した。3 種の乳酸菌とも

に同様の傾向を示した。 

 (2)乳酸菌注入の体細胞数に及ぼす注入回

数（1～3 回）の影響を検討した。B.breve 

(3x10^9cfu,死菌 3ml)を泌乳牛の搾乳後の分

房に 1 日 1 回で 1～3 日間注入した。B.breve

注入後の分房乳の体細胞数は注入前の体細

胞数レベルおよび乳腺の状態に影響される

が有意な増加が認められ注入後の体細胞数



のピークは 1 回注入群では注入後 1 日、注入

2，3 日の分房群では 1～2 日と延長が認めら

れた。その後体細胞数は経過に伴い減少し 7

日には注入前値に復した。1～3 回の注入回数

においては 2～3 回で高体細胞数の持続的な

誘導が招来されることが明らかとなった。

(3)B.breve 注入に伴う分房の免疫反応を評価

した。B.breve 注入分房乳を注入前、注入後

1 ～ 9 日 間 に つ い て 乳 中 の opsonized 

zymosan で刺激した化学発光は注入前の分

房および未刺激分房に比較して注入後 1～3

日間は有意な増加が認められた。その後漸次

減少した。B.breve 注入分房の化学発光の増

高に関与する細胞種を検討した。注入分房乳

中の好中球の割合は注入前値から 5日にかけ

て 27～73％と増加したことから B.breve 注

入により大量の好中球が注入分房内へ誘導

され認められた化学発光の増高は誘導およ

び刺激を受けた好中球の機能に関連してい

るものと考えられた。 

 (4)LF, IgG, IgA：B.breve 注入分房乳中の抗

微生物蛋白 LF(80kDa)は、注入前値に比較し

て注入後 3～5 日に有意に増高した。また注

入分房乳において IgAは注入4~7日で前値に

比較して有意な増加が認められた。また IgG

の増高が注入 2 日～3 日をピークに 7 日まで

認められた。注入分房における Lf と免疫グ

ロブリンは乳酸菌注入に伴う乳腺の免疫刺

激とその修飾作用により誘導されるものと

考えられた。 

(5)乳成分（乳蛋白と乳糖）への影響：乳酸

菌注入 1～9 日における乳蛋白および乳糖の

推移において、乳蛋白は注入後 1～3 日間で

わずかに上昇傾向が認められたが Lf は注入

後 2 日目に有意な減少が認められた。これら

の変化は乳酸菌注入に伴う乳腺内の微環境

の変化が招来されたことにより乳腺細胞の

乳合成機能が影響を受けて生じるものと推

察された。 

 (6)Cytokine mRNA 発現：乳酸菌注入によ

る分房乳の体細胞に発現する炎症性サイト

カイン及び Th1&Th2 サイトカインならびに

核内調節遺伝子NF-KbのmRNA発現を注入

前のそれと比較して注入後 1 日で増加したサ

イトカイン mRNA は、IL1-β,IL-8,TNF-α, 

IFN-γIL-4,IL-6 であり、6 日後においてさ

らに増加したサイトカインは IL-8,TNF-α、

IFN-γ, IL 4, IL 6 であった。核内調節遺伝子

NFκβの mRNA 発現も 1 日及び 6日でより

増強が認められた。これらの結果から、乳酸

菌注入により乳腺の免疫系組織を刺激し免

疫機能が活性化されていることが明らかと

なった。 

 (7)乳酸菌注入による乳房炎の治療的試

み：潜在性乳房炎牛の微生物学的治癒（率）

に及ぼす B.breve 乳房内注入効果を評価した。

S. aureus 感染分房（４）の排除はできなか

った。Coagulase 陰性ブドウ球菌には微生物

学的治癒率は 67%(8/12)であった。環境性連

鎖球菌には微生物学的治癒率は 63%(5/8)、

C. bovis 感染分房では微生物学的治癒率は

14.2％ (1/7)であった。これらから乳酸菌

B.breve の環境性乳房炎の原因菌の感染で発

症した潜在性乳房炎の制御への効果が認め

られた。乳酸菌の注入により好中球・単球の

乳腺炎症部位への誘導とその機能活性の増

高から微生物の排除能が増強されていると

考えられる。また免疫活性物質および抗菌性

蛋白である Lf や IgG の誘導も微生物排除に

おいて役割を演じているものと推察された。 
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