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研究成果の概要（和文）：　シクロフィリンA（CyPA）は、乳房炎を発症した乳腺上皮細胞、乳汁および浸潤部位で強
く発現し、潜在性および急性乳房炎の乳汁中で高感度に検出され、乳房炎早期診断マーカーとなり得る可能性が示唆さ
れた。
　牛末梢血から顆粒球を比重遠心分離法で調整し、トランズウエルを用いて細胞遊走活性を解析した。精製した組換型
牛シクロフィリンAは細胞遊走活性を有し、至適濃度が存在することが判明した。シクロフィリンAの細胞遊走活性は抗
体より中和されることを確認した。よって、牛シクロフィリンAは細胞遊走能を有することが判明し、乳房炎における
炎症の発動に重要な役割を果たすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Cyclophilin A (CyPA), a member of the peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family,
 is known as a cyclosporin binding-protein. Although CyPA was initially believed to function primarily as 
an intracellular protein, recent studies have revealed that it can be secreted by cells in response to inf
lammatory stimuli. Therefore, CyPA may play a role in cardiovascular diseases, viral infections and others
. Further, extracellular CyPA has a potent chemotactic effect on leukocytes, monocytes, and lymphocytes th
rough CD147 cell receptor.
 We investigated the expression of CyPA in bovine mammary gland. CyPA was detected in mammary epithelial c
ells of mastitis cow stronger than healthy cow. Surprisingly, CyPA in milk was stained in mammary gland al
veolus of mastitis cow with inflammation of leukocytes, but not in healthy cow. The content of CyPA in mil
k was greater in mastitis cow than healthy cow. These data indicate that CyPA in milk may be a marker of m
astitis.
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１．研究開始当初の背景 
 乳房炎はウシの疾病の中で最も発生率が
多く、乳量の低下、抗生物質などの治療費、
感染牛の廃用など経済的な損失は年間100億
円と推定されている。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メンシチリ
ン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)の検出は世界
的に多く報告され (Epidemiol Infect 2010)、
食肉、牛乳を介して耐性菌がヒトに伝播して
いく可能性が大いに考えられる (Euro 
Surveill 2010)。よって、その防除は今日の
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。 
 シクロフィリン A は免疫抑制剤シクロス
ポリン A の細胞内結合蛋白として 1984年に
発見され(Science 1984)、熱ショック蛋白の
イムノフィリンシャペロン複合体としてカ
ベオリンとコレステロールの生産を行い
(JBC 1998)、蛋白質の折りたたみと構築の促
進因子として働く (J Exp Med 2007；FEBS 
Lett 1995)。近年、細胞膜上 CD147がシクロ
フィリン A の主要な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 の結合が炎症反応に寄与す
ることが証明された(J Immunol 2005, 2006)。
また、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）産生およびマトリックスメタロプロ
テイナーゼ 2活性化が必須であることが示さ
れた(Nat Med 2009)。以上より、シクロフィ
リン Aが細胞外に放出され、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
ことが明らかにされた。 
 
２．研究の目的 
 ウシ乳房炎が細菌感染によって障害を受
けた乳腺上皮細胞に免疫担当細胞が浸潤し
て炎症を引き起こすことに着目し、実験的に
乳房炎を誘起したウシ乳腺胞を用いて細胞
遊走因子の発現解析を行い、世界で初めて白
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発見した。よって、
本研究は、乳房炎発症組織におけるシクロフ
ィリン A の発現様式および乳房炎乳汁中に
おけるシクロフィリン A の検出方法を確立
し、その分泌と病態との関連性を明らかにす
ることにより、ウシ乳房炎早期診断・治療法
開発への応用戦略を図る。 
 
３．研究の方法 
（１）乳腺組織におけるシクロフィリン Aの
発現解析を行い、シクロフィリン Aのウシ乳
房炎の炎症の進行度、白血球細胞浸潤との関
連性および乳汁への分泌が明らかにする。 
（２）乳腺上皮細胞株モデル系を用いたシク
ロフィリン A の発現解析では、申請者が樹立

した正常二倍体細胞のウシ乳腺上皮細胞株
(BMEC 細胞)をマトリゲル中で培養し、分化誘
導因子の刺激を加えることにより、腺胞形成
と乳汁蛋白質を合成分泌する成熟乳腺上皮
細胞に分化誘導する系を確立している(J 
Dairy Res 2002)。また、より簡便なトラン
ズウエルを用いた分化誘導系も構築してお
り(J Dairy Science 2005)、乳腺上皮細胞に
おけるシクロフィリンAの発現様式を明らか
にする。 
（３）乳房炎発症と乳汁中シクロフィリン A
の関連性を明らかにする目的で、正常乳およ
び乳房炎罹患牛の生乳を用いて、乳腺上皮細
胞から乳房炎乳中に分泌されたシクロフィ
リン A を検出し、分泌される時期およびその
濃度を明らかにすることにより、シクロフィ
リンA分泌と乳房炎罹患との関連性を解析す
る。 
 
４．研究成果 
 本研究は、乳房炎発症組織におけるシクロ
フィリン A（CyPA）の発現様式および乳房炎
乳汁中における CyPA の検出方法を確立し、
その分泌と病態との関連性を明らかにする
ことにより、ウシ乳房炎早期診断・治療法開
発への応用戦略を図ることを目的とする。 
 本研究においては、まず乳腺上皮細胞にお
ける CyPA の発現機構解析を行った。組織解
析には、分娩後約 300 日で 2 産目ホルスタイ
ン 種 牛 の 乳 頭 孔 に Staphylococcal 
Endtoxins-C（SEC）を接種、あるいは分娩後
約 60 日で初産ホルスタイン種牛の乳頭孔に
Staphylococcas aureus (S.A.)を接種した実
験的乳房炎組織を使用した。CyPA 発現は、免
疫組織化学染色法を用いて解析した。 
 SEC 接種乳房炎組織では、正常および乳房
炎の乳腺上皮細胞が共に CyPA を発現してい
た。特に、乳房炎を発症した乳腺組織では、
乳腺上皮細胞、乳汁および浸潤部位で強く
CyPA が発現し、異常な形態と重度な細胞浸潤
が認められる乳腺上皮では CyPA 発現がさら
に強まった。S.A.接種乳房炎組織においても、
正常な乳腺上皮細胞でCyPA 発現が確認され、
炎症が認められる乳腺上皮および細胞浸潤
が見られる乳汁中でCyPA が強く確認された。
一方、乳腺胞が退化した部位や炎症の進行に
伴う間質肥大によって乳腺胞が委縮した乳
腺上皮では、CyPA 発現が弱いことを確認した。
本研究により、CyPA は乳腺上皮細胞で発現し、
泌乳期では腺胞内乳汁中へ微量分泌される
ことが判明した。また、乳房炎発症により、
乳腺上皮細胞からの乳汁中へ大量に CyPA が
分泌され、顆粒球の動員などの炎症を誘起す
る可能性が示された。以上より、泌乳期にお
ける乳汁中 CyPA は、潜在性および急性乳房
炎の乳汁中で高感度に検出され、乳房炎早期
診断マーカーとなり得る可能性が示唆され
た。 
 次に、組換型シクロフィリン A を作成し、
その細胞遊走活性を検討した。pPAL7 ベクタ



ーに牛シクロフィリン A 配列を組み込み、大
腸菌で発現させ、アフィニティーカラム、ゲ
ル濾過カラムにより、組換型牛シクロフィリ
ン A を精製した。牛末梢血から顆粒球を比重
遠心分離法で調整し、トランズウエルを用い
て細胞遊走活性を解析した。精製した組換型
牛シクロフィリン A は細胞遊走活性を有し、
至適濃度が存在することが判明した。ウサギ
抗牛シクロフィリン Aポリクローナル抗体を
作成し、中和試験を行い、シクロフィリン A
の細胞遊走活性は抗体より中和されること
を確認した。よって、牛シクロフィリン Aは
細胞遊走能を有することが判明し、乳房炎に
おける炎症の発動に重要な役割を果たすこ
とが明らかとなった。 
 既に確立している牛シクロフィリンAのウ
エスタンブロット解析および ELISA 法は、測
定機器および測定に必要な時間などを考え
ると全く実用性に乏しい。酪農現場での応用
を図るには、簡便な乳汁中シクロフィリン A
の検出方法を確立する必要がある。作成した
組換型牛シクロフィリン A に対するウサギ・
ポリクローナル抗体および作成に成功した
マウス・モノクローナル抗体を用いて、現在
イムノクロマトキットの開発を試みている。 
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http://www.agri.tohoku.ac.jp/keitai/ind
ex-j.html 
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