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研究成果の概要（和文）：マウスおよびウシの培養細胞、摘出臓器を用いて、血清アミロイドA3（SAA3)の上皮
における細菌感染に対する反応について解析した。腸管、肺、乳腺、子宮を含む粘膜上皮において、グラム陰性
菌の菌体抗原LPS、グラム陽性菌の菌体抗原LTA添加に対して、LPSにより鋭敏に反応し、SAA3が有意に発現上昇
すること、SAA1は有意な発現上昇をしないこと、IL-6、TNF-α、MUC2産生などの炎症性サイトカインや抗菌物質
の発現を誘導すること、その活性はSAA3の前半の配列が重要であることを明らかにした。抗生物質の代替として
SAA3利用の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： This study using colonic, small intestinal, pulumonary, mammary, uterus 
epithelial cells and removed organs from mice and cattle, demonstrated that SAA3 mRNA and protein 
expressions, but not SAA1, increased in these cells and removed mouse lung stimulated with bacterial
 membranous antigens, lipopolysaccharide (LPS) and lipoteichoic acid (LTA). SAA3 was more 
sensitevely expressed in LPS than LTA treatment. Recombinant SAA3 protein up-regulated 
interleukin-6, tumor necrosis factor-alpha, and mucin2 mRNA expressions. Experiments using chimeric 
proteins revealed that the major responsible region for these biological activities of SAA3 exists 
in the first half of SAA3 amino acid sequences.
 These results suggest that SAA3 play a role in the local defense against bacterial infection, 
especially Gram-negative bacteria, in the epithelium by activating host immune systems. Moreover, 
SAA3 administration could be useful for prevention/treatment against bacterial infection, instead of
 antibiotics.

研究分野：獣医学

キーワード： アミロイド　血清アミロイドA　SAA　SAA3　上皮　mRNA　タンパク質　細菌感染防御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　機能の詳細が未解明だったSAA3について、細菌に暴露されている上皮で感染防御の機能を有することを明らか
にしたこと、その機能を発揮するのはSAA3の前半が重要であることを明らかにしたこと、それらがマウスだけで
なくウシも同様であり、かつ生体でその現象を確認したことは、新たな粘膜免疫機構を示し学術的に大きな意義
がある。
　これらの成果は、宿主由来のSAA3タンパク質を合成し、現在使用されている抗生物質の代替として、噴霧器で
肺に吸入したり、薬液やサプリメントとして乳腺、子宮内、腸管に投与することで、肺炎や乳房炎、子宮内膜
炎、下痢の予防、治療に利用できる可能性を示しており、薬剤耐性菌対策にも貢献できる。

※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 
血清アミロイド A (SAA)は、炎症時に血中濃度が通常の 1,000 倍以上増加する急性期タンパク

質の一つであり、不溶性のアミロイド A に立体構造が変換し、臓器や組織に凝集・沈着、臓器不
全を主徴とする致死性の AA アミロイドーシスの原因となる。SAA は、鳥類を含めほとんどの動
物において、アミノ酸配列の異なる複数のアイソフォームの存在が知られており、マウスでは
SAA1 から SAA4 が存在する（図１）。異なるアイソフォームの中で、構造変換してアミロイドと
なるのは主に SAA1 であり、炎症時に肝臓で産生される。しかし、その他のアイソフォームの生
物学的な機能や生体内での役割についての詳細はいまだ明らかになっていない。研究代表者ら
は、動物アミロイドーシス研究を進め、以下に示す主な成果を得た。 
① ウシ SAA1 アイソフォームに特異的なモノクローナル抗体を作製し、ウシアミロイドが SAA1

に由来することを明らかにした。 

② 異種動物由来のアミロイドが「種の壁」を越え伝播し、異種動物の SAA をアミロイドに変換
し、アミロイドーシスを誘導することを感染実験により明らかにした。 

③ マウス腸管上皮細胞では、大腸菌刺激で SAA3 アイソフォームの mRNA 発現が上昇し、SAA3 タ
ンパク質が粘液ムチンの mRNA 発現を亢進することを明らかにした。 

 

これらの研究過程と成果から、以下に示すいくつかの可能性を着想するに至った。 
① SAA3 は、マウス腸管粘膜上皮における細菌の感染防御に関与している。 
② SAA3 は、腸管以外のマウス粘膜上皮でも発現している。 
③ SAA3 は、マウス以外の哺乳動物の粘膜上皮においても局所免疫を活性化している。 
 
マウスにおいて、SAA1 が産生される肝臓では、SAA3 は産生されていない。またウシでは、機

能については不明なままだが、生乳中に SAA3 タンパク質が含まれており、乳房炎との関連が示
唆されていた。これらのことからも、SAA3 が多くの動物種の上皮細胞で発現し、局所免疫に関
与している可能性が高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究は、SAA3 の生物活性がアミノ酸配列のどの領域に関わっているのか明らかにするこ

と、マウス腸管粘膜上皮およびそれ以外の粘膜上皮の細菌感染における SAA3 の関与を明らか

にすること、ウシ粘膜上皮の細菌感染における SAA3 の関与を明らかにすること、を目的とし

た。 
 
３．研究の方法 
（１）マウスの腸管粘膜上皮細胞において、SAA3 タンパク質が粘液ムチンの mRNA 発現を亢進さ
せるのは、SAA3 タンパク質のどのアミノ酸領域が関与しているのか明らかにするため、マウス
SAA1 と SAA3 のアミノ酸配列を部分的に置換したキメラ SAA タンパク質を大腸菌で合成し、腸管
粘膜上皮由来 CMT-93 細胞に添加し検討した。 
 
（２）腸管粘膜上皮以外の上皮として、肺胞上皮、乳腺上皮においても、細菌感染の刺激により
SAA3 の発現が誘導されるか明らかにするため、マウス II 型肺胞上皮由来 MLE-15 細胞、T7 細胞、
肺胞クラブ（クララ）細胞由来 C22 細胞、および乳腺上皮由来 NMuMG 細胞に、大腸菌などのグラ
ム陰性菌の菌体膜抗原であるリポポリサッカライド (LPS)、黄色ブドウ球菌などのグラム陽性
菌の菌体膜抗原であるリポテイコ酸 (LTA)の濃度を変えてそれぞれ添加し、in vitro での SAA3
および SAA1 の mRNA 発現量をリアルタイム PCR で相対定量し比較した。また、SAA3 および SAA1
タンパク質の発現について、間接蛍光抗体法 (IFA) およびウェスタンブロット法で解析した。 
 
（３）培養細胞ではなく、生体の肺上皮においても同様に細菌刺激により SAA3 の発現が誘導さ

 
図１ マウス SAA アイソフォームのアミノ酸配列の比較 

mouseSAA1 :-GFFSFVHEAFQGAGDMWRAYTDMKEANWKNSDKYFHARGNYDAAQRGPGGV 
mouseSAA2 :-..........................G..DG.................... 
mouseSAA3 :-RWVQ.MK..G..SR......S...K...................R.....A 
mouseSAA4 :D.WY..FR..V..TW.L....R.NL...YQ.A.Q..Y.....E.Q...S..I 

mouseSAA1 :WAAEKISDGREAFQ-----EFFG---RGHEDTIADQEANRHGRSGKDPNYYRPPGLPDKY 
mouseSAA2 :........A..S..-----....---......M...........................
mouseSAA3 :...KV...A...V.-----K.T.---H.A..SR...F..EW........HF..A...KR.
mouseSAA4 :...KI..TS.KY..GLLNRYY..IRNH.L.TLQ.T.K.EEW.....N..HF..E...E.F



れるか明らかにするため、マウスから摘出した肺に LPS、および LTA を注入し、ex vivo での SAA3
および SAA1 の mRNA 発現量をリアルタイム PCR で相対定量し比較した。また、SAA3 および SAA1
タンパク質の発現について、免疫組織化学法 (IHC) で解析した。 
 
（４）ウシの上皮でも SAA3 が細菌感染に反応し発現が亢進するか明らかにするため、ウシ腸管
上皮由来 BIE 細胞、乳腺上皮由来 MAC-T 細胞に LPS を添加し、in vitro でのウシ SAA3 および
SAA1 の mRNA 発現量をリアルタイム PCR で相対定量し比較した。 
 
（５）ウシ生体においても同様に上皮で SAA3 が発現しているか明らかにするため、と畜場でと
殺、解体されたウシの各種組織を採取し、in vivo での SAA3 および SAA1 の mRNA 発現量をリア
ルタイム PCR で相対定量し比較した。ウシ SAA3 タンパク質に対するモノクローナル抗体を新し
く作製し、SAA3 および SAA1 タンパク質の発現について、免疫組織化学法 (IHC) で解析した。 
 
４．研究成果 

（１）マウス SAA1、SAA3、アミノ酸配列の前半 36 残基を SAA1、後半 67 残基を SAA3 に組み換え

た SAA1/3、およびその逆の SAA3/1（図２左）を発現するプラスミドを構築し、大腸菌により発

現タンパク質を合成することに成功した（図２中、右）。 

 
図２ マウス SAA1 と SAA3、およびキメラ SAA1/3、SAA3/1 タンパク質の合成 
   （左）キメラ SAA のデザイン（中）発現タンパク質の CBB 染色 
   （右）発現タンパク質のウェスタンブロット 
 

 それぞれの発現タンパク質をマウス腸管上皮由来 CMT-93 細胞に添加したところ、SAA3 および

SAA3/1 添加で粘液ムチンの mRNA 発現が有意に上昇した（図３左）。また、細胞上清中の炎症性

サイトカイン量をフローサイトメトリーにより測定し、SAA3 および SAA3/1 添加で TNF-α、IL6

発現量が有意に上昇した。NF-κB と TLR4 の阻害剤添加により SAA3 および SAA3/1 による MUC2

と炎症性サイトカインの発現誘導は抑制された。以上のことから、SAA3 の生物活性はアミノ酸

配列の前半 36 残基に存在することが示唆された。さらに SAA3 がレセプターTLR4 を介して NF-

κB を活性化することで直接的に、また炎症性サイトカインと協調して MUC2 の発現を亢進し、

腸管上皮における細菌感染を防御していることが考えられた。 

 
図３ マウス腸管上皮由来 CMT-93 細胞への各種 SAA タンパク質添加 

（左）細胞内 MUC2 mRNA 発現量（右）上清中 TNF-α, IL-6 タンパク質発現量 
 



（２）リアルタイム PCR による相対定量比較の結果、マウス II 型肺胞上皮由来 MLE-15、および

T7 細胞において、LTA

よりも LPSにより鋭敏

に反応し、SAA3の mRNA

発現が有意に上昇す

ることが明らかとな

った（図４）。このとき

SAA1 の mRNA 発現に有

意な上昇は認められ

なかった（図４）。クラ

ラ細胞由来 C22 細胞、

乳腺上皮由来 NMuMG細

胞においても同様に、

LTA よりも LPS により

鋭敏に反応し、SAA3 の

mRNA 発現が有意に上

昇し、SAA1 の mRNA 発

現に有意な上昇は認

められなかった。LPS、

LTA 添加後の NMuMG 細

胞を用いた IFA とウェスタンブロット法によるタンパク質の解析でも、リアルタイム PCR の結

果と一致し、LPS 添加により SAA3 タンパク質の発現が確認できた。SAA1 タンパク質の発現は

SAA3 発現のタイミングよりも遅く、発現量も少なかった。 

 

（３）マウス摘出肺へ

の LPS、LTA 注入では、

LTA よりも LPS により

鋭敏に反応し、SAA3 の

mRNA 発現が有意に上

昇した。SAA1 の mRNA

発現に有意な上昇は

認められなかった。

TNF-αおよび粘液ム

チン MUC5 の mRNA が

LPS および LTA 添加で

有意に発現上昇した。

さらに、サーファクタ

ントプロテイン D の

mRNA も有意差はない

ものの上昇すること

が確認された。摘出肺

での SAA3と SAA1タン

パク質の発現と局在

を IHC で解析したところ、SAA3 タンパク質は管腔側に経時的に発現上昇していた（図５）。SAA1

タンパク質に有意な発現は認められなかった（図５）。 

 

（４）ウシ腸管上皮由

来 BIE、および乳腺上

皮由来 MAC-T細胞にお

いて、LPS 添加により

SAA3 の mRNA 発現が有

意に上昇することが

明らかとなった（図

６）。このとき SAA1 の

mRNA 発現に有意な上

昇は認められなかっ

た（図６）。 

 

 
図４ マウス肺胞上皮由来細胞での SAA mRNA 発現 
(Iwata et al., J. Vet. Med. Sci. 81: 1409-1412, 2019, Fig. 1, 2 より引用) 

 
図５ マウス摘出肺での SAA mRNA 発現 
(Kawasaki et al., Exp. Lung Res. 46: 352-361, 2020, Figure 6 より引用) 

 
図６ ウシ腸管（左）、乳腺（右）上皮由来細胞での SAA mRNA 発現 

（µg/ml）



（５）と畜場でと殺されたウシ４頭の小腸、乳腺、肺、子宮について、SAA3 と SAA1 の mRNA 発

現量をリアルタイム PCR により相対定量した。いずれの組織においても SAA3 の mRNA が SAA1 よ

りも多く検出された。コントロールとして用いた肝臓では逆に、SAA1 の mRNA が SAA3 よりも多

く検出された。ウシ SAA3 に対するモノクローナル抗体を新規に作製し、以前作製したウシ SAA1

に対するモノクローナル抗体とともに IHC を実施した。すべての粘膜上皮組織において SAA3 の

タンパク質発現が確認された。一方、SAA1 のタンパク質発現は認められず、コントロールとし

て用いた肝臓でのみ発現が認められた（図７）。 

以上（１）～（５）の結果から、SAA3 は、マウスでもウシでも、外界と接する腸管、肺、乳腺、

子宮内膜上皮において、細菌感染、特にグラム陰性菌に対して鋭敏に反応し有意に発現が上昇す

ること、SAA1 は有意な発現上昇はしないこと、が明らかとなり、上皮における局所免疫に関与

し、細菌感染防御の役割を担っていることが示唆された。SAA3 投与により粘膜上皮の局所免疫

が誘導されることは、肺炎や下痢を引き起こす細菌感染時に使用される抗生物質の代替として、

SAA3 の利用、あるいは SAA3 タンパク質の前半部分利用の可能性が示唆された。 

 
図７ ウシ生体の小腸、乳腺、肺、子宮内膜上皮における SAA タンパク質発現 
(Murata et al., J. Vet. Med. Sci. 82: 764-770, 2020, Fig. 4 より引用) 
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