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研究成果の概要（和文）：性ステロイドホルモンが乳腺免疫機能に及ぼす影響および体内の常在細菌が死ぬことにより
放出される細菌成分によって乳房炎が発症する可能性について検証した。
エストロジェン（E）を投与すると、乳量が顕著に減少した。また細菌成分を注入した時、E投与区の方がプロジェステ
ロン（P）投与区に比べて抗菌因子の乳中濃度が高かった。また、血中に細菌成分を注入すると、乳腺においてその成
分が検出されると同時に、炎症が誘起された。以上の結果から、Eは乳量を減少させることによって乳中抗菌因子濃度
を高め、細菌感染に対応していることおよび、体の他の部分から細菌成分が移行することによっても乳房炎が起こり得
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim was to explore the effect of steroid hormone on mammary immune function 
and the possibility that microbiota components can transfer to mammary gland. Estrogen caused the 
reduction of milk yield. When the microorganism components was infused into mammary gland, innate immune 
factors concentration in milk was high in the estrogen-injected animals compared to that in 
progesterone-injected animals. Intravenous injection of microorganism component induce inflammation of 
mammary gland. These results strongly suggest that estrogen reduces milk yield to elevate the 
concentration of innate immune factors, resulting in the establishment of strong defense system in 
mammary gland. It is also demonstrated that microbiota components can transfer to the mammary gland, 
which causes the mastitis. These findings contain noble and new knowledge and insights and can contribute 
to the protection and treatment of mastitis in the future.results strongly suggest that
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１．研究開始当初の背景 
乳房（乳腺）の炎症である乳房炎は一般的

に乳頭から細菌が侵入することで誘起され
る。これは乳牛に多発し、死廃率の極めて高
い疾病で、日本で年 700 億円という多大な損
害を出している。細菌が侵入するとその成分
を乳腺上皮細胞のToll-like receptor (TLR)が
認識し，自然免疫が開始される。まず種々の
抗菌因子（ラクトフェリン，抗菌ペプチド等）
を分泌し細菌を攻撃する。また，乳腺上皮細
胞はサイトカインおよびケモカインを分泌
して好中球およびリンパ球を動員し，炎症を
引き起こす。我々は自然免疫を担う抗菌ペプ
チドである lingual antimicrobial peptide 
(LAP; -defensin の一つ)に焦点を当て乳牛
の乳房における働きを検討してきた。そこで
我々は乳房の乳腺上皮細胞で LAP タンパク
が合成され乳汁中に分泌されていることお
よびリポ多糖(LPS:グラム陰性菌成分）を乳
腺に注入すると，LAP の乳汁中濃度が劇的に
増加することを明らかにした。 
細菌が乳房に侵入しても臨床的な乳房炎

にならない時もある。これは細菌の量や病原
性にもよるが，それよりも動物の免疫機能の
健常性によるところが大きい。私は排卵期で
は黄体期に比べて牛乳中の LAP や他の抗菌
因子の濃度が高いことを発見した。排卵時は
血中エストラジオール（E：卵胞から分泌）
濃度が高くプロゲステロン（P：黄体から分
泌）濃度が低くなり，黄体期は逆に E が低く
P が高くなる。また，E と P は乳腺上皮細胞
にレセプターを持つことから，E や P が乳腺
に直接作用していると考えられることから，
性ステロイドホルモンが乳腺の免疫機能を
局所的に変化させ，乳房炎発症に影響を及ぼ
していることが考えられるがこれらについ
てはほとんど検討されていない。 
一方、細菌は乳頭を介して乳腺に侵入し乳

房炎が起きるといわれているが，血管内に
LPS を注入すると乳腺で炎症が起こること
から，体の他の部位から細菌やその成分が血
液を介して乳腺へ移行する可能性もある。局
所免疫機能や上皮細胞バリア機能が低下し
て，普段は病原性のない常在細菌やその成分
が粘膜上皮を通して組織内に侵入し血流を
介して乳腺へ到達して炎症を起こすことも
考えられる。これが証明されれば新規な乳房
炎発症経路の解明に結びつく。 
 
２．研究の目的 
性ステロイドホルモンの乳腺免疫機能の

調節機構を解明するとともに、内因性細菌に
よる新たな乳房炎発症機序を追及すること
である。 
 
３．研究の方法 
（１）細菌成分による乳腺の免疫機能変化に
及ぼす性ステロイドホルモンの影響 
膣内留置型黄体ホルモン剤(CIDR)を挿入し P
濃度が高くなった 4日目に LPSあるいはグラ

ム陽性菌（SA）の死菌を投与した（P区）。ま
た， CIDR を挿入した 7日後に Prostaglandin 
(PG)投与と同時に CIDR を抜去，その 2 日後
から 5 日連続で E を投与した。E 投与開始 2
日後にLPSおよびSAの死菌を投与した（E区）。
投与後経時的に乳汁と血液を採取した。 
 
（２）細菌成分による培養乳腺上皮細胞の免
疫機能変化に及ぼす性ステロイドホルモン
の影響 
実験 2では乳腺細胞の免疫機能に及ぼすステ
ロイドホルモンの影響を in vitro でさらに
詳しく調べた。牛乳から乳腺上皮細胞を単離
して培養し、培地に Pあるいは Eを添加する
とともにLPSを添加して経時的に培地を採取
するとともに上皮細胞からmRNAを抽出した。
それらの抗菌因子およびサイトカインの発
現を測定した。 
 
（３）内因性成分による乳房炎誘起 
血中に分泌された細菌成分が乳房に移行し
て炎症が誘起されるのかどうかを調べるた
めに、LPS を血中に注入し、乳汁を経時的に
採取した。 
 
４．研究成果 
（１）E 区および P 区のヤギの乳腺に LPS を
注入した時、乳中体細胞数（SCC）は両区に
おいてLPS投与後数時間後から顕著に増加し
たが、E区の方が高値を長期間維持し続けた。
E 区の SCC は LPS 投与 1 日から７日後まで P
区に比べて有意に高かった。乳中ラクトペル
オキシダーゼ（LPO）活性およびラクトフェ
リン（LF）濃度は E区のみで LPS 投与後に投
与前に比べて有意に高くなり、この値は P区
に比べても有意に高かった。乳中ディフェン
シン（LAP）および S100A7 濃度は両区とも LPS
投与後増加する傾向が認められたが、有意で
はなかった。以上の結果から、高 E の方が、
高 Pより LPS投与後の自然免疫反応が強いこ
とが示唆された。したがって、発情期におけ
る大腸菌等のグラム陰性細菌による感染で
は自然免疫がより活発に機能すると考えら
れた。 
次に、E 区および P 区のヤギの乳腺にグラ

ム陽性細菌である Staphylococcus aureus 
(SA)の死菌を注入し、経時的に乳汁を採取し
て、抗菌ペプチド濃度を測定した。乳量は E
区において有意に減少したがP区では変化し
なかった。乳中体細胞数（SCC）は両区にお
いて SA 投与後数時間後から顕著に増加した
が、E 区の方が高値を長期間維持し続けた。
乳中ディフェンシン（LAP）およびラクトフ
ェリン（LF）濃度は E区の方が P区に比べて
有意に高くなった。以上の結果から、血中 E
濃度が高い時に SA を投与すると、乳量を低
下させることにより自然免疫因子の濃度を
増加させていることが示唆された。 
（２）乳汁から乳腺上皮細胞（MEC）を単離・
培養して、増殖させる方法を確立し、Eが MEC



の自然免疫機能に及ぼす影響を調べた。その
結果、LPS を添加すると、抗菌因子（LAP、ラ
クトフェリン）およびサイトカイン（IL-1b）
の mRNA 発現が増加した。しかし、Eを添加す
ると、これらの mRNA 発現は変化しないかあ
るいは低下した。実験（１）の結果からヤギ
にEを投与すると乳量が激減したことから考
え合わせると、Eによって 乳量が低下し、そ
れによって乳中の抗菌因子の濃度が増加し、
細菌感染を予防していると考えられた。 
（３）乳頭からの細菌感染以外の経路による
乳房炎の可能性を探るために血中にLPSを注

入した後、乳
房の免疫染色
を行った結果、
LPS が乳房に
移行したこと
を 確 認 し た
（図中矢印）。
さらに、乳中
体細胞数及び
抗菌因子の濃

度が増加していたことから、体内の別の場所
からの細菌成分によって乳房炎が起こり得
る可能性を示唆した。 
 これらの結果はステロイドホルモンが乳
房の自然免疫機能に及ぼす影響を調べた最
初の報告である。この結果を利用して、乳房
炎の効率的かつ安全な治療法の開発を推進
できる。また、乳頭口からの細菌感染以外の
経路によっても乳房炎が起こり得ることを
示したことは非常にインパクトがある。例え
ばルーメンアシドーシスによってルーメン
内の細菌が死に至った時にも乳房炎が起こ
り得ることを示しており、今までとは異なる
視点での乳房炎予防法が必要であることを
強く示唆している。 
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