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研究成果の概要（和文）：本研究は、好中球機能不全症を呈する雑種犬の病態解明およびウシラクトフェリン
（LF）療法の治療機序を明らかにするために実施されたものである。
症例犬の幼少時からの再発性感染は、好中球のCD18依存性殺菌能の障害が主な原因であり、CD18非依存性殺菌能
によってある程度代償されているために、中年齢までの生存が可能だったことが考えられた。LFの長期経口投与
は、好中球のCD18遺伝子レベルを増加させることに加え、慢性的な炎症状態の沈静化と血中鉄分補充効果を示す
ことによってCD18依存性殺菌能を回復させていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, neutrophil functions were analyzed in order to clarify the 
pathological mechanisms of neutrophil dysfunction and the mechanism of action of bovine lactoferrin 
administration in a mixed breed dog.
Recurrent infections from puppyhood were caused by a main defect of CD18-dependent neutrophil 
sterilizing function. It was thought that the dog could survive until middle age because 
CD18-independent neutrophil sterilizing function was compensated to some extent. Long-term oral 
administration of bovine lactoferrin increased the mRNA level of neutrophil CD 18 and also 
downregulated the chronic inflammatory status and increased blood iron concentration, leading to 
improving the CD18-dependent neutrophil sterilizing function in the dog. 

研究分野：臨床獣医学免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
犬の好中球機能不全症でもこれまで報告のないタイプを日本雑種犬に見出した。CD18欠損の犬白血球粘着不全症
（CLAD）のバリアントの存在は証明されていないが、本症が世界初のCLADバリアントに分類される可能性を示し
た。
また、新たな好中球不全症に対してウシラクトフェリン投与が効果があることを突き止め、その治療機序につい
ていくつかの作用が明らかとした。本研究結果は、これまで治療法がなかった好中球機能不全症に対して根治療
法ならびに将来的な新規治療薬の開発に寄与するものと期待している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天性の好中球機能不全症は、「若齢時から易感染性および細菌・真菌感染を繰り返し、
抗生物質等の治療で回復しない」という所見を特徴とする。人医学領域では、生命に関わ
る疾患のひとつであることから、好中球機能不全症に対する病態解明および治療法開発が
精力的に展開されている。しかし、小動物獣医学領域では、純血種での少数の報告がされ
ているのみで、国内外ではほとんど好中球機能不全症に対する研究が展開されていない。
このため、小動物臨床現場では、好中球機能不全症の存在は見過ごされていることが多く、
たとえ診断に至ったとしても根治的な治療法がないのが現状である。 
このような状況の中、申請者は雑種犬 2 頭において先天性好中球機能不全症を見出し
た(Vet. Immunol. Immunopathol. 130：187-196, 2009)。本好中球機能不全症は新たな好中球機
能不全症に分類され、Current Opinion in Immunology で紹介されるに至った（“Genetic 
etiologies of leukocyte adhesion defects” 21, P481-486, 2009）。 
本症例における好中球機能不全症は、好中球のある膜レセプターの発現が減少している
ことに起因し、特に活性酸素産生能の著しい減弱を特徴とする。これまでの報告では、レ
セプター蛋白をコードする β2インテグリン遺伝子（ITGB2遺伝子）の変異が原因であっ
たが、本症例では遺伝子変異は伴っていないものだった。この点が、犬・牛・人での白血
球粘着不全症と大きく異なる点であった。 
本症例に対し、ウシラクトフェリンの長期経口投与試験を実施すると、膜レセプター遺
伝子発現が正常レベルまで増加し、続いて、レセプター発現および活性酸素産生能が正常
レベルまで回復することが明らかとなった（Vet. Immunol. Immunopathol. 143：155-161, 
2011）。申請者の研究では、本好中球機能不全症は膜レセプター遺伝子発現の低下に起因
し、ウシラクトフェリン投与が正常レベルまでその発現を増加させ臨床症状を改善するこ
とまでは突き止めたが、いまだその治療機序については不明な点が多く残されている。こ
れまで、人医学領域においても投薬による好中球機能不全症の根治療法は報告されていな
い。したがって、さらなる病態解明によって獣医療・人医療への有用な知見・情報が提供
可能となり、病気の解明および治療法開発の進展につながることが期待された。  

 
２．研究の目的 
申請者は、犬において新しいタイプの先天性好中球機能不全症を見出し、ウシラクトフェリ
ン投与が好中球機能および臨床症状を改善することを突き止めた。本研究では、ウシラクトフ
ェリン経口投与が好中球機能不全症の犬における好中球機能を正常化させた点に焦点を当て、
本好中球機能不全症のさらなる病態解明およびラクトフェリンの治療機序の解明・新規治療法
の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
申請当初の計画を進めていく中、様々な困難や産休・育休等の研究中断に伴って、いくつか
の計画を変更して研究を実施した。 

 
〇症例犬における殺菌能の検討 
 本症例は、好中球における膜レセプターCD18発現の低下によって殺菌能が減弱していたが、
膜レセプターを介さない経路の検索はされていなかったため、細胞質内プロテインキナーゼ
（PKC）以降の経路を介した殺菌能を検討する。 ⇒PKC 刺激剤である PMA を使用した好中
球の活性酸素量の測定、健常犬との比較 
 
〇本症例の遺伝的背景の精査 
同腹犬 2頭が発症していたことから、家族性の遺伝病であることが強く疑われた。申請者の
研究では、本症例の好中球 RNAにおける ITGB2遺伝子翻訳領域では遺伝子変異が認められな
かった。そのため、遺伝的な背景を再度確かめるために、正常犬の遺伝子配列を得ると共に、
症例犬の DNA および RNA を用いて、これまで検索していなかった ITGB2 遺伝子領域をター
ゲットに遺伝子解析を進める。⇒ダイレクトシーケンス法、クローニング 
 
〇本症例の好中球機能不全症へのウシラクトフェリンの治療機序の検討  
（１） 本症例の好中球機能不全症の原因は膜レセプター遺伝子発現の低下に起因していた
が、ウシラクトフェリンによって可逆的に増加することが明らかとなった。一方、オプソニン
化ザイモサンが CD18を介して活性酸素を産生する経路において、生体内ラクトフェリンが持
つ鉄や血管内皮細胞に存在する貯蔵鉄が由来する 2価鉄がヒドロキシラジカルの生成に必要な
ことが報告されている。ウシラクトフェリンは 2価鉄を有していることから、経口投与による
鉄分の補充効果も期待される。初診時、貧血が認められていた症例犬における血中の鉄濃度の
評価が必要であるため、血清鉄濃度を測定すると共に、ウシラクトフェリンの長期投与によっ
て血清鉄濃度に影響があったのか調べる。⇒保存血清による血中鉄濃度、総鉄結合能の測定 



（２） ウシラクトフェリン添加が好中球性前骨髄球 HL60 細胞の活性酸素産生に及ぼす影響
を調べる。CD18依存性経路と CD18非依存性経路の活性酸素産生を調べ、ウシラクト
フェリンが作用する部位を検討する。⇒培養細胞系での再現 
 

 
４．研究成果 
〇症例犬における殺菌能の検討 
ホルボールミリステートアセテート Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)刺激による好
中球活性酸素産生能を調べた結果、症例犬では最大発光量 167760/s、反応時間 572 秒、健常
犬平均では最大発光量 175800±821/s, 反応時間 220±5.7秒であった。症例犬では健常犬レ
ベルの活性酸素産生が認められたが、最大発光量に達するまでの反応時間は 2.6倍ほど長く要
した。また、これまで本研究で得られていた症例犬における NADPHオキシダーゼコンポーネ
ントは過剰発現していたことが示されていたことを併せると、症例犬では PKC 以降のシグナ
ル伝達経路には障害がないが、健常犬と比較すると反応までの時間を要するため、NADPHオ
キシダーゼコンポーネントの過剰発現という代償反応が起こっていることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
〇本症例の遺伝的背景の精査 
症例犬の遺伝子解析を進める予定だったが、正常犬の配列を取得したものの、症例犬の保存
核酸では解析が困難だったため断念した（症例犬はすでに不慮の事故で死亡しているため、
DNA/RNAの再採取が不可能であった）。 
 
〇本症例の好中球機能不全症へのウシラクトフェリンの治療機序の検討 
（１） 好中球機能不全症を示した症例犬は当初、著しい非再生性貧血を呈していた。そこで、
ウシラクトフェリン投与前後による貧血状態の推移の解析を試みた。その際、対象となる健常
犬群、症例との血縁関係にある子犬群も併せて調べた。症例犬の初診時は、赤血球数、ヘマト
クリット値、ヘモグロビン濃度、血清鉄濃度（24.3μg/dl, 参照範囲 61－240μg/dl）、総鉄結
合能（56.8μg/dl, 参照範囲 303－526μg/dl）が全て著しく減少していた。この結果と再発性
の細菌感染の既往歴および現症を考慮すると、慢性炎症に伴う二次性の鉄欠乏性貧血であると
考えられた。その後、症例犬に対するウシラクトフェリンの経口投与により、血清鉄濃度は 2
週間程度で 143μg/dlまで増加し、投与 140日後まで血清鉄濃度は 64－115μg/dlとなった。
総鉄結合能は 1か月程度で参照範囲内に回復し、赤血球数、ヘマトクリット値、ヘモグロビン
濃度も緩徐ではあるが確実に増加していることが明らかとなった。症例犬の活性酸素産生能も
並行して改善していた。一方、健常犬における 1か月間のウシラクトフェリン投与では、各項
目に有意な変化は認められなかった。血縁子犬群にはいずれも健常子犬群と同様、貧血の項目
に関して異常値は認められなかった。 以上から、症例犬に対するウシラクトフェリン療法に
よって、慢性炎症に伴う二次性鉄欠乏性貧血を正常犬レベルまで回復させていた。活性酸素産
生には生体内の鉄が不可欠であることから、ウシラクトフェリンの慢性炎症の調節と血中鉄分
補充効果が、ITGB2遺伝子発現の増加に加えて、好中球の機能回復につながっているものと考
えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
（２） 好中球性前骨髄球が主体のHL-60細胞へのウシラクトフェリン添加試験にて効果を検
討した。dibutyryl cAMPにて分化刺激したHL60に各濃度のウシラクトフェリン（終濃度5μg/ml、
50μg/ml）を添加し、48 時間培養した後に 1mg/ml オプソニン化ザイモサンにて刺激し活性酸
素能を測定した。その結果、LF無添加群に比較してウシラクトフェリン添加群（5μg/mlおよ
び 50μg/ml）がオプソニン化ザイモサン刺激に対して約 1.5 倍の活性酸素の産生を認めた。一
方、PMA（1μg/ml）刺激に対しては、ウシラクトフェリンの添加（終濃度 5μg/ml、50μg/ml）
の有無に関わらず変化がなかった。以上より、HL60 細胞株においても、ウシラクトフェリンは
PKC 以前の CD18 依存性活性酸素産生経路に作用・調節することで活性酸素産生を促すことが明
らかとなった。 
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