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研究成果の概要（和文）：　樹状細胞は骨髄中の未熟な前駆細胞から分化し、抗原提示を行う免疫応答に必須な細胞で
ある。本研究は、血中樹状細胞の発現動態とその機能を解析し、乳房炎発症制御機構との関連性を明らかにすることを
目的とする。
　乳牛では分娩後に乳房炎発症率が増加するが、枯草菌飼料添加剤給与は血中CD172a+CD11c+樹状細胞の割合を有意に
増加させ、T細胞を活性化する第一シグナルCD40陽性率を低下させずに維持し、T細胞を活性化する第二シグナルである
CD80を増加する傾向があることを発見した。よって、枯草菌飼料添加剤は、樹状細胞の活性維持および活性化すること
によって乳房炎発症予防効果を発現することが判明した。

研究成果の概要（英文）： Dendritic cells (DC) are bone marrow-derived antigen presenting cells. They play 
an important role in priming adaptive immunity and in mature immune responses against pathogens. The 
biological activities of DC are highly dependent on their migratory potential and on the expression of 
adhesion molecules with T lymphocytes. DC secrets the cytokines and then polarizes immune responses to 
Th1-mediated cellular or Th2-mediated antibody responses.
 We obtained blood samples from cows at 30 days before and after parturition, and then purified DC at 
more than 85% using MACS system. All of DC-fraction cells expressed DC surface makers such as MHC-II, 
CD172a and CD11c. Probiotic feed containing Bacillus subtilis C-31-2 strain increased the expression of 
costimulatory molecules CD80/86 and CD40 on the cell surface of DC. These data indicate that probiotics 
Bacillus subtilis C-31-2 strain is able to modulate the functions of T cells and inhibit the inflammation 
in mastitis cow.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 乳房炎　牛　樹状細胞　枯草菌飼料添加剤　イムノバイオティック飼料　CD40　CD80　補助因子

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

 

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 1000
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
シ乳房炎の発症機構の解明とその治療法の
開発が望まれている。 
	 我々は、枯草菌飼料添加剤給与が毎年繰り
返し発症するウシの乳房炎発症を予防する
ことを見出し、血中樹状細胞の数的変動がそ
の乳房炎発症に関連していることを世界で
初めて発見した。樹状細胞 (dendritic cell: 
DC)は骨髄中の未熟な前駆細胞から分化し、
樹状あるいは樹枝状の形態で，主要組織適合
性抗原複合体(MHC)クラス II 分子を恒常的
に発現し、抗原提示を行う免疫応答に必須な
細胞である(Nat Rev Immunol 2007)。樹状
細胞は血液によって運ばれ、体中のあらゆる
組織や器官に分布し、調節性 T細胞(Treg)を
活性化し、エフェクターT 細胞の誘導を抑制
してキラーT 細胞を積極的に産生することに
より、病原性微生物やその感染細胞を生体か
ら効率的に排除し、炎症制御において主要な
役割を担っている(Front Immunol 2013)。樹
状細胞の免疫調節制御には、Ｔ細胞活性化に
必要な補助刺激分子を細胞上に発現し、サイ
トカイン産生することが必須であるが、乳房
炎における樹状細胞の機能発現機構は殆ど
解析されていないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
	 枯草菌飼料添加剤“イムノバイオティック
飼料”給与が乳房炎を出産直後に毎年繰り返
し発症するウシの乳房炎発症を予防するこ
とを見出した。その際、末梢血中免疫担当細
胞の発現割合の解析を行い、非給与区の乳房
炎発症した牛では出産直後から血中樹状細
胞の割合が低値となり、枯草菌給与区の発症
予防が確認されたウシでは血中樹状細胞が
高い発現であることを世界で初めて発見し
た。よって、本研究は、粘膜免疫の調節機構
において重要な役割を担う血中樹状細胞の
発現動態とその機能を解析し、乳房炎発症制
御機構との関連性を明らかにすることによ
り、ウシ乳房炎治療法開発への応用戦略を図
る。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、血中樹状細胞を磁気ビーズ法
で精製し、免疫調節制御関連サイトカイン産
生能および細胞表面上に発現したＴ細胞活
性化補助刺激分子の解析を行う。さらに、申

請者が確立した乳腺上皮細胞株と乳房炎原
因菌による in	vitro 乳房炎モデル系を用い
て、血中樹状細胞の制御性 T細胞誘導能を含
めた機能性を解析し、乳房炎の炎症制御に関
わる樹状細胞の動的・質的役割に加え、枯草
菌を含めた免疫活性型飼料“イムノバイオテ
ィック飼料”の有効性とその作用機構を明ら
かにすることにより、ウシ乳房炎治療法開発
への応用戦略を図る。	
	 我々は、乳房炎発症した牛では血中樹状細
胞の割合が低値となり、発症予防が確認され
たウシでは血中樹状細胞が高い発現である
ことを世界で初めて発見した。よって、健常
牛および乳房炎発症牛より末梢血を採取し、
磁気ビーズカラムを用いた MACS 法で末梢血
中樹状細胞を精製し、細胞表面上に発現した
Ｔ細胞の活性化に必要な種々の補助刺激分
子「MHCクラスII,	B7補助受容体(CD80,	CD86),	
programmed	cell	death	protein	1-ligand	1	
(PDL1)」の FACS 解析に加え、サイトカイン
産生能は real-time	PCR 解析で行う。さらに、
枯草菌飼料添加剤“イムノバイオティック飼
料”を分娩予定日 1ヵ月前から分娩後 1ヵ月
まで給与し、給与前および給与後の血液から
MACS によって樹状細胞を精製し、FACS によ
って樹状細胞の機能性に関連する表面マー
カーを測定し、さらに Real-Time	PCR により
精製した樹状細胞の遺伝子の発現も解析す
る。	
	
４．研究成果	
（１）CD172a+CD11c+樹状細胞の割合	
	 枯草菌飼料添加剤“イムノバイオティック
飼料”給与区の血中 CD172a+CD11c+樹状細胞
の割合は、給与により有意に増加した。	
（２）CD172a+CD11c+樹状細胞の表面マーカ
ーの解析	
	 CD172a+CD11c+樹状細胞を用いて、MHC	
Class	II（ヘルパーT 細胞に抗原提示を行う
分子）、CD205（組織樹状細胞が抗原を接着す
る分子）、CD40（ヘルパーT 細胞表面の CD40L
に接着し、T 細胞を活性化する第一シグナル）
および CD80/CD86（T 細胞を活性化する第二
シグナル）の発現を解析した。	
①	MHC	ClassⅡ+樹状細胞の割合	
	 樹状細胞は MHC	ClassⅡを用いて、ヘルパ
ーT 細胞に抗原提示を行う。枯草菌飼料添加
剤“イムノバイオティック飼料”給与区の樹
状細胞 MHC	ClassⅡの陽性率は分娩前後で有
意な変化がなかった。	
②	CD205+樹状細胞の割合	
	 CD205 は組織で樹状細胞の表面に存在し、
抗原を接着する分子である。枯草菌飼料添加
剤“イムノバイオティック飼料”給与区の樹
状細胞 CD205 の陽性率は、分娩後が分娩前よ
り減少する傾向があった。	
③	CD40+樹状細胞の割合	
	CD40 はヘルパーT 細胞表面の CD40L を接着
し、T 細胞を活性化する第一シグナルである。
対照区では分娩後に減少したが、枯草菌飼料



 

 

添加剤“イムノバイオティック飼料”給与区
の樹状細胞 CD40 の陽性率は分娩前後で変化
がなかった。	
④	CD80+樹状細胞の割合	
	 CD80はT細胞を活性化する第二シグナルで
ある。対照区では分娩後に減少したが、枯草
菌飼料添加剤“イムノバイオティック飼料”
給与区の樹状細胞 CD80 の陽性率は分娩後が
分娩前より増加する傾向があった。	 	
⑤	CD86+樹状細胞の割合	
	 CD86はT細胞を活性化する第二シグナルで
ある。対照区では分娩後に 2例ともに減少し
たが、枯草菌飼料添加剤“イムノバイオティ
ック飼料”給与区の樹状細胞 CD86 の陽性率
も分娩後が分娩前より減少する傾向があっ
た。	
	 以上より、乳牛では分娩後に免疫系が低下
して乳房炎発症率が増加するが、枯草菌飼料
添加剤“イムノバイオティック飼料”給与は
血中 CD172a+CD11c+樹状細胞の割合を有意に
増加させ、樹状細胞の T細胞を活性化する第
一シグナル CD40 陽性率を低下させずに維持
し、T 細胞を活性化する第二シグナルである
CD80 を増加する傾向があることを発見した。
よって、枯草菌飼料添加剤“イムノバイオテ
ィック飼料”は、樹状細胞の活性維持および
活性化することによって乳房炎発症予防効
果を発現することが判明した。	
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