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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌が引き起こす乳牛の慢性化乳房炎の経済損失は甚大であり、その対策
は急務とされている。本研究では、黄色ブドウ球菌を認識するウシポリクローナル抗体（anti-S. aureus)を作
出し、anti-S. aureusが黄色ブドウ球菌の増殖を直接阻害可能であることを実証した。また、この黄色ブドウ球
菌に対する増殖阻害効果は、黄色ブドウ球菌の病原性に深く関わる細胞壁結合タンパク質とは無関係であること
が、その形成に関与するSortase Aを欠損株を用いた研究から明らかにされた。本研究成果は、ナノテクノロジ
ーを活用した、抗体による慢性化乳房炎治療技術開発に向けた基盤に成り得るものであった。

研究成果の概要（英文）：Staphylococcus aureus is a major pathogen that occasionally causes 
subclinical mastitis associated with huge economic losses to the dairy industry. We generated S. 
aureus-specific bovine IgG antibodies (anti-S. aureus) that directly inhibited bacterial growth in 
vitro. Inhibition depended on specificity for anti-S. aureus. An in vitro culture study using S. 
aureus strain JE2 and its deletion mutant JE2ΔSrtA, which lacks the gene encoding sortase A, 
revealed that the effect of anti-S. aureus was sortase-A-independent. Sortase A is involved in the 
synthesis of cell-wall-associated proteins. Thus, other surface molecules, such as membrane 
proteins, cell surface polysaccharides, or both, may trigger the inhibition of bacterial growth by 
anti-S. aureus. Together, our findings contribute insights into developing new strategies to further
 improve the available mastitis vaccine by designing a novel antigen on the surface of S. aureus to 
induce inhibitory signals that inhibit bacterial growth.

研究分野：動物免疫学、動物微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

農林水産省が発表する最新の家畜共済統

計表によると、乳用牛の病傷病類別事故件

数は年間 1,411,671 件であり、その中でも

乳房炎を代表とする泌乳器疾患は 437,472

件と発病頻度が最も高く、その割合は約

31％にもなる。乳房炎罹患牛の感染乳房由

来の乳汁は、乳質が出荷に必要な水準を大

きく下回り、市場に出回ることはない。乳

房炎を発症すると、通常、抗生物質を用い

た治療が行われるが、その効果が思わしく

ない場合は盲乳処置（罹患分房からの搾乳

停止）が施され、さらには、採算が合わな

くなった乳用牛は廃用牛扱いとなり屠殺処

分されている。酪農現場では 仔牛を出産後

の乳用牛に対し、通常分娩後 40 日を目安に

種付け（人工授精）を行い、次の泌乳サイ

クルに向けた準備を行う。乳用牛の飼育•

繁殖に必要な費用は非常に高額であること

から、安定した畜産経営を望むためにも、1

頭の乳用牛を多数繁殖させ、生涯乳量を向

上させることは非常に重要な経営戦略であ

るが、近年の乳用牛の平均産次（出産）数は

３回に満たないのが現状であり、産次数の低

下を招いている最大の原因がこの乳房炎で

ある。これらの事実は、従来の治療型の乳

房炎対策から、予防型の乳房炎対策へと方

向転換することの重要性を強く示唆してい

る。 

 

２．研究の目的 

 

乳用牛が罹患する疾病の中でも最も発病

頻度の高い乳房炎は、乳腺房内に病原微生

物が感染することで引き起こされる。一般

的な乳房炎の治療法として、抗生物質の局

所または全身投与が多用されているが、一

度炎症が慢性化すると、治療を継続しても

完治に至ることは殆ど無い。また抗生物質

耐性菌問題は、世界レベルの課題である。

酪農現場における乳房炎の経済損失は年間

800 億円であり、新規感染を事前に防ぐため

の技術開発は、獣医畜産領域における最重

要課題である。本研究では、近年注目され

ている“ナノテクノロジー”と“抗体療法”を融

合することで、乳房炎起因菌の乳腺上皮細

胞への付着を阻止するための抗体を、乳腺

房内に徐放投与するための技術開発に挑戦

する。本研究は、安定した畜産経営に科学

的に貢献するための現場ニーズ対応型実用

研究であり、成功した暁の経済効果は計り

知れない。 

 

３．研究の方法 

（１）本研究に用いた微生物 

本研究では供試菌として Staphylococcus 

aureus（BM1006株、SA003株および JE2株、

JE２由来のトランスポゾンミュータント

JE2ΔSrtA 株）、 Staphylococcus epidermidis 

(ATCC14990) 、 Bacillus atrophaeus 

(ATCC9372) , Escherichia coli (JM109 株) を

用いた。 

 

（２）ウシポリクローナル抗体の作製 

ホルスタイン牛（5 ヵ月齢、雄）に、ホ

ルマリン処理で殺菌した黄色ブドウ球菌

（BM1006 株、1.5×1010CFU、以後、S. aureus）

をアジュバントである TiterMax®Gold

（TiterMax）とともに、2 週間間隔で 3 回免

疫（皮下接種）した。最終免疫から 1 週間

後に抗血清を回収し、Protein G Sepharose 4 

Fast Flow (GE healthcare)を用いて免疫グロ

ブリン G（IgG）を精製した。 

 

（３）抗体価の評価 

作製したウシポリクローナル抗体の含量

および S. aureus に対する特異性を解析する

ために、精製 IgG を ELISA 解析に供した。

抗 S. aureus 抗体の IgG 濃度を測定する試験

では 96 ウェルプレート（Nunc）に、2μg/ml

の精製ヒツジ抗ウシ IgG 重鎖抗体（Bethyl）

を固相し、また、S. aureus に対する特異性

を評価する試験では、ホルマリン処理した

S. aureus（BM1006、SA003、JE2、JE2ΔSrtA）、
S. epidermidis (ATCC14990), B. atrophaeus 

(ATCC9372) ,  E. coli (JM109)を 5μg/ ml に

調整し、一晩４℃で固相した。翌日、トリ

ス緩衝化生理食塩水で希釈した 0.05％（v / 

v）の Tween-20 を用い、室温で 1 時間ブロ

ッキングした後、抗血清より精製したウシ

IgG（抗 S. aureus 抗体）または市販のウシ

IgG（Sigma、コントロール IgG と表記）を

2 倍毎に段階希釈し、室温で 2 時間反応さ

せた。洗浄後、HRP 標識抗ウシ IgG 重鎖抗

体（Bethyl、1：10,000 希釈）を室温で 1 時

間 処 理 し 、 TMB microwell peroxidase 

substrate system (KPL)で発色させた。さらに

は、作製した抗 S. aureus 抗体とコントロー

ル IgG をそれぞれ FITC（Sigma）で標識し、

1000μg/ ml に調整し、供試菌と共に 4℃で

30 分間反応させた。洗浄後のサンプルは、
BD Accuri C6 Flow Cytometer (BD 

Bioscience)を用いて測定し、得られたデータ

を FlowJo (Digital Biology)を用いて分析し

た。加えて、供試菌を SDS サンプルバッフ

ァー（62.5μM の Tris-HCl（pH 6.8）、2%（w/v）



SDS、10%（v/v）グリセロール、5%（v/v）

2-メルカプトエタノール、0.02%（w/v）の

ブロモフェノールブルーを含む）で溶解し、

タンパク質を抽出した。その後、抽出物を

5–20%の ePAGEL ポリアクリルアミドゲル

（ATTO）を用いた SDS-PAGE 解析に供した。

電 気 泳 動 後 、 Immobilon-P membrane 

(Millipore)に転写し、Western-blot 解析に供

した。転写後のメンブレンは、Tris 緩衝液

で希釈した 0.05％（v / v）Tween-20 を用

いて４℃で一晩ブロッキングした後、

10μg/ml に調整した抗 S. aureus 抗体もしく

はコントロール IgG を、それぞれ室温で 1

時間処理した。洗浄後のメンブレンは、

10,000 倍希釈した HRP 標識ヒツジ抗ウシ

IgG 重鎖抗体（Bethyl）を用いて室温で 1 時

間処理した後、EzWestLumi plus（ATTO）を

用いて抗 S. aureus 抗体に特異的なバンドを

検出した。 

 

（４）増殖阻害試験 

４株の S. aureus（BM1006 株、SA003 株、

JE2 株および JE2ΔSrtA 株）および E. coli

（JM109 株）を、Trypto-Soya（TS）培地

（Nissui）で、一晩 37℃で前培養した。新

しい TS 液体培地（4ml）に前培養した菌液

を 40μl 加え、作製した抗 S. aureus 抗体

（10,100 および 1000μg/ml）またはコントロ

ール IgG（1000μg/ ml）を添加した。培養開

始 0.5、2、5 および 24 時間後の細菌数を、

TS 寒天培地上の細菌コロニーの数を測定

することで計測した。また、培養開始後

0.5,2,5 および 24 時間後に培地を回収し、

0.45μm のシリンジフィルター（Advantec）

を用いて濾過することで、素通り画分中に

含まれる（培地中に残存する）ウシ IgG 含

量と、S. aureus に対する特異性を ELISA 法

で評価した。 

 

（５）ナノゲル乳房炎ワクチン開発 

 ホルマリン処理した S. aureus（BM1006

株）をナノメートルサイズの微粒子（ナノ

ゲル）で被覆し、それをマウスに２週間に

1 回の頻度で、計３回経鼻投与した。最終

免疫から１週間後に、供試マウスを交配さ

せ出産させた後に、分娩 1 週間後に再度追

加免疫を行い、その後の乳汁中の S. aureus

特異的抗体産生を評価した。 

 

（６）統計 

統計分析は、Kruskal-Walllis 検定を用いた

One-way ANOVA および Tukey 多重検定を

用いた two-way ANOVA を行った。 

４．研究成果 

（１）S. aureus 特異的ウシ IgG 抗体の作製 

ホルスタイン牛に S. aureus（BM1006 株、

死菌）を皮下接種し、その後に得られた抗

血清より精製したウシ IgG の特異性を解析

した。市販のコントロール IgG と比較し、

免疫したホルスタイン牛から得られた IgG

抗体は、濃度依存的に BM1006 株に反応す

ることが確認された。また、別株の黄色ブ

ドウ球菌である SA003 に対しても、作製し

たウシ IgG は高い反応性を有していた。こ

のことから、作製したウシ IgG 抗体は、S. 

aureus に共通する抗原に反応することが考

えられた。S. aureus に対して反応すること

が確認されたため、以後、本研究で作製し

たウシ IgG を抗 S. aureus 抗体と表記する。

興味深いことに、S. aureus と系統学的に近

い S. epidermidis に対しても、抗 S. aureus 抗

体による反応性が確認された。しかしなが

ら、S. aureus と同じ Firmicutes 門に属し分類

が科から異なる B. atrophaeus 、  また

Proteobacteria 門に属する E. coli に対する抗

S. aureus 抗体の反応性は殆ど認められなか

った。Flow cytometry の結果からも抗 S. 

aureus 抗体が、S. aureus に対して高い反応

性を有し、また S. epidermidis に対してもわ

ずかに反応すること、一方で、B. atrophaeus

および E. coli には反応性を示さないことが

確認された。これらの結果から、抗 S. aureus

抗体は、S. aureus 特有の、あるいは S. aureus

と S. epidermidis が共通して有する抗原を認

識していることが示唆された。また、

Western-blot 解析では、抗 S. aureus 抗体およ

びコントロール IgG ともに反応する自然抗

体由来の反応が認められたが、抗 S. aureus

抗体のみに反応する、S. aureus 特有の様々

な分子量からなる特異的な反応が存在する

ことが明らかになった。 

 

（２）in vitro での増殖阻害試験 

BM1006 および SA003 の培養液中に抗 S. 

aureus 抗体もしくはコントロール IgG を添

加した結果、両株ともに、抗 S. aureus 抗体

を添加することで、濃度依存的に増殖が阻

害されることが確認された。また、このよ

うな増殖阻害効果は、コントロール IgG を

添加した場合では全く認められなかった。

一方で、抗 S. aureus 抗体が反応性を示さな

かった E. coli の培養液中に抗 S. aureus 抗体

を添加しても、E. coli の増殖阻害効果は全

く認められなかった。これらの結果からは、

抗 S. aureus 抗体の有する S. aureus に対する

特異的な反応が、in vitro での増殖阻害に必



要不可欠であることを示すものであった。

しかしながら、S. aureus の菌数は、抗 S. 

aureus 抗体の存在の有無に関わらず、一晩

培養すると抗体を添加していない試験区と

同程度にまで増加し、このことは、増殖阻

害効果が培養中、持続されないことを意味

していた。そのため、培養中の抗 S. aureus

抗体の濃度および特異性の変化を調べるた

めの経時的な解析を行ったところ、培養液

中に残存するウシ IgG 含量は培養時間を通

して変化していないのに対し、S. aureus に

特異的なウシ IgG の力価は、培養中試験を

通して経時的に減少しており、培養開始 24

時間後には殆ど消失していることが明らか

となった。これらの結果から、抗 S. aureus

抗体は多様な抗原を認識するポリクローナ

ル抗体であり、S. aureus の増殖を直接的に

阻害する生理活性を有していること、また、

in vitro 環境では、S. aureus に特異的に反応

する抗体が枯渇することで、S. aureus は増

殖を開始することが明らかになった。 

 

（３）増殖阻害効果に関与する抗原－抗体

特異性 

抗 S. aureus 抗体が S. epidermidis にもある

程度の反応を示していたことから、S. aureus

と S. epidermidis に共通して発現する分子を、

あるいは S. aureus 特異的な分子を抗 S. 

aureus 抗体が認識することが増殖阻害に必

須であるか否かを明らかにすべく、 S. 

epidermidis と結合した抗 S. aureus 抗体を遠

心分離によって除去した上で、増殖阻害試

験を実施した。In vitro での増殖阻害試験の

前 に 実 施 し た ELISA 解 析 か ら 、 S. 

epidermidis による吸収処理を行った抗 S. 

aureus 抗体は、S. epidermidis に対する反応

性をほとんど失っていること、また、黄色

ブドウ球菌に対する反応性は、わずかに減

少した程度であることが明らかになった。

その後、in vitro での増殖阻害試験を行った

結果、無処理の抗 S. aureus 抗体と比較し、

吸収処理を行った抗 S. aureus 抗体は、その

生理活性は若干低下するものの、黄色ブド

ウ球菌の増殖を阻害する傾向が確認された。

これらの結果は、抗 S. aureus 抗体が認識す

る多数の抗原の中でも、特に増殖阻害に関

わる S. aureus 特異的な抗原が存在している

ことを示していた。S. epidermidis は、S. 

aureus の増殖を抑制していることも報告さ

れており、そのことは、S. aureus 特異的な

抗原をワクチンとして用いることが、S. 

aureus が引き起こす感染症を予防するため

には重要であることを示唆していた。 

 

（４）SortaseA 依存的細胞壁結合タンパク

質が有する病原性と増殖阻害との関連 

S. aureus 表層のペプチドグリカンに連結

する細胞壁結合タンパク質は、S. aureus の

病原性に関与していることから、S. aureus

ワクチンの候補分子とした研究がこれまで

広く行われてきた。そこで細胞壁結合タン

パク質が、抗 S. aureus 抗体による増殖阻害

にも関与するか否かを調べることは、ワク

チン開発を進める上で重要である。そこで、

S. aureus の野生株である JE2 と、SortaseA

遺伝子を欠くトランスポゾンミュータント

である JE2ΔSrtA を利用し、ELISA と in vitro

での増殖阻害試験を行った。ELISA の結果

から、抗 S. aureus 抗体の反応性は JE2 と

JE2ΔSrtA でほぼ同程度であることが確認さ

れた。また、増殖阻害試験を行ったところ、

多くの細胞壁結合タンパク質を欠損してい

る JE2ΔSrtAでも野生株の JE2と同程度の増

殖阻害効果が見られた。これらの結果から

抗 S. aureus 抗体による増殖阻害効果は、細

胞壁結合タンパク質が関与するのではなく、

膜タンパク質などのその他の表層抗原が関

与する可能性が示唆された。 

 

（５）ナノゲルを用いた乳房炎予防 

 S. aureus（死菌）をナノゲルで被覆し、そ

れを経鼻投与した結果、ナノゲルで被覆し

ていない S. aureus を同様に接種した場合で

は全く認められなかった S. aureus 特異的

IgA産生が乳汁中に認められた。さらには、

この S. aureus 特異的 IgA は、乳汁中に加え、

鼻腔洗浄液、唾液、膣洗浄液中にも高値で

認められた。このことから、ナノゲルは経

鼻ワクチンのデリバリー分子として有用で

あること、また経鼻投与は、乳腺での免疫

応答を効果的に増強可能であることが明ら

かとなった。 
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