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年度の動物衛生研究所重点強化研究（交付金）において，
LukM/ LukF’-PV をはじめとする SBCT の牛由来各種細
胞に対する機能解明を目的に研究を実施した。本報告で
は重点強化研究で得られた成果について，その概要を紹
介する。

試験方法
わが国の牛乳房炎乳由来 SA 計 12 株（CC97：5 株，

CC705：5 株，CC15：1 株，CC30：1 株），ヒト由来 SA
計 1 株（CC121），反すう獣由来 SA のうち全ゲノム配
列が報告されている計 3 株（ED133（CC133），LGA251

（CC425），RF122（CC705）），およびヒト由来市中感染
型メチシリン耐性 SA である MW2（CC15）について
SBCT の推定アミノ酸配列を比較解析した。

牛乳房炎乳由来 SA （CC30，CC97，CC705） の遺伝子
から SBCT の各因子 （LukM，LukF’-PV，LukE，LukD，
LukS-PV，LukF-PV，HlgA，HlgC および HlgB） を GST 
fusion 組換え蛋白質発現系を用い作製した。

牛由来細胞のうち白血球については牛頸静脈血から調
整した。まず牛静脈血を Ficoll-conray 液を用いた密度
勾配遠心により多形核白血球（PMN）と単核球系細胞
に分けた。次に単核球系細胞から免疫磁気ビーズによ
り CD14 陽性細胞を分離し，組換え牛コロニー刺激因子
を添加・培養後，接着能を有する細胞をマクロファージ

（Mφ）として用いた。一方，単核球系細胞のうち接着
能のない細胞をリンパ球として用いた。また，牛乳房組
織を細切し，各種蛋白分解酵素で処理後，接着能を示す
細胞を乳腺上皮細胞（MEC）として用いた。

牛由来細胞に対する SBCT の細胞傷害性を MTT 試験
によって解析した。SBCT の膜孔形成能については，膜
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はじめに
牛乳房炎はわが国乳用牛の約 30％の疾病に関与し，

酪農家にとって最も経済的損失が大きい疾病である。黄
色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus：SA）は牛乳房
炎の重要な原因菌の一つであり，抗生物質投与による乳
房内からの排除が極めて困難な，いわゆる「難治性牛乳
房炎」の原因菌である。

牛 乳 房 炎 の 原 因 と な る SA の 多 く は multilocus 
sequence typing（MLST）により clonal complex（CC）
97，CC133，CC479 および CC705 に型別される菌株群
である。これらは世界中の反すう獣に蔓延しているに
もかかわらず，反すう獣以外の動物からの分離報告が
極めて少ない特殊な菌株群である。わが国では CC97
および CC705 の 2 つの SA 菌株群が牛乳房炎原因菌と
して広く蔓延している 1）。CC97 および CC705 は血清
型Ⅵ型のコアグラーゼ，ならびに二成分膜孔形成毒素

（staphylococcal bi-component toxin：SBCT）であるγヘ
モリシン（HLG），ロイコシジン（LukE/LukD，LukM/
LukF’-PV）を共通の病原因子として産生するが，これ
ら の う ち LukM/LukF’-PV は CC97，CC133，CC479 お
よび CC705 に特有の病原因子である 1） 2） 3）。SA が産生
する病原因子や菌体成分は病勢に深く関与すると考えら
れ，SBCT の一部はヒトやマウスの赤血球や白血球に作
用して細胞傷害や炎症を誘発することが報告されてい
る 4） 5） 6）。

研究担当者は SA による牛乳房感染（IMI）ならびに
牛乳房炎発病機構の一端を解明するため，平成 22 ～ 23
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孔形成の結果起こる細胞内への Ca2+ 流入をフローサイ
トメトリにより測定して評価した。なお，SBCT の細胞
傷害能の有意差検定は Two way-ANOVA を用いて実施
した。

組換え SBCT の催炎症性は牛由来細胞に細胞傷害可
能濃度以下の SBCT を添加し，7 時間反応後，各種サイ
トカイン mRNA の発現をリアルタイム PCR により測定
して評価した。

結果の概要
SBCT である HLG，LukE/LukD および LukM/LukF’

-PV の遺伝子は牛乳房炎乳由来株のうち CC97，CC133
および CC705 に共通に認められた。しかしながら，
HLG の構成因子の一つ（hlgB）は CC705 菌株群で偽遺
伝子化していた。同様に lukE は CC97 菌株群の一部と
CC133 菌株で偽遺伝子化していた。SBCT であるパント
ンバレンタインロイコシジン（PVL）遺伝子（lukS-PV/
lukF-PV）は牛乳房炎乳由来株では CC15 菌株 1 株にし
か認められず，CC97，CC705 および CC133 では認めら
れなかった。また CC97 菌株および CC705 菌株が保有
するすべての SBCT 構成因子は，両菌株群間でアミノ
酸配列の相違が認められた。

LukM/LukF’-PV は牛貪食細胞（PMN，単球，Mφ）
に対して高い膜孔形成能ならびに細胞傷害能を示した
が，牛リンパ球および MEC に対しては膜孔形成能なら
びに細胞傷害能を示さなかった。LukM/LukF’-PV の牛
PMN に対する細胞傷害能は LukE/LukD および PVL よ
りはるかに高かったが，HLG とは同程度であった。一方，
LukM/LukF’-PV の牛 Mφに対する細胞傷害能は他の
SBCT より有意に高かった。CC97 菌株および CC705 菌
株の LukM/LukF’-PV 間には LukM および LukF’-PV そ
れぞれにおいて 3 アミノ酸の相違があったが，両者の細
胞傷害性には有意差は認められなかった。一方，CC97
菌株から作製した LukE/LukD は牛 Mφに対して弱いな
がらも細胞傷害能を示したが，CC705 菌株から作製し
た LukE/LukD は牛 Mφに対して全く細胞傷害能を示さ
なかった。CC97 菌株および CC705 菌株の LukE/LukD
間には LukE で 2 アミノ酸，LukD で 3 アミノ酸の相違
が認められた。

牛 PMN，Mφおよびリンパ球において，SBCT の添
加によるサイトカイン mRNA（IFN-γ，TNF-α，TGF-β，
IL-1β，IL-4，IL-6，IL-8，IL-10 および IL-18）発現量の
変化は認められなかった。

考　察
反すう獣由来 SA に特有の病原因子である LukM/

LukF’-PV は，牛貪食細胞に対して高い膜孔形成能なら
びに細胞傷害能を示した。Barrio ら 7）も LukM/LukF’
-PV が牛 PMN に対し他の SBCT よりも高い膜孔形成
能を示すことを報告しているが，著者はさらに LukM/
LukF’-PV が示す高い細胞傷害能はあらゆる牛貪食細胞

（PMN，単球および Mφ）で認められ，その高い活性は
CC97 菌株および CC705 菌株で有意差なく認められる
ことを明らかにした。一方，CC97 菌株群，CC133 菌株
および CC705 菌株群において，LukM/LukF’-PV 以外の
SBCT は偽遺伝子化しているものもあり，一部は牛貪
食細胞への細胞傷害能が極端に低下していた。LukM/
LukF’-PV 以外の SBCT は，牛への感染のために必要不
可欠な病原因子ではないのかもしれない。

SBCT はヒトやマウスの白血球の場合，炎症性サイト
カインの発現を誘導することが知られているが，牛貪食
細胞やリンパ球の場合，各種サイトカインの発現には無
関係のようである。牛 MEC の場合でも同様の結果が報
告されていることから，LukM/LukF’-PV をはじめとし
た SBCT は牛乳房感染に際し，直接的に乳房炎の原因
物質とはなっていないようである。

SA による乳房炎の特徴として，多くの場合潜在性乳
房炎となることと，長期間にわたり IMI が持続するこ
とが挙げられる。このような病勢は SA による乳房炎の
早期発見，蔓延防止ならびに予防を困難にする。一方，
今回明らかとなった牛貪食細胞に対する LukM/LukF’
-PV の作用特性は，SA による牛乳房炎が示す上述の病
勢と一致する部分が多くある。つまり，健康な状態であ
る感染初期の乳房内で，病原微生物排除を担う主たる細
胞である Mφに対し，LukM/LukF’-PV は活性化させる
ことなく細胞傷害を引き起こすことが可能であると推測
される。SA による潜在性乳房炎や長期間にわたる IMI
に，LukM/LukF’-PV がどのように関わるのか，今後さ
らに検討する必要がある。
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