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要旨 

我々は、これまでの研究で、黒毛和牛 PBMC において、ビタミン Dが細菌の細胞壁に含ま

れるリポ多糖(LPS)に対する免疫応答を増強することを見出した。しかし、その免疫増強メ

カニズムは不明であったため、そのメカニズムを検証した。ビタミン Dは、免疫制御分子で

ある DUSP1、CD38、SMAD3 の発現には影響しないことがわかった。また、免疫応答を増幅す

る自然免疫受容体 TREM1は、ビタミン Dを認識しないこともわかった。さらに、マウスモデ

ルを用いて、ビタミン Dが自然免疫応答を訓練し、trained immunity によって、免疫応答

を増幅している可能性を検証した。その結果、IL-6 の応答には、ビタミン D の訓練が関与

している可能性が示された。 

 

1. 緒言 

鹿児島県は、黒毛和種牛の飼養頭数が全国１位(シェア 18.2%)(鹿児島県 HP より)であり、

黒毛和種牛は鹿児島県の畜産業で欠かすことができない。黒毛和種は日本固有の肉用牛品種

で、特有の形質を有している 1)。しかし、近年、黒毛和種の仔牛を室内で集団飼育する大規模

農場が増えており、このような環境で飼育された仔牛は、集団内での順位争いなど鼻と鼻の

接触による水平感染や、環境のストレスにより、感染症にかかりやすい 2)。さらに、黒毛和種

は他の品種に比べて免疫細胞の数が少なく、感染症にかかりやすい傾向がある 3)。また、近年

の抗生物質耐性菌の増加により、畜産動物における抗菌剤の使用は制限されている 4)。その

結果、仔牛の感染症予防対策がより重要になってきており、その一つとしてビタミン D が役

立つ可能性がある。我々の研究グループはこれまで、黒毛和種の仔牛の末梢血単核球(PBMC)

に、ビタミン Dを添加すると、細胞内の殺菌に重要な一酸化窒素(NO)の合成酵素 iNOS や抗菌

ペプチドであるβディフェンシンの発現を上昇させることを見出した 5)。すなわち、ビタミ

ン D が細菌感染に対する免疫応答を賦活化することを見出した。ヒトにおいても、ビタミン

D は、iNOS やディフェンシンなどの発現を誘導することにより、結核菌の殺菌能を高めるこ

とが報告されている 6)。 

グラム陰性菌由来の PAMPs の一つであるリポ多糖（LPS）は、TLR4 によって認識され、抗菌

ペプチド、炎症性サイトカイン、殺菌性の一酸化窒素（NO）などの多様な自然免疫応答を引

き起こす 7)。ビタミン D は、骨や歯の形成、ならびに腸管におけるリンやカルシウムの吸収

に関わる脂溶性ビタミンである 8)。ビタミン D3は、皮膚中の前駆体である 7-デヒドロコレス



 

テロールから日光（UV-B）または食事を通じて産生される。ビタミン D3は肝臓と腎臓で代謝

され、生理活性型である 1,25-ジヒドロキシビタミン D3（1,25(OH)₂D₃）に変換される。多く

の報告では、1,25(OH)₂D₃処理によってヒトおよびマウスにおける炎症性サイトカインの産生

が抑制されることが示されている。たとえば、1,25(OH)₂D₃は、MAPK ホスファターゼ-1（MKP-

1）の活性化を介して、ヒト単球およびマウス骨髄由来マクロファージにおける LPS 誘導性の

IL-6および TNFの産生を抑制する 9)。また、1,25(OH)₂D₃は LPSで刺激されたマウスマクロフ

ァージ細胞株 RAW264.7において、Cox-2および炎症性サイトカインの発現を誘導する NF-κB

の活性化を阻害する 10)。一方で、1,25(OH)₂D₃がヒトおよびマウス細胞における LPS 誘導性炎

症性サイトカインの産生をむしろ促進するという報告もある 11-13)。さらに、1,25(OH)₂D₃は、

NO を産生する誘導性一酸化窒素合成酵素（iNOS）および抗菌ペプチドの発現を、LPS の存在

下および非存在下の両方においてヒト細胞で誘導する 14)。1,25(OH)₂D₃はまた、カテリシジン

やβ-ディフェンシン（BDNF）などの抗菌ペプチドの発現を誘導することにより、抗マイコバ

クテリア活性を付与する 14)。 

一方で、ウシ免疫に対する 1,25(OH)₂D₃の影響についての研究は限られているものの、これ

までの報告から、1,25(OH)₂D₃がウシにおける自然免疫応答を増強する可能性が示唆されてい

る。具体的には、1,25(OH)₂D₃は、ホルスタイン乳牛の単球において、iNOS および RANTES（活

性化時に発現・分泌される正常 T 細胞由来因子）遺伝子を誘導するが、カテリシジン遺伝子

には影響しない 14)。また、RNA-seq および定量的リアルタイム PCR（qRT-PCR）解析により、

1,25(OH)₂D₃はホルスタイン乳牛における BDNF の発現を誘導する一方で、舌および気管の抗

菌ペプチド（それぞれ LAP および TAP）には影響を与えないことが明らかとなっている 15)。 

他方、肉用牛における免疫応答に対する 1,25(OH)₂D₃の影響については、ほとんど研究され

ていない。乳牛と肉用牛では、それぞれ乳質および肉質といった異なる形質に対して選抜育

種が行われており、その遺伝的形質や飼育環境の違いが免疫にも影響を与えている可能性が

ある。実際に、乳用牛と肉用牛の子牛の間で免疫応答に違いがあるとの報告もある 16-17)。 

したがって、黒毛和種におけるビタミン D の免疫応答への影響を明らかにすることが重要

である。そこで、本研究では、黒毛和種の末梢血単核球(PBMC)を用いて、ビタミン Dが LPS の

免疫応答を増強する分子メカニズムの解明を目指した。また、黒毛和牛におけるビタミン D

の自然免疫応答増強作用が、訓練された免疫応答(Trained immunity)に類似しているため、

その可能性をマウスの細胞を用いて検証した。 

 

2. 実験 

2.1 動物 

本研究で使用した黒毛和種はすべて、日本の鹿児島県内の農場で飼育されたものである。出

生後、子牛は 1 週間の間、母牛とともに飼養され、その後、生後 2 週齢まで個別のハッチに

移された。3週齢から 12週齢までは、1群 18頭でパドックに収容され、ミルク代用乳が給与

された。13 週齢に達すると離乳され、6 頭単位のパドックに移された。すべての子牛には、

日本の肉用牛飼養標準（農業・食品産業技術総合研究機構, 2008）に準拠した栄養要求量を



 

満たすように、同等の処置および栄養が与えられた。農場における飼料の栄養成分は表 1 に

示す。血液採取は、朝の給餌後の 9時 30分から 10 時 30分の間に行った。 

マウスは、九州動物株式会社から購入した 8-10 週齢の C57BL/6 系統のマウスを用いた。

全てのマウスは、12-hの明暗期、22±1℃、50±10%の湿度で、鹿児島大学先端科学研究推進

センター生命科学動物実験ユニットで飼育された。 

全ての動物実験は、鹿児島大学の動物実験ガイドラインに従い行われた。 

 

2.2 黒毛和牛 PBMCの採取 

血液は、24〜32 週齢の子牛 21 頭から一度ずつ、頸静脈よりバキュテイナーのヘパリン加

採血管を用いて採取した。PBMCの分離は、先行研究 18)に従って行った。簡単に述べると、10 

mL のヘパリン加全血をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で 2 倍に希釈し、分離用比重液

（Lymphocyte Separation Medium 1077、免疫生物学研究所、日本；比重 1.077）上に重層し

た後、15℃で 400×g、60 分間遠心した。単核球層を回収し、PBS で 2 回、400×g、5 分間の

遠心で洗浄した。回収細胞に 0.83%アンモニウム塩化物を加え、5分間軽く撹拌して残存する

赤血球を除去した。単離された PBMC は PBS で洗浄後、ペニシリン G（100 U/mL；明治製菓、

東京、日本）を含む RPMI1640 培地（Invitrogen, 東京、日本）に懸濁した。 

 

2.3 黒毛和牛 PBMCの in vitro 培養および刺激 

単離した PBMC（n = 21）を 5×10⁶個/ウェルの密度で 48ウェルプレートに播種し、10%熱

不活化ウシ胎児血清(FCS)を含む RPMI1640 培地 1 ml/ウェルに懸濁した。細胞は 37℃、湿潤

5% CO₂条件下で培養した。PBMCにおける免疫応答に対する 1,25(OH)₂D₃の効果を評価するた

め、LPS（1 μg/ml）を 10 nM 1,25(OH)₂D₃の有無で添加し、上記と同様に刺激した。24 時間

刺激後、細胞を回収し、RNA 抽出のために Trizol（Thermo Fisher Scientific）に懸濁した。 

 

2.4 定量的リアルタイム PCR（qRT-PCR） 

全 RNA抽出は、Trizolを用いてメーカーのプロトコ-ルに従って行った。抽出した全 RNAの

うち各 200 ng を用い、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO、日

本）で逆転写反応を行った。定量的リアルタイム PCR（qRT-PCR）は、THUNDERBIRD NEXT SYBR 

qPCR Mix（TOYOBO）および StepOnePlus Real-Time PCR システムを用いて実施した。相対的

遺伝子発現量は、β2-ミクログロブリンを内在性コントロールとして ΔΔCt 法により算出し

た。 

 

2.5 TREM1レポーター細胞 

2B4 NFAT-GFP細胞に、N末端に FLAGが融合した DAP12(FLAG-DAP1)2と N末端に HAタグが

融合した TREM1(HA-TREM1)を発現したものを TREM1 レポーター細胞として用いた 19)。TREM1 レ

ポーター細胞を 100 nM1,25(OH)₂D₃、または、プレートコートした 25 μg anti-HA抗体(HA-

11)(Biolegend)と 25 μg Donkey anti-mouse antibody(DAM)で刺激し、24 時間後の GFP の



 

蛍光をフローサイトメーターCytoflex(Beckman coulter)を用いて解析した。 

 

2.6 マウス骨髄由来マクロファージ(BMDMの分化および刺激 

C57BL/6マウスから骨髄を採取し、M-CSFを用いて以前の報告と同様に BMDMを誘導した 19)。 

BMDM に 100 nM1,25(OH)₂D₃を加え、24 時間後に 1,25(OH)₂D₃を除去し、洗浄した。その後 5

日間無刺激で培養した(レスティング)細胞を 100 ng/ml LPで刺激し、24 h 後に全 RNAを抽

出し、qRT-PCRで遺伝子発現を解析した。 

 

2.7 RAW264.7の刺激および NO 産生測定 

RAW264.7細胞株に 100 nM1,25(OH)₂D₃を加え、24時間後に 1,25(OH)₂D₃を除去し、洗浄し

た。その後 5日間無刺激で培養した細胞を 100 ng/ml LPで刺激し、24 h後に Griess assay

で NO産生を定量した。 

 

2.8 統計解析 

統計解析は、GraphPad Prism 10ソフトウェアを用いて実施した。 

外れ値の検出には ROUT 検定を用い、検出されたデータは除外した。2 群間の比較には両側

検定の非対応 t検定を用い、複数群間の比較には一元配置分散分析（one-way ANOVA）および

Dunnettの T3 事後検定を用いた。P値が 0.05未満の場合を統計的に有意と判断した。 

 

3. 結果 

3.1 黒毛和牛 PBMCにおけるビタミン Dの免疫増幅作用のメカニズム検証 

我々は、これまでの研究で、黒毛和牛の PBMC において、ビタミン D が LPS によって誘導さ

れる誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS)やケモカインの 1 種 CXCL8 など細菌の排除に重要な遺

伝子の発現を増強させることを見出した(図 1A)5)。そこで、まずそのメカニズムを検証する

ために、Dual specificity phosphatase 1 (DUSP1)、CD38、SMAD family member 3 (SMAD3)

の発現を調べた。DUSP1は、MAPK、ERKなどの免疫応答に重要な MAP キナーゼ(MAPK)のリン酸

化を制御し、マウスにおいては、ビタミン Dで発現が誘導され、MAPK の活性化を制御するこ

とが報告されている。また、CD38 も M1型の免疫応答に重要な分子である。SMAD3は、免疫抑

制シグナルである TGFβの下流で不可欠なシグナル伝達分子である。ビタミン D によってこ

れらの遺伝子発現に変化があれば、ビタミン D による LPS の免疫増強作用に関与する可能性

がある。そこで、LPS単独、1,25(OH)₂D₃単独、LPS と 1,25(OH)₂D₃両方で黒毛和牛の PBMC を

刺激し、これらの遺伝子発現を調べた。その結果、LPS単独刺激と LPSと 1,25(OH)₂D₃両方で

刺激した PBMCでこれらの遺伝子発現 を比較したところ、有意に差は見られなかった(図 1B)。 



 

続いて、黒毛和牛の

PBMC を 1,25(OH)₂D₃

と LPS で同時に刺激

すると、LPS 単独刺

激に対して、自然免

疫受容体 TREM1 の発

現が有意に変動する

ことを見出していた

ため(図 1)、TREM1に

着目した。TREM1は、

LPS による敗血症や

免疫応答を増強する

ことが報告されてい

る。また、TREM1と近

縁の受容体である

TREM2 は、様々な脂

質を認識する受容体

であり、我々も結核菌の脂質認識に TREM2 が重要であることを報告している 19)。そのため、

TREM1も脂溶性ビタミンのビタミン Dを直接認識し、LPSの免疫応答を制御している可能性が

示唆されるため、マウスの TREM1レポーター細胞を用いて、その可能性を検証した。TREM1 レ

ポーター細胞は、TREM1 がリガンドを認識すると下流の NFAT が活性化し、GFP の発現が誘導

される細胞である。ポジティブコントロールの anti-HA抗体(α-HA)による TREM1のクロスリ

ンクでは、GFPの発現が誘導されたのに対し、100 nM 1,25(OH)₂D₃では、その発現が誘導され

なかった(図 2)。この結果から、TREM1は、1,25(OH)₂D₃を認識しないことがわかった。 

 

3.2 ビタミン Dが Trained immunity を誘導する可能性の検証 

我々は、これまでの研究で、黒毛和牛 PBMC で、DEFB10, LAP などのディフェンシン遺伝子や

iNOS の発現が、ビタミン D刺激単独でも誘導され、それが LPSによるそれらの遺伝子発現を

増強することを見出した(図 1A)5)。このことは、ビタミン D が単独でも免疫応答を惹起する

可能性を示している。近年、LPSなどの微生物由来の物質で、マクロファージなどの免疫細胞

が 1 度活性化されると、その後の LPS やそれ以外の部生物由来の物質で誘導される免疫応答

が増強される現象が報告されている 20)。これは、訓練された免疫応答、trained immunity と

呼ばれる。ビタミン Dが自然免疫応答を惹起するのであれば、ビタミン Dが trained immunity

の訓練するための最初の刺激(プライミング)に働いている可能性がある。そこで、マウス BMDM

や RAW264.7細胞株を用いて、1,25(OH)₂D₃で刺激後、5日間の無刺激(レスティング)期間をお
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図1:黒毛和牛PBMCをLPSと1,25(OH)2D3で刺激した際の遺伝子発現
(A, B)黒毛和牛PBMCをLPS単独、 1,25(OH)2D3単独、および、LPSと1,25(OH)2D両方で刺激し
た際の各種遺伝子発現をqRT-PCRで調べた。****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05
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いて、LPSで刺激し、その応答

がどうなるか iNOS や IL-6 の

発現を調べることで検証し

た。 

まず、黒毛和牛の PBMC で発

現増強が見られた iNOS の発

現をマウス BMDM で調べたと

ころ、マウス BMDMでは、ビタ

ミン D で訓練ため刺激し、レ

スティング期間後 LPS で刺激

しても iNOS の発現は、変化し

なかった(図 3A)。また、iNOS

が合成する一酸化窒素(NO)の

産生量もビタミン D のプライ

ミングがあっても変化しない

ことがわかった(図 3B)。一方

で、IL-6の発現は、ビタミン

Dの訓練刺激があると、LPSで刺激した際に、訓練刺激がないものに比べ、増加傾向にあるこ

とがわかった。このことは、マウスの BMDM において、ビタミン D が IL-6 産生のため自然免

疫応答を訓練する可能性があることが示唆された。 

 

3. 考察 

まず、黒毛和牛

PBMC におけるビタ

ミン D の自然免疫

増強のメカニズム

を明らかにするた

め、免疫応答制御に

関与する遺伝子、

DUSP1、CD38、SAMD3

の発現を調べたと

ころ、これらの遺伝

子の発現には、LPS単独刺激群と 1,25(OH)₂D₃と LPS 同時刺激群に差はなかった。また、マウ

ス TREM1レポーター細胞を用いて、免疫応答増幅分子の TREM1 がビタミン Dを認識し、LPS の

免疫応答を増強する可能性も検証したが、TREM1は 1,25(OH)₂D₃を認識しないことがわかった。

そのため、これらの分子以外の他の分子がビタミン D の自然免疫増強に関与していると考え

られる。ただし、TREM1については、マウスの TREM1 を用いていたため、黒毛和牛の TREM1 で

図2:マウスTREM1レポーター細胞を1,25(OH)2D3で刺激した際のGFPの発現応答
(A)マウスTREM1レポーター細胞を100 nM 1,25(OH)2D3またはα-HA抗体でクロ
スリンク(ポジティブコントロール)して、FCMで解析したヒストグラム。(B)(A)の
結果をグラフにしたもの。
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は、違う結果になる可能性は排除できない。さらに、DUSP1、CD38、SMAD3 の遺伝子発現では

なく、その翻訳後の機能がビタミン Dの免疫応答増強に関わっている可能性も排除できない。 

また、マウスモデルを用いて、黒毛和牛のビタミン Dが自然免疫応答を訓練し、LPSによる

免疫応答が増強する可能性も検証した。その結果、黒毛和牛の PBMCでビタミン Dによって発

現増強が見られた iNOSの発現誘導には、差が見られなかったが、IL-6 の発現は、ビタミン D

の訓練によって発現が増強される可能性が示唆された。そのため、今後は、黒毛和牛 PBMC を

用いて、黒毛和牛でも同様の現象が見られるか検証する必要がある。 

 

4. 結論 

黒毛和牛 PBMC におけるビタミン D による自然免疫応答には、少なくとも DUSP1、CD38、

SMAD3の発現は、関与しない。また、マウスの TREM1 はビタミン Dを認識しない。マウスモデ

ルでは、IL-6の産生には、ビタミン Dの刺激による免疫応答の訓練が関与している可能性が

あり、今後黒毛和牛の PBMC でも同様の現象が起こるか検証する必要がある。 
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In our previous research, we found that vitamin D 

enhances the immune response of peripheral 

blood mononuclear cells (PBMCs) from Japanese 

Black cattle against lipopolysaccharide (LPS), a 

component of bacterial cell walls. However, the 

underlying mechanism of this immune 

enhancement remained unclear. In this study, we 

investigated the mechanism. We found that 

vitamin D did not affect the expression of DUSP1, 

CD38, or SMAD3, which are immune regulatory 

molecules. Additionally, the innate immune 

receptor TREM1, which amplifies immune 

responses, was found not to recognize vitamin D. 

Furthermore, using a mouse model, we examined 

the possibility that vitamin D trains the innate 

immune system and enhances immune responses 

through trained immunity. The results suggested 

that vitamin D training migh be involved in the 

IL-6 response.

 

 

 


