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1 I要約 I

2 新生児において パスツーノレ化したドナ

3 ノレク（OM）の使用は人工乳に比較して壊死性腸炎

4 (NEC）の擢患率を低下 さ せ る と 報 告 さ れ て い る

5 これは母乳に含まれる免疫物質が［M 精製に必

6 要な熱処理後も存在していることが理由のひ

7 と つと考えられている 新鮮 母乳 にお ける 総

8 細胞数や CD45＋細胞数 細胞表面マ カ の 解

9 析の検討は数多く行われているが 熱処理後

10 の母乳 すなわち OM 中に含まれる白血球数

11 CD45＋細胞数 生細胞率の報告や 残存細胞

12 の表面マ カ を解析した報告はない 今 回

13 OM 中 の残存細胞数と細胞の特徴を明らかにす

14 る目的で ブロ サイトメトリ FCM を用

15 いて熱処理後の母乳中細胞の解析を行った

16 OM 中の CD45＋細胞数は 2.2 ± 0. 21X105/ml 生細胞数は

17 4. 7±0. 32X104/ml あった CD45＋細胞のうち CD3 CD4 

18 T 細胞）、 CD19、 CD20 ( B 細胞）、 CD56 ( NK 細胞 は 全

19 て 0.5 %末満で CD163（マクロブア エ／ l土 83.7 ± 

20 7. 4 % 樹状細胞（ CDllc+CDllb ） は 62.8 ± 26. 1 %であっ
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母乳中の樹状細胞は児の免疫系に働きか

腸管粘膜で児の T 細胞 B 細胞を H府活化

と さ れ て お り 樹状細胞の残存が OM によ

る NEC 発 症 半＋ ｛氏 下 。コ 因になっている可能性が

司て〈 唆 さ れ た
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1 Analysis of a Cell of Pasteurizecl Human Milk by Using Flow Cytometry 

2 

3 Manabu Suzuki, Hirokazu lkerla, Kazuyo WAkabayashi, Katsumi h也zuno

4 I:epartment of Pediatrics, Showa University School of Medicine, Tokyo, Japan 

" D 

6 Pasteurized human mill三（donormilk) was reportecl to reduce necrotizing enterocolitis 

7 (NEC) in neonates compared to the use of formula. Based on reports, immunological 

8 subjects included in human mill三continueto persist even after Holder pasteurization 

9 and contribute to a neonate's immune system. There is no report pertaining to the 

10 somatic cell count (SCC) in donor milk. We analyzed a cell of donor milk by using flow 

11 cytometry. sec in donor mill三was4.7土0.32X 104/ml, the viable cell count was 2.2土

12 0.21X105/ml, and T cell, B cells, and natural killer cells were< 0.5%. Macrophages 

13 were noted to be 83.7土7.4%,and dendritic cell count was 62.8土26.1%.Dendritic cells m 

14 human milk reportedly act on the immune system of neonates. The possibility has been 

15 suggested that the ability of dendritic cells to su円 iveHolder pasteurization contributes 

16 to the reduction in the rate of onset of NEC. 

17 

18 

19 

20 
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1 I目的 1

2 昭和大学江東豊洲病院では 2014年度から母乳

3 

4 

" D 

パ ンクを開設し NICU入院児にドナ 、 ノレ ク（OM）の

使用を行っている しカ過し 本邦全体では

その普及に至るには いまだ安全性の啓蒙

6 有用性の提示が不足している印象が否めない

7 OM は人工乳よりも壊死性腸炎（NEC）の擢患率を

8 低下させ ると され ており 母乳に含まれる免

9 疫物質が OM 精製に必要な熱処理後も存在して

10 いることが理由のひとつと考えられている 1)

11 OM 中に含まれる免疫物質のうち γ グ ロ ブ リ

12 ンやサ イ ト カ イ ンの含有量を検討した報告は

13 散見される Espinosa Martos は、 2013年に［M 中の免疫

14 グ ロプリンやサイトカインを解析し 50 %程度

15 の残存を認めた Z） とい う 結 果 で あ っ た 方

16 で OM 中の正確な白血球数 CD45＋細胞数

17 生 細胞率の報告はなく 残存細胞の特徴を解

18 析した報告はない 今回我々は OM の細胞成分

19 に関する検討を行う目的に FCM を利用して 細

20 胞 数と細胞成分を解析した
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1 I方法 I

2 母乳は 2014年 4 月から 2015年 12 月に昭和大学江

3 東豊洲病院 NICUに入院した児の母親と 同時期

4 に同院の 母 乳 外 来を受診した母親から採取し

" D 

6 

7 

8 

9 

10 

た 検体は各家庭で搾乳された後に各家庭で

冷凍し 冷凍した状態で母乳パンクに郵送さ

れた 採取方法は搾 乳 器 シンブオー , Mede la, 

Swiss また は用 手搾乳で行った 郵送された

母乳は母乳バッグ カネソン 大阪 を使用

して Holder pasteurization(62. 5 °C 30 分 を行った後

11 に再び冷凍して硬質 プ ラ ス チ ッ ク の 容 器

12 Medela, Swiss で 20 °C 以下で保存した Holder 

13 pasteurization を行った後の母乳を OM と定義した

14 解析は CM 作成から約 3 か月後に施行した

15 OM を 20 °C の冷凍庫から研究室に搬入後、 70ml入

16 りの硬質プラスチック容器ごと 37 °C 恒温槽に

17 5 分間静置し解凍し た 解凍後速やかに DM70mL

18 にリン酸緩衝生理食塩水（PBS)30ml を加えト タ

19 ノレ lOOmL に希釈して遠心分離（300G,20分 した
、主

1呈

20 心後に上清を吸引し 残った沈殿に PBSlOml を加
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1 え て 再 度 同 様 。コ lニ呈b ,e,、 分 自在 と 上 1青 。コ 吸 号｜ を 計 3 

2 回 1T し、 沈 殿 PBSlml を 力日 え て 細 胞 混 濁 液 を 作

3 成 し 、ー れ を 検 体 と し た」

4 OM 中 。コ 三ノ＼二 細 胞 数 と 生 細 胞 数 関 し て l土 検 体

5 10 μ L ト リ ノ＼。 ン フ ノレ 染 色 液 10μ L を 力日 え

6 て 細 胞 数 担リ 疋｛ 器 (TC20™ 三ノ＼二 自 動 セ ノレ カ ウ ン タ

7 て 角平 析 し DMlml 中 。コ 全 細 胞 数 と 生 細 胞 数 を

8 計 担u し そ れ を 基 生 細 胞 半＋ （同） を 算 疋｛ し た

9 ブ ロ 一サ イ ト メ ト リ l土 FA〔SCari bla ( (Beckrr "n Coulter, 

10 Brea, CA, USA) を ｛吏 用 し て 1T し、 、 検 体 l土 12 X 75 mm 

11 polypropylene round bottom tubes (BO Biosciences) 入 れ た 後 検

12 査 す る も 。コ と し た 検 体 l土 ブ ロ 一サ イ メ

13 リ 一で l土 10 000 events を カ ウ ン ト す る ま で 検 体 を

14 medium speedで 抽 出 し た

15 CD45+ 細 胞 数 。コ 担u 疋｛ l土 以 下 。コ と お り で あ る 。

16 抗 体 試 薬 と し て 抗 CD45抗 体 lOul (BO Biosciences, San Jose, 

17 CA, USA）と ViaProve (7 AAD) (BO Biosciences) lOul を 染 色 ピ 一ス

18 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA）を メ日九 主E Trucount tubes(BD Biosciences) 

19 で 角平 析 を 1T イコ た International Society of Hematotherapy and 

20 Graft Engineering (ISHAGE) 。コ ガ イ ド ブ イ ン 従 し、 CD45+ 
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20 

1 細胞をゲ CD45＋細胞数＝CD45+トし算定した

2 細胞数／ul X テ ストチュ スブあたりのピ

3 数＼ピ ズ数希釈因子＼検体量（50ul）である

4 T 細胞 マクロブァ エ／B 細胞 NK 細胞

" D 樹 状細胞の測定は以下の通りである 解析に

6 使用した抗体は抗 CD3抗体 pu 
nr 

抗 CD4抗体

7 FITC ) 抗 CDS 抗体（PE)

抗 CDllc 抗体 pu 
nr 

抗 CD19抗体（ FITC ) 

以上 BO Biosciences, San Jose, CA, 

8 USA ) 

9 抗 CD56抗体（AFC),

CD163 抗体（ FITC ) 以 上

以上 Immunotech, Maiam, FL, USA 抗

HLA DR抗体 lineage 抗体10 

11 Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA）である。これらの検体の陰

12 性 コ ントローノレには FITCIgG, PE IgG, AFC IgG 抗体 以

13 上， BOBiosciences, San Jose, CA, USA ）を用いた CD3＋分画を

14 T 細胞，CDS＋または CD19＋ の 分 画 を B 細胞、 CD3 か

15 つ CD56＋の分画を NK 細胞 CD163＋の分画をマクロ

16 、ン CDllc＋，かっ Lin か っ HLADR＋の分画を樹状ブア

17 細胞とし 検体 50ulにそれぞれの細胞に対応し

18 た 抗体試薬を加え混和し 暗所で 15 分室温

19 間静置した後にコントローノレ抗体を用いて陰

性 分画をセッテイングした また抗 CD45抗体陽
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1 性 細 胞 を ゲ 7 イ ン ゲ し た 、ー 。コ CD45+ 細 胞 集」

2 団 。コ つ ち そ れ ぞ れ 。コ 表 面 てず カ 七三 占 め る

3 割 メ口〉、 細 胞 半＋ 同） を 担u 疋｛ し た 上 言己 。コ 方 法 よ

4 り 得 ら れ た ア タ は FlowJosoftware 10. 0. 5 (Treestar, 

5 Ashland, OR, USA) を ｛吏 用 し て そ れ ぞ れ 。コ 細 胞 分 画 。コ

6 角平 析 を 1T イコ た

7 結 果

8 OM 中 。コ 総 細 胞 数 と 生 細 胞 数 。コ 平 均 値 と 標 準

9 偏 差 l土 そ れ ぞ れ 1.2 ± 0.69Xl06/ml 2. 7 ± 2. 1 X 105 /ml だ イコ

10 た な お 各 検 体 で 細 胞 数 。コ 担リ 疋｛ 七三 で き な し、

11 も 。コ l土 な ;Ip イコ た 表 1 

12 CCD45+ 細 胞 は 2.2 ± 0. 21X105/ml CD45+ 生 細 胞 数 l土

13 4. 7±0. 32Xl04/ml だ イコ た

14 CD45ゲ 一7 イ ン ゲ よ る 免 疫 細 胞 。コ 解 析 で l土

15 CD4＋ま た l土 CDS+I土 0.＇弘、 さ ら に CD3＋ま た l土 CD19+ 。コ 細 胞

16 半＋ l土 0.3弘、 CD3 力道 ペコ CD56+ 。コ 細 胞 半＋ l土 0.2弘、 てず ク ロ ブ

17 ア エ／ 。コ 指 標 と さ れ る CD163+ 。コ 細 胞 は 83.7 ± 7. 4 % 

18 で あ イコ た 樹 状 細 胞 。コ 指 標 と さ れ る CDllc+ 色、 ペコ

19 Lin <7コ 細 胞 は 62.8 ± 26. 1 % で 、ー 。コ 細 胞 中 の 44.1 ± 13. 6 」

20 % が HLADR＋ だ イコ た 。 図 1 図 2 表 2 
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1 

2 I考察 1

3 母乳には人工乳と比較して神経学的予後改

4 

" D 

6 

7 

善や 感染防御 末熟 児 網 膜 症 や 壊 死 性 腸 炎 の

リスク軽減などの多くの利点があり 1)3)4) 新 生

児にとって最良の栄養源である 特に感染防

御に関しては 新生児の腸管には欠損または

8 ごく稀にしか存在しない IgA を含有しており

9 腸管免疫に働きかける 5)6）ことが報告されてい

10 る また 母乳中に含まれる免疫物質のうち

11 白血球は初乳中には 4.0X106/ml 成熟乳には

12 1.0X105/ml 程度含まれており、そのうち好中球が

13 30 40%で抗原提示細胞が 55 60%61 とされ これら

14 の細 胞 は 児 の 生 体 内 特に腸管で利用され免

15 疫機能に寄与している 7) このように母乳が

16 新生児の感染防御 腸管免疫に果たす役割｜は

17 大きく 細 胞 成 分もその 端を担っていると

18 考えら れ る

19 そのため米国小児科学会（畑町icanAcademy of Pediatrics 

20 AAP）は母乳育児推進を提言している針。実の母
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1 親の母乳（伽nn旧ther’S milk） での 栄養 が最 も望 まし い

2 

3 

4 

" D 

6 

Ii' 母 体 の 感 染 症 などにより〔Jwnmother’s milk が 使

用できないことがあり j与る Own mother’s milk が得z

ら れない状況では 過去には他の母親の母乳

もらい乳 の使用が散見されたが 感染性

そこで次の問題 か ら 現 在 は 般的ではない

7 善の策として使用が 推 奨 さ れ て い る の が OM で

8 ある OM で栄養された児は人工乳で栄養され

9 た児と比較して NEC の擢患率を 2.5倍から 4 倍低

10 下させる 9)1のことは聞が推奨される根拠となっ

11 ており 理由として母乳中に含まれる免疫物

12 質 が OM 精製過程の熱処理後も残存することが

13 考えられている

14 去の報告を示す

OM 中の免疫物質に関する過

サイトカインや免疫グロブ

15 リンなどの免疫活性物質に関する検討は散見

16 され macrophage inflammatory protein 1 /3 や macrophage monocyte 

1 7 chemoattractant protein などの抗原提示細胞に関連する

18 サイト カ イ ン は 熱 処理により 50 %程度減少す

19 

20 

る Z） と報告されてい る しか し 免 疫 担 当 細 胞

に関しては 白血球数や生細胞数の報告や残
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1 存細胞の特徴を解析 し た 報 告 は な か っ た
、戸
」

2 れ は OM 精製過程で行われる熱処理による細

3 胞への影響が考慮さ れ た 結 果 と 考 え ら れ る

4 実際 Holder pasteurization は母乳を感染経路とする

5 HCV, HTLV 1, CMV を不活化するだけでなく細菌を死滅

6 する 11) また Holder pasteurization 後の母乳をトリ

7 パンブノレ 染色した結果 生細胞がみとめら

8 れ なかった !Z）との 報告や Holder rasteurization によ

9 り免疫担当細胞は完全に活性を失うとの報告

10 がある 13) しカ過し 過去には熱処理を行って

11 いな い 母 乳 を 用 い て flowcytometry で解析を行った

12 検 討があり 泌乳期や在胎週数による差はあ

13 るが 1.0Xl05 106/ml 程度の C[45＋細胞がみとめら

14 れた 14）ことが報告さ れ て い る また Li らは

15 2015年に Flowcytometry を用いてパスツ ノレ化と同様

16 の低温殺菌処理をした牛乳中の細胞を検討し

17 た結果 熱処理後にも生理活性をもっ細胞が

18 残存することを報告 している 15) そのため OM

19 中にも生 理 活 性 がある免疫担当細胞が残存す

20 る可能性は否定できないと考え 我々は今回
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1 Flow cytcmetry を用いて OM の検討をした その結果

2 OM 中には 2.2X105/ml 程度の CD45＋細胞が存在し 20% 

3 程度が生細胞として存在していることが示さ

4 

" D 

6 

れた。今回の検討より 検体の加熱滅菌に

Holder pasteurization 法を用いても 相当数の細胞が

残存することが明らかになった これは私た

7 ちが初めて明らかにした 1 つ目の知見である

8 さらに 残存細胞を CD45＋でゲ テイングし

9 て行っ た 解 析 で は T 細胞， B 細胞 NK 細胞を

10 みとめず マ ク ロ ブァ ジと樹状細胞のみ残

11 存していた これは私たちが初めて明らかに

12 した 2 つ 目の 知見 である 異種抗原の原因と

13 なりうる T 細胞 B 細胞は消失していたにも

14 か かわらず 抗原提示細胞のみが残存した理

15 由は現状では不明であり 今後 Holderpasteurization 

16 前後での よ り 詳 細な解析が行われる必要があ

17 る また 樹状細胞残存の臨床的意義として

18 母乳中の抗原提示細胞は微生物を貧食する 16)

19 

20 

ことや 活性化を示 唆 す る 細 胞 表 面 マ カ

(CDllc）を発現しており 児の免疫系に働きかけ
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1 T 細 胞 B 細 胞 を 断活化 す る 17) 、ー と 古三 報告 さ」

2 れ て 才占 り 樹 状細 胞 。コ 残 存 七三 OM よ る NEC 発 症

3 率低 下 。コ 因 な イコ て し、 る 可 能 性 七三 司て〈 唆 さ れ

4 た

5 先 司て〈 し た 牛 字L を 用 し、 た 検 討 で l土 熱 処 理

6 後 も 生理活性 を も Jコ 細 胞 七三 残 存 す る 、ー と 七三」

7 司て〈 さ れ て 才占 り 15) OM 中 。コ 生 細 胞 も 生理活性

8 七三 あ る 可 能 性 l土 否 疋｛ で き な し、 そ 。コ た め 我 々

9 l土 OM 中 メ日今、 ま れ る 抗 原 提 示 細 胞 。コ 生理活性 を

10 熱 処 理 前 。コ 母 乳 と 比 較 検 討す ~；、 く OM 中 。コ 抗

11 原 提示 細 胞 内 。コ サ イ カ イ ン 。コ 分析 を 予 疋｛ し

12 て し、 る

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 
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表1

DM(n=8) lmlあたりの細胞数

細胞数測定器

総細胞数 1.2 +Q.69×106 

（生細胞数） (2.7+0.25×105) 

Trucount5：去

CD45陽性細胞 2.2 +Q.21×105 

（生細胞数） (4.7+0.32×104) 



表2

CD45陽性細胞の分画（%n=8) 

樹状細胞 62.8+26.1 

マクロファージ 63.1 +37.4 

T細胞 < 0.5% 

B細胞 < 0.5% 

NK細胞 < 0.5% 
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