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研究成果の概要（和文）： 

 本研究は、世界に先駆けて樹立した家畜腸管上皮細胞株を用い、家畜対応型の的確なイ

ムノバイオティクス選抜評価系の構築を進め、その実用性を検討した。その結果、ブタお

よびウシ対応型の抗炎症性や抗ウイルス免疫性のイムノバイオティック評価系が確立でき、

ブタにおけるインビボ試験により、その有用性が検証できた。本研究成果は、薬剤に頼ら

ない家畜の健全育成技術の向上と関連産業の飛躍的発展に大きく貢献する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, advanced immunobiotic assay systems for anti-inflammatory and anti-viral 
immunity was successfully developed by using originally established intestinal 
epithelial cells from live stock animals. The utility of these assay systems was verified 
by in vivo trial of selected immunobiotic candidate by these assay system in swine. This 
study may contribute to develop a safer technique without any drugs for livestock 
production. 
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１．研究開始当初の背景 

 食資源として極めて重要な家畜は、幼若

期に毒素原性大腸菌、ロタウイルスおよび

原虫の単独あるいは混合感染により、腸管

感染性下痢症に罹患し慢性炎症が誘導され

易く、その予防と成長促進のために抗菌剤

の大量使用を余儀なくされ、結果として健

康危害に対する不安が増大した。  

 2006年 1月に、ヨーロッパ連合(EU)では、

食の安全性確保から、成長促進目的の抗菌

剤使用が全面禁止となったが、一方で治療

用抗菌剤の使用増加を招き、新たな健康危

害リスクの増大が懸念されている。 
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 我が国でも、家畜への抗菌剤使用軽減の

気運が高まり、その規制の本格化が予想さ

れることから、薬剤に頼らず、腸管感染性

下痢の発症を予防する、有効かつ的確な畜

産食品生産技術の開発が急務の課題となっ

ている。 

 現在、家畜の腸管免疫能を高め、抗菌剤

使用を軽減するイムノバイオティクスなど

の代替生菌剤の開発が期待されているが、

その有効性評価は、家畜に対応した的確な

インビトロ評価系がないため、インビボ試

験に依存し、選抜から実証試験に費やされ

る時間とコストは膨大である。 
 
２．研究の目的 

 本研究は、食経験豊富な腸管免疫活性型

乳酸菌「イムノバイオティクス」(2003 年

にプロバイオティクスの中で腸管免疫調節

作用を発揮するものとして提唱された)に

よる、薬剤に頼らない家畜の下痢症予防の

実現に向け、世界に先駆けて樹立した家畜

腸管上皮細胞株を用い、家畜に対応した的

確なイムノバイオティクス選抜評価系の構

築を実現させ、抗菌剤非依存型の畜産食品

生産技術の飛躍的発展に貢献する。 

 

３．研究の方法 

(1) 家畜腸管上皮細胞におけるパターン認識

受容体(PRR)の発現解析 

(2) 家畜腸管上皮細胞における dsRNA刺激に

よる炎症応答解析と免疫パラメータの設定 

(3) 家畜腸管上皮細胞からの M細胞誘導 

(4) ブタ腸管上皮(PIE)細胞と腸管パイエ

ル板免疫担当細胞の共培養システム構築 

(5) 共培養系におけるイムノバイオティッ

ク 

(6) イムノバイオティック機構の解析 

(7) PIE細胞およびウシ腸管上皮(BIE)細胞

における抗炎症機構の解析 

(8) 共培養系におけるイムノバイオティッ

ク機構の解析 

(9) イムノバイオティック評価システムの

有用性検証 

 

４．研究成果 

(1) ブタ腸管上皮(PIE)およびウシ腸管上皮

(BIE)細胞におけるパターン認識受容体(PRR)

の発現を解析し、ロタウイルス(RV)および毒

素原性大腸菌(ETEC)の認識性に関連する Toll

様受容体３および４の顕著な発現が遺伝子お

よびタンパクレベルで認められた（図１）。 

(2) dsRNA リガンド刺激による PIE 細胞から

の炎症性サイトカイン発現について定量的リ

アルタイム PCR 法で解析し、評価系構築のた

め の 免 疫 応

 
 図１ BIE 細胞における TLR のタンパク発

現 

 

答パラメータの候補を選定した。また、ETEC

刺激による BIE 細胞における免疫応答パラメ

ータについても設定した。設定した免疫パラ

メータを基礎として、BIE 細胞や PIE 細胞を

用いたイムノバイオティクスの抗ウイルス性

免疫評価系を構築した（図２）。 

(3) PIE 細胞からのＭ細胞分化誘導を、トラ

ンスウエルを用いた蛍光ビーズの通過を指標

として試みたが、その誘導は困難であった。

一方、BIE 細胞からＭ細胞を分化誘導するこ

とができた。 

(4) インターセル内で PIE 細胞を単層培養

後、ブタ腸管バイエル板免疫担当細胞の培

養ウエル上に移し、インターセルを介した

共培養を構築した。 

 

 
図２ 家畜腸管上皮細胞によるイムノバイオ 

   ティクスの抗ウイルス性免疫評価系 

 

(5) 上皮細胞側をイムノバイオティクスで

刺激後、ETEC で刺激することで、PIE 細胞

および免疫担当細胞からの炎症性および調

節性サイトカイン発現を指標として、共培

養系における抗炎症性評価が可能となった。 

(6) PIE 細胞および BIE細胞における、イム



 

 

ノバイオティクスの抗炎症機構について、

TLR 上流と下流のシグナル調節性が示唆さ

れた。 

(7) PIE細胞および BIE細胞を選抜イムノバ

イオティクスで刺激し、ETEC で刺激後の抗

炎症性発現機構について、遺伝子およびタ

ンパクの両面より解析した。その結果、パ

ターン認識受容体の発現には影響せず、細

胞内のシグナル調節因子の発現および修飾

制御により、抗炎症性を発揮することが明

らかとなった。 

(8) PIE 細胞と腸管パイエル板免疫担当細

胞との共培養システムを用いて、ETEC刺激

に対する抗炎症機構について解析した結果、

PIE 細胞における抗炎症性とともに、免疫

担当細胞における免疫制御が認められ、両

細胞間のサイトカインクロストークが解析

できた。 

(9) 選抜イムノバイオティクスのブタイン

ビボ試験を行い、抗炎症効果や免疫機能の

増強等が認められた。以上の結果から、家

畜対応型のイムノバイオティック評価系の

有用性が検証でき、詳細な機構解明が飛躍

的に進むものと期待された。 
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