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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒナ消化管に自然免疫機能が形成されていることを明らかにし、ワクチン
やプロバイオティクスでこの機能を強化できる可能性を追究することを目的とした。消化管では微生物を認識す
るToll様受容体(TLR)と抗菌ペプチド発現は孵化時に高く、その後に減少することを示した。これらの発現は腸
管微生物の影響を受け、プロバイオティクスの給与で変動することを明らかにした。さらに、腺胃では、ニワト
リ伝染性気管支炎ワクチン接種により一部のTLRや抗菌ペプチドの発現が高く保たれた。以上、ヒナ消化管には
自然免疫による感染防御系が形成されており、ワクチンやプロバイオティクスによりこれを制御できる可能性が
示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to determine that the innate immune system is 
formed in the chick gastrointestinal tract, and to examine the possibility that vaccination and 
probiotics feeding modulate that function. The results showed that Toll-like receptors (TLRs), which
 recognize microbe-associated molecular patterns, and antimicrobial peptides were expressed at 
higher levels in neonatal chicks with declining during the growth of them. The expression of the 
innate immune molecules was affected by intestinal microbes, and also by probiotic bacteria 
supplemented in the diets. In the proventriculus, Infectious bronchitis virus vaccination modulated 
the expression of TLRs and antimicrobial peptides in the proventriculus. Thus, we suggest that the 
innate immune system is formed in the chick gastrointestinal tract, and it may be possible to 
modulate the function by probiotics and vaccination. 

研究分野：動物生産学

キーワード： ニワトリ　消化管　自然免疫　プロバイオティクス　ワクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、感染リスクが高い臓器の１つであるヒナ消化管の自然免疫による感染防御機能を解明して、これを強
化することを目指したものである。ヒナでは適応免疫系が未発達で、母鳥からの移行抗体も成長に伴って減少す
るため、自然免疫の強化が期待される。本研究は消化管の自然免疫系の特性と、これに及ぼすワクチンやプロバ
イオティクスの影響の機構を示したことに学術的意義がある。これをもとに、より有効なワクチンや生菌剤を開
発できれば、ヒナの健康を守り、最大限の生産性を発揮させることができるという社会的意義がある。鳥類の自
然免疫を強化する方策として確立されれば、全身性の感染予防技術を開発できるという波及性も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
ニワトリの健康を維持して生産機能を効果的に引き出し，卵肉のサルモネラ菌等の食中毒菌
による病原微生物汚染を防ぐには，感染防御機能を強化することが必須である。とりわけ，多く
の病原微生物は消化管(図 1)を経由して侵入するので，消化管の感染リスクは高い。適応免疫系
は特定の病原微生物の感染に対して作動し，ワクチンで強化される。しかし，養鶏現場では多様
な微生物が存在しており，また抗生物質・抗菌剤を多用すると薬剤耐性菌の発生が懸念されるの
で，これらによる感染を防ぐために 1 つの分子の抗菌スペクトルが広い自然免疫系の強化も重
要である。抗菌ペプチドのトリβディフェンシン(AvBDs)とカテリシジン(CATHs)は抗菌スペク
トルが広く，1 つの分子が複数種の細菌やエンベロープ ウイルスを死滅させ
るので，この産生能を強化すれば多様な微生物に対する感染防御機能を高め
ることができると期待される。自然免疫関連分子の抗菌ペプチドや炎症性サ
イトカインの発現は，Toll 様受容体（TLR）が微生物パターン分子を認識する
ことから誘導される。消化管の適応免疫機能は詳細に追究されているが，抗菌
ペプチドによる自然免疫機能やその強化策は世界的に注目されはじめたばか
りである。プロバイオティクスは腸内ミクロバイオームを制御して適応免疫
系に影響することが報告されており，私達はプロバイオティクスはリポ多糖
(LPS)を投与したヒナ腸管粘膜の抗菌ペプチドの発現性を高めることを見出
したが，この生理的機構は不明である。これまで，ワクチンは「適応免疫系」
を強化するが，免疫記憶を形成しないと考えられている「自然免疫系」への効
果は明らかにされてなかった。近年，ヒトを中心にワクチン接種が自然免疫系
の細胞活性を高めるという「自然免疫訓練」の概念が提唱されたが，鳥類では
これに関する報告はない。 
 
２．研究の目的 
 
(1)鳥類消化管の自然免疫機能の強化への寄与を目指して，微生物パターン分子の認識から抗菌
ペプチド産生までの機構と，この機能をプロバイオティクスとワクチンで強化できる可能性
を追究することを目的とした。 
(2)幼若ヒナではリンパ系が未発達で，母鳥からの移行抗体も成長に伴って減少する。自然免疫
系は孵化時にはすでに形成されているので，消化管での自然免疫による感染防御系を解明し，
この機能を高めるためのプロバイオティクスとワクチンの有効性を追究した。このために，
①腸管粘膜で，微生物パターン分子が炎症性サイトカインと AvBDs の産生を誘導するか，②
自然免疫関連分子の発現が腸内細菌叢の影響を受けるか，③プロバイオティクスにより腸管
自然免疫関連分子の発現を制御できるか，④ワクチン接種により消化管自然免疫関連分子の
発現を制御でき，その機構として粘膜細胞の DNA メチル化によるエピジェネティクスが関わ
るかという課題を追究した。 
 
３．研究の方法 
 
本研究にはブロイラーヒナ（チャンキー）を用いた。解析の対象とした自然免疫関連分子は，
事前に消化管での発現を確認した 7 種の TLRs（TLR2-5，7，15，21），7 種の AvBDs（AvBD1，2，
4，6，7，10，12），4種のカテリシジン（CATH1-CATH33，CTH-B1），炎症性サイトカイン（IL1β，
IL6，インターフェロンγ (IFNγ)）とした。実験 1では腸管粘膜で，TLR のリガンドである微
生物パターン分子が炎症性サイトカインと AvBDs の産生を誘導するかを解析して，TLR が機能し
て自然免疫応答を引き起こすかを追究した。実験 2と 3では，腸管粘膜の自然免疫関連分子の発
現が腸内細菌叢の影響を受けるかを検証し，それを確認後に，プロバイオティクスにより腸管自
然免疫関連分子の発現を制御できるかを検討した。実験 4では，ワクチン接種により消化管自然
免疫関連分子の発現を制御できるかを検討するとともに，ワクチン接種の影響は粘膜細胞の DNA
メチル化が関わる可能性も追究した。得られた結果から，消化管における自然免疫機能の特性と，
この機能を強化するためのプロバイオティクスとワクチン接種の効果について総合的に考察し
た。本研究の実験は広島大学動物実験委員会の承認を得て行った(No. C15-16)。 
 
４．研究成果 
 
（実験 1） TLR リガンドの微生物パターン分子はヒナ腸管の炎症性サイトカインと AvBDs の産
生を誘導するか。 

(1)TLR リガンドの細菌パターン分子がヒナ腸管の炎症性サイトカイン(IL1β，IL6)と
AvBDs(AvBD1，AvBD4，AvBD7)の発現に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。3 日齢
ブロイラーヒナの回腸と盲腸を採取し，一部は組織を構成する細胞を同定するための組織学
的観察に用いた。一部は培養下において，TLR2，TLR4，TLR21 のリガンド（Pam3CSK4，LPS と 
CpG-ODN；それぞれグラム陽性菌成分，グラム陰性菌成分，微生物非メチル化 DNA）で 1 ま

 

図 1．鳥類の消
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たは 3 時間刺激し，炎症性サイトカインと AvBDs の遺伝子発現をリアルタイム PCR 法で解
析した。 

(2)回腸と盲腸の粘膜では白血球，表面上皮と腸腺上皮
が数的に主要な細胞群のため，腸管粘膜での TLR や
AvBDｓ，サイトカインの発現はこれらの細胞におい
て起こると思われる。 Pam3CSK4 は回腸の IL-1β，
AvBD1 と AvBD7 の発現を抑制する傾向を示し，盲腸
ではこれらの 発現を高めた。LPS は回腸と盲腸の
いずれでも IL-1βと IL-6 の発現を抑制したが，盲
腸の AvBD1，AvBD4 と AvBD7 の発現を上昇させた。
CpG-ODN は回腸の IL-6 と AvBD7（図 2），盲腸の IL-
1βの発現を増加させたが，回腸の，その他の AvBDs
と IL-1β発現を低下させる傾向を示した。 

(3)これらの結果から，ヒナ腸管の炎症性サイトカイン
と AvBD の発現は TLR2，TLR4 と TLR21 リガンドの刺
激で変動することが明らかになり，腸管組織では細
菌の侵入により自然免疫応答が影響を受けるもの
と考えられた。 
 
（実験２）腸管粘膜の自然免疫関連分子の発現は腸内細菌叢の影響を受けるか。 

(1)ヒナ盲腸粘膜の自然免疫関連分子の発現
が腸内細菌叢の変化によって変動するか
を明らかにすることを目的とした。腸内細
菌叢構成は抗生物質の給与によって制御
した。ブロイラーのヒナに抗生物質（ペニ
シリンとストレプトマイシン）を初生時か
ら 7 日間または 14 日間毎日経口投与し
た。これらのヒナの盲腸内容物の細菌叢構
成頻度を 16SrRNA 菌叢解析により解析し
た。自然免疫関連分子の遺伝子発現をリア
ルタイム PCR 法で解析し，AvBD2 および
CATH-1 蛋白を保有する細胞の局在を免疫
組織化学により解析した。 

(2)抗生物質を経口投与したところ，
Enterobacteriaceae 科細菌の相対頻度が
増加し，グラム陰性菌の Barnesiellaceae
科 細 菌 と ， グ ラ ム 陽 性 菌 の
Clostridiaceae 科及び Erysipelotrichaceae 科細菌の相対頻度は減少した（図 3）。一方，抗
生物質投与 7 日目に，投与に伴う自然免疫関連分子の発現変化を解析すると，解析した 4つ
の TLR（TLR 2, 4, 5 及び 21）の発現は低下し，また
AvBD1 と 2 及び CATH1 の発現も低下する傾向を示し
た（図 4）。また，投与により，炎症性サイトカイン
の IL1B とケモカイン作用のある IL8 発現も低下し
たが，抗炎症作用のある TGFβ3 と TGFβ4 の発現に
は影響しなかった。抗生物質投与 14日目に解析する
と，投与により発現が低下した分子は認められず，
IL-1β, TGFβ3 と IL-8 の発現は非投与区より高い
傾向を示した。 

AvBD2 と CATH1 を免疫染色すると，これらの蛋白は，
盲腸の粘膜固有層に小さいクラスターを形成して局
在する白血球様細胞に認められた。これらの細胞は
盲腸での抗菌ペプチド産生にかかわると考えられ
る。 

(3)これらのことから，盲腸の自然免疫関連分子の発現
は腸内細菌叢の影響を受けると思われ，有効なプロ
バイオティクスを用いることにより，細菌叢を制御し，それに伴う自然免疫による感染防御
機能を制御することが可能になるものと思われた。 
 
（実験３）プロバイオティクスにより腸管自然免疫関連分子の発現を制御できるか。 
(1)プロバイオティクスの，Lactobacillus reuteri (LR；ロイテリ菌) と Clostridium 
butyricum (CB；酪酸菌) 生菌剤がヒナ回腸と盲腸における自然免疫関連分子の遺伝子発現
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図３. 抗生物質投与区(7日目)と対照区の盲腸細菌叢． 
No 1 – 4は対照区と抗生物質区それぞれ 4羽の個体番号。 
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に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。孵化後 1 日から 6 日齢のヒナに 500 µl 
の生菌剤 (LR (2×109 CFU) または CB(1.3×107 CFU)) 水溶液を毎日経口投与した。7日齢
ヒナの回腸と盲腸を採材して自然免疫関連分子 (TTLRs, 抗炎症性サイトカイン, 炎症性サ
イトカイン, 抗菌ペプチド [AvBDs と CATHs]) の遺伝子発現をリアルタイム PCR で定量解
析した。 
(2)回腸における TLR2 の遺伝子発現は CB 給与で増加し，
TLR5 の遺伝子発現量は LR 給与と CB 給与で増加した（図
5）。回腸における IL-1βと TGFβ2 と盲腸における TGF
β3と TGFβ4 の遺伝子発現は LR 給与または CB 給与で
増加した。盲腸における AvBD1 と CATH 3 の遺伝子発現量
は CB 給与で有意に増加し（図 6），また AvBD4 の遺伝子
発現量は LR 給与で増加した。一方で，回腸における 
CATH2 の遺伝子発現量は LR 給与により減少した。 
(3)これらの結果から，LR と CB 給与は一部の自然免疫分子 
(TLRs, 抗炎症性サイトカイン, 炎症性サイトカイン, 抗
菌ペプチド) の遺伝子発現量に影響を及ぼすことが示唆
された。LR と CB とでは，発現が増加する AvBDs と CATHs
の分子種が異なるため，ヒナ腸管の感染防御力の向上のた
めには，これらのプロバイオティクスを同時給与すること
が望ましいと考えられる。 
 
（実験４）ワクチン接種により腸管自然免疫関連分子の発現
を制御できるか。 

(1)私たちの先行研究では伝染性気管支炎(IB)・ニューカッス
ル病(ND)ワクチンとマレック病（MD）ワクチンが卵巣や腎
臓の TLRs と AvBD 発現に影響することを明らかにした。腺胃と回腸でも，自然免疫関連分子
の発現が孵化後の成長に伴って変化し，また初生時のワクチン接種が成長期のこれらの分子
の発現に影響するかを明らかにすることを目的とした。さらに，成長やワクチン接種の影響
が DNA メチル化のエピジェネティックなリプログラミングにより起こる可能性を検討した。
このために，初生時に，IB/ND 混合ワクチンまたは IBワクチンを接種して，2 - 10 日目に腺
胃と回腸における自然免疫関連分子の発現と DNA メチル化率を解析した。 

(2)IB/ND または MD ワクチンを接種すると，非接種区に比べ
て，腺胃において 3日目に CATH1 発現が高まったが，多く
の AvBDｓと CATHs 発現は 10 日目までに低下した。また，
10 日目には，IB/ND と MD ワクチンにより，TLR4（図 7）と
TLR21 の発現が高まった。回腸では，ワクチン接種により，
一部の AvBD の発現が高まり，TLR7 の発現も高まったもの
の，他の TLR 発現への影響は抑制的であった。 

(3)IB ワクチン接種区と非接種区を設けて，2日目または 7日
目の回腸におけるTLRと抗菌ペプチドの発現性を解析する
と，ワクチン非接種区において 2日目より 7日目で TLR3，
4，7，AvBD4 の発現が低かったので（図 8，9），7日目まで
の成長に伴って，これらの発現は低下するものと考えられ
た。一方，7日目の接種区と非接種区を比べると，TLR4（図 8），AvBD4（図 9）と CATH-B1 の
発現は接種区で高かった。この組織におけるDNAメチル化解析を行ったところ，各TLRと AvBD
の遺伝子関連領域（上流 5000bp）におけるメチル化率へのワクチンの影響は認められなかっ
た（図 10，11）。 
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図７．腺胃 TLR4 発現に及ぼす IB/ND

及び MD ワクチンの影響． *有意差あ
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図８．回腸TLR4発現に及ぼす成長と

ニワトリ伝染性気管支炎(IB)ワクチ

ンの影響．D2＝ワクチン非接種２日

齢．D7＝ワクチン非接種 7 日齢。

D7/IB＝ワクチン接種 7 日齢。 *有意

差あり(P<0.05) ． 
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図９．回腸 AvBD4 発現に及ぼすヒナ
の成長とニワトリ伝染性気管支炎(IB)
ワクチンの影響．D2、D7、D7/IB 区の
説明は図８を参照． *有意差あり
(P<0.05) ． 
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(4)これらのことから，IB ワクチン接種は消化管の TLRs と AvBDs 発現に影響を及ぼすが，TLRs
と AvBDs の分子によってワクチンの影響は異なると思われた。またこのワクチンによる影響
には DNA メチル化の関りは少ないものと思われた。 
 
（まとめ） 

本研究の結果から，ヒナの消化管では微生物パターン分子を認識する TLRs と抗菌ペプチドが
発現し，自然免疫による感染防御機能が備わっていることが明らかとなった。これらの関連分子
の発現は，ヒナの成長に伴って孵化 7日目程度までに低下することも明らかになり，この低下に
は腸内細菌叢の発達による刺激の変化や粘膜細胞の幼若型から成熟型への変化が関わる可能性
が推定される。プロバイオティクスとワクチン接種により，全てではないものの，自然免疫関連
分子の発現が変動したので，より有効なプロバイオティクスとワクチン製剤を開発して自然免
疫機能を制御できるものと期待される。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図10．回腸TLR4転写開始点5000bp領域におけるDNA

メチル化率に及ぼす成長とニワトリ伝染性気管支炎

(IB)ワクチンの影響．D2、D7、D7/IB 区の説明は図８を

参照． *有意差あり(P<0.05) ． 

 
図 11．回腸 AvBD4 転写開始点 5000bp 領域における
DNA メチル化率に及ぼすヒナの成長とニワトリ伝染性気
管支炎(IB)ワクチンの影響．D2、D7、D7/IB 区の説明は
図８を参照． *有意差あり(P<0.05)． 
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