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研究成果の概要（和文）：本研究はワクチン接種によりニワトリ卵巣の自然免疫系機能が強化される可能性を追
究した。先ず、微生物分子が産卵鶏卵胞膜の炎症性サイトカインとAvBDsの産生を誘導することを明らかにし
た。一方、産卵鶏にサルモネラ菌ワクチンを接種すると卵胞膜で微生物パターン分子を認識するTLRsと抗菌ペプ
チドのAvBDsの発現が増加すること、ヒナに4種類のワクチンを接種すると一部のTLR発現やAvBDs発現に影響する
こと、これらのワクチン接種はヒストン修飾によるリプログラミングを誘導して免疫機能に影響する可能性を示
した。以上、鶏卵巣の自然免疫機能はワクチン接種の影響を受けることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the possibility that the innate immune function 
could be modulated by vaccination in the chicken ovary. It was shown that microbe molecules induced 
the expression of proinflammatory cytokine and AvBDs, which are antimicrobial peptides, in the 
follicular theca of the laying hens. It was also demonstrated that expressions of TLRs, which are 
the receptors recognizing the microbe-associated molecular patterns, and AvBDs were affected in 
response to Salmonella enteritidis vaccination in the follicle of laying hens. The expression of 
TLRs and AvBDs were also modulated by the routine multiple vaccination in the chick ovary. The 
modulation of the expression of these innate immune molecules was associated with by histone 
modification, suggesting the possibility that reprograming could be induced by vaccination to affect
 their expression. Thus, it was suggested that the innate immunity function of the chicken ovary 
could be modulated by the vaccination.

研究分野： 畜産学

キーワード： ニワトリ卵巣　自然免疫　Toll様受容体　抗菌ペプチド　サイトカイン　感染防御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ニワトリの卵形成に重要な卵巣の感染防御機能を強化するために行ったものである。これまでに卵巣
の自然免疫機能を強化することを示した報告はないが、ワクチンがこれに影響したので、より有効なワクチンと
接種方法を開発するうえで基礎となる有効な成果である。また、ヒストン修飾によるリプログラミングで自然免
疫関連分子の発現制御が起こる可能性を示したので、これがワクチン開発の指標の１つとなる可能性があるとい
う学術的意義もある。他の臓器でもワクチンによる自然免疫機能の強化が可能であれば個体の感染防御機能を高
めることにつながり、卵の細菌汚染や個体の健康を守って安全な食料生産に寄与するという社会的意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
私達はニワトリの健康を維持し，卵の安全性を高めることを目的として，生殖器の感染防御

機能を追究している。Toll 様受容体（TLRs）は微生物パターン分子認識する受容体で自然免疫
応答を開始させる。トリβディフェンシン（AvBDs）は抗菌ペプチドで、14 分子種が同定され
ているが、各分子の抗菌スペクトルは広く、1 つの分子が細菌やエンベロープウイルス等多種
の微生物を死滅させる。卵管で，TLRs が微生物分子を認識すると，AvBDs と炎症性サイトカイ
ンが産生され，さらに産生された炎症性サイトカインの IL1βも AvBDs 産生を誘導するという
感染防御系が構築されていることを明らかにした。卵管粘膜細胞は，TLR2-5，7，21 のリガン
ドに応答して炎症性サイトカインを産生し，この細胞内応答に転写因子の NFκBが関わること
も明らかにした。一方，卵巣はサルモネラ菌やニワトリ伝染性気管支炎ウイルス（IB）等のウ
イルスが感染して卵の汚染や卵形成機能の障害が起こりやすい臓器である。卵巣においても
TLRs が発現し，サルモネラ菌リポ多糖(LPS)の刺激で AvBDs と炎症性サイトカインの発現が誘
導されることを明らかにした。しかし，その他の微生物分子パターンが AvBDs と炎症性サイト
カインの発現に及ぼす影響と，これらを誘導する細胞内の情報伝達機構は解明されていない。
また，感染防御機能を高めるために TLRs と AvBDs の産生機能を強化することが期待されるが，
ワクチン接種で強化される適応免疫とは異なり，自然免疫系の機能を強化する方策は確立され
ていない。哺乳類では、結核ワクチン菌ワクチン（BCG）等の接種により、当該の微生物感染だ
けでなく、ワクチン内抗原以外の微生物による感染も抑制されること、これには自然免疫関連
分子の発現に関わるエピジェネティクスとそれによる免疫記憶が誘導されることが示唆されて
いる。これらのことから，卵胞における AvBDs 産生機構の解明とワクチン接種によるこの機能
の強化作用を追究するという構想に至った。 
 
２．研究の目的 
ニワトリの卵巣には多数の卵胞が存在して卵黄が発達する。卵黄は卵胞壁の顆粒層と卵胞膜

に被われている。卵胞が細菌やウイルスにより感染すると卵巣の機能が障害され，卵は微生物
に汚染される。安全な鶏肉・鶏卵を生産するために，卵巣の感染防御機能を高めることは重要
である。自然免疫は，適応免疫に比べて特異性が低く，多様な微生物の排除に働く。養鶏現場
では多様な微生物が存在しているので，これらによる感染を防ぐには，適応免疫系だけでなく，
作用範囲が広い自然免疫系を強化することも重要である。自然免疫応答過程では，TLRｓが細菌
とウイルスの微生物分子パターンを認識することから開始され，細胞内の情報伝達を経て，サ
イトカインや抗菌ペプチドを産生させる。抗菌ペプチドのAvBDsは14分子種が同定されており，
それぞれが多様な細菌とウイルスを死滅させて，感染の拡大を抑制する。 
私達は，ニワトリの卵巣や卵管で，自然免疫系の微生物分子パターンを認識する TLR が発現

し，これがグラム陰性菌の分子パターンであるリポ多糖(LPS)を認識すると，炎症性サイトカイ
ンや AvBDs の発現を誘導すること，炎症性サイトカインも AvBDs 発現を促進することを見出し
た。自然免疫機能を強化することは野外の多様な微生物に感染するリスクを低減させるために
有効で，これを強化できれば新たな感染防御策の開発に結びつく。このためには，TLR による
分子パターン認識から炎症性サイトカインと AvBDs 産生までの機能を明らかにして強化するこ
とが必要である。 
適応免疫系は，ワクチン接種でリンパ球の記憶細胞を形成させることにより強化できる。一

方，自然免疫系では免疫細胞の記憶は形成されないと考えられており，自然免疫系を強化する
有効な方策は確立されていない。しかし，私達は抗原であるワクチンの刺激が，細胞内の情報
伝達分子の機能を強化すること，エピジェネティクスによる免疫記憶の誘導により AvBDs 等の
発現機能を強化する可能性を考えている。抗菌ペプチドの産生機能がワクチンにより強化され
るのであれば，ワクチン接種が多様な微生物を攻撃する自然免疫機能を強化するという効果も
有することを実証でき，効果的なワクチンを開発する基盤を形成できる。 
このため、本研究は、卵胞細胞の自然免疫機能の強化を目指して、抗菌ペプチド産生機能の

解明と、この機能を強化するためのワクチン接種の作用機構の追究を目的とした。 
 
３．研究の方法 
産卵鶏の卵巣において TLR による微生物パターンの認識と、その刺激により炎症性サイトカ

インの発現が誘導されるという、自然免疫系が形成されているかを追究した（実験 1）。次いで、
産卵鶏卵胞におけるこの自然免疫機能がサルモネラ菌ワクチン接種により変動するかを追究し
た。このワクチンが発現に影響する過程の機構を追究するためにヒストンアセチル化やメチル
化の修飾が変動するかを解析した（実験 2）。次に、ヒナに通常施されているワクチン接種が卵
巣の TLR、抗菌ペプチド、炎症性サイトカインの自然免疫分子の発現に影響するかを追究し、
さらに、ワクチンが影響する機構を検討するためにヒストン修飾の程度も解析した（実験 3）。
また、ワクチン接種が卵巣以外の組織である腎臓の自然免疫機能にも影響するかを追究し、DNA
ウイルスのMDワクチンとRNAウイルスのIBワクチンの作用に差があるかも解析した（実験4）。
得られた結果から、卵胞における自然免疫機能に関わる抗菌ペプチド産生機構と、この機能を
強化するためのワクチン接種の効果について総合的に考察した。 
 
 



４．研究成果 
 
（実験 1）ニワトリ卵胞膜の TLR リガンド刺激がサイトカイン発現に及ぼす影響 

ニワトリ卵胞膜のサイトカイン発現に及ぼす TLR リガンドの影響とその過程の転写因子とし
て NFκB が関わる可能性を追究した。 
卵胞膜（内層と外層）を培養し、Pam3CSK4（TLR2 リガンド）, poly I:C（TLR3）, LPS（TLR4）, 

flagellin（TLR5）, R837（TLR7）または CpG-ODN（TLR21）を添加または非添加して 3 時間イ
ンキュベートした。これらの組織のサイトカイン発現（IL-1β、IL-6、TNFSF15、CXCLi2、IFN-
α、IFN-β）をリアルタイム PCR 解析した。さらに、卵胞膜組織を Pam3CSK4、poly I:C、LPS
または CpG-ODN とともに BAY 11-7085（NFκB阻害剤）を添加して 3時間インキュベートし、サ
イトカイン発現を解析した。 

その結果、卵胞膜内層と外層の
両方で、TLR1（type 1），TLR2（type 
1 と 2），3，4，5，7 と 15 の PCR
産物が検出され、TLR1（type 2）
と 21 の産物は少なかった。
Pam3CSK4 によりすべてのサイト
カイン（IL-1β、IL-6、TNFSF15、
CXCLi2、IFNα、IFNβ）の発現が
上昇し（図１）、LPS により IFN-
αを除く他のサイトカイン発現が
増加した。poly I:CはIL-6、CXCLi2
と IFN-βの発現を増加させ、
CpG-ODN は IL-1βの発現を増加さ
せた。Flagellin と R837 はサイト
カインの発現に影響しなかった。 
次に、LPS による IL-1β、IL-6、CXCLi2 と IFN-βの発現の上昇は BAY 11-7085 で抑制される
ことが示された。Pam3CSK4、poly I:C と CpG-ODN がサイトカイン発現に及ぼす作用に BAY 
11-7085 は影響しなかった。 

これらの結果から、卵胞膜には TLR による微生物パターン認識とサイトカイン発現の自然免
疫機能が形成されており、このうち、ウイルスパターンより細菌パターンの認識能が形成され
ているものと考えられた。 
 
（実験２）ニワトリ雛卵巣の自然免疫因子とヒストン修飾に及ぼす複合ワクチン接種の影響 

ニワトリ雛への複合ワクチン接種が卵巣の TLRs、サイトカイン、AvBDs の発現に及ぼすか、
そしてリポ多糖（LPS）に対するこれらの分子の発現応答に影響するかを明らかにすることを目
的とした。また、ワクチンが自然免疫分子の発現に影響する機構にヒストン修飾によるエピジ
ェネティックなリプログラミングが関わる可能性も追究した。 

白色レグホン雌ヒナに初生時から 14日齢まで 4種のワクチンを複合接種（マレック病（MD）、
ニワトリ伝染性気管支炎（IB）、ニューカッスル病（ND）、ファブリキウス嚢症（BD））した（ワ
クチン区）。対照区のヒナにはワクチンを水または PBS に置き換えて投与した。採取した卵巣組
織を細切し、LPS を含むまたは含まない培地中で 3時間インキュベートし、自然免疫分子の TLRs
とサイトカイン、AvBDs の発現をリアルタイム PCR 法で解析した。また、一部の卵巣組織はイ
ンキュベートせず、ヒストン蛋白を抽出して、これのアセチル化とメチル化による修飾をウエ
スタンブロット解析した。 

その結果、TLR1-1、2-1（図２）、2-2 と 21 の発現が対照区よりワクチン区で高かった。し
かし、TLR1-2、4（図 3）、7の発現は LPS の刺激下で、対照区よりワクチン区で低かった。ワ
クチン接種はサイトカインの発現には影響しなかったが、AvBD1（図 4）、2、4 と 7 の発現を
抑制した。また、ワクチン区では対照区より H3K9me2（図５）と H3K9ac の相対量が多かった。  

これらの結果から、ヒナへの複合ワクチン接種は卵巣の自然免疫因子である TLRs、TNFSF15
と AvBDs の発現に影響するものと考えられた。さらにワクチン接種はヒストンメチル化とアセ
チル化の修飾をもたらしたので、卵巣におけるリプログラミングを誘導する可能性が考えられ
た。このリプログラミングが自然免疫因子の発現に関連する可能性は不明であるが、これらが
関連するのであれば、ヒストン修飾を制御する有効なワクチンやワクチンプログラムを開発す
ることで、自然免疫機能を向上させることができるかもしれない。 
 
 
 
 
 

 
図 1．TLR2 リガンドの PaM3CSK4 が卵胞膜のサイトカイン発現に及
ぼす影響。 
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（実験３）産卵鶏卵胞膜の自然免疫因子とヒストン修飾に及ぼすサルモネラ菌ワクチン接種の影響 

産卵鶏へのサルモネラ菌（S. enteritidis；SE）死菌ワクチン接種が卵胞膜の自然免疫因子
の発現に影響し、この過程にエピジェネティクリプログラミングをもたらす可能性のあるヒス
トン修飾の変化があるかの追究を目的とした。 

白色レグホン産卵鶏に SEワクチン（ワクチン区）またはリン酸緩衝生理的食塩水（対照区）
を投与し、１週間後に最大卵胞を採取した。卵胞膜から全 RNA とヒストン蛋白を抽出し、TLRs
とサイトカイン、AvBDs の発現をリアルタイム PCR 法で解析し、アセチル化及びメチル化ヒス
トンの相対量をウエスタンブロット法で解析した。 

その結果、ワクチン区では対照区に比べて、TLR1-1、2-1（図 6）、4（図７）、と 15 の発現が
高く、他の TLR は対照区とワクチン区で差を示さなかった。解析した 6種のサイトカイン（IL-1
β、IL-6、TNFSF15、CXCLi2、IFN-α、IFN-β）の発現も対照区とワクチン区で差を示さなかっ
た。抗菌ペプチドのうち、AvBD1（図８）、2、4と 7の発現は対照区に比べてワクチン区で高か
ったが、AvBD12 発現は両区の間で差を示さなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、ヒストン修飾を解析すると、H3K9me2（図９）と H3K9ac の相対量はワクチン区で対照

区より高く、一方、 H3K4me2/3 and H3K27ac の相対量は両区の間で差を示さなかった。 

これらのことから、SE ワクチン接種は卵胞膜において TLRs と AvBDs の発現を増加させて自

 
図2．LPS刺激または非刺激条件におけるヒナ卵
巣の TLR2-1 発現のワクチン接種区と対照区と
の差 □対照区、■ワクチン区 

TLR2-1

0

0.2

0.4

0.6

0.8

Fo
ld

 c
ha

ng
e

C

V

*

LPS (ng/mL)

0 100 1000

 
図３．LPS 刺激または非刺激条件におけるヒ
ナ卵巣の TLR4 発現のワクチン接種区と対照
区との差 □対照区、■ワクチン区 
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図４．LPS 刺激または非刺激条件におけるヒナ
卵巣の AvBD1 発現のワクチン接種区と対照区
との差 □対照区、■ワクチン区 
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図 5．LPS 刺激または非刺激条件におけるヒナ
卵巣の H3K9me2 相対量のワクチン接種区と対
照区との差 □対照区、■ワクチン区 
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図６．産卵鶏への SE ワクチン接種が卵胞膜の
TLR2-1 発現に及ぼす影響 C=対照区、V=ワ
クチン区 
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図７．産卵鶏への SE ワクチン接種が卵胞膜の
TLR４発現に及ぼす影響 C=対照区、V=ワク
チン区 
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然免疫機能を高める可能性があること、これに連動して H3K9me2 のヒストン修飾も増加するこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（実験４）異なるワクチンの接種がニワトリ雛腎臓の自然免疫因子の発現に及ぼす影響 

ワクチン接種が卵巣の自然免疫関連分子の発現に影響することが明らかにされたので、次に
卵巣以外の器官でも自然免疫機能への影響が起こるかを追究した。 

このため、DNAウイルスのMDワクチンとRNAウイルスのIB/NDワクチンを初生ヒナに接種し、
3 日齢または 10 日齢で腎臓の TLRs と AvBDs の発現をリアルタイム PCR 解析した。対照区のヒ
ナにはワクチン接種を施さなかった。また、AvBD2 と AvBD4 蛋白の局在を免疫組織化学により
解析した。 

その結果、IB/ND ワクチンを接種すると、対照区に比べて、3日齢で TLR3、7、21 の発現が高
く、TLR15 は低かった。各 TLR の発現は、10日齢では IB/ND 区と対照区とで差を示さなかった
（データは示さず）。MD ワクチン接種の影響を解析すると、3 日齢の TLR4 と 10 日齢の TLR15
発現が MD ワクチン区で対照区より低かった。次に、AvBD 発現に及ぼす両ワクチン接種の影響
を解析すると、3 日齢では、AvBD4、5、6、7は対照区より MD区で高かったが、IB/ND 区では対
照区との間で差を示さなかった（データは示さず）。これらの AvBD のうち、AvBD2 は間質結合
組織に分布する多型核白血球に認められ、AvBD4 は集合管から尿管にかけての上皮細胞に見ら
れた（データは示さず）。 

これらの結果から、ワクチン接種により卵巣だけでなく腎臓の自然免疫機能も制御できる可
能性が示され、また、MDワクチンが TLR に、IB/ND ワクチンが AvBD 発現に影響したように、作
用する標的はワクチン種で異なることが示唆された。 
 
（まとめ） 

本研究の結果から、卵巣細胞は TLR とサイトカイン、AvBD を発現して自然免疫系による感染
防御システムを形成していると考えられた。ヒナへの複合ワクチンや産卵鶏への SE ワクチンの
接種は卵巣の TLR や AvBD 発現に影響することが明らかとなった。このことから、卵巣の自然免
疫による感染防御機能をワクチン接種で制御できる可能性が示唆された。また、ワクチン接種
はヒストン修飾にも影響したので、これが自然免疫分子の発現性の変化に関わる可能性がある。
ヒストン修飾によるエピジェネティックなリプログラミングが起こるとすると、これを指標に
自然免疫分子の発現を制御するための、より有効なワクチンの開発やワクチネーションプログ
ラムを開発できるかもしれない。 
 
 
 

 
図８．産卵鶏への SE ワクチン接種が卵胞膜の
AvBD1 発現に及ぼす影響 C=対照区、V=ワク
チン区 
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図９．産卵鶏卵胞膜における H3K9me2 相対量
のワクチン接種区と対照区との差 C=対照区、
V=ワクチン区 
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