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研究成果の概要（和文）：本研究成果の概要は以下の6点である。1.ブタ母乳のタンパク質プロファイルの解明、2.母
豚の乳首の解剖学的位置による乳分泌量、抗体濃度の違いの解明、3.ブタ初乳に含まれる細胞の詳細な解析と全細胞に
占めるリンパ球の経時的変動の解析、4.ブタ初乳中T細胞で特徴的に発現する遺伝子の特定、5.初乳摂取が仔豚の免疫
系の発達に与える影響の解明、6.遺伝子発現の網羅解析による仔豚回腸の発達過程の解析。以上の成果から、ブタ初乳
中のタンパク質・細胞の種類・機能を明らかにすることができた。また、ブタ初乳が仔豚の発達に影響を与えること、
仔豚回腸粘膜の遺伝子発現パターンが特定の時期に大きく変化することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The summary of the research achievements are; 1. Characterization of porcine milk 
proteins, 2. Evaluation of secretion volume and immunoglobulin A and G concentrations in sow colostrum fro
m anterior to posterior teats, 3. Analysis of cell population in porcine colostrum, and change in lymphocy
te percentage in total cells during 24 hrs after parturition, 4. Identification of characteristic genes ex
pressed in porcine colostral T cell in comparison to blood T cell, 5. Effect of colostrum intake during fi
rst 24 hrs of life on the development of immunity, especially on humoral immunity, in piglets. 6. Analysis
 on developmental change in gene expression profile in porcine ileum. This research revealed variety and f
unction of porcine colostral protein and cells. Additionally, this research suggested that colostrum intak
e affect the development of humoral immunity in piglet and that gene expression profile in ileum drastical
ly changes at a certain period of the development.
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、養豚では感染率の増加・成長遅延な
どの問題から、早期離乳が見直され始めてい
る。しかし、長期の哺乳が望ましいことが明
らかでも、経済上の理由もありその実現は容
易ではない。特に我が国のような集約養豚の
場合、敷地面積の問題も生じ、長期哺乳の実
現が困難な農家も多い。申請者らは、早期離
乳しても弊害が出にくい養豚システムの構
築がこれからの養豚に必要であり、そのため
には早期離乳に耐えうる健全な腸管免疫系、
腸管構造を早期に構築することが必須条件
であると考えた。本研究では、その実現の鍵
となる母乳に着目した。 
 母乳はブタを含むすべての哺乳類の生育過
程における万能食である。これは、栄養学的
組成が仔の生育に適しているということに
加え、仔の腸管機能（免疫系・組織構造）の
発達を促す成分を多種多量に含んでいるこ
とが理由である。このことは養豚分野でも国
内外問わず母乳の重要性が認知されている。 
  
２．研究の目的 
	 母乳中のタンパク質に関する研究は古く
から世界中で盛んに行われてきた。しかし、
ブタ母乳のプロテオーム解析は未だ行われ
ておらず、ブタの母乳中タンパク質の詳細は
未だ不明である。ヒトとウシの母乳では異な
ったタンパク質が発見されていること、ブタ
はヒトとは異なる胎盤・消化管構造を有して
いることを考慮すると、ブタ母乳に特異的な
タンパク質が存在している可能性がある。そ
こで本研究では、まず（１）ブタ母乳のプロ
テオーム解析による、母乳中タンパク質のよ
り詳細な把握を目的とした。次に、実学的な
側面からブタ母乳を検討するために、（２）
母豚の乳首の解剖学的位置の違いによる乳
量・抗体分泌量を明らかにすることを目指し
た。さらに、ブタ母乳、特に初乳中に多量の
リンパ球が含まれていることがわかったた
め、（３）初乳中のリンパ球の分娩後 24 時間
の数的変動、（４）初乳中リンパ球の機能解
析を目指した。これらに加えて 、（５）初乳
摂取の仔豚免疫系発達への影響を明らかに
すること、（６）仔豚の小腸の発達過程を詳
細に解析することを目的とした実験も実施
した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）健康な母豚（ラージホワイト×ランド
レース）から分娩直後の乳（初乳）及び、分
娩から 21 日目の乳（常乳）を採取した。遠
心分離によって得た乳清を SDS-PAGE により
分子量を元に３つの分画し、各分画をそれぞ
れトリプシン消化した。全ての分画の消化物
を混合し、LC/MS/MS によるタンパク質の同定
に供した。	 
	 
（２）分娩から 24 時間、9 頭の健康な母豚（ラ

ージホワイト×ランドレース）から乳首毎に
乳を採取し、乳首毎の乳分泌量を測定した。
乳の採取は分娩時を 0 時間として、6 時間毎
に行った。また、9 頭のうち 4 頭から得られ
た乳に関しては、乳清を採取し、乳清中の IgG
濃度、IgA 濃度を測定した。	 
	 
（３）（２）で採取した乳から細胞を単離し、
フローサイトメトリーによりリンパ球・単
球・顆粒球の割合を解析した。	 
	 
（４）健康な母豚 2 頭（ラージホワイト×ラ
ンドレース）の分娩 24 時間以内に乳を採取
した。また、同じ個体からの採血も行った。
乳・血液から細胞を単離し、T 細胞のマーカ
ー分子である CD3、ヘルパーT 細胞のマーカ
ー分子である CD4、細胞傷害性 T 細胞のマー
カー分子である CD8 を標的とした蛍光標識抗
体で染色した。セルソーターを用いて、
CD3+CD4-CD8+細胞、CD3+CD4+CD8+細胞を分取
し、全 RNA を抽出した。専用キットを用いて
cDNA を合成した後、Porcine	 microarray	 
(Agilent)を用いて遺伝子発現を網羅的に解
析した。	 
	 
（５）健康な母豚 5 頭（ラージホワイト×ラ
ンドレース）から娩出された 30 頭の仔豚を
初乳摂取群、初乳非摂取群の 2 群に別けた
(n=15)。初乳摂取群は自身の母豚の初乳を摂
取させ、初乳非摂取群には初乳を摂取させず
娩出後 24 時間の間、人工乳を摂取させた。
その後は両群ともに自身の母豚のもとで飼
育した。仔豚は 21 日齢で強制離乳させた。
仔豚の 21 日齢で採血を、28 日齢で採糞を行
った。血液は IgG 濃度、インターロイキン
4(IL-4)濃度測定および血液中リンパ球のサ
ブセット解析に供し、糞便は糞中 IgA 濃度の
測定に供した。	 
	 
（６）仔豚（WLD）を 14、21、28 及び 35 日
齢で解剖し、回腸粘膜を採取した。全 RNA を
抽出し、専用キットを用いて cRNA を合成し
た後、Porcine	 microarray	 (Affymetrix)を
用いて遺伝子発現を網羅的に解析した。	 
	 
４．研究成果	 
（１）ブタ初乳及び常乳のプロテオーム解析
の結果、計 181 種類のタンパク質を同定した。
このうち、初乳と常乳に共通して検出された
タンパク質は 50 種類で例としてカゼイン、
α-、β-ラクトグロブリンなどが挙げられる。
初乳のみで検出されたタンパク質は 63 種類
で、興味深いものとしては Th1 型免疫の活性
化に関わる IL-18 や、ヒトやウシの初乳・常
乳では検出例のない抗菌性タンパク質アズ
ロシジンなどが挙げられる。IL-18 は仔豚の
免疫系の発達、特に Th2 型に偏って出生する
仔豚の Th1 型への誘導に役だっていると考え
られる。アズロシジンは、仔豚の初期感染防
御に重要な役割を担うと予想される。	 



（２）母豚から初乳を乳首毎に採取したとこ
ろ、分娩 24 時間の計 5 点のタイムポイント
のほとんどで前方（頭部側）の乳首の乳分泌
量が多く、後方（肛門側）に行くに従い乳分
泌量が少なくなることがわかった。最前列の
乳首の乳分泌量は、5 点のタイムポイントの
うち 4 点で最後部及び最後部から 2 番目の乳
首の乳分泌量よりも有意に高値であった。一
例として分娩直後の乳首毎の乳分泌量を示
す（図１）。	 
	 

図１．分娩直後の乳首毎の乳分泌量；総量(g)
を 100%として各乳首の乳分泌量を％で表す。
1st（前方）-7th	 (後方)	 ＊P<0.05	 
	 
乳首毎に採取した乳清の IgG 及び IgA 濃度と
乳分泌量の相関性を確認したところ、分娩 6
時間後では乳分泌量(g)と IgA 濃度に、それ
以降のタイムポイントでは乳分泌量と IgG、
IgA 濃度両方に統計的有意な正の相関が認め
られた。一例として分娩後 21 時間の乳分泌
量と IgG、IgA 濃度との相関関係を示す（図
２）。	 
 

図２．分娩後 21 時間の乳分泌量と IgG(■)
と IgA（▲）濃度との関係	 **P<0.01	 
	 
仔豚は乳を摂取する乳首が決まっているが、
本成果から前方の乳首から摂取する個体の

方が増体良いことが考えられ、これは既報と
一致する。	 
	 
（３）分娩 24 時間、5 点のタイムポイントで
採取した初乳中の細胞をフローサイトメー
ターで解析したところ、表 1 のように、顆粒
球が大半を占めることがわかった。リンパ球
を更に詳細に解析したところ、リンパ球の中
では T 細胞が多く、その内訳は CD8 陽性 T 細
胞（細胞傷害性 T 細胞）42.68%、CD4/CD8 二
重陽性 T 細胞 32.73%、CD4 陽性 T 細胞（ヘル
パーT 細胞 13.51%であった（表２）。	 
	 
表１	 

	 
表２	 

	 
初乳中の全細胞に占めるリンパ球の割合の
経時的変化（分娩 21 時間、8 タイムポイント）
を解析したところ、分娩直後をピークに 6−9
時間まで漸次減少し、その後は横ばいに推移
した（図３）。	 

図３．初乳中の全細胞に占めるリンパ球の割
合（分娩 21 時間）	 
	 
（４）初乳中の CD8 陽性 T 細胞、CD4/CD8 二
重陽性 T 細胞をセルソーターで分取し、DNA
マイクロアレイにより遺伝子発現を網羅的
に解析し、同様の方法で解析した血液中 T 細
胞と比較したところ、初乳の CD4/CD8 二重陽
性 T 細胞で、ある接着因子の遺伝子発現が血
中の同じサブセットの 4-5 倍、CD8・CD4/CD8
二重陽性 T細胞の両方で別の接着因子の遺伝
子発現が血中の同じサブセットの 5-10 倍で
あることが明らかになった。さらに短期活性
化マーカー遺伝子も初乳の T 細胞（両サブセ
ット）で血中の同じサブセットの 5-10 倍高
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発現していることが示唆された。	 
初乳中の T 細胞は生後 24 時間以内に仔豚の
体内に移行すると報告されているが、本成果
で明らかになった 2 種の接着因子は、この移
行に関与する可能性が考えられる。また、短
期活性化マーカーが上昇していたことから、
初乳中の細胞は分娩時に活性化する可能性
が示唆された。	 
	 
（５）生後 24 時間初乳を摂取しない初乳非
摂取群と、通常通り自身の母豚の初乳を摂取
する初乳摂取群の離乳期の血中 IgG 濃度、T
細胞数、B 細胞数、糞便中 IgA 濃度を比較し
たところ全てで非摂取群が低値を示し、T 細
胞数以外は統計的有意差が両群の間に認め
られた（図４、５）。	 

図４．血中 IgG 濃度・糞便 IgA 濃度	 

図５．血中 B 細胞数	 
液性免疫に関わる要因で群間に有意な差が
みられたため、B 細胞の分裂・増殖、抗体産
生に大きく関わる IL-4 の血中濃度を測定し
たところ、非摂取群ではほとんどの個体で検
出限界以下であったのに対し、摂取群では全
ての個体で検出された。以上から生後 24 時
間の初乳摂取は仔豚の液性免疫の発達に大
きな影響を与えることがわかり、その一因と
して初乳の摂取により血中の IL-4 濃度が上
昇することが考えられた。プロテオーム解析
では細胞性免疫に関わる分子が初乳に多く
検出されたが、IL-4 と始めとする液性免疫の
発達に関わる分子も初乳に多く含まれるた
め、これが仔豚に移行し離乳期の摂取群で濃
度が高値となる可能性が考えられる。しかし
ながら、摂取直後ではなく離乳期で差がみら

れていることから、初乳の別の分子が液性免
疫の発達に影響を与えた結果として、IL-4 な
どの濃度に差が生じている可能性も否定出
来ない。	 
	 
（６）14、21、28 及び 35 日齢の仔豚の回長
粘膜の遺伝子発現を DNA マイクロアレイで解
析したところ、14 日齢から 21 日齢の間に遺
伝子発現パターンが大きく変わることが明
らかになった（図７）。日齢間で発現量が有
意に異なった遺伝子数は14-21日齢間で6491
個、21-28 日齢間 462 個、28-35 日齢間で 253
個であった。14-21 日齢間で有意に発現量が
異なった遺伝子が関わるパスウェイを解析
したところ、リンパ球の遊走に関わるパスウ
ェイ「Leukocyte	 Chemotaxis」などがエンリ
ッチされた。以上から仔豚の回腸粘膜は 14
日齢から 21 日齢にかけて大きく発達するこ
とが明らかになった。この時期に乳の成分の
変化がある可能性も考えられるため、今後は
この点も含めて検討を行う必要がある。	 

図６．各日齢の回腸粘膜遺伝子発現プロファ
イル	 
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第118回	 日本畜産学会	 つくば国際会
議場	 

2014.3.28	 

	 
⑤	 小川将平・井上亮・西林遼一郎・中西信

夫・塚原隆充・牛田一成「ブタ初乳のシ
ョットガンプロテオーム解析」	 
第116回	 日本畜産学会	 安田女子大学	 
2013.3.30	 

	 
⑥	 中谷麻紗子・塚原隆充・井上亮・福田菊

人・牛田一成「初生から仔ブタ腸管免疫
発達と、離乳時期が免疫発達に及ぼす影
響」	 
第116回	 日本畜産学会	 安田女子大学	 

2013.3.30	 

	 
⑦	 井上亮「免疫学、栄養学的および遺伝子

発現プロファイルという観点から仔ブ
タの離乳時期を考える」	 
第115回	 日本畜産学会	 若手企画シン
ポジウム	 
2012.3.28	 招待講演	 
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