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研究成果の概要（和文）：豚、鶏の回腸末端に付着している細菌を単離し、乳酸生成菌468株のライブラリーを作成し
た。これとは別に、16S rRNA遺伝子のRT-PCRクローンライブラリー法による回腸粘膜付着菌叢解析を行ったところ、7
週齢の子豚、14日齢以降の幼雛でCandidatus Arthromitusが検出され、成長に伴って消失することが示された。IL-1β
の産生刺激を指標に上記ライブラリーから2菌株を選び、子豚への投与実験を実施したが、飼養成績に有意差はみられ
ず、血液中のIL-1β濃度も試験区間で差がなかったことから、投与菌株の効果は明確には示されなかった。

研究成果の概要（英文）：The strain library of lactic acid bacteria was made from the mucosa of terminal 
ileum of pigs and chickens. A total of 468 strains of lactic acid bacteria were isolated and the species 
were identified with 16S rRNA gene sequences. In the library, L. agilis, L. johnsonii, L. reuteri and L. 
salivarius were major bacteria in the terminal ileum of pigs. The metabolically active microbiota 
residing in the mucosa of terminal ileum of piglets was analyzed using the 16S rRNA gene libraries 
generated by RT-PCR. A total of 1951 sequences were retrieved and the majority (24.8%) displayed the 
closest similarity to Segmented Filamentous Bacteria (SFB). The two lactobacilli in the strain library 
stimulated the secretion of Interleukin from the cells of mesenteric lymph nodes. These bacteria were 
administered to the weaned piglet for 2 weeks. The results of body weight gain and feed efficiency were 
not differences significantly with and without the strain administration.

研究分野： 家畜栄養学

キーワード： 回腸粘膜付着細菌　ブタ　ニワトリ

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 幼若期の家畜、家禽の成長の良し悪しは、
その後の生育に影響することから、我が国の
畜産物の生産性や経済性に関係する極めて
重要な課題である。免疫系が未熟である幼若
期の家畜は下痢などの感染症に罹りやすい
ため、疾病予防と成長促進を目的に飼料中に
抗菌性飼料添加物を加えることが多い。しか
し、畜産現場における薬剤耐性菌の出現や環
境汚染への懸念から、欧州では成長促進を目
的とする抗菌薬の使用が全面的に禁止され
ている。我が国の家畜用抗菌薬の使用量はヒ
トでの医療用を超えるといわれており、抗菌
薬低減を可能とする新規代替技術の開発が
不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 ブタ、ニワトリの回腸粘膜に接着し、腸管
免疫を調節するイムノバイオティクスを探
索後、宿主に対する作用機序を明らかにする
ことを第一の目的とし、次いで、幼若期のブ
タ、ニワトリに利用することで保健効果を高
め、抗菌性飼料添加物に依存しない飼養管理
技術を確立することを最終的な目的とする。 
 腸管免疫の発達に腸内細菌が一定の役割
を担っていることが明らかにされているが、
特に免疫担当細胞が密集している回腸粘膜
に特定の菌が接着することがより重要だと
考えられる。接着する菌の直接的な作用、複
数の菌による相互作用の解明のため、ブタ、
ニワトリの免疫が発達する各段階での回腸
粘膜を採取し、粘膜に接着する菌叢を培養法
と RNA レベル（生菌特異的レベル）で解析す
る。培養法により単離した菌株は、回腸粘膜
接着菌ライブラリーとして保存する。 
 採取した粘膜試料を用いて宿主側が発現
する微生物認識受容体ファミリー等の免疫
関連遺伝子発現を定量的に解析し、粘膜接着
菌叢の結果と突き合わせることで、腸管免疫
の発達に重要な菌、菌群を特定する。 
 構築した回腸粘膜接着細菌ライブラリー
からイムノバイオティクスの候補菌を選定
し、器官培養、細胞培養を用いて詳細な作用
機序の解明を行う。効果が確認された菌株に
ついては、抗菌性飼料添加物を使用しない条
件下で幼若期のブタ、ニワトリに投与し、飼
養成績、腸内細菌叢、免疫活性への影響を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 供試動物 
 ブタでは、畜産草地研究所内で生産されて
いる LWD 三元交雑種を使用した。ニワトリは
チャンキー種を外部導入し、試験に供した。
動物実験にあたっては、独立行政法人農業・
食品産業技術総合研究機構動物実験等実施
規程を遵守し、計画書を該当委員会に提出し、
審査、承認を受けてから実施した。 
 
(2) 菌株ライブラリーの作成 

 ブタ、ニワトリから回腸を採取し、内部を
PBS で洗浄後、スライドグラスで粘膜を掻き
取った。その粘膜を PBS で懸濁し、希釈系列
を作って MRS 寒天培地に塗布し、37℃、嫌気
条件下で培養した。 
 同様に希釈系列を作成した粘膜懸濁液を、
CO2吹き込み条件下で GAM 寒天培地に混釈し、
ロールチューブを作成、37℃で培養した。 
 得られたコロニーは、同様の操作を 3回繰
り返して菌の精製を行い、最終的に 10%グリ
セロール溶液中に懸濁し、-80℃で保管した。 
 
(3) 16S rRNA 遺伝子の解析 
 上記菌株は、16S rRNA 遺伝子の配列を読む
ことで菌種の推定を行った。16S rRNA 遺伝子
の共通配列（27f および 1492r）を用いて PCR
増幅し、得られた産物を精製後、ABI 3730 DNA 
Analyzer を用いて配列を解読した。 
 
(4) 粘膜付着菌叢の解析 
 ブタ、ニワトリの回腸粘膜（採取時に
RNALater に浸漬保存）を採取し、RNeasy Mini 
Kit を用いて総 RNA を抽出した。この試料を
用い、16S rRNA 遺伝子の共通プライマーを用
いて RT-PCR を行い、増幅した 16S rRNA 遺伝
子を TOPO TA Cloning kit を用いてクローニ
ングしてライブラリーを作成した。ライブラ
リーの 16S rRNA 遺伝子配列を解読すること
で、粘膜に付着している菌叢を明らかにした。 
 
(5) Segmented Filamentous Bacteria の 16S 
rRNA 遺伝子の系統解析 
 上記クローニング試料のうち、Segmented 
Filamentous Bacteria(SFB)特異プライマー
（The ISME Journal, 7, 615–621, 2013）に
陽性のコロニーからプラスミドを抽出し、
16S rRNA 遺伝子約 1500bp を解読した。この
配列と遺伝子データベース上に登録されて
いる配列を加えて、最尤法による系統解析を
行った。 
 
(6) 免疫刺激菌株のスクリーニング 
 構築した菌株ライブラリーを含め、免疫刺
激菌株のスクリーニングを in vitro organ 
culture（IVOC）および腸間膜リンパ節細胞
との共培養により行った。 
 ブタ回腸を採取し管腔を PBS で洗浄後、発
泡スチロール上で腸管を切開しパイエル版
を露出させた。1cm2に細切してバイオプシー
パッドに乗せ、1% Glutamine, 1% non 
essential amino acid, 10% FBSを加えたDMEM
培地を加え、粘膜上に供試菌液（死菌）を 50
μl 滴下し、37℃、5%CO2条件下で培養した。
培地は 1時間ごとに交換し、2時間目には菌
液を再度滴下した。培養 6時間目にパイエル
版を回収し、RNALater 中に浸漬保存した。 
 ブタ腸間膜リンパ節を採取し、組織破砕機
（Miltenyi gentleMACS Dissociator）を用
いて細胞を単離し、供試菌液（死菌）を添加
して、48 時間後のサイトカイン産生能を測定
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