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研究成果の概要（和文）：ヒナへのプロバイオティクス給与により，サルモネラ菌由来LPSの感作で誘導される，盲腸
での抗菌ペプチドである6分子種のトリβディフェンシン（AvBD）と2分子種のカテリシディン（CATH）の発現性が高め
ること，一方，プロバイオティクスの炎症性サイトカインの発現性への影響は小さいことが示された。プロバイオティ
クスは，腸内細菌叢の構成に影響して感染防御に寄与するという報告があるが，本実験の結果は，AvBDとCATHの発現性
を向上させることを示唆している。このことは，プロバイオティクスは，ヒナ消化管の抗菌ペプチド産生による自然免
疫能を高めて，感染防御機能を向上させることを示している。

研究成果の概要（英文）：The results of current study showed that probiotics feeding enhanced the 
responsiveness to Salmonella lipopolysaccharide for induction of expression of 6 avian 
β-defensins　(AvBDs) and 2 cathelicidins in the chick cecum. However, probiotics feeding did not affect 
significantly the expression of inflammatory cytokines. There are reports showing that probiotics 
regulate the microflora in the intestine to suppress infection by pathogenic microorganisms, whereas the 
current study suggests that probiotics enhances the functions to synthesize AvBDs and CATHs. It is 
suggested that probiotics enhances the innate immunity by antimicrobial peptides in the gut, leading to 
enhancement of defense ability against pathogenic microbes.

研究分野：家畜生体機構学

キーワード： ニワトリ　消化管　プロバイオティクス　抗菌ペプチド　炎症性サイトカイン

  ２版



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
ニワトリ消化管の病原菌による感染はニワ
トリの健康を傷害し，鶏肉や鶏卵を汚染して
食中毒の原因にもなる。Toll 様受容体(TLR)
は病原微生物の分子パターンを認識する受
容体で，ニワトリでは7種のTLRが同定され，
それぞれ異なるリガンドを認識する。このう
ち，TLR4 はサルモネラ菌などのグラム陰性
菌が保有するリポ多糖（LPS）を認識する。
トリ β ディフェンシン(AvBD)とカテェデリ
シディン（CATH）は抗菌ペプチドで，AvBD
は 14分子種，CATHは 4分子種が同定されて
いる。私達は，これまでのニワトリ卵管にお
ける研究成果から，消化管粘膜で TLRが微生
物分子を認識すると，炎症性サイトカインや
AvBD を産生させ，また白血球の感染部位へ
の遊走や活性化に働くものと推定した。抗菌
ペプチドの産生が高まればワクチンが開発
されていない病原体に対しても感染防御機
能が向上する。乳酸菌等のプロバイオティク
ス(有用生菌剤)は，腸管正常細菌叢の機能を
高めたり，粘膜組織のサイトカインの発現を
制御して免疫機能を向上させるものと期待
されている。消化管細胞が AvBD を産生し，
プロバイオティクスがこのAvBD産生能を高
めることが確立されれば，新たな消化管免疫
機能の強化法の開発につながる。この機能は，
消化管粘膜でリンパ球が活動する適応免疫
系が未発達のヒナでは感染防御に重要であ
ると考えられる。本研究はヒナ消化管におけ
る抗菌ペプチドの発現能を高めるためのプ
ロバイオティクスの有効性を追究する考え
に至った。  
 
２．研究の目的 
 
本研究は，ニワトリ消化管の感染防御機能
を向上させるために，消化管に抗菌ペプチド
の AvBDや CATH，炎症性サイトカインを発
現する機能が備わっており，この機能がプロ
バイオティクスの給与により強化される可
能性とその機構を追究することを目的とし
た。このために，ブロイラーヒナの消化管粘
膜において①微生物成分を認識する TLR が
発現して，グラム陰性菌成分の LPSによる刺
激が AvBDや CATH，炎症性サイトカインを
誘導するか，②プロバイオティクスは腺胃で
のAvBD発現とAvBD蛋白局在に影響するか，
③AvBD，CATH，炎症性サイトカインの発現
を誘導する LPS の作用がプロバイオティク
ス給与により高まるか，④この LPSの作用は
LPSが由来する菌種によって異なるかを解析
した。解析に用いた消化管の部位は，摂取し
た飼料が初期に到達する腺胃，微生物が最も
多く生息する盲腸とした。 
 
３．研究の方法 

 
実験にはブロイラー（チャンキー）雄初生

ヒナを用い，一部で日本鶏も供試した。プロ
バイオティクスにはニワトリ用トーアラー
ゼ（乳酸菌1×108/g以上，酪酸菌1×107/g以上，
糖化菌 1×107/g以上；東亜薬品工業(株)）を用
いた。プロバイオティクス給与試験では，ブ
ロイラー飼料に 0.4％プロバイオティクス（プ
ロバイオティクス区）または 0.4％賦形剤（対
照区）を 1週間給与した。 
実験 1で，ブロイラーヒナと日本鶏（土佐
地鶏，比内鶏，大軍鶏）を用いて，消化管に
発現する TLRの同定，鶏種による消化管で発
現する AvBDの差を検討した。実験 2で，プ
ロバイオティクス給与が腺胃における AvBD
遺伝子発現とAvBD蛋白局在に及ぼす影響を
解析した。実験 3で，プロバイオティクス給
与が，LPS感作による AvBD，CATH，炎症性
サイトカインの発現誘導に及ぼす影響を解
析した。実験 4で，プロバイオティクス給与
したヒナをカンピロバクターLPS で感作し，
抗菌ペプチド発現の誘導性が菌種によって
異なるかを解析した。 
 AvBD，CATH，炎症性サイトカインの遺伝
子発現は RT-PCR 法で解析した。AvBD 蛋白
質の局在は私達が作製した抗体を用いて免
疫染色により解析した。 
 
４．研究成果 
 
実験 1．消化管に発現する TLR の同定と AvBD
発現の鶏種による差 
 
ブロイラー初生ヒナの腺胃と盲腸で発現す
る TLRと AvBDを解析したところ，両組織で
TLR1，2，3，4，5，7，21 のすべての TLR
の発現が検出された。また LPSと同結合蛋白
複合体の TLR4による認識に必要な CD14も
両組織で検出された。TLR2はグラム陽性菌，
TLR4 はグラム陰性菌 LPS を認識し，TLR3，
5，7，15，21 はそれぞれ dsRNA ウイルス，
細菌鞭毛成分（フラジェリン），ssRNA ウイ
ルス，細菌の分泌性酵素，CpG-DNAを認識 
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図 1.ヒナの腺胃と盲腸における Toll 様受容体とトリ

βディフェンシン発現 



する。本実験の結果から，腺胃と盲腸では多
様な細菌とウイルスを認識すると考えられ
る。 
次に，ブロイラーと，土佐地鶏，比内鶏，
大軍鶏におけるAvBDの発現様式を解析する
と，鶏種を問わずに腺胃と盲腸で AvBD1，2，
4，６，7，10，12の発現が検出されたが，固
体によって一部の AvBD 発現が認められず，
多様性が存在することが示唆された。腺胃と
盲腸で多様な分子種のAvBDが発現すること
から，これらの AvBDが多様な微生物による
感染の防御に寄与するものと推察される。 
 
実験 2．プロバイオティクス給与が腺胃にお
ける AvBD 遺伝子発現と AvBD 蛋白局在に及ぼ
す影響 
 
ブロイラー雄ヒナを，対照区，プロバイオテ
ィクス I区および同 II区に分け，それぞれプ
ロバイオティクスを 0，0.2 または 0.4%添加
した飼料を初生時(D0)から 14 日目(D14)まで
給与した。D0，D7および D14に腺胃を採取
し，AvBDの遺伝子発現を解析するとともに，
免疫染色によるAvBD12の局在解析を行った。     
腺胃で発現が認められた AvBD1，2，4，6，7，
10，12について，D7および D14の AvBD発
現を解析すると，いずれの AvBDも対照区と
プロバイオティクス I及び II区との間で発現
の差を示さなかった（図 2）。AvBD12免疫反
応産物（ir-AvBD12）は腺胃の表面上皮と深
胃腺結合組織の細胞に検出された。対照区で
は表面上皮の ir-AvBD12 密度は D0 より D7
で増加し，D14 で D0 程度となった。D7 と
D14では，表面上皮 ir-AvBD12密度は対照区
よりプロバイオティクス I及び II区で低かっ
た（図 3）。深胃腺の AvBD12陽性細胞の密度
は加齢とともに増加したが，D7 と D14 では
対照区とプロバイオティクス I及び II区との
間で差を示さなかった。これらの結果から， 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

プロバイオティクス給与は，ヒナ腺胃の
AvBD 遺伝子発現には影響しないが，表面上
皮の ir-AvBD12密度を減少させると考えられ
た。この ir-AvBD12密度の減少はプロバイオ
ティクスがAvBD12の分泌を促したことによ
る可能性が推察される。 
 
実験 3．LPS 感作による AvBD，CATH，炎症性
サイトカインの発現誘導に及ぼすプロバイ
オティクス給与の影響 
 
プロバイオティクス給与が LPS (サルモネ
ラ・ミネソタ)により誘導される AvBD発現に
及ぼす影響を解析した。ブロイラー初生雄ヒ
ナ（チャンキー）に 0.4％の賦形剤またはプ
ロバイオティクスを含む飼料を 7日間給与し
た（それぞれ非 P 給与群と P 給与群）。その
後に，LPSを含まない，1 μgまたは 100 μgの
LPS を含む水溶液を経口投与した(それぞれ
0-LPS 区，1-LPS 区，100-LPS 区)。5 時間後
に腺胃と盲腸の粘膜を採取し，AvBD1，2，4，
6，7，10，12発現を qRT-PCR解析した。  
その結果，プロバイオティクスと LPSを与
えていないヒナの腺胃と盲腸のいずれでも，
AvBD1，2，4，6，7，10，12の発現が検出さ
れた。腺胃では，1 μg LPS刺激すると（1-LPS
区），AvBD6 と 12 の発現は P 給与群で非 P
給与群より高かったが，その他の AvBDは P
給与群と非 P給与群との間で差を示さなかっ
た。また 0-LPS区と 100-LPS区では，すべて
のAvBD発現に P給与群と非 P給与群との間
で差はなかった。 
盲腸では，1-LPS 区において，AvBD1，2，

4，5，6，7の発現が P給与群で非 P給与群よ
り高かったが，AvBD10と 12の発現は P給与
群と非 P 給与群との間で差を示さなかった。
0-LPS 区と 100-LPS 区では，すべての AvBD
発現に P給与群と非 P給与群との間で差はな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に，プロバイオティクス給与が LPS (サ
ルモネラ・ミネソタ)により誘導される CATH
発現に及ぼす影響を解析した。上述と同様に
初生ヒナに 0.4％の賦形剤またはプロバイオ
ティクスを含む飼料を 7日間給与した（それ
ぞれ P給与群と非 P給与群）。その後に，LPS 
(サルモネラ・ミネソタ)を 0 μg，1 μgまたは
100 μg 経口投与した(それぞれ 0-LPS 区，
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図 2．プロバイオティクス給与が腺胃の

AvBD1 発現に及ぼす影響（一部のデータを

抜粋） 

対照区

F
LP

LE
プロバイオティクス区

F

L E

 
図 3．プロバイオティクス給与が腺胃の AvBD12 分布

に及ぼす影響（一部のデータを抜粋） 
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図 4．LPS(Salmonella Minnesota)感作に伴う AvBD1 の発

現変化に及ぼすプロバイオティクス給与の影響（一部の

データを抜粋） 



1-LPS 区，100-LPS 区)。5 時間後に腺胃と盲
腸の粘膜を採取し，CATH発現を解析した。 
その結果，プロバイオティクスと LPSを与
えていないヒナの腺胃と盲腸のいずれでも，
CATH1，2，3および 4の発現が検出された。
腺胃では，0-LPS区と 1-LPS区の CATH1，2，
3 発現は，P 給与群と非 P 給与群とで差を示
さなかった。100 μg LPS で刺激すると，
CATH1，2，3 の発現は P 給与群と非 P 給与
群とで差を示さなかったが，CATH4発現は非
P給与群より P給与群で低かった。 
盲腸では，1 μg の LPS で刺激すると，

CATH3 と 4 の発現は非 P 給与群と P 給与群
とで差を示さなかったが，CATH1と 2の発現
が非 P給与群より P給与群で高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に，プロバイオティクスの給与が，LPS
感作による腺胃と盲腸の炎症性サイトカイ
ンの発現に影響するかを追究した。その結果，
腺胃では IL1β（図 6）と IFNγ の発現は LPS
の刺激に関わらず P給与群と非 P給与群とで
差を示さなかった。IL6と TNSF15の発現は 0
または 10 μg LPSの刺激では P給与群と P非
給与群とで差を示さなかったが，100 μg LPS
で刺激すると非 P給与群より P給与群が低か
った。 
盲腸では IL1β（図 6）と IL6 の発現は LPS
の刺激に関わらず P給与群と非 P給与群とで
差を示さなかった。IFNγの発現は 100μg LPS
で感作すると非 P給与群で P給与群より低く，
TNFS15 の発現は LPS 未刺激（0-LPS）ヒナ
で，P給与群が非 P給与群で低かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらの結果から，乳酸菌，酪酸菌，糖化

菌からなるプロバイオティクスの給与は，ヒ
ナの盲腸においてグラム陰性菌 LPS への応
答による AvBD1，2，4，5，6，7 の発現性，
そして CATH1 と 2 の発現性を高めると考え
られた。一方，LPS刺激に伴う炎症性サイト
カインの発現性を高めるプロバイオティク
スの作用は認められなかったので，炎症性サ
イトカインが誘導する免疫応答へのプロバ
イオティクスの影響は不明である。しかし，
プロバイオティクスは同サイトカインの発
現を制御して組織の炎症を抑制する可能性
が推定される。 

 
実験 4．カンピロバクター由来 LPS 感作によ
る AvBD，CATH，炎症性サイトカインの発現誘
導に及ぼすプロバイオティクス給与の影響 
 
プロバイオティクス給与したヒナに，0，1
または 100 μg のカンピロバクター由来
LPS(cLPS)を経口接種し，5時間後に腺胃と盲
腸の粘膜を採取し，AvBD1，2，4，6，7，10，
12，CATH1-4，炎症性サイトカインの発現を
qRT-PCR解析した。 
 その結果，腺胃では cLPS刺激後の AvBD1，
2，4，6，7，10の発現に P給与区と非 P給与
区との間に発現レベルの差は認められず，
AvBD12の発現は P給与区が非 P給与区より
高かった。盲腸では cLPS 刺激後の AvBD の
発現に P給与区と非 P給与区との間で発現レ
ベルの差は認められなかった（図 7）。 

cLPS刺激後の CATH1-4の発現レベルには，
腺胃と盲腸の両方で，P給与区と非 P給与区
との間で差は認められなかった。盲腸では 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
cLPS刺激後のAvBDの発現に P給与区と非 P
給与区との間で発現レベルの差は認められ
なかった（図 7）。 
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図 5．LPS(Salmonella Minnesota)感作に伴う CATH1 の

発現変化に及ぼすプロバイオティクス給与の影響（一部

のデータを抜粋） 
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図 6．LPS(Salmonella Minnesota)感作に伴う IL1βの発

現変化に及ぼすプロバイオティクス給与の影響（一部の

データを抜粋） 
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炎症性サイトカインの発現変化に及ぼすプロバイオ
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次に，腺胃と盲腸のいずれでも cLPS 刺激
後の IL1β，IFNγ，TNSF15 の発現レベルに P
給与群と非 P給与群とで差は認められなかっ
た。しかし，IL6の発現は 1 μg LPSの刺激で
P給与群が P非給与群より高かった（図 7）。 
これらのことから，カンピロバクターLPS
はサルモネラ・ミネソタ LPSと異なって，プ
ロバイオティクスを給与しても AvBD と
CATH 発現を高めないか，または限定的な作
用を示すのみであると考えられた。炎症性サ
イトカインの発現誘導も同様であるが，IL6
についてはプロバイオティクス給与で cLPS
の作用は高まると思われる。 

 
考察とまとめ 

 
本実験により，ヒナへのプロバイオティク
ス給与により，サルモネラ菌由来 LPSの感作
で誘導される，盲腸での抗菌ペプチドである
6分子種のトリ βディフェンシン（AvBD）と
2分子種のカテリシディン（CATH）の発現性
が高めること，一方，プロバイオティクスの
炎症性サイトカインの発現性への影響は小
さいことが示された。プロバイオティクスは，
腸内細菌叢の構成に影響して感染防御に寄
与するという報告があるが，本実験の結果は，
抗菌ペプチドのAvBDとCATHの発現性を向
上させて防御機能を高めることを示唆する
ものである。消化管では LPS を認識する
TLR4 とグラム陽性菌パターンを認識する
TLR2 の発現が認められた。プロバイオティ
クスはグラム陽性菌で構成されているので，
これの作用は TLR2を介する可能性が推定さ
れる。LPS による抗菌ペプチド発現誘導は
TLR4 を介すると思われるが，プロバイオテ
ィクスによる TLR4の LPS認識能，細胞内情
報伝達・転写機能，抗菌ペプチド発現能への
影響の機構は今後に解明されなければなら
ない。データは示していないが，本研究では
腸管粘膜のアセチル化ヒストンを免疫染色
した。今後に，プロバイオティクスの TLRと
その下流因子への作用が，ヒストンや DNA
修飾によるエピジェネティクスで誘導され
る可能性を追究することが考えられる。 
 腺胃ではプロバイオティクスの AvBD と
CATH の発現性への影響は認められなかった。
この理由には，胃酸が豊富な腺胃の環境では
プロバイオティクスが定着・増殖しにくいこ
とが推定される。一方で，プロバイオティク
ス給与は，腺胃の AvBD 発現には影響せず，
AvBD 蛋白の密度を低下させたので，AvBD
の分泌を促す可能性が示唆される。 
 さらに，カンピロバクター由来の LPSはサ
ルモネラ・ミネソタ由来 LPSと異なって，プ
ロバイオティクスを給与しても AvBD と
CATH 発現を増強しなかった。この理由は不
明であるが，生体内での LPSに対する抗菌ペ
プチド発現の反応性は TLR4に加えて，他に
も関与する因子があるかもしれない。データ
は示していないが，本研究では AvBD10の免

疫染色により，AvBD10 は盲腸粘膜上皮の杯
細胞に粘液と混在して検出されることを見
出している。今後に，この杯細胞の LPS認識
能を追究する必要もある。 
 以上，ヒナへのプロバイオティクス給与は，
腺胃の AvBD分泌を促進し，また盲腸でサル
モネラ・ミネソタ LPS の感作に応答して
AvBDと CATHを発現する機能を高めること
が示された。このことは，プロバイオティク
スが，消化管細菌叢を制御するだけでなく，
自然免疫能も高めて，感染防御機能を向上さ
せることを示すものである。 
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