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短報
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糞便性状，小腸および病原因子に及ぼす効果
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*亀田製菓株式会社お米研究所，新潟県新潟市， 950-0198 

(2012年 12月25日受付， 2013年4月3日受理)

緒言

欧州食品安全機関 (EFSA)は2012年6月4日，

ヒト及ぴ動物に重要な抗菌剤への細菌の感受性の評

価に関する手引書を公表した (EFSA， 2012)。薬剤

耐性の問題から，抗菌剤の使用の際には，感受性の

評価が欠かせなくなっているのが現状である。動物

用飼料に使用する抗菌性飼料添加物及び抗菌剤につ

いては， 1997年の EUでのアボパルシンの使用中止

以来，様々な議論がなされてきている。デンマーク

での抗菌性飼料添加物の使用を中止したことによる

家畜の疾病増加や生産性低下 また治療用抗菌剤の

使用量の増加といったマイナス面等を踏まえ(小

林， 2004)，我が国でも，内閣府食品安全委員会が

2004年に「家畜等への抗菌性物質の使用により選択

される薬剤耐性菌の食品健康影響に関する評価指

針」を作成(内閣府食品安全委員会， 2004)， 2006年

に「食品を介してヒトの健康に影響を及ぼす細菌に

対する抗菌物質の重要度のランク付けについて」を

決定(内閣府食品安全委員会， 2006)，その後も個別

の薬剤についてワーキンググループによる調査を続

けている。

その一方で，抗菌性飼料添加物に依存しない減投

薬飼養管理システムの構築を目指した研究も行われ

ている(農林水産省農林水産技術会議事務局編集，

2009)。離乳子豚に乳酸菌を添加した発酵リキッド

飼料を給与すると，抗体応答を賦活化すること

(MIZUMACHIら， 2009) 薬剤耐性菌を減少させるこ

と (KOBASHIら， 2008)，腸内細菌の多様度が高まる

こと (TAJIMAら， 2010)などが報告されており，抗

菌性飼料添加物の代替効果が注目されている。ま

た，近年，乳酸菌の生菌剤だけでなく，殺菌菌体に

よる腸管免疫活性化作用も注目されており，子豚

にEnferococcusfaecalis殺菌菌体を摂取させると，

志賀毒素産生性大腸菌 (STEC) によって引き起こ

される浮腫病の改善が見られたとの報告もある

(TSUKAHARAら， 2007)。このような殺菌菌体成分に

よる作用はバイオジェニックスのひとつで，バイオ

ジ、ェニックスとは「腸内フローラを介さず直接，免

疫刺激，抗変異原作用，抗腫場作用，抗酸化作用，

コレステロール低下作用あるいは腸内腐敗抑制作用

などによって，生体に有利に働く成分」であり，乳

酸菌発酵生産物，免疫強化物質を含む生理活性ペプ

チド，植物フラボノイドなどの成分が該当すると言
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われている(光岡， 2002)。

現在，多くのバイオジ、エニックス製剤が市販され

ており，様々な効果が報告されているが，実際の動

物を用いた効果は様々であり，適用の範囲は不明で、

ある。本研究では，既にヒトやマウスでアレルギー

症状の緩和等の免疫活性効果が確認され，市販され

ている殺菌乳酸菌 Lactobacillus仰racaseiK71 (以

下K71，MOROIら， 2011 ; KUMAGAIら， 2013)粉末を

用い，抗菌性飼料添加物を排除した条件で，知見の

ない離乳子豚に対する発育，下痢，小腸組織および

病原因子に及ぼす K71の効果を検証した。

材料及び方法

l 供試豚

本実験におけるすべての実験手技は，新潟県農業

総合研究所畜産研究センター動物実験等実施要領に

基づいて行った。

2011年 7月28日から 2011年8月16日に母豚6

腹から生まれたランドレース純粋種子豚48頭を生

後25日で離乳し(去勢24，雌24，平均体重5.8土0.1

kg)，順次試験を開始した。同腹の離乳子豚を雌雄

均等に慣行飼料のみ給与する区(対照区，去勢 12，

雌12，平均体重5.8土0.2kg)とK71を慣行飼料の原

物重0.1%添加給与する区 (K71区去勢 12，雌 12，

平均体重5.8士O.2kg)に分け， 28日間の飼養試験を

行った。ただし母豚6腹のうち l腹の8頭は，試

験開始 10日後にと畜し小腸長と繊毛高の調査に

用いた。よって，その他の調査項目は， 5腹40頭

(対照区，去勢 10，雌 10，平均体重 5.9士0.2kg)， 

K71区去勢10，雌 10，平均体重5.9:l:::0.2kg)から
得たデータを用いた。

2. 飼料と給与方法

試験開始までの子豚は母豚毎に群飼し，全てに抗

菌性飼料添加物および、乳酸菌類の入っていないほ乳

期用配合飼料を不断給与，自由飲水とした。離乳か

ら28日間は，試験用豚舎に移動し，同腹同試験区の

4頭を群飼し，それぞれの飼料を不断給与，自由飲

水とした。

試験期間中に給与した慣行飼料の組成は， トウモ

ロコシ 50.2，脱脂粉乳20.1，大立粕 20.1，砂糖3ム
植物性油脂 3.4，その他2.8(原物%)，飼料成分は

CP21.2， EE5.8， NDF8.1， TDN85.0 (車主牧1%) であ

る。また， K71の効果を明確にするために，抗菌性

飼料添加物を排除した飼料とした。

飼料に添加した K71は酒粕から分離された K71

の殺菌菌体とデキストリンを 1: 1で混合した粉末

で，生菌体換算で乳酸菌を 1012CFU/g含有してい

るものを用いた。

3. 調査項目

下痢の状態を数値化するため， 1日l回，朝方に

各豚房床に落下している糞便の性状を 4段階 (1: 

正常， 2:水分が高いが有形， 3:水分が高く無形， 4:
水様性)で8箇所，観察評価し， 4頭1群の平均値を

糞便スコアとした。

糞便中の微生物数測定のため，試験開始0，14， 28 

日目に全頭の直腸糞を採取し，直ちに培養を開始し

た。乳酸菌は LactobacilliMRS Agar (Difco)，大腸

菌群はデゾキシコレート培地(日水製薬)を用い，

希釈培養法により，新鮮糞 19あたりのコロニー数

を算出した。

小腸長と繊毛高測定のため，試験開始 10日後に，

同腹の子豚8頭(各区去勢2・雌2頭)をと畜し，小

腸の全長を測定するとともに 回盲弁より 20cm上

部付近の小腸後部の組織切片を HE染色により作成
した。械毛高は， 1検体から 10本の繊毛高を測定

しその平均により求めた。

血禁・糞便中の免疫グロプリン分析のため，試験

開始0，14， 28日目に全頭の頚静脈より真空採血管

で採血を行い，遠心分離機により血援を分離し分

析まで-20
0Cで保存した。同日に直腸糞を採取し，

分析まで-20
0

Cで保存した。総IgA濃度は PigIgA 

ELISA Quantitation Kit (Bethyl Laboratories) ， 来志

IgG濃度は PigIgG ELISA Quantitation Kit (Bethyl 

Laboratories)を用いて測定した。

糞便中病原性遺伝子の検出のため，免疫グロプリ

ン分析用に採取した直腸糞を用い， QIA amp DNA 

Stool Mini Kit (QIAGEN)を用いて DNA抽出を

行った。腸管出血性大腸菌の VT遺伝子，毒素原性

大腸菌の STp遺伝子と LT遺伝子および毒素産生

ウェルシュ菌の CPE遺伝子の 4つを選択し糞便

DNAを鋳型として，リアルタイム PCRで検出し

た。 EVC-1/2(VT遺伝子検出用)， ESP-1/2 (STp 

遺伝子検出用)， ELT-1/2 (LT遺伝子検出用)には，

特殊細菌検出用 PrimerSet (TaKaRa)を， CPE 

(CPE遺伝子検出用)には， KATOら(1993)と同様

のFWプライマー (5'-GGTTCA TT AA TTGAAA-

CTGGTG-3')およびRVプライマー (5'-AACGCC-

AATCATATAAATTACAGC目3')を，計4種類の

プライマーベアを用いて， Light Cycler ver. 1.5 

(Roche Applied Science)により増幅した。 Ct値35
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サイクルまでに蛍光量が上昇した試料を陽性とし

た。

4. 統計解析

大腸菌群数，乳酸菌数の群聞の増減は二標本t検

定，遺伝子検出は χ2検定，それ以外は Mann-

WhitneyのU検定により有意差検定を行った。ま

た，大腸菌群数，乳酸菌数は，常用対数に変換後，

統計処理を行った。

結果

試験期間中の日増体量，飼料摂取量，糞便スコア

を表 lに示した。各項目とも，対照区と K71区の

聞に有意差は無かった。乳酸菌数は，試験開始日で

ある離乳時に 2.6X lQll CFU I g生重量 (FM)であっ

た。試験開始28日後，対照区では 9.lX lQll CFU I g 

FMに増加し (p<O.01)， K71区では1.6X 1012 

CFU/g FMに増加した (P<O.OOl)0 28日後の乳酸

菌数は，対照区と比べ， K71区が有意に高値を示し

た (P<0.05)。

表1. K71が子豚の発育および糞便スコアに及ぼす

影響

Table 1. Effects of K71 diet on growth performance 

and fecal score 

Control K71 
It巴立1S SEM1 

(n=20) (n=20) 

Weaning weight (kg) 5.88 5.88 0.11 
Feed intake (kg/day)2 0.68 0.69 0.32 

Daily gain (kg/day) 0.19 0.19 0.02 

Fecal score l.87 l.73 0.11 

1 Stantard error of the mean. 2 DM basis. 

糞便中の大腸菌群数は 試験開始日である離乳時

に8.4X109CFU/gFMであった。試験開始 28日

後，対照区では3.4X108CFU/g FMに減少し (p<

0.05)， K71区では 9.5X107CFU/gFMに減少した

(P<O.Ol) 0 28日後の大腸菌群数は，両区に差が無

かった。

小腸長は，対照区が7.58mであったのに対し，

K71区が8.35mであり 有意に高値を示した (p<

0.05)。また械毛高は，対照区が556.4μmであった

のに対し， K71区が646.4μmであり，有意に高値を

示した (P<0.05)。

血築中の総IgA濃度は，対照区が477.61μg/ml，

K71区が432.40μg/mlであった。また，総IgG濃度

は，対照区が4.76mg/ml，K71区が5.03mg/mlで

あった。糞中の総 IgA濃度は，対照区が 3.37μgl
ml， K71区が3.35μg/mlであった。いずれも統計

的有意差は無かった。

表2に糞便中病原性遺伝子の検出結果を示した。

腸管出血性大腸菌の VT遺伝子は，試験開始日から

対照区 60%，K71区70%と高頻度で検出されてい

たが， 28日後には，対照区が66%であったのに対

し， K71区が25%であり，有意に低値を示した (p

<0.01)。毒素原性大腸菌の STp遺伝子は，試験開

始日に対照区 15%，K71区20%の検出率であった

が， 14日後には対照区89%，K71区80%と増加し

28日後でも対照区 66%. K71区60%と減少したも

のの，K71給与による明確な有意差は確認されな

かった。毒素原性大腸菌の LT遺伝子および毒素産

生ウェルシュ菌の CPE遺伝子は，試験期間中に検

出されなかった。

また，試験開始 10日後の小腸の組織検査，または

14日後の糞便検査により，対照区25%，K71区12.5

表 2. 病原性遺伝子の検出

Table 2. Detection rate (%) pathogenic genes 

Target o day 14 days 28 days 

gene Control K71 Control K71 Control K71 

VT 60 70 52 45 66 25帥

STp 15 20 89 80 66 60 
LT 。 。 。 。 。 。
CPE 。 。 。 。 。 。
制 showsignificantly different at P<O.Ol 

VT， Verocytotoxin-producing Escherichia coli ; STp and L T， Enterotoxigenic Esch-
erichi，αcoli; Clモ'E，Clost;γidiuh抗争邑rfiγ叩gens.
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%がコクシジウム感染していることが判明し，その

発生率や発生状況に区間差はなかった。

考 察

本試験では，抗菌性飼料添加物を排除した条件

で，離乳子豚への K71の効果を検証した。 K71の

給与によって，発育の向上や下痢の低減，総イムノ

グロプリン濃度の上昇には至らなかったものの，小

腸の械毛高が長くなり，糞便中の乳酸菌数が増加

し腸管出血性大腸菌の VT遺伝子の検出率が減少

した。

近年の研究で，乳酸菌による腸管免疫活性化作用

には，菌体成分が重要な役割を果たしているとの報

t 告がされている。乳酸菌やピフィズス菌の菌体成分

が腸管免疫を活性化する理由は，腸管上皮細胞に存

在し免疫に関わるレセプターの一つである TLR2

(Toll-like receptors 2)を刺激したためで，刺激され

たTLR2はサイトカイン産生を誘導し，抗菌物質で

あるデイフェンシンを分泌することで病原菌の繁殖

を防ぐ(高橋， 2011)。さらに，この TLR2を介し

て，腫虜細胞を攻撃する NK細胞を活性化するこ

と，アレルギ一反応を抑制する Thl細胞を活性化

すること等，免疫を担当する細胞を活性化すること

が報告されている (AKIRAand T AKEDA， 2004)。一

方，液性免疫では， TLR2のB細胞への刺激によ

り， 1gA抗体の産生および管腔への IgA抗体の輸送

が促進され，腸管管腔への 19A抗体分泌量が増大

し，病原菌に対する感染防御活性が高められる。

K71は， rr型インターフエロン (INF-γ)誘導能が
高く，インターロイキン-4(1L-4)抑制能が高い特

徴があり，結果的に IgE産生を抑制することで，ア

レルギー反応を抑制する可能性が高いことがBalb/

cマウスを用いた最新の研究で報告されている

(KUMAGAIら， 2013)。
これらのことから， K71の給与により乳酸菌の殺

菌菌体由来のリポペプチドやペプチドグリカンが

TLR2を刺激した結果，サイトカイン INFγの産生

を誘導し病原菌排除に関連する免疫が向上し，

VT遺伝子の検出率低下につながったのではないか

と推測される。本試験と同様に，下痢の頻発する臨

床現場において，殺菌乳酸菌製剤 (EC-12)を投与し

た試験でも，溶血性大腸菌とウェルシュ菌の検出率

が有意に低下した報告があり，生菌製剤とは異なる

殺菌菌体成分による腸管免疫の活性化によって起

こったと考察されている(塚原ら， 2006)。また，こ

のEC-12をリステリア菌感染マウスに投与した試

験では，小腸上皮細胞において Thlサイトカイン

の産生促進が確認され，その結果細胞性免疫が活性

化され，リステリア菌から宿主を防御したと推察さ

れている(倉本ら， 2004)。

本試験で，小腸長が伸長したことは原因が不明で

あるが，有意に小腸械毛が高くなった。早期離乳し

たマウスとブタで，対照区では小腸繊毛が萎縮して

いたのに対し，殺菌乳酸菌を投与した区では萎縮が

改善できることが報告されており， TLR2が殺菌菌

体成分を認識し，サイトカイン産生により様々な細

胞応答が起き，繊毛の成長が引き起こされたと考察

されている (TSUKAHARAら， 2011)。本試験では，抗

菌性飼料添加物を排除した飼料を用い，特別な衛生

対策を行わずに飼養した為，多数の下痢やコクシジ

ウム感染が確認されている。糞便スコアとコクシジ

ウム感染率が両区において差の無い状況下で， K71 

区の械毛が高かったことから 械毛萎縮のダメージ

を緩和または回復させたことは，離乳期の消化管形

成を助ける可能性がある。

K71の給与によって糞便中の乳酸菌数が増加し

たことについて，詳細は不明で、あるが，焼酎蒸留粕

に含まれるオリゴ糖，ペプチドが乳酸菌やピフィズ

ス菌の増殖促進に関与する可能性が示されており

(古田ら， 2007)，本試験に用いた K71も乳酸菌生産

物質や乳酸菌体として糖類，アミノ酸，ペプチド等

を含有していると考えられ，糞便中の乳酸菌数の増

加につながったのではないかと推測される。

以上の結果から，離乳子豚に対し殺菌乳酸菌

K71を慣行飼料の原物重0.1%添加給与することに

より，小腸繊毛高の伸長，糞便中乳酸菌数の増加，

腸管出血性大腸菌の VT産生遺伝子の減少が見ら

れ， K71にはアレルギー症状の改善以外にも有効な

効果がある可能性が示された。今後は，今回ター

ゲ、ツトとしなかった他の病原菌，ウイルス等に対す

るK71の効果も検証を重ねる必要があり，離乳子

豚の疾病予防への貢献が期待される。
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