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緒論 

 

 子豚の離乳後下痢（Post-weaning diarrhea: PWD）は、離乳後 3～10 日で主に腸管毒素原

性大腸菌（Enterotoxigenic Escherichia coli: ETEC）によって引き起こされる。ETEC に感染

した豚は通常、1～5 日間続く泥状から水様性の下痢を呈し、脱水による斃死もしくは発育低

下・遅延が生じ、世界中の養豚産業に深刻な経済的損失をもたらしている（Dubreuil et al., 

2016）。我が国においても、下痢を呈した離乳豚を検査したところ、大腸菌単独感染およびロ

タウイルス、コクシジウムなどとの混合感染を合わせると、半数以上（52.6%）の豚から大腸

菌が検出されており、本疾病に対する ETEC の重要性が伺える（Katsuda et al., 2006）。PWD

の原因となる ETEC は、易熱性エンテロトキシン（LT）や耐熱性エンテロトキシン（STa お

よび STb）を産生し、腸管上皮細胞へ付着するための線毛を保有している。豚では主に、F4

および F18 線毛を発現する ETEC が検出され、F5、F6、F41 線毛を発現する ETEC の検出

も報告されているが、検出頻度は低い（Fairbrother et al., 2005）。 

一般に、ETEC のような細菌による PWD をコントロール（予防・治療）するために抗菌

剤が使用されることが多く、中でも Paenibacillus polymyxa によって産生されるポリミキシ

ン系抗生物質であるコリスチンが豚で多く用いられていた（Tambadou et al., 2015）。一方、

ヒトでは、コリスチンは現在、Pseudomonas aeruginosa、Acinetobacter baumannii、Klebsiella 

pneumoniae、Enterobacter spp.などの多剤耐性グラム陰性菌による感染症治療のための最後
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の治療選択肢と考えられている（Walkty et al., 2009）。しかしながら、2015 年に、大腸菌や

サルモネラなどの特定のグラム陰性菌において、コリスチンに対する耐性を付与する安定な

プラスミド媒介遺伝子 mcr-1 が同定された（Rebelo et al., 2018）。これまでコリスチン耐性機

構は、非移行性のゲノム媒介変異しか確認されていなかったが、mcr-1 の発見により水平伝

播および種間移行の可能性もでてきたことから、ヒト医療においてコリスチンの有効性が低

下することが懸念されている。実際に、国内の豚から分離された主要 O 群血清型(O139、O149、

O116、OSB9)の病原性大腸菌 684 株について、コリスチン耐性および mcr-1 の保有状況を

調査した報告では、mcr-1 保有株は 2007 年分離株で初めて確認され、調査した 684 株におけ

る mcr-1 の保有率は 2011 年以降に急増しており、mcr-1 保有株はすべてがコリスチン耐性

株であった（Kusumoto et al., 2016）。これらの事態を受け、我が国では内閣府食品安全委員

会により家畜に対して硫酸コリスチンを使用することは中程度のリスク（ヒト用抗菌性物質

による治療効果が減弱又は喪失する可能性は否定できない）であるとされ、2018 年 7 月 1 日

をもって硫酸コリスチンの飼料添加物としての使用が禁止された。 

国内では、飼料添加物として抗菌剤および抗生物質の添加がいくつか承認されているが、

EU 加盟国では、耐性菌増加を抑制するために成長促進目的での抗菌剤および抗生物質の添

加が 2006 年より禁止されており、世界中で同様の動きがみられる（Casewell et al., 2003, 

Dębski., 2016, Nhung et al., 2016）。耐性菌出現を管理し、同時に家畜の生産性を維持するた

めには、抗菌剤、特に豚用のコリスチンに代わるものを見つけることが強く求められている
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（Rhouma et al., 2017）。PWD をコントロールするために、抗菌剤代替品として酸化亜鉛や

有機酸、プロバイオティクス、プレバイオティクスなどの飼料添加が広く研究されている

（Badia et al., 2012, Suiryanrayna et al., 2015, Yang et al., 2016, Zhu et al., 2017）。ＰＷＤを

予防し得る飼料を探索する最も効果的な評価方法は、豚を用いた感染試験である。しかしな

がら、これらの有効性評価において、発症に個体差が大きい不適切な感染モデルを使用した

場合、新たな製品を開発するためにより多くの豚を用いた試験が必要となり、動物福祉の理

念に相反する事態となり得る（Luise et al., 2019a）。近年、豚における 13 番染色体上に位置

するムチン 4 遺伝子（MUC4）は F4 線毛受容体の発現と関連があるとされている（Jensen 

et al., 2006, Roubos-van et al., 2017）。豚の MUC4 を標的とした DNA ベースのテストによ

り、F4 ETEC に対する抵抗性および感受性を調査することが可能となり、ETEC 実験感染に

よる下痢の発症率は大きく改善したものの 100％には達しなかった（Roubos-van et al., 2017）。 

本研究では、第一章で、豚由来腸管上皮細胞株を用い ETEC の細胞付着能を評価し、遺伝

子上では同一の F4 線毛遺伝子を有する ETEC であっても、株毎に細胞付着能が異なること

を見出した。さらに、細胞に高い付着性を有する ETEC 株を感受性（ホモ）もしくは感受性

/抵抗性（ヘテロ）の豚に攻撃することにより、100％下痢が発症する PWD 感染モデルを確

立した。 

第二章では、PWD 感染モデルを用いて、有機酸（フマル酸、乳酸）、乳酸菌死菌体末、さ

とうきび抽出物の PWD 予防効果についてスクリーニングした。予防効果の高かった二つの
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飼料を組み合わせて、低濃度（安価）でも効果が発揮される混合飼料を開発した。 

第三章では、新規に開発した混合飼料を豚に給与し、次世代シーケンサー（Miseq）による

腸内細菌叢メタゲノム解析や、CE-TOF MS による血漿メタボローム解析、リアルタイム PCR

による腸管のサイトカイン等発現量を確認することにより、PWD 予防メカニズムを検証し

た。 
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第一章 PWD 感染モデルの確立 

 

1. 緒言 

 

 PWD の原因となる ETEC は、易熱性エンテロトキシン（LT）や耐熱性エンテロトキシン

（STa および STb）を産生し、腸管上皮細胞へ付着するための線毛を保有している。一般的

に、経口的に侵入した ETEC は、線毛により腸管上皮細胞へ付着し、その場で増殖する。増

殖した大量の ETEC から放出される毒素（LT, STa, STb）により腸管外に水分が流出し、下

痢が引き起こされると言われている。ETEC の毒素としては、腸管凝集性大腸菌耐熱性エン

テロトキシン 1（Enteroaggregative E.coli heat-stable toxin 1; EAST1）も知られているが、子

豚への感染試験で下痢が発症しなかったという知見もあるため、本研究では調査対象外とし

た（Ruan et al., 2012）。 

 また、豚側の感染成立の要因として近年、MUC4 を標的とした DNA マーカーベースのテ

ストにより、豚の F4 ETEC に対する抵抗性および感受性に関連する一塩基多型（SNP）

（DQ848681: g.8227C > G）が同定された（Jensen et al., 2006）。MUC4 の遺伝子型検査を

用いることにより、豚は、F4 ETEC に対して、耐性ホモ（RR）、耐性/感受性ヘテロ（RS）お

よび感受性ホモ（SS）の 3 つのグループに分類することができるとされている。 

 本章では、当所保有の豚由来 ETEC 野外株の性状調査を実施し、どのような線毛遺伝子お
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よび毒素遺伝子を保有しているのか調査した。また、ETEC 感染成立の重要なファクターで

ある腸管上皮細胞への付着性について、LT、STa、STb すべての毒素遺伝子を有する株を用

いて調査した。さらに、MUC4 遺伝子型が異なる豚（Large White × Landrace; WL 種）に、

in vitro で高付着能または低付着能を示した ETEC 株を接種し、下痢の発症について確認し

た。また、豚を用いる試験では、試験者が容易に入手できる品種であることも重要であるた

め、品種毎の感染性も確認し、高率に下痢が発症し、高い再現性の得られる PWD 感染モデ

ルの確立を目指した。 

 

2. 材料と方法 

 

1）供試菌株 

JA 全農クリニックセンター（佐倉市）で分離された、豚由来 ETEC を 100 株用いた。分離

方法は、検体を 5％羊血液加寒天培地（栄研化学）で一晩培養し、溶血活性を示す大腸菌様コ

ロニーを単離した。大腸菌の確認のため、生化学性状（TSI 寒天培地（栄研化学）発育性状、

SIM 寒天培地（栄研化学）発育性状、インドール産生能）をさらに調べた。ETEC 株は 10％

スキムミルク（BD Difco）中で-80℃で保存した。各実験の前に 37℃で一晩、ＤＨＬ寒天培

地（栄研化学）で再培養した。 
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2）ETEC 株からの DNA 抽出と線毛遺伝子、毒素遺伝子の PCR による検出 

 DHL 寒天培地で 37℃、一晩培養した各 ETEC 株のコロニーから InstaGene Matrix（Bio-

Rad Laboratories）を用いて細菌 DNA を抽出し、NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）に

より吸光度比（A260/A280）を測定し、DNA のクオリティチェック（品質と純度）を行った。

抽出した DNA は、PCR に供試するまで-20℃で保存した。線毛遺伝子（F4, F5, F6, F18, F41）

および毒素遺伝子（LT, STa, STb）は表 1 に示すプライマーを用いて PCR により増幅した。

PCR 反応液は、細菌 DNA 2 µL に対し、各プライマー1 µM、1.25 U の Ex Taq HS（TaKaRa 

Bio）、5 µL の 10×PCR Buffer（Mg2+プラス）、200 µM の dNTP Mixture を加え、PCR グレ

ード水を反応液が 50 µL になるよう添加した。増幅反応は、熱変性（94℃, 2 分）、30 サイク

ルの増幅反応（94℃, 30 秒、55℃, 30 秒、72℃, 60 秒）後、伸長反応（72℃, 10 分）を行っ

た。PCR 産物の検出は、増幅した DNA を 2％アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブ

ロマイドで染色後、UV（Ultra Violet）下でゲル中のバンドを確認した。 

 

3）豚腸管上皮細胞株の維持 

 豚腸管上皮細胞株（Porcine intestinal epitheliocyte; PIE cell）（東北大学より分与）は、新

生子豚の腸管上皮由来の形質転換していない培養細胞株である（Hosoya et al., 2011）。PIE 細

胞は、10％ウシ胎児血清加 DMEM（Gibco）を用いて、37℃、5％CO2 存在下で維持した。 
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4）ETEC 株の PIE 細胞への付着能測定 

 PIE 細胞を 6 ウェルプレートに約 5×105 細胞/ウェルで播種し、コンフルエントになるま

で 37℃、5％CO2 存在下で培養した。各 ETEC 株はＬＢ（Luria-Bertani）培地（Tryptone（BD） 

5 g、Yeast Extract（BD） 2.5 g、NaCl（Wako） 5 g、Glucose（Wako） 0.5 g、蒸留水 500 

mL）を用いて、37℃で６時間振盪培養した。培養後、13,570 × g で 15 分間遠心し、培養菌

を回収した。DMEM を用いて 107 cfu/mL になるよう再懸濁したものを接種菌液とした。PIE

細胞を滅菌 PBS で 3 回洗浄し、菌液を 3 mL 接種した。プレートを 37℃、5％CO2 存在下で

1 時間インキュベートした後、滅菌 PBS を用いて付着しなかった ETEC を除去した。次い

で、3 mL のトリプシン処理により PIE 細胞および ETEC を回収した。回収溶液を必要乗数

まで希釈し、DHL 寒天培地にプレーティングし、37℃で一晩培養した。翌日、発育コロニー

を計測し、PIE 細胞に付着していた菌数を算出した。 

 

5）供試動物 

 すべての動物実験は、全農家畜衛生研究所動物実験審査委員会（承認番号第 324 号、366

号）の承認を得て、JA 全農家畜衛生研究所で実施した。WL（Large White × Landrace）、LW

（Landrace×Large White）、LL（Landrace×Landrace）、WW（Large White×Large White）、

LWD（Landrace×Large White×Duroc）の豚は、特定の病原体を持たない SPF 農場（WL、

WW は全農飼料畜産中央研究所より、LW、LL、LWD は全農畜産サービス関連農場より入
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手）に由来するものを使用した。試験豚は離乳日（21 日齢）に全農家畜衛生研究所に移送し、

オープンペンによる個別飼育を行った。体重は導入時および、剖検時または斃死時に測定し

た。1 日あたり約 400 g の飼料を給与し、水はプッシュドリンカーによる自由摂取とした。 

 

6）MUC4 遺伝子タイピング 

 分娩直後の子豚から尾サンプルを採取し、QIAamp DNA Minikit（QIAGEN）を用いてゲ

ノム DNA を抽出し、NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）により吸光度比（A260/A280）

を測定し、DNA のクオリティチェック（品質と純度）を行った。MUC4 遺伝子は表 1 に示

すプライマーを用いて PCR により増幅した。PCR 反応液は、ゲノム DNA 1 µL に対し、各

プライマー0.1 µM、0.5 U の Ex Taq HS（TaKaRa Bio）、2.5 µL の 10×PCR Buffer（Mg2+プ

ラス）、200 µM の dNTP Mixture を加え、PCR グレード水を反応液が 25 µL になるよう添加

した。増幅反応は、熱変性（94℃, 15 分）、35 サイクルの増幅反応（95℃, 15 秒、60～50℃, 

30 秒、72℃, 30 秒）後、伸長反応（72℃, 10 分）を行った。アニーリング温度は 60℃で開始

し、最初の 10 サイクルでは 1 サイクルあたり 1℃ずつ温度を下げて行った。残りの 25 サイ

クルは 50℃でアニーリング反応を行った。増幅した DNA は、XbaI (TaKaRa Bio)を用いて、

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)解析を行った。反応条件は、37℃で 2 時間

とした。PCR-RFLP 産物の検出は、2％アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイド

で染色後、UV 下でゲル中のバンドを確認した。耐性アリル（R）は XbaI によって分解され
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ず 367 bp に位置するのに対し、感受性アリル（S）は 2 つの断片（151 bp, 216 bp）に分解さ

れる。得られる遺伝子型は、耐性ホモ（RR、367 bp）、耐性/感受性ヘテロ（RS、151 bp, 216 

bp, 367 bp）および感受性ホモ（SS、151 bp, 216 bp）であった。 

 

7）感染菌株の準備および実験感染 

 PIE 細胞への付着性試験の結果から、高付着能を示す株（Highly adherent; HA）と低付着

能を示す株（Lowly adherent; LA）をそれぞれ 1 株ずつ選抜した。選抜した ETEC 株は、100 

µg/mL のリファンピシンを含む DHL 寒天培地（RifDHL）で複数回継代し、人工的にリファ

ンピシン耐性を付与した。各 ETEC 株は LB 培地を用いて、37℃で６時間振盪培養した。培

養後、13,570 × g で 15 分間遠心し、培養菌を回収、10％スキムミルクで 1010 cfu/mL もし

くは 108 cfu/mL になるよう再懸濁した。 

 合計 28 頭の雄豚（WL）を、感染菌株、MUC4 遺伝子型および感染菌量に基づいて 6 つの

グループに振り分けた（グループ 1（4 頭）：HA 株、1010 cfu/頭、SS 型、グループ 2（8 頭）：

HA 株、1010 cfu/頭、RS 型、グループ 3（4 頭）：HA 株、1010 cfu/頭、RR 型、グループ 4（4

頭）：HA 株、108 cfu/頭、RS 型、グループ 5（4 頭）：LA 株、1010 cfu/頭、SS 型、グループ

6（4 頭）：LA 株、1010 cfu/頭、RS 型）。導入翌日（22 日齢）に HA もしくは LA ETEC を経

口投与した。 

 次いで、品種別の実験感染を行った。合計 37 頭の雄豚を、品種に基づいて 5 つのグループ
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に振り分けた（グループ 1（5 頭）：WL 種、グループ 2（5 頭）：LW 種、グループ 3（12 頭）：

LL 種、グループ 4（10 頭）：WW 種、グループ 5（5 頭）：LWD 種）。導入翌日（22 日齢）

に HA ETEC を 1010 cfu/頭で経口投与した。 

 両実験感染において、感染後 7 日目にキシラジン（20 mg/mL を 1.5 mL）とミダゾラム（5 

mg/mL を 1.0 mL）で鎮静を掛け、ペントバルビタールナトリウム（64.8 mg/mL を 2.0 mL）

による深麻酔下で放血殺を行った。 

 

8）糞便性状の観察およびスコアリング 

 感染後、毎朝に糞便性状を個別に観察した。糞便性状は以下のようにスコアリングした。

スコア 0：正常、スコア 1：軟便、スコア 2：泥状便、スコア 3：水様便。下痢の発症率は、

各グループでスコア 1 以上の値を示した個体の割合で求めた。下痢の発症期間は、スコア 1

以上を示した期間を個別に記録し、グループの平均を算出した。 

 

9）排菌数の測定 

 感染後、滅菌綿棒を用いて直腸スワブを個別に採材し、1 mL の滅菌生理食塩水に懸濁した。

採材は、感染後 1、3、5、7 日目に実施した。スワブ懸濁液を必要乗数まで希釈し、RifDHL

に塗抹後、37℃で一晩培養した。翌日、発育コロニーを計測し、排菌数を算出した。 
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10）統計解析 

 平均糞便スコアは、感染後日数をグループ内因子、試験グループをグループ間因子とした

二元配置分散分析を行った後、Bonferroni/Dunn 法による多重比較を行った。下痢の発症率

および斃死率は、グループ毎にフィッシャーの直接確立計算法を用いて解析した。すべての

統計解析は、Excel2016（Microsoft）のアドインソフト Statcel4（OMS 出版）を用いて実施

した。有意水準は P <0.05 とした。 

 

3. 結果 

 

1）線毛遺伝子および毒素遺伝子の検出 

 本試験で検討した 100 株のうち、F4 線毛遺伝子を有する株は 83 株、F18 線毛遺伝子を有

する株は 13 株、F4/F5/F6/F18/F41 線毛遺伝子いずれにも該当しない株（F_UT）は 4 株で

あった（表 2）。また、毒素遺伝子すべてを保有する株は、F4 株で 77 株、F18 株で 9 株、F_UT

株で 3 株であった。 

 

2）ETEC 株の PIE 細胞への付着能測定 

 F4 線毛遺伝子を有する株では、106 cfu/mL 以上の高い付着能を示す株が 17 株みられた（表

3）。一方、F18 線毛遺伝子を有する株や、F_UT 株では 106 cfu/mL 以上の付着能を示す株は
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なく、105 cfu/mL より低い付着能を示す株しか認められなかった。しかしながら、F4 株の中

には、105 cfu/mL より低い付着能を示す株も確認された。実験感染では、HA 株として 106.1 

cfu/mL の付着能を示した株を、LA 株として 104.0 cfu/mL の付着能を示した株を選抜した。 

 

3）異なる MUC4 遺伝子型を有する豚（WL）に対する HA 株もしくは LA 株感染による PWD

の発症 

 平均糞便スコアは HA 株および LA 株の感染にかかわらず、1-3 の感染後日数（Days post 

infection; dpi）で値が高く、4-7 dpi では糞便スコアが低下する傾向にあった（表 4）。MUC4

遺伝子型が SS 型の豚に HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループ 1 では、平均糞便スコア

（1-3 dpi）が 2.00 と最も激しい下痢を呈し、下痢の発症率は 100％に達した。RS 型の豚に、

HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループ 2 では、平均糞便スコア（1-3 dpi）が 1.83、下痢

の発症率が 100％、下痢の発症期間が 3.4 日であり、グループ 1 と同程度の PWD 発症が認

められた。一方、RR 型の豚に、HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループ 3 では、平均糞便

スコア（1-3 dpi）が 0.25 と SS 型および RS 型の豚より有意に低く、下痢の発症率も 25％に

とどまった。また、RS 型の豚に HA 株を 108 cfu/頭で感染させたグループ 4 では、平均糞便

スコア（1-3 dpi）が 0.50 と低く、下痢の発症率も 50％にとどまった。 

 LA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループ 5（SS 型）および 6（RS 型）では、平均糞便ス

コア（1-3 dpi）がそれぞれ 1.22 および 0.50 と低く、下痢の発症率も 50％にとどまった。 
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 試験期間中の排菌数を図 1 に示す。SS 型の豚に HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループ

1 では、107 cfu/スワブ以上の排菌が 5 dpi まで継続した。次いで排菌数が多かったグループ

は RS 型の豚に HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループ 2 および SS 型の豚に LA 株を 1010 

cfu/頭で感染させたグループ 5 であり、106～7 cfu/スワブの排菌が 5 dpi まで継続した。すべ

ての試験グループにおいて、7 dpi には排菌数が 104 cfu/スワブ以下となった。 

 

4）異なる品種の豚（RS 型）に対する HA 株感染による PWD の発症 

 平均糞便スコア（1-3 dpi）は、WL 種で 1.82、LW 種で 1.50、LL 種で 2.76、WW 種で 2.47、

LWD 種で 2.75 であった（表 5）。WL 種および LW 種の平均糞便スコア（1-3 dpi）は LL 種

および LWD 種に比べて有意に低かった。また、LL 種の平均糞便スコア（4-7 dpi）は 1.58

であり、WL 種の 0.25、LW 種の 0.25、WW 種の 0.71 より有意に高かった。LL 種と LWD

種の平均糞便スコアは同程度であったが、斃死率に違いが認められた。LL 種の斃死率は 75％

であったのに対し、LWD 種は 20％にとどまった。 

 試験期間中の排菌数を図 2 に示す。平均糞便スコアおよび斃死率が最も高かった LL 種で

は、1-3 dpi で 108 cfu/スワブ以上の排菌が認められた。他の品種では、排菌数に違いはみら

れなかった。 
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4. 考察 

 

 本研究では、100 株の ETEC 野外分離株について、線毛遺伝子（F4、F5、F6、F18、F41）

および毒素遺伝子（LT、STa、STb）の保有状況について調査した。調査した菌株では、F4

線毛遺伝子を有する株が 83％（83/100）と多数を占めていた（表 2）。他の報告でも（Hur et 

al., 2011）、豚から分離された ETEC の多くが F4 線毛遺伝子を有しており、今回の結果と一

致する。一方、Luppi et al.（2016）は F4 線毛遺伝子の割合が 45.1％と報告しており、これ

らの違いは本研究では Stx2e 遺伝子を持たない株を対象としたため Stx2e 遺伝子を保有する

F18 株の検出が低下したためであると考えられた。また、今回の調査では検出されなかった

が、F4 と F18 両方の線毛遺伝子を有する株の存在が報告されており、それらの機能性につい

ては明らかとなっていない（Luppi et al., 2016）。さらに、線毛遺伝子にかかわらず、すべて

の毒素遺伝子を保有する株が 89％（89/100）と多数を占めていた（表 2）。各エンテロトキシ

ンの PWD 発症に対する相互作用は未だ明らかとなっていないが、個々の毒素はすべて、下

痢を誘発する可能性があると考えられている（Zhang et al., 2009, Zhang et al., 2006）。その

ため、すべての毒素遺伝子を保有する株に絞って、PIE 細胞への付着能を調べた。 

 PIE 細胞への付着能測定結果から、F4 株は 105 cfu/mL 以上の高い付着能を示す株が 88.3％

（68/77）と多くを占めていた（表 3）。しかしながら、同じ F4 株であっても、低い付着能

（104.0 ～104.9 cfu/mL）を示す株も存在した。このことは、同一の線毛遺伝子を保有する ETEC
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であっても株毎に腸管上皮細胞への付着能、すなわち病原性が異なることを示唆するもので

ある。これら付着能に差異が生じた理由について、明らかにすることはできておらず、アミ

ノ酸配列の変異調査などさらなる研究が必要であると考える。F18 株では、付着能が 103.0 ～

104.9 cfu/mL と高い付着能を示した株はみられなかった。一方、豚の生体における F18 受容

体は生後 20 日以降でなければ発現しないとされている（Nagy et al., 1992）。本研究で用いた

PIE 細胞は新生豚から樹立されたものであるため、F18 に対応する受容体が十分に発現して

いなかった可能性が示唆された。それゆえ、F18 ETEC の細胞付着能をより正確に評価する

ためには、異なる手法を用い、さらなる研究が必要であると考える。 

 異なる MUC4 遺伝子型を持つ豚（WL）に HA 株もしくは LA 株を感染させた。SS 型の豚

に、HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループ 1 では、1-3 dpi で激しい下痢が観察されたが、

4-7 dpi では観察されなかった（表 4）。HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループでは、平均

糞便スコア（1-3 dpi）が SS 型で 2.00、RS 型で 1.83、RR 型で 0.25 であり、MUC4 遺伝子

型によって F4 ETEC に対する感受性が異なることが改めて示された。これらは Jensen et al.

（2006）および Roubos-van et al.（2017）の報告と一致するが、SS 型だけではなく、RS 型

においても下痢の発症率が 100％に達したことは本研究結果でのみ示された。また、RS 型の

豚に、HA 株を 108 cfu/頭で感染させたグループ 4 では、平均糞便スコア（1-3 dpi）が 0.50

と低く、感染菌数も重要な因子であることが明らかとなった。一方、同一の MUC4 遺伝子型

を持つ豚で比較すると、HA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループでは、平均糞便スコアお
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よび下痢の発症率がそれぞれ SS 型（グループ 1）で、2.00 および 100%、RS 型で（グループ

2）、1.83 および 100％であったのに対し、LA 株を 1010 cfu/頭で感染させたグループでは、そ

れぞれ SS 型（グループ 5）で、1.22 および 50%、RS 型で（グループ 6）、0.50 および 50％

と、PWD 発症が大きく低下した。これらのことから、実験感染において PWD を発症させる

ためには、感染菌株の付着能を考慮することが非常に重要であることが示された。 

 RS 型の MUC4 遺伝子型を有する異なる品種の豚に HA 株を感染させ、PWD 発症の違い

を評価した（表 5、図 2）。RS 型を有する WL 種の豚において、上述の平均糞便スコア（1-3 

dpi）が 1.83 であり、今回のスコアは 1.82 と再現性が高いことが明らかとなった（表 4、表

5）。下痢の程度を示す平均糞便スコアにおいて、品種間で有意な差がみられた（表 5）。平均

糞便スコア（1-3 dpi）は、LL 種で 2.76 と最も高く、次いで LWD 種で 2.75、WW 種で 2.47

であり、大きな違いは認められなかったが、WL 種では 1.82、LW 種で 1.50 と有意に低いス

コアを示した。また、LL 種と LWD 種および WW 種において、斃死率がそれぞれ 75.0％、

20.0％および 10.0％であり、有意な差は得られなかったが、斃死率が異なる傾向があった。

これらの結果から、同じ MUC4 遺伝子型を有する豚であっても、品種により感受性もしくは

PWD 発症程度が異なることが示唆された。また、F4 ETEC に対する豚の感受性には MUC4

遺伝子だけでなく、MUC13 遺伝子も関与している可能性があると報告されており、これが

下痢の程度や斃死率に影響した可能性も排除できない（Goetstouwers et al., 2014, Sinha et al., 

2018）。さらに、豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルスや豚サーコウイルス 2 型ウイルスなど、他
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の疾病において、豚の感受性が品種間で異なるという報告もある（Liang et al., 2017, 

Opriessnig et al., 2009）。しかしながら、品種間で PWD 発症の程度が異なる可能性があるが、

本研究では、品種によらず RS 型の豚に対して、100％の下痢発症率を達成した。 

 以上の結果から、豚側の要因である MUC4 遺伝子型と細菌側の要因である細胞付着能を選

別することで、豚の品種に関係なく高精度で高い再現性のある実験感染系（PWD 感染モデ

ル）を確立することができた。本感染モデルの使用により、実験動物数をむやみに増やすこ

となく、PWD を予防し得る飼料の評価・開発が可能となった。 
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表 1. 線毛・毒素遺伝子および MUC4 遺伝子検出プライマー 

 

 

 

 

 

遺伝子 プライマー配列（5' to 3'） PCR 産物（bp） 引用文献 

F4 F:GGTGATTTCAATGGTTCGGTC 704 Choi et al., 2001 

 R:ATTGCTACGTTCAGCGGAGCG   

F5 F:TGCGACTACCAATGCTTCTG 450 Choi et al., 2001 

 R:TATCCACCATTAGACGGAGC   

F6 F:TCTGCTCTTAAAGCTACTGG 333 Choi et al., 2001 

 R:AACTCCACCGTTTGTATCAG   

F18 F:GTGAAAAGACTAGTGTTTATTTC 510 Ikwap et al., 2016 

 R:CTTGTAAGTAACCGCGTAAGC   

F41 F:GAGGGACTTTCATCTTTTAG 431 Choi et al., 2001 

 R:AGTCCATTCCATTTATAGGC   

LT F:ATTTACGGCGTTACTATCCTC 280 Choi et al., 2001 

 R:TTTTGGTCTCGGTCAGATATG   

STa F:TCCGTGAAACAACATGACGG 244 Choi et al., 2001 

 R:ATAACATCCAGCACAGGCAG   

STb F:GCCTATGCATCTACACAATC 278 Choi et al., 2001 

 R:TGAGAAATGGACAATGTCCG   

MUC4 F:GTGCCTTGGGTGAGAGGTTA 367 Jensen et al., 2006 

  R:CACTCTGCCGTTCTCTTTCC     
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表 2. 国内における豚由来 ETEC 株の線毛・毒素遺伝子の保有状況 

1）F4/F5/F6/F18/F41 のいずれにも該当しなかった株を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

線毛遺伝子 
毒素遺伝子 

株数 
LT STa STb 

F4 ＋ ＋ ＋ 77 

 ＋ － ＋ 6 

     

F18 ＋ ＋ ＋ 9 

 ＋ ＋ － 3 

 ＋ － － 1 

     

   F_UT 1) ＋ ＋ ＋ 3 

  ＋ ＋ － 1 
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表 3. PIE 細胞に対する ETEC 株の付着能の分布 

1）細胞付着菌数に示す範囲で計測された株数を示す。 

2）F4/F5/F6/F18/F41 のいずれにも該当しなかった株を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

線毛遺伝子 細胞付着菌数 
（log10 cfu/mL） 株数 1) 

F4 6.0 - 6.4 17 
 5.0 - 5.9 51 
 4.0 - 4.9 9 
   

F18 4.0 - 4.9 5 
 3.0 - 3.9 4 
   

   F_UT 2) 4.0 - 4.9 2 

  3.0 - 3.9 1 
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図 1.  異なる MUC4 遺伝子型の豚に対する HA 株もしくは LA 株の感染による排菌数 

 直腸スワブ懸濁液を RifDHL に塗抹し、37℃で一晩培養することにより、排菌数を算出し

た。検出限界値は、2.0×102 cfu/rectal swab であり、エラーバーは標準誤差を示す。グルー

プ 1; SS 型の豚に HA 株を 1010 cfu/頭で感染、グループ 2; RS 型の豚に HA 株を 1010 cfu/頭

で感染、グループ 3; RR 型の豚に HA 株を 1010 cfu/頭で感染、グループ 4; RS 型の豚に HA

株を 108 cfu/頭で感染、グループ 5; SS 型の豚に LA 株を 1010 cfu/頭で感染、グループ 6; RS

型の豚に LA 株を 1010 cfu/頭で感染。 
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図 2.  異なる品種の豚（RS 型）に対する HA 株の感染による排菌数 

 直腸スワブ懸濁液を RifDHL に塗抹し、37℃で一晩培養することにより、排菌数を算出し

た。検出限界値は、2.0×102 cfu/rectal swab であり、エラーバーは標準誤差を示す。WL; 

Large White × Landrace、LW; Landrace×Large White、LL; Landrace×Landrace、WW; 

Large White×Large White、LWD; Landrace×Large White×Duroc を示す。 
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第二章 PWD 感染モデルを用いた PWD 対策飼料の評価および新規混合飼料の開発 

 

1. 緒言 

 

 ETEC によって引き起こされる PWD は、世界中の養豚産業で問題視されている疾病の一

つである（Amezcua et al., 2002, Li et al., 2020a）。PWD をコントロールするために、抗菌剤

代替品として酸化亜鉛や有機酸、プロバイオティクス、プレバイオティクス、エッセンシャ

ルオイルなどの飼料添加が研究されている（Badia et al., 2012, Field et al., 2017, Suiryanrayna 

et al., 2015, Yang et al., 2016, Zhu et al., 2017）。 

 高濃度の酸化亜鉛を離乳期の豚に給与すると、ETEC による下痢の発症率が低下し、発育

が改善することが報告されており、PWD をコントロールするためにも使用されている（Scott 

et al., 2000, Wang et al., 2009）。一方、酸化亜鉛は吸収、分解されにくく、多くが糞便中に排

泄され、亜鉛による土壌汚染が懸念されている（Bosi et al., 2003）。環境保護の観点から、EU

では酸化亜鉛の飼料中への添加を禁止することも提言されている（Mukhopadhya et al., 2019）。 

 飼料中に有機酸を混ぜて、豚に給与することにより、胃および小腸の病原性細菌の数が減

少することが報告されている（Kluge et al., 2006）。より詳細に述べると、クエン酸、フマル

酸、乳酸、ギ酸などの有機酸を添加した飼料を子豚に与えると、胃内の pH が低下し、殺菌効

果が付与されるため、子豚の成長や健康状態が改善されることが示されている（Roselli et al., 
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2005, Stein et al., 2006, Tsiloyiannis et al., 2001）。有機酸の中でも、Owusu-Asiedu et al.（2003）

はフマル酸を給与することにより、Tanaka et al. (2014)は乳酸を給与することにより ETEC

による PWD を減少させることができたとしている。 

 乳酸菌死菌体末（Enterococcus faecalis EC-12 株; EC-12）は、PWD 予防の飼料として期待

できるバイオジェニックスの一つである。バイオジェニックスとは、腸内フローラを介する

ことなく、直接、免疫賦活、コレステロール低下作用、血圧降下作用、整腸作用、腸内フロー

ラ改善などの生体調節、疾病予防に働く食品のことである（Mitsuoka, 2014）。EC-12 を摂取

することにより、リステリア菌感染の抑制、腸管内のビフィズス菌を増加させることが示さ

れており、ヒト用のサプリメントとしても市販されている（Terada et al., 2004, Tsukahara et 

al., 2005）。一方、豚においては、EC-12 を 0.05％（w/w）飼料中に添加することにより、浮

腫病を予防することができたという報告がある（Tsukahara et al., 2007）。 

 さとうきび抽出物（Sugar cane extract; SCE）は、ポリフェノールやαグルカンを主成分と

し免疫系を刺激することが知られている天然物であり、抗炎症、抗酸化、抗ストレス活性を

有する（El-Abasy et al., 2002, Nakasone et al., 1996, Takara et al., 2002）。家畜に対する応用

では、鶏の Eimeria tenella 感染症に対する予防効果や、豚の免疫機能増強および発育改善が

報告されている（El-Abasy et al., 2003, Lo et al., 2005, Lo et al., 2006）。 

我々が開発した PWD 感染モデル（第一章）を用いることにより、これらの評価がより一

層正確になることが期待され、本章では、フマル酸、乳酸、EC-12、SCE の飼料添加による
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PWD 予防効果について評価するとともに、効果が高い組み合わせを見出し、新規混合飼料の

開発を目的とした。 

 

2. 材料と方法 

 

1）供試動物 

 すべての動物実験は、全農家畜衛生研究所動物実験審査委員会（承認番号第 335 号、343

号、350 号）の承認を得て、JA 全農家畜衛生研究所で実施した。豚（Landrace、雄）は、特

定の病原体を持たない SPF 農場（全農畜産サービス関連農場）に由来するものを使用した。

試験豚には、MUC4 遺伝子型が RS 型のものを用いた。MUC4 遺伝子型の検査は、第一章と

同様の方法で実施した。試験豚は離乳日（21 日齢）に全農家畜衛生研究所に移送し、オープ

ンペンによる個別飼育を行った。体重は導入時および、剖検時または斃死時に測定した。1 日

あたり約 400 g の試験飼料を給与し、水はプッシュドリンカーによる自由摂取とした。 

 

2）感染菌株の準備および実験感染 

第一章で用いた HA 株を、LB 培地を用いて、37℃で６時間振盪培養した。培養後、13,570 

× g で 15 分間遠心し、培養菌を回収、10％スキムミルクで 109 cfu/mL になるよう再懸濁し

た。 
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初めに、ETEC による下痢抑制効果の高い飼料を見出すために、スクリーニング試験を実

施した。合計 68 頭の雄豚（LL）を、飼料の種類および給与量に基づいて 9 つのグループに

振り分けた（グループ 1（10 頭）：コントロール、基礎飼料のみ、グループ 2（8 頭）：フマル

酸給与、基礎飼料に 1.0％（w/w）添加、グループ 3（8 頭）：乳酸給与、基礎飼料に 1.0％（w/w）

添加、グループ 4（5 頭）：EC-12 給与、基礎飼料に 0.1％（w/w）添加、グループ 5（8 頭）：

EC-12 給与、基礎飼料に 0.01％（w/w）添加、グループ 6（8 頭）：EC-12 給与、基礎飼料に

0.005％（w/w）添加、グループ 7（5 頭）：SCE 給与、基礎飼料に 1.0％（w/w）添加、グル

ープ 8（8 頭）：SCE 給与、基礎飼料に 0.5％（w/w）添加、グループ 9（8 頭）：SCE 給与、

基礎飼料に 0.1％（w/w）添加）（表 6）。 

次に、スクリーニング試験において、ETEC による下痢を抑制する効果が優れていた EC-

12 と SCE を組み合わせ、有効性を検証した。合計 24 頭の雄豚（LL）を、飼料の種類および

給与量に基づいて 3 つのグループに振り分けた（グループ 1（8 頭）：コントロール、基礎飼

料のみ、グループ 2（8 頭）：EC-12 および SCE の混合給与、基礎飼料にそれぞれ 0.005％

（w/w）および 0.25％（w/w）添加、グループ 3（8 頭）：EC-12 および SCE の混合給与、基

礎飼料にそれぞれ 0.001％（w/w）および 0.05％（w/w）添加）（表 6）。 

両試験ともに、導入時（21 日齢）から、試験が終了するまで、各グループの飼料を給餌し

た。試験開始 5 日目（26 日齢）に、HA ETEC を 109 cfu/頭で経口投与した。両実験感染に

おいて、感染後 7 日目（33 日齢）にキシラジン（20 mg/mL を 1.5 mL）とミダゾラム（5 
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mg/mL を 1.0 mL）で鎮静を掛け、ペントバルビタールナトリウム（64.8 mg/mL を 2.0 mL）

による深麻酔下で放血殺を行った。 

 

3）糞便性状の観察およびスコアリング 

 感染後、毎朝に糞便性状を個別に観察した。糞便性状は以下のようにスコアリングした。

スコア 0：正常、スコア 1：軟便、スコア 2：泥状便、スコア 3：水様便。下痢の発症率は、

各グループでスコア 1 以上の値を示した個体の割合で求めた。下痢の発症期間は、スコア 1

以上を示した期間を個別に記録し、グループの平均を算出した。 

 

4）排菌数の測定 

 感染後、滅菌綿棒を用いて直腸スワブを個別に採材し、1 mL の滅菌生理食塩水に懸濁した。

採材は、感染後 1、3、5、7 日目に実施した。スワブ懸濁液を必要乗数まで希釈し、RifDHL

に塗抹後、37℃で一晩培養した。翌日、発育コロニーを計測し、排菌数を算出した。 

 

5）統計解析 

 平均糞便スコアは、感染後日数をグループ内因子、試験グループをグループ間因子とした

二元配置分散分析を行った後、コントロールを対照群とした Dunnett 法による多重比較を行

った。下痢の発症率および斃死率は、グループ毎にフィッシャーの直接確立計算法を用いて
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解析した。体重、平均排菌数および下痢の発症期間は、バートレット検定により等分散であ

ることを確認した後、一元配置分散分析を行い、コントロールを対照群とした Dunnett 法に

よる多重比較を行った。すべての統計解析は、Excel2016（Microsoft）のアドインソフト

Statcel4（OMS 出版）を用いて実施した。有意水準は P <0.05 とした。 

 

3. 結果 

 

1）スクリーニング試験 

 基礎飼料のみを給与したコントロール（グループ 1）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）が

1.72 と、全グループ間で最も高い値であった（表 7）。有機酸であるフマル酸、乳酸を給与し

たグループ（グループ 2、3）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）がそれぞれ、1.09、0.91 とコ

ントロールよりも有意に低かった。EC-12 を基礎飼料に 0.1%、0.01％、0.005％（w/w）添加

したグループ（グループ 4、5、6）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）がそれぞれ、0.17、0.66、

0.78 とコントロールよりも有意に低かった。また、SCE を基礎飼料に 1.0%、0.1％（w/w）

添加したグループ（グループ 7、9）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）がそれぞれ、0.31、0.86

とコントロールよりも有意に低かった。 

 さらに、EC-12 を基礎飼料に 0.1%（w/w）添加したグループ（グループ 4）では、下痢の

発症率が 40％、下痢の発症期間が 1.0 日、斃死率が 0％であり、コントロールよりも有意な
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低下がみられた。また、SCE を基礎飼料に 1.0%（w/w）添加したグループ（グループ 7）で

も、斃死率が 0％であり、コントロールよりも有意な低下がみられた。 

 導入時の体重は、試験グループ間で違いはなかったが、剖検もしくは斃死時の体重は、EC-

12 を基礎飼料に 0.1%、0.01％（w/w）添加したグループ（グループ 4、5）および SCE を基

礎飼料に 1.0%、0.1％（w/w）添加したグループ（グループ 7、9）において、コントロール

よりも有意に増加していた。また、一日平均増体量では、コントロール（グループ 1）で-4.2 

g と負の値を示し、フマル酸、乳酸を給与したグループ（グループ 2、3）では、125.0 g、62.5 

g であり、EC-12 を基礎飼料に 0.1%、0.01％、0.005％（w/w）添加したグループ（グループ

4、5、6）では、それぞれ 158.3 g、177.5 g、155.8 g であり、SCE を基礎飼料に 1.0%、0.5%、

0.1％（w/w）添加したグループ（グループ 7、8、9）では、それぞれ 116.7 g、51.7 g、117.5 

g であった。 

 ETEC 感染後の排菌数（log10 cfu/rectal swab）は、コントロール（グループ 1）で 7.5（1 

dpi）、8.1（3 dpi）、6.3（5 dpi）、4.6（7 dpi）と推移し、全てのグループ間で最も高い排菌数

であった（図 3）。フマル酸、乳酸を給与したグループ（グループ 2、3）では、僅かな排菌数

低下傾向が認められたものの、有意な差はみられなかった（図 3a）。EC-12 を基礎飼料に 0.1%、

0.01％、0.005％（w/w）添加したグループ（グループ 4、5、6）では、1 dpi の排菌数がグル

ープ 4、6 で 4.4 および 4.9 であり、3 dpi の排菌数がグループ 4、5、6 でそれぞれ 4.9、4.2、

5.2 とコントロールよりも有意に低減していた（図 3b）。また、SCE を基礎飼料に 1.0%（w/w）



- 33 - 

 

添加したグループ（グループ 7）では、1 dpi の排菌数が 4.2 と、コントロールよりも有意に

低減していた（図 3c）。 

 

2）EC-12 および SCE の混合給与効果 

 基礎飼料のみを給与したコントロール（グループ 1）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）が

1.63 と、全グループ間で最も高い値であった（表 8）。EC-12 および SCE の混合品を高濃度

で給与したグループ（グループ 2）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）が 0.47 と、コントロー

ルよりも有意に低かった。さらに、低濃度で給与したグループ（グループ 3）でも、平均糞便

スコア（1-7 dpi）が 0.94 と、コントロールよりも有意に低かった。 

 導入時の体重は、試験グループ間で違いはなかったが、剖検もしくは斃死時の体重は、EC-

12 および SCE の混合品を高濃度もしくは低濃度で給与したグループ（グループ 2、3）にお

いて、コントロールよりも有意に増加していた。また、一日平均増体量では、コントロール

（グループ 1）で 9.3 g と低値を示した一方、混合品を高濃度で給与したグループ（グループ

2）では 166.7 g、低濃度で給与したグループ（グループ 3）では 104.2 g と、両給与グループ

で有意に増加した。 

 ETEC 感染後の排菌数（log10 cfu/rectal swab）は、コントロール（グループ 1）で 7.9（1 

dpi）、8.0（3 dpi）、6.1（5 dpi）、3.8（7 dpi）と推移し、全てのグループ間で最も高い排菌数

であった（図 4）。EC-12 および SCE の混合品を高濃度で給与したグループ（グループ 2）で
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は、5.4（1 dpi）、4.5（3 dpi）、3.9（5 dpi）、2.7（7 dpi）と推移し、1、3、5 dpi でコントロ

ールよりも有意に低減していた（図 4）。EC-12 および SCE の混合品を低濃度で給与したグ

ループ（グループ 3）では、7.0（1 dpi）、6.9（3 dpi）、5.3（5 dpi）、2.8（7 dpi）と推移し、

僅かな排菌数低下傾向が認められたものの、有意な差はみられなかった（図 4）。 

 

4. 考察 

 

 有機酸であるフマル酸、乳酸を給与したグループ（グループ 2、3）では、平均糞便スコア

（1-7 dpi）がそれぞれ、1.09、0.91 と、コントロールの 1.72 よりも有意に低く、ETEC によ

る下痢発症軽減効果がみられた（表 7）。これらの結果は、Tsiloyiannis et al.（2001）の報告

と一致する。しかしながら、EC-12 および SCE 給与グループほど、下痢発症軽減効果はみら

れなかった。また、乳酸を給与したグループ（グループ 3）では体重、平均一日増体量がコン

トロール（グループ 1）と相違ない結果であり、フマル酸、乳酸を給与したグループ（グルー

プ 2、3）では、排菌数も有意な低減効果はみられなかった（表 7、図 3）。この時期に下痢を

発症すると、以降の発育に影響がみられることから、単純に下痢の発症の有無だけでなく、

体重にも着目することが、PWD 対策に重要なことである（Fairbrother et al., 2005）。それゆ

え、有機酸であるフマル酸および乳酸は、PWD 対策に資するには、十分な効果があるとは言

えないと結論付けた。 
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 異なる濃度の EC-12 を給与したグループ（グループ 4、5、6）では、平均糞便スコア（1-

7 dpi）がそれぞれ、0.17、0.66、0.78 と、コントロールの 1.72 よりも有意に低く、ETEC に

よる下痢発症軽減効果がみられた（表 7）。中でも、最も高い濃度を給与したグループ（グル

ープ 4）では、下痢による体重低下の軽減、さらには下痢発症率の低下、発症期間の短縮、斃

死率の低下と、多項目にわたり、ETEC による PWD 発症が軽減され、EC-12 は非常に有用

な飼料であることが明らかとなった。一方、EC-12 の給与量を下げていくと、下痢発症軽減

効果が明確に減弱した。これらのことから、EC-12 は濃度依存が強いことが示唆された。 

 異なる濃度の SCE を給与したグループ（グループ 7、9）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）

がそれぞれ、0.31、0.86 と、コントロールの 1.72 よりも有意に低く、ETEC による下痢発症

軽減効果がみられた（表 7）。最も高い濃度を給与したグループ（グループ 7）では、下痢に

よる体重低下の軽減、さらには斃死率の低下と、多項目にわたり、ETEC による PWD 発症

が軽減され、EC-12 ほどではないが、SCE も非常に有用な飼料であることが明らかとなった。

しかしながら、SCE も EC-12 と同様に給与量を下げると、効果が低減することが確認された。 

 以上のことから、EC-12 が PWD 対策の候補となり得るが、本研究で評価した他の飼料よ

りも 10 倍程度高価な飼料である。よって、EC-12 を軸として、低濃度の EC-12 でも PWD

軽減効果が得られるように、次いで効果が優れていた SCE を混ぜて給与することとした。混

合給与のグループ 2（EC-12; 0.005%、SCE; 0.25%）では、平均糞便スコア（1-7 dpi）が 0.47

であり、コントロール（グループ 1）の 1.63 より有意に低減していた（表 8）。この値は、EC-
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12 単味を 0.01%で給与した時の平均糞便スコア（1-7 dpi）である 0.66 よりも低いものであ

った（表 7）。これらのことから、EC-12 と SCE を混ぜて給与することにより、それぞれの効

果が増強されることが示唆された。さらに、混合給与のグループ 2（EC-12; 0.005%、SCE; 

0.25%）では、コントロールの排菌数に比べ、1 dpi で 1/100 程度、3 dpi で 1/1000 程度まで

有意に減少した。排菌数を低減させることは、農場内での ETEC 汚染拡大を抑制することに

繋がり、農場衛生に大きく貢献すると考えられる。 

 以上の結果から、本研究によって、ETEC による PWD 対策として EC-12、SCE が有用で

あることを見出した。さらに、両飼料を混ぜて給与することにより、低濃度でも効果が発揮

されることを確認し、コストを下げることに成功した。混合給与のグループ 2（EC-12; 0.005%、

SCE; 0.25%）の添加コストは、平均糞便スコア値が近い SCE（1.0%）および EC-12（0.01％）

の半分程度に抑えられた。 
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表 6. 試験グループの設定 

試験グループ 給与飼料 添加濃度（%, w/w） 頭数 

スクリーニング試験    

1 － － 10 

2 フマル酸 1.0 8 

3 乳酸 1.0 8 

4 EC-12 0.1 5 

5 EC-12 0.01 8 

6 EC-12 0.005 8 

7 SCE 1.0 5 

8 SCE 0.5 8 

9 SCE 0.1 8 

混合給与試験    

1 － － 8 

2 EC-12 / SCE 0.005 / 0.25 8 

3 EC-12 / SCE 0.001 / 0.05 8 
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表 8. EC-12、SCE を混合給与した時の PWD 発症評価 

飼料 コント 

ロール 

EC-12 / SCE EC-12 / SCE 

SEM 飼料添加量（%, w/w） 0.005 / 0.25 0.001 / 0.05 

グループ（頭数） 1（8） 2（8） 3（8） 

平均体重（Kg）     

 導入時 5.06 5.31 5.38 0.23 

 剖検または斃死時 5.19  7.50*  6.69* 0.26 

平均一日増体量（g） 9.3 166.7* 104.2* 19.3 

平均糞便スコア 1.63  0.47*  0.94* 0.10 

 （1-7 dpi）     

下痢発症率（％） 100 71 100  

発症期間（日） 4.5 2.3 4.0 0.5 

斃死率（％） 50.0 12.5 12.5   

＊は同一項目において、コントロールに対して有意差があったことを示す（P <0.05）。 
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図 3. 有機酸および EC-12、SCE を飼料に添加し、ETEC を感染させた時の排菌数 

 直腸スワブ懸濁液を RifDHL に塗抹し、37℃で一晩培養することにより、排菌数を算出し

た。検出限界値は、2.0×102 cfu/rectal swab であり、エラーバーは標準誤差を示す。＊は同

一感染後日数において、コントロールに対して有意差があったことを示す（P <0.05）。a）コ

ントロールおよび有機酸給与グループ、b）コントロールおよび EC-12 給与グループ、c）コ

ントロールおよび SCE 給与グループを示す。 
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図 4. EC-12、SCE を混ぜて飼料に添加し、ETEC を感染させた時の排菌数 

直腸スワブ懸濁液を RifDHL に塗抹し、37℃で一晩培養することにより、排菌数を算出し

た。検出限界値は、2.0×102 cfu/rectal swab であり、エラーバーは標準誤差を示す。＊は同

一感染後日数において、コントロールに対して有意差があったことを示す（P <0.05）。EC-

12+SCE, 高濃度は、EC-12 を 0.005%（w/w）、SCE を 0.25%（w/w）給与を、EC-12+SCE, 

低濃度は、EC-12 を 0.001%（w/w）、SCE を 0.05%（w/w）給与したことを示す。 
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第三章 新規混合飼料の ETEC 感染予防メカニズムの解析 

 

1. 緒言 

 

 哺乳類の腸管内には、生体の細胞数と同程度もしくはそれ以上の微生物が生息しており、

腸内細菌叢として知られている。腸内細菌叢は、栄養吸収、代謝、免疫システムの発達、腸管

上皮細胞の分化、腸管粘膜バリアの維持など宿主に多様な利益をもたらしており、動物の健

康と疾患に深くかかわっている（Bahrndorff et al., 2018, de Vadder et al., 2018, Kabat et al., 

2014）。特に、ETEC による PWD のような腸管感染症と腸内細菌叢は関連性が深いことが知

られている（Cui et al., 2017, Lalles et al., 2007）。また、腸内細菌叢の働きによって、様々な

代謝産物が産生され、それらは宿主の体内にも取り込まれ利用されている。それゆえ、近年、

次世代シーケンサーの台頭により、腸内細菌叢の解析がポピュラーなものとなっているが、

腸内細菌の働きを理解するためにはメタボローム解析も重要である（Jin et al., 2020, Luise et 

al., 2019b）。 

第二章において、EC-12 および SCE を飼料に添加し、子豚に給与することで、F4 ETEC 感

染による PWD 発症を軽減させることが可能となった。しかしながら、EC-12 および SCE を

給与することにより、下痢の軽減効果や排菌数の減少など、有効性を示す現象は確認できて

いるものの、それらの作用メカニズムは明らかとなっていない。そこで、本章では、EC-12、
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SCE およびこれらの混合品を豚に給与した際の生体内変化を観察し、予防メカニズム解析を

試みた。 

 

2. 材料と方法 

 

1）供試動物 

 すべての動物実験は、全農家畜衛生研究所動物実験審査委員会（承認番号第 401 号）の承

認を得て、JA 全農家畜衛生研究所で実施した。豚（Landrace、雄）は、特定の病原体を持た

ない SPF 農場（全農畜産サービス関連農場）に由来するものを使用した。試験豚は、MUC4

遺伝子型が RS 型の豚を用いた。MUC4 遺伝子型の検査は、第一章と同様の方法で実施した。

試験豚は離乳日（21 日齢）に全農家畜衛生研究所に移送し、オープンペンによる個別飼育を

行った。1 日あたり約 400 g の試験飼料を給与し、水はプッシュドリンカーによる自由摂取

とした。 

 

2）対策飼料給与試験および実験感染 

 合計 32 頭の雄豚（LL）を、飼料の種類および ETEC 感染の有無に基づいて 8 つのグルー

プに振り分けた（グループ 1（4 頭）：コントロール、基礎飼料のみ、非感染、グループ 2（4

頭）：EC-12 給与、基礎飼料に 0.1％（w/w）添加、非感染、グループ 3（4 頭）：SCE 給与、
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基礎飼料に 1.0％（w/w）添加、非感染、グループ 4（4 頭）：EC-12 と SCE の混合給与、基

礎飼料にそれぞれ 0.005％（w/w）、0.25％（w/w）添加、非感染、グループ 5（4 頭）：コント

ロール、基礎飼料のみ、感染、グループ 6（4 頭）：EC-12 給与、基礎飼料に 0.1％（w/w）添

加、感染、グループ 7（4 頭）：SCE 給与、基礎飼料に 1.0％（w/w）添加、感染、グループ 8

（4 頭）：EC-12 と SCE の混合給与、基礎飼料にそれぞれ 0.005％（w/w）、0.25％（w/w）添

加、感染）（表 9）。 

 実験感染に用いた感染菌液は、第一章で用いた HA 株を、LB 培地を用いて、37℃で６時間

振盪培養した。培養後、13,570 × g で 15 分間遠心し、培養菌を回収、10％スキムミルクで

109 cfu/mL になるよう再懸濁した。 

 導入時（21 日齢）から、試験が終了するまで、各グループの飼料を給餌した。試験開始 5

日目（26 日齢）に、感染グループ（グループ 5-8）へ HA ETEC を 109 cfu/頭で経口投与し

た。感染後 3 日目（29 日齢）に全頭剖検した。剖検時には、キシラジン（20 mg/mL を 1.5 

mL）とミダゾラム（5 mg/mL を 1.0 mL）で鎮静を掛け、ペントバルビタールナトリウム（64.8 

mg/mL を 2.0 mL）による深麻酔下で放血殺を行った。 

 

3）血漿中の総 IgA 測定 

 試験開始 8 日目に、EDTA 採血管（TERUMO）を用いて、非感染グループの豚（グループ

1-4）から採血を実施した。血漿は、血液を 1,200 × g、10 分間遠心し、上清を回収するこ
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とにより得た。血漿サンプルは、試験に供試するまで、-80℃で保存した。総 IgA の測定は、

Pig IgA ELISA キット（Bethyl Laboratories）を用い、付属のマニュアルに従い実施した。 

 

4）腸内細菌叢の解析 

 剖検時に、非感染グループ豚（グループ 1-4）の空腸および回腸、盲腸の内容物を採材した。

腸管内容物から All Prep PowerViral DNA/RNA キット（QIAGEN）を用い、付属のマニュア

ルに従い細菌 DNA を抽出した。抽出した DNA は、NanoDrop（Thermo Fisher Scientific）

により吸光度比（A260/A280）を測定し、クオリティチェック（品質と純度）を行った。DNA

は、試験に供試するまで-20℃で保存した。細菌 16S rRNA 遺伝子 V3-V4 領域を増幅し、イ

ンデックスを各サンプルに付与した。アンプリコン PCR およびインデックス PCR は、

Illumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation guide（Illumina Technical Note, 

2014）に従って実施した。Qubit 3.0 蛍光光度計（Thermo Fisher Scientific）を用いて、蛍光

強度を測定し、精製産物の最終的な DNA 濃度を確認した。4 nM に調整したライブラリーを

等量混合し、ライブラリープールを作製した。シーケンス解析は、Miseq システム（イルミ

ナ）を用いて、2 × 300 bp のペアエンドリードで実施した。得られた配列は、Operational 

Taxonomic Units (OTU)としてグループ化し、CLC Microbial Genomics Module ソフトウェ

ア(QIAGEN)を用いてクラスタリングした。また、CLC Microbial Genomics Module を用い

て、Chao1 (α)および Bray-Curtis（β）多様性の解析を行った。 
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5）血漿中のメタボローム解析 

 血漿サンプルは、総 IgA 測定に用いたものと同じサンプルを供試した。代謝物の抽出およ

びメタボローム解析は、ヒューマン・メタボローム・テクノロジーズ（HMT）で行った。前

処理として、血漿サンプルをメタノールと混合し、限外濾過することにより、代謝物の抽出

を行った。分析は、HMT の施設で Agilent 6210 TOFMS（Agilent Technologies）を搭載し

た Agilent CE システム（Agilent Technologies）を用いて実施した。 

 

6）リアルタイム PCR による mRNA 相対発現量の測定 

 剖検時に、空腸組織および回腸組織を採材した。腸管組織から TRIzol 試薬（Invitrogen）

を用い、付属のマニュアルに従い total RNA を抽出した。抽出した RNA は、NanoDrop

（Thermo Fisher Scientific）により吸光度比（A260/A280）を測定し、クオリティチェック

（品質と純度）を行った。RNA は、試験に供試するまで-80℃で保存した。Total RNA 2 µg

を SuperScript Ⅳ VILO with ezDNase enzyme（Thermo Fisher Scientific）を用いて逆転写し

た。リアルタイム PCR 反応液は、20 倍希釈した cDNA 2 µL に対し、各プライマー（300 nM）

（表 10）を 0.1 µL、10 µL の PowerUp SYBR Green Master Mix（Applied Biosystems）を加

え、PCR グレード水を反応液が 20 µL になるよう添加した。増幅反応は、熱変性（95℃, 3

分）、40 サイクルの増幅反応（95℃, 15 秒、60℃, 30 秒、72℃, 30 秒）を行った。蛍光取得は

72℃で、融解曲線解析は 65～95℃で行った。全反応の増幅効率は 92 から 100％の範囲であ
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った。相対的な遺伝子発現値は、2-ΔΔCt 法を用いて算出し、リファレンス遺伝子（GAPDH）

でノーマライズした（Livak et al., 2001）。 

 

7）統計解析 

 IgA および Chao 1 指数（α多様性）、腸内細菌の相対存在量は、バートレット検定により

等分散であることを確認した後、一元配置分散分析を行い、コントロールを対照群とした

Dunnett 法による多重比較を行った。メタボローム解析によって得られた代謝物は、各グル

ープを個別に、コントロールに対してウェルチの t 検定を用いて比較した。mRNA 遺伝子発

現量は、ΔCt 値を用いて、バートレット検定により等分散であることを確認した後、一元配

置分散分析を行い、Bonferroni/Dunn 法による多重比較を行った。以上の統計解析は、

Excel2016（Microsoft）のアドインソフト Statcel4（OMS 出版）を用いて実施した。また、

β多様性の統計解析は、CLC Microbial Genomics Module を用いて、PERMANOVA 解析に

より実施した。有意水準は P <0.05 とした。 

 

3. 結果 

 

1）血漿における総 IgA 濃度の比較 

 EC-12 と SCE を混合給与したグループ（グループ 4）では、血漿中の IgA 濃度が 174.8 
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µg/mL であり、基礎飼料のみを与えたコントロール（グループ 1）の 87.3 µg/mL よりも有

意に上昇していた（図 5）。また、SCE を給与したグループ（グループ 3）でも、IgA 濃度が

162.2 µg/mL と増加傾向を示した。一方、EC-12 を給与したグループ（グループ 2）では、

88.0 µg/mL であり、コントロールと同程度であった（図 5）。 

 

2）空腸および回腸、盲腸での腸内細菌叢の比較 

 シーケンス解析の結果、クオリティチェック後の総リード数は、7,588,426 リードであり、

各サンプルの平均は、161,456 リードであった。解析後、2,361 の異なる OTU が得られた。

腸内細菌叢解析において、種の豊富さを表すα多様性の指数を図 6 に示す。空腸および回腸

において、すべての対策飼料給与グループ（グループ 2、3、4）で、コントロールよりもα多

様性の有意な増加が認められた。一方、盲腸のα多様性は、空腸および回腸よりも高い値で

あったが、グループ間で有意な違いは認められなかった。菌の構成要素、比率を基にサンプ

ル間を比較したβ多様性比較を図 7 に示す。個々のサンプルが一つずつプロットされている。

空腸および回腸において、各グループで近しいクラスターの形成が確認され、すべての対策

飼料給与グループ（グループ 2、3、4）で、コントロールと比較して、有意なβ多様性の違い

が確認された。一方、盲腸のβ多様性は、グループ間で有意な違いは認められなかった。 

 空腸および回腸、盲腸において、優占していた上位 5 つの科の相対存在率を表 11 に示す。

空腸において、基礎飼料のみを与えたコントロールでは、Enterobacteriaceae の相対存在率が
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71.25%と最も高く、次いで Pasteurellaceae の 22.25％であった。一方、対策飼料給与グルー

プ（グループ 2、3、4）では、Enterobacteriaceae の相対存在率がそれぞれ 8.75％、13.5％、

15.0％であり、コントロールよりも有意な減少が認められた。また、Clostridiaceae の有意な

増加が、EC-12 を給与したグループ（グループ 2）（36.33％）で確認された。Lactobacillaceae

は、コントロールでは 0.03％と、ほとんど検出されなかったのに対し、EC-12 もしくは SCE

を給与したグループ（グループ 2、3）で、それぞれ 5.37％、6.81％と有意な増加を示した。

EC-12、SCE を混合給与したグループ（グループ 4）では、Lactobacillaceae は、2.32％であ

り、有意な差はなかったものの、増加傾向がみられた。さらに、SCE を給与したグループ（グ

ループ 3）でのみ、Weeksellaceae の有意な増加がみられた。 

 回腸において、基礎飼料のみを与えたコントロールでは、Enterobacteriaceae の相対存在率

が 51.75%と最も高く、次いで Pasteurellaceae の 40.75％であり、空腸の細菌叢と同様の傾向

を示した。対策飼料給与グループ（グループ 2、3、4）では、Enterobacteriaceae の相対存在

率がそれぞれ 6.75％、34.25％、4.00％であり、コントロールよりも有意な減少が認められた。

また、Clostridiaceae および Lactobacillaceae の有意な増加が、EC-12 を給与したグループ（グ

ループ 2）（Clostridiaceae：6.15％、Lactobacillaceae：3.34％）で確認された。さらに、SCE

および混合給与グループ（グループ 3、4）で、Lachnospiraceae の有意な増加（SCE：1.50％、

Mix：3.25％）が認められた。 

盲腸において、優占してみられた菌は、Prevotellaceae、Ruminococcaceae、Lachnospiraceae、
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Lactobacillaceae、Paraprevotellaceae であり、グループ間で有意な違いは認められなかった。 

 

3）血漿中の代謝産物量の比較 

 CE-TOFMS により 239 種類の代謝物（陽イオン性物質 170 種類、陰イオン性物質 69 種

類）が検出された。豚における必須アミノ酸（Lys - Val）および、コントロールと比較して有

意な増減が認められた代謝物を表 12 に示す。表 12 では、コントロールに対する代謝物の比

率が記載されている。 

 必須アミノ酸は、コントロールに対して 0.59 倍（Mix：Trp）から 1.77 倍（EC-12：Met）

と幅があったが、すべての対策飼料給与グループ（グループ 2、3、4）において、コントロー

ルと有意な差は認められなかった。非必須アミノ酸である Ala は、EC-12 給与グループ（グ

ループ 2）で 1.41 倍、Pro は、EC-12 および混合給与グループ（グループ 2、4）で 1.38 倍

と有意な増加を示した。 

 酪酸の有意な増加が、EC-12 給与グループ（グループ 2）（1.76 倍）で確認された。また、

混合給与グループ（グループ 4）でも 1.76 倍（P＝0.06）と、増加傾向が示された。 

 有機酸において、EC-12 給与グループ（グループ 2）で、クエン酸が 1.59 倍、イソクエン

酸が 1.68 倍と有意な増加を示し、混合給与グループ（グループ 4）で、乳酸が 2.24 倍、クエ

ン酸が 1.38 倍と有意な増加を示した。 

 メチオニンスルフォキシドは、すべての対策飼料給与グループ（グループ 2、3、4）におい
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て、それぞれ 0.39 倍、0.27 倍、0.21 倍と有意に減少した。一方、N, N-ジメチルグリシンは、

それぞれ 2.84 倍、2.13 倍、2.52 倍と有意に増加した。 

 さらに、EC-12 給与グループ（グループ 2）で、5-オキソプロリンが 1.38 倍、クレアチニ

ンが 1.25 倍、α-ケトグルタル酸が 1.53 倍、N6-アセチルリジンが 1.39 倍と有意に増加した。

SCE 給与グループ（グループ 3）で、ウレアが 0.65 倍、コール酸が 0.54 倍と有意に減少し

た。混合給与グループ（グループ 4）で、ウレアが 0.50 倍、α-ケトグルタル酸が 1.68 倍と

有意に増減した。 

 

4）リアルタイム PCR による各遺伝子の mRNA 発現量の相対比較 

 サイトカインおよび免疫関連遺伝子の mRNA 発現量は、ETEC 非感染グループで（グルー

プ 1-4）は、コントロールと比較して有意な違いが認められなかったため、ETEC 非感染グル

ープのコントロール（グループ 1）および、ETEC 感染グループ（グループ 5-8）の結果を図

8 に示す。非感染のコントロールの各遺伝子の mRNA 発現量を 1 とした時の相対発現量を示

す。また、空腸では、すべての試験グループ間で有意な差はみられなかった。それゆえ、以降

は回腸について述べる。 

 IL（Interleukin）-12p40 の mRNA 発現量は、EC-12 給与グループ（グループ 6）で両コン

トロール（グループ 1、5）に対して、有意に増加した。T-bet、IFN-γ（Interferon-gamma）

の mRNA 発現量は、EC-12、混合給与グループ（グループ 6、8）で両コントロール（グルー
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プ 1、5）に対して、有意に増加した。また、RORγt、IL-21 の mRNA 発現量は、EC-12 給

与グループ（グループ 6）で ETEC 感染のコントロール（グループ 5）に対してのみ、有意に

増加した。 

 AID の mRNA 発現量は、すべての対策飼料給与グループ（グループ 6、7、8）で両コント

ロール（グループ 1、5）に対して、有意に増加した。一方、pBD の mRNA 発現量は、すべ

ての給与グループ（グループ 6、7、8）で ETEC 感染のコントロール（グループ 5）に対して

のみ、有意に増加した。 

 

4. 考察 

 

 EC-12、SCE およびそれらの混合品を豚へ給与し、ETEC 感染による PWD 予防メカニズ

ムについて検討した。第二章で明らかになった通り、EC-12、SCE およびそれらの混合品を

ETEC 感染前に給与することで PWD 発症軽減効果が得られていることから、これらの対策

飼料を給与することにより、生体内で何かしらの変化が生じていると推察された。それゆえ、

本章では、対策飼料を給与し、ETEC 非感染の豚を用いて腸内細菌叢、血漿メタボロームの

解析等を実施した。一方、腸管におけるサイトカイン等の発現量は、ETEC 感染後に変動す

ることが期待されるため（Wang et al., 2019, Zhu et al., 2014）、リアルタイム PCR による遺

伝子発現量の測定には、豚に対策飼料を給与し、ETEC 感染、非感染の豚を用いて実施した。 
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 菌種の豊富さを表す、α多様性において、飼料添加の有無にかかわらず、盲腸で最も高い

値を示し、空腸・回腸よりも豊富な種類の菌が生息していた。Xiao et al.（2018）は、豚の品

種によらず、α多様性は盲腸で最も高く、次いで直腸、空腸および回腸の順になることを報

告しており、本研究結果と一致する。空腸および回腸において、EC-12、SCE およびそれら

の混合品を豚へ給与したグループ（グループ 2、3、4）では、α多様性がコントロールよりも

有意に増加していた（図 6）。これは、対策飼料を給与することにより、生息する菌の種類が

増加したことを示す。離乳期以降、日齢があがるにつれて菌の多様性も増加することが報告

されていることから（Nowland et al., 2020）、対策飼料を給与した豚では、腸内細菌叢の発達

が促進された可能性が示唆された。また、菌叢の構成比を示すβ多様性は、空腸および回腸

において、EC-12、SCE およびそれらの混合品を豚へ給与したグループ（グループ 2、3、4）

では、コントロールと有意に異なっていたことから、生息する菌の種類が増えただけでなく、

構成比をも変化させることが明らかとなった（図 7）。一方、α多様性およびβ多様性ともに、

盲腸においてはコントロールと対策飼料給与グループで明確な違いはみられなかった（図 6、

図 7）。これらのことから、EC-12、SCE およびそれらの混合品は、主に小腸で作用すること

が示唆された。 

 空腸および回腸において、コントロール（グループ 1）では、Enterobacteriaceae の相対存

在率がそれぞれ 71.25％および 51.75％と、多くを占めていたのに対し、EC-12 給与グループ

（グループ 2）では、8.75％および 6.75％、SCE 給与グループ（グループ 3）では、13.50％
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および 34.25％、混合給与グループ（グループ 4）では、15.00％および 4.00％と、相対存在

率が大幅に低下した（表 11）。一般に、Enterobacteriaceae は腸内細菌叢を構成する細菌の中

で、初期に定着することが知られており（Favier et al., 2002, Hong et al., 2010）、α多様性と

同様、対策飼料を給与した豚では、腸内細菌叢の発達が促進された可能性が示唆された。さ

らに、Enterobacteriaceae の構成比が増加することは、腸内細菌叢の乱れ（dysbiosis）を示し

得るとされており、dysbiosis を判断するための非侵襲的なマーカーともされている

（Ducatelle et al., 2018, Eeckhaut et al., 2016, Hughes et al., 2017）。一方、健康な腸内環境で

は、病原性微生物が侵入してきたとしても、常在菌の存在により病原性微生物の定着および

増殖が抑制される『コロナイゼーション レジスタンス』という現象が確認されている（Kim 

et al., 2017）。これらのことから、EC-12、SCE およびそれらの混合品を給与することにより、

離乳豚の腸内環境が最適化され、その結果、ETEC の感染そのものが低減した可能性が示唆

された。 

 Clostridiaceae および Lachnospiraceae は、短鎖脂肪酸である酪酸を産生する菌を多く含ん

でいるファミリーである（Li et al., 2020b, Wallace et al., 2019）。EC-12 給与グループ（グル

ープ 2）では、Clostridiaceae の相対存在率が空腸および回腸において、それぞれ 36.33％お

よび 6.15％と、コントロールよりも有意に高かった（表 11）。また、SCE、混合給与グループ

（グループ 3、4）では、Lachnospiraceae の相対存在率が回腸において、それぞれ 1.50％お

よび 3.25％と、コントロールよりも有意に高かった（表 11）。そして実際に、血漿中の酪酸
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濃度は、コントロールと比較して、EC-12 給与グループ（グループ 2）で有意に高く（1.76

倍）、混合給与グループ（グループ 4）でも 1.76 倍と増加傾向がみとめられた。短鎖脂肪酸に

は、腸環境の pH 低下や宿主免疫細胞を刺激する働きがあり、病原性細菌の定着を抑制する

という報告がある（Caballero et al., 2015）。中でも酪酸には、Caco-2 細胞を用いた研究によ

って、物理的バリアの指標である経上皮電気抵抗値が増加するという報告もある（Donohoe 

et al., 2011）。Clostridiaceae および Lachnospiraceae による酪酸増加は、PWD 予防メカニズ

ムの一助となった可能性が示唆された。 

 Luise et al.（2019b）は、Bacillus sp.をプロバイオティクスとして豚に給与し、ETEC 感染

に対して予防効果があったことを報告している。また、同じ研究の中で、メタボローム解析

も実施しており、Bacillus sp.を給与した豚ではグリシンとセリンの減少が確認された。これ

は、Bacillus sp.が芽胞を形成する際にグリシンとセリンを消費した可能性がると述べられて

いる。一方、本研究では、EC-12、SCE および混合給与をしたグループにおいて、必須アミ

ノ酸量に影響を与えなかった（表 12）。この結果は、EC-12、SCE を給与しても、豚に必要な

栄養補給が阻害されないことを示すものであった。 

 血漿中のメチオニンスルフォキシドは、コントロールと比較して、EC-12 給与グループ（グ

ループ 2）で 0.39 倍、SCE 給与グループ（グループ 3）で 0.27 倍、混合給与グループ（グル

ープ 4）で 0.21 倍と全ての対策飼料給与グループで減少した（表 12）。老化した動物の組織

中では、メチオニンスルフォキシドの上昇が観察されており、老化による細胞機能低下に関
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与している可能性が考えられている（Baldensperger et al., 2020）。アミノ酸の中で、メチオ

ニン残基は最も酸化されやすく、生体の酸化ストレスに素早く反応してメチオニンスルフォ

キシドを形成する（Wojciechowska et al., 2020）。EC-12、SCE を給与することによって、抗

酸化作用が得られることが示唆された。一方、血漿中の N, N-ジメチルグリシンは、コントロ

ールと比較して、EC-12 給与グループ（グループ 2）で 2.84 倍、SCE 給与グループ（グルー

プ 3）で 2.13 倍、混合給与グループ（グループ 4）で 2.52 倍と全ての対策飼料給与グループ

で増加した（表 12）。N, N-ジメチルグリシンは、免疫応答改善や、アスリートおよび高齢者

における身体的・精神的パフォーマンスの向上、心血管機能を改善させることが報告されて

いる（Graber et al., 1981）。免疫に関して、N, N-ジメチルグリシンは B 細胞および T 細胞の

機能向上、サイトカインの産生調整に関与している（Lawson et al., 2007）。これらの知見か

ら、EC-12、SCE を給与することによって、子豚の免疫機能が向上した可能性が示唆された。 

 Tsuruta et al.（2013）は、離乳豚に EC-12 を給与することにより、脾臓で IFN-γの mRNA

発現量が増加すると報告している。本研究においても、EC-12、混合給与グループ（グループ

6、8）で IFN-γの mRNA 発現量が有意に増加した（図 8）。IL-12 の mRNA 発現増加や、

Th1 細胞や 1 型自然リンパ球（Innate lymphoid cell; ILC1）の転写因子である T-bet の mRNA

発現増加もみられたことから、IFN-γは Th1 細胞もしくは、ILC1 から産生されたと考えら

れた。IFN-γは、IFN-αや IFN-βより強い抗ウイルス活性を持っており（Hori et al., 2002）、

さらには、サルモネラのような病原体の侵入を防ぐことが報告されている（Mizuno, 2004）。 
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 IL-17A、IL-17F、IL-21、IL-22 は RORγt を転写因子とする Th17 細胞や、ILC3 から産

生され、細胞外細菌に対する防御において重要な役割を果たしている。特に、EC-12 給与グ

ループ（グループ 6）で有意に増加した IL-21 の腸管免疫における中心的な役割は、ホメオス

タシス維持、抗菌ペプチドの分泌誘導、ケモカイン発現トリガーである（Luo et al., 2015）。 

 AID は、分泌型 IgA を産生する B 細胞のクラススイッチに必須の酵素であり、すべての対

策飼料給与グループ（グループ 6、7、8）で有意に mRNA 発現量が増加した（図 8）。一方、

血漿中の IgA 濃度は、SCE、混合給与グループ（グループ 3、4）でのみ有意に増加した（図

5）。これらの相違は、IgA 測定を腸管内容物ではなく、血漿で実施したことや、感染、非感染

の影響によるものではないかと推察された。 

 以上の結果から、EC-12 および SCE を子豚に給与すると、Enterobacteriaceae の相対存在

率の低下、酪酸を産生する Clostridiaceae および Lachnospiraceae の相対存在率の増加といっ

た腸内環境を最適化する整腸作用（特に小腸）、免疫賦活機能が期待される N, N-ジメチルグ

リシンの増加などがみられた。これらの変化によって、ETEC による PWD 発症が軽減され

たことが示唆された。 
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表 9. 試験グループの設定 

試験グループ 給与飼料 添加濃度（%, w/w） 頭数 ETEC 感染 

1 － － 4 無し 

2 EC-12 0.1 4 無し 

3 SCE 1.0 4 無し 

4 EC-12 / SCE 0.005 / 0.25 4 無し 

5 － － 4 有り 

6 EC-12 0.1 4 有り 

7 SCE 1.0 4 有り 

8 EC-12 / SCE 0.005 / 0.25 4 有り 
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表 10. リアルタイム PCR 供試プライマー 

遺伝子 プライマー配列（5' to 3'） PCR 産物（bp） 引用文献 

IL-12p35 F: TGCAGGCTCTGAATTTCAAC 111 Daudelin et al., 2011 

 R: CACGAATTCTGAAGGCATGA   

IL-12p40 F: CTTCATCAGGGACATCATCAAAC 196 Daudelin et al., 2011 

 R: GGTCCGTGAAGAGTTTATCTTTCT   

T-bet F: TCAATCCTACTGCCCACTAC 151 Luo et al., 2015 

 R: TTAGGAGACTCTGGGTGAAC   

IFN-γ F: GAGCCAAATTGTCTCCTTCTACT 262 Luo et al., 2015 

 R: CTGACTTCTCTTCCGCTTTCT   

IL-23p19 F: CCAAGAGAAGAGGGAGATGATGA 107 Luo et al., 2015 

 R: TGCAAGCAGGACTGACTGTTGT   

RORγt F: TTCAGTACGTGGTGGAGTTC 141 Luo et al., 2015 

 R: TGTGGTTGTCAGCGTTGTAG   

IL-17A F: ACTCCAAACGCTTCACCTCAC 234 Luo et al., 2015 

 R: AGCCCACTGTCACCATCACTT   

IL-17F F: GAGGCAGCAGCTCGGAAAAT 173 Daudelin et al., 2011 

 R: TCCCGGGTGATGTTGTAATCC   

IL-22 F: TTGACCAGTCCAACTTCCAGCAGC 143 Luo et al., 2015 

 R: GCAGCGCTCTCTCATATTGACTCC   

IL-21 F: GGCACAGTGGCCCATAAATC 124 Luo et al., 2015 

 R: GCAGCAATTCAGGGTCCAAG   

AID F: AGAAGTTTCAAAGCCTGGGAG 92 Luo et al., 2015 

 R: TCAACCTCATACAGGGGCAAA   

pBD F: CCGACCACTACATATGTGCCAAGA 93 Daudelin et al., 2011 

 R: TGCCACTGTAACAGGTCCCTTCAA   

GAPDH F: GGGCATGAACCATGAGAAGT 230 Luo et al., 2015 

  R: AAGCAGGGATGATGTTCTGG     

IL: Interleukin, T-bet: T-Box protein expressed in T cells, IFN: Interferon, ROR: Retinoic acid-

related orphan receptor, AID: activation-induced cytidine deaminase, pBD: porcine beta-

defensin 
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表 11. 各部位における腸内細菌の相対存在率（％） 

  
試験グループ 

SEM 
Cont EC-12 SCE Mix 

空腸      

Enterobacteriaceae 71.25 8.75＊ 13.50＊ 15.00＊ 6.67 

Pasteurellaceae 22.25 22.25 21.75 13.9 4.70 

Clostridiaceae 0.18 36.33＊ 1.15 0.05＊ 4.83 

Lactobacillaceae 0.03 5.37＊ 6.81＊ 2.32 0.92 

Weeksellaceae 0 0.55 15.06＊ 0.01 2.00 

 Others 6.29 26.75 41.73 68.77 － 

回腸      

Enterobacteriaceae 51.75 6.75＊ 34.25＊ 4.00＊ 5.12 

Pasteurellaceae 40.75 65.00＊ 43.75 54.25＊ 2.89 

Lachnospiraceae 0.01 0.18 1.50＊ 3.25＊ 0.35 

Clostridiaceae 0.31 6.15＊ 0.43 2.00 0.74 

Lactobacillaceae 0.04 3.34＊ 0.22 0.24 0.42 

 Others 7.14 18.58 19.85 36.26 － 

盲腸      

Prevotellaceae 17.75 18.75 17.25 17.75 1.2 

Ruminococcaceae 15.25 15.25 17.75 16.00 0.95 

Lachnospiraceae 11.25 11.25 13.00 13.75 0.84 

Lactobacillaceae 11.25 9.00 7.00 10.75 1.94 

Paraprevotellaceae 10.50 8.75 9.75 9.75 1.35 

Others 34.00 37.00 35.25 32.00 － 

 

＊）同一項目において、コントロール（Cont）に対して有意差があったことを示す（P <0.05）。 
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表 12. 血漿代謝物の比較 

代謝物 
比率（vs Cont）   P value（vs Cont） 

EC-12 SCE Mix   EC-12 SCE Mix 

Lys 1.59 1.01 1.00  0.15 0.97 0.99 

His 1.45 1.67 1.37  0.14 0.06 0.2 

Ile 1.07 0.78 0.84  0.53 0.16 0.17 

Leu 0.99 0.70 0.72  0.95 0.10 0.05 

Met 1.77 1.75 1.29  0.09 0.10 0.4 

Cys 0.69 0.75 0.84  0.16 0.24 0.54 

Phe 1.06 1.11 0.87  0.69 0.73 0.08 

Tyr 1.47 1.63 0.80  0.06 0.48 0.05 

Thr 1.08 0.71 0.74  0.77 0.21 0.36 

Trp 1.03 0.86 0.59  0.87 0.54 0.08 

Val 0.95 0.76 0.82  0.69 0.11 0.17 

Ala 1.41* 1.08 1.44  0.02 0.81 0.13 

Pro 1.38* 0.95 1.38*  0.02 0.57 0.03 

酪酸 1.76* 1.52 1.76  0.02 0.22 0.06 

乳酸 1.81 1.91 2.24*  0.09 0.13 0.01 

クエン酸 1.59* 1.03 1.38*  0.02 0.81 0.02 

イソクエン酸 1.68* 0.99 1.38  0.03 0.92 0.06 

メチオニンスルフォキシド 0.39* 0.27* 0.21*  0.01 <0.01 0.01 

N,N-ジメチルグリシン 2.84* 2.13* 2.52*  0.01 0.02 0.04 

5-オキソプロリン 1.38* 1.13 1.25  0.04 0.26 0.27 

クレアチニン 1.25* 0.97 1.15  0.04 0.73 0.1 

ウレア 0.79 0.65* 0.50*  0.26 0.02 <0.01 

α-ケトグルタル酸 1.53* 1.46 1.68*  0.04 0.14 0.04 

コール酸 2.14 0.54* 2.17  0.48 0.03 0.16 

N6-アセチルリジン 1.39* 0.92 1.00   0.01 0.63 0.98 

 

＊）同一項目において、コントロール（Cont）に対して有意差があったことを示す（P <0.05）。 
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図 5. 各飼料を給与した時の血漿 IgA 濃度の比較 

 ETEC 非感染グループ（グループ 1-4）の血漿を用いて、間接 ELISA により IgA 濃度を測

定した。エラーバーは標準誤差を示す。＊はコントロール（Cont）に対して有意差があった

ことを示す（P <0.05）。 
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図 6. 各飼料を給与した時の腸管部位毎のα多様性の比較 

 ETEC 非感染グループ（グループ 1-4）の腸管内容物を用いて、次世代シーケンサーによる

16S rRNA 解析を実施した。得られたシーケンス情報から Chao 1 指数を算出し、箱ひげ図で

示す。＊はコントロール（Cont）に対して有意差があったことを示す（P <0.05）。 
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図 7. 各飼料を給与した時の腸管部位毎のβ多様性の比較 

ETEC 非感染グループ（グループ 1-4）の腸管内容物を用いて、次世代シーケンサーによる

16S rRNA 解析を実施した。得られたシーケンス情報から Bray-Curtis の類似度を算出し、サ

ンプル毎にプロットした。a）空腸、b）回腸、c）盲腸のサンプルを示す。青はコントロール

（Cont）を、ピンクは EC-12 給与を、緑は SCE 給与を、黄は混合給与（Mix）グループを示

す。円で囲ったグループは、Cont に対して有意差があったことを示す（P <0.05）。 



- 66 - 

 

 

 

 

 

図 8. リアルタイム PCR による各遺伝子の mRNA 発現量の相対比較 

 ETEC 非感染、感染グループ（グループ 1、5-8）の腸管を用いて、リアルタイム PCR によ

る mRNA 発現量を解析した。エラーバーは標準誤差を示す。＊はコントロール（NI:非感染、

感染）に対して有意差があったことを示す（P <0.05）。＃はコントロール（NI:非感染）に対

して有意差があったことを示す（P <0.05）。 
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総合考察 

 

子豚の PWD は、離乳後 3～10 日で主に ETEC によって引き起こされ、泥状から水様性の

下痢を呈し、脱水による斃死もしくは発育低下・遅延が生じ、世界中の養豚産業に深刻な経

済的損失をもたらしている。一般に、ETEC のような細菌による PWD をコントロールする

ために抗菌剤が使用されることが多いが、畜産現場における抗菌剤の多用により、耐性菌の

出現が懸念されている。それゆえ、抗菌剤を用いなくとも、生産性を維持できる代替製品の

開発が強く求められている。 

PWD 対策飼料をより正確に評価するために、豚側の要因として MUC4 遺伝子型の確認、

細菌側の要因として細胞付着能を確認し、MUC4 遺伝子型が RS 型の豚に高付着能菌を投与

することにより、全ての豚に下痢の発症が可能な感染モデルを確立した。感染モデルの確立

により、実験動物数をむやみに増加させることなく、対策飼料の評価、開発が可能となり、

動物福祉にも貢献できると考えられる。また、本モデルは豚の品種によらず実施可能なもの

であり、供試豚の確保が容易になったと思われる。 

対策飼料の評価を実施した試験では、有機酸（フマル酸、乳酸）、EC-12、SCE すべての対

策飼料で糞便スコアの低下が確認された。しかしながら、有機酸では糞便スコアの低下が EC-

12 や SCE よりも弱く、排菌数低減効果は見られなかったため、PWD 対策として十分な効果

があるとは考えらず、EC-12 と SCE が PWD 対策に有用であると見出した。ただし、EC-12
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は非常に高価な対策飼料であるため、高濃度で使用するとコストパフォーマンスが悪いと考

えられる。それゆえ、比較的安価で PWD 軽減効果のあった SCE を EC-12 と共に給与する

ことにより、低濃度の EC-12 でも十分に効果を発揮できる混合飼料を開発した。効果と費用

を考慮して開発を進めることは、畜産経営の観点から非常に重要なことであり、開発品のコ

ストを下げられたことは、畜産現場にとって有用なものとなり得ると考えられる。 

EC-12 と SCE は、子豚の小腸において Enterobacteriaceae の相対存在率を減少させ、α 多

様性を増加させるといった整腸効果が確認された。整った腸内環境では、病原性のある細菌

の定着を予防できる可能性を示しており、今後は腸内細菌叢をダイレクトに変更させる糞便

移植なども PWD 対策に有用であると思われる。ただし、どのような細菌叢が最も良い状態

なのか、移植後に定着できるのかなど、さらなる研究が必要であると考えられる。これらの

ように、次世代シーケンサーを用いた腸内細菌叢解析は、腸内環境を確認するためには有用

であることが示された。一方、盲腸では細菌叢の違いを捉えることができず、非侵襲的な糞

便を用いた解析でも違いを見出すことができるかは不明である。新たな評価方法を確立し、

糞便を解析に用いることができれば経時的な変化を確認することができると考えられ、さら

なる解析が可能になると考えられる。 

EC-12 と SCE を給与することにより、血漿代謝物において N,N-ジメチルグリシンの増加

が共通して確認された。N,N-ジメチルグリシンはヒトや馬ではサプリメントが市販されてい

ることから、豚においても直接 N,N-ジメチルグリシンを投与することにより、より即時的な
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免疫増強効果が期待される。 

EC-12 と SCE を混ぜた混合飼料を開発したことにより、抗菌剤の乱用を防ぎ、薬剤耐性菌

の出現を抑えながらも生産性維持、向上を目指せると思われる。 
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結論 

 

1.  F4 線毛遺伝子を有する ETEC は、株毎に PIE 細胞への付着能が異なっていた。 

2.  MUC4 遺伝子型が RS 型の豚に高付着能菌を投与することにより、豚の品種によらず下

痢を発症させる感染モデルを確立した。 

3.  EC-12 もしくは SCE を子豚に 5 日間給与することにより、PWD 発症が有意に低減し

た。 

4.  EC-12 と SCE を組み合わせて給与することにより、効果を維持しつつコストを低減す

ることができた。 

5.  EC-12、SCE には整腸作用があり、その結果 PWD の発症が低減している可能性が示唆

された。 

6.  開発した混合飼料により、養豚産業の生産性向上に寄与できることが期待された。 
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