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緒　　言

　養豚現場においては，子豚の損耗防止のため各種抗菌

剤の添加が長く行われてきた。しかし食の安全・安心や

製品の高付加価値化の観点から，抗菌剤の使用量抑制や

免疫増強を目的に，乳酸菌製剤や発酵リキッド飼料の実

用化が進んでいる。当研究部門の発酵リキッド研究もブ

タの健康状態に対する成果を挙げてきたが 7,10,16)，乳酸

菌の給与効果は，菌種や給与量，飼養環境等で差異があ

り，作用機序には未だ不明な点が多い。一方，多頭飼育

において恒常的な生産性を維持するためには，抗菌剤の

全廃，あるいは生菌剤や天然素材のみでの飼養へ移行す

ることは難しい。

　ラクトコッカス・ラクティス H61 （以下 H61） は畜産
研究部門が保有する乳酸菌でプロバイオティック機能を

もち，死菌体においてもマウス表皮やヒト皮膚の状態

の改善や免疫賦活作用等の有用性が確認されている 4–6)。

近年の研究では 13,14)，死菌を含め乳酸菌が直接，免疫系

へ影響を与えることが明らかとなってきた。本研究は，

ブタに対する免疫力増強物質の候補として，飼料として

調製が容易な死菌体において効果が期待できる H61に
着目し，2週間の連続投与前後について免疫学的指標の
変化から評価を行った。

材料および方法

　本実験は国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研

究機構動物実験等実施規程および畜産研究部門動物実験

等実施要領に従い実施した。

要　　約

　畜産研究部門保有の Lactococcus lactis subsp. cremoris H61 （H61） が免疫系へ与える影響を調べるため，9週齢の
LWD交雑種ブタへ加熱処理菌体 （体重 25kgあたり 4×1010個） を毎朝 1回，通常量の抗生剤を含む飼料の給餌時に
与えた。投与開始前日 （Day0） と 2週間後 （Day14） の午前 10時に採血し，分離した末梢血中単核球 （PBMC） から
CD3，CD4，CD8，CD16，CD21，WC1抗体に対する細胞表面抗原マーカー陽性細胞とリンパ球サブセットの比率，
およびナチュラルキラー細胞障害活性 （NK活性） をフローサイトメーターにて測定した。血漿コルチゾール濃度と
血漿中の免疫グロブリン （IgAと IgG） 濃度の測定を行った。
　H61投与による効果は γδT細胞を含むサブセットである CD3+CD4-CD8-細胞で有意な増加が認められ，CD3-
CD8+細胞については低下する傾向が見られた。CD3+CD4-CD8-細胞では H61投与区のみ Day0より Day14の値
が増加した。免疫グロブリン濃度に効果は認められなかった。また，14日間の増体量，飼料摂取量および飼料効率
にも有意差は認められなかった。

　H61死菌体の 2週間投与はブタの血中免疫細胞に対し影響を与える可能性が示唆された。
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1.　供試動物

　当研究部門で生産した LWD交雑種 10頭 （一腹きょ
うだいの雌および去勢雄） を用いた。当研究部門にお
ける慣行的な飼養に基づき，4週齢で離乳し，8週齢に
おける実験豚舎への移動まで子豚はつらつ （全農・く
みあい飼料 （株）） にて飼養した。移動後の半開放豚舎
では他個体を認識可能な平床豚房 （4.7m2） に個別飼養
し，実験開始までの 1週間で徐々にブタ試験用標準飼
料 SDS No.3 （日本配合飼料 （株）） へ飼料を切り替えた。
9週齢の実験開始時に H61投与区と対照区の 2区に分
け，平均体重と性別が等しくなるよう 5頭ずつ配分し
た。平均体重は実験開始時に 25kg，終了時は 35kgで
あった。試験用飼料へは通常量のリンコミックス 44 （ゾ
エティスジャパン （株）；飼料 1kgあたりリンコマイシ
ン 110mg力価） および CTC散 （フジタ製薬 （株）；飼料
1kgあたりクロルテトラサイクリン 440mg力価） を加
え，午前 9時に定量を給餌し，飲水は自由とした。体
重は実験開始前日より週に 1回測定し，日本飼養標準・
豚の期待増体日量に基づき，1日の給餌量は体重の 5%
重量から開始し，Day5から体重の 6%重量，Day11か
らは 7%重量とした。

2.　H61 給与および試料採取

　Lactococcus lactis subsp. cremoris H61 は MRS 培
地  （Becton, Dickinson and Company） にて 30℃で約
24時間培養した。培養終了後の菌体は 0.85%食塩水
で 1回洗浄し，1mLあたり 4× 1010個となるよう蒸留

水に懸濁した状態で 121℃，15分間の加熱処理を行い，
-20℃にて保存した。H61投与区にのみ実験開始日から
14日間，体重 25kgあたり 4× 1010個の割合で加熱処理

死菌体懸濁液を飼料へ混ぜて与え，完食を確認した。

　採血は投与開始前日 （Day0） と 2週間後 （Day14） の
朝 10時に鼻保定にて頸静脈から行った。EDTA-2Na含
有の真空採血管 （テルモ （株）） に 2本採取した。

3.　血液の分析と統計解析

　単核球 （peripheral blood mononuclear cell; PBMC） 
は常温でリンホプレップ （Axis-Shield PoC AS） によ
り密度勾配遠心分離し，CD3，CD4，CD8，CD16，
CD21，WC1に対する蛍光標識抗体 （表 1） にて細胞
表面抗原マーカーの多重染色を行った。ナチュラルキ

ラー細胞障害活性 （NK活性） は，carboxyfluorescein 
diacetate succinimidyl ester （CFSE; Enzo Life 
Sciences, Inc.） で 染 色 し た K562 細 胞 を， 分 離
した単核球と共培養にて 4 時間反応させた後，
7-Aminoactinomycin D （7-AAD; Beckman Coulter） を
用いて測定した 9)。マーカー陽性細胞比率および NK活
性の測定にはフローサイトメーター （Gallios, Beckman 
Coulter） を用い，測定データとサブセットの解析には
FlowJo （FlowJo, LLC） を使用した。
　血漿は 4℃，2200Gで遠心分離して得て，その後，
測定まで -30℃にて保存した。血漿中コルチゾール濃
度は化学発光を用いた EIA法で測定した。血漿中免疫
グロブリン （IgAおよび IgG） 濃度はブタ用の ELISA 
Quantitation Set （Bethyl Laboratories） を用いて測定
した。

　体重と増体についての統計処理は，両区間で対応の

ない t検定を行った。また，免疫指標については SAS 
Add-In for Microsoft Office 6.1の混合モデルを使用し
た。すなわち採血日と実験区を固定効果，個体を変量

効果として個体差を考慮に入れた分散分析を行い，固

定効果とその交互作用について検討した。多重比較は

表 1.　使用した蛍光抗体

Specificity Clone Fluor Source
CD3ε BB23-8E6-8C8 Alexa Fluor 647 BD Biosciences
CD4α MIL17 FITC AbD serotec
CD8α 76-2-11 PE Beckman Coulter
CD16 FCRIII FITC AbD serotec
CD21 BB6-11C9.6 PE Beckman Coulter
WC1 CC101 FITC AbD serotec
The specificity and clone of antibodies used for flowcytometric phenotyping of 
lymphocyte subpopulations. 
PE: phycoerythrin, FITC: fluorescein isothiocyanate
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Tukey-Kramer法により行い，P<0.05を有意差がある
とし，P<0.1を傾向があるとした。

結　　果

　14日間の H61給与試験期間中，両区とも下痢や食滞
などの発生は認められず順調に経過した。その間の増体

成績と飼料効率について両区間に差は認められなかった 
（表 2）。
　測定した免疫指標のうち，実験区，採血日，および両

者の交互作用において有意差が出た項目について表 3に
示した。採血日 （Day） の有意差は実験区分け （Group） 
と関係なく Day0と Day14の値に差があることを示し，
Groupにおける有意差は単に 2つの区間で値が異なる
ことを示し Dayと無関係である。Day × Groupで示す

2つの固定効果に交互作用があるということは，H61投
与区と対照区で Day0と Day14の値の変動パターンが
異なることを意味する。その変動の違いが投与効果であ

り，交互作用の有意差として表される。本実験における

測定値解析の結果，交互作用は CD3+CD4-CD8-細胞で
認められ，CD3-CD8+細胞については傾向が得られた 
（P=0.07）。他のサブセットや個別の抗体に対する陽性
細胞，血中のコルチゾールおよび IgA濃度の結果に有
意差はなかった。

　交互作用がみられた CD3+CD4-CD8-細胞と CD3-
CD8+細胞の P値を表 4に示した。CD3+CD4-CD8-細
胞では，H61投与区のみ Day0の値より Day14の値が
増加し両区間に有意な差が得られた。CD3-CD8+細胞
においては H61投与区の Day14の平均値は減少したが
両区間差は認められなかった。

Weight gain
(kg)

Daily gain
(g / day)

Feed intake
(g / day)

Feed efficiency

H61 group 9.8 ± 0.3 702.9 ± 19.8 1629.1 ± 49.4 0.43 ± 0.02
Control 10.3 ± 0.4 738.6 ± 25.3 1673.0 ± 50.5 0.44 ± 0.01
Growth performance in 2 weeks. Data represent mean ± standard error (n=5).

表 2.　増体成績，飼料摂取量および飼料効率

Group Day P value
H61
(n=5)

Control
(n=5)

SEM Day 0 Day14 SEM Group Day Group × Day

CD4 19.7 24.1 1.0 23.5 20.3 0.9 0.02 0.03 0.20
CD3-CD8+ 9.2 9.0 1.3 9.6 8.6 1.1 0.90 0.43 0.07
CD3+CD4-CD8- 9.5 32.2 3.2 28.0 33.7 2.5 0.56 0.03 0.04
NK activity 46.3 39.2 5.4 17.2 68.3 5.1 0.38 P<0.01 0.71
IgG 7.0 7.9 0.5 6.1 8.8 0.5 0.24 P<0.01 0.57
Effects of Lactococcus lactis subsp. cremoris strain H61 on immunological indices.

表 3.　免疫学的指標に対する H61投与の影響

CD3+CD4-CD8- CD3-CD8+
H61 Control SEM H61 Control SEM

Day 0 24.1 a 31.9 3.5 10.9 8.2 1.5
Day 14 34.9 b 32.6 3.5 7.5 9.7 1.5
Effects of Lactococcus lactis subsp. cremoris strain H61 on lymphocyte subsets. Different 
subscript letters indicate significant difference (P < 0.05).

表 4.　CD3+CD4-CD8-細胞と CD3-CD8+細胞に対する H61投与の影響
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考　　察

　乳酸菌 L. lactis subsp. cremoris H61はプロバイオ
ティック機能をもち，免疫応答への効果も期待されてい

る。食品のみならず犬猫用健康補助食品としても既に商

品化されているが，免疫系への影響や機序について詳細

は不明であった。ブタは生理学的，解剖学的にヒトへの

類似性が高いためヒトに近い知見を得られる実験動物と

して医学的研究への利用が進み，リンパ球の CD分類や
表面マーカーの同定が急速に発展している 2,3,11,15) 。CD
マーカーに対する市販抗体で各種の血中細胞を計測する

ことが可能となり，その数値や変動は臓器移植に関する

研究や薬品開発において重要な免疫学的指標として用い

られている。本実験では，従来からの免疫指標測定に加

えリンパ球サブセット解析を行うことにより，H61の
経口投与がブタ免疫系へ与える影響について検討した。

　2週間の H61投与の結果，末梢血中 CD3+CD4-CD8-
細胞の比率が有意な増加を示した。このサブセットには，

NK細胞と同様に，ウィルスや細菌に対する初期感染防
御を担う γδT細胞が含まれる 11)。αβ鎖の T細胞受容体
を持ち，CD3+CD4+あるいは CD3+CD8+と表される
αβT細胞に対し，γδ鎖の受容体を持つ γδT細胞は若齢
のブタやウシに多いことが報告されている 3,12,15)。特に

ブタについては各種病原微生物に対する有効性を確認し

た既報も多く 11)，NK細胞が未発達な幼弱時から成長期
においては重要な自然免疫細胞である 12,15)。CD3+CD4-
CD8-細胞に γδT細胞以外の細胞も含まれることは考え
られるが，今回の解析で得られた血中比率は既報 2)と

同レベルであり，H61の 2週間投与により末梢血中に
おける γδT細胞の比率が増加した可能性がある。γδT細
胞はウシにおいてはほとんどがWC1抗原を発現する
WC1+細胞であるのに対し，ブタではWC1+とWC1-
の γδT細胞に分類されている 12)。WC1抗原発現の有
無による機能性の違いについてはまだ不明であるが 2)，

WC1+細胞の結果には差がなかったため，H61投与に
より増加した可能性があるのは CD3+CD4-CD8-WC1-
サブセットと推測される。

　一方，H61投与により減少傾向を示した CD3-CD8+
細胞には NK細胞も含まれる 3,15)。しかし NK細胞に発
現するCD16が陽性である細胞や別のNK細胞サブセッ
トである CD3-CD16+細胞 11)の結果に有意差や変化は

なかった。従って，本実験において減少傾向を示した

CD3-CD8+細胞は NK細胞ではない可能性がある。
　本実験では，女性の皮膚の状態 （水分量など） を対
象とした研究において，肌状態を表す指数へ H61の効

果が出た摂取量 5)を基に，体重換算で 2倍となる量の
H61を投与した。肌と免疫系の関連については，紫外
線曝露マウスでの細胞性免疫抑制や 1)，紫外線により誘

起された免疫応答の変化が皮膚がんの要因となること 8)

等の報告がある。本実験では，動物種の違いに加え成長

が著しい時期でもあったため，免疫系への明瞭な影響や

変化を及ぼすには必要十分な投与量ではなかった可能性

がある。

　今回の飼料は，当研究部門における通常の子豚飼育と

同量の抗菌剤を加えて使用した。抗菌剤は免疫系へ大き

な影響を与える殺菌作用を持ち，ワクチンやプロバイオ

ティクスへの抑制効果もあることから，それらとの併用

は臨床的に推奨されない薬品である。しかし，抗菌剤と

H61とを同時に与えた本実験においては，血中免疫細
胞の割合へ対する H61の投与効果が示唆される結果が
得られた。抵抗力の弱い個体は飼養条件に関わらず存在

するため，抗菌剤を用いた飼養中でも，細かい健康管理

を必要とする個体や区へのみ随時投与できる補助飼料と

して H61を利用できる可能性がある。ただし，臨床的
な効果が得られる投与量や方法については今後の検討が

必要と考えられる。
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Summary

	 In order to investigate the immunological effect of Lactococcus lactis subsp. cremoris H61 that we have 
developed, it was administered to LWD crossbred pigs (9-week-old) with a feeding of every morning (4 × 1010 
heat-killed cells per 25kg in weight). Blood samples were taken at 10:00 a.m. of the day before the administration 
start (Day0) and two weeks later (Day14). CD3, CD4, CD8, CD16, CD21, and WC1 antigens on isolated 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC), and Natural killer cell activity (NK activity) were measured by flow 
cytometry. Additionally, plasma concentration of IgA, IgG and cortisol were measured. 
	 The effect of H61 on lymphocyte subsets expressing selected differentiation antigens were shown in 
CD3+CD4-CD8-cell significantly, and CD3-CD8+cell showed a tendency. CD3+CD4-CD8-cell subset that 
includes γδT cell increased at Day14. Other indices did not show any change. Neither body weight gain nor feed 
intake showed the significant difference. Strain H61 has the possibility as immunoenhancement additive to pig, 
even in the feeding contained normal amount of antibiotic.
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