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EHECを保菌する牛のモデルとしては適していない。我々
はこれまでに，SPF 鶏ヒナの腸管には EHEC O157 がほ
とんど定着しないが，SPF 鶏ヒナへ牛の腸内細菌叢を導
入することで定着性が改善され，EHEC O157 の排除効果
を有する生菌剤の効果を確認できることを見いだしてい
る（未発表データ）。しかし現状では，牛から鶏への腸内
細菌叢の定着性に関するデータがないため，牛の腸内細
菌叢を導入した SPF 鶏ヒナの腸内環境が，牛の腸内環境
を正しく反映しているのか明らかになっていない。本研
究では，EHEC 排除効果の高い生菌剤の開発およびそれ
に必要な小動物実験系の確立に向けて，次世代シークエ
ンサーを用いた網羅的 16S ribosomal DNA（rDNA）解析
により，牛から SPF 鶏ヒナへ移植した腸内細菌叢の定着
性を解析することを目的とした。
　

研究の概要
1.	DNA調製法の検討
　腸内細菌叢には様々な性状の細菌が存在するため，網
羅的 16S rDNA 解析では糞便（牛）または盲腸便（SPF
鶏ヒナ）からいかに偏りなく細菌由来 DNA を抽出できる
かがポイントとなる。そこで，一般的な DNA 抽出法や市
販の DNA 抽出キットの他に，網羅的 16S rDNA 解析の文
献に記載された改良法を用いて牛糞便からの DNA 抽出
を検討したところ，Morita らの方法 6）が最も DNA 収量が
高いことを確認した。糞便（盲腸便）からの DNA 抽出で
は溶菌工程が重要と考えられるが，Morita らの方法は溶
菌の際にアクロモペプチダーゼを加える点が特徴的であ
り，これによって特にClostridium 属細菌の DNA 回収率
が上がることが示されている 6）。しかし，本方法により牛
糞便から抽出した DNA 溶液は着色しており，これが PCR
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背景と目的
　腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic Escherichia 
coli：EHEC）は食品媒介性の人獣共通感染症を引き起こ
し，1999 年 4 月に感染症法（感染症の予防及び感染症の
患者に対する医療に関する法律）で 3 類感染症に指定され
て以来，本菌感染者の届出数は毎年 3,000 名を超え 1），大
きな問題となっている。EHEC の主な保菌動物が牛であ
ることから，農畜産物汚染のリスクを低減するためには，
牛の生産段階での本菌の効率的な制御技術の開発が必要
である。その一つとして，家畜においても乳酸菌を中心と
した生菌剤（プロバイオティクス）の適用が検討されて
おり，Lactobacillus acidophilus およびPropionibacterium 
freudenreichii の投与により牛の EHEC O157 排菌量が最
大 1/4 程度に減少することが報告されている 2）。また，同
じ菌種でも菌株によって効果がみられない場合があるこ
とも報告されており 3），生菌剤の効果が菌株または腸内細
菌叢に依存していることが考えられる。したがってEHEC
保菌牛を減らすためには，様々な環境で生育し多様な腸
内細菌叢を有する牛に対して，より EHEC 排除効果の高
い（排菌量をゼロにすることができる）生菌剤の開発が必
要であるが，現状ではハンドリングの容易な実験用小動
物を用いたin vivo 評価系が確立されていないことが研究
の障壁となっている。
　実験用小動物として一般的なマウスは EHEC 感染後 1
～ 2 週間以内に死亡するため，ヒトの治療や感染予防に関
する検討には無菌マウス 4）または specific pathogen free

（SPF）マウス 5）が多く用いられているが，無症状のまま
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を阻害したため，Morita らの方法に市販のカラムによる
DNA 精製を組み合わせることで問題を解決した。この着
色は SPF 鶏ヒナの盲腸便から抽出した DNA にはみられ
ないことから，草食動物の糞便に特有の現象かもしれな
い。

2.	網羅的な16S	rDNA解析
　本研究で使用する次世代シークエンサー（Roche 454 
GS FLX Titanium）では 500 bp 程度のリード長が期待さ
れるため，16S rDNA の可変領域 3 および 4 を増幅するプ
ライマー 7）をベースにシークエンス解析用のタグ付きプ
ライマーを設計した。
　本研究において牛糞便は、すべてホルスタイン種 29 ヵ
月齢（メス）の直腸便を使用した。（1）牛糞便，（2）SPF
鶏ヒナ（1 日齢）に牛糞便を投与して 5 日目（6 日齢）の
盲腸便，（3）牛糞便を投与していない 6 日齢の SPF 鶏ヒ
ナ盲腸便（動物実験計画書承認番号：第 09-58 号）につい
て，DNA 抽出および上記のタグ付きプライマーを用いた
シークエンス解析を行い，16S rDNA データベースを利
用した BLAST 解析により（1）～（3）それぞれ約 8,000
リードに対応する菌種を同定した。
　網羅的 16S rDNA 解析の結果を門（phylum）レベルで
俯瞰すると，牛糞便を投与した SPF 鶏ヒナの腸内細菌叢
の構成は糞便未投与の SPF 鶏ヒナと同様であった（図 1）。
これは，1 日齢の SPF 鶏ヒナに導入した牛の腸内細菌叢
の大部分が，6 日齢までの間に糞便未投与の SPF 鶏ヒナ
と同様の腸内細菌叢に置換されたことを示唆する。一方，
菌種レベルで細かく見ると，牛糞便を投与した SPF 鶏ヒ

ナの腸内細菌叢における存在量が牛に近い菌種（図 2A お
よび B），中間的な菌種（図 2C），糞便未投与の SPF 鶏ヒ
ナに近い菌種（図 2D）など様々であった。
　SPF 鶏ヒナにおいて，牛の腸内細菌叢の導入により
EHEC O157 の定着性が改善される現象は 6 日齢でも確認
され，また，盲腸便の色や臭いなども牛糞便に近いもの
に変化する（未発表データ）。このような腸内細菌叢の表
現型すなわち EHEC O157 の定着性や盲腸便の性状など
は，数の上ではマイナーであるが図 2A のように牛の腸内
細菌叢に特異的な細菌群を保有すること，または図 2B の
ように鶏の腸内細菌叢に特異的な細菌群を保有しないこ
と，あるいは両者の相乗効果により決定されている可能
性が考えられる。

残された課題
　本研究では当初，牛の腸内細菌叢の導入により EHEC 
O157 の定着性が改善された SPF 鶏ヒナでは，腸内環境が
牛に近い状態になっていると予想していた。しかし実際
には，その腸内細菌叢の大部分は意外に早い段階で SPF
鶏ヒナ本来の（おそらく食餌など動物の特徴に左右され
る）構成に置換されており，牛の腸内細菌叢に特異的な細
菌群の残存は少なかった。したがって，牛の腸内細菌叢
を導入した SPF 鶏ヒナを（腸管への菌の定着を指標とす
る）生菌剤の開発に利用することは可能であるが，牛の腸
内環境が反映された小動物モデル実験系としての汎用化
は困難と考えられる。
　また，本研究の結果は，EHEC など外来性の細菌が腸管
へ定着する際には牛の腸内細菌叢に特異的な細菌群が促

図 1．腸内細菌叢の構成
（1）牛糞便（牛），（2）牛糞便を投与した SPF 鶏ヒナの盲腸便（牛 / 鶏），（3）糞便
未投与の SPF 鶏ヒナの盲腸便（鶏）それぞれの細菌叢について , 門（phylum）レ
ベルでの存在比率を示す。A, Actinobacteria；B, Bacteroidetes；F, Firmicutes；P, 
Proteobacteria；O, その他；U, 分類不能。
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進的に働く可能性と，鶏の腸内細菌叢に特異的な細菌群
が抑制的に働く可能性があることを示唆しており，どち
らも EHEC 排除効果の高い生菌剤を開発するための重要
なヒントになり得る。すなわち，前者の促進的に働く細菌
群の働きを抑える仕組みを持つ生菌剤と，後者の抑制的
に働く細菌群からなる生菌剤を併用することにより，高
い EHEC 排除効果が期待できる。今後，品種や生育環境
が異なる牛の腸内細菌叢を用いて同様の検討を重ねるこ
とで，腸管への EHEC の定着性に影響を与える細菌群を
同定することができると考えられる。
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図 2．牛または鶏に特異的な細菌群の分類
細菌叢によって存在量比が特徴的な菌種のうち，代表的なものを示す（％は DNA 全体に占める割合）。牛糞
便（牛）と糞便未投与の SPF 鶏ヒナの盲腸便（鶏）で存在量が大きく異なる，すなわち牛または鶏に特異的
な細菌群は，牛糞便を投与した SPF 鶏ヒナの盲腸便（牛 / 鶏）における存在量が牛に近いもの（A および
B），中間的なもの（C），鶏に近いもの（D）に大別される。牛の腸内細菌叢に特異的かつ SPF 鶏ヒナに定着
した細菌群は，A のパターンを示す。
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