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第１章 緒 言 

  

畜産は，家畜の健康を維持し，その持つ能力を十分に発揮させ，生産量を高めるこ

とが命題とされ取り組まれてきた．そのため，家畜の能力が遺伝・育種の技術によっ

て高められるとともに，その能力を発揮させるべく飼養管理技術が高められてきた．

しかし，家畜の健康を阻害する因子として大きく影響する疾病の防御は容易ではなく，

栄養バランスの崩れに起因して病原体の感染による感染症や様々な疾病が発生する．

その中でも感染症に対する対応は疾病を引き起こす病原体の排除や侵入抑制など予

防衛生的な対応を整えることが重要と考えられる．これまで予防衛生の場面で利用さ

れてきたのが，抗生物質や合成抗菌剤等（以後，抗菌剤とする）である．抗菌剤は，

家畜の体内に侵入して疾病を誘発する細菌の死滅や増殖抑制により，動物の健康を守

り，畜産物の安定生産を確保するうえで重要な資材であり，畜産業において欠かせな

いものである．古くは昭和 36 年（1961 年）に制定された法律第 145 号（薬事法，現：

医薬品医療機器等法）に定められ，感染症の治療目的で利用されてきた．さらに，

1940~1950 年代には低濃度の抗菌剤を飼料に添加して家畜に給与することで，飼料効

率が高まり，単位飼料摂取量当たりの増体量が増えることが見出され[1–5]，治療目的

としての利用に加え，家畜の成⾧促進を目的として活用されるようになった．このよ

うに畜産における抗菌剤の活用は高密度状態で経済動物を飼養する近代の家畜生産

システムの発展を支えてきた．現在，畜産業における抗菌剤には，動物の治療のため

の動物用医薬品と動物の健全な発育のための飼料添加物がある．動物用医薬品として

使用される抗菌剤は，医薬品医療機器等法によって，その品質，有効性，安全性等を

確認した上で使用が認められている．また，同法に規定する要指示医薬品制度により，

獣医師の診察に基づく指示による使用が義務付けられ，農林水産省省令により抗菌剤

ごとに使用対象動物，用法，用量，使用禁止期間等が詳細に定められている．一方で

飼料添加物として使用される抗菌剤は，飼料の安全性の確保及び品質の改善に関する

法律によって必要性が高く効果が明らかで，かつ安全性の確認されたもののうちから

必要最低限の範囲において指定する方針が示されている．  

畜産分野における抗菌剤の使用量が増加するにつれて，薬剤耐性を有する細菌の

出現や，生産物である畜産食品に対する残留問題（ポジティブリスト制度）などが

注目されるようになった．特に薬剤耐性の問題は，耐性菌の出現と，それに対する
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新たな抗菌剤の開発を交互に繰り返すようになっている．すなわち抗菌剤には，そ

の使用により抵抗性を持つ薬剤耐性菌が選択されるリスクが常に存在し，抗菌剤の

使用量と薬剤耐性率には相関が示されている[6]．  

2019 年の日本の抗菌剤の販売量を図 1-1 に示す．原末換算量で総計 1,803 トン

（100％）であり，そのうち動物用医薬品は 841 トン（47%），飼料添加物が 226 トン

（12%），農薬が 136 トン（8%）である[7]．一方，人体用抗菌剤は 600 トン（33%）

であり，動物には人体用の約 2 倍の抗菌剤が使用されていることがわかる． 

 

 

 
 

図 1-1. 日本の抗菌剤販売量（2019 年）  

出典：厚生労働省薬剤耐性ワンヘルス動向調査検討会，(2022) 薬剤耐性ワンヘルス

動向調査年次報告書[7]を改変 

 

 

これを動物種別の販売量で見ると，動物用医薬品としての抗菌剤 841 トンのうち，

450 トンが豚に使用され，養豚における抗菌剤の使用量が極めて高くなっていること

が分かる（図 1-2）[7]．  
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図 1-2. 動物種別の抗菌剤年間販売量（原末換算） 

出典：厚生労働省薬剤耐性ワンヘルス動向調査検討会，(2022) 薬剤耐性ワンヘルス

動向調査年次報告書[7]を改変 

 

養豚では治療を目的とする動物用医薬品としてテトラサイクリン系抗菌剤が大量に

経口投与されており，その影響から系統別販売量においてもテトラサイクリン系抗菌

剤が最も多くなっている  [8]．養豚業におけるテトラサイクリン系抗菌剤の多用は豚

における耐性菌の出現を促すことが懸念され，畜産現場における薬剤耐性菌の出現を

注視する必要がある．さらに家畜体内で発生した薬剤耐性菌や家畜に使用した抗菌剤

が土壌や河川，湖沼を汚染し，環境中に耐性遺伝子のプールが形成され，畜水産物や

衛生昆虫等の接触を介して人に伝達されることが示唆されている[9, 10]．このように

家畜における薬剤耐性菌は，獣医療における抗菌剤の有効性の低下のみならず，人医

療における抗菌剤治療を困難にするリスクも懸念され，抗菌剤が普及し始めた 1940

年ごろから次々と検出されるようになり，その後急速に拡散していった[11]．そして

1993 年には，多剤耐性を持つ細菌に対しても効果があるカルバペネム系抗菌剤にも

耐性を持つカルバペネム耐性腸内細菌が発見され[12]，今なお世界に拡散している．

今後耐性菌に対する有効な対策をとらなければ，2050 年までに耐性菌を原因とする

死亡者が 1000 万人となり，現在の死因の第一位であるガンを超えるとの試算が 2016
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年に公表[13]されるなど，耐性菌への対応は国際的に喫緊の課題となっている．わが

国でも 2016 年に「薬剤耐性（AMR）対策アクションプラン（2016–2020）」[14] が

制定・公表された．このアクションプランでは，畜産の生産現場における感染予防・

管理により抗菌剤の使用機会を削減するとともに，抗菌剤の適正な使用を推進してい

る．さらに抗菌剤に頼らない家畜管理および畜産物生産を目標とする研究が励行され，

成果の還元が求められている．  抗菌剤に頼らない畜産物の生産体制を構築するため

には，これまでの抗菌剤による治療や予防を前提とした飼養管理から，ワクチンや抗

菌剤の代替薬剤や試薬あるいは飼料添加物の利用等による疾病予防を中心とした飼

養管理への転換が必要となる．  

疾病予防を考えるうえで，抗菌剤に依存せずに家畜自らの抵抗力を高めることが重

要と考えられるようになってきた．人や家畜の健康維持には腸内細菌が深く関わって

いることが広く知られている．近年，人の常在腸内細菌叢が炎症性腸疾患，代謝性疾

患，アレルギー性疾患など様々な慢性疾患と密接に関係していることが次々と報告さ

れ[15–19]，腸内細菌叢が腸疾患だけでなく，全身性疾患にも関わることが明らかとな

ってきた．また畜産分野においても家畜の腸内細菌叢と生産性との関りが示され[20–

23]，腸内細菌叢の改善が健康維持や生産性向上にも有効であり，ひいては抗菌剤の使

用機会の削減に繋がるとされている． 

腸 内 細 菌 の 中 で 腸 管 の 健 康 に 関 わ る 細 菌 と し て 近 年 注 目 さ れ て い る の が

Akkermansia muciniphila である．本菌は Verrucomicrobia 門に属し，楕円形，非運

動性，グラム陰性，嫌気性細菌で，腸管上皮細胞に近い粘液層に存在し，粘液の主成

分であるムチンを分解する[24]．その一方で，ムチン代謝の過程で産生される短鎖脂

肪酸（酢酸およびプロピオン酸）が腸管上皮細胞のエネルギー源となり，杯細胞の密

度を増加させ，ムチンの産生を亢進し，腸管粘液層を肥厚させることが示されている

[25, 26]．腸管の杯細胞から分泌されるムチンは高分子糖タンパク質で，腸管において

二つの役割を果たしている．一つ目は物理的バリアの形成である．腸管上皮を覆う非

特異的バリアを形成し，腸管上皮への物理的刺激や微生物感染を防ぐ役割を持つ[27]．

二つ目は共生因子としての役割である．ムチンは高密度に糖鎖化されており小腸では

難消化性であるが，大腸では腸内細菌の生息環境を提供すると同時に発酵基質として

も利用され，腸内細菌と宿主との共生を支えている[27]．腸管粘液層に常在する細菌

は病原微生物の定着や増殖を阻害することが知られており，腸管バリアを構成する重
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要な因子として古くから注目されてきた[28]．A. muciniphila も腸管粘液層に生息し，

ムチンを代謝する過程でオリゴ糖を産生し，腸管粘液層への細菌の定着および増殖を

促進し，腸内細菌叢の形成を助けることで，病原性微生物の粘液層侵入を防ぐ可能性

が示唆される[29]など，腸管の恒常性維持に重要な役割を果たすと考えられている．

さらにマウスを対象とした実験では肥満防止やⅡ型糖尿病改善などへの効果が明ら

かにされつつあり[26], 新しいプロバイオティクスの一つとして評価されている[30, 

31]．A. muciniphila は広く脊椎動物の腸管内に存在し[32]，人やマウスで研究が進ん

でいるが，豚における機能は明らかにされていない．腸管内に元来生息する本菌は生

物にとって安全性が高く，また，抗菌剤の使用量が最も多い豚[7]において  

A. muciniphila の機能を活用した疾病予防，とりわけ養豚現場で多発する下痢症予防

への応用研究に取り組むことは抗菌剤使用量を削減する上で重要と考えられる．  

本研究では以上の背景に基づき，第２章で家畜由来サルモネラの薬剤耐性検証とし

て，第 1 節で牛サルモネラ症の症例から分離されたサルモネラ菌株について，その薬

剤耐性能を明らかにした．結果は 2021 年,畜産環境学会誌へ投稿し，19/20 巻，p. 34

～41 に掲載された．第 2 節では，健康豚から分離されたサルモネラ菌株について，そ

の薬剤耐性能を明らかにした．結果は 2022 年,家畜衛生学雑誌，48 巻，p. 65～72 に

掲載された．  

第 3 章では，豚の下痢症に関し，下痢症が多発する農場と下痢発生が少ない農場の

ふん便中の乳酸量や短鎖脂肪酸量の測定，腸管ムチンの分泌量の比較，そして腸管ム

チンの資化性を示す A. muciniphila に関して，その存在を比較検討した．結果は 2023

年, 家畜衛生学雑誌，48 巻，p. 177～180 に掲載された．  

第 4 章では，第 3 章の結果に加え下痢症が多発する農場と下痢発生が少ない農場の

菌叢の特徴を明らかにし，豚の下痢症に関した A. muciniphila の機能を検討した．  

以上の項目から畜産現場における薬剤耐性菌出現の実態を把握するとともに，そ

の対策として豚における A. muciniphila の機能性の解明に取り組み, 抗菌剤の使用

削減を目指した腸内細菌の利用法を考えることを目的とした．  
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第 2 章 家畜由来サルモネラの薬剤耐性の検証 

第 1 節 牛サルモネラ症原因菌の性状解明 

 

2.1.1. 背景および目的 

 セファロスポリン系抗菌剤は，多くのグラム陰性菌に対して効果を発揮することか

ら人医療において重要な抗菌剤であり，広く使用されている．獣医療においても，セ

ファロスポリン系抗菌剤は第一選択薬の効果が認められなかった時の切り札として

利用されており，その重要性が高まっている．セファロスポリン系抗菌剤の利用が高

まるにつれて問題となるのが耐性菌の出現である．  

 セファロスポリン系抗菌剤に対する耐性機構で特に問題となっているのが，基質特

異性拡張型βラクタマーゼ（ESBL：Extended-Spectrum β-Lactamase）による薬剤

の不活化である．ESBL 遺伝子を保有するプラスミドが人や家畜に対して病原性の高

い Salmonella enterica を含めた Enterobacteriaceae に水平伝達する危険性があるこ

とが報告されており[33]，家畜と人との間で伝播することが懸念されている．そこで

静岡県内で発生した牛サルモネラ症症例から分離された菌株について，細菌学的性状

を解明するとともに，薬剤耐性遺伝子の解析を行った．  

 

2.1.2. 材料および方法 

2.1.2.1. 発生農場  

発生農場はフリーストール牛舎で乳用牛 310 頭を飼養する酪農場である．当該農場

では，購入粗飼料，配合飼料におから等の食品残さを加えた自家製 TMR（Total Mixed 

Ration）を給与していた．またサルモネラ症ワクチンは接種しておらず，2012 年 12

月以降の牛の移出入はなかった．  

2013 年 4 月初旬に分娩直後の成牛 3 頭に 40℃の発熱，食欲不振，水様性下痢およ

び血便が確認され，4 月 9 日に 1 頭，同 14 日に 2 頭が相次いで死亡した．管理獣医

師によるアンピシリン投薬も行われたが，4 月中旬，新たに 2 頭が同様の症状を呈し

たことから，2013 年 4 月 22 日に畜主および管理獣医師から病性鑑定の依頼に基づき

次の検査を実施した．その後も下痢症状を示す牛は増加し，5 月中旬までに合計 6 頭

が死亡した（表 2-1-1）．  
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表 2-1-1 下痢症状を呈した死亡牛の概要 

 

 

2.1.2.2. 病理解剖および組織学的検査 

水様性下痢，起立不能を呈し，死亡した牛（表 2-1-1，No.4）を解剖し，主要な臓

器を採材した．病理組織学的検査として，ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を施

した．また一部の組織標本について，サルモネラ O4 群抗血清（デンカ株式会社）を

用いた免疫組織化学染色を実施した． 

 

2.1.2.3. 細菌学的検査 

解剖で採材した主要臓器および下痢発症牛，同居牛の直腸便について，5％緬羊血液

加トリプトソイ寒天培地，DHL（Deoxycholate Hydrogen sulfide lactose）寒天培地

を用い，ガスパック法による CO2 培養（アネロパック・CO2, 三菱ガス化学）と 5％

緬羊血液加トリプトソイ寒天培地を用いたガスパック法による嫌気培養（アネロパッ

ク・ケンキ，三菱ガス化学）を実施した．さらに直腸便についてハーナーテトラチオ

ン酸塩培地で 42℃，20 時間増菌培養後，DHL 寒天培地を用いた好気培養を実施した．

生化学的性状検査を TSI 寒天培地（栄研化学），シモンズクエン酸ナトリウム培地（栄

研化学），SIM 培地（栄研化学），リジン脱炭酸試験用培地（栄研化学）にて実施した．

サルモネラ免疫血清「生研」（デンカ）にて血清型別を実施するとともに，同定のため

Salmonella serovar Typhimurium（ST） Identification Kit（タカラバイオ）を用い

て PCR を実施した．さらに，サルモネラの 2 相 H 抗原遺伝子（fljB）を検出する

PCR[34]を行った．  
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2.1.2.4. 薬剤感受性試験 

 分離株の薬剤感受性試験は，薬剤感受性用ディスク（センシディスク，日本 BD）

を用い，一濃度ディスク拡散法により実施した．供試薬剤はアンピシリン(ABPC)，セ

ファゾリン(CEZ)，セフォキシチン(CFX)，セフォタキシム(CTX)，セフタジジム(CAZ)，

セフェピム（CFPM），セフピロム(CPR)，クロラムフェニコール (CP)，テトラサイク

リン(TC)，カナマイシン(KM)，ゲンタマイシン(GM)，ナリジクス酸(NA)およびシプ

ロフロキサシン(CPFX)の 13 薬剤である（表 2-1-2）．さらに ESBL 産生性を確認する

ため Double Disc Synergy Test[35]および P/Case Test（日水製薬）を実施した．  

 

表 2-1-2 供試薬剤一覧 

 

 

2.1.2.5. ESBL 遺伝子解析 

 βラクタマーゼ遺伝子型を決定するために，Akiba らの報告 [36] にあるプライマ

ーを用いて，報告に従い PCR を行った．増幅したβ-ラクタマーゼ遺伝子について，

ダイレクトシークエンス法で塩基配列を決定した後，Basic Local Alignment Search 

Tool[37]（BLAST: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi）を用いて相同性検索を

行い，β-ラクタマーゼ遺伝子型を決定した．さらに，分離株におけるプラスミドの存

在ならびにβ-ラクタマーゼ遺伝子の存在位置を確認するため，Shahada らの報告[38]

に従い，S1 ヌクレアーゼ（タカラバイオ）で消化し，パルスフィールドゲル電気泳動

（PFGE）後，サザンブロット解析を行った．PFGE の条件は，電圧６V/㎝，パルス

タイム 5～50 秒，泳動時間 20 時間とした．加えて，ゲノム DNA を認識配列が⾧い
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エンドヌクレアーゼである I-CeuI（New England BioLabs）で消化し，泳動した PFGE

像を用いて同様に解析した．PFGE の条件は，電圧６V/㎝，パルスタイム 5～20 秒お

よび 20~70 秒，泳動時間 8 時間および 12 時間とした．  

 

2.1.3. 結 果 

2.1.3.1. 病理解剖および組織学的検査 

解剖では，主要臓器は全体的に煮肉様で，腸管粘膜からの出血が顕著に認められ，

第四胃には潰瘍が認められた．組織学的に第四胃では，粘膜上皮の剥離，粘膜固有層

から粘膜下組織に至る炎症細胞浸潤，出血が認められた．子宮では粘膜上皮における

細菌を伴う炎症細胞浸潤内膜炎が認められた．サルモネラ O4 群抗血清を用いた免疫

組織化学染色では回腸，盲腸，腸間膜リンパ節，第四胃（図 2-1-1A）および子宮（図

2-1-1B）でサルモネラ O4 群の陽性反応が認められた．  

 

 
 

図 2-1-1 解剖牛の病理組織所見 

第四胃（A）、子宮（B）において Salmonella O4 群に対する陽性反応（矢頭）が認

められた。（Salmonella O4 群抗血清による免疫組織化学的染色 Bars＝50 μm） 

 

2.1.3.2. 細菌学的検査 

解剖牛の腸間膜リンパ節，盲腸内容，結腸内容および子宮内容，さらに下痢発症牛

の直腸便から Salmonella spp. が分離された．血清型別の結果，サルモネラの抗原構

造は 4 : i : -と判定された．確認のために実施した ST 同定 PCR では，サルモネラが

共通に保有する遺伝子（invA: 605 bp）および ST が特異的に保有する遺伝子（94 bp，
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196 bp，303 bp）が検出されたが（図 2-1-2A），fljB 遺伝子（394 bp）は検出されな

かった（図 2-1-2B）．  

 

 

図 2-1-2 サルモネラ血清型別 PCR 結果 

A：S. Typhimurium 同定 PCR  B：fljB（第 2 相 H 遺伝子）PCR 

1～5：被検菌，ST：Salmonella Typhimurium，M：100 bp マーカー（タカラバイオ) 

 

2.1.3.3. 薬剤感受性試験 

分離株は，キノロン系，第２世代セフェム系（セファマイシン系）には感受性を示

したが，ABPC，CEZ に加え，第 3，第 4 世代セフェム系の CTX， CFPM および CPR

に耐性を示した（表 2-1-3）．さらに CP，TC および GM にも耐性を示し，供試した

13 薬剤のうち 8 薬剤に耐性を示した．  

 

表 2-1-3 薬剤感受性試験結果 

 

Double Disc Synergy Test では，供試した 4 薬剤（CTX，CAZ，CFPM および CPR）

で，いずれも阻止帯が形成され，βラクタマーゼ阻害剤であるクラブラン酸による阻
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害効果が認められた（データ未記載）．これに加え P/Case Test によりペニシリナーゼ

陽性，セファロスポリナーゼ陰性であったことから，ESBL 産生菌と判定された．  

 

2.1.3.4. ESBL 遺伝子解析 

本菌の ESBL の遺伝子型はその配列から blaCTX-M-55 と判定された．また，S1-PFGE

ではプラスミドのバンドは認められず，その後のサザンブロット解析で染色体由来フ

ラグメントに blaCTX-M-55 プローブのシグナルが認められた．I-CeuI-PFGE 後のサザン

ブロット解析においても染色体由来のフラグメントに blaCTX-M-55 プローブのシグナル

が認められた(図 2-1-3)．以上の結果から blaCTX-M-55 が染色体上に存在することが明ら

かとなった．  

 

 

 

図 2-1-3 βʷラクタマーゼ遺伝子に関するサザンブロット解析 

A：S１ヌクレアーゼ処理，B：I-Ceu I 処理 

M：ラムダラダーマーカー，レーン 1：病性鑑定牛分離株，レーン２：同居牛分離株．

いずれも左側は PFGE 像，右側はサザンブロット．矢印はサザンブロットで検出された

バンド位置を示す．  
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2.1.4. 考 察  

 今回の症例から分離されたサルモネラ S. 4 : i : -は ST の 2 相鞭毛抗原が発現しな

い変異株であり，その病原性は ST と同等であることから，2018 年 4 月 1 日より，本

菌も届出伝染病として扱うことになった[39]．S. 4 : i : -は人や家畜のサルモネラ症の

原因菌として増加傾向にあり，わが国における牛サルモネラ症の約 10％は本菌が原因

で発生している[40]．また乳用牛，肉用牛ともに本菌の分離頻度が 2012 年以降に増

加しており[40]，静岡県においても，全国の流行と一致して S. 4 : i : -が侵入していた

ことが明らかとなった． 

 今回の症例から分離されたサルモネラは，ESBL を産生し，第 3，4 世代セファロ

スポリンを含む複数の抗菌剤に耐性を示す多剤耐性菌であった．ESBL 遺伝子は CTX-

M-55 型で，染色体上に存在していた．セファロスポリン系抗菌剤の使用頻度が高い

人医療では，ESBL 遺伝子の中でも特に CTX-M 型が流行しており[41, 42]，大きな問

題となっているが，近年，家畜を含む動物からの分離報告も増えている[43, 44]．さら

に，CTX-M 型遺伝子は伝達性のあるプラスミド上に存在することが一般的であり[45, 

46] ， 耐 性 遺 伝 子 を 保 有 す る プ ラ ス ミ ド が Salmonella enterica を 含 め た

Enterobacteriaceae に伝達する危険性があることが報告されている[33]．今回の症例

で分離されたサルモネラは blaCTX-M-55 を染色体上に保有していたことから，何らかの

形でプラスミドから染色体へ転移したものと推測された．本菌は薬剤耐性遺伝子を染

色体に保有していることから，プラスミド性の薬剤耐性遺伝子と比較して伝達性は低

いものの，耐性株として安定していることが示唆された．今回の症例は 2013 年に発

生したものであるが，2019 年に Zhang らが中国において blaCTX-M-55 遺伝子を染色体

上に持つサルモネラの出現と流行を報告しており[47]，その動向について今後も注視

していく必要がある．  

セファロスポリン系抗菌剤は人医療において多用されている抗菌剤の一つであり，

特に第 3，4 世代セファロスポリンは小児サルモネラ症の主要な治療薬である．それ

らに耐性を示すサルモネラが家畜から分離されたことから，公衆衛生上，特段の注意

を払う必要があると考えられた． 
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第 2 節 健康豚由来サルモネラの性状解明  

 

2.2.1. 背景および目的 

抗菌剤は，人医療だけでなく獣医療においても感染症の治療に重要な役割を果たし

ている．しかし，その使用により薬剤耐性菌が選択される可能性が常に存在すること

を見過ごすことはできない．家畜由来耐性菌の問題として，家畜衛生上では獣医療に

おける抗菌剤の有効性の低下があげられる[48–51]．公衆衛生上の問題としては，家畜

への抗菌性物質の使用により選択された薬剤耐性菌が食品や環境を通じて，あるいは

直接，人に伝達される可能性が指摘されている[9, 10]．人に伝達された薬剤耐性菌が

感染症を引き起こした場合，抗菌性物質による治療に影響を与える可能性がある．そ

のため，1999 年から動物医薬品検査所を中心にわが国の動物由来耐性菌のモニタリ

ング調査が行われており，JVARM（Japanese Veterinary Antimicrobial Resistance 

Monitoring System）として現在国内外に広く認知されている．  

わが国では家畜に使用されている抗菌剤のうち養豚における使用量が極めて高く

なっている（図 1-2）[7, 52]．JVARM の報告を見ると，最も多用されているテトラサ

イクリン系抗菌剤に耐性を示す家畜由来大腸菌は， 2017 年では肉用牛で 21%である

のに対し，肉用鶏で 46%，豚では 55.4%と高く，豚における腸内細菌の薬剤耐性獲得

状況およびその推移を把握することが重要と言える．  

さらに近年，腸内細菌の中でもサルモネラ（Salmonella）の多剤耐性化が家畜診療

および公衆衛生上の問題となっている[53]．特に豚はサルモネラに感染しても常に臨

床症状を示すとは限らず，無症状の保菌豚となり，⾧期間にわたり排菌する[54]こと

から，と畜時に直接的，またはと畜場環境を介して間接的に食肉を汚染する可能性が

指摘されている[55]．サルモネラに汚染された豚肉および豚肉製品は人のサルモネラ

症の原因となり得ることから公衆衛生上も重要な疾病である．  

 そこで，と畜場に搬入された健康豚の盲腸内容物を用い，サルモネラ保菌状況を

把握するとともに，サルモネラ陽性農場の追跡調査を実施し，分離菌の血清型およ

び薬剤耐性の変化を調査した． 
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2.2.2.  材料および方法 

2.2.2.1. 材 料 

2005 年 7 月～2006 年 3 月に，群馬県内のと畜場に搬入された 48 農場，595 頭の

外見上健康で，と畜後の内臓検査で異常が認められなかった個体を対象に盲腸内容物

を採取し次の 2 つの調査に供した．  

 

2.2.2.2. サルモネラ保菌調査 

48 農場 471 頭から採取した盲腸内容物約 1 g をハーナ･テトラチオン酸塩培地（栄

研化学）15 ml に接種し，37℃で 18 時間増菌培養後，DHL 寒天培地（栄研化学）と

ブリリアントグリーン寒天培地（栄研化学）各 1 枚に塗抹し，37℃，24 時間培養し

た．各分離培地上でサルモネラ属菌を疑うコロニーを 1 頭あたり 8 個程度釣菌した．

サルモネラの同定には TSI 寒天培地（栄研化学），SIM 培地（栄研化学），シモンズク

エン酸塩寒天培地（栄研化学）による鑑別検査，チトクローム・オキシダーゼ試験（チ

トクローム・オキシダーゼ試験用ろ紙；日水製薬），VP 反応（VP 半流動培地；栄研

化学），マロン酸利用能（マロン酸塩培地；栄研化学），リシン脱炭酸試験（リシン脱

炭酸試験用培地；栄研化学）による性状検査を実施した．  

 

2.2.2.3. 追跡調査 

保菌調査の 7 か月後に実施した追跡調査では，保菌調査でサルモネラが検出された

16 農場（農場 A～P）のうち，2006 年 3 月に盲腸内容物を採取できた 13 農場（農場

A～M）を対象に，保菌調査と同様に再度サルモネラの分離，血清型別を実施した．各

農場 8～10 頭を採材し，合計 124 頭について検査した．  

 

2.2.2.4. 血清型別検査 

サルモネラと同定された株はすべて Kauffmann-White の抗原構造に基づく抗血清

（Difco Laboratories）を用いて，菌体（O）抗原，鞭毛（H）抗原のⅠ相とⅡ相の凝

集反応を行い，血清型を同定した．  

 

2.2.2.5. 薬剤感受性試験 

保菌調査および追跡調査で分離されたサルモネラについて，CLSI の定める寒天平
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板希釈法で最小発育阻止濃度（MIC）を測定した．ブレイクポイントは CLSI ガイド

ライン[56]および Asai らの報告[57]で規定している値を引用した．供試薬剤はアンピ

シリン（ABPC），セファゾリン（CEZ），ジヒドロストレプトマイシン（DSM），カナ

マイシン（KM），ゲンタマイシン（GM），オキシテトラサイクリン（OTC），コリス

チン（CL），クロラムフェニコール（CP），ナリジクス酸（NA），オフロキサシン（OFLX），

スルファジメトキシン（SDMX）の 11 剤を使用した（表 2-1-2）．精度管理株として

Escherichia coli ATCC 25922 を用いた．  

 

2.2.3. 結 果 

2.2.3.1. サルモネラ保菌調査 

保菌調査における農場ごとのサルモネラ検出状況および分離血清型を表 2-2-1 に示

した．48 農場中 16 農場（33.3％），471 頭中 31 頭（6.6％）からサルモネラが検出さ

れた．16 農場中 13 農場で 2 頭以下（10～22.2%）の豚から検出された一方，4 頭，5

頭（40～50％）と高頻度に検出された農場も存在した．続いてサルモネラが検出され

た 13 農場について追跡調査を実施した．  

 

表 2-2-1 保菌調査における農場ごとのサルモネラ検出状況  
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2.2.3.2. 追跡調査 

追跡調査における農場毎のサルモネラ検出状況および分離血清型を表 2-2-2 に示し

た．調査した 13 農場中 5 農場（38.5％），124 頭中 15 頭（12.1％）からサルモネラ

が分離された．  

 

表 2-2-2 追跡調査における農場ごとのサルモネラ検出状況  

 

 

2.2.3.3. 血清型別検査 

サルモネラの保菌調査および追跡調査の分離サルモネラの血清型と分離頻度を表

2-2-3 にまとめた．両調査とも最も多く検出された血清型は Typhimurium であった．

保菌調査では Typhimurium，Give， Derby， Salinatis， および Schwarzengrund

の 5 種 類 の 血 清 型 が 検 出 さ れ た の に 対 し ， 追 跡 調 査 で 検 出 さ れ た の は い ず れ も

Typhimurium の 1 種類であった．  
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表 2-2-3 分離サルモネラの血清型と分離頻度  

 

 

2.2.3.4. 薬剤感受性試験 

分離された 52 株のサルモネラの各種薬剤の MIC 分布と耐性率を表 2-2-4 に示し

た．各薬剤の耐性率は ABPC，DSM および CP は 65.4%，OTC は 78.8%，NA は 5.8％，

SDMX は 90.4%であった．CEZ, KM, GM, CL および OFLX に対してはすべての菌株

が感受性を示した．  

 

表 2-2-4 分離サルモネラ 52 株の薬剤感受性 

 

１）Asai らの報告を引用［57］，２）CLSI ガイドライン引用［56］ 
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保菌調査および追跡調査の農場別分離サルモネラの血清型と薬剤耐性型を表 2-2-5

に示した．供試した 52 株はすべて 1 薬剤以上に耐性を示した．血清型別の薬剤耐性

型を見ると，保菌調査で分離された S. Typhimurium 23 株のうち 21 株は ABPC，

CP，DSM，OTC および SDMX の 5 剤に耐性を示し，残り 2 株はさらに NA を加え

た 6 剤に対して耐性を示した．S. Derby の 3 株中 2 株は SDMX 単剤に耐性，1 株が

OTC と SDMX の 2 剤に耐性であった．S. Give 8 株，S. Salinatis 1 株はそれぞれ

SDMX 単剤に耐性を示した．S. Schwarzengrund は OTC，SDMX および NA の 3 薬

剤に耐性を示した．追跡調査では S. Typhimurium 16 株中，11 株が ABPC，CP，

DSM，OTC，SDMX の 5 薬剤に耐性を示し，5 株が OTC 単剤に耐性を示した．  

サルモネラが検出された 16 農場のうち，14 農場から 5 剤もしくは 6 剤に耐性の 

S. Typhimurium が検出された．また，追跡調査を行った 13 農場のうち 5 農場で再

びサルモネラが検出され，その耐性型を比較すると 4 農場（農場 B，C，G および L）

で保菌調査と同じ ABPC，CP，DSM，SDMX および OTC の 5 薬剤に耐性の  

S. Typhimurium が再び検出され，2 農場（農場 F，G）で OTC 単剤耐性を示す  

S. Typhimurium が新たに分離された．  

 

表 2-2-5 農場別分離サルモネラの血清型と薬剤耐性型 
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2.2.4. 考 察 

国内の豚を対象としたサルモネラの個体検出率についてはこれまで多くの報告が

ある[58–61]. 吉田ら[61]は盲腸内容物を用いた調査で 1970 年代後半では 23.1％，

1980 年代後半では 5.7％の検出率を，Futagawa-Saito ら[58]はふん便を用いた調査

で 1998～1999 年に 2.2％，2004～2005 年に 3.3％の検出率をそれぞれ報告している．

その後，2005 年の報告では，7.3％であったことが報告され[60]，同時期にあたる本

調査の検出率 6.6％とほぼ同様の傾向が認められた．本調査以降の検出率の推移を見

ると，「農林水産省の食品安全に関する有害微生物の実態調査結果集」[62]では，2010

～2013 年の保菌率を 0～4％と公表しており，佐藤らは 2018～2019 年に 5.2％の検

出率を報告している[59]．以上のように，わが国におけるサルモネラの検出率は 1980

年代後半から急激に低下したものの，依然として数％程度の豚が保菌していると考え

られた．  

今回の調査農場での検出率は 33.3%で，調査した農場の 1/3 でサルモネラが検出さ

れた．前述の農林水産省調査結果は 2010～2013 年の農場保菌率を 0～24％と公表さ

れており，また同省の「監視伝染病発生年報」[63]においても 2022 年に全国で 76 戸

の農場での豚サルモネラ症の発生が報告されていることからも，国内の養豚場が未だ

に広くサルモネラに汚染されていることがうかがえる．また，農場ごとの検出率は

20%程度の散発的な保菌が多くを占めたが，中には 40～50％の割合で検出される農場

もあり，農場によって農場内の汚染の広がりに違いがあることが明らかとなった．  

本調査にて分離されたサルモネラの血清型は，  Typhimurium，  Give，  Derby，  

Salinatis，および Schwarzengrund の 5 血清型であり，最も分離頻度が高かったの

が Typhimurium であった．前述の農林水産省調査結果でも， Typhimurium の分離

頻度が最も高く，次いで Derby と公表しており，同様の傾向が認められた．  

分離された S. Typhimurium の大半は ABPC，CP，DSM，SDMX，および OTC の

5 薬剤に耐性を示す多剤耐性株（ACSSuT）であった．わが国では多剤耐性（ACSSuT）

を示す S. Typhimurium ファージタイプ DT104（以下，ST-DT104 とする）が 1980

年代後半に侵入し，1990 年から家畜で分離され始め，その後国内に広く分布したこと

が 知 ら れ て い る [64]．  Esaki ら は 1999 年 ～ 2001 年 に は 家 畜 よ り 分 離 さ れ た    

S. Typhimurium の半数が ST-DT104 であったと報告している[65]．本研究では，  

ST-DT104 を識別する PCR は実施していないが，分離株の耐性パターンが ST-DT104
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のそれと一致することから，2005 年から 2006 年にかけて分離された S. Typhimurium

は ST-DT104 である可能性が高いと推測された．  

保菌調査でサルモネラが分離された 13 農場を追跡調査した結果，5 農場で再びサ

ルモネラが分離された．そのうち 4 農場から保菌調査と同じ ABPC，CP，DSM，SDMX

および OTC の 5 薬剤に耐性を示す S. Typhimurium（ACSSuT）が分離された．養豚

場では肥育豚は出生から約半年で出荷され，次々と入れ替わっているにもかかわらず

同じ耐性型の S. Typhimurium が分離されたことから，検出された 4 農場では 5 剤耐

性 S. Typhimurium が母豚による保菌や農場環境への残存により農場内に常在化し，

豚への感染が持続していたことが推察された．  

追 跡 調 査 で は ， 複 数 農 場 か ら ， 保 菌 調 査 で は 検 出 さ れ な か っ た  OTC 単 剤 耐 性  

S. Typhimurium が新たに分離された．国内の多くの養豚場では呼吸器病や腸管感染

症の治療薬としてテトラサイクリン系抗菌剤を飼料に添加し継続的に投与しており，

腸管内の細菌は⾧期間にわたり抗菌剤にさらされ，選択圧がかかっていると言える．

今回の調査農場における薬剤使用状況は不明であるが，全国的な薬剤の使用状況から

テトラサイクリン系抗菌剤の⾧期使用により， OTC を含む 5 薬剤に耐性を示す多剤

耐性 S. Typhimurium と OTC 単剤耐性 S. Typhimurium が選択され，分離されてき

た可能性がある． 

「動物用医薬品等販売高年報」（農林水産省動物医薬品検査所）によると，令和 2 年

（2020 年）の豚における抗菌剤の推定販売数量は，本調査を実施した当時から大きく

減少している．しかし他の家畜と比較して豚における抗菌剤使用量は未だ多く，テト

ラサイクリン系抗菌剤（経口投与剤）を多用する傾向は変わらない．本調査において，

農場での抗菌剤使用により特定の株が選択された可能性が示されたように，畜産農場

では抗菌剤の使用は耐性菌を選択することを念頭に置き，今後も責任ある抗菌剤の慎

重使用を継続するとともに，抗菌剤に頼らない疾病対策に取り組んでいくことが求め

られる． 
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2.3．小 括 

 

第 2 章  家畜由来サルモネラの薬剤耐性検証  

 本章では，病畜および健康畜から分離されたサルモネラの薬剤耐性に関する性状に

ついて調査し，以下のことが明らかとなった．  

 

第 1 節 牛サルモネラ症原因菌の性状解明  

静岡県で発生した成牛のサルモネラ症症例から分離されたサルモネラの薬剤耐性

に関する性状を調査した．分離株は Salmonella enterica 血清型 4 : i : -であり，基質

特異性拡張型β-ラクタマーゼ遺伝子 blaCTX-M-55 を染色体上に保有することが確認さ

れた．セファロスポリン系抗菌剤は人医療において多用されている抗菌剤の一つであ

り，特に第 3，4 世代セファロスポリンは小児サルモネラ症の主要な治療薬である．

それらに耐性を示すサルモネラが家畜から分離されたことから，公衆衛生上，特段の

注意を払う必要があると考えられた． 

 

第 2 節 健康豚から分離されたサルモネラの性状解明  

 2005～2006 年に群馬県内のと畜場に搬入された健康豚において，サルモネラの保

菌調査およびサルモネラ陽性農場に対する追跡調査を実施し，分離株の血清型，薬剤

耐性を比較した．追跡調査でサルモネラが分離された 5 農場のうち 4 農場では，保菌

調査と同じ耐性型の S. Typhimurium が再び分離され，農場内の常在化，豚への感染

持続が推察された．さらに OTC を含む多剤耐性 S. Typhimurium に加え，新たに OTC

単剤耐性 S. Typhimurium が複数農場で分離され，農場での薬剤使用により特定の株

が選択された可能性が示唆された．  
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第 3 章 豚離乳期の下痢症に関する検討 

 

3.1. 背景および目的 

前章において，養豚場での抗菌剤の⾧期使用により豚の腸管内で耐性菌が選択され

た可能性が示された．養豚業で抗菌剤の使用量が増える原因の一つに離乳子豚の下痢

症への対応がある. 離乳子豚に発生する下痢症はその後の成⾧に大きく影響し，経営

を悪化させることから，下痢症の予防，また発症時の治療のために抗菌剤が多量に使

用される．しかし，抗菌剤の多用は薬剤耐性菌発生の温床となるなど公衆衛生上の懸

念となっている．そのため，離乳期の腸内環境を良好に保ち，順調に経過させること

が養豚における重要な管理点の一つであり，抗菌剤の使用機会を削減することに繋が

る． 

現代の養豚形態では生産性向上のため 3~4 週齢で人為的に離乳させるが，そもそも

豚の自然離乳は 2~4 か月齢[66]であることから，子豚にとっては大きなストレスとな

る．離乳によって食餌が脂肪分の多い液体である母乳から炭水化物の多い固形飼料へ

変化することは，小腸絨毛の構造[67]や機能[68]に変化をもたらす．食餌の劇的な変

化の他に，母子分離，群再編成による闘争など複合的なストレスにより，離乳子豚で

はエネルギー摂取量が離乳前の約四分の一に低下し[69]，小腸絨毛の萎縮が起こる[70, 

71]．その変化は離乳後 3～４日で最大となり，小腸絨毛の萎縮は水分吸収の阻害や粘

膜の物理的障害，酵素活性低下の要因となる[71] ．その結果，電解質や栄養分の分解

吸収に異常が生じ，腸管内の浸透圧が高まり，生理的下痢が発生する[72]とされる．  

さらに離乳期は母豚からの移行抗体による免疫から，獲得免疫へ変わる過渡期に当

たる．そのため，豚の生涯で最も免疫力が低い時期であり，病原体の感染を受けた感

染性下痢へ移行しやすく，離乳子豚の下痢症の約 90％でロタウイルスと大腸菌が高率

に検出されている[73]．  

これに対して，健康な豚の腸管表面は杯細胞から分泌される糖タンパク質のムチン

によって覆われ，物理的刺激や微生物感染を防ぐ非特異的バリアが形成されている

[74, 27]．ムチンは防御因子としてだけでなく，栄養因子として一部の腸内細菌に利用

され，正常な腸内細菌叢の形成および維持に寄与している[27]．そこで，離乳子豚の

腸内環境を良好に保つため，ムチン分泌の誘導に関連している腸内細菌 Akkermansia 

muciniphila の豚における機能解明を目的に A. muciniphila と豚の下痢症の関係を検
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討した．  

 

3.2. 材料および方法 

3.2.1. 対象農場 

 離乳期に下痢症が多発する静岡県内の農場（母豚 380 頭一貫経営，コンベンショナ

ル農場，以下，下痢発生農場）1 件と下痢発生が少ない農場（母豚 700 頭一貫経営，

SPF（Specific Pathogen Free）農場，以下，対照農場）1 件を対象とした．両農場と

もに離乳日齢は平均 24 日で，哺乳期間中に離乳後の飼料の馴致を行っていた．また

下痢，肺炎予防のため，誕生直後もしくは 3 日齢で抗生物質を注射し，その後飼料の

切り替えに合わせて，離乳後から 120 日齢まで抗生物質を飼料中に添加していた．下

痢発生農場では過去に離乳豚において豚ロタウイルス A, B および大腸菌の混合感染

による下痢が発生していた．  

 

3.2.2. 材 料 

両農場ともに 2020 年 12 月に三元交雑豚（LWD）の哺乳豚（10～20 日齢，11 頭），

離乳豚（28～35 日齢，6 頭），育成豚（42～60 日齢，6 頭）から肉眼的に正常な新鮮

ふん便を採取して氷冷下で実験室に持ち帰り，以降の分析に供するまで−80℃で保管

した．哺乳豚は 4 頭の母豚から 2～3 頭，離乳豚および育成豚は 3 区画から 2 頭ずつ

抽出した．  

 

3.2.3. A. muciniphila 16S rRNA 遺伝子の検出 

Morita らの方法[75]に従い，ふん便の洗浄および DNA 抽出を行った．直腸便約 1 

g を洗浄し，洗浄したふん便サンプル 0.1 g から抽出した DNA をテンプレートとし，

A. muciniphila 特異的プライマー（AM1 および AM2）[76]を用いて PCR 法で 

A. muciniphila の検出を行った．反応液量は 25 μl とし，EmeraldAmp PCR Master 

Mix（タカラバイオ），プライマー最終濃度 0.5 μM，鋳型 DNA100 ng で実施した．

PCR 条件は 94℃ 5 分の後，94℃ 30 秒，60℃ 30 秒，72℃ 20 秒を 45 サイクル，最

終伸⾧を 72℃ 5 分とした．得られた 327 bp の PCR 増幅バンドをアガロースゲルか

ら抽出し同プライマーにてシークエンス解析を実施し，A. muciniphila であることを

確認した． 
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3.2.4. ふん便中のムチン濃度測定 

ふん便ムチン測定キット（コスモ・バイオ）を用いて励起波⾧ 336 nm，蛍光波⾧

383 nm で測定した．標準液の蛍光値より検量線を作成し，検体ふん便 1 g あたりの

ムチン含量を算出した． 

 

3.2.5. ふん便中の有機酸濃度測定 

ポストカラム方式有機酸分析システム（島津製作所）を用いて測定した．なお，有

機酸分析用カラム Shim-pack SCR101H（300×φ7 mm，島津製作所）を用い，5 mM

パラトルエンスルホン酸（pTS，和光純薬）を移動相とし，5 mM pTS/100 µM EDTA

（同仁堂）/20 mM Bis-Tris（和光純薬）をポストカラム相として，乳酸，酪酸，酢酸

およびプロピオン酸を検出した．  

 

3.2.6. 統計処理 

試料間の統計学的有意差性は Student t-test を用いて検定した．危険率 5％未満を

有意差ありとし，値は平均値±標準偏差で示した．  

 

3.3. 結  果 

3.3.1. A. muciniphila 16S rRNA 遺伝子の検出 

発育ステージごとの A. muciniphila 検出率は，対照農場では，哺乳豚 100％（11/11

頭)，離乳豚 33.3%（2/6 頭），育成豚 33.3%（2/6 頭）であった．一方，下痢発生農場

では哺乳豚 63.6%（7/11 頭)，離乳豚 66.7%（4/6 頭），育成豚 16.7%（1/6 頭）と，  

対象農場の哺乳豚における A. muciniphila 検出率が高い傾向を示した(表 3-1)．  

 

表 3-1 発育ステージごとの A. muciniphila 検出率  
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3.3.2. ふん便中のムチン濃度測定 

発育ステージごとのふん便中のムチン濃度は，対照農場では下痢発生農場と比較し

て哺乳豚（P<0.05），離乳豚および育成豚（P<0.01）のすべての発育ステージで有意

に高かった（図 3-1）．  

 

 

 

図 3-1 ふん便中ムチン濃度の比較  

＊は 5％水準，＊＊は 1％水準で有意差があることを示す．  

 

 

 

3.3.3. ふん便中の有機酸濃度測定 

ふん便中の有機酸濃度は，対照農場が下痢発生農場と比較して，哺乳豚の酪酸濃度

が高かった（P＜0.01）．また育成豚では酪酸，酢酸，プロピオン酸の濃度が高い傾向

が認められた．一方，下痢発生農場では哺乳豚の酢酸濃度が高かった（P＜0.05）．ま

たすべての発育ステージにおいて乳酸濃度が高い傾向を示し，特に哺乳豚（P＜0.01）

と育成豚（P＜0.05）で有意に高かった(表 3-2)．  
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表 3-2 ふん便中の有機酸濃度の比較  

 

平均値±標準偏差；t 検定により，＊は 5％水準，＊＊は 1％水準で有意差がある

ことを示す．  

 

3.4. 考 察 

本試験では，A. muciniphila と豚の下痢症の関係を検討するため，離乳期に下痢症

が多発する農場と下痢発生が少ない農場における豚のふん便性状を発育ステージご

とに比較した．  

対照農場では調査した哺乳豚 11 頭全頭が A. muciniphila を保菌していた．また，

哺乳豚を含むすべての発育ステージでふん便中のムチン濃度が下痢発生農場の同ス

テージと比較して有意に高い状態であった．マウスでは A. muciniphila により杯細胞

の密度が増し，ムチン産生を亢進することが明らかとなっている[25]．本試験におい

て，A. muciniphila を保菌した対照農場の哺乳豚でふん便ムチン濃度が有意に高いこ

とから，豚においても同様の作用が示唆され，ムチンによる腸管の物理的バリアが高

まり，離乳後も維持されていると考えられた．  

さらに，哺乳豚ではふん便中の酪酸濃度が有意に高かった．酪酸は腸管上皮細胞の

直接的なエネルギー源[77]となり ，絨毛の代謝促進[78]，アミノ酸やグルコース輸送

タンパク質の合成促進[79]など，短鎖脂肪酸の中でも腸管への生理活性が高い．加え

て，酢酸やプロピオン酸よりも低濃度でムチン分泌を刺激することが確認されている

[80]．この酪酸の作用により哺乳期に腸内環境が良好に保たれた可能性が考えられた．

そして離乳を経た育成期にはすべての短鎖脂肪酸濃度が高い傾向を示した．Piao らは

成豚のふん便中の有機酸濃度を酪酸 29.1±17.6 mmol/㎏，酢酸 98.8±22.6 mmol/㎏，

** 

** 

** * 

* 
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プロピオン酸 48.0±21.1 mmol/㎏と報告している[81]．本試験において育成豚で検出

されたふん便中の短鎖脂肪酸濃度は，成豚と同等レベルに達していることから，対照

農場では育成期には腸内細菌が安定し，腸管の発酵機能が備わっていると考えられた． 

一方，下痢発生農場では，哺乳期に A. muciniphila が検出されない個体も存在し，

ふん便中のムチン濃度が哺乳期を含むすべての発育ステージで対照農場と比較して

低かったことから，腸管の粘膜バリア形成が不十分であり，細菌感染を受けやすい腸

内環境であると推察された．さらに，下痢発生農場ではすべての発育ステージにおい

てふん便中の乳酸濃度が高い傾向を示した．乳酸は上皮細胞への吸収が非常に遅く，

水分および電解質の吸収を促進しないことから[82]，乳酸が内腔に蓄積すると消化物

の水分が増加し，下痢を誘発する可能性がある[83]．本試験に用いたふん便は肉眼的

には正常であったが，下痢発生農場では哺乳期から生理的下痢および感染性下痢を生

じやすい腸内環境にあると推察された．  

 以上の結果から，下痢発生農場と対照農場を比較すると，生後まもない哺乳豚の

時期から腸管の状態が異なり，哺乳豚における A. muciniphila の存在は短鎖脂肪酸

を介して腸管の健全性に寄与し，離乳豚の下痢症を防ぐ一つの要因となる可能性が

示唆された．一方で，  A. muciniphila はムチン分解の過程で酢酸とプロピオン酸を

産生する[24]が，酪酸は産生しない．対照農場の哺乳豚で酪酸濃度が高くなった要因

は不明である．今後，A. muciniphila と他の腸内細菌との相互作用や，下痢発生農

場と対照農場で菌叢全体における A. muciniphila の占有率の違いなど詳細な検討が

必要である．  

 

 

3.5. 小 括 

抗 菌 剤 使 用 量 削 減 を 目 指 し ， 豚 に お け る 下 痢 症 発 生 に 関 し ， Akkermansia 

muciniphila の機能性を解明するため，離乳後に下痢が多発する農場（下痢発生農場）

と下痢発生が少ない農場（対照農場）で調査を行った．哺乳豚，離乳豚，育成豚の 3

つの発育ステージのふん便中の A. muciniphila 検出率，有機酸濃度，ムチン濃度を比

較したところ，下痢発生農場では哺乳豚の A. muciniphila 検出率が 63.6%で， 

A. muciniphila を保菌していない個体が存在し，すべての発育ステージでムチン濃度

が有意に低く，乳酸濃度が高い傾向を示した．一方，対照農場では，哺乳期のすべて
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の子豚から A. muciniphila が検出され，下痢発生農場と比較して哺乳期の酪酸および

ムチン濃度が有意に高かった．マウスでは A. muciniphila によりムチン産生が亢進す

ることが明らかとなっているが，豚においても同様の作用が示唆された． また，育成

豚ではすべての短鎖脂肪酸濃度が高い傾向を示し，ムチン濃度も有意に高くなった．  

このように生後まもない哺乳豚の時期から腸管の状態が異なることが明らかとなり，

哺乳豚における A. muciniphila の存在は短鎖脂肪酸を介して腸管の健全性に寄与し，

離乳豚の下痢症を防ぐ一つの要因となる可能性が示唆された．  

 

 

  



 29

第 4 章 豚離乳期の下痢症予防に関する腸内細菌叢の検討 

 

4.1. 背景および目的 

前章において，哺乳豚における A. muciniphila の存在は短鎖脂肪酸を介して腸管の

健全性に寄与し，離乳豚の下痢症を防ぐ一つの要因となる可能性が示唆された．一方

で， A. muciniphila はムチン分解の過程で酢酸とプロピオン酸を産生する[24]が，酪

酸は産生しない．対照農場の哺乳豚では下痢発生農場と比較して酪酸濃度の高まりが

確認されたが，その要因は不明である．また，A. muciniphila と他の腸内細菌との相

互作用や，下痢発生農場と対照農場で菌叢全体における A. muciniphila の占有率の違

いなど詳細な検討が必要である．  

そこで，下痢発生農場と対照農場の各発育ステージの腸内菌叢を次世代 DNA シー

ケンサーによる 16S rRNA 遺伝子 V3～V4 領域のアンプリコン解析により比較し，両

農場の菌叢の特徴や成⾧に伴う菌叢の変化の違いを明らかにし，豚下痢症に関した 

A. muciniphila の機能について検討した．  

 

4.2. 材料および方法 

4.2.1．材 料 

第 3 章と同一の材料である下痢発生農場と対照農場ともに哺乳豚（10～20 日齢，7

頭），離乳豚（28～35 日齢，6 頭），育成豚（42～60 日齢，5 頭）のそれぞれ 18 頭分

のふん便を使用した. そのサンプル状況を表 4-1 に示した．  

 

表 4-1 サンプル状況  
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4.2.2．ライブラリー調製と 16S アンプリコン解析  

Morita らの方法[75]に従い，ふん便洗浄および DNA 抽出を行った．直腸便約 1 g

を洗浄し，洗浄したふん便サンプル 0.1 g から抽出した DNA をテンプレートとし，1

回目の PCR では，V3~V4 領域を増幅する 357F/806R プライマーペアに相当するプ

ライマーを使用した. 増幅された産物をビーズ精製し 2 回目の PCR の鋳型として用

いた. 2 回目の PCR では Index 付きプライマーを使用した. 使用したプライマーを表

4-2 に示す. DNA シーケンシングのためのライブラリーの調製は，イルミナ社のプロ

トコールに従って実施した. シーケンスは MiSeq Reagent Kit V3 600cycle（300×2，

2500 万クラスター）試薬を用い， MiSeq (イルミナ社) にてペアエンドシーケンスを

行った．なお，最終的なライブラリー調製と配列解析はゲノムリード（株）（香川県高

松市）に依頼した．  

 

4.2.3．配列データ解析 

 MiSeq で得られた リードは， Index 配列で仕分け後 ，Qiime2(qiime2-amplicon-

2023.9 を使用)[84]をプラットフォームとしたプラグインアプリケーションにより解

析を行なった．まず初めに DADA2 [85]により，得られたリードのトリミングとデノ

イズ，そしてキメラチェックを行なった．トリミングは，5d末端側から 10 塩基削除し

たのち 260 塩基⾧のリードと 3b末端型 10 塩基削除し 230 塩基⾧のリードを用い，マ

ー ジ し た 配 列 を 作 成 し た ． キ メ ラ を 除 い た す べ て の ア ン プ リ コ ン シ ー ケ ン ス （All 

amplicon sequence variants, ASVs）を使用し MAFFT [86]によりアライメントし，

fasttree [87]により系統解析に用いた．得られた系統解析群の内容を評価するため，

α多様性指数[88]を求めた．次に，16S rRNA 配列データベースである silva-138-99-

515-806-nb.classifier[89, 90]に対して系統解析を実施し，菌叢を解析した．得られた

それぞれの系統解析の有意性を確認するために，それぞれの内で形成された遺伝子群

（OTU あるいは ASVs と呼ばれる）の多様性を評価するため Shannon 指数[91]を調

べた．得られた菌叢解析データは，クロロプラストや Unassigned などの配列を削除

した後，門，綱，目，科，属，および種レベルで比較した．種や属レベルの菌叢解析

は個体差が大きく，傾向を掴みにくいことから，短鎖脂肪酸と同様に，酪酸菌群，乳

酸菌群でまとめて比較した．  
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表 4-2 使用プライマーおよび Index 配列一覧  

 

 

 

 

 

4.3. 結 果 

 MiSeq による配列解析で得られたリード数，そしてそれらをマージし，キメラなど

を除き系統解析に用いたリード数についてのまとめを表 4-3 に示す．  
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表 4-3 アンプリコン解析で得られた有効リード数 

 

編みかけ部分の配列数を菌叢解析に用いた．  

 

 

1 サンプルにつき 10 万リードの獲得を目指してシーケンスを実施し，多くのサン

プルでそれを満たすリード数は得られた．品質チェックしたところ，最終的にはリー

ド数が少ないサンプルもあった．α多様性解析の結果，検出された種の数と均一性を

評価した指数である Shannon 指数は深度 1112 でプラトーに達したことから，リード

数深度が 1112 以上のリードを用いて解析することに問題ないことが確認された（図

4-1）．  
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図 4-1 OUT の評価  

Rarefaction カーブを 10000 で実施した . 菌種によるもの 10000 まで徐々に増加す

る傾向であったが（上段），Shannon 指数では 1000 程度で一定となった（下段） . 

そのため，1000 以上の深度を持ったデータでの評価で問題ないことが示された . 

 

そこで，これらのデータから農場間の菌叢の違いを比較した．対照農場と下痢発生

農場で各発育ステージの腸内菌叢を科レベルでその性質を以下のようにまとめ比較
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したところ，成⾧にともなう菌叢の変化に違いが認められた（図 4-2）．菌叢を構成す

る 科 の 中 で 占 有 率 が 高 く ， 代 謝 産 物 と し て 酪 酸 を 産 生 す る 菌 を 多 く 含 む

Clostridiaceae，Lachnospiracea， Ruminococcaceae および Erysipelotrichaceae を

選 抜 し 酪 酸 産 生 菌 と し た ． 同 様 に 乳 酸 産 生 菌 と し て Enterococcaceae ，

Lactobacillaceae および Streptococcaceae を選抜した．酪酸産生菌は，対照農場では

離乳前後で 15.3%から 43.8%に変化し，成⾧に伴いその割合が 2.8 倍に増加した．一

方，下痢発生農場では離乳前後で 23.6%から 23.7%とほぼ一定の値を示した（図 4-3）．    

乳酸産生菌は，対照農場では成⾧に伴い，その割合が 41.8％から 27.4％と減少し

た．一方，下痢発生農場では離乳前後で 40.0％から 49.8％と増加した（図 4-3）．対

照農場，下痢発生農場ともに、哺乳豚の乳酸産生菌占有率は約 40%を占めていたが，

対照農場ではその内，Lactobacillaceae が 23%，Streptococcaceae17%であったのに

対し，下痢発生農場では乳酸産生菌占有率のほぼすべてが Lactobacillaceae であった

（図 4-2）．  

乳酸を利用して酪酸を産生する Eubacterium 属と Megasphaera 属（乳酸利用性酪

酸産生菌）は，対照農場の哺乳豚では 0.7%であったのに対し，下痢発生農場の哺乳豚

では 0.05%と，対照農場で占有率が 14 倍高かった．しかし，離乳後の育成豚では，

対照農場で 0.6%とほぼ一定の値を示したのに対し，下痢発生農場では 3.4%と乳酸利

用性酪酸産生菌の顕著な増加が認められた（図 4-3）．  

ムチン分解菌である Akkermansiaceae は，両農場ともに哺乳豚では検出された．

有意差は認められなかったが，その占有率は対照農場では約 1%、下痢発生農場では

約 0.1%で 10 倍の違いが認められた（図 4-4）．また，両農場とも離乳後の育成豚では

検出されなかった．  

各発育ステージの菌叢を対照農場と下痢発生農場で比較して有意差が認められた

科を哺乳豚について図 4-5, 育成豚について図 4-6 に示した．占有率１％以上の科に

注目すると，哺乳豚では対照農場で Streptococcaceae が有意に高くなった．一方，下

痢発生農場では Lactobacillaceae ，Oscillospiraceae，Erysipelothrichaceae および

Christensenellaceae が有意に高くなった．   

 育 成 豚 で は 対 照 農 場 で Clostridiaceae ， Erysipelotrichaceae ，

Peptostreptococcaceae，Anaerovoracaceae および Clostridia_UCG-014 が有意に高

くなり，下痢発生農場では Lactobacillaceae の占有率が有意に高くなった． 
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図 4-2 発育ステージごとの菌叢変化  

 

 

 

下痢発生農場  

対照農場 
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酪酸産生菌 

乳酸産生菌 

 
 

 

 

 

 

図 4-3 酪酸産生菌，乳酸産生菌および乳酸利用性酪酸産生菌の発育ステージごとの

占有率の変化  

乳酸利用性酪酸産生菌 
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図 4-4 哺乳豚における Akkermansiaeae 占有率  
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図 4-5 下痢発生農場と対照農場で有意差が認められた細菌科の相対量（哺乳豚）  

＊は５％水準，＊＊は１％水準で有意差があることを示す  
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図 4-6 下痢発生農場と対照農場で有意差が認められた細菌科の相対量（育成豚）  

＊は５％水準，＊＊は１％水準で有意差があることを示す  

 

 

4.4. 考 察 

離乳期に下痢が多発する農場（下痢発生農場）と発生の発生が少ない農場（対照農

場）で，哺乳豚，離乳豚，育成豚の 3 つの発育ステージの腸内菌叢解析を実施し，そ

の違いについて検討した．  

対照農場では，離乳前後で乳酸産生菌が上位を占める菌叢から酪酸産生菌が上位を

占める菌叢へと変化した．哺乳豚の菌叢は乳酸産生菌が全菌叢の 42%を，酪酸産生菌

は 15%を占め，乳酸産生菌の方が優勢であったが，前章のふん便中有機酸濃度の結果
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では，下痢発生農場と比較して乳酸濃度は有意に低く(P<0.01)，酪酸濃度は有意に高

く(P<0.01)なった．またプロピオン酸濃度も高い傾向を示した．腸管内の短鎖脂肪酸

の産生源として食物中の難消化性多糖類が知られているが，腸管上皮の杯細胞から分

泌されるムチンも内因性の発酵基質として利用されており，腸管内の短鎖脂肪酸量を

高める．その作用は食餌性の食物繊維やオリゴ糖に比べても効果的で，特に酪酸産生

量を高める[92]． 腸管内で産生された短鎖脂肪酸は粘膜上皮から速やかに吸収され，

代謝エネルギーとして利用され[93]，杯細胞からのムチン分泌を促進するという循環

が継続していると考えられている[80, 94, 95]．  

対照農場では前章の結果から哺乳豚におけるふん便中のムチン濃度が下痢発生農

場 と 比 較 し て 有 意 に 高 く （ P<0.05）， ま た 菌 叢 解 析 の 結 果 ， ム チ ン 分 解 菌 で あ る

Akkermansiaceae が約 1%存在していた．Akkermansiaceae の存在量はムチン濃度

と正の相関があることから[96]，対照農場の哺乳豚では Akkermansiaceae が豊富に

存在していたと考えられる．Akkermansiaceae はムチン糖鎖分解に関連する一連の

酵素を備えており[24, 97]，これら酵素のうち，N-アセチルグルコサミニダーゼ，  

L-フコシダーゼ，ガラクトシダーゼはムチンが豊富な条件下で遺伝子の発現が誘導さ

れる[25]．また，ムチン糖鎖を構成する GlcNAc は酪酸を，フコースはプロピオン酸

を特異的に増加させることが明らかになっている[98]．本試験において対照農場の哺

乳豚では腸管に定着した Akkermansiaceae によってムチン糖鎖が分解され，単離さ

れた糖が基質となり，酪酸産生菌やプロピオン酸生成経路を持つ菌によって効率的に

短鎖脂肪酸が産生された結果，酪酸濃度，プロピオン酸濃度が高まったと考えられた．

加えて対照農場では乳酸利用性酪酸産生菌の占有率も下痢発生農場と比較して 14 倍

高く，乳酸産生菌により生じた乳酸がこれらの菌によって資化され酪酸へ変換された

ことで，ふん便中の乳酸濃度の低下と酪酸濃度の増加に繋がった可能性がある．  

育 成 豚 で は 下 痢 発 生 農 場 と 比 較 し て 酪 酸 産 生 菌 を 多 く 含 む Clostridiaceae ，

Erysipelotrichaceae の存在量が有意に高く，菌叢全体として酪酸産生菌の占有率が高

まった．これはふん便中の酢酸，酪酸，プロピオン酸の濃度が下痢発生農場より高い

傾向を示した前章の結果と一致する．腸管内の短鎖脂肪酸濃度が高まることで，杯細

胞からのムチン分泌が促進し，ふん便ムチン濃度が下痢発生農場と比較して有意に高

くなったと考えられた．  

一方，下痢発生農場では哺乳豚から育成豚まで一貫して乳酸産生菌が上位を占める
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菌叢であり，離乳前後で乳酸産生菌の占有率が 40.0％から 49.8％と増加した．一方，

酪酸産生菌の増加は認められなかった．下痢発生農場では前章ですべての発育ステー

ジにおいて乳酸濃度の高まりが確認されており，結果が一致した． 乳酸は短鎖脂肪酸

に比べ腸管上皮からの吸収速度が遅く，また pKa 値が低いため腸管内の pH を著しく

低下させる[99]．このような低 pH 環境下では多くの細菌が増殖を抑制されるのに対

し，乳酸産生菌は低 pH 耐性を示すため，いっそう優勢になり，乳酸産生が助⾧され

たと考えられた．  

さらに乳酸産生菌の種類を見ると，すべての発育ステージを通して対照農場では

Streptococcaceae と Lactobacillaceae が 1：1 もしくは Streptococcaceae の方が優勢

であったのに対し，下痢発生農場では乳酸産生菌の大部分が Lactobacillaceae であっ

た． Lactobacillaceae の低 pH 耐性は Streptococcaceae よりも高く，Lactobacillus 

acidophilus では外部環境 pH3.5 まで増殖が可能であるのに対し，Streptococci は

pH4.5 で増殖が抑制されることが知られている[100]．下痢発生農場では乳酸の蓄積が

進んで腸管内 pH が対照農場と比べて低くなり，Lactobacillaceae が優勢になったと

推察された．腸管内 pH の低下はムチンの分解を引き起こす．Hansson らにより組換

え体 Muc2 ムチンを用いた in vitro 試験において，Muc2 ムチンを pH6 以下の条件で

インキュベートした時，時間に依存して非酵素的に分解されることが報告されている

[101]．また Tsukahara らはラットに 10％フラクトオリゴ糖飼料を 7 日間摂取させる

と盲腸上皮のムチン層が消失したことを報告している[102]．フラクトオリゴ糖のよう

な資化速度の極めて速い基質を摂取すると乳酸およびコハク酸の蓄積と内容物 pH の

低下，乳酸産生菌の増殖が起こる[103, 104]．腸管内の低 pH 内容物の滞留がムチン層

の崩壊を招いたと推定されている[104]．同様の現象が下痢発生農場の豚の腸管内で起

こ っ て い る 可 能 性 も 考 え ら れ ， 哺 乳 豚 に お い て ふ ん 便 中 の 乳 酸 濃 度 が 有 意 に 高 い

（P<0.01）ことが，ムチン分解を引き起こし，腸管の物理的バリアの低下を招き，そ

のような状態で離乳を迎えることで離乳期の下痢症の発生に繋がった可能性がある．   

下痢発生農場では離乳後も Lactobacillaceae が上位を占める菌叢であり，乳酸濃度

も有意に高い（P<0.01）状態であったが，低 pH 環境に適応した乳酸利用性酪酸産生

菌が離乳前後で 0.05%から 3.4%に増加し，蓄積した乳酸を資化して酪酸が産生され

る Metabolic cross-feeding が成立していると考えられた．  
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以上より，下痢発生農場と対照農場で哺乳豚，離乳豚，育成豚の 3 つの発育ステー

ジの腸内菌叢，有機酸濃度，ムチン濃度を比較した結果，対照農場では，哺乳豚にお

いて，腸管に定着した Akkermansiaceae がムチン分解で糖鎖を供給し，酪酸産生菌

によって利用され，効率的に短鎖脂肪酸産生が進んだ結果，杯細胞からのムチン分泌

が促進し，より一層 Akkermansiaceae が増殖するという循環が継続していると考え

られた．したがって，哺乳期に A. muciniphila を保菌し，ムチンを利用した短鎖脂肪

酸産生を促すことが腸管の健全な発育につながり，腸管の物理的バリアが高まった状

態で離乳を迎えることが離乳豚の下痢症予防となる可能性がある．  

豚離乳期の下痢症予防として哺乳期の腸管内に A. muciniphila が定着するために

は，母豚の管理が重要となる．哺乳子豚の腸内細菌叢の多くが生後初期に接触した環

境（母豚の膣や皮膚，腸管，母乳）に由来した菌叢によって形成される[105]．腸内へ

の細菌の定着は生後初日から始まり，生後直後の大腸の菌叢は母乳由来の細菌で形成

されるが，徐々に消失し，35 日齢までに母豚のふん便由来細菌に置き換わる[105]．

母親由来の腸内細菌は他の伝播源の菌叢よりも子の腸管内で持続性があり，生態学的

に適応していることが示されており[106]，母豚から子豚への腸内細菌叢の伝播は予防

的手段となり得る．  

また，本試験では腸管ムチンに着目して A. muciniphila の機能を検討したが，人で

はムチン糖鎖と母乳に含まれるミルクオリゴ糖の構造が類似していることから，ムチ

ン糖鎖に作用する酵素の多くはミルクオリゴ糖の分解にもかかわることが知られて

いる[107, 108]．また，母乳中に A. muciniphila が存在し[109]，ミルクオリゴ糖を分

解し，増殖することが確認されている[110, 111]．今後，母豚のふん便や母乳の菌叢確

認に加え，ミルクオリゴ糖に着目した A. muciniphila の機能を検討したい．そして哺

乳豚腸管への A. muciniphila 定着を目指し，母豚の腸内で A. muciniphila を増加さ

せるプレバイオティクス素材の検討など，A. muciniphila の機能を応用した健康な腸

管づくりを軸とした研究が，豚離乳期の下痢症予防と抗菌剤使用量削減に寄与すると

考える．  
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4.5. 小 括 

下痢発生農場と対照農場で哺乳豚，離乳豚，育成豚の 3 つの発育ステージにある豚

の腸内菌叢を比較した結果，哺乳豚における酪酸産生菌，乳酸産生菌の割合に差はな

かったが，対照農場で Akkermansiaceae および乳酸利用性酪酸産生菌の占有率が高

い傾向を示した．離乳を経た育成期では対照農場は酪酸産生菌の占有率が高まり，ふ

ん便中の短鎖脂肪酸濃度およびムチン濃度が有意に高くなったのに対し，下痢発生農

場では乳酸産生菌の占有率が増加し，乳酸濃度が有意に高くなった．対照農場では，

哺乳豚において，腸管に定着した Akkermansiaceae がムチン分解で糖鎖を供給し，

酪酸産生菌がそれらを利用して，効率的に短鎖脂肪酸産生が進んだ結果，杯細胞から

のムチン分泌が促進し，より一層 Akkermansiaceae が増殖するという循環が継続し

ていると考えられた．したがって，哺乳期に A. muciniphila を保菌し，ムチンを利用

した短鎖脂肪酸産生を促すことが腸管の健全な発育に繋がり，腸管の物理的バリアが

高まった状態で離乳を迎えることが離乳豚の下痢症予防となる可能性がある．  
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第 5 章 総 括 

 

抗菌剤は動物の健康を守り，安全な畜産食品の安定した生産を確保するうえで重要

な資材であり，畜産業において欠かせないものである．2019 年の日本の抗菌剤販売量

のうち，動物に使用される動物用医薬品と飼料添加物を合わせると全体の 60%を占め，

人体用の約 2 倍の抗菌剤が動物に使用されている．抗菌剤の使用には薬剤耐性菌が選

択されるリスクが伴い，薬剤耐性率と抗菌剤使用量には相関が示されている．畜産業

での抗菌剤多用は家畜体内で薬剤耐性菌の出現を促し，獣医療における抗菌剤の有効

性を低下させるだけでなく，畜産物や環境を介して人へ伝播し，人の抗菌剤治療を困

難にするリスクも懸念されている．畜産現場における薬剤耐性菌の出現を監視する必

要がある．そこで，病畜および健康畜から分離されたサルモネラの薬剤耐性に関する

性状について調査を実施した．  

静岡県内で発生した牛のサルモネラ症症例から分離されたサルモネラの薬剤耐性

に関する性状を調査した．分離株は Salmonella enterica 血清型 4 : i : - であり，基

質特異性拡張型β-ラクタマーゼ遺伝子 blaCTX-M-55 を染色体上に保有することが確認

された．セファロスポリン系抗菌剤は人医療において多用されている抗菌剤の一つで

あり，特に第 3，4 世代セファロスポリンは小児サルモネラ症の主要な治療薬である．

それらに耐性を示すサルモネラが家畜から分離されたことから，公衆衛生上，特段の

注意を払う必要があると考えられた．  

 さらに 2005～2006 年に群馬県のと畜場に搬入された健康豚において，サルモネラ

の保菌調査およびサルモネラ陽性農場に対する追跡調査を実施し，分離株の血清型，

薬剤耐性を比較した．追跡調査でサルモネラが分離された 5 農場のうち 4 農場では，

保菌調査と同じ耐性型の S. Typhimurium が再び分離され，農場内の常在化，豚への

感染持続が推察された．さらに OTC を含む多剤耐性 S. Typhimurium に加え，新た

に OTC 単剤耐性 S. Typhimurium が複数農場で分離され，農場での薬剤使用により

特定の株が選択された可能性が示唆された．   

現在，薬剤耐性菌対策として，畜産の生産現場における感染予防・管理により抗菌

剤の使用機会を削減することが求められている．近年，人や家畜の健康維持には腸内

細菌が深く関わっていることが明らかになってきた．その中で，腸管の健康に関わる

細菌として Akkermansia muciniphila が注目されており，人やマウスで研究が進ん
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でいる一方で，豚における機能は明らかにされていない．抗菌剤使用量が最も多い豚

において A. muciniphila の機能を活用した疾病予防，とりわけ養豚現場で発生が多い

下痢症予防に取り組むことは抗菌剤使用量を削減する上で重要である．そこで，豚に

おける下痢症発生に関した，A. muciniphila の機能性の解明に取り組んだ．  

離乳後に下痢が多発する農場（下痢発生農場）と発生が少ない農場（対照農場）の

哺乳，離乳，育成の 3 つの発育ステージのふん便中の A. muciniphila 検出率，有機酸

濃度，ムチン濃度を比較した．下痢発生農場では哺乳豚で A. muciniphila 検出率が

63.6%で，A. muciniphila を保菌していない個体が存在し，すべての発育ステージで

ムチン濃度が有意に低く，乳酸濃度が高い傾向を示した． 一方，対照農場では，調査

した哺乳期のすべての子豚から A. muciniphila が検出され，下痢発生農場と比較して

哺乳豚での酪酸およびムチン濃度が有意に高かった．マウスでは A. muciniphila によ

りムチン産生が亢進することが明らかとなっているが，本研究において豚でも同様の

作用が示唆された． また，育成豚ではすべての短鎖脂肪酸濃度が高い傾向を示し，ム

チン濃度も有意に高くなった．このように生後まもない哺乳の時期から腸管の状態が

異なることが明らかとなった．さらに，両農場で腸内細菌叢を解析，比較したところ，

下痢発生農場では哺乳豚から育成豚にかけて一貫して乳酸産生菌が優位な菌叢であ

り ， 酪 酸 産 生 菌 の 占 有 率 の 増 加 は 認 め ら れ な か っ た ． ま た ， 哺 乳 豚 に お け る

Akkermansiaceae の占有率は約 0.1%であった．腸管の乳酸蓄積は腸管上皮を刺激し

生理的下痢を引き起こすとともに，pH の低下によりムチンの非酵素的分解が生じ，

腸管の物理的バリアを低下させる要因にもなる．下痢発生農場では哺乳豚から生理的

下痢および感染性下痢を生じやすい腸内環境にあると考えられた．対して対照農場で

は離乳前後で乳酸産生菌が優位な菌叢から，酪酸産生菌が優位な菌叢へと変化した．

さらに哺乳豚において Akkermansiaceae の占有率が約 1%であり，下痢発生農場と比

較 し て 高 い 傾 向 が 認 め ら れ た ． 対 照 農 場 で は ， 哺 乳 豚 に お い て ， 腸 管 に 定 着 し た

Akkermansiaceae がムチン分解で糖鎖を供給し，酪酸産生菌がそれらを利用し，効率

的 に 短 鎖 脂 肪 酸 産 生 が 進 ん だ 結 果 ， 杯 細 胞 か ら の ム チ ン 分 泌 が 促 進 し ， よ り 一 層

Akkermansiaceae が増殖するという循環が継続していると考えられた．したがって，

哺乳期に A. muciniphila を保菌し，ムチンを利用した短鎖脂肪酸産生を促すことが

腸管の健全な発育につながり，腸管の物理的バリアが高まった状態で離乳を迎えるこ

とが離乳豚の下痢症予防となる可能性があると結論された．豚離乳期の下痢症対策と
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して従来の病因に焦点を当てた抗菌剤の使用ではなく，腸内細菌 A. muciniphila の機

能を応用し，宿主の腸管の健常化に取り組むことが，養豚現場における抗菌剤使用量

削減に寄与すると考える．  

今後，哺乳豚における A. muciniphila の定着と増殖に関わる要因として，母豚の腸

内細菌叢とミルクオリゴ糖に着目した A. muciniphila の機能解明に加え，母豚の腸内

で A. muciniphila を増加させるプレバイオティクス素材の検討など，豚離乳期の下痢

症予防として A. muciniphila の応用を発展させたい．  
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第 6 章 要 約 

Drug resistance in livestock and study on the utilization of intestinal bacteria in 

pigs for the reduction of antimicrobial agents. 

 

1. Introduction 

Antimicrobial agents are important for protecting animal health and the stable 

production of livestock products and are indispensable in the livestock industry. 

In 2019, the veterinary drugs and feed additives used together for animals 

accounted for 60% of all antimicrobial agent sales in Japan [7], which was 

approximately twice the amount used for human consumption. Among these, the 

use of tetracycline in pigs is extremely high, and its overuse is considered 

problematic. The use of antimicrobial agents carries the risk of selection for drug-

resistant organisms, and a correlation has been demonstrated between the rate of 

drug resistance and the amount of antimicrobial agents used [6]. The high use of 

antimicrobial agents in the livestock industry not only encourages the emergence 

of drug-resistant bacteria in livestock and reduces the effectiveness of 

antimicrobial agents in veterinary medicine but also poses the risk of spreading to 

humans via livestock products and the environment, making antimicrobial 

treatment in human medicine more difficult [9,10]. Therefore, it is necessary to 

monitor the emergence of drug-resistant bacteria during livestock production. 

Therefore, I conducted a survey on the characteristics of drug resistance in 

Salmonella isolates from sick and healthy livestock. 

In addition, there is a need to reduce the use of antimicrobial agents through 

infection prevention and control at livestock production sites as a measure against 

drug-resistant bacteria. In recent years, it has become clear that intestinal 

bacteria maintain human and livestock health [15-19]. Among these, Akkermansia 

muciniphila has attracted attention as a bacterium that is involved in intestinal 

tract health [30,31]. A. muciniphila is a gram-negative, anaerobic bacterium found 

in the mucus layer near the intestinal epithelial cells that degrades mucin, the 

main component of mucus. Short-chain fatty acids (acetic and propionic acids) 
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produced during mucin metabolism have been shown to provide an energy source 

for the intestinal epithelial cells, increase goblet cell density, enhance mucin 

production, and thicken the intestinal mucus layer [25,26]. The intestinal mucus 

layer is a nonspecific barrier that covers the intestinal epithelium and provides a 

habitat for intestinal bacteria, which are thought to play an important role in 

maintaining intestinal homeostasis [27]. Therefore, to reduce the use of 

antimicrobial agents, I used A. muciniphila to prevent diarrhea during the 

weaning period in pigs. 

 

2. Drug resistance verification of Salmonella from livestock 

(1) Characterization of the bacteria causing bovine salmonellosis 

We investigated the characteristics of drug resistance in Salmonella isolated 

from bovine salmonellosis on dairy farms in Shizuoka prefecture, Japan. The 

isolate was Salmonella enterica serotype 4 : i : -, a multidrug-resistant strain that 

was resistant to ampicillin (ABPC) and cefazolin (CEZ), as well as the third and 

fourth generation cephem antibiotics cefotaxime (CTX), cefepime (CFPM), 

cefpirome (CPR), chloramphenicol (CP), tetracycline (TC), and gentamicin (GM) . 

In addition, the extended-spectrum β-Lactamase gene blaCTX-M-55 was carried on 

the chromosome. Cephem antibiotics are among the most widely used 

antimicrobial agents in human medicine, and third- and fourth-generation 

cephems are the primary treatment for pediatric salmonellosis. Since Salmonella 

resistant to these agents has been isolated from domestic animals, it was 

considered necessary to pay special attention to them from the viewpoint of public 

health. 

 

(2) Characterization of Salmonella from healthy pigs 

Using the cecum contents of healthy pigs delivered to slaughterhouses in Gunma 

prefecture from 2005 to 2006, we conducted a survey of Salmonella carriage and a 

follow-up survey of Salmonella-positive farms and compared the serotypes and 

drug resistance of isolates. Salmonella was detected in 16 of the 48 farms (33.3%) 
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and 31 of the 471 pigs (6.6%), indicating that pig farms are widely infected with 

Salmonella. Salmonella Typhimurium resistant to five (ABPC, CP, 

dihydrostreptomycin (DSM), oxytetracycline (OTC), and sulfadimethoxine (SDMX) 

or six (ABPC, CP, DSM, OTC, SDMX, and Nalidixic Acid) drugs was detected in 14 

of the 16 farms where Salmonella was detected. In four of the five farms where 

Salmonella was isolated in the follow-up survey, S. Typhimurium was again 

isolated in the same resistant form as in the surveillance, suggesting that S. 

Typhimurium is endemic to the farms and causes persistent infection in pigs. In 

addition to multidrug-resistant S. Typhimurium and new OTC monodrug-resistant 

S. Typhimurium were isolated from several farms, suggesting that specific strains 

may have been selected for on-farm drug use. 

 

3. Study on diarrhea in pigs during the weaning period 

Fresh feces were collected from suckling pigs (10–20 days old, n = 11), weaned 

pigs (28–35 days old, n = 6), and growing pigs (42–60 days old, n = 6) at three 

developmental stages on farm with and without diarrhea after weaning. The 

detection rates of A. muciniphila, organic acid concentrations, and mucin 

concentrations in feces were compared. 

The results showed that the detection rate of A. muciniphila in suckling pigs was 

63.6% in diarrheal farm, whereas some pigs did not have A. muciniphila, and all 

developmental stages showed significantly lower mucin concentrations and higher 

lactic acid concentrations. 

In contrast, A. muciniphila was detected in all suckling pigs from the control 

farm, and the butyrate and mucin concentrations in the suckling pigs were 

significantly higher. It has been shown that mucin production is enhanced by A. 

muciniphila in mice [25], and similar effects were suggested in pigs. All short-

chain fatty acid concentrations tended to be higher in growing pigs, and mucin 

concentrations were significantly higher. These results suggest that the condition 

of the intestinal tract of suckling pigs of diarrheal farm differs from that of control 

pigs in the early postnatal period and that the presence of A. muciniphila in 
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suckling pigs may be a factor that prevents diarrhea in weaning pigs. In contrast, 

A. muciniphila produces acetic and propionic acids, but not butyric acid, during 

mucin degradation [24]. The reason for the higher butyric acid levels in control 

pigs is unknown. Further studies are needed to investigate the interaction between 

A. muciniphila and other enterobacteria and the differences in the occupancy of  

A. muciniphila in the total flora between diarrheal and control farm. 

 

4. Study on prevention of diarrhea in weaning pigs 

Based on the results of the previous section, I compared the intestinal microbiota 

of diarrhea and control farm at various developmental stages by amplicon analysis 

of the V3-V4 regions of the 16S rRNA gene using MiSeq, a next-generation DNA 

sequencer to clarify the characteristics of the microbiota in the two farms and 

differences in growth-related changes in the microbiota. The results showed that 

lactic acid-producing bacteria consistently dominated the flora from suckling to 

growing pigs in farm with diarrhea, and there was no increase in the occupancy of 

butyrate-producing bacteria. The abundance of Akkermansiaceae in suckling pigs 

was approximately 0.1%. Lactic acid accumulation in the intestinal tract irritates 

the intestinal epithelium and causes physiological diarrhea [83], whereas a 

decrease in pH results in non-enzymatic degradation of mucin [101], which lowers 

the physical barrier of the intestinal tract. Diarrheal farm have an intestinal 

environment that is prone to physiological and infectious diarrhea in suckling pigs. 

In contrast, in the control farms, the flora changed from a predominance of lactic 

acid-producing bacteria to a predominance of butyrate-producing bacteria before 

and after weaning. In addition, Akkermansiaceae accounted for approximately 1% 

of the total suckling pigs, which was higher than that in diarrheal farm. 

Akkermansiaceae possess a series of enzymes related to the degradation of mucin 

glycans [24,97]. In the control farm, Akkermansiaceae, which settled in the 

intestinal tract of suckling pigs, degraded mucin and provided sugar chains, which 

were utilized by butyrate-producing bacteria to efficiently produce short-chain 

fatty acids, resulting in enhanced mucin secretion and further growth of 
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Akkermansiaceae, suggesting that the cycle continued. Therefore, it was concluded 

that the retention of A. muciniphila during the suckling period and the promotion 

of short-chain fatty acid production using mucin may lead to healthy development 

of the intestinal tract and that physical barrier of the intestinal tract may prevent 

diarrhea in weaning pigs. The intestinal flora of suckling piglets is formed by the 

flora derived from the environment (sow's vagina, skin, intestinal tract, and milk) 

that comes into contact with during the early postnatal period [105]. Transmission 

of flora from sows to piglets is a means of preventing weaning diarrhea. We believe 

that the application of the function of the intestinal bacterium A. muciniphila to 

the normalization of the host intestinal tract will contribute to a reduction in 

antimicrobial use in swine production. 
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