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はじめに
豚のサルモネラ症は、家畜伝染病予防法の届出伝染

病であり、急性の敗血症あるいは下痢を伴う慢性腸炎
として、主に離乳後の子豚から４か月齢前後の肥育豚
において発生が見られる。家畜伝染病予防法の病原体
として指定されている菌種としては、肥育豚に急性の
敗血症を引き起こすSalmonella Choleraesuis（SC）と、
離乳豚に下痢や腸炎を引き起こす Salmonella Ty-
phimurium（ST）が挙げられる 8,12)。しばしば不顕性
感染が成立し、症状は認められなくても排菌を継続す
る無症状キャリアー（保菌豚）となることから、サル
モネラが農場に常在化して清浄化が困難となるばかり
か、人獣共通感染症の原因菌として、食肉汚染を介し
て食中毒の原因ともなり得るため、公衆衛生上におい
ても重要である 1)。さらに、治療や予防に抗生物質が多
量に使用されることから、薬剤耐性サルモネラが広く
出現していることも問題である 2)。今後２０２０年までに
薬剤耐性アクションプラン（厚生労働省ホームページ
http://www. mhlw. go. jp/file/ 06-Seisakujouhou-10900000-
Kenkoukyoku/0000120769. pdfに掲載）によって抗菌剤
の使用や耐性菌の削減に数値目標が掲げられている中、
薬剤に頼らない宿主側からのサルモネラに対する抗病
性の向上が強く求められる。
一方で近年、豚のゲノム解析が完了したことから 3)、

ゲノム情報を活用して豚の病原体認識に重要な遺伝子

についての多様性の解析が可能となっている 14)。次世
代シークエンサーの普及により、一度に大量の塩基配
列の情報が得られるようになり、その解析速度は以前
に比べて飛躍的に向上している。我々は、豚の病原体
認識の最前線の自然免疫応答に重要な役割を果たすパ
ターン認識レセプター（PRR）の遺伝子の多様性を解
析し、そのリガンドである病原体の構成成分の認識に
影響を及ぼすいくつかの一塩基多型を見出している 15)。
中でも、Toll-like receptor ５（TLR５）は細菌のべん毛

タンパク質（flagellin）を認識するパターン認識受容体
であり 5)、腸管等の粘膜感染症の自然免疫応答や獲得
免疫応答に重要な役割を果たす。細菌のflagellinは菌
の運動や遊走に関わるばかりでなく、flagellin抗原と
して自然免疫応答を引き起こすばかりか、抗体産生を
誘導して感染防御免疫にも貢献する。また、flagellin
抗原はサルモネラや大腸菌のH抗原による血清型の
決定の基礎となる 17)。これまでに我々は、豚のゲノム
解析およびその後の機能解析によって、サルモネラの
STのflagellin及びSCの死菌体の認識を低下させる豚
TLR５ 一塩基多型（single nucleotide polymorphism: 
SNP）（C１２０５T）を報告している 11)。

これまでの先行研究
これまでに、ヒトやマウスの TLR５ 遺伝子の SNP

と疾患感受性との関連について数多くの報告がある。
例えば、マウスにおいて、TLR５ 欠損マウスはflagellin
接種に対するサイトカイン応答や自然免疫応答が認め
られない 13)。また、TLR５ 欠損マウスは自然発症的に
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腸炎を発症し、腸内細菌叢の制御が不十分となること
と関連すると考えられている 16)。
ヒトにおいては、TLR５ SNP（C１１７４T）により、

TLR５ の３９２番目のアミノ酸（ヒトTLR５ のアミノ酸配
列全長は８５８個）がストップコドンに変わることが知ら
れているが、このSNPとレジオネラ感染について、こ
のT型変異をヘテロに持つヒトではレジオネラに感
染した際に臨床症状が発現する可能性が高くなること
が報告されている 4)。このように、TLR５ による細菌の
flagellin認識と自然免疫応答は、腸管等の粘膜におけ
る病原体からの感染防御に重要な役割を果たしている
と考えられており、総説も書かれている 17)。
一方、豚の TLRにも多数のアミノ酸変異を伴う
SNPがあり、それらは病原体認識に直接関与する細胞
外領域に集中していることが報告されている 9),10)。豚
のTLR２ SNP（C４０６G）とマイコプラズマ肺炎につい
ては、TLR２４０６Cに対してTLR２４０６Gは、肺炎病変を有
する個体の頻度が多くなることが報告されている 14)。
我々が見出した豚のTLR５ SNP（C１２０５T）につい

ては、HEK２９３細胞を用いたin vitroでのNF-kB活性依
存性ルシフェラーゼレポーターアッセイによる解析で、
ST由来のflagellinやSC死菌体の認識が顕著に低下す
るアミノ酸変異（P４０２L）を伴うSNPであるというこ
と 11)、また、このT型SNPは、我が国の主要な商用
豚品種ではランドレース種のみに存在するSNPであ
るということがすでに報告されている 6),9)。さらに、最
近の報告では、ヒトやマウスではflagellin認識の代替
経路（Alternative pathway）として知られている
NLRC４ -NAIPインフラマソームと呼ばれる分子群の
遺伝子の一部が、豚ではNLRC４ およびNAIPの両者で
欠損しており、mRNAの発現も認められず、豚ではこ
の系が機能していないことが報告された 7)。このこと
は、豚におけるflagellinの認識におけるTLR５ の重要
性を強める結果であると考えられる。
そこで、本総説では、これまで我々が行ってきた、

サルモネラ認識を低下させる豚 TLR５ の SNP
（C１２０５T）の発見から、その機能解析および簡易な遺
伝子型の型別手法の開発、豚の主要品種における当該
SNPの頻度解析、および当該SNPをヘテロやホモに有
するランドレース種離乳子豚に対するSCやSTの感
染試験について概説し、これまでの一連の研究を振り
返って見ることとしたい。

１－１　TLR５（C１２０５T；P４０２L）SNPの発見
新開らは、２００６年の報告で、１１品種９６頭の豚のTLR

のアミノ酸コード領域（CDS）の塩基配列を全て決定
して比較することにより、豚TLR１、２、４、５ および６
のCDSに多数の一塩基多型が存在することを明らか
にした 9)。中でもTLR５ については、図１に示すように、
１２箇所のアミノ酸配列の変化を伴う非同義置換の一塩
基多型が存在することを示し、そのうち１０箇所がリガ
ンド認識に直接影響を及ぼすと考えられる細胞外領域
（Extracellular region）に集中して存在していることを
報告した 9)。我々はこのうち、TLR５ のCDSの１２０５番
目のシトシン（C）がチミン（T）に変わることで、
４０２番目のアミノ酸がプロリン（P）からロイシン（L）
に変化する一塩基多型に着目した。豚TLR５ の三次元
構造上４０２番目のPはTLR５ の細胞外領域のちょうど
flagellinがはまり込むアームを形成する部分に位置し
ており、この部分でアミノ酸がPから構造の大きく異
なるLに変化することで、flagellinの認識に大きな影
響を及ぼすことが示唆された 11)。

１－２　TLR５（C１２０５T；P４０２L）の機能解析
実際に、新開らは、TLR５（C１２０５T）のSNPの結果

として、４０２番目のアミノ酸であるプロリンがロイシン
に変化したことによるリガンド認識機能への影響を調
べた。方法はHEK２９３細胞に１２箇所それぞれの変異を
導入した豚 TLR５ を遺伝子導入して強制発現させ、
flagellinで刺激した際のin vitroでのNF-kB活性依存性

　　　図１　豚TLR５ のCDS内に見出された１２箇所のアミノ酸変異を伴う一塩基多型
　　　　　　□内は我々が着目しているC１２０５Tの変異によるP４０２Lのアミノ酸置換部位。
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ルシフェラーゼレポーターアッセイによる解析を実施
した。図２にその結果を示すが、Referenceである野
生型の豚TLR５ に対して、P４０２Lに変異したTLR５ で
はflagellin認識能が劇的に低下して、NF-kB依存性の
ルシフェラーゼの活性が低下しており、その低下は１２
箇所のアミノ酸変異を伴うTLR５ のSNPのうち、最も
強くリガンド認識機能に影響を及ぼしていることが示
された 11)。

１－３　TLR５（C１２０５T；P４０２L）の遺伝子型別手法
の開発

また、我々は、この重要な一塩基多型を簡便に検出
するためのアリル型特異的プライマー PCR（ASP-
PCR）法を開発した 6)。この手法は、上流側プライマー
の３′ 末端から２塩基目に検出したいSNPを、その一

塩基前に鋳型DNAと合致しないミスマッチ塩基を導
入し、アニーリング温度を厳密にコントロールしなが
らPCRを行うことで、目的のSNPを特異的に検出す
る方法であり、豚TLR５ の１２０５番目の塩基が対立する
２本の相補遺伝子の両者でCの場合にCC型ホモ、１
本がCであり、１本がTである場合にCT型へテロ、
２本ともTに変異している場合がTT型ホモとなる。
図３にその電気泳動像を示すが、型別したい個体の鋳
型DNAがCT型へテロの場合はC特異プライマーと
T特異プライマーの両者で目的産物の増幅が見られる
のに対し、CC型ホモの場合はC特異プライマーでの
み増幅が確認され、TT型ホモの場合はT特異プライ
マーでのみ増幅が確認されることにより遺伝子型の型
別が可能となる。

図３　豚TLR５ のC１２０５Tの遺伝子型別のためのASP-PCRの電気泳動像

 

　図２　野生型（Reference）および１２箇所のアミノ酸変異を有する豚TLR５ をHEK２９３細胞に
　　　　強制発現させ、flagellin刺激した際のNF- κ B依存性ルシフェラーゼ活性
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１－４　TLR５（C１２０５T；P４０２L）の主要な豚品種に
おける頻度解析

この遺伝子型の型別手法を用いて、国内およびチェ
コ共和国で入手した主要な豚品種の当該多型の遺伝子
型別結果およびT型アリルの頻度解析結果について
表１に示した。表１中□で囲ってあるが、日本国内の
豚についてはランドレース種にのみ５０％の頻度でT
型アリルが存在していた 9)。また、チェコ共和国の豚
においても、ランドレース種で２７．５％の頻度でT型ア
リルが存在し、ベルギーのマイナー品種であるピエト
ラン種でも３０％の頻度でT型アリルの存在が確認さ
れた。しかしながら、食肉用豚の主要な品種である３
元交雑種のLWD種の生産に広く用いられるラージホ
ワイト種やデュロック種では全ての個体でCC型のみ
であり、サルモネラ認識を低下させる本一塩基多型は
主要な商業用豚品種豚の中では、ランドレース種のみ

が変異型であるT型アリルをホモやヘテロで有して
いることが示された 6),9)。

１－５　豚におけるflagellin認識のAlternative path-
wayの欠損
Flagellinの認識経路としては、マウスやヒトではAl-

ternative pathwayとして、NLRC４ -NAIPインフラマ
ソームと呼ばれる分子群が機能していることが報告さ
れている。しかしながら、興味深いことに、図４に示
すように、豚のNLRC４ およびNAIPの遺伝子構造をヒ
トのゲノム構造と比較すると、NLRC４ で１箇所、
NAIPで３箇所（図４の灰色部分）が豚では大きく欠
損していることが最近報告された 7)。さらに、豚のマ
クロファージにおいてNLRC４ およびNAIPのmRNA
の発現が全く確認できないことも示されている。この
ことは、豚においては、flagellin認識の Alternative 

　　図４　豚およびヒトの（A）NLRC４および（B）NAIP遺伝子近傍のゲノム構造の比較
　　　　　NLRC４ については１箇所、NAIPについては３箇所が豚では大きく欠損している。

 

表１　日本とチェコ共和国の主要な豚品種におけるTLR５（C１２０５T）の型別結果とT型アリルの頻度
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pathwayであるNLRC４ -NAIPインフラマソームが機
能していないことを示しており、flagellin認識におい
てTLR５ を介する経路が唯一の重要な経路であること
を示唆している。

１－６　離乳子豚に対するSCの感染試験
我々は、TLR５（C１２０５T）の効果をin vivoの豚サル

モネラ症における影響として評価するために、当該
SNPをホモおよびヘテロ（CC型、CT型およびTT型）
に有するランドレース種の離乳子豚に対する SC
（ATCC７００１株）の実験感染による検証を行った（第１５６
回日本獣医学会発表）。その結果、３回のSCの経口感
染後、試験豚は軽度の下痢を発症した個体もいたが、
多くは無症状であった。しかしながら、図５に示すよ
うに、SC感染１週間後の血液（全血）を無刺激、flagel-
lin（１ mg/ml）、SC死菌体および大腸菌LPS（１０ mg/ml）
で７２時間刺激した際の培養上清中に含まれる自然免疫

応答サイトカインであるIL-６ の産生量は、flagellinで
刺激した場合、CC型に比べて、TT型で有意に低く
（p＜０．０５）、菌体刺激や大腸菌のLPS刺激ではこの差
は認められなかったことから、TLR５ 依存的な自然免
疫応答低下が、in vitroでの成績と同様にin vivo由来の
血液材料でも再現されたと考えている。
また、３回の経口感染後翌日の直腸スワブへのSC
の排菌数を計測したところ、図６に示すように、CC型
およびCT型に比べて、TT型の個体からは、有意差
は認められなかったものの約３５倍の排菌数を示した。
このことは、TT型豚においては、flagellin認識が低く、
自然免疫応答が低いことから、感染初期にサルモネラ
が取り込まれ殺菌される場である腸管の好中球あるい
はマクロファージや樹状細胞において、その活性化の
程度が弱いために、サルモネラに対する感染防御や殺
菌作用が弱く、増殖を許してしまい、排菌量が増加し
たことにつながっていると考察された。実際に、

図６　３回のSC経口感染後翌日の直腸スワブ中へのSCの排菌数。
 

図５　SC感染１週間後の試験豚の血液（全血）を各種刺激した際の培養上清中へのIL- ６ の産生
flagellin刺激の際のTT型のIL- ６ 産生はCC型に比べて有意に低下（p＜０．０５）。
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Vijay-Kumar M et al.はTLR５ 欠損マウスにおいて、腸
管上皮細胞におけるflagellin認識が欠如すると、ケモ
カインであるIL- ８ の産生等が低下して、好中球の遊
走が遅れて、病原体の排除も遅れ、増殖を許してしま
うことを示唆している 18)。

１－７　今後の展開
現在は、SCよりもより下痢原性の高いSTを用いた

SPFランドレースの離乳子豚に対する感染試験を行
い、感染後の臨床症状（発熱や下痢）や直腸スワブ中
への継続的な排菌数および増体成績の比較を行って、
SNPの効果をより詳細に検討しており、T型アリル保
有豚ではST感染による下痢発現時の排菌量や排菌の
継続期間が増大することを確認している（第１回獣医
微生物学フォーラム発表、論文投稿準備中）。また、下
痢や発熱の極期となる感染後３日～７日程度で、感染
豚を解剖し、腸管局所の好中球浸潤等の細胞性免疫応
答や病理組織学的検査および粘膜の抗体応答等を比較
することによって多型の効果の差を生じるメカニズム
の詳細な解明も期待される。
また今後は、実際に実験的にランドレースの母豚集

団からCC型、CT型、TT型豚の実験的家系集団を作
出して、サルモネラの発生や生産指標に及ぼす影響を
養豚の現場レベルで明らかにしていく必要があると考
えている。さらに、食肉用豚品種として幅広く利用さ
れている三元交雑豚（LWD）種においても、食肉衛生
検査所等でＴ型アリルの頻度を調査して、豚サルモネ
ラ症との関連を解析して行く必要があると考えて調査
を進めている。

おわりに
平成２８年の農林水産省の統計による届出伝染病の発

生状況（http:// www. maff. go. jp/ j/ syouan/ douei/ kansi_
 densen/attach/pdf/kansi_densen-23. pdf）によれば、豚
のサルモネラ症は１０８戸、３４８頭で発生しており、牛や鶏
よりも発生が多く推移している。また、同年の厚生労
働省の統計によるサルモネラ属菌による食中毒の発生
（http://www.mhlw. go. jp/stf/seisakunitsuite/bunya/
 kenkou_iryou/shokuhin/syokuchu/04.html）は３１件、
患者数は７０４名であり、獣医学的にも公衆衛生学的に
もサルモネラ症による被害を低減化することは望まれ
ている。一方で、獣医療における抗生物質使用や飼料
添加は今後の削減が喫緊の課題であり、このような状
況下で、宿主側である豚の抗病性を向上して、サルモ

ネラの発生や排菌リスクを低減化する試みは重要であ
ると考えられる。
これまでの研究結果から、以前の研究により、in vi-

troの系でサルモネラflagellinや死菌に対する認識能が
低下することが確認されていたTLR５（C１２０５T）のT
型アリル保有豚は、サルモネラ感染によるin vivoレベ
ルの豚サルモネラ症に対する自然免疫応答も低下して
おり、サルモネラ感染に対する抵抗性が野生型CC型
豚に比較して減弱していることが示唆される。
今後は、ランドレース豚に存在するTLR５（C１２０５T）

のT型アリルをすでに開発したASP-PCR法 6)により
検査して排除することによる、豚サルモネラ症に対す
る抗病性育種の実現が期待される。またCC型豚はT
型アリル保有豚に比べて、排菌量が少ないことが示唆
されることから、農場におけるサルモネラ感染リスク
の低減、食肉におけるサルモネラ汚染リスクの低減、
抗生物質の使用量削減による薬剤耐性サルモネラの出
現リスク低減など、幅広い育種の効果が期待される。
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