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緒言 

近年の日本の食中毒統計を見るとノロウイルスを除く殆どが細菌性食中毒で

占められており、中でも Campylobacter 食中毒は患者数が最も多い (1)。

Campylobacter 食中毒の代表的な臨床症状は下痢や、腹痛、頭痛、発熱、嘔吐

等で死に至ることはほとんどないが、感染後約10日を経て神経疾患であるギラ

ン・バレー症候群を発症することも稀にあるため軽視することはできず (2)、防

御対策を施すべき重要な食中毒である。Campylobacter 食中毒の主な原因細菌

はCampylobacter jejuni あるいはCampylobacter coli (以下、C. jejuni/C. 

coli ) であり、多くの場合、汚染された鶏肉または鶏内臓肉を十分に加熱せず摂

取することで罹患する (1)。C. jejuni/C. coli は肉用鶏を飼育している養鶏場 

(以下、養鶏場) でニワトリの腸管内に定着し、食鳥処理場で鶏肉へ交差汚染す

ることがわかっている (3)。C. jejuni/C. coli に汚染されたニワトリを食鳥処理

の段階で区別することができれば、食中毒のリスクを低減できる可能性がある

が、ニワトリはC. jejuni/C. coli に感染しても無症候であるため (4)、感染した

ニワトリを臨床症状によって特定することは容易ではない。したがって、

Campylobacter 食中毒の発生を防止するためには、養鶏場の段階でニワトリへ

のC. jejuni/C. coli の汚染を防ぐことが重要であり (5)、そのためには汚染源や

汚染経路の解明が必要だと考えられ (5)、これまでに多くの調査が行われてきた 
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(5‒7)。例えば、ニワトリ用の飲み水や飼育時に使用する器具等、種々の飼育環

境が汚染源である可能性が指摘されており、それらの適切な洗浄と消毒により

汚染のリスクが低減すると言われている (6, 7)。また、Campylobacter 食中毒

の発生率や養鶏場でのC. jejuni/C. coli 汚染率は夏に高いことから (8, 9)、暖

かい時期に活発に活動する野生動物や昆虫等が汚染源や汚染経路である可能性

も指摘されている (10, 11)。このように、汚染源の候補は複数存在するものの、

主要な汚染源と汚染経路は依然として不明のままである。 

ところで、養鶏場でのC. jejuni/C. coli 汚染率は40%以上と高いが (12‒14)、

汚染がないと思われる養鶏場も確認されている (15)。しかし、何故それらの養

鶏場が汚染を制御できているかは不明である。そこで、汚染した養鶏場と汚染し

ていない養鶏場の違いを調査することで、C. jejuni/C. coli の汚染源あるいは汚

染経路を推定できると考えた。さらに、ニワトリがC. jejuni/C. coli に汚染され

る際、汚染源に存在する他の細菌にも汚染されると仮説を立てた。つまり、腸内

細菌叢を調査し、C. jejuni/C. coli と共にニワトリを汚染したと思われる細菌

とその由来を特定することで汚染源を推定できると考えた。本論文は全 3 章か

ら構成されている。第１章ではニワトリの盲腸便や養鶏場の鶏舎内および鶏舎

外の環境試料における C. jejuni/C. coli の汚染を調査し、汚染源や汚染経路の

推定を試みた。第２章では汚染源の候補である野生動物の糞便中での C. 
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jejuni/C. coli の汚染調査を行い、野生動物の糞便が汚染源になり得るかを評価

した。第 3章ではニワトリ盲腸便の細菌叢をC. jejuni/C. coli 陽性および陰性

試料で比較し、その違いから汚染源の推定を試みた。 
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第1章 養鶏場におけるCampylobacter 汚染調査 

 

1. はじめに 

ニワトリは世界中で広く飼育されている一般的な家禽である。ニワトリは他の

家畜よりもライフサイクルが短く飼料効率が大きいため安価であり、今後も需

要が増加することが予想されるが、一方でSalmonella や C. jejuni/C. coli 等の

病原細菌の感染源にもなり得ることが問題となっている (16, 17)。国内の養鶏

場におけるニワトリのC. jejuni/C. coli 汚染率は40%以上と高く (12, 13)、鶏

肉の汚染率は60%とさらに高い (18)。また、海外で行われた調査では70%以

上の養鶏場がC. jejuni/C. coli に汚染されていた国もあった (14)。日本での鶏

肉輸入量は年々増加しており、平成29年の鶏肉輸入量は56万トン以上と過去

最高を記録した。また、平成25年にタイ産鶏肉の輸入解禁以降、タイからの輸

入量は増加傾向にあり (19)、海外の養鶏場でのC. jejuni/C. coli 汚染について

も無視できない状況にある。 

ニワトリの飼育方法の１つとして、オールインオールアウト法があり、多くの

養鶏場がこの方法を採用している。オールインオールアウト法は同じ日齢の雛

を同日に鶏舎に導入し、飼育したニワトリを同日に出荷することで鶏舎の中に

ニワトリがいない期間 (空舎期間) を作る飼育法であり、空舎期間に清掃、消毒、
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および乾燥を行うことができるため、感染症の予防や生産性の向上につながる

と言われている (20)。培養検査による調査で、清掃後の鶏舎から C. jejuni/C. 

coli は検出されなかったという報告があることから (21)、オールインオールア

ウト法はC. jejuni/C. coli の排除に有効だと考えられる。一方で、C. jejuni/C. 

coli は生存環境によっては生きているが培養できない (viable but non-

culturable: VBNC) 状態を呈すため (22, 23)、培養検査だけでは汚染状況を十

分に把握できない可能性がある。実際に、培養検査と遺伝子検査を併用した清掃

後の鶏舎の調査では、遺伝子検査でのみ C. jejuni/C. coli が検出されており 

(24)、C. jejuni/C. coli は VBNC状態で清掃後の鶏舎で生存し続けている可能

性がある。そこで、本研究では出荷間近および空舎時期に鶏の盲腸便試料と餌

箱、ファン等の拭き取り試料を収集し、遺伝子検査を用いて、前の鶏群からの持

ち越しによるC. jejuni/C. coli 汚染があるのかを調査した。また、過去に長靴を

介して鶏舎外から鶏舎内へ C. jejuni/C. coli が持ち込まれる可能性が報告され

たため (21, 25)、鶏舎内外で使用する長靴および土等の鶏舎外環境中での C. 

jejuni/C. coli の汚染調査も行った。さらに、週齢ごとに試料を収集し、C. 

jejuni/C. coli がニワトリを汚染する時期とその経路を調査した。調査は国内だ

けはなく海外 (ベトナムとタイ) でも行い、日本との汚染状況の違いを調査した。 
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2. 材料と方法 

1) 鶏舎内での試料収集 

1-1) 国内での試料収集 

1-1.1) 出荷間近および空舎時期での試料収集 

東北、九州 A、および九州 B の養鶏場にて、出荷間近および空舎時期に試料

を収集した。全ての養鶏場ではチャンキー種がオールインオールアウト法で飼

育されており、いずれも約50日齢で出荷された。試料の収集は衛生上の問題か

ら養鶏場職員に依頼した。また、養鶏場間で試料収集方法に偏りが出ないよう著

者らが事前に養鶏場へ赴き、試料の収集方法を直接指導した。さらに、目的に合

致した試料収集が確実に行われるように、著者が作成した写真付きの試料収集

方法の説明書を参照するよう各養鶏場に依頼し、毎回同じ担当者が試料を収集

した。 

1 回目の試料収集は 2016 年 6～7 月に実施し、出荷間近のニワトリ (46 日

齢) を飼育している鶏舎内に落ちていた盲腸便と糞便試料、同一鶏舎内に設置さ

れた餌箱、ファン、および給水器の拭き取り試料を収集した。盲腸便と糞便はポ

リプロピレンミクロスパーテル 150mm (As One, Osaka, Japan) を用いて２

杯あるいは大盛り 1杯分を拾い、500 µl の RNAlater Stabilization Solution 

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, U. S. A.) が入った滅菌チューブ
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に入れた。スパーテルは試料ごとに新しいものに交換し、異なる滅菌チューブに

入れた。また、餌箱、ファン、および給水器の拭き取り試料は便と同日に収集し

た。具体的にはRNAlater Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific) 

で湿らせた3本のHydraFlock® (Puritan Medical, Maine, U. S. A.) で拭き取

り、5 ml の RNAlater Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific) が

入った滅菌チューブに入れた。便と拭き取り試料が入ったチューブは直ちに保

冷剤を入れたチャック付保冷袋 (Sakai Chemical Group, Fukuoka, Japan) 

あるいは発泡スチロール箱で保冷した。試料は収集当日か数日以内に、冷蔵便で

研究室へ送付した。当日に送付できなかった場合は、養鶏場施設内の冷蔵庫で試

料を保管した。研究室に届いた試料は使用するまで-20℃で保管した。 

2回目の試料収集は2016年 9～10月に実施し、出荷間近のニワトリ (46ま

たは47日齢) を飼育している鶏舎内に落ちていた盲腸便と糞便試料、同一鶏舎

に設置された餌箱、ファン、および鶏舎内使用の長靴底の拭き取り試料を収集し

た。さらに、空舎時の試料収集として、2回目の試料収集を実施した鶏群が出荷

され、清掃と乾燥が終了した鶏舎内に設置されたの餌箱、ファン、および鶏舎内

使用の長靴底から拭き取り試料を収集した。盲腸便と糞便試料、および餌箱とフ

ァンの拭き取り試料は 1 回目と同様に収集した。長靴の拭き取り試料は左右の

靴底をそれぞれ3本のHydraFlock® (Puritan Medical) で拭き取り、5 ml の
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RNAlater Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific) が入った滅菌チ

ューブに入れて収集した。ただし、鶏舎内使用の長靴は鶏舎に入る前に消毒槽を

用いて靴底を消毒し、2歩以上歩かない内に試料を収集した。収集した試料は1

回目に収集した試料と同様の手順で研究室に送付し、保管した。鶏舎内使用の長

靴の消毒には、東北の養鶏場ではアンテックビルコン® S (LANXESS, Cologne, 

Germany) の約 500 倍希釈溶液が、関東では消石灰が、九州 A ではアストッ

プ®(Scientific Feed Laboratory, Tokyo, Japan) あるいはアストップ®200 

(Scientific Feed Laboratory) の約 1000倍希釈溶液が、九州Bの養鶏場では

ロンテクト® (Scientific Feed Laboratory) の 500～1000倍希釈溶液が使用

されていた。消毒液は九州Aでは1週間に1度、東北と九州Bでは毎日交換さ

れていた。また、関東では 1 週間に 1 度、少なくなった分の消石灰を継ぎ足し

て使用していた。 

 

1-1.2) 週齢ごとの試料収集 

東北、関東、九州 A、および九州 B の養鶏場で 2016 年 10 月～2018 年 1

月にニワトリの盲腸便を継時的に収集した。試料の収集時期の詳細は図 1A に

示した。飼育方法、品種は全ての養鶏場で1-1.1) と同様であった。また、関東、

九州 A、および九州 B の養鶏場でニワトリは約 50 日齢で出荷されたが、東北
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の養鶏場では4～5週齢の時期に一部のニワトリが出荷され、残りのニワトリが

約50日齢で出荷された。試料の収集は1-1.1) と同様に、衛生上の問題から養

鶏場職員に依頼し、実施した。盲腸便は 1 週間に 1 度、4 個ずつ、6 週連続で

収集し、一部で同日に餌箱、ファン、および鶏舎内使用の長靴底の拭き取り試料

も収集した。試料は、関東の養鶏場で1鶏群、東北と九州Aで各2鶏群、九州

B で 3 鶏群の計 8 鶏群から収集した。また、同一養鶏場で複数の鶏群から試料

を収集する場合は、時期をずらして同じ鶏舎で実施した (図 1A)。また、ニワト

リの成長に合わせて飼料の種類が餌付け、後期、あるいは仕上げに切り替えられ

ていたので、切り替えた日齢についても情報を収集した (図 1B)。餌付けの飼料

は1～2週齢の時期に、後期の飼料は3～4週齢の時期に、仕上げの飼料は5～

6 週齢の時期に与えられていることが多かったが、各鶏群で時期は前後してい

た。また、一部のニワトリが早期に出荷された東北の養鶏場では仕上げの飼料へ

切り替える時期が早かった (図 1B)。飼料の組成に関する詳しい情報は開示され

なかったが、タンパク質の量は餌付けの飼料で最も多く、仕上げの飼料で最も少

なかった。一方、脂質の量は、仕上げの飼料で最も多く、餌付けの飼料で最も少

なかった。抗菌薬は餌付けと後期の飼料には含まれていたが、仕上げの飼料には

含まれていなかった。 
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1-2) 海外での試料収集 

ベトナムのホーチミン市にある養鶏場で、2017 年 8 月 30 日に盲腸便試料

と餌箱およびファンの拭き取り試料を22日齢前後あるいは31日齢前後のニワ

トリを飼育している２つの鶏舎から収集した。当該養鶏場ではLuong Phuong

種がオールインオールアウト法で飼育されており、約 60 日齢で出荷されてい

た。ただし、日本とは異なり飼育されているニワトリの日齢は2～３日のばらつ

きがあり、統一されていなかった。試料収集は養鶏場職員ではなく著者らが行

い、日齢が低い鶏群から順に収集した。盲腸便は22日齢前後の鶏群から14検

体を、31 日齢前後の鶏群から 12 検体を 1-1.1) と同様に収集した。また、拭

き取り試料は両鶏群の餌箱 3 個とファン 2 個から 1-1.1) と同様に収集した。

試料は共同研究先であるノンラム大学施設の冷蔵庫で使用するまで保管した。 

タイのナコーンパトム県にある養鶏場で、2017 年 11 月 1 日に盲腸便試料

と餌箱およびファンの拭き取り試料を収集した。当該養鶏場ではArbor Acres

種がオールインオールアウト法で飼育されており、約 40 日齢で出荷されてい

た。ただし、ベトナムの養鶏場と同様、飼育されていたニワトリの日齢は2～３

日のばらつきがあった。試料収集は著者らがタイの養鶏場に赴き、40日齢前後

の鶏群 2 つ (鶏群 A と B とする) から盲腸便 12 検体および餌箱とファンの拭
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き取り試料それぞれ3検体を1-1.1) で示した通りに収集した。試料は共同研究

先であるカセサート大学施設の冷蔵庫で使用するまで保管した。 

 

2) 鶏舎外での試料収集 

東北、関東、および九州 B の養鶏場にて 2018 年 8～11 月に鶏舎外壁 3 検

体、排水溝３検体、および鶏舎外使用の長靴底 2 検体 (関東のみ 4 検体) の拭

き取り試料を収集した。九州Bでは1台の飼料運搬車からタイヤ表面2か所と

運転席の計 3 か所を拭き取った試料 1 検体も収集した。また、同時期に鶏舎周

辺に生息する昆虫とワラジムシも収集した (表 1)。排水溝は鶏舎の側壁下部に

設置してあり、空舎時の清掃で鶏舎内に撒いた消毒液や水を鶏舎外に排出する

ために使用され、鶏舎内外を繋ぐ構造になっていた。また、開閉が可能だが、い

ずれの養鶏場でもニワトリの飼育時には閉まっていた。鶏舎外壁、排水溝、およ

び鶏舎外使用の長靴底の拭き取り試料は滅菌 phosphate buffered salts 

(PBS) で湿らせたHydraFlock® (Puritan Medical) 3 本を用いて拭き取り、5 

ml の滅菌 PBS が入った滅菌チューブに入れて収集した。昆虫とワラジムシは

それぞれ新しい実験用ゴム手袋をした手で捕獲し、5 ml の滅菌 PBS が入った

滅菌チューブに入れた。収集した試料は1-1.1) と同様の方法で研究室に送付し、

保管した。 
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東北、関東、九州 B の養鶏場、および東北の養鶏場と同一企業に所属する北

海道の養鶏場で 2019 年の 7～9 月に鶏舎周辺の土およびミミズを 12 検体ず

つ収集した。鶏舎周辺の土を収集する際には、ポリプロピレンミクロスパーテル 

150mm (As One) を使用し、表面から深さ5 cm以内の土を空の滅菌チュー

ブへ入れた。ミミズはそれぞれ新しい実験用ゴム手袋をした手で捕獲し、空の滅

菌チューブに入れた。土あるいはミミズを収集したチューブは1-1.1) と同様の

方法で研究室に送付し、保管した。 

 

3) ゲノムDNAの抽出 

3-1) 盲腸便および糞便からのゲノムDNA抽出 

RNAlater Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific) 500 µl およ

び試料が入ったチューブに 0.85%滅菌生理食塩液を 500 µl 加え、攪拌した後

に13,000 × g で 5分間遠心し、上清を捨てた。沈渣を0.85%滅菌生理食塩液

1 ml に懸濁し、再び 13,000 × g で 5 分間遠心した後、上清を捨てた。さら

に、沈渣を0.85%滅菌生理食塩液500 µl に懸濁し、再び13,000 × g で 5分

間遠心した後、上清を捨て、残った沈渣からゲノム DNA を抽出した。ゲノム

DNAの抽出はPowerFecal® DNA Isolation kit (Qiagen, Hilden, Germany) 

を使用し、説明書に従い行なった。ただし、抽出効率を高めるために、キット付
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属のガーネトビーズの代わりに直径 0.5 mm のジルコニアビーズ (Toray, 

Tokyo, Japan) 400 µl と直径 5 mm のジルコニアビーズ (Toray) 2 個を使

用した (26)。また、ビーズ破砕機はビーズクラッシャー µT-12 (Taitec, 

Saitama, Japan) を使用した。各試料から抽出したゲノム DNA は

QuantiFluor® dsDNA System (Promega, Wisconsin, U. S. A.) あるいは

QuantiFluor® ONE dsDNA System (Promega) を用いて濃度を測定した後、

使用するまで-20℃で保管した。 

 

3-2) 拭き取り試料からのゲノムDNA抽出 

HydraFlock® (Puritan Medical) を用いて拭き取った環境試料については

PowerBiofilm® DNA Isolation Kit (Qiagen) を用いて、説明書に従いゲノム

DNAを抽出した。まず、チューブに入っているHydraFlock® (Puritan Medical) 

3 本とRNAlater Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific) あるい

はPBSを全て滅菌ストマッカー袋 (Atect, Osaka, Japan) に移し、30秒間袋

の外側から手で揉んだ後、液体試料のみをチューブに戻した。チューブを

10,000 × g で 5分間遠心し、上清を捨てた後、沈渣を0.85%滅菌生理食塩液

1 ml に懸濁し、その懸濁液を2 ml チューブに移した。チューブを13,000 × g 

で 5分間遠心し、上清を捨てた後に残った沈渣に0.85%滅菌生理食塩液500 µl
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を加えて懸濁した。再び13,000 × g で 5分間遠心し、上清を捨てた後に残っ

た沈渣からゲノムDNAを抽出した。盲腸便試料と同様にキット付属のビーズの

代わりにジルコニアビーズ (Toray) を使用し、ビーズ破砕機はビーズクラッシ

ャー µT-12 (Taitec) を使用した。各試料から抽出したゲノムDNAは 3-1) と

同様に濃度を測定し、使用するまで-20˚C で保管した。 

 

3-3) 土、ミミズおよび昆虫等からのゲノムDNA抽出 

土は PowerSoil® DNA Isolation Kit (Qiagen) を用いて、説明書に従いゲノ

ムDNAを抽出した。ビーズはキット付属のガーネットビーズを使用し、ビーズ

クラッシャー µT-12 (Taitec) を使用した。各試料から抽出したゲノムDNAは

3-1) と同様に濃度を測定し、使用するまで-20˚C で保管した。 

ミミズ、昆虫、およびワラジムシはPowerFecal® DNA Isolation Kit (Qiagen) 

を用いてゲノム DNA を抽出した。ミミズは 70%エタノールを含ませたカット

綿で体表面を拭き取り、土を取り除いた後、2 ml チューブに入れ、ゲノムDNA

の抽出に用いた。チューブに入りきらない場合は滅菌したハサミで胴体を切断

し、一部分をゲノムDNA抽出に用いた。昆虫についても、チューブに入らない

大きさの検体は滅菌したハサミで解剖し、腹部のみを使用した。ワラジムシは大

きさが小さかったのでそのまま使用した。ミミズ、昆虫、およびワラジムシは直
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径0.5 mmのジルコニアビーズ (Toray) 400 µl、直径 5 mm のジルコニアビ

ーズ (Toray) 2 個、および0.85%滅菌生理食塩水500 µl が入ったチューブに

滅菌ピンセットを用いて移し、ビーズクラッシャー µT-12 (Taitec) を用いて

3,200回/分で1分間破砕した。破砕した検体を13,000 × gで5分間遠心し、

上清を捨てた後に残った沈渣からゲノムDNAを説明書に従い抽出した。盲腸便

試料と同様にキット付属のビーズの代わりにジルコニアビーズ (Toray) を使

用し、ビーズ破砕機はビーズクラッシャー µT-12 (Taitec) を使用した。各試料

から抽出したゲノム DNA は 3-1) と同様に濃度を測定し、使用するまで-20˚C

で保管した。 

 

4) Nested PCRを用いたC. jejuni/C. coli 遺伝子の検出 

3) で抽出したゲノムDNA中のC. jejuni/C. coli 遺伝子をNested PCRを用

いて検出した。Nested PCRは 1回目に実施するPCR (1st PCR) 領域よりも

内側に設計されたプライマーを使用して2回目のPCR (2nd PCR) を実施する

ため、通常のPCRよりも感度と特異性が高い。本研究では Inglis & Kalischuk 

(2003) の報告にあるC. jejuni のmapA (membrane associated protein) お

よびC. coli の ceuE (Campylobacter enterochelin uptake) を標的としたプ

ライマーを使用した  (27) (表 2)。PCR 反応液は 10× Blend Taq®用 PCR 
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buffer (TOYOBO, Osaka, Japan) 2.5 µl、各プライマー溶液 (Sigma-Aldrich 

Japan, Tokyo, Japan) 0.2 µM (最終濃度)、2 mM dNTPs (TOYOBO) 2.5 µl、

Blend Taq® (TOYOBO) 0.25 µl、および1st PCRでは抽出したゲノムDNA 

1µl と蒸留水 (distilled water: DW) 16.75 µl を、2nd PCRでは 1st PCRの

増幅産物0.5 µl と DW17.25 µl を混合し、１検体あたり全量を25 µl とした。

ABI 2720 (Thermo Fisher Scientific)、T100TM thermal cycler (Bio-Rad 

Laboratories, California, U. S. A.)、 あるいはMyCycler™ Thermal Cycler 

(Bio-Rad Laboratories) を用いてPCR反応液を94 °C で 2分間加熱した後、

94 °C で 30秒間、58 °C で 30秒間、72 °C で 1分間の加熱を1st PCRでは

25サイクル、2nd PCRでは 35サイクル繰り返し、最後に72 °C で 10 分間

加熱し、標的配列を増幅した。ポジティブコントロールとして国立研究開発法人

理化学研究所バイオリソース研究センター微生物材料開発室 (Ibaraki, Japan) 

から提供された C. jejuni 2013 株と C. coli 2529T 株を使用した。C. jejuni 

2013株およびC. coli 2529T株のゲノムDNAを PureLink® Genomic DNA 

Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて説明書通りに抽出し、使用する

まで-20℃で保管した。ネガティブコントロールとしてはDWを使用した。PCR

増幅産 物は Tris hydroxy methyl amino methane (Tris)-Phosphate 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (TPE) buffer (リン酸 (WAKO, 
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Osaka, Japan) 1.55 ml、0.5 M EDTA pH 8.0 (WAKO) 4 ml、Tris (STAR 

CHEMICAL, Aichi, Japan) 10.8 g を混合して作製)、および2%電気泳動用寒

天 (Agarose H14 「TAKARA」, TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan) を用いた

アガロースゲル電気泳動を行った。分子量マーカーとして Gene Ladder 100

（0.1-2 kbp）(NIPPON GENE, Tokyo, Japan) を使用し、泳動条件は電圧：

100 V、電流：400 mA で約 40 分間 (AE-8135 my powerⅡ300, ATTO, 

Tokyo, Japan)とした。核酸染色用色素 (GelRedTM, Biotium, California, U. 

S. A.) を用いて泳動後のアガロースゲルを 10 分間染色した後、化学発光ゲル

撮影装置AE-6971型 ライトキャプチャー (ATTO) を用いてPCR増幅産物の

存在と分子サイズを確認した。 

 

5) Nested PCR増幅産物の塩基配列決定 

4) で増幅された塩基配列がC. jejuni あるいはC. coli の配列と一致すること

を確認するために、4) でポジティブコントロールとして用いたC. jejuni 2013

株と C. coli 2529T株から抽出したゲノム DNA の塩基配列と比較した。まず、

無作為に抽出した C. jejuni 陽性試料 10 検体および C. coli 陽性試料 8 検体、

C. jejuni 2013株およびC. coli 2529T株のゲノムDNAをNested PCRに供

試し、その増幅産物をNucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, 



��
�

Nordrhein-Westfalen, Germany) で精製した。精製した増幅産物を4) と同様

の条件でアガロースゲル電気泳動に供試し、目的遺伝子が増幅されていること

を確認した。次に、Nested PCRの 2nd PCRで使用したプライマーを使用し 

(表 2)、Big Dye® terminator v3.1 Cycle sequence kit (Applied Biosystems, 

Massachusetts, U. S. A.) を用いたサンガー法によりキャピラリーシーケンサ

ー (Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems) 

で塩基配列を決定した。得られた塩基配列情報を Sequencher software v. 

5.4.6（Hitachi Software Engineering, Kanagawa, Japan）を用いて比較し、

PCR増幅産物がC. jejuni/C. coli の塩基配列と一致することを確認した。 

 

6) 研究倫理 

本研究は東京大学ライフサイエンス研究倫理支援室の動物実験専門委員会に

おいて、倫理規定に関係する作業が含まれないことを確認された。本研究の主旨

を各養鶏場の管理責任者に説明し、試料収集の了解を得た上で実施した。 
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3. 成績 

1) Nested PCR増幅産物の塩基配列 

C. jejuni 陽性だった10検体のNested PCR増幅産物とC. jejuni 2013株

のNested PCR増幅産物の塩基配列は一致した。また、C. coli 陽性だった8検

体のNested PCR増幅産物とC. coli 2529T株のNested PCR増幅産物の塩基

配列は一致した。 

 

2) 出荷間近および空舎時期に収集した試料のC. jejuni/C. coli 遺伝子検出成績 

収集した試料におけるC. jejuni/C. coli 遺伝子の検出成績を図 2に示した。

東北および九州Aの養鶏場では試料収集1回目でC. jejuni/C. coli 遺伝子は検

出されなかった。しかし、試料収集 2回目では、東北で収集した試料からはC. 

jejuni と C. coli 遺伝子が共に検出され、九州Aで収集した試料からはC. jejuni

遺伝子が検出された。一方、試料収集1回目でC. jejuni 遺伝子が検出された九

州Bは試料収集2回目でC. jejuni/C. coli 遺伝子は検出されなかった。また、

空舎期間に収集した試料は、試料収集 2回目でC. jejuni/C. coli 遺伝子が検出

された東北と九州Aを含め、全ての養鶏場でC. jejuni/C. coli 遺伝子は検出さ

れなかった。試料収集 2 回目に消毒後の長靴底から拭き取り試料を収集したと

ころ、東北の養鶏場ではC. jejuni/C. coli 遺伝子が検出された。 



����

3) 週齢ごとに収集した試料のC. jejuni/C. coli 遺伝子検出成績 

週齢ごとに収集した試料における C. jejuni/C. coli 遺伝子の検出成績を図３

に示した。収集した全ての試料から C. coli 遺伝子は検出されなかった。一方、

C. jejuni 遺伝子は 1～6 週齢までの全週齢で検出され、週齢が上がるにつれて

陽性検体数が増え、6 週齢では半数以上の試料が陽性であった (盲腸便: 32 検

体中 20 検体、鶏舎内環境試料: 46 検体中 27 検体)。また、収集した試料の一

部がC. jejuni 陽性でも次週以降に収集した試料が陽性であるとは限らず、次週

の試料からは全く検出されない鶏群もあった。また、鶏群1、２、および6以外

の鶏群において、6 週齢の時に消毒した鶏舎内使用の長靴底から拭き取り試料

を収集したところ、鶏群 4 と 7 の拭き取り試料で C. jejuni 遺伝子が検出され

た。一方、鶏群3と 8では、盲腸便からはC. jejuni 遺伝子が検出されたが長靴

底からは検出されなかった。鶏群5では盲腸便と長靴底のどちらからもC. jejuni

遺伝子は検出されなかった。 

 

4) 海外で収集した試料のC. jejuni/C. coli 遺伝子検出成績 

ベトナムの養鶏場で22日齢前後の鶏群から収集した盲腸便14検体中12検

体、餌箱 3 検体、およびファン 2 検体から C. jejuni 遺伝子が検出された。ま

た、収集した盲腸便14検体のうち 1検体からC. coli 遺伝子が検出された。一
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方、31日齢前後の鶏群から収集した盲腸便12検体、餌箱3検体、およびファ

ン2検体からはC. jejuni/C. coli 遺伝子は検出されなかった。 

タイの養鶏場で鶏群AとBから収集した計24検体の盲腸便試料および計12

検体の環境試料の全てからC. jejuni 遺伝子が検出された。一方、C. coli 遺伝子

は鶏群 A の盲腸便試料および拭き取り試料からは検出されなかったが、鶏群 B

の盲腸便12検体中5検体および全ての拭き取り試料からは検出された。 

 

5) 鶏舎外で収集した試料のC. jejuni/C. coli 遺伝子検出成績 

国内の養鶏場 3 か所で収集した計 27 検体の鶏舎外環境試料 (排水溝、鶏舎

外壁、鶏舎外使用の長靴底、および飼料運搬車) のうち、関東の養鶏場で収集し

た排水溝の拭取り試料1検体からC. jejuni 遺伝子が検出された。また、C. coli

遺伝子はいずれの試料からも検出されなかった。国内の養鶏場 4 か所で収集し

た全ての土、ミミズ、昆虫、およびワラジ虫からC. jejuni/C. coli 遺伝子は検出

されなかった。 

 

4. 考察 

本研究で使用したNested PCR はC. jejuni/C. coli を分離することなく、ウ

シの糞便から直接検出する目的で開発されたものだが (27)、本研究で用いた試
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料に対してもC. jejuni/C. coli 遺伝子が特異的に増幅されたことがサンガー法

を用いて得られた塩基配列により確認された。したがって、ウシの糞便以外の試

料に対してNested PCRを使用した成績も信頼できると考えた。次に、出荷間

近および空舎時期に収集した試料の C. jejuni/C. coli 遺伝子検出成績より、養

鶏場を汚染あるいは非汚染養鶏場として区別することはできず、飼育と出荷の

時機が異なる鶏群ごとに汚染の有無は変動することが示唆された。過去の報告

で、同じ鶏舎から検出される C. jejuni/C. coli の遺伝子型が時期によって異な

っていたことからも (13, 28)、鶏舎内にC. jejuni/C. coli が残存するのではな

く、新たに鶏群がC. jejuni/C. coli に汚染されると考えられた。また、出荷後の

清掃と乾燥作業を終えた鶏舎から C. jejuni/C. coli 遺伝子が検出されなかった

ことから、今回調査した養鶏場ではC. jejuni/C. coliはVBNC状態で生存せず、

清掃と乾燥作業により排除されたと考えられた。したがって、オールインオール

アウト法は C. jejuni/C. coli の汚染防除に有用な飼育法であると思われた。一

方で、清掃後の鶏舎から C. jejuni/C. coli 遺伝子が検出されたという報告もあ

るため (24)、オールインオールアウト法を採用するだけではなく、空舎時に適

切な清掃と消毒を行うことが重要だと思われた。 

ベトナムとタイで収集した試料において、同一養鶏場で同時期に飼育されて

いた鶏群の C. jejuni/C. coli 汚染の有無が異なっていたことから、国内外を問
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わず、C. jejuni/C. coli 汚染は鶏群ごとに独立して起こると考えられた。特に、

ベトナムでは22日齢の鶏群からはC. jejuni 遺伝子が検出されたが、31日齢の

鶏群からは検出されなかったことから、鶏舎間を移動する際は長靴を代える等

の対策を講じ、鶏群間での汚染を防ぐ必要があると考えられた。 

C. jejuni/C. coli は 5～6週齢の時期に汚染率が高くなることが過去に示され

ており (29)、本研究でも同様の成績であった。ニワトリの日齢とC. jejuni の定

着には関係があることが報告されており (30)、本研究での検出率の偏りも週齢

の影響によるものだと思われる。一方、汚染率は低いものの、C. jejuni 遺伝子

は 1～4 週齢の時期にも検出され、業者が出入りした後等の特定の時機ではな

く、無作為の時機に汚染が確認された。また、九州 B で収集した飼料運搬車か

らは C. jejuni/C. coli 遺伝子が検出されなかったことから、外部の業者ではな

く鶏舎に出入りする頻度が高い飼育員等が C. jejuni/C. coli による汚染に関与

している可能性が高いと考えられた。また、1週齢のニワトリからC. jejuni 遺

伝子が検出されたが、一般的に C. jejuni/C. coli はニワトリでの垂直感染は起

こらないとされている (31, 32)。したがって、養鶏場での汚染だけではなく、

鶏舎に導入される前のニワトリへの汚染、すなわち、孵卵場の環境や職員からの

汚染についても今後調査する必要があると思われた。 
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長靴を介して外部から鶏舎内に C. jejuni/C. coli が持ち込まれる可能性が過

去に示されており (5)、本研究でも消毒後の長靴底からC. jejuni/C. coli 遺伝子

が検出された。したがって、長靴用消毒槽はC. jejuni/C. coli の除去という点で

十分な効果を示さないこともあり得る。ただし、鶏舎内使用の長靴と盲腸便は同

時期に汚染されていたことから、長靴は汚染源ではなく、汚染された盲腸便を踏

んだことで二次的に汚染された可能性があり、本成績からは、長靴とニワトリの

どちらが先に汚染されたのかを判断することはできなかった。しかし、長靴が汚

染源ではない場合も、汚染された長靴が原因となり他の鶏群へ汚染が伝播する

可能性があるため、長靴の扱いには注意が必要だと思われた。以上より、C. 

jejuni/C. coli による他の鶏群への汚染を防ぐために、長靴の適切な洗浄と消毒

が重要であると思われた。 

鶏舎外の環境試料でのC. jejuni/C. coli 汚染を調査した結果、排水溝からC. 

jejuni 遺伝子が検出された。排水溝は空舎時の清掃時に鶏舎内で使用した消毒液

等の排水を鶏舎外へ排出する際に使用されるため、排水にC. jejuni が含まれて

いたと推察した。したがって、空舎時の清掃で生じる排水の扱いには十分に注意

する必要がある。また、本成績で、土とミミズからC. jejuni/C. coli 遺伝子は検

出されなかった。過去に、鶏舎周辺の土壌 100 検体中 1 検体から C. jejuni が

検出されたという報告があるが (33)、養鶏場の汚染率と比較して土の汚染率が
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非常に低いことから、土および土を摂取しているミミズが主な汚染源である可

能性は低いと思われた。また、C. jejuni/C. coli の媒介生物と考えられている昆

虫等についても調査を行なったが、C. jejuni/C. coli遺伝子は検出されなかった。

過去に報告された昆虫の汚染率も約 1%と非常に低いため (10, 34)、昆虫は鶏

群間の汚染経路の 1 つにはなり得るが、主要な汚染源ではないと思われた。本

研究で収集した鶏舎外環境試料はいずれも主要な C. jejuni/C. coli の汚染源で

はないことが示唆されたため、汚染源解明のためには養鶏場外の環境を含む、さ

らなる調査が必要だと考えられた。 

 

5. 要約 

第１章では養鶏場内の C. jejuni/C. coli 汚染源および汚染経路を推定するた

めに、国内外の複数の養鶏場で試料を収集し、汚染源の推定を行なった。まず、

鶏舎内での C. jejuni/C. coli 汚染を調査した結果、養鶏場を汚染あるいは非汚

染養鶏場として区別することはできず、飼育と出荷の時機が異なる鶏群ごとに

汚染の有無は異なることが明らかになった。空舎期間の洗浄と消毒で C. 

jejuni/C. coli 汚染はほぼなくなっていたこと、また、国内外に関わらず鶏群ご

とに汚染の有無が異なっていたことから、鶏舎に残存する C. jejuni/C. coli が

汚染源になるというよりも、毎回新たに汚染が起こると考えられた。次に、鶏舎
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内のC. jejuni/C. coli 汚染を経時的に調査した結果、C. coli 遺伝子は検出され

なかったが、C. jejuni 遺伝子は、検出率に偏りはあるものの、1～6週齢のいず

れの時期でも検出されたことから、C. jejuni による汚染は特定の時機ではなく、

無作為の時機に起こると思われた。消毒槽を用いて消毒した長靴底からも C. 

jejuni/C. coli 遺伝子が検出されたため、消毒槽はC. jejuni/C. coli の除去とい

う点では十分な効果があるとは言えず、長靴を介して C. jejuni/C. coli が鶏舎

外から鶏舎内に持ち込まれる可能性が示された。しかし、土や昆虫等の鶏舎外環

境試料からは C. jejuni/C. coli 遺伝子は検出されなかったため、その他の鶏舎

外試料あるいは養鶏場外での調査が必要だと考えられた。 
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第２章 野生動物におけるCampylobacter 汚染調査 

 

1. はじめに 

第 1 章で C. jejuni/C. coli は鶏舎内に常在せず、空舎時の清掃で一度排除さ

れるが、新たな鶏群飼育後に再び鶏舎内が汚染されることが示唆された。また、

第1章で収集した鶏舎外の環境試料のうち、排水溝以外からはC. jejuni/C. coli

遺伝子が検出されず、主要な汚染源を見出せなかったことから、第 2 章では養

鶏場外に焦点を当て、汚染源を調査した。多くの論文がこれまでに外部環境から

のC. jejuni/C. coli 汚染について議論しており (5, 35)、その中でも野生動物や

他の農場で飼育している家畜が汚染源の 1 つとして注目されている。C. 

jejuni/C. coli はウシや、ヒツジ、イヌ、ネコ等、様々な動物から検出されてお

り (36, 37)、汚染源となり得る動物種は多岐にわたる。海外で行われた野生動

物調査ではイノシシやシカ等からC. jejuni/C. coli が検出され、その内の50%

以上がテトラサイクリンやストレプトマイシンに対して耐性を持っていたこと

から (38)、野生動物へのC. jejuni/C. coli 汚染制御は養鶏場への汚染防止だけ

でなく、薬剤耐性菌の拡散防止にも重要であると考えられる。 

日本では松崎らが 1986 年に、C. jejuni/C. coli はタヌキからは検出された

が、イノシシや、イタチ、キツネ等からは検出されなかったと報告した (39)。
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一方で、日本のイノシシからC. jejuni が検出されたという報告もある (40)。し

かし、これらの調査は培養法でC. jejuni/C. coli を検出しており、VBNC状態

の菌体は検出できないことを考慮すると (22, 23)、報告よりも多くの野生動物

が汚染されている可能性がある。 

本研究では、養鶏場の周辺で野生動物を捕獲するのは困難であると判断し、狩

猟あるいは害獣として駆除された動物の糞便や、交通事故等により死亡した動

物の糞便、養鶏場敷地内に落ちていた糞便を用いて C. jejuni/C. coli の汚染を

調査した。また、赤外線カメラを鶏舎周辺に設置し、野生動物が養鶏場敷地内に

侵入しているのか、また、どのような動物種が頻繁に侵入しているのかを確認

し、野生動物からニワトリへ C. jejuni/C. coli の汚染が起こり得るのかを評価

した。 

 

2. 材料と方法 

1) 野生動物の糞便収集 

2014年8月30日～2019年3月23日に狩猟あるいは害獣として駆除され

たシカ75頭およびイノシシ75頭の糞便試料が山口大学共同獣医学部獣医微生

物学教室から分与された。また、2018年 11月 6日～2019年 1月 25日に狩

猟あるいは害獣として駆除されたシカ25頭およびイノシシ25頭の糞便試料が
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鹿児島大学共同獣医学部獣医公衆衛生学教室から分与された。糞便試料は滅菌

チューブに入れた状態で冷凍便で送付され、使用するまで-20℃で保管した。 

2019年3月28日～8月16日に害獣として駆除されたアライグマ100匹、

アナグマ 9 匹、ハクビシン 21 匹、交通事故等で死亡したテン 1 匹とイタチ 1

匹、および疥癬に感染したため感染症予防のために殺傷されたタヌキ 8 匹の糞

便試料がふるさと自然公園センター (Wakayama, Japan) から分与された。糞

便試料は冷凍便で送付され、使用するまで-20℃で保管した。 

2019 年 7 月 11 日に第 1 章で協力を依頼した九州 B の養鶏場敷地内に落ち

ていた野生動物の糞便1検体と、2019年 9 月 24～26日に同じく第1章で協

力を依頼した北海道の養鶏場敷地内に落ちていた野生動物の糞便 10 検体と野

鳥の糞便 2 検体をそれぞれ新しい実験用ゴム手袋で拾い、滅菌チューブに入れ

て収集した。拾った糞便試料は冷凍便で送付し、使用するまで-20℃で保管した。 

 

2) ゲノムDNAの抽出 

野生動物の糞便はPowerFecal® DNA Isolation Kit (Qiagen) を用いて、説

明書に従いゲノム DNA を抽出した。抽出効率を高めるために、第 1 章に示し

た方法と同様に、キット付属のビーズの代わりにジルコニアビーズ (Toray) を

使用した。また、ビーズ破砕機はビーズクラッシャー µT-12 (Taitec) を使用し
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た。各試料から抽出したゲノムDNAは第１章と同様に濃度を測定し、使用する

まで-20˚C で保管した。 

 

3) Nested PCRを用いたC. jejuni/C. coli 遺伝子の検出 

第 1 章に示した方法を用いて 2) で抽出したゲノム DNA 中の C. jejuni/C. 

coli 遺伝子を検出した。 

 

4) 拾った糞便の動物種特定 

養鶏場敷地内で拾った野生動物の糞便 11 検体は 2) で述べた方法により

DNAを抽出した後、冷蔵便にて株式会社生物技研 (Kanagawa, Japan) に送付

し、以下の作業を依頼した。まず、ゲノム DNA 中のチトクロム C 酸化酵素サ

ブユニット I 遺伝子を表 3 に示したプライマーで増幅した。PCR 反応液は

10×Ex buffer (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan) 1.0 µl、2.5 mM dNTP 0.8 

µl、Ex taq HS (TaKaRa Bio Inc.) 0.1µl、各プライマー溶液 0.5 µM (最終濃

度)、DW 5.1 µl、およびゲノムDNA 10 ngを混合し、１検体あたり全量を10 

µl とした。PCR反応液を94 °C で 2分間加熱した後、94 °C で 30秒間、52 °C

で 30秒間、72 °C で 30秒間の加熱を35サイクル繰り返し、最後に72 °C で

5分間加熱し、標的配列を増幅した。次に、PCR増幅産物をAgencourt AMpure 
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XP beads (Beckman Coulter Inc., California, U. S. A.) を用いて精製した後、

各塩基配列がどの試料由来の配列であるかを紐付けすることができるよう、精

製した試料に対し検体ごとに異なるNextera XT Index Kit (Illumina)を用いた

Index 配列を用いてPCRを行った。PCR反応液は10×Ex buffer (TaKaRa Bio 

Inc.) 1.0 µl、2.5 mM dNTP 0.8 µl、Ex taq HS (TaKaRa Bio Inc.) 0.1µl、各

プライマー溶液 0.5 µM (最終濃度)、DW 5.1 µl、およびPCR増幅産物 2.0 µl

を混合し、１検体あたり全量を10 µl とした。PCR反応液を94 °C で 2分間加

熱した後、94 °C で 30秒間、60 °C で 30秒間、72 °C で 30秒間の加熱を10

サイクル繰り返し、最後に 72 °C で 5 分間加熱し、Index 配列を付加した。

Agencourt AMpure XP beads (Beckman Coulter Inc.) を用いてPCR増幅

産物を精製した後に、Synergy H1 (Biotech inc., Georgia, U. S. A.) と

QuantiFluor® ONE dsDNA System (Promega) により濃度を測定した。また、

Fragment Analyzer (Thermo Fisher Scientific) と dsDNA 915 Reagent 

Kit (Advanced Analytical Technologies Inc., Heidelberg, Germany) を用

いて PCR 増幅産物の品質を確認した後、試料と等量の 0.2 N NaOH を加え 5

分間反応を行うことで 1 本鎖に変性させた。変性後の試料に Hybridization 

buffer (Illumina) を加え 10 pMに希釈し、さらに96 ℃で２分間熱変性を行

なった後、氷上で5分間以上静置した試料600 µl をMiSeq v3 Reagent Kit 
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(Illumina) に供試し、2 × 300bpの条件で高速シーケンサーMiSeq (Illumina) 

にて塩基配列を決定した。 

 

5) 鶏舎周辺への赤外線カメラ設置と野生動物の撮影 

夜間に効果を発揮する LED 照明を備えた赤外線付きトレイルカメラ

Browning Strike Force Pro（BTC-5HDP）(Browning, Utah, U. S. A.) を養

鶏場敷地内の電信柱等に固定することで設置し、野生動物を撮影した (図 4A)。

赤外線カメラは動物が前を通り過ぎると 10 秒間動画を撮影するように設定し

た。また、赤外線カメラの前に居続ける動物を連続して撮影するのを防ぐため

に、動画の撮影後 5 分間は動画を撮影しないように設定した。関東の養鶏場に

2台、北海道、東北、および九州Bの養鶏場に4台の赤外線カメラを設置した。

また、関東の養鶏場では撮影を2回実施した (表 4)。 

 

3. 成績 

1) 野生動物の糞便試料におけるC. jejuni/C. coli 遺伝子検出成績 

山口大学から分与されたシカの糞便では75検体中8検体からC. jejuni 遺伝

子が、75 検体中 11 検体から C. coli 遺伝子が検出された。季節ごとの C. 

jejuni/C. coli 遺伝子の検出率は、表5に示すように夏 (6～8月) で最も高かっ
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た。また、年ごとのC. jejuni/C. coli 遺伝子の検出率は、表6に示すように2014

年で最も高く、その後年々低下していた。鹿児島大学から分与されたシカの糞便

では25検体中7検体からC. jejuni 遺伝子が、25検体中8検体からC. coli 遺

伝子が検出された。 

山口大学から分与されたイノシシの糞便では 75 検体中 2検体からC. jejuni

遺伝子が、75 検体中 6 検体から C. coli 遺伝子が検出された。季節ごとの C. 

jejuni/C. coli 遺伝子の検出率は、表5に示すように夏 (6～8月) で最も高かっ

た。また、年ごとのC. jejuni/C. coli 遺伝子の検出率は、表6に示すように2014

年と 2015 年が最も高く、その後年々低下していた。鹿児島大学から分与され

たイノシシの糞便では 25 検体中 15 検体から C. jejuni 遺伝子が、25 検体中

13検体からC. coli 遺伝子が検出された。 

ふるさと自然公園センターから分与された糞便のうち、アライグマ以外の検

体 (アナグマ、タヌキ、ハクビシン、テン、およびイタチ) からはC. jejuni/C. 

coli 遺伝子は検出されなかった。一方、アライグマの糞便では100検体中2検

体からC. jejuni 遺伝子が検出された。また、C. coli 遺伝子は検出されなかった。 

九州 Bの養鶏場敷地内で収集した野生動物の糞便 1検体の動物種はネコであ

ることが塩基配列により特定された。また、北海道の養鶏場敷地内で収集した試

料はシカの糞便 8 検体とキツネの糞便 2 検体であった。収集した野生動物の糞



����

便計 11 検体と野鳥の糞便 2 検体からは C. jejuni/C. coli 遺伝子は検出されな

かった。 

 

2) 赤外線カメラで撮影された野生動物 

合計で、4142 本の動画が撮影された。そのうちの計 388 本に動物が写って

おり、残りの 3754 本は従業員が写っていた、あるいは風によって動いた草や

葉に赤外線が反応して撮影されたと思われ、動物等は写っていなかった。一部の

動画には例えばタヌキ 2 匹等、複数の動物が写っていたが、異なる動物種が同

じ動画に同時に写ることはなかった。また、動物が写っていた388本の動画中、

366 本では動物の種類を識別することができたが、残りの 22 本は動物の体の

1 部しか動画に写っていない、あるい識別するには遠すぎる位置に動物が写っ

ていたため動物種を特定できなかった。 

得られた動画の約半数にネコが写っており (186/388本、47.9％）、全ての

養鶏場で観察された（表 4）。ネコの次に多く撮影された動物はタヌキで

（114/388 本、29.4%）、北海道を除く全ての養鶏場で観察された（表 4）。 

ハトやカラスを含む野鳥は 3 番目に多く（40/388 本、10.3%）、全ての養鶏

場で観察された（表4）。その他の動物としてシカや、キツネ、テン、イヌ、ネ
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ズミ、アライグマ、ハクビシン、イタチ等が確認された。また、野生動物や野鳥

が鶏舎の間近まで侵入していた様子が観察された (図 4 B)。 

 

4. 考察 

Nested PCRを用いた遺伝子検査により、調べたアライグマ、シカ、および

イノシシの糞便から C. jejuni/C. coli 遺伝子が検出された。日本のアライグマ

を対象とした C. jejuni/C. coli 汚染に関する調査報告はこれまでに存在しない

ため、本研究が日本に生息するアライグマから C. jejuni/C. coli が検出された

ことを示す初めての報告だと思われる。アライグマは現在日本に広く存在する

害獣として知られており、その分布は近年著しく拡大している (41)。本成績で

アライグマからの C. jejuni/C. coli 遺伝子の検出率は低かったものの、海外で

はアライグマからヒトへ直接C. jejuni が感染したという報告もあるため (42)、

養鶏場の汚染だけではなくヒトへの感染を防ぐためにもアライグマとその糞便

には注意する必要がある。イタチやハクビシン等、他の動物種からはC. jejuni/C. 

coli 遺伝子が検出されなかったが、検体数がアライグマ等と比較して少なかっ

たため、更に調査が必要だと思われた。特にタヌキは過去に行われた調査で C. 

jejuni/C. coli が検出されているため (39)、検体数を増やすことでC. jejuni/C. 

coli 陽性の個体が見つかる可能性がある。日本の野生動物におけるC. jejuni/C. 
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coli 汚染調査はほとんど行われていないため、汚染源推定のために更に調査が

必要だと思われた。 

本研究で、イノシシの糞便からのC. jejuni/C. coli 遺伝子検出率は、日本全国

を対象に行われた汚染調査の成績 (C. jejuni の検出率 0.8%) よりも高かった 

(40)。さらに、その調査ではシカ糞便からC. jejuni/C. coli は検出されなかった

のに対し (40)、本研究ではシカ糞便からC. jejuni/C. coli 遺伝子が検出された。

本研究では培養法や PCR よりも感度が高いNested PCR を使用したことが、

過去の報告よりも検出率が高かった原因の一つであると考えられた。これらの

成績から、C. jejuni/C. coli 遺伝子が検出されたアライグマ、シカ、およびイノ

シシは汚染源あるいは汚染経路になり得ると思われた。一方で、C. jejuni/C. coli

遺伝子の検出率は高いとは言えなかったことから、C. jejuni/C. coli は上記の野

生動物の常在細菌ではないと思われた。さらに、野生動物は生息域に偏りがあ

り、例えばイノシシは北海道等の多雪地域にはほとんど生息していない (43)。

したがって、アライグマ、シカ、およびイノシシは日本における共通の汚染源と

は考えにくかった。また、養鶏場敷地内で拾った野生動物あるいは野鳥の糞便か

らはC. jejuni/C. coli 遺伝子が検出されなかったことから、今後、他の野生動物

についても調査を行い、野生動物が汚染源かどうか評価する必要があると思わ

れた。 
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季節ごとの Campylobacter 食中毒および養鶏場での汚染調査で、夏が最も

C. jejuni/C. coli の検出率が高いことが示されており (9, 44)、この傾向は本研

究のシカとイノシシでも確認されたため (表 5)、野生動物でも養鶏場と同様に

C. jejuni/C. coli の汚染率と気温は関係があると思われた。次に、山口大学から

分与された糞便のC. jejuni/C. coli 汚染率を年ごとに比較すると、2015年以降

低下傾向にあった (表 6)。山口県では 2015 年 12 月から「やまぐち高度衛生

管理養鶏場認定制度」を肉用鶏養鶏場と採卵鶏養鶏場に対して実施しており 

(45)、「鶏舎内は定期的に清掃を行い、汚れがないことを肉眼的に確認し、汚れ

が認められたら適宜清掃する」「履物は鶏舎ごとに替え、踏込消毒槽等で十分に

消毒する」といった 100 項目以上の管理要件を満たすことが推奨されている。

上記制度により山口県の養鶏場の衛生環境が向上したとすれば、それが同県内

に生息する野生動物の衛生環境にも影響した可能性がある。養鶏場での対策と

野生動物の C. jejuni/C. coli 遺伝子検出成績が関連しているように思われたこ

とは大変興味深いが、本研究ではその因果関係を示すことはできなかった。野生

動物と養鶏場での C. jejuni/C. coli 汚染調査を同じ地域で同時期に行う等をさ

らに繰り返し、高い相関関係を明らかにすることで、汚染源となる野生動物を特

定できる可能性が考えられた。 
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赤外線カメラを用いた調査では、複数の動物種が鶏舎の間近まで侵入してい

ることが確認され、それらの糞便を踏むことで長靴が汚染される可能性が示さ

れた。また、野生動物はC. jejuni/C. coli だけではなくSalmonella 等その他の

病原微生物を複数持っている可能性があるため十分な注意が必要だと言える 

(46)。過去に行われた野生動物調査で養鶏場から検出されるC. jejuni と野生動

物や野鳥からから検出されるC. jejuni では血清型や遺伝子型が異なるという報

告もあるため (47, 48)、今後はC. jejuni/C. coliの遺伝子型や血清型も調査し、

野生動物と養鶏場で検出される C. jejuni/C. coli の関係性についても調査を行

う必要がある。 

 

5. 要約 

第 1 章で C. jejuni/C. coli の汚染源が養鶏場外に存在する可能性が示された

ため、第 2 章では野生動物に焦点を当てて汚染源を調査した。アライグマ、シ

カ、およびイノシシの糞便からC. jejuni/C. coli 遺伝子が検出されたことから、

それらの野生動物が汚染源の候補だと考えられた。一方で、野生動物は生息域に

偏りがあるため、アライグマ、シカ、およびイノシシは日本における共通の汚染

源とは考えにくかった。また、養鶏場敷地内で拾った野生動物の糞便からは C. 

jejuni/C. coli 遺伝子が検出されなかったため、野生動物が主要な汚染源だと断
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定するには至らなかった。養鶏場での C. jejuni/C. coli 汚染率は夏が最も高い

と言われており、その傾向はシカとイノシシの糞便でも同様に確認された。さら

に、山口大学から分与されたシカとイノシシの糞便での C. jejuni/C. coli 汚染

率減少と山口県の養鶏場での衛生状態向上が関連しているような成績が得られ

たが、その因果関係は不明であった。C. jejuni/C. coli 汚染調査を同じ地域で同

時期に行う等を繰り返し、高い相関関係を明らかにすることで、汚染源となる野

生動物を特定できる可能性がある。赤外線カメラを用いた養鶏場における動物

の侵入調査では、複数の動物種が鶏舎の間近まで侵入していることが確認され

た。野生動物はC. jejuni/C. coli だけではなくSalmonella 等その他の病原微生

物を複数持っている可能性があるため、養鶏場への侵入には注意が必要だと考

えられた。 
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第3章 16S rRNA遺伝子増幅産物による細菌叢解析 

 

1. はじめに 

第 2 章で野生動物を対象とした汚染調査を行ったが、野生動物が主要な汚染

源だと断定することはできなかった。そこで、C. jejuni/C. coli による汚染が起

こる際、汚染源で共存するその他の細菌も共にニワトリを汚染し、腸管内に定着

すると仮説を立て、第３章では C. jejuni/C. coli 陽性および陰性試料間でニワ

トリ盲腸便の細菌叢を比較することで汚染源の推定を試みた。一般に、細菌は腸

内や環境中で単独で生存せず、複数の細菌と共存している。そのため、病原細菌

等がヒトに感染する際には、汚染源で共存する他の細菌も同じ経路を介して共

に伝播することが知られており (49)、同様に、C. jejuni/C. coli も汚染源で共

存する他の細菌と共にニワトリを汚染すると推測した。そこで、C. jejuni/C. coli

陽性試料にのみ存在する細菌、あるいは陽性試料で存在率が高い細菌の由来を

調査することで、C. jejuni/C. coli の由来を推定できると考えた。 

ニワトリの腸内細菌叢は C. jejuni/C. coli の定着と関係していることが示唆

されていることからも (50)、両者の相互関係は注目されている。特に、盲腸は

細菌の数と種類がニワトリ腸管中で最も多く (51, 52)、ニワトリの免疫系の調

節や、栄養の吸収、病原細菌の防御等、様々な役割も持つため (53)、腸内細菌
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叢の中でも特に注目され、広く研究されている (52)。例えば、ニワトリの盲腸

の細菌叢を変化させ、C. jejuni の定着を抑制させる等の研究が行われているが 

(54, 55)、商業用の養鶏場で上記の研究成績が実用化されるには至っていない。

その原因の１つとして、多くの研究が実験用に飼育したニワトリを用いている

ことが挙げられる。商業用に飼育したニワトリを用いた調査も近年行われてい

るが、養鶏場間での比較を行っていない (56)、飼料の情報が欠如している等 

(57)、情報に偏りがあるため、より包括的な研究が必要だと思われる。そこで、

本研究では汚染源の推定を行うだけではなく、商業用に飼育されたニワトリの

盲腸便細菌叢を明らかにすることも目的とし、週齢、飼料の種類、および養鶏場

の違いが盲腸便細菌叢に与える影響について調査した。 

 

2. 材料と方法 

1) 供試した試料 

第１章で収集した盲腸便試料から抽出したゲノム DNA を本章でも使用した。

東北、九州A、および九州 Bの養鶏場で週齢ごとに 2鶏群以上から収集した盲

腸便168検体、ベトナムで2鶏群から収集した盲腸便14検体、およびタイで

2鶏群から収集した盲腸便 14検体の計 196検体のゲノムDNA を 16S rRNA

遺伝子増幅産物による細菌叢解析に供試した。第1章でのNested PCRの成績
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で、週齢ごとに収集した全ての試料で C. coli 遺伝子は検出されなかったため、

タイとベトナムで収集した盲腸便についてもC. coli 遺伝子が検出された試料は

除外して使用した。 

 

2) 16S rRNA遺伝子領域の塩基配列決定 

16S rRNA遺伝子領域の塩基配列決をIllumina Inc. Part #15044223 Rev.B 

(Illumina) に従って行なった。16S rRNA 遺伝子の V3-V4 可変領域を

Klindworth, et al. (2013) の報告にあるプライマーを用いて増幅した (58) (表

7)。PCR反応液は2×KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa) 12.5 µl、各プ

ライマー溶液 (Sigma-Aldrich Japan) 0.2 µM (最終濃度)、およびゲノムDNA 

12.5 ng を混合し、１検体あたり全量を 25 µl とした。ABI 2720 (Thermo 

Fisher Scientific)、T100TM thermal cycler (Bio-Rad Laboratories)、ある

いはMyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) を用いてPCR反

応液を95 °C で 3分間加熱した後、95 °C で 30秒間、55 °C で 30秒間、72 °C

で 30 秒間の加熱を 25 サイクル繰り返し、最後に 72 °C で 5 分間加熱し、標

的配列を増幅した。PCR増幅産物はAgilent 2100バイオアナライザ電気泳動

システム (Agilent Technologies Japan, Tokyo, Japan) を用いて品質を確認

した後にAgencourt AMpure XP beads (Beckman Coulter Inc.) を用いて
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精製した。各塩基配列がどの試料由来の配列であるかを紐付けすることができ

るよう、精製した試料に対し検体ごとに異なるNextera XT Index Kit (Illumina)

を用いた Index 配列を用いて PCR を行った。PCR 反応液は 2×KAPA HiFi 

HotStart ReadyMix (Kapa Biosciences) 25 µl、Nextera XT Index プライ

マー N (Illumina) 5 µl、Nextera XT Index プライマー S (Illumina) 5 µl、DW 

10 µl、およびPCR増幅産物5 µl を混合し、１検体あたり全量を50 µl とした。

ABI 2720 (Thermo Fisher Scientific)、T100TM thermal cycler (Bio-Rad 

Laboratories) 、 あ る い は MyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad 

Laboratories) を用いてPCR反応液を95 °C で 3分間加熱した後、95 °C で

30秒間、55 °C で 30秒間、72 °C で 30秒間の加熱を8サイクル繰り返し、

最後に 72 °C で 5 分間加熱し、Index 配列を付加した。PCR 増幅産物は

Agencourt AMpure XP beads (Beckman Coulter Inc.) を用いて精製した後

に、Agilent 2100バイオアナライザ電気泳動システム (Agilent Technologies 

Japan) を用いて品質を確認した。精製した試料はLibrary Quantification Kit 

for Illumina (Kapa Biosciences) を使用したリアルアイムPCRによって定量

化した。リアルタイムPCR反応液はKOD SYBR® qPCR Mix (TOYOBO) 10 

µl、Primer P1 (Kapa Biosciences) 0.2 µM (最終濃度)、Primer P2 (Kapa 

Biosciences) 0.2 µM (最終濃度)、50×ROX reference dye (TOYOBO) 0.4 
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µl、DW 7.28 µl、および精製した試料2 µl あるいはDNAスタンダード (Kapa 

Biosciences) 2 µl を混合し、１検体あたり全量を20 µl とした。Primer P1 と

P2の配列は表7に示した。Applied Biosystems® StepOnePlus™リアルタイ

ムPCRシステム (Thermo Fisher Scientific) を用いてPCR反応液を98 °C

で 2分間加熱した後、98 °C で 10秒間、50 °C で 10秒間、68 °C で 45秒間

の加熱を45サイクル繰り返し、最後に融解曲線機能を用いて標的配列以外が増

幅されていないことを確認した。リアルタイムPCRの成績をもとに、精製した

試料を10 mM Tris-HCl バッファー pH8.5 を用いて5 nMに希釈した後、試

料と等量の0.2 N NaOHを加え5分間反応を行うことで1本鎖に変性させた。

変性後の試料にHybridization buffer (Illumina) を加え 2 pMに希釈した。次

に、試料と同様の手順でphiX (Illumina) を 1本鎖に変性した後、Hybridization 

buffer (Illumina) を加え 2 pMに希釈した。試料とphiXを等量混合した溶液

を96 ℃で２分間加熱した後、氷上で5分間以上静置した試料600 µlをMiSeq 

v3 Reagent Kit (Illumina) に供試し、2 × 300bpの条件で高速シーケンサー

MiSeq (Illumina) にて塩基配列を決定した。タイで収集した鶏盲腸便 14 検体

は16S rRNA遺伝子のV3-V4可変領域のPCR終了後、その増幅産物を株式会

社生物技研に冷蔵便で送付し、MiSeq (Illumina) による塩基配列の決定を依頼
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した。塩基配列の決定は Illumina Inc. Part #15044223 Rev.B (Illumina) に

従ってその他の試料と同様に行った。 

Miseq (Illumina) を用いて得られた計 196 検体の塩基配列は DNA Data 

Bank of Japan に登録した。国内で収集した 168 検体の塩基配列におけるア

クセッション番号は DRA007956、国外で収集した 28 検体の塩基配列におけ

るアクセッション番号はDRA008534である。 

 

3) 取得した配列の前処理と細菌分類群の推定 

取得した配列の前処理は複数のソフトウェアを内包するパイプライン Illinois 

Mayo Taxon Organization from RNA Dataset Operations (IM-TORNADO) 

ver. 2.0.3.2 (59) を用いて、東京大学ヒトゲノム解析センターのスーパーコン

ピューターSHIROKANE (http://sc.hgc.jp/shirokane.html) 上で行った。IM-

TORNADOに含まれている、低品質な塩基配列を除去するためのソフトウェア

Trimmomatic のパラメーターを LEADING: 20、 TRAILING: 20、MINLEN: 

180 に変更し、その他のソフトフェアに関するパラメーターは初期設定のまま

使用した。精度の低い配列やキメラ配列を削除した後 IM-TORNADO 内の

mothur (60) を用いて、配列が100%一致していた塩基配列同士をクラスタリ

ングし、1つの operational taxonomic unit (OTU) とした (図 5)。作成した
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OTU を用いて Ribosomal Database Project (RDP) データベース ver. 11 

(Michigan State University, Michigan, U. S. A.) (61) に対して97%を閾値

とした相同性検索を行い、各 OTU の細菌分類群を属レベルで推定した (図 5)。

属名まで推定することのできなかったOTU は推定できる範囲で分類し、末尾に

unclassified と表記した。また、各細菌の分類階級は1文字目に示した (k: 界、

p: 門、c: 綱、o: 目、f: 科、g: 属)。 

処理をした配列のうち 25,000 本を Quantitative Insights Into Microbial 

Ecology (QIIME) ver. 1.9.1 (62) の core_qiime_analyses.py スクリプトを

用いて試料ごとに無作為に抽出し、以後の解析に使用することで試料間の配列

本数の偏りを排除した。得られた配列に属するOTUは推定した分類階級の上位

からアルファベット順に並べ、1から順番に番号を付与した (図 5)。25,000本

が解析に十分な配列本数であるか を判断するために、 QIIME の

alpha_diversity.py スクリプトを用いてGood’s coverageを計算した。また、

決定した配列情報から得た OTU 数を示す希薄化曲線を QIIME の

alpha_rarefaction.py スクリプトを用いて描いた。 
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4) 統計処理と解析 

4-1) 週齢および飼料の違いによる細菌叢の比較 

東北、九州A、および九州Bの養鶏場で週齢ごとに収集した盲腸便168検体

からの塩基配列を解析に使用した。得られた OTU 数とα多様性を表す指数 

(Chao1、Simpson、およびShannon) を週齢および飼料の種類ごとにQIIME

の alpha_diversity.py スクリプトを用いて計算した。検体間でα多様性に有意

差があるかどうかは統計解析フリーソフトR (以後、Rと示す) (63) の NSM3

パッケージの pSDCFlig 関数を使用して、ノンパラメトリック多重比較検定

（Steel‒Dwass）を行い、P値が0.05未満のとき統計的に有意とみなした。 

OTUは 100％一致している塩基配列のまとまりであり、推定された細菌分類

群を同じとする OTU が複数存在している (図 5)。そこで、QIIME の

summarize_taxa_through_plots.py スクリプトを用いて細菌分類群ごとに

OTU をまとめ、平均存在率 2%以上の構成細菌を週齢および飼料の種類ごとに

積み上げ棒グラフを用いて表した。 

各 OTU における平均存在率ごとの出現頻度を Microsoft®Excel for mac 

ver. 16.16.16 (Microsoft Corporation, Washington, U. S. A.) を用いて計

算し、度数分布表で示した。また、各平均存在率区分におけるOTUの全体に占

める割合を円グラフで示した。 
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試料間の構成細菌の違いを比較するために、OTUの代表配列を用いた系統樹

を作成し、比較する2つの試料間の構成細菌の違いをUniFrac 距離として系統

樹の枝長から計算する方法を用いた (64)。構成細菌の存在量を考慮しない

unweighted UniFrac 距離および存在量を考慮するweighted UniFrac 距離の

両方を QIIME の beta_diversity_through_plots.py を用いて計算した。次に、

試料間の距離を 2 次元平面上に投影 (似たものは近くに、異なったものは遠く

に配置) する解析手法である多次元尺度構成法 (multidimensional scaling: 

MDS) を UniFrac 距離に対して行なった。MDS 解析は RのMDS 関数を用い

て行い、Rの ggplot2 パッケージを用いて作図した。作図する際、横軸を第一

主成分、縦軸を第二主成分とした。第一主成分とは、距離行列を元に散布図を作

成した際に、分散が最大となる方向に引いた軸のことであり、第二主成分は第一

主成分に対して直角に引いた軸のことである。作図後、ggplot2 の stat_ellipse 

(type = "norm") 機能を用いて多変量 t分布の95%信頼区間を表す楕円 (95%

確率楕円) を比較する試料ごとに描いた。 

週齢によって存在率が変化した OTU を見つけるために、QIIME の

group_significance.py スクリプトを用いて分散分析 (analysis of variance: 

ANOVA) を行った。1～2週齢、3～4週齢、および5～6週齢で収集した試料

間の変動に対してANOVAを行い、Bonferroni 法で調整したP値が0.05未満
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のとき統計的に有意とみなした。餌付け、後期、および仕上げの飼料を与えてい

る時期に収集した試料についても上記と同様に ANOVA 解析を行い、

Bonferroni 法で調整したP値が0.05未満のとき統計的に有意とみなした。次

に、週齢と飼料の種類によって存在率が変化したOTU数をベン図を用いて比較

した。また、存在率が有意に変化した OTU の平均存在率ごとの出現頻度を

Microsoft®Excel for mac (Microsoft Corporation) で計算し、度数分布表で

示した。細菌分類群に対しても上記と同様に ANOVA 解析を行い、ベン図で示

した。 

 

4-2) 養鶏場および国の違いによる細菌叢の比較 

国内で5～6週齢の時期に収集した盲腸便56検体と、ベトナムおよびタイで

収集した盲腸便28検体の計84検体から得た塩基配列を解析に使用した。α多

様性を 4-1) と同様の方法で計算し、Steel‒Dwass 検定を用いて比較し、P 値

が0.05未満のとき統計的に有意とみなした。また、積み上げ棒グラフを用いて

各養鶏場の主要な構成細菌を 4-1) と同様の方法で示した。また、MDS解析を

4-1) で記した方法と同様に行い、養鶏場ごとの構成細菌を比較した。 

細菌叢におけるバイオマーカーを発見するためのツール Linear 

discriminant analysis effect size (LEfSe) を用いた解析を行った (65)。
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LEfSe 解析は複数の細菌叢のデータを対象に、集団の違いを示し得る特徴的な

OTUを統計学的に抽出することができる解析である。本研究では日本、ベトナ

ム、およびタイの養鶏場で飼育されたニワトリの盲腸便細菌叢の違いを特徴付

ける OTU を探索するために LEfSe 解析を用いた。LEfSe 解析のパラメーター

はANOVA: P < 0.01、 ウィルコクソンの順位和検定: P < 0.01、および LDA

スコア (log10) < 2.5 に変更し、その他のパラメーターは初期設定のままで使用

した。 

 

4-3) C. jejuni の有無による細菌叢の比較 

国内の養鶏場で5～6週齢の時期に収集した盲腸便56検体、およびベトナム

の 2 鶏群から収集した盲腸便 14 検体の計 70 検体から得た塩基配列を解析に

使用した。解析を行うにあたって試料がC. jejuni 陽性か陰性かは第1章で行っ

たNested PCRの成績を参照した。α多様性を4-1) と同様の方法で計算し、

ウェルチのT検定を用いて比較し、P値が0.05未満のとき統計的に有意とみな

した。 

C. jejuni 陽性試料にのみ存在している細菌を調査するために、各養鶏場で収

集した陽性試料の半数以上に存在している、かつ陰性試料には存在しないOTU

を抽出した。 
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陽性試料で有意に存在率が高いOTUを調査するために、陽性および陰性試料

間でウェルチの T 検定を行い、P 値が 0.05 未満のとき統計的に有意とみなし

た。また、ベン図を用いて陽性試料で有意に存在率が高いOTUを養鶏場間で比

較した。 

C. jejuni 陽性試料で特徴的な OTU を探索するために陽性および陰性試料間

で 4-2) と同様に LEfSe 解析を行った。また、ベン図を用いて陽性試料で特徴

的なOTUを養鶏場間で比較した。 

 

3. 成績 

1) データの基本情報 

塩基配列を決定した結果、計18,930,423本の配列が196検体の盲腸便試料

から得られ、OTU は 3,696 個形成された。得られた OTU に対し 97％を閾値

とした相同性検索を行った結果、OTU は 231 個の細菌分類群に割り当てられ

たが、そのうち58個は属レベルまで分類できなかった。また、Campylobacter

に属するOTUは 7個存在していた。第1章で行ったNested PCRでC. jejuni

遺 伝子が検出された試料からは 16S rRNA 遺伝子増幅産物でも

Campylobacter 遺伝子が検出され、その一致率は84%であった。 
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配列情報から得た OTU 数を示す希薄化曲線において、抽出した配列本数 

(25,000 本) で曲線は横軸に対して平行に近づいた (図 6)。また、Good’s 

coverageはすべてのサンプルで98.3％以上であった。 

 

2) 週齢および飼料の種類による細菌叢の違い 

OTU 数と Chao1 指数は、週齢の増加、および飼料の切り替えによって有意

に増加した（図7A、B）。同様に、Simpson指数とShannon指数も週齢の増

加および飼料の切り替えによって有意に増加した (図 7C、D)。存在率2%以上

の主要な構成細菌分類群のうち f_Lachnospiraceae ; g_unclassified は 1 週

齢から 2 週齢および餌付けから後期の飼料への切り替えで存在率が低下したが 

(図 8)、その他の細菌分類群は週齢や飼料の種類による大きな違いは認められな

かった。また、OTUの 90%以上は平均存在率が0.05%未満であったことから、

盲腸便細菌叢は主に存在率が低い OTU で構成されていることがわかった (図

9A)。一方で、存在率が高いOTUは、数は少ないものの、全体に占める割合は

大きく、平均存在率 0.05%以上のOTU は構成細菌全体の 81.3%、平均存在率

0.01%以上のOTUは全体の97.1%を占めていた (図 9B)。 

Unweighted UniFrac 距離を用いたMDS解析では、5～6週齢の時期に収集

した試料を示す点は互いに近い位置にプロットされ、95%確率楕円の半径は 1



����

～2 週齢および 3～4 週齢に収集した試料を示す確率楕円の半径よりも小さか

った (図 10A)。同様に、仕上げの飼料を与えていた時期に収集した試料を示す

点も互いに近い位置にプロットされ、95%確率楕円の半径は小さかった (図

10B)。また、1～2週齢と5～6週齢、餌付けと仕上げの飼料を与えていた時期

に収集した試料を示す点はそれぞれ離れた場所にプロットされ、95%確率楕円

は重ならなかった (図 10A、B)。次に、週齢および飼料の種類ごとにデータを

分けて MDS 解析を行った結果、3～4 週齢、5～6 週齢、および仕上げの飼料

を与えている時期に収集した試料では、一部 95%確率楕円が重なる部分はある

ものの、各試料でクラスターを形成し、養鶏場間の違いが認められた (図 11)。

一方、wseighted UniFrac 距離を用いたMDS解析では、週齢および飼料の種

類ごとに描かれた95%確率楕円は全て重なっていた (図 10C、D)。 

週齢の変化 (1～2週齢、3～4週齢、および5～6週齢) により244個のOTU

は存在率が有意に変化していた (図 12A)。また、飼料の種類により存在率が有

意に変化したOTUは 386個あり、そのうち 196個は週齢の変化によっても存

在率が有意に変化していた (図 12A)。これらの計434個のOTUについて、平

均存在率を調査した結果、半数以上の OTU は平均存在率が 0.05%未満であっ

た (図 12B)。次に、週齢および飼料の種類により存在率が有意に変化した細菌

分類群を調査したしたところ、f_Carnobacteriaceae ; g_unclassified、 
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g_Lactobacillus、および f_Ruminococcaceae ; g_Clostridium_V は週齢で

のみ存在率が有意に変化しており (図 13)、そのうち f_Carnobacteriaceae ; 

g_unclassified と g_Lactobacillus は週齢の増加とともに存在率も増加した。

一方、10個の細菌分類群が飼料の種類でのみ存在率が有意に変化していた (図

13)。そのうち、g_Anaeroplasmaと g_Enterococcus は飼料の切り替えによ

って存在率が低下し、g_Atopostipes、g_Brevibacterium、c_Clostridia ; 

o_unclassified; f_unclassified; g_unclassified 、 g_Intestinimonas 、

g_Ruminococcus、および f_Syntrophomonadaceae ; g_unclassified は飼

料の切り替えによって存在率が増加していた。g_Campylobacter を含む 31個

の細菌分類群は週齢および飼料の種類の変化の両方で存在率が有意に変化して

いた。 

 

3) 養鶏場および国による細菌叢の違い 

OTU 数と Chao1 指数は九州 B が他の養鶏場よりも有意に高かったが、

Simpson指数とShannon指数は九州Bと他の養鶏場の間で有意な差は認めら

れなかった (図 14)。また、東北よりも九州 A の OTU 数は有意に多かったが、

多様性指数では有意な差が認められなかった (図 14)。存在率2%以上の主要な

構成細菌分類群はベトナムとタイでf_Lachnospiraceae ; g_unclassifiedの存
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在率が高く、g_Lactobacillus の存在率が低いようであった (図 15)。その他の

細菌分類群は養鶏場間で大きな違いは認められなかった (図 15)。 

Unweighted UniFrac 距離を用いた養鶏場ごとのMDS 解析では、東北と九

州 B を示す 95%確率楕円の大部分が重なっていた (図 16A)。また、その他の

試料は各養鶏場ごとにクラスターを形成したが、95%確率楕円の一部は重なっ

ていた (図 16A)。Weighted UniFrac 距離を用いた養鶏場ごとのMDS解析で

は東北とタイの試料は離れた位置にプロットされたが、その他の養鶏場を示す

95%確率楕円は全て重なっていた (図 16B)。 

日本、ベトナム、およびタイの試料を用いて行ったLEfSe解析ではベトナム

で5個、タイで8個のOTUが各国の特徴的なOTUとして確認された (図17)。

一方、日本に特徴的なOTUは確認できなかった (図 17)。 

 

4) C. jejuni の有無による細菌叢の違い 

国内で 5～6週齢の時期に収集した試料について、養鶏場ごとにC. jejuni 陽

性および陰性試料間でα多様性を比較した結果、有意な差は認められなかった。

また、図 18 で示すように、日本の試料でC. jejuni 陽性および陰性試料間でα

多様性を比較しても、その違いは認められなかった。ベトナムで収集した試料で

はSimpson指数とShannon指数が陽性試料で陰性試料よりも有意に高かった
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が (図 18C、D)、OTU 数と Chao1 指数では有意な差は認められなかった (図

18A、B)。 

C. jejuni 陽性試料の半数以上に存在し、陰性試料には存在しなかった OTU

は、g_Campylobacter に属するOTUを除き、東北、九州A、および九州Bで

それぞれ 2 個、6 個、および 1 個確認されたが、それらは養鶏場間で共通しな

かった (表 8)。また、ベトナムで収集した試料のうち、陽性試料の半数以上に

存在し、陰性試料には存在しなかった OTU は Campylobacter に属する OTU

を除き1140個確認された。 

C. jejuni 陽性試料で有意に存在率が高いOTUは、g_Campylobacter に属す

るOTUを除き、東北、九州A、九州B、およびベトナムでそれぞれ12個、63

個、20個、および134個確認され、上記の4養鶏場で共通のOTUは存在しな

かった (図 19A)。また、上記のうち 55 個の OTU は養鶏場によっては陰性試

料で有意に存在率が高かった。 

C. jejuni 陽性試料で特徴的な OTU を LEfSe 解析により調査した結果、

g_Campylobacter に属するOTUを除き、東北、九州A、九州B、およびベト

ナムでそれぞれ 1 個、19 個、7 個、および 42 個の OTU が確認されたが、上

記の 4養鶏場で共通するOTU は認められなかった (図 19B)。また、上記のう

ち3個は、養鶏場によっては陰性試料に特徴的なOTUとして検出された。 
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4. 考察 

本研究では商業用に飼育されたニワトリを研究対象としているため、盲腸内

細菌叢を調査するために屠殺し、盲腸を試料として使用することは難しい。そこ

で著者は、多様性、豊富さ、および構成細菌の組成が盲腸の細菌叢と非常に類似

していることが過去に示された盲腸便に対し細菌叢解析を行った (66)。本研究

で得られた成績では、盲腸便の主要な構成細菌は実験用に飼育されたニワトリ

に 関 す る 以前 の 報告 と 一致 し て おり  (66) 、 f_Lachnospiraceae ; 

g_unclassified 、 g_Lactobacillus 、 お よ び f_Ruminococcaceae ; 

g_unclassified が主要な構成細菌であったことから (図 8、15)、本研究で解析

した盲腸便の細菌叢においてもニワトリ盲腸内細菌叢の特徴を反映していたと

考えられた。本章の16S rRNA遺伝子領域を標的とした細菌叢解析では属レベ

ルで細菌分類群の推定を行なったため、C. jejuni/C. coliの区別はつかなかった。

また、第１章のNested PCRよりもCampylobacter 遺伝子の検出率が低かっ

たことから、C. jejuni/C. coli 陽性および陰性試料間で比較を行う際はNested 

PCRの成績を使用した方が良いと考えられた。 

ニワトリの盲腸の細菌叢に関するこれまでの報告は実験用に飼育されたニワ

トリによるものが多いため、まずは、本研究で用いた商業用のニワトリの盲腸便

細菌叢を明らかにすることを目的とし調査を行なった。その結果、実験用のニワ
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トリでの報告と一致して (67‒70)、商業用のニワトリも週齢が上がるにつれて

盲腸便細菌叢の多様性は増加していた (図 7)。一方で、飼料の切り替えでも盲

腸便細菌叢の多様性は増加したが (図 7)、飼料はニワトリの成長に応じて切り

替えられたため、飼料の種類だけではなく週齢の影響も受けて多様性が増加し

たと考えられた。Unweighted UniFrac 距離のMDS 解析では、週齢の増加お

よび飼料の切り替えに応じて構成細菌の種類が試料間で類似する、すなわち個

体差が小さくなることが示された (図 10A、B)。これは実験用のニワトリでの

週齢に関する研究と同様の成績であり (55, 71)、多様性が増加することで盲腸

便細菌叢が安定化し、ニワトリ間での差が小さくなったと思われた。一方、

weighted UniFrac 距離のMDS解析では、週齢や飼料の種類の違いによる構成

細菌の違いは認められなかった (図 10C、D)。Weighted UniFrac 距離では、

存在量の少ない要素が UniFrac 距離に与える影響は小さくなることが示されて

いる (72)。したがって、weighted UniFrac 距離のMDS解析では、存在率が

高いOTUの影響を受けたため、組成に変化が認められなかったと思われた。つ

まり、存在率が高い構成細菌の組成は大きく変化しないことが示された。そこ

で、各OTUの平均存在率ごとの出現頻度を調べると、盲腸便細菌叢の大部分が

存在率の低いOTUで占められていた (図 9A)。これらの成績より、ニワトリ盲

腸便細菌叢は週齢や飼料の種類の変化により存在率の低い細菌が影響を受け、
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組成が変化することが示された。したがって、ニワトリ盲腸便細菌叢の変化を調

査する際には存在率の低い細菌にも着目する必要があると考えられた。 

次に、週齢や飼料の種類の影響を受けて存在率が変化した OTU を ANOVA

により調査した。まず、有意に存在率が変化したOTUの平均存在率を確認した

ところ、半数以上が平均存在率 0.05%以下と低かった。したがって、存在率の

低い細菌により盲腸便細菌叢が変化したことが再確認された (図 12B)。飼料は

ニワトリの成長に応じて切り替えられたため、盲腸便細菌叢の変化を週齢と飼

料の種類で区別して評価することは困難である。しかし、飼料の種類でのみ存在

率が変化したOTU数の方が週齢の変化でのみ存在率が変化したOTU数よりも

多かったことから (図 12A)、飼料の種類が盲腸便細菌叢に与える影響は大きい

と思われた。飼料の種類で存在率が変化した細菌分類群の１つとして

g_Enterococcus が挙げられ (図 13)、飼料の切り替えに応じて存在率が低下

した。ニワトリに日和見感染を起こす病原細菌としてEnterococcus faecium

およびEnterococcus faecalis が知られており、これらの薬剤耐性菌の存在が

深刻な問題となっている (73, 74)。さらに、近年Enterococcus cecorumの

ニワトリへの感染による経済的損失も問題となっている (75)。本研究の成績は

飼料の切り替えとg_Enterococcus の因果関係を示すものではないが、飼料の

切り替えに応じて多様性の増加と盲腸便細菌叢の安定化が進み、その結果
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g_Enterococcus の存在率が減少したのであれば、Enterococcus の対策に飼

料の切り替え時機の調整が利用できる可能性がある。一方、週齢により存在率が

変化した細菌分類群としてはg_Lactobacillus が挙げられ (図 13)、存在率は週

齢に応じて増加したが、これは実験用に飼育されたニワトリでの成績と一致し

なかった (76, 77)。本研究で用いた商業用のニワトリでは、プロバイオティク

スとしてLactobacillus が与えられたため、異なる成績が得られた思われた。ま

た、g_Campylobacter は週齢と飼料の種類、およびその両方の影響を受けてい

るようであった (図 13)。飼料の種類の切り替えとC. jejuni の定着に関係があ

ることは、実験的に飼育されたニワトリで最近報告されており (69)、本研究で

初めて商業用のニワトリでも関連が認められた。 

以前の研究で、飼育場所により盲腸内細菌叢の組成が異なることが実験用の

ニワトリと商業用のニワトリの両方で示されたが (78, 79)、図 10 で示すよう

に、1～6週齢の試料を用いたMDS解析では養鶏場による構成細菌の違いは認

められなかった。一方で、週齢や飼料の種類ごとにMDS解析を行うと、養鶏場

間の違いが明瞭になった (図 11)。以上より、週齢や飼料の種類が盲腸便細菌叢

に与える影響が大きいため、異なる週齢、あるいは飼料を与えたニワトリを用い

て細菌叢を比較すると養鶏場の違いを確認することが困難になると思われた。

実験用のニワトリでのこれまでの報告は週齢、飼料、あるいは飼育場所の違いに
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より細菌叢が受ける影響を別々に比較するものであり(55, 69, 71, 78, 79)、そ

れらの因子の関係性を総合的に示すものではなかった。したがって、飼育場所の

違いによる細菌叢の変化よりも週齢や飼料による変化の方が大きいことが本研

究で初めて示された。 

日本の試料で養鶏場の違いが明確に現れた 5～6 週齢のニワトリ盲腸便試料

と、タイおよびベトナムで収集した同様の試料とを比較したところ、それらの構

成細菌の組成は国ごとに異なる傾向が認められた (図 16A)。しかし、LEfSe解

析で日本に特徴的なOTU存在はしなかったことから (図 17)、国によってニワ

トリ盲腸便細菌叢は異なるが、その違いは大きいとは言えなかった。ベトナムの

試料で特徴的だとされた g_Collinsella は主にヒト腸内に存在する細菌であり 

(80)、飼育員からニワトリへ伝播した可能性がある。ヒト腸内からニワトリへの

細菌の伝播についてはこれまでに調査がなされていないため、今後、ヒトとニワ

トリの腸内細菌叢の変化を関連づけて解析することは興味深い事柄である。特

に、その存在が未だ明確にされていない C. jejuni/C. coli 無症状保菌者の割合

についても調査し、C. jejuni/C. coli がヒトからニワトリへ伝播する可能性も含

めて汚染源を特定する必要があると考えられた。 

以上より、整えられた環境下で飼育される実験用のニワトリとは異なり、商業

用のニワトリは週齢の変化だけではなく、飼料の種類や養鶏場、国の違い等、
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様々な要因の影響を受け、盲腸便細菌叢が変化すると考えられた。したがって、

C. jejuni 陽性および陰性試料間で比較を行う際には日齢や飼料の種類、地理的

条件を統一する、あるいは個体差が小さいとされた5～6週齢もしくは仕上げの

飼料を与えている時期に収集した試料を用いる必要があると思われた。上記の

成績をふまえてC. jejuni 陽性および陰性試料間で盲腸便細菌叢を比較したとこ

ろ、実験用に飼育されたニワトリでの成績と一致して (70)、ベトナムでは陰性

試料よりも陽性試料の多様性が有意に高かった (図 18)。しかし、日本では陽性

および陰性試料間で多様性の違いは認められなかったため、この傾向は普遍的

ではないと思われた。また、C. jejuni 陽性試料のみに存在する OTU は日本の

養鶏場でほとんど確認できなかったことから (表 8)、C. jejuni による汚染が盲

腸便細菌叢の変化に及ぼす影響は小さいと思われた。一方で、ベトナムの C. 

jejuni 陽性試料のみに存在するOTU数は多かったが、C. jejuni 陽性および陰性

鶏群で 1 週齢以上の差があるため、得られた成績は週齢による影響を受けたと

思われた。 

C. jejuni 陽性試料で有意に存在率が高い、あるいは陽性試料で特徴的なOTU

を調査した結果、いくつかのOTUが確認されたものの、それらは養鶏場間で共

通しなかった (図 19)。さらに、陽性試料で有意に存在率が高い、あるいは特徴

的だとされたにも拘らず、他の養鶏場では陰性試料で有意に存在率が高い、ある
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いは特徴的だとされたOTUも存在し、養鶏場間で相反する成績が得られた。以

上のように、C. jejuni 陽性および陰性試料のそれぞれを特徴付ける OTU は確

認できなかったことから、汚染源が複数存在する、C. jejuni と共にニワトリを

汚染した細菌は腸内に定着せず排除された、あるいは汚染源の細菌叢とニワト

リの盲腸便細菌叢が類似している可能性が示された。汚染源が複数存在するた

め共通する変化が認められなかった場合は、より多くの鶏群から試料を収集し

て陽性試料間で比較し、共通の汚染源を持つ鶏群を探索することで汚染源を特

定できる可能性がある。一方で、同時に汚染した細菌の中でC. jejuni のみがニ

ワトリ腸内に定着できた場合、汚染源からC. jejuni を含む複数の細菌がニワト

リを汚染した後、C. jejuni 以外の細菌が排除されることで徐々に元の組成に戻

ったと考えられる。したがって、C. jejuni のニワトリへの定着能に関する調査、

および汚染が起きた直前と直後の日齢での構成細菌の比較が必要だと思われた。

また、汚染源の細菌叢とニワトリの盲腸便細菌叢が類似しているため陽性およ

び陰性試料間で違いが認められなかった場合は、血清型や遺伝子型を用いて汚

染源の候補とニワトリ間での細菌の伝播について更に調査をする必要があると

思われた。本研究でC. jejuni/C. coli のニワトリへの定着能、または汚染源の細

菌叢に関する予測を提示したことは、今後の汚染源特定に大いに貢献するもの

と期待される。 
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5. 要約 

第 1 章と第２章でC. jejuni/C. coli の主要な汚染源を特定するには至らなか

ったため、第３章では第１章で収集した盲腸便試料を使用し、C. jejuni 陽性試

料に共通して存在する細菌を検出し、それらの由来から、汚染源の特定を試み

た。また、商業用のニワトリの盲腸便細菌叢を明らかにすることも目的とし調査

を行なった。その結果、存在率の高い細菌は週齢や飼料の種類が変化しても大き

く変化せず、存在率の低い細菌が変動していた。また、週齢の増加や飼料の切り

替えによって細菌叢の多様性は高くなり、構成細菌の種類は試料間で類似する、

すなわち、個体差は小さくなるようであった。さらに、週齢の変化や飼料の種類

の切り替えよりも影響は小さいものの、養鶏場や国の違いも盲腸便細菌叢に影

響を与えていた。以上より、整えられた環境下で飼育される実験用のニワトリと

は異なり、商業用のニワトリは週齢だけではなく、飼料の種類や養鶏場、国の違

い等の様々な影響を受け、盲腸便細菌叢が変化すると考えられた。次に、C. jejuni

陽性および陰性試料間で盲腸便細菌叢を比較したが違いは確認できなかった。

陽性および陰性試料間で違いが確認できない理由としては、汚染源が複数存在

する、C. jejuni と共にニワトリを汚染した細菌は腸内に定着せず排除された、

あるいは汚染源の細菌叢とニワトリの盲腸便細菌叢が類似している可能性が示

された。 



����

総括 

本研究は Campylobacter 食中毒の主な原因細菌である C. jejuni/C. coli の

主要な汚染源を推定することで、ニワトリへの C. jejuni/C. coli 汚染を防止す

ることを目的として行なった。第 1 章では汚染および非汚染養鶏場の相違点を

調査することで、汚染源の推定を試みた。その結果、養鶏場を汚染あるいは非汚

染養鶏場として区別することはできず、飼育と出荷の時機が異なる鶏群ごとに

汚染の有無は異なることが示された。また、清掃後の鶏舎からは C. jejuni/C. 

coli 遺伝子が検出されなかったことから、C. jejuni/C. coli は鶏舎の適切な清掃

と消毒により排除され、鶏舎内に残存し続ける C. jejuni/C. coli が汚染源にな

るというよりもむしろ、毎回新たに汚染が起こると思われた。さらに、C. 

jejuni/C. coli による鶏舎の汚染時期は不定期であること、消毒後の長靴底から

C. jejuni/C. coli が検出されたことから、鶏舎に頻繁に出入りする飼育員の長靴

を介して汚染が起こる可能性が示された。ただし、C. jejuni/C. coli 遺伝子が検

出されなかった鶏舎内使用の長靴もあったことから、確実な消毒により長靴か

らも C. jejuni/C. coli は排除可能であり、汚染を制御できると考えられた。ま

た、1週齢のニワトリからもC. jejuni 遺伝子が検出されたため、それらのニワ

トリは鶏舎に導入された後だけではなく、導入前に汚染された可能性もあると

思われた。したがって、孵卵場の職員や環境からの汚染についても今後調査する
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必要があると思われた。次に、鶏舎外でのC. jejuni/C. coli 汚染調査を行なった

ところ、排水溝からC. jejuni 遺伝子が検出されたため、鶏舎からの排水が汚染

源となり得ることが示された。 

第２章で野生動物での C. jejuni/C. coli 汚染調査を行なった結果、アライグ

マ、シカ、およびイノシシの糞便からC. jejuni/C. coli 遺伝子が検出されたこと

から、上記の野生動物が汚染源の候補だと考えられた。一方で、アライグマ、シ

カ、およびイノシシは生息域に偏りがあるため、これらが日本における共通の汚

染源とは考えにくかった。また、どのような動物種が養鶏場敷地内に侵入したの

かを赤外線カメラを用いて確認したところ、複数の動物種が鶏舎の間近まで侵

入していたため、それらの動物の糞便を踏むことで長靴が汚染される可能性が

示された。野生動物はC. jejuni/C. coli だけではなくSalmonella 等その他の病

原微生物を複数持っている可能性があるため十分な注意が必要だと言える。 

第３章では C. jejuni/C. coli による汚染が起こる際、汚染源で共存するその

他の細菌も共にニワトリを汚染し、腸管内に定着すると考え、C. jejuni/C. coli

の共存細菌を推定し、その由来から汚染源を特定することを試みた。また、細菌

叢に関する報告は実験用に飼育されたニワトリによるものが多いため、商業用

のニワトリの盲腸便細菌叢の特徴を調査することも目的とした。細菌叢の組成

を調べた結果、ニワトリの成育や飼料の切替えに伴って、存在率の高い細菌は変
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動せず、存在率の低い細菌が変動したため、ニワトリ盲腸便細菌叢の変化を調査

する際には存在率の低い細菌に着目する必要があると考えられた。また、整えら

れた環境下で飼育される実験用のニワトリとは異なり、商業用のニワトリは飼

料の種類や養鶏場、国の違い等、様々な要因からの影響を受け、盲腸便細菌叢が

変化することが示された。一方で、C. jejuni 陽性および陰性試料間での盲腸便

細菌叢の違いは確認できなかった。したがって、汚染源が複数存在する、C. jejuni

と共にニワトリを汚染した細菌は腸管内に定着しない、あるいは、汚染源の細菌

叢とニワトリの盲腸便細菌叢が類似していたため、陽性および陰性試料間で細

菌組成に違いが認められなかったと思われた。また、ベトナムで収集した試料で

ヒト腸内からニワトリへ伝播した可能性のある細菌が確認できたことから、今

後、ヒトの腸内細菌叢との関連、特にC. jejuni/C. coli 無症状保菌者の割合につ

いても調査し、C. jejuni/C. coli がヒト腸内からニワトリへ伝播する可能性も含

めて解析する必要があると考えられた。 

本研究で C. jejuni/C. coli の動態を明らかにしたことで、長靴の消毒法の見

直しをする等、鶏舎に C. jejuni/C. coli を持ち込まないための対策を講じるこ

とで、ニワトリへのC. jejuni/C. coli 汚染を防止できる可能性が示唆された。さ

らに、養鶏場の鶏舎に導入する前のニワトリと接触する孵卵場の環境や職員か

らの伝播の可能性が疑われたこと、ヒトからニワトリへ細菌が伝播したと思わ
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れる成績が得られたことから、今後はワンヘルスの概念から養鶏場や、野生動

物、環境だけではなく、例えば人が保有する細菌についても調査を行うことでC. 

jejuni/C. coli の汚染源を特定できる可能性がある。 
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表1. 収集した昆虫等 

養鶏場 昆虫等の一般名 (学名) 検体数 

東北 

オンブバッタ (Atractomorpha lata) 2 

ハラオカメコオロギ (Loxoblemmus campestris) 1 

ワラジムシ (Porcellio scaber) 2 

関東 

エンマコオロギ (Teleogryllus emma) 4 

オンブバッタ (Atractomorpha lata) 9 

コカマキリ (Statilia maculata) 2 

テントウムシの幼虫 (Coccinella) 1 

ハラオカメコオロギ (Loxoblemmus campestris) 3 

ヒゲジロハサミムシ (Anisolabella marginalis) 1 

九州B 

エンマコオロギ (Teleogryllus emma) 2 

オンブバッタ (Atractomorpha lata) 1 

クルマバッタ (Gastrimargus marmoratus) 1 

クルマバッタモドキ (Oedaleus infernalis) 1 

コバネイナゴ (Oxya yezoensis) 1 

ショウリョウバッタ (Acrida cinerea) 2 

トノサマバッタ (Locusta migratoria) 6 
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表5. 山口大学から分与された試料における季節ごとのC. jejuni/C. coli 遺伝子

の検出成績 

動物種 季節 (月) 
陽性検体数 / 総検体数 (%) 

C. jejuni C. coli C. jejuni/C. coli * 

シカ 

春 (3～5月) 1/24 
(4.2%) 

3/24 
(12.5%) 

3/24 
(12.5%) 

夏 (6～8月) 2/21 
(9.5%) 

5/21 
(23.8%) 

5/21 
(23.8%) 

秋 (9～11月) 3/16 
(18.8%) 

2/16 
(12.5%) 

3/16 
(18.8%) 

冬 (1～2、12月) 2/14 
(14.3%) 

1/14 
(7.1%) 

2/14 
(14.3%) 

イノシシ 

春 (3～5月) 0/18 
(0%) 

0/18 
(0%) 

0/18 
(0%) 

夏 (6～8月) 0/8 
(0%) 

3/8 
(37.5%) 

3/8 
(37.5%) 

秋 (9～11月) 0/21 
(0%) 

0/21 
(0%) 

0/21 
(0%) 

冬 (1～2、12月) 2/28 
(7.1%) 

3/28 
(10.7%) 

4/28 
(14.3%) 

* C. jejuni あるいは C. coli のどちらか一方あるいは両方が陽性の検体。 
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表6. 山口大学から分与された試料における年ごとのC. jejuni/C. coli 遺伝子の
検出成績 

動物種 年 陽性検体数 / 総検体数 (%) 
C. jejuni C. coli C. jejuni/C. coli * 

シカ 

2014 4/8 
(50.0%) 

3/8 
(37.5%) 

4/8 
(50.0%) 

2015 4/38 
(10.5%) 

5/38 
(13.2%) 

6/38 
(15.8%) 

2016 0/14 
(0%) 

2/14 
(14.3%) 

2/14 
(14.3%) 

2017 0/5 
(0%) 

1/5 
(20.0%) 

1/5 
(20.0%) 

2018 0/8 
(0%) 

0/8 
(0%) 

0/8 
(0%) 

2019 0/2 
(0%) 

0/2 
(0%) 

0/2 
(0%) 

イノシシ 

2014 0/16 
(0%) 

3/16 
(18.8%) 

3/16 
(18.8%) 

2015 1/16 
(6.3%) 

3/16 
(18.8%) 

3/16 
(18.8%) 

2016 0/12 
(0%) 

0/12 
(0%) 

0/12 
(0%) 

2017 1/13 
(7.7%) 

0/13 
(0%) 

1/13 
(7.7%) 

2018 0/13 
(0%) 

0/13 
(0%) 

0/13 
(0%) 

2019 0/5 
(0%) 

0/5 
(0%) 

0/5 
(0%) 

* C. jejuni あるいは C. coli のどちらか一方あるいは両方が陽性の検体。 
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表8. 日本の養鶏場でC. jejuni 陽性試料にのみ存在したoperational 
taxonomic unit (OTU) 

 

* 各細菌の分類階級は1文字目に示した (p: 門、c: 綱、o: 目、f: 科、g: 属)。 

*1 p_Bacteroidetes ; c_unclassified; o_unclassified; f_unclassified; g_unclassified 

*2 p_Firmicutes ; c_unclassified; o_unclassified; f_unclassified; g_unclassified 

*3 c_Alphaproteobacteria ; o_unclassified; f_unclassified; g_unclassified 

*4 o_Bacteroidales ; f_unclassified; g_unclassified 

 

養鶏場 細菌分類群* OTU 

東北 
p_Bacteroidetes *1 OTU495 

g_Lactobacillus OTU1488 

九州A 

p_Firmicutes *2 OTU940 

c_Alphaproteobacteria *3 OTU3472 

o_Bacteroidales *4 OTU508、OTU518 

g_Lactobacillus OTU1423 

g_Streptococcus OTU1513 

九州B g_Alistipes OTU754 
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図6. 決定した配列情報から得たOTU数を示す希薄化曲線 

各養鶏場における希薄化曲線を異なる色を用いて示した。 
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(A
) 
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率
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が
全
体
に
占
め
る
割
合
。
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率
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区
分
を
異
な
る
色
で
示
し
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図10. ニワトリ盲腸便細菌叢情報に対する週齢および飼料の種類ごとの

multidimensional scaling (MDS) 解析 

(A、B) Unweighted UniFrac距離、(C、D) weighted UniFrac距離を用いて解

析を行い、各養鶏場を● (東北)、■ (九州A)、および▲ (九州B) で示した。(A、

C) 各試料を収集した時期を赤色 (1～2週齢)、緑色 (3～4週齢)、および青色(5

～6週齢) で示した。また、95%確率楕円を週齢ごとに示した。(B、D) 試料を

収集した時に与えていた飼料の種類を赤色 (餌付け)、緑色 (後期)、および青色 

(仕上げ) で示した。95%確率楕円を飼料の種類ごとに示した。
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図14. ニワトリ盲腸便細菌叢における養鶏場ごとの多様性指数 

(A) OTU数、(B) Chao1指数、(C) Simpson指数、(D) Shannon指数。 

(* P < 0.05、** P < 0.01、*** P < 0.001) 
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図16. ニワトリ盲腸便細菌叢情報に対する養鶏場ごとのMDS解析 

(A) Unweighted UniFrac距離、(B) weighted UniFrac距離を用いて解析を行

い、各養鶏場を● (東北)、■ (九州A)、▲ (九州B)、◆ (ベトナム)、および ▼ 

(タイ) で示した。日本については5～6週齢の時期に収集した試料のデータを使

用した。95%確率楕円を養鶏場ごとに描いた。 
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図18. C. jejuni 陽性あるいは陰性だったニワトリ盲腸便細菌叢での多様性指数 

(A) OTU数、(B) Chao1指数、(C) Simpson指数、(D) Shannon指数。 

(* P < 0.05) 
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 図
19
.  
C.
 je
jun
i 陽
性
だ
っ
た
ニ
ワ
ト
リ
盲
腸
便
細
菌
叢
で
有
意
に
存
在
率
が
高
い
あ
る
い
は
特
徴
的
な
OT
U 

(A
) C
. je
jun
i 陽
性
試
料
で
有
意
に
存
在
率
が
高
か
っ
た
OT
U数
、
(B
) L
Ef
Se
解
析
で
C.
 je
jun
i 陽
性
試
料
で
特
徴
的
だ
と
さ
れ
た
OT
U数

を
ベ
ン
図
で
示
し
、
養
鶏
場
間
で
比
較
し
た
。
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