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離乳期のブタの糞便をサンプルとして，T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism) 法による腸内細菌叢の解析を行った。ユニバーサルプライマーによる解析

では細菌叢全体を把握することが可能であり，乳酸菌特異的プライマーやBifidobacterium 
特異的プライマーによる解析では菌属を限定してその消長を評価できることを示した。 

 

１．はじめに 

 動物の腸管には様々な細菌が棲みついており，

互いに共生・拮抗しながら絶えず増殖を繰り返し，

複雑な生態系を形成している。腸内細菌叢を構成

する細菌の中には，食物の分解，免疫賦活，病原

性菌の定着阻止など種々の生理作用を有するもの

が知られ，動物の健康と密接に関連している。 

 一方，養豚場において出生後しばらくは子豚に

母乳が与えられるが，離乳期を境に固形飼料に切

り替えられる。その変化に腸管が適応しにくいた

め，病原性菌が付着し下痢等の疾病が発生しやす

いと考えられている。対策として抗菌製剤が広く

使用されているが，薬剤耐性菌発生への懸念から

その使用が控えられる傾向にある。このような背

景を受けて，生菌製剤による生体への保健効果が

注目されている。プロバイオティクス資材等の多

くの製品が市販されているが，養豚用資材ではそ

の効果を検証した報告は少ない。 

 本研究では，これらの効果が期待される資材を

科学的に評価することを目標に，T-RFLP法によ

るブタの腸内細菌叢の解析を行った。 

 

２．実験方法 

２.１ サンプルの回収 

 離乳期を挟む生後2週目から4週目までのブタ

を3試験区分に分け，異なる3種類の飼料を給与し

た（表1）。給与前，離乳直前，離乳直後，終了

時に糞便を回収し解析用サンプルとした（図1）。 
 

表１ 試験区分と給与した飼料 

 
 

 
図１ サンプル回収のタイミング

表２ T-RFLP解析にて使用したプライマー

  

試験区分 給与した飼料

対照区 通常飼料

試験区1 通常飼料+ 生菌製剤1
試験区2 通常飼料+ 生菌製剤2

2週齢 4週齢3週齢

離乳

1週齢分娩

給与前
離乳
直後

離乳
直前 終了時

餌付け

試験期間

区分 プライマー 蛍光修飾 塩基配列
ｱﾆｰﾘﾝｸﾞ
温度

PCR
ｻｲｸﾙ

ユニバーサル
27F D4 5‘-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3‘

50℃ 30
519R D3 5‘-GWATTACCGCGGCKGCTG-3‘

乳酸菌特異的
27F D4 5‘-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3‘

63℃ 35
Lab-677R D3 5‘-CACCGCTACACATGGAG-3‘

Bifidobacterium特異的
Bif-164F － 5‘-GGGTGGTAATGCCGGATG-3‘

62℃ 40
Bif-662R D4 5‘-CCACCGTTACACCGGGAA-3‘



 

 

２.２ T-RFLP解析 
 解析は各試験区分につき1頭ずつ，合計3頭につ

いて実施した。サンプルから抽出したDNAを鋳型

として， PCR反応により16S rRNA遺伝子の前半

部分（約0.5k bp）を増幅した。反応液の総量は

50µLとし，プライマーはユニバーサル，乳酸菌特

異的，Bifidobacterium 特異的の各組をそれぞれ

用いた（表2）。アガロース電気泳動によりバン

ドの有無を確認した後，精製キットを用いて40µL
で抽出した。抽出液5µLを6Uの制限酵素 (AluI, 
HaeⅢ, HhaIまたは MspI) で37℃一晩切断した。

反応液の総量は100µLとした。エタノール沈殿法

により脱塩後，ホルムアミド溶液10µLに再溶解し，

2µLを0.5%フラグメントスタンダード600 30µL
と混合した。CEQ8000 (BECMAN COULTER) 
を用いて蛍光検出キャピラリー電気泳動を行い，

D4及びD3蛍光標識された末端断片 (T-RF) パタ

ーンをDNA塩基配列データベースと照合して，主

要な細菌を推定した。データベースから得られる

T-RFの予測値と，実際の実験から得られる実測

値との間には数塩基のずれが生じるため，この

点を考慮して推定を行った。 
 
３．結果及び考察 

 得られた T-RF パターンの一例を，使用した

プライマー，制限酵素，及び検出した蛍光色素

の種類毎に示した（図 2～4）。個体 A（対照区），

個体 F（試験区 1），個体 H（試験区 2）の結果

について示した。 
 

３.１ ユニバーサルプライマー 

菌叢全体の変遷を把握すべく，ユニバーサル

プライマーによる解析を行った。グラム陰性嫌

気性菌 Bacteroides，Prevotella，ならびにグラ

ム陽性嫌気性菌 Eubacterium，Ruminococcus，
Lactobacillus と推定される T-RF が検出された

（図 2）。A，F，H のいずれの個体も，離乳直

前までに Bacteroides，Prevotella が腸内細菌叢

の主要な構成菌となっており，終了時までに

Eubacterium，Ruminococcus，Lactobacillus の
割合が増加していることが示唆された。 

 

 
 

 
 

 
図２ T-RFパターンの変遷 サンプルDNAをユ

ニバーサルプライマーで増幅，HaeⅢで切断した

ものを泳動し，D4蛍光色素を検出した。 
個体A（上），個体F（中），個体H（下） 
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３.２ 乳酸菌特異的プライマー 
乳酸菌の変遷に着目すべく，特異的プライマ

ーにより乳酸菌を選択的に増幅し解析を行った。

Lb. reuteri，Lb. mucose，Lb. gasseri，Lb. 
acidophilus と推定される T-RF が検出された

（図 3）。A，F，H のいずれの個体も，終了時

までに乳酸菌のうちLb. gasseriが優勢となって

いると考えられた。なお，ユニバーサルプライ

マ ー に よ る 解 析 に お い て も ， 終了時に

Lactobacillus と推定される T-RF が検出された

ことから，菌叢全体のなかでも Lb. gasseri が優

勢であると考えられた。 
 

３.３ Bifidobacterium 特異的プライマー 
Bifidobacterium の変遷に着目すべく，特異

的プライマーにより Bifidobacterium を選択的

に 増 幅 し 解 析 を 行 っ た 。 B. longum, B. 
pseudolongum, B. catenulatum と推定される

T-RF が検出された（図 4）。A，F，H のいず

れの個体も，離乳直前までに Bifidobacterium
の中では B. longum が優勢となっていることが

示唆された。一方，終了時までに個体 A では B. 
longum の割合が低下したのに対し，個体 F，H
では引き続き B. longum が優勢になっていると

考えられた。 

 

４．おわりに 

ユニバーサルプライマーによる解析で得られる

T-RF パターンは複雑であり，実測値から菌属の

候補を絞り込むことが困難な T-RF も存在した。

その一方で，乳酸菌特異的プライマーや

Bifidobacterium の特異的プライマーによる解析

で得られる T-RF パターンは比較的単純であり，

菌種レベルまで推定することができた。プライ

マーの選択によって，菌叢全体や特定菌属の変

遷を把握することが可能である。本研究の手法

を応用して，腸内細菌叢の変遷という観点から飼

料の機能性を科学的に評価できると期待している。 

 
 

 
 

 
図３ T-RFパターンの変遷 サンプルDNAを乳

酸菌特異的プライマーで増幅，HaeⅢで切断した

ものを泳動し，D4蛍光色素を検出した。個体A
（上），個体F（中），個体H（下） 
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図４ T-RFパターンの変遷 サンプルDNAを

Bifidobacterium 特異的プライマーで増幅，AluI
で切断したものを泳動し，D4蛍光色素を検出した。

個体A（上），個体F（中），個体H（下） 
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