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はじめに 

と畜検査とは、疾病や異常のある獣畜の肉等が流通しないよう、食用不適として排除するための検査

であり、と畜場法に基づいて行われる検査である。疾病や異常の有無は獣医師であると畜検査員がと畜

検査実施要領に基づき、望診及び触診を基本として肉眼所見で判断している。 

肉眼所見では判断が不可能な場合には保留措置とし、微生物学的検査、病理学的検査または理化

学的検査のいずれかの精密検査が行われる。このうち病理学的検査は、薄切・染色した組織を光学顕微

鏡で観察し、組織構造や細胞形態の異常の有無等を診断する検査で、当検査所では主に白血病等の

腫瘍が疑われる場合に実施される。診断は異常を呈した病変を中心に展開されるため、これまで当検査

所では病変周囲に生じている免疫反応についてはあまり検討してこなかった。しかしながら、近年、腫瘍

性病変を評価するうえで、腫瘍細胞と反応性に集簇した正常免疫系細胞を識別して診断を行う必要のあ

る症例[1]に遭遇するなど、周囲で起こる反応の評価も欠かせなくなってきている。そこで、病変の有無の

みでなく周辺の免疫反応の状態を明らかにし、それらと肉眼所見との関連を検討することで検査精度の

向上を図ることを目的として本調査を行った。 

 

材料及び方法 

・材料 

 動物種は L 系雑種の豚、年齢は 6 か月齢で、当検査所で所管すると畜場において腸炎と判断され廃

棄対象となった腸及び腸間膜リンパ節 30 頭分を検体とした。 

・方法 

（１） 肉眼的重症度の評価 

肉眼評価として、腸漿膜及び粘膜における出血、水腫や偽膜形成の有無等をもとに、表 1 のとおり 1

から 5 の 5 段階評価を行った。腸壁の軽度肥厚または菲薄化、腸間膜に軽度の水腫が認められたもの

を重症度 1、1 に加えて腸粘膜に軽微な出血が認められたものを 2、中等度の出血と粘液の増加が認め

られたものを 3、重度の出血が認められているものを 4、腸壁の著しい肥厚や重度の水腫、偽膜の形成が

認められたものを 5 とした。なお、リンパ節については重度の出血が認められた個体を除き肉眼所見に差

が認められなかったため、評価の指標とはせず、腸炎の重症度と同一とみなした。 

表 1 肉眼評価 

 

（２） 組織学的重症度の評価 

腸及び腸間膜リンパ節を 10％中性緩衝ホルマリン液で固定し、定法に従ってパラフィン標本を作製後、



 

ヘマトキシリン・エオジン染色を実施した。好中球やリンパ球・マクロファージといった炎症細胞の浸潤度

合い、出血、潰瘍形成や壊死等の程度を基に 1 から 5 の 5 段階で評価した[2]。 

最後に肉眼的重症度と組織学的重症度を総合して重症度を決定した。肉眼的重症度と組織学的重

症度に乖離は認められなかったため、得られた 5 段階評価を重症度とした。 

（３） Total RNA 抽出 

組織は RNA 抽出まで規定量の RNAlater（MERCK、Germany）で保存した。保存した組織から RNeasy 

kit（QIAGEN、Netherlands）にて total RNA(tRNA)を抽出した。BioSpectrometer（Eppendorf、Germany）に

より tRNA の核酸濃度を測定し、試験に供した。 

（４）Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction（RT-PCR） 

（３）にて抽出した tRNA1 ㎍を使用し、ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（東

洋紡、大阪府）を用いて各々に gDNA Remover 加 4x DN Master Mix 及び超純水を加え 16 ㎕としたもの

を 37℃で 5 分加熱して genomeDNA の除去を行った。その後 5x RT Master Mix II を加え 20 ㎕としたも

のを 37℃、50℃、98℃加熱して cDNA 化した。各サンプルの cDNA1 ㎕を使用し、β-actin プライマー及

び TaKaRa Ex Premier DNA Polymerase（タカラバイオ、滋賀県）を用い初期熱変性 94℃5 分、熱変性

94℃30 秒、アニーリング 55℃30 秒、伸長反応 72℃30 秒で 35 サイクル反応させた。PCR 反応後、

Loading Buffer を混合した 10 ㎕の増幅産物をエチジウムブロマイド加 1.5％TAE アガロースゲルで 30 分

電気泳動した。紫外線照射下で増幅産物があることを確認した。 

（５）Quantitative reverse transcription-PCR（qRT-PCR） 

TB Green Premix Ex TaqⅡ（タカラバイオ、滋賀県）と qTOWER３G（analytikjena、Germany）を用いて

mRNA 発現量の解析を行った。それぞれのプライマー配列は表２に示した。それぞれのプライマー対は

融解曲線分析を行い、増幅産物が単一である事を確認した。Themal cycling は Interleukin （IL）-10 で

初期熱変性 95℃30 秒の後、熱変性 94℃30 秒、アニーリング 55℃30 秒、伸長反応 72℃30 秒の 3 つを

1 サイクルとし、40 サイクル行った。その他のサイトカイン遺伝子については初期熱変性 95℃30 秒の後、

熱変性 95℃5 秒、伸長反応 58℃30 秒の２つを 1 サイクルとし、40 サイクル行った。融解曲線分析を用い

てＰＣＲ後に、反応液の温度を 55℃から 1℃ずつ９５℃まで上昇させ、TB Green のシグナルを検出した。

標準曲線は、RT-PCR の増幅産物を NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up（タカラバイオ、滋賀県）を用い

て精製した。各遺伝子についての標準曲線は 107、106、105、104 及び 103 コピーのテンプレートを用いて

効率を確認した。それぞれの遺伝子のコピー数の発現量は検量線法を用いて計算し、β-actin を内部

標準として標準化し、相対値を算出した。 

（６）統計処理 

統計ソフト EZR[4]を用いて相関係数の算出、一元配置分散分析と Dunnett 検定を実施した。有意水

準は 5％未満（ｐ＜0.05）とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

表２ 本試験で使用したプライマー 

 

結果 

各重症度に対する個体数を表３に示した。採材頭数は、A,B,C 農場から 4 頭、D 農場から 2 頭、他 16

農場から 1 頭ずつとなった。このうち、腸炎が複数頭採材された A～C 農場での重症度は、A 農場で重

症度 1～3、B 農場で 2 または 3、C 農場で 3～5 であった。肉眼的重症度と組織学的重症度に大きな乖

離は認められなかった。本調査で認められた腸炎の組織学的分類はカタル性、出血性、線維素性、壊

死性の 4 型であった。 

重症度ごとの各サイトカイン遺伝子発現量を図 1 に示した。腸における IL-6 の遺伝子発現量の相対

値と重症度の相関係数は 0.59 で、中度の正の相関が認められた。重症度 5 群の遺伝子発現量の相対

値は正常群と比較して有意（ｐ＜0.05）に増加した。リンパ節では相関係数は 0.3 を示し、どの重症度にお

いても有意差は認められなかった。Interferon（IFN）-γの遺伝子発現量の相対値に対する相関係数は

腸で 0.51 を示し、中度の正の相関が認められた。重症度 3 群及び 5 群において、正常群と比較して有

意（ｐ＜0.05）な増加が認められた。リンパ節では相関係数 0.41 を示し、弱い正の相関が認められたが、

有意差は認められなかった。Tumor Necrosis Factor（TNF）-α の遺伝子発現量の相対値に対する相関

係数は、腸で 0.40、リンパ節で 0.42 を示し、弱い相関が認められた。IL-17 の遺伝子発現量の相対値に

対する相関係数は腸で 0.52 を示し、中度の正の相関が認められた。重症度 5 群において、正常群と比

較して有意(p＜0.05)に増加した。リンパ節では相関係数は 0.42 を示し、弱い相関が認められた。重症度

5 群において正常群と比較して有意(p＜0.05)な増加が認められた。IL-10 の遺伝子発現量の相対値に

対する相関係数は腸で 0.51、リンパ節で 0.64 を示し、中度の正の相関が認められた。遺伝子発現量の

相対値は腸及びリンパ節ともに重症度 5 群において正常群と比較して有意（ｐ＜0.05）に増加した。IL-4

の遺伝子発現量の相対値に対する相関係数は腸で 0.28、リンパ節で 0.30 を示し、相関は弱く、有意差

は認められなかった。 

表３ 各重症度に対する個体数 

重症度 1 2 3 4 5 計 

個体数 4 6 8 7 5 30 

Gene name primer sequence(5'-3') Amplicon size(bp) Reference

β-actin F: GCATTGTCATGGACTCTGGG 197

R: CTTCTCCTTGATGTCCCGCA

IL-4 F: CAACCCTGGTCTGCTTACTG 167 [3]

R: TCGTGTGTTCTCTGGGGCA

IL-6 F: GGCAGAAAAAGACGGATGCT 151

R: AATCTGCACAGCCTCGACAT

IL-10 F: AGCCAGCATTAAGTCTGAGAA 394

R: CCTCTCTTGGAGCTTGCTAA

IL-17 F: CCAGACGGCCCTCAGATTAC 130 [3]

R: TCAGCATTGATACAGCCCGA

IFN-γ F: CCAGGCCATTCAAAGGAGC 147

R: TCACTGATGGCTTTGCGCTG

TNF-α F: TTGAGCATCAACCCTCTGGC 123

R: GGCATACCCACTCTGCCATT



 

 

 

 



 

 

 

 

 

図 1 サイトカイン mRNA 発現量 

 

考察 

炎症とは組織傷害に対する生体反応で、組織修復の過程と密接に関わっている。炎症の本来の目的

は最初に組織傷害をもたらした原因を排除し、傷害によって生じた壊死組織を取り除くことである。炎症

は大きく急性と慢性に分けられ、急性炎症の場合は体液等の滲出、好中球の遊走を特徴とする。慢性炎

症は急性炎症に続く反応で、数日から数年という長い経過をたどり、リンパ球やマクロファージといった炎

症細胞が炎症部位に集まり、血管の増生や線維化を特徴とする[5]。腸炎とは腸の炎症の総称で、炎症

*：ｐ＜0.05 +：ｐ＜0.1 



 

の特性により、カタル性腸炎、線維素性腸炎、出血性腸炎、肉芽腫性腸炎、増殖性腸炎および壊死性

腸炎に分類される[6]。当検査所において腸炎は最もよく認められる炎症性疾患であり、一般的に認めら

れる病変として本調査の採材対象とした。本調査では、カタル性、出血性、線維素性、壊死性の 4 型が

認められた。これらの原因は一般的には細菌、ウイルス及び寄生虫とされている。今回認められなかった

肉芽腫性腸炎及び増殖性腸炎は原因が特定の細菌であることが多く、腸炎像にも特徴がある。細菌を

原因とする腸炎が多く認められた結果は妥当なものと考えられた。 

複数頭の腸炎を認めた生産農場は、腸炎廃棄率の高い農場であった。その重症度には偏りが認めら

れ、炎症の度合いや腸炎の発生率は農場の衛生状況が影響している可能性が考えられた。今回、各生

産農場の飼養状況は不明であり、ランダムに腸炎を採材したため、個々の免疫状態に差があったと思わ

れる。同一農場から採材し、重症度とサイトカイン遺伝子発現量を比較することでより精度の高いデータ

が得られる可能性がある。 

サイトカインは免疫、生体防御、炎症、アレルギー、発生と分化、造血、内分泌、神経など生体内で起

こる様々な現象に関与し、またその破綻による各種疾病の発生に関係している[5]。炎症に関係するサイ

トカインは免疫担当細胞が産生し、CD4 陽性ヘルパーT（Th）1 細胞から IFN-γ、Th2 細胞から IL-4、

Th17 細胞から IL-17、Treg 細胞から IL-10 が産生される。マクロファージからは TNF-αが産生され、IL-

6 はマクロファージを主として様々な細胞から産生される[7]。本調査では IL-4 以外のサイトカインについ

て、サイトカイン遺伝子発現量と重症度に低度から中度の正の相関が認められ、重症になるにつれ、免

疫担当細胞が活性化する傾向にあることが示された。Th2 細胞により産生されるサイトカインは主に寄生

虫やアレルゲンに関係するとされている[8]。本調査では腸回虫等の寄生虫の存在は認められていない

ため、IL-4 の遺伝子発現量の上昇が弱かったものと思われた。IL-6 は主に急性期、IL-17 は主に慢性

期炎症に関係するサイトカインであり[5]、重症度 5 を示した腸炎は急性期から慢性期への過渡期である

と考えられた。 

腸管の特性として外界と連続しており、様々な感染因子や毒素等の抗原が持続的に存在していること

があげられる。そのため、小腸ではリンパ組織を含む局所防御機構が腸全域に分布している[9，10]。こ

の局所防御機構のことを腸管関連リンパ組織（GALT）と呼び、腸間膜リンパ節及びパイエル板の他、好

中球やマクロファージといった免疫細胞も含まれる[10]。これら組織は微生物に対する防御機構となり、

小腸は免疫反応が活発な組織である。既報にて、小腸培養細胞や病原体フリー豚に豚伝染性胃腸炎ウ

イルス等を感染させ、腸炎を発症させたモデルにおいて炎症性サイトカイン遺伝子発現量や産生量の有

意な増加が認められており[11]、本調査でも同様の結果が認められた。重症度とサイトカイン遺伝子発現

量に正の相関が認められたことから、腸炎において、腸の肉眼所見と免疫反応に大きな乖離はないと考

えられた。リンパ節についても重症度とサイトカイン遺伝子産生量に正の相関が認められ、重症化が進む

につれて免疫反応が活発になっていることが示唆された。しかしながら、リンパ節については肉眼所見と

免疫反応の関連が乏しく、肉眼所見による廃棄判断の指標とはならないことが示された。 

以上より、肉眼的重症度と組織内の免疫反応には正の相関があること、腸炎において、腸の肉眼所見

と免疫反応に大きな乖離はなく、正確にと畜検査が実施されていることが確認された。 
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