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豚は，飼養環境によりさまざまなストレスに暴露され
ている．過度なストレスは，豚の免疫機能を低下させ，
日和見的な慢性疾病を誘発することにより生産性の低
下をもたらすと考えられており，豚のストレス状態を的
確に評価する指標の確立が望まれている［1, 2］．豚で
は，寒冷感作，早期離乳，群編成，出生前の母体へのス
トレス感作，哺乳期での単独隔離などが免疫機能に影
響を及ぼすことが報告されている［3-8］．
集約化された現代の養豚現場における問題の一つとし
て密飼いがあげられ，肥育豚の増体に悪影響を及ぼすこ
とが報告されている［9, 10］．しかしながら，密飼いが
豚の免疫機能へ与える影響についての報告［11］は少
なく，その影響解明が望まれている．そこで，本調査で
は，密飼いをストレッサーとしてストレス負荷試験を実
施し，豚の生産性や免疫機能に与える影響及び唾液中の

各種ストレスマーカーの変動について調査した．

材 料 及 び 方 法

試験豚と飼育豚舎：2 腹の交雑種（LWD）豚 20 頭を
供試し，密飼いストレス負荷当日（0日）の試験豚の日
齢は 99～106 日齢，平均体重は 52.3kgとした．試験豚
房は広さ 5.24m2 で，床構造は全面コンクリートとした．
なお，試験豚は，密飼いストレス負荷 8 週前に広さ
23.6m2 の豚房にて 6 週間同一豚房にて混飼した後，5
頭ずつ 4群に分け，試験豚房と広さと床構造が同じ豚房
で 2週間飼育した．
試験区と試験方法：肥育豚の飼養密度の基準は，密飼
いストレス負荷 0日の平均体重では，EU及びアメリカ
で 0.55m2/頭，韓国で 0.60m2/頭とされている［12］．
そこで，試験区は，0.37m2/頭となるように 14 頭で編
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㈱同仁化学研究所，熊本）を 15μlずつ添加し，37℃，
5％ CO2 下で 4 時間感作させた後，黄色に発色した各ウ
エルの吸光度を 450nmの波長下でプレートリーダー
（コロナ電気㈱，MTP-300Lab，茨城）により測定し，
ブランクの吸光度を差し引いたものを検体の測定値とし
た．最後に刺激指数（SI値＝マイトジェンの刺激細胞
の測定値 /マイトジェン非刺激細胞の測定値）を算出
し，リンパ球の増殖度を数値化した．

PBMCポピュレーションの解析：分離した PBMCの
表面抗原の解析は，PE標識マウス抗ブタ CD4 抗体
（Clone：74-12-4 , Beckman Coulter Inc, U.S.A.），
FITC標識マウス抗ブタ CD8 抗体（Clone：76-2-11，
Beckman Coulter Inc），FITC標識マウス抗ブタ CD21
抗体（Clone：BB6-11C9.6, Beckman Coulter Inc, U.S.A.）
及び FITC 標識マウス抗ヒト CD14 抗体（Clone：
TUK4, AbD serotec, U.K.）を用いた．細胞浮遊液を遠
心後，PBSにて再度浮遊させた細胞について表面抗原
の免疫染色を行い，フローサイトメーター（EPICS XL 

ADC flow cytometer, Beckman Coulter Inc）を用い
て各種表面抗原の PBMC中の陽性細胞率（％）及び
CD4/CD8 比を解析した．
唾液中ストレスマーカー：唾液中のコルチゾール，イ
ンターロイキン 18（IL-18）及びイムノグロブリン A

（IgA）の濃度を，Munetaら［15, 16］の方法に準じて
測定した．
統計処理：すべての測定値は，平均値±標準誤差で表
記した．各試験区の測定値は，F検定後，分散に差が認
められない場合はスチューデントの t検定，分散に差が
認められる場合はウィルコクソンの順位和検定で比較
し，P＜0.05 を統計学的な有意差とした．

成　　　　　績

1日平均増体量：1 日平均増体量（kg/日）は，密飼
いストレス負荷 0～7日後においては，過密区が 0.82±
0.06 で対照区の 1.01±0.04 より有意（P＜0.05）に低
かった．さらに 7～14 日後においても，過密区が 0.90
±0.08 で対照区の 1.27±0.03 より有意（P＜0.01）に低
かった．
リンパ球幼若化能：リンパ球幼若化能の変化並びに

PBMCポピュレーションの変化を表 1に示した．PHA

刺激時のリンパ球幼若化能（SI値）は，各採材日にお
ける試験区間の有意な差はなかった．ConA刺激時では，
3日前並びに 7日後で試験区間の有意差はなかったが，
14 日後の過密区が，対照区と比較して有意（P＜0.05）
に高かった．

PBMCポピュレーション：CD4 及び CD21 陽性細胞
率は，各採材日における試験区間の有意差はなかった．
CD8 及び CD14 陽性細胞率は，3 日前並びに 7 日後で

成した区を過密区，0.87m2/頭となるように 6頭で編成
した区を対照区とした．各試験区は，密飼いストレス負
荷 0日にそれぞれの腹や性別比が同一となるように試験
区を編成し，14 日間飼育した．飼料の給餌方法は，配
合飼料の不断給餌とし，給餌器は間口が 5口で，横幅が
121cm，奥行きが 77cmのものをそれぞれの試験区で使
用した．なお，本調査は，負荷する密飼いストレス以外
の飼育条件や試験豚への扱いが常に適切になるように留
意し，栃木県畜産酪農研究センター芳賀分場内にて実施
した．
材料の採取：唾液及び血液は，密飼いストレス負荷 3
日前，7 日後及び 14 日後に採取した．さらに，密飼い
ストレス負荷 0日，7日後及び 14日後で試験豚の体重を
測定した．唾液は，サリベットコットンスワブ
（Sarstedt AG & Co, Germany）を用いて収集し，検査
当日まで－30℃で保存した．血液は，ヘパリン加採血
管を用いて採取し，抗凝固処理した．
1 日平均増体量：体重測定の結果から，密飼いストレ
ス負荷 0日から 7 日後，7 日後から 14 日後の 1 日平均
増体量を算出した．
末梢血単核球の分離：抗凝固処理した血液を用いて，
比重遠心法［13］により末梢血単核球（PBMC）を分
離し，リンパ球幼若化能及び PBMCポピュレーション
の解析に用いた．PBMC分離用の遠沈管（リューコセッ
プ，㈱グライナージャパン，東京）に，フィコールコン
レイ液（Histopaque 1.077, SIGMA, U.K.）を 3ml分注
し，その上に，PBSで 2.5 倍に希釈した血液 6mlを静
かに重層した．さらに，遠沈管を800×gで15分遠心し，
遠沈管の中層に現れる PBMC層を分取後，PBSにて 3
回洗浄し，5mlの L-グルタミン加の細胞培養試薬
（RPMI-1640，ナカライテスク㈱，京都）にて懸濁した
液を細胞浮遊液とした．
リンパ球幼若化能：リンパ球幼若化能の測定は，

WST-8 assay［14］により実施した．本検査系について
は，豚での報告がないことから条件検討を行い，培養時
間が 48 時間，培養液中の細胞数が 0.5×106 個 /mlの条
件下で最大の反応が得られることを確認した．
細胞浮遊液は，10％牛胎子血清，ストレプトマイシ
ン（100μg/ml）及びペニシリン（100U/ml）を加え
た L-グルタミン加の細胞培養試薬にて 0.5×106 個 /ml

に調製し，培養液とした．調製した培養液は，マイト
ジェン添加区，マイトジェン無添加区に分け，96 ウエ
ル平底プレートに 200μlずつ分注し，37℃，5％ CO2
下で 48 時間培養した．マイトジェンは，フィトヘマグ
ルチニン（PHA，㈱ J-オイルミルズ，東京），コンカナ
バリン A（ConA，㈱ J-オイルミルズ，東京）を用い，
培養液中の最終濃度が 5.0μg/mlとなるように添加し
た．培養後の各培養液にWST8（Cell Counting kit，
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ことから，農場に対して助言を行っていくためには，密
飼いの豚への影響について科学的に実証された根拠の提
示が必要と考えた．EUなどの諸外国では，生産性低下
の防止や動物福祉の観点から豚の飼養密度に基準値が設
定されている［12］．わが国においても，平成 23 年に
㈳畜産技術協会から「アニマルウエルフェアの考え方に
対応した豚の飼養管理指針」が示されたが，豚の飼養密
度については EUの基準が根拠となっている．そこで，
本調査において，これらの国で示す基準を基に試験区を
設定し，密飼いが豚に与える影響について調査を行っ
た．結果，密飼いストレス負荷 0～7 日後，7～14 日後
の間において過密区の 1日平均増体量が低く，密飼いス
トレスが，豚の増体に悪影響を及ぼしたことが考えられ
た．
密飼いストレスが豚の免疫機能に与える影響について
調査するため，PBMCを用いてリンパ球幼若化能及び
PBMCポピュレーションについて調査した．豚では，
群編成［5］や，早期離乳［4］及び群飼下における社会
的なストレス［17］がリンパ球幼若化能に影響を与え
ると報告されており，リンパ球幼若化能の測定がストレ
ス評価に有用であると考えられている．本調査では，密
飼いストレス負荷 14 日後において，PBMCの ConAへ
の反応性が有意に高いことを確認した．母体内でストレ
スを受けた子豚は，出生後に ConAに対するリンパ球
の反応性が高くなると報告されている［7, 18］．本調査
でも，これらの報告と同様に密飼いストレスに対して，
リンパ球の増殖性亢進が起こったことが考えられた．
従来，子豚において母体内で受けたストレスや隔離ス
トレスが PBMCポピュレーションに影響を与えると報
告されている［7, 8］．本調査でも，CD8，CD14 陽性細
胞率及び CD4/CD8 比において，過密区と対照区との
間に有意な差が認められ，PBMCポピュレーションが
ストレス評価に有用であることが示唆された．豚では，
母豚内でストレスを受けると出生後に CD4/CD8 比が

試験区間の有意差はなかったが，14 日後の過密区が，
対照区と比較して有意（P＜0.05）に高かった．CD4/
CD8 比は，3 日前並びに 7 日後で試験区間の有意差は
なかったが，14 日後の過密区が，対照区と比較して有
意（P＜0.05）に低かった．
唾液中ストレスマーカー：唾液中の各種ストレスマー
カーの変化を表 2に示した．コルチゾール濃度，IL-18
濃度及び IgA濃度いずれにおいても，各採材日におけ
る試験区間の有意な差はなかった．

考　　　　　察

養豚経営の大規模化や集約化に伴い，農場での密飼い
が問題となっている．従来，密飼いは，豚の増体に悪影
響を及ぼし農場の経済的損失を招くことが報告されてい
る［9, 10］．また，少数ではあるが免疫機能への影響
［11］も報告されている．さらに，密飼いは農場内での
病原微生物の伝播速度の上昇や，アンモニア濃度及び粉
塵などの増加による畜舎環境の悪化に繋がるため，可能
なかぎり適正密度で豚を飼養することが望ましい．この

表 1　リンパ球幼若化能と末梢血単核球ポピュレーション
比較

測定項目 過密区（n＝14） 対照区（n＝6）

リンパ球幼若化能（PHA，SI値）
3日前 3.3±0.2 3.1±0.3
7 日後 2.9±0.2 3.3±0.3
14 日後 3.3±0.2 2.6±0.3

リンパ球幼若化能（ConA，SI値）
3日前 3.3±0.3 3.9±0.5
7 日後 3.1±0.2 3.6±0.4
14 日後 3.8±0.2 2.7±0.2＊

CD4 陽性細胞率（％）
3日前 19.4±0.8 19.4±1.2
7 日後 19.3±0.8 21.1±0.7
14 日後 17.1±0.5 17.5±1.5

CD8 陽性細胞率（％）
3日前 34.0±2.0 31.1±2.6
7 日後 26.7±1.5 26.1±0.6
14 日後 20±4.0 15.2±1.6＊

CD21 陽性細胞率（％）
3日前 9.0±1.4 8.8±1.4
7 日後 6.8±0.6 9.0±0.6
14 日後 9.1±0.6 9.0±0.6

CD14 陽性細胞率（％）
3日前 14.8±0.9 19.6±2.2
7 日後 19.5±0.8 17.6±0.8
14 日後 12.7±0.9 8.8±1.6＊

CD4/CD8 比
3 日前 0.6±0.08 0.7±0.05
7 日後 0.7±0.04 0.8±0.04
14 日後 0.9±0.17 1.2±0.07＊

＊：過密区と対照区との有意差 P＜0.05

表 2　唾液中における各種ストレスマーカー濃度の比較

項　目 過密区（n＝14） 対照区（n＝6）

コルチゾール（ng/ml）
3日前 6.1±0.6 5.4±0.7
7 日後 6.9±0.8 6.2±0.7
14 日後 7.3±1.1 5.7±0.3

IL-18（pg/ml）
3日前 2936±510 2532±449
7 日後 2845±588 3331±242
14 日後 2678±617 2478±196

IgA（μg/ml）
3日前 45.6±11.9 39.1±3.5
7 日後 88.3±30.7 216.7±8.2
14 日後 145.2±25.5 192.0±8.5
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査結果と類似すると思われた．このことから，密飼いス
トレスに対する代償性の応答として自然免疫系の亢進が
起こった可能性が考えられ，今後は，単球を中心とした
自然免疫系の検索をさらに進めていく必要があると思わ
れた．
血液や唾液中のコルチゾールは，視床下部─下垂体─
副腎皮質系（HPA系）活性化の指標として，人や動物
において急性ストレスの評価に有用と考えられている
［22］．しかし，豚において，密飼いストレス下におけ
るコルチゾールの反応については，さまざまな報告
［23-26］がなされており評価が定まっていない．また，
豚において IL-18 や IgAは，急性拘束ストレス負荷時
に唾液中の濃度が上昇する［15, 16］ことからストレス
マーカーとして注目されているが，その他のストレスに
よる影響について報告はない．そこで，今回唾液中のこ
れらの測定項目が密飼いストレスを評価可能か検討した
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められなかった．これらのことから，今回負荷した密飼
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維持に悪影響を与える可能性が示唆され，このことは養
豚農家に対し適切な面積で飼養を促す際の一助になるも
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Ef fects of Crowding on Weight Gain, Immune Per formance and the Concentration  
of Salivar y Stress Markers in Growing-Finishing Pigs
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SUMMARY

This study was carried out to determine the ef fects of crowding on weight gain, immune per formance and 
the concentration of salivar y stress markers in growing-finishing pigs.  Space allowances were 0 .37 m2/pig 
(crowding stress group, n＝14) and 0.87 m2/pig (control group, n＝6) in a fully slatted facility (5.24 m2).  Initial 
weights averaged 52.3 kg, and the pigs were tested for 14 days.  The average daily gains were significantly 
lower in the crowding stress group than in the control group on days 0-7 (P＜0.05) and days 7-14 (P＜0.01).  
The lymphocyte proliferation indexes in response to Concanavalin A were significantly higher in the crowding 
stress group than in the control group on day 14.  The CD4:CD8 ratio was significantly lower in the crowding 
stress group than in the control group on day 14.  CD8＋ and CD14＋ lymphocytes were significantly higher (P
＜0.05) in the crowding stress group than in the control group on day 14.  Salivar y stress markers (Cor tisol, 
IL-18 and IgA) did not change as a result of crowding stress.  These results suggest that crowding stress in 
growing-finishing pigs can have a negative impact on weight gain and alter immune function.
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