
511 日獣会誌　70　511～515（2017）

ヨ ー ネ 病（JD） は Mycobacterium avium subspe-

cies paratuberculosis（ヨーネ菌）を原因菌とする反芻
動物の慢性腸管感染症で，発症牛は持続的な下痢症を呈
して死亡し，発症前の感染牛も腸管での栄養吸収不全を
要因とする泌乳量や繁殖成績の低下を示す［1, 2］．ヨー
ネ菌は糞便中に排泄され，排菌量は病態の進行に伴い増
加し，特に発症期には大幅に増大する［1, 3-5］．JDの
おもな感染経路は経口感染である．発症牛等によって高
度に汚染された環境で飼養された牛は特にヨーネ菌を摂
取しやすく，JDに感染しやすいとされる［4］．
日本国内では，JDは撲滅対象疾病とされ，特に 1998
年以降は家畜伝染病予防法に基づく摘発・淘汰が実施さ
れている．2歳齢以上の牛は少なくとも 5年ごとの検査
（定期検査）が義務づけられ，血清の ELISA［6］によ
るスクリーニング検査と，ELISA陽性牛のリアルタイ
ム PCR（qPCR）［7］による確定検査が実施されている．
JD汚染農場では感染牛の最終摘発・淘汰後 1年間に 3
回，その後の 2年間に 2回の計 5回，定期検査と同様の
ELISAと qPCRによる検査に加えて糞便の培養検査［6］
による6カ月齢以上の牛を対象とする検査（同居牛検査）
が実施されている．このサーベイランスの結果，諸外国
に比べて農場の JD陽性率は低いとされるが，2014 年

現在でも年間 784 頭の感染牛が摘発されており［8］，
効率的に撲滅を進めるには防疫対策の改善が求められ
る．
現在の防疫対策における問題点の一つに，定期検査間
隔の長さが挙げられる．JDの発症ピークは 3～5 歳齢
とされるため［1］，定期検査の合間に感染牛が発症する
ことは十分に考えられる．そうなれば環境が高度に汚染
され，JDの伝播が発生し得る．効率的に撲滅を進める
には定期検査の頻回実施が必要になるが，特に検査人員
に限界がある現状では，より省力的な検査方法が求めら
れる．
省力的な農場レベルのスクリーニング検査方法として
は，ドイツ，アメリカやカナダにおいて農場環境材料を
用いたヨーネ菌検査（環境検査）が報告されている［9-
11］．しかし，汚染度の低い国内において環境検査が十
分な検出力をもつか不明である．そこで本調査では，環
境検査の結果と感染牛の排菌量，農場の飼養形態や規模
等の関連を評価することで，環境検査が国内での JD

サーベイランスに有用か検証した．
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要　　　　　約

環境材料を用いたヨーネ菌検査（環境検査）が，農場レベルのヨーネ病スクリーニング検査として有用か検証した．
29 農場で感染牛の摘発時に環境検査を実施した．各農場の環境検査結果と感染牛の糞便 1g中のヨーネ菌生菌数（排菌
量）の関係をロジスティック回帰モデルで評価した．環境検査の陽性確率は感染牛の排菌量が多い農場ほど高く，同確
率が 90％となる排菌量は 7.8×101CFU/gであった．環境検査は排菌量の低度な牛が在籍する農場を摘発可能で，省力
的であることから，環境検査を頻回実施することで国内のヨーネ病防疫の進展に寄与できると考えられた．
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牛で，JDを疑う症状はみられなかった．分離されたヨー
ネ菌は滅菌蒸留水に浮遊させ，前述の qPCRで同定し
た．Sweeneyら［12］の報告を参考に，ヨーネ菌液を
20G針に通して均一に懸濁した後，分光光度計を用い
て波長 540nmでの吸光度が 0.64，すなわちヨーネ菌濃
度が 2.0×108cells/mlとなるように調整した．qPCR

によりヨーネ菌陰性が確認された糞便 1gに，1.3×
102cellsから5.0×107cellsまで7段階の量のヨーネ菌を
それぞれ添加した．当該糞便を用い，前述の方法で
qPCR及び培養検査を実施して DNA濃度及び分離菌
数をそれぞれ 2反復で測定した．目的変数を分離菌数か
ら求めた排菌量の常用対数値，説明変数を DNA濃度の
常用対数値とした一般線形モデルを用い，DNA濃度か
ら排菌量を推定するための推定式を導出した．
環境検査に関する統計解析：目的変数を環境検査結

5月～翌年 6月に定期または同居牛検査で感染牛が摘発
された農場のうち，同意を得られた延べ 29 農場で感染
牛摘発時に環境検査を実施した．うち，飼養形態別では
酪農場 17 戸及び肉用素牛生産農場（肉素農場）12 戸で，
飼養頭数は 23～1,420 頭であった（表 1）．
採材箇所と方法：採材は採材適所と報告されている堆
肥舎床［10］で実施した．糞便堆積部の境界を採材箇
所とし，滅菌蒸留水で湿らせた紙ウエス（キムワイプ，
日本製紙クレシア㈱，東京）で床の 15×15cmの範囲を
拭い，糞便を満遍なく付着させて被検材料とした．採材
箇所数は 10 カ所とし，採材箇所間の距離は可能なかぎ
り広く取った．被検材料は 1検体（個別処理）または 5
検体（プール処理）を 1本の 50ml遠沈管に入れた．
ヨーネ菌 DNA検出方法と判定：DNA抽出はヨーネ
菌 DNA抽出キット（ヨーネスピン ver.2，㈱ファスマッ
ク，神奈川）を用い，被検材料を入れた 50ml遠沈管に
滅菌蒸留水 20～30mlを添加し，以降は製品のマニュ
アルに従って実施した．qPCRは糞便中ヨーネ菌 DNA

検出キット（ヨーネジーン・KS，共立製薬㈱，東京）
及び qPCR装置（LightCycler 480 Ⅱ，ロシュ・ダイア
グノスティック㈱，東京）を用いて製品のマニュアルに
従って実施した．各農場において，被検材料から 1検体
以上ヨーネ菌 DNAが検出された場合を環境検査陽性，
すべて非検出の場合を陰性とした．
定期及び同居牛検査における検査方法：ELISAは牛
の血清を用い，牛ヨーネ病スクリーニング用エライザ
キット（ヨーネスクリーニング・プルキエ，㈱微生物化
学研究所，京都）により実施した．吸光度をマイクロプ
レートリーダーで測定し，SP値 60 以上を陽性と判定し
た．

qPCR及び培養検査には牛の直腸から採取した糞便
1gを用いた．糞便からの DNA抽出はヨーネ菌 DNA抽
出キット（ヨーネスピン ver.2，㈱ファスマック，神奈
川）を用いて製品のマニュアルに従って実施した．
qPCRは環境材料と同様に実施し，ヨーネ菌 DNAが検
出された牛を感染牛とした．また，qPCR反応液中の
ヨーネ菌 DNA濃度（DNA濃度，pg/well）を測定し，
後述の推定式を用いて糞便 1g中のヨーネ菌生菌量（排
菌量，CFU/g）を求めた．糞便の培養検査はヨーネ菌
培養用培地（ヨーネ菌用培地「共立」，共立製薬㈱，東
京）を用いて製品のマニュアルに従って行い，ヨーネ菌
が分離された牛を感染牛とした．加えて，培養ビン中
ヨーネ菌コロニー数（分離菌数）を計数し，それを 4倍
（培養前処理における糞便の希釈倍率）することで排菌
量を求めた．

DNA濃度及び分離菌数からの排菌量の推測：同居牛
検査により摘発された感染牛の回盲部リンパ節をホモジ
ナイズし，前述の方法で培養した．なお，当該牛は乳用

表 1　環境検査実施農場の概要と環境検査結果

農場
No.

飼養
形態

飼養 
頭数

材料の
処理方法

感染牛の
排菌量

（CFU/g）
感染牛
頭数

環境検
査結果

1 肉素 45 プール 3.8×106 4 ＋
2 酪農 290 プール 1.3×106 3 ＋
3 肉素 49 プール 5.5×105 5 ＋
4 肉素 120 プール 2.4×105 6 ＋
5 酪農 120 プール 8.6×104 2 ＋
6 肉素 331 プール 4.9×104 14 ＋
7 酪農 310 個別 3.1×104 5 ＋
8 酪農 1,147 プール 3.0×103 12 ＋
9 酪農 260 プール 7.5×102 2 ＋
10 肉素 94 個別 5.9×102 1 ＋
11 酪農 1,420 個別 2.7×102 3 ＋
12 酪農 106 プール 2.3×102 1 ＋
13 酪農 113 個別 1.6×102 1 ＋
14 酪農 100 個別 9.2×101 4 ＋
15 酪農 393 個別 8.3×101 1 ＋
16 肉素 23 個別 7.0×101 1 ＋
17 酪農 134 個別 6.6×101 1 －
18 酪農 112 プール 5.1×101 1 ＋
19 肉素 50 個別 4.9×101 3 ＋
20 肉素 120 プール 2.8×101 1 －
21 肉素 70 プール 2.2×101 1 ＋
22 酪農 217 プール 1.2×101 1 －
23 酪農 62 個別 1.1×101 1 －
24 酪農 243 プール 8.5×100 1 －
25 肉素 88 個別 5.3×100 1 －
26 肉素 93 個別 5.2×100 1 －
27 酪農 62 プール 3.2×100 1 －
28 肉素 101 個別 2.2×100 1 －
29 酪農 215 プール 1.3×100 1 －

酪農：酪農場
肉素：肉用素牛生産農場
個別・プール： 環境材料 10 検体を個別または 5検体プー

ル材料として処理
排菌量：糞便 1g中のヨーネ菌生菌数
＋及び－：環境検査結果陽性及び陰性



513

榊原伸一　菅野 宏　立花 智

日獣会誌　70　511～515（2017）

糞便からはヨーネ菌が分離されず，排菌量 5.0×105cells

以上の糞便の分離菌数は計数不能多数であった．

考　　　　　察

ヨーネ菌 DNAは JDに高度汚染された農場で，環境
中に 2年間残存した例があり［14］，環境検査結果への
影響が懸念された．しかし，環境検査の陽性確率は採材
時点で農場に存在した感染牛の排菌量と関連がみられた
ことから，環境検査は採材時点の農場のヨーネ菌汚染状
況を反映すると考えられた．
環境検査の陽性確率が 90％となる感染牛の排菌量は
7.8×101CFU/gと推定された．この排菌量は，発症牛
の排菌量 108CFU/g［1］と比較して約 100 万分の 1と
少ない．また，実験感染例において，感染成立には 3.0

果，説明変数を環境検査実施時に摘発された感染牛の頭
数，感染牛の排菌量（複数の感染牛が摘発された場合は
感染牛全頭の合計値）の常用対数値，飼養形態（酪農場
に対する肉素農場），飼養頭数の常用対数値または材料
の処理方法（個別に対するプール）とした単変量ロジス
ティック回帰モデルにより，環境検査結果と各説明変数
の関連を評価した．サンプルサイズが小さいため多変量
解析は実施しなかった．次いで，環境検査の陽性確率が
10％，50％及び 90％となる感染牛の排菌量をロジス
ティック回帰モデルにより算出した．
本調査におけるすべての統計解析は統計ソフトウェア

「R」［13］により実施し，危険率 5％未満を有意とした．

成　　　　　績

環境検査は 29 農場のうち 19 農場で陽性となり，環
境検査の感度は 66％と算出された．感染牛の排菌量が
7.0×101CFU/g以上の 16 農場ではすべて環境検査陽性
となった（表 1）．環境検査結果に影響を与えると考え
られる項目をロジスティック回帰モデルにより評価した
結果，環境検査の陽性確率は感染牛の排菌量が多い農場
ほど有意に高かった（P＝0.028）．環境検査結果と感染
牛頭数（P＝0.996），飼養形態（P＝0.913），飼養頭数（P

＝0.547）及び材料の処理方法（P＝0.685）に有意な関
連はなかった（表 2）．排菌量に基づく環境検査の陽性
確率をロジスティック回帰モデルで評価した結果，環境
検査の陽性確率が 10％，50％及び 90％となる感染牛の
排菌量は，それぞれ 1.2×101CFU/g，3.1×101CFU/g

及び 7.8×101CFU/gと推定された（図 1）．
排菌量の常用対数値（y）と DNA濃度の常用対数値

（x）の関係を示す推定式：

y＝0.94x＋3.8（P＝0.002，R2：0.931）

が導出された．なお，ヨーネ菌添加量 1.3×102cellsの

表 2　ロジスティック回帰モデルによる環境検査結果と感
染牛の排菌量，感染牛頭数，飼養形態，飼養頭数及び
材料の処理方法それぞれの関連の評価結果

変　数 切　片 係　数 P値

感染牛の排菌量 － 8.3（4.0） 5.5（2.5） 0.028
感染牛頭数 － 19（3,655） 18（3,655） 0.996
飼養形態 0.61（0.51） 0.087（0.80） 0.913
飼養頭数 － 0.71（2.3） 0.64（1.1） 0.547
材料の処理方法 0.47（0.57） 0.32（0.79） 0.685

※推定値（標準誤差）
P＜0.05：有意な変数
排菌量：糞便 1g中のヨーネ菌生菌数の常用対数値
飼養形態：酪農場に対する肉用素牛生産農場
飼養頭数：飼養頭数の常用対数値
材料の処理方法：環境材料 10 検体の個別処理に対する 

5 検体プール材料処理

図 1　ロジスティック回帰モデルによる感染牛の排菌量に
基づく環境検査の陽性確率の評価結果

：環境検査の陽性確率の推定値
：確率 10％，50％及び 90％

排菌量：糞便 1g中のヨーネ菌生菌数
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発症牛を含む高度排菌牛の存在下では JDの伝播が容
易に発生すると予想される．国内において農場の初摘発
感染牛が発症牛である場合，非発症牛の場合に比べて同
居牛検査でさらに感染牛が摘発されるリスクが 3.8 倍に
なると報告されている［15］．また，排菌量が 10 倍増
となると，感染牛が JDを伝播させる同居牛の頭数が 1.2
～2.2 倍となるとも推測されている［16］．感染牛の排
菌量の推移は不明な点が多いが，排菌開始から排菌量が
高度となるまで典型例では 2年程度と報告されており
［3, 5］，現在のサーベイランスでは発症牛を含む高度排
菌牛の出現を許す可能性がある．環境検査の利点である
省力性を活かして頻回検査を実施し，排菌量が増加する
前に感染牛を摘発・淘汰することで，JD伝播リスクの
低減が可能と考えられた．今後，シミュレーションモデ
ル［3, 4］を用いるなどして，具体的な検査間隔を検討
する必要があると考えられた．
以上より，環境検査は国内での JDサーベイランスに
おいて農場レベルのスクリーニング検査として用いるこ
とで，JD防疫の進展に寄与できると考えられた．
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The Detection of the Mycobacterium Avium Subspecies Paratuberculosis in  
Environmental Samples as a Screening Test to Determine a Herd’s  

Paratuberculosis Status

Shinichi SAKAKIBARA†, Hiroshi KANNO and Satoshi TACHIBANA

＊Hokkaido Tokachi Livestock Hygiene Service Center, 59-6 Kisen, Kawanishi, Obihiro, 089-
1182, Japan

SUMMARY

This study evaluated the ef ficacy of the detection of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) 
in environmental samples as a screening test to determine a herd’s paratuberculosis (PTB) status.  MAP DNA 
was detected in environmental samples from 29 herds at the point of detection of MAP-infected cattle.  A 
logistic regression model was used to assess the association between the probability of detection and the 
amount of viable MAP in the feces (shedding level: SL) of MAP-infected cattle.  The probability of detection 
increased with increasing the SL of MAP-infected cattle.  The SL of MAP-infected cattle associated with a 90% 
probability of detection was 7.8×101 CFU/g.  Environmental sampling will make it possible to detect herds 
including less infectious cattle, and it is simple and cost-ef fective.  It is suggested that repeated environmental 
sampling will contribute to the progress of the PTB eradication program in Japan.
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