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全血培養法によるエンドトキシン活性測定の有用性の検討

今村彩貴、中溝万里、川西路子、中島奈緒、山本欣也、内山万利子、平野文哉、永井英貴、

木島まゆみ、池渕良洋
1
、目堅博久

1
、村田史郎

1
、今内 覚

1
、大橋和彦

1

グラム陰性菌ワクチン中のエンドトキシンが対象動物に及ぼす影響を調べるために、全血培養法の

検討を行った。4 種類のグラム陰性菌から LPS を抽出して牛全血を刺激した後、経時的にサイトカイ

ンを定量したところ、牛全血は、LPS の種類及び用量依存的に TNF-α及び IL-1 βを産生し、炎症性

サイトカイン応答を示すことが示唆された。また、当該反応は、リムルス反応とは異なり、アルミニ

ウムの存在下で低下しなかったことから、牛の全血培養法は、グラム陰性菌ワクチンによる牛への接

種反応を調べるために有用であることが示唆された。

(Bovine Whole-blood culture as a tool for the measurement of endotoxin activities in Gram-negative bacterial

vaccines. Veterinary Immunology and Immunopathology 153, 153-158, 2013 英文）

1 北海道大学

鶏大腸菌症由来大腸菌におけるエンロフロキサシンに対する変異阻止濃度と

変異頻度の関係

小澤真名緒、浅井鉄夫

鶏大腸菌症由来大腸菌において、mutant selection window （MSW）を検証するため、変異阻止濃度

（MPC）と変異頻度の関連について検討を行った。その結果、MPC:MIC の比が 8 から 16 の株は、

MPC:MIC の比が 4 の株と比較して有意に変異頻度が高かった。また、血清群 O2 の株は、変異頻度と

MPC がその他の株より低く、このことは、O2 でフルオロキノロン耐性株が認められないこととの関

連が考えられた。以上の結果は、MSW 仮説を支持していると考えられた。

（Relationships between mutant prevention concentrations and mutation frequencies against enrofloxacin for

avian pathogenic Escherichia coli isolates. Journal of Veterinary Medical Science 75，709-713, 2013）
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牛における Histophilus somni ワクチンの接種反応解析

今村彩貴１、目堅博久
2
、桐野有美２、中溝万里、平野文哉、川西路子、

永井英貴、木島まゆみ、小林郁雄２

Histophilus somni を含有するワクチンの接種による突然死が多数報告されているが、当該ワクチン

接種による死亡事故等のリスクの程度はあまり知られていない。このため、本研究では Histophilus

somni ワクチンを子牛に接種し接種後の反応を観察した。

5~10 ヶ月齢の臨床上健康な黒毛和種の子牛 19 頭に、牛ヘモフィルスワクチンを接種して発熱等の

臨床症状、血液中の炎症性サイトカインの動態、血液の臨床検査等について観察した。

ワクチン接種 24 時間後の直腸内温度はオス及び去勢子牛において有意に上昇したが、メス子牛にお

いては変動しなかった。この時、9 ヶ月齢以上のオス及び去勢子牛において食欲不振が観察されたが、8

ヶ月齢以下の牛の食欲は正常だった。末梢血中の TNF- についてはワクチン接種前後における観察期

間中の変動はなかった。末梢血中の白血球数はワクチン接種 24 時間後に有意に上昇したが 72 時間後

には回復した。その他の検査項目については、いずれも正常の範囲内の変動だった。【考察】性別依存

的な体温上昇と月齢依存的な食欲不振が観察されたが、一過性であった。血液の臨床検査の結果はい

ずれも正常の範囲内であった。このため、Histophilus somni ワクチンを用法用量に従って使用する限

りにおいては安全であり、一般的なワクチン同様に一過性の発熱を誘導する程度のリスクと考えられ

た。

（Factors Associated with Adverse Events Following Administration of Histophilus somni Vaccine to Calves.

The International Journal of Applied Research in Veterinary Medicine Vol.11,No.3,2013. Pages 203 to 207)

1 農林水産省消費・安全局

2 宮崎大学農学部

ぶり類結節症（油性アジュバント加）不活化ワクチンにおけるぶりの液性免

疫に基づいた凝集抗体価測定による品質管理上の有効性評価

平野文哉, 今村彩貴, 中島奈緒, 川西路子, 内山万利子, 山本欣也, 永井英貴, 木島まゆみ

Photobacterium damselae subsp. piscicida は類結節症を引き起こす病原体である. 日本では, 本疾病に対

するいくつかの油性アジュバント加ワクチンが承認されており, 薬事法に基づく国家検定を受けた後

に流通している.

この研究では, 現在, 力価試験として行われている攻撃試験に代わり, 凝集反応を利用することができ

るかどうか検討するために, 抗原量の異なるワクチンサンプルを用い, 攻撃試験及び凝集反応を行った.

その結果, 攻撃試験において, ワクチンの抗原量に依存してワクチンの有効性が認められ, また, 凝集抗

体価においても, ワクチンの抗原量に依存して高い数値を示す傾向が認められた. ワクチンの有効性と
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凝集抗体価の間に高い相関が認められた. これらのことから, ワクチンの有効性と凝集抗体価には高い

相関がみられることが示唆され, 凝集反応は攻撃試験に代わる試験方法になり得ると考えられた.

（Development of an in vitro assay based on humoral immunity for quality control of oil-adjuvant

Pseudotuberculosis vaccine in Yellowtail Seriola quinqueradiata. Biologicals. 2014 Jan;42(1):48-51. doi:

10.1016/j.biologicals.2013.11.004. Epub 2013 Dec 8.）

日本における犬用ワクチンの重篤な副作用の発生状況調査

蒲生恒一郎、小林一郎１

動物用ワクチンは動物の主要な伝染病の清浄化のために重要な役割を果たしてきた。しかし、ワク

チン接種後に発生する副作用は飼い主にとって重大な懸念事項である。特に狂犬病ワクチンは狂犬病

予防法により毎年の接種義務が課せられていることから、副作用の発生は飼い主のみならず、公衆衛

生上の観点からも重大な懸念事項である。著者らは 2004 年から 2010 年までに農林水産大臣に報告さ

れた犬用ワクチンの重篤な副作用の発生率及び潜在的なリスク要因を調査した。その結果、狂犬病ワ

クチンの重篤な副作用の発生率(0.02 件/10,000 ドーズ)は有意にそれ以外の犬用ワクチン(0.05 件

/10,000 ドーズ)よりも低かった。また、重篤な副作用はワクチン接種後１時間以内に最も多く発生す

ること、1 歳齢未満に最も多く発生することが明らかになった。さらに、パグ、ゴールデンレトリバ

ー及びフレンチブルドッグの重篤な副作用の発生率は各々 1.52 件/10,000 ドーズ、0.72 件/10,000 ドー

ズ及び 0.41 件/10,000 ドーズで、他の犬種よりも高い値を示した。一方、雑種犬は最も低い値を示した

（0.09 件/10,000 ドーズ）。ワクチンの添付文書には副作用に対処するため、ワクチン接種後しばらく

観察するよう勧めている。副作用を根絶することは不可能であるが、注意深い観察と迅速な治療は被

害を最小限に抑えることが可能であると考えられた。(JVM Vol.67 No.2, 88-92)

1 家畜改良センター

ベッカー型筋ジストロフィー様筋症の豚の一例

堀内雅之
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，相原尚之，水谷浩志

2
，高坂眞一

3
，永渕恒幸

3
，落合絢子，

落合和彦
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，古林与志安
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，古岡秀文

1
，浅井鉄夫

5
，大石弘司

本症例豚は、食肉衛生検査所のと畜検査で発見されたもので、生体検査で異常は認められなかった

が、解体後に骨格筋への顕著な脂肪浸潤と筋の褪色が認められ、いわゆる"筋脂肪症"と言われている

所見であると考えられた。病理組織学的検索では、骨格筋へのび漫性脂肪浸潤と、残存筋線維の大小

不同や壊死・再生像が観察された。検索した部位では、神経原性筋萎縮、外傷性筋変性、糖原病およ
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びその他の筋疾患は認められなかった。この豚の筋のホルマリン固定パラフィン包埋切片にジストロ

フィンの免疫組織化学染色（免疫染色）を行ったところ、染色が可能であり、また、この症例では筋

線維膜のジストロフィンが異常に減少していることが明らかとなった。組織学的検索と免疫染色の結

果から、この症例は「豚のジストロフィン異常によるベッカー型筋ジストロフィー（BMD）様筋症」

と診断された。ヒトの BMD はジストロフィン遺伝子の欠失による遺伝病で、免疫染色すると筋線維

膜のジストロフィンがまだらに薄く染色されることが特徴であり、本症例もそれに類似していた。本

症例での遺伝的な背景は明らかになっていないが、豚のジストロフィン異常症の発生を示しており、

ジストロフィン異常が関与している豚の筋症として初めての報告である。

(Becker muscular dystrophy-like myopathy regarded as so-colled "fatty muscular dystrophy" in a pig: a case

report and its diagnostic method. J.Vet.Med.Sci.76, 243-248, 2014.英文)

1 帯広畜産大学 2 東京都動物愛護相談センター 3 東京都芝浦食肉衛生検査所，

4 日本獣医生命科学大学 5 岐阜大学

豚丹毒菌における Met-203 型 spaA 変異株の分布及び豚丹毒ワクチンの有効

性

内山万利子、山本欣也
1
、落合絢子、山本つかさ、平野文哉、今村彩貴、永井英貴、

大石弘司、堀内雅之
2
、木島まゆみ

2008 ～ 2010 年に国内で分離された豚丹毒菌 34 株の性状について調査するとともに市販豚丹毒ワク

チンの有効性について確認した。spaA の高度可変領域 432bp の塩基配列解析により 203 番目にメチオ

ニン、257 番目にイソロイシンを有するグループ１（19 株）(Met-203 型)、257 番目にイソロイシンを

有するグループ 2（12 株）、195 番目にアラニン、257 番目にイソロイシンを有するグループ 3（3 株）

の 3 グループに分けられた。Met-203 型株はマウス LD50 が 0.45 ～ 1.45 と低く、豚に対しても致死性

の強毒株であった。生ワクチンで免疫した豚、生及び 3 種の不活化ワクチンで免疫したマウスを

Met-203 型株で攻撃した結果、全ての試験で供試ワクチンでの防御が可能であることが確認された。

以上から、近年国内に流行している Met-203 型豚丹毒菌株に対し、豚丹毒ワクチンが有効であること

が示唆された。

(Prevalence of Met-203 type spaA variant in Erysipelothrix rhusiopathiae isolates and the efficacy of swine

erysipelas vaccines in Japan. Biologicals 42, 109-113, 2014. 英文)

1 農林水産省消費・安全局

2 帯広畜産大学基礎獣医学研究部門
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ぶりビブリオ病不活化ワクチンの有効性評価における凝集抗体価測定法の標

準化について

中島奈緒、川西路子、平野文哉、今村彩貴、内山万利子、

山本欣也、永井英貴、木島まゆみ

ぶりビブリオ病を含む不活化ワクチンについては、凝集抗体価の測定によってワクチンの有効性を

確認するための力価試験が行われており、製造販売業者により試験に用いる参照陽性血清の力価や凝

集反応用抗原の作成に供する Vibrio anguillarum 株等が異なっている。承認申請時には資料に基づき製

造販売業者で設定した系における凝集抗体価と感染防御との関係が担保されているが、今後、他の製

造販売業者から類似製剤の申請が行われることが予想され、ワクチンの品質確保や承認審査の迅速化

の観点から試験系を統一化することが望まれている。このため、本研究では、製造販売業者との調整

のもとに、ぶりビブリオ病の有効性評価に供する参照陽性血清の作成、凝集反応用抗原の株の選定、

及び抗原作成に関わる術式の設定を行い、参照陽性血清と凝集反応用抗原の株を標準品として配布す

ることを目的とした。

試験法の標準化を検討し、抗原作成プロトコールを作成した。参照陽性血清標準品については、動

物医薬品検査所標準品配布規程の一部改正を行い、別表（第 2 条関係）への参照ビブリオ病力価試験

用陽性血清の収載を行った（平成 25 年 1 月 22 日農林水産省告示第 261 号）。また、凝集反応用抗原作

出菌株（V.anguillarum PT-213 株）についても、同様に同配布規程の「家畜衛生微生物株」として、動

物医薬品検査所から配布することとなった。

（ぶりビブリオ病不活化ワクチンの有効性評価における凝集抗体価測定法の標準化について。Fish

pathology, 49(1), 31-34, 2014.邦文）

血清学的手法によるブリα溶血性レンサ球菌症ワクチンの有効性評価法の開発

中島奈緒、川西路子、今村彩貴、平野文哉、内山万利子、山本欣也、永井英貴、

二見邦彦
1
、片桐孝之

1
、舞田正志

1
、木島まゆみ

α溶血性レンサ球菌症の原因菌は Lactococcus garvieae であり、家兎血清により KG-型（莢膜保有）と

KG+型（莢膜非保有）に型別される。KG-型株は魚に対する病原性が高く、我が国ではα溶血性レン

サ球菌症不活化ワクチンの製造用株に KG-型株が用いられている。

本ワクチンの有効性評価は KG-型強毒株を用いる攻撃試験法により実施されている。攻撃試験法は有

効性を判定する有効な手段であるが、再現性、実験動物の３ R、効率性等を考えると血清学的な手法

による代替法の開発が必要であると考えられた。そこで、我々はまず、KG-型株を凝集させる抗体（KG-

抗体）に着目したが、ワクチン接種魚において KG-抗体が上昇せず、有効性評価の指標として不適切

であることを確認した。KG-型株と KG+型株のどちらの株で免疫された魚からも KG+型株を凝集させ

る抗体が検出されることが報告されている、そこで、本研究では KG+抗体に注目し、本ワクチンの有

効性評価の指標としての応用が可能かについて検討した。

α溶血性レンサ球菌症ワクチンを接種した魚の血清から、KG+株に対する凝集抗体が検出された。当
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該 KG+抗体価は、ワクチン接種後に上昇したこと、抗原量との相関、および感染防御との関係が確認

されたことから KG+抗体はワクチンの有効性評価の指標として応用可能であると考えられた。

(Development of a serology-based assay for efficacy evaluation of a lactococcicosis vaccine in Seriola fish.

Fish & Shellfish Immunology, 38, 135-139,2014.英文)

1 東京海洋大学
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