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緒  言  

 

子牛の呼吸器病は肉牛産業においては、出荷のための移動時にお

ける死亡や臨床疾患、および経済的損失の主な原因である。酪農産

業においては、出生から離乳時にかけての呼吸器病は、その後の生

産性に最も影響を与える疾患と考えられている [75 ]。子牛の呼吸器

病による損失については多くの報告がある [67 ,75 -77 ]。生後 3 ヵ月

齢以前に、呼吸器病に罹患し獣医師の治療を受けた子牛は、治療歴

がない子牛と比較してその後 2 .5 倍の斃死率を示す。また、３ヵ月

齢以前に呼吸器病を罹患した牛は 3 ヵ月～ 2 歳半までの斃死率が健

康な育成牛の 2 .4 倍となり、生後 6 ヵ月間の成長が約 10kg 遅延す

る。さらに、難産を生じるリスクが 2 .4 倍高くなることや初産月齢

が 2 ヵ月遅延することなどが報告されている [2 ,68 ,75 -78 ]。無事初

回分娩しても、初産乳期の間に、疾病等で廃用になる確率が呼吸器

病を罹患しなかった牛と比べて 1 .84 倍増加するとされている [2 ]。

これらのとおり、子牛の呼吸器病は乳牛の生産性に多大な負の影響

を与えると考えられている。とくに、子牛の呼吸器病はその臨床症

状が重篤化した場合、その後の著しい生産性の低下を引き起すこと

が報告されている [17 ]。したがって、子牛の生産性を向上させるに

は、適切な飼養管理により呼吸器病を予防することはもちろんであ

るが、罹患した場合その臨床症状を重篤化させないことが同様に重

要となる。  

子牛の呼吸器病の予防としては、飼養環境の改善 [63 ]、適切な初

乳の給与 [74 ]、抗生物質による集団治療 [23 ]、ワクチネーション [12 ]

などがあげられる。飼養環境については、野外において雨や風を防

ぐことが可能な個別飼い飼養が、舎内における集団飼養より呼吸器

病に罹患するリスクは低いとされている [4 ,50 ,62 ]。さらに、舎内に

おいて一区画９頭以下で飼養する場合と舎内で一区画 10 頭以上を

飼養する場合とでは、明らかに 10 頭以上で飼養する場合のほうが

呼吸器病に罹患するリスクが高まるとされている [45 ,63 ]。しかし近
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年、乳牛の多頭数飼養化が進み、子牛の預託農場での飼養やロボッ

ト式哺乳による集団過密飼養、すなわち一区画 10 頭以上の密飼い

が増加傾向にある。これらの飼養環境の変化は、子牛が呼吸器病に

罹患し、その臨床症状を著しく重篤化させる危険性を高めることが

報告されている [45 ,53 ,63 ,64 ]。  

適切な初乳の給与は、最も有効な子牛の肺炎の予防手段の一つで

ある [54 ,55 ,62 -64 ,74 ]。近年、ヨーネ病、白血病、マイコプラズマ

感染症などの初乳を介した感染症予防のために初乳を加熱殺菌、冷

凍保存あるいは醗酵処置する方法が普及してきている。これらの処

置をすることによって、通常であれば生きて子牛に哺乳される初乳

中の白血球やサイトカインが失活してしまい、それが持つ液性免疫

の増強作用や食作用といった重要な免疫活性が低下し、結果的に初

乳の免疫付与能力を大幅に低下させてしまう [53 ,55 ,59 ]。したがっ

て、十分量の加熱処理初乳を給与しても、感染に対する十分な抵抗

力を初乳給与だけでは付与できなくなってきている [53 ,55 ]。  

子牛の移動時および離乳時の個別飼いから集団飼養になる際の同

居牛に対して全頭抗生物質を予防的に投与する方法は、呼吸器病の

重篤化を防ぐにあたり一定の効果があることが報告されている [31 ]。

しかしこの方法は、二次治療の是非の判定が難しく、耐性菌を容易

に出現させてしまうだけではなく、人間に多剤耐性菌を感染させて

しまうリスクもある [14 ,23 ,69 ]。したがって、予防的に抗生物質を

使用することは、公衆衛生上の観点から、できるだけ使用頻度を少

なくすることが望まれる。  

以上のように、子牛を取り巻く飼養環境の変化、初乳管理の変化

に伴い、子牛が早期に呼吸器病に罹患し、その臨床症状を重篤化さ

せるリスクは増大している。また、薬剤耐性菌発育阻止の観点から、

抗生物質にできるだけ頼らない、子牛の呼吸器病の制御方法を用い

る必要がある。  

呼吸器病患を重篤化させる要因として、環境の変化やストレスに

加えてウイルスと細菌との混合感染が大きな要因と考えられている。
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とくに牛ウイルス性下痢ウイルス (BVDV)と Mannheimia  

haemolyt i ca  (Mh)の混合感染は重篤な線維素性肺炎の原因となる

[8 ,17 ,46 ,60 ,75 ]。Booker ら [5 ]は、重症の肺炎に罹患した子牛 90 頭

の肺の免疫組織化学検査を実施し、Mh の感染が 29％と最も高頻度

で認められ、そのうちの 96％は BVDV の感染が認められたとされ

ている。 Ful ton ら [28 ]は、 237 頭の重症の肺炎に罹患した育成牛の

肺の免疫組織化学検査を実施し、他の呼吸器病に関与するウイルス

の中では最も高い 10 .4％の肺から BVDV が分離され、呼吸器病の二

次感染に関与する細菌の中では最も高い 25％の肺から Mh が検出

されたとされている。このように、BVDV と Mh の混合感染は子牛

と育成牛の肺炎の重症化に最も深く関与していると考えられている。 

BVDV 感染時には、多くの牛で白血球数の低下が認められる。ヘ

ルパー (CD4 + )細胞、細胞障害性 (CD 8 + )細胞、ガンマデルタ (γ /δ )T

細胞も B 細胞や好中球同様に減少がみとめられ、その程度は感染し

た株により異なるとされている [9 ,27 ]。さらに、 BVDV 感染時には

リンパ球、好中球、単球およびマクロファージの機能低下やインタ

ーフェロン分泌の抑制が認められる [41 ,58 ,79 ]。これらの免疫担当

細胞の量的あるいは質的な低下によって、免疫抑制が惹起され、環

境の変化、管理失宜および他の呼吸器病病原体の同時感染と相まっ

て、呼吸器病の臨床症状は重篤化すると考えられている。また、

BV D V と Mh との混合感染が重篤な線維素性肺炎を招く理由として、

鼻介腔や気管のクリアランス機能の低下がある [8 ,60 ]。 BVD V の感

染により鼻介腔や気管における粘膜絨毛が障害を受け、粘膜絨毛が

担う細菌のクリアランス機構が機能しなくなる。このことにより肺

内に Mh が付着し増殖する。さらに、 BVD V 感染により、肺内にお

けるマクロファージや好中球の機能低下および B 細胞や T 細胞の活

性の抑制が引きおこされる。このような、鼻介腔と気管における

Mh を排除する機構の低下と肺内における免疫応答能の低下により、

BVDV と Mh の同時感染は呼吸器器官の重篤な障害を発生させる

[27 ]。  
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さらに、BVDV と Mh の混合感染は Pasteure l la  mul toc ida（ Pm）、

Histophi lus  somni（ Hs）の肺内感染のリスクを増大させる [51 ,80 ]。

その大きな要因として、Mh が産生する外毒素ロイコトキシン（ LKT）

がある。鼻腔内で Mh が増殖し、 BVDV 感染により惹起される免疫

抑制効果により、 Mh はその保有する莢膜の働きで容易に肺胞内に

定着してコロニーを形成する。そして、急激な増殖と同時に LKT

を産生する。LKT は好中球の細胞膜表面に付着する。好中球の細胞

膜に付着した LKT は好中球細胞質内の Ca 2 +チャンネルを刺激し、

結果として好中球の細胞膜リン脂質より、ロイコトリエン B4 の産

生を促す。産生されたロイコトリエン B4 により Mh コロニー周囲

に好中球が集蔟する。集まった好中球に LKT がさらに付着し、好中

球の集蔟が加速される。このようにして集まった好中球は、LKT の

作用により細胞膜に変化が生じ、小孔（約 100nｍ）が形成され、最

終的には溶解し、リソソーム内の加水分解酵素や化学物質（ H 2 O 2、

活性酸素など）が肺組織内に放出される。好中球により放出された

酵素や化学物質は肺組織に損傷を与える。このように、LKT が作用

した好中球の溶解によって損傷を受けた肺組織に Pm および Hs の

感染が加わるとさらに病勢が悪化進行し、臨床症状はより重篤化し、

その後の生産性を著しく低下させる [10 ,46 ,49 ]。子牛の呼吸器病は

BVDV や Mh のみならず、種々のウイルスとバクテリアの混合感染

により症状は重篤化する [29 ,82 ]。したがって、種々の病原体に対す

る多様で、かつ豊富な免疫を子牛に獲得させることが重要ではある

が、 BVD V と Mh は子牛の呼吸器病の重症化要因として特に重要で

あることを念頭において対策を講じる必要がある。  

種々のウイルスおよびバクテリアの感染による臨床症状の重篤化

を防止する有用な手段としてワクチン接種が挙げられる [65 ,72 ,73 ,  

75 ]。しかし、離乳前の子牛に対するワクチン接種は移行抗体の影響

を受けて、十分な免疫効果が得られないと考えられている [19 ,35 ,  

71 ]。その解決策の一つとして、母牛に対してワクチン接種すること

によって、母牛の血中 IgG 濃度を高め、高濃度の Ig G を初乳中に分
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泌させて、その初乳を子牛に提供するという方法がある [53 ]。 IgG

は熱処理や凍結および醗酵でもその効力を失わず有効な方法と考え

られている [53 ]。したがって、我国で市販されている呼吸器病のワ

クチンを用い、種々の病原体に対する多様で豊富な抗体を、どのよ

うな接種方法によって効率的に獲得させられるかを検討することは、

子牛期の健康状態を維持するための重要な課題である。我国におい

ては 2015 年現在、呼吸器病ワクチンとして主に、牛ヘルペスウイ

ルス 1 型 (BHV1 )、 BVDV1、 BVDV2、牛ＲＳウイルス (BRSV）、パ

ラインフルエンザウイルス 3 型 (PI -3）、アデノウイルス (ADV )の弱

毒株を含む混合生ワクチン、BHV1，BVDV1、BVDV2、BRSV、PI -3

の不活化抗原を含む混合不活化ワクチン、 BHV1、 BRSV、 PI -3 お

よび ADV の弱毒株と BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む生不活

化混合ワクチン、BHV-1 と PI -3 の温度感受性変異株（体温 39 .0 以

下で増殖可能な株）を含む経鼻式の混合生ワクチン、 Mh の莢膜抗

原とロイコトキソイドを含む不活化ワクチン、Mh、P m、Hs の不活

化抗原を含む混合不活化ワクチンが市販されている。呼吸器病対策

としてこれらのワクチンを子牛に使用する場合、ワクチン接種によ

る子牛の免疫状態を把握しておくことは、多頭数飼育化が進む畜産

状況において重要である。混合ワクチンに含まれるワクチン抗原の

なかで、BVD V に関しては、野外で流行している BVDV は抗原性が

多様であるため、ワクチン接種によって誘導される交差性の高い免

疫応答を、十分に高めておく必要がある。そのためには生ワクチン

が最適であるが [6 ,21 ,56 ]、胎子へのワクチン株の感染による持続感

染牛産出の懸念から、育成後期の妊娠牛での生ワクチン使用が回避

されている。二次感染や日和見感染など様々な悪循環を引き起こす

可能性のある病原体に対する抗体を子牛期に十分高めておくことは、

より確実な呼吸器病対策の一つになると考えられる。  

本研究では、臨床現場で応用可能な子牛の呼吸器病対策として、

2015 年現在我国で市販流通しているワクチンを用いてどのような

接種方法によれば接種牛に効果的に、しかも抗原的に多様な中和抗
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体を獲得させられるかに関して以下の点について検討した。  

第 1 章 に お い て は 、 BVDV を 含 む 混 合 ウ イ ル ス 生 ワ ク チ ン と

BVDV の不活化抗原を含む混合生ワクチンを用いて、効果的に抗体

を獲得させる方法を検討した。  

第 2 章では、移行抗体のほとんど消失した育成牛に対して BVDV1

を含む生ワクチンを一回接種することによって血中の BVDV に対す

る抗体価がどれだけ維持されるかを検討した。 BVDV の生ワクチン

は、１回の接種により長期にわたり免疫を維持することは知られて

いる [21 ,73 ]が、その維持期間を精査した報告は現在までになされて

いない。  

第 3 章においては、ドイツで用いられている BVD V のワクチンの

接種方法 [47 ,  52 ]を参考に、移行抗体が残存している時期の子牛の

場合で、移行抗体が交差反応性を示さない野外株に対する感染抵抗

性の付与について検討した。  

第 4 章では、子牛の呼吸器病の臨床症状の重篤化を防ぐには、種々

のウイルスだけではなく、種々のバクテリアに対する抗体を獲得さ

せることが必須である [ 1 ,11 ,12 ]  。呼吸器病に強く関与するバクテ

リアの中で、外毒素（ LKT）の作用により重要な線維素性肺炎とな

り、Pm や Hs の二次感染を惹起する Mh ワクチンに対する抗体応答

に着目し、若齢期の Mh ワクチン接種によって有効な抗体応答を誘

導できるかを検討した。  

以上の結果を基に、子牛期における呼吸器病対策として、臨床上

活用可能なワクチン接種方法の確立を試みた。  
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第 1 章  

牛ウイルス性下痢ウイルス（ BVDV）を含む混合生ワクチンと  

BVDV の 不 活 化 抗 原 を 含 む 混合 生 ワ ク チ ン 接 種に よ る  

子牛の抗体応答  

 

 

 

1.  小  緒  

 

子牛に多様な病原体に対する免疫を獲得させるために、我国では

注射型混合ワクチンが頻用されている。呼吸器病の原因となるウイ

ルスに対しては経費と作業性の観点から、混合生ワクチンと混合不

活化ワクチンが用いられてきている。呼吸器病の原因となる種々の

ウイルスの中では、牛ヘルペスウイルス１型 (BHV1 )、牛ウイルス性

下痢ウイルス (BVDV1 および BVD V2 )および牛 RS ウイルス (BRSV）

に対す る免 疫を 獲得す るこ とが 重要と 考え られ ている [7 ,57 ,73 ]。

BHV1 と BRSV に対する免疫をワクチンにより獲得させるためには、

生ワクチン単回接種では不十分であり、生ワクチンの複数回接種が

有効とされている [18 ,57 ]。BVDV に対しては、我国では生ワクチン

接種後に不活化ワクチンを接種して免疫増強する方法「 LK 方式」

がとられているが、その免疫効果は詳しく検討されていない。そこ

で、我国で市販されている BVDV1 を含む混合生ワクチン（すべて

弱毒生ウイルスを含む）と BVDV1 および BVDV2 の不活化ウイル

スを含む混合生ワクチン（ BVDV のみ不活化ウイルス、それ以外は

すべて弱毒生ウイルスを含む）を用い、より効果的なワクチンの組

み合わせと接種方法に関して、その効果を抗体価の推移を基に検討

した。  
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2.材料および方法  

 

1）試験農場の概要  

北海道根室管内の一酪農場において試験を実施した。本農場はフ

リーストール式牛舎で、 4～ 15 ヶ月齢牛を飼養する育成牛舎および

搾乳牛と妊娠後期の育成牛および乾乳牛を飼養する成牛舎の 2 棟が

あり、それぞれ独立していた。妊娠した育成牛は同牧場内の放牧地

で飼養された。試験開始時点において成牛 275 頭、育成牛 89 頭、

子牛 42 頭（本農場内のカーフハッチにて飼養）を飼養していた。

試験開始の５年前より試験期間中において、牛の導入は行われなか

った。試験期間中、本農場の牛と外部の牛が接触する機会はなかっ

た。既報の方法 [4 3 ]に準じてバルク乳からの BVD V 遺伝子検出を実

施した。試験開始日から半年後と１年半後のバルク乳を対象とした

いずれの検査からも BVDV 遺伝子は検出されなかった。  

 

2） 供 試 牛  

供試牛の概要、試験開始時および採血日の月齢は表 1 に示した。

本酪農場で飼養され、ワクチンの接種歴がないホルスタイン種の育

成牛 20 頭を試験に用いた。供試牛は 9～ 11 ヶ月齢で、発育や一般

状態が良好な牛を選定した。供試牛を５頭ずつ A～ D の４群に分け

て使用した。試験期間中、牛は成長とともに育成牛舎から放牧地を

経てフリーストール牛舎へと飼養場所が移動された。   
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表 1. 供試牛の概要、試験開始時および採血日の月齢  

 

 

 

  

試験群 牛ＮＯ 試験開始時の月齢（0日目） 27日目 57日目 157日目 190日目 330日目

Ａ 1 9 10 11 14 15 ND
*

Ａ 2 9 10 11 14 15 30
Ａ 3 9 10 11 14 15 ND
Ａ 4 9 10 11 14 15 30
Ａ 5 9 10 11 14 15 30

9.00±0.00** 10.00±0.00 11.00±0.00 14.00±0.00 15.00±0.00 30.00±0.00

Ｂ 6 9 10 11 14 15 30
Ｂ 7 9 10 11 14 15 30
Ｂ 8 9 10 11 14 15 30
Ｂ 9 9 10 11 14 15 30
Ｂ 10 9 10 11 14 15 ND

9.00±0.00 10.00±0.00 11.00±0.00 14.00±0.00 15.00±0.00 30.00±0..00

C 11 9 10 11 14 15 30
C 12 9 10 11 14 15 30
C 13 10 11 12 ND 16 31
C 14 10 11 12 15 16 ND
C 15 10 11 12 15 16 ND

9.60±0.55 10.60±0.55 11.60±0.55 14.50±0.58 15.60±0.55 30.33±0.58

D 16 10 11 12 15 16 ND
D 17 10 11 12 15 16 31
D 18 11 12 13 16 17 31
D 19 11 12 13 16 17 31
D 20 11 12 13 16 17 31

10.60±0.55 11.60±0.55 12.60±0.55 15.60±0.55 16.60±0.55 31.00±0.00

    A群は0日目と 27日目に不活化BVDV混合生ワ ク チンを接種を接種

    B群は0日目と 157日目に不活化BVDV混合生ワ ク チンを接種を接種

    C群は０ 日目に混合生ワ ク チンを157日目に不活化BVDV混合生ワ ク チンを接種

    D群は０ 日目に混合生ワ ク チンを接種

   * ND:採血せず

   **平均値±標準偏差
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3）ワクチン  

ワクチンとして、抗原がすべて弱毒生ウイルスである市販製剤（混

合生ワクチン）および BVDV のみが不活化されている市販製剤（不

活化 B VD V 混合生ワクチン）を用いた。混合生ワクチンとしては、

京都微研  5 種混合生ワクチン（（株）微生物化学研究所、京都）を、

不活化 BVDV 混合生ワクチンとしては、京都微研  キャトルウイン

-6（（株）微生物化学研究所、京都）を用いてそれぞれ添付の指示書

に即して筋肉内投与した。それぞれのワクチン株に含まれるウイル

ス株を、表 2 に示した。  

 

 

表 2.  使用したワクチンのウイルス株  

 

  

ワクチン名 ウイルス株 抗原の種類
混合生ﾜｸﾁﾝ 牛ウイルス性下痢ウイルス１型（BVDV1）: No.12-43株 生

牛伝染性鼻気管炎ウイルス（BHV-1）: No.758-43株 生

牛RSウイルス（BRSV）: rs-52株 生

牛パラインフルエンザ３型ウイルス（PI3V）: BN-CE株 生

牛アデノウイルス７型(ADV7):TS-GT株 生

不活化BVDV混合生ﾜｸﾁﾝ 牛ウイルス性下痢ウイルス１型（BVDV1）: Nose/T株 不活化

牛ウイルス性下痢ウイルス2型（BVDV2）: KZ-cp/T株 不活化

牛伝染性鼻気管炎ウイルス（BHV-1）: No.758-43株 生

牛RSウイルス（BRSV）: rs-52株 生

牛パラインフルエンザ３型ウイルス（PI3V）: BN-CE株 生

牛アデノウイルス７型(ADV7):TS-GT株 生
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４）ワクチン接種プログラムと血清の採取  

ワクチン接種時期と採血日を図 1 に示した。試験開始日に、 A お

よび B 群には不活化 BVDV 混合生ワクチンを、 C および D 群には

混合生ワクチンをそれぞれ接種した。その後、A 群は 27 日目に、B

および C 群は 157 日目に不活化 BVDV 混合生ワクチンを追加接種

した。初回ワクチン接種時（ 0 日目）、初回ワクチン接種後 57、157、

190 および 330 日目の 5 回採血を行い、分離した血清を抗体価測定

時まで－ 20℃以下で凍結保存した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1.ワクチン接種および採血スケジュール  

 

 

 

  

○  ○  ○  ○  ○  

０ 日 目  27 日 目  57 日 目  15 7 日 目  19 0 日 目  33 0 日 目  

A 群  

B 群  

C 群  

D 群  

○  ○  

○  

○  ○  ○  

○  ○  ○  ○  

○  ○  ○  ○  ○  

 ：混 合 生 ﾜｸﾁﾝ     ：不 活 化 BVDV 混 合 生 ﾜｸﾁﾝ    ○：採 血  
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5）中和抗体価の測定  

すべての血清を採取後、まとめて中和抗体価を測定した。各ウイ

ルスの抗体価の測定方法は以下のとおりである。  

BHV1：細胞培養用 96 穴のマイクロプレートを用いて、非働化し

た血清 50μl を 2 倍階段希釈した後、 200TCID50 /100 μl の中和試験

用ウイルス 50μl と混合し、 37℃で一夜感作した。この混合液に牛

精巣継代細胞浮遊液 100μl を添加した後、37℃で 7 日間静置培養し、

観察した。中和用ウイルスとして N o.758 株を用い、細胞変性効果

の抑制を認めた血清の最高希釈倍数を中和抗体価とした。  

BRSV：細胞培養用 96 穴のマイクロプレートを用いて、非働化し

た血清 100μl を 2 倍階段希釈した後、200TCID50 /100 μl の中和試験

用ウイルス 100μl と混合し、22℃で一夜感作した。この混合液 100μl

を試験管に培養したアフリカミドリザル腎由来株化細胞（ Vero 細胞）

に接種し、 37℃で 60 分間吸着させた後、培養液を加え 7 日間静置

培養し、観察した。中和用ウイルスとして MNK7 株を用い、細胞変

性効果の抑制を認めた血清の最高希釈倍数を中和抗体価とした。  

BVDV：細胞培養用 96 穴のマイクロプレートを用いて、非働化し

た血清 50μl を 2 倍階段希釈した後、 200TCID50 /100 μl の中和試験

用ウイルス 50μl と混合し、37℃で 60 分間感作した。この混合液に

牛精巣継代細胞浮遊液 100μl を添加した後、37℃で 7 日間静置培養

し、観察した。中和用ウイルスとして、BVDV1 は Nose 株、BVDV2

は KZ-91 -cp 株を用い、細胞変性効果の抑制を認めた血清の最高希

釈倍数を中和抗体価とした。  

 

６）統計解析  

 A、B、C および D 群の 4 群間における各採血日の抗体価は Dunn

の多重比較検定を用い解析した。  
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3.成  績  

 

1） BHV1 に 対 す る ワ ク チ ン の免 疫 効 果  

混合生ワクチン接種後の BHV1 に対する抗体価の推移を表 3 およ

び図 2 に示した。全群の牛においてワクチン接種後 2 から 256 倍の

抗体が検出された。 57 日目において、 27 日間隔で BHV-1 の生ワク

チン（不活化 BVDV 混合生ワクチン）を 2 回接種した A 群の抗体価

は、 BHV1 の生ワクチンを１回のみ接種した B、 C および D 群より

高い抗体価を示す傾向が認められた。接種後 190 日目において 157

日間隔で BHV1 の生ワクチン（不活化 BVDV 混合生ワクチン）を 2

回接種した B 群と、同じく 157 日間隔で BHV1 の異なる生ワクチン

製剤（混合生ワクチンと不活化 BVDV 混合生ワクチン）を２回接種

した C 群の抗体価は BHV1 の生ワクチンを 1 回しか接種しなかった

D 群と比較して有意（ P＜ 0 .05）に高かった。  

 

 

表 3.  BHV1 に対する中和抗体価の推移  

 

*ND:採血せず   

牛№ 群 0日目 57日目 157日目 190日目 330日目

1 A ＜2 256 32 16 ND
＊

2 A ＜2 32 16 16 8

3 A ＜2 128 64 64 ND

4 A 4 32 256 128 128

5 A ＜2 256 128 64 64

6 B ＜2 256 64 256 128

7 B ＜2 4 16 256 256

8 B ＜2 64 64 128 128

9 B ＜2 16 16 32 16

10 B ＜2 4 2 64 ND

11 C ＜2 16 16 128 64

12 C ＜2 16 32 256 128

13 C ＜2 4 ND 256 64

14 C ＜2 32 16 256 ND

15 C ＜2 64 16 128 ND

16 D ＜2 4 8 8 ND

17 D ＜2 32 32 32 32

18 D ＜2 16 16 16 16

19 D ＜2 16 16 4 8

20 D ＜2 8 8 8 8
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図 2 .  BH V 1 に対する抗体価の推移  

 

各群の幾何平均抗体価を示す。生ワクチン接種時期を白矢印で示した。A 群は

０および 27 日目、B および C 群は 0 および 157 日目に、D 群は 0 日目のみに

接種した。  

＊：採血日における群間での有意差 (p<0.05)あり 
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2） BRSV に 対 す る ワ ク チ ン の免 疫 効 果  

混合生ワクチン接種後の BRSV に対する抗体価の推移を表 4 およ

び図 3 に示した。全群の牛から 2～ 512 倍の抗体価が検出された。

接種後 190 日目と 330 日目において、BRSV の生ワクチンを 2 回接

種した A、B および C 群の抗体価は BRSV の生ワクチンを 1 回しか

接種しなかった D 群と比較して高くなる傾向が認められた。  

 

 

 

表 4.  BRSV に対する中和抗体価の推移  

 

*ND:採血せず  

  

牛№ 群 0日目 57日目 157日目 190日目 330日目

1 A 8 512 32 128 ND
＊

2 A 128 128 32 128 128

3 A 8 128 32 64 ND

4 A 32 32 128 128 128

5 A 32 512 32 128 128

6 B 32 128 32 128 128

7 B 8 32 32 64 128

8 B 8 128 32 128 32

9 B 8 128 128 64 64

10 B 8 32 8 64 ND

11 C 8 8 2 16 64

12 C 128 128 128 128 128

13 C 128 32 ND 128 64

14 C 32 32 32 128 ND

15 C 8 8 2 32 ND

16 D 32 8 128 128 ND

17 D 128 512 128 128 64

18 D 8 8 32 32 64

19 D 8 32 32 64 32

20 D 2 2 2 4 4
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図 3. BRSV に対する抗体価の推移  

 

各群の幾何平均抗体価を示す。生ワクチン接種時期を白矢印で示した。A 群

は 0 及び 27 日目、B および C 群は 0 及び 157 日目に、D 群は 0 日目のみに接

種した。  
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3） BVDV1 に 対 す る ワ ク チ ンの 免 疫 効 果  

混合ワクチン接種による BVDV1 に対する抗体価の推移を表 5 お

よび図 4 に示した。不活化 BVD V 混合生ワクチンを 2 回接種した A

および B 群は混合生ワクチンを接種した C および D 群に比較して

低い抗体価を示した。さらに A 群では、接種後 190 日および B 群で

は 190 日と最終測定日の 330 日を除いて抗体が検出されない個体が

認められた。検出された抗体価も C および D 群の 1 28～ 2 ,048 倍で

あったのに対して A および B 群では 2～ 5 1 2 倍と低い値を示した。

抗体価は、接種後 57 日目において BVDV1 弱毒生ウイルスを含むワ

クチン（混合生ワクチン）を 1 回接種した C 群と D 群は、 BVDV1

と BVDV2 の不活化ウイルスを含むワクチン（不活化 BVDV 混合生

ワクチン）を１回のみ接種した B 群と比較して有意（ P<0 .05）に高

かった。また、15 7 日目において、BVDV1 弱毒生ウイルスを含むワ

クチン（混合生ワクチン）1 回のみ接種の D 群は BVDV1 と BVDV2

の不活化ウイルスを含むワクチン（不活化 B VD V 混合生ワクチン）

を 1 回のみ接種した B 群に対して有意（ P＜ 0 .05）に高かった。接

種後 190 日目において、混合生ワクチンを接種後 1 57 日目に不活化

BVDV 混合生ワクチンを接種した C 群と混合生ワクチン 1 回のみ接

種の D 群の抗体価は、 BVDV1 と BVDV2 の不活化ウイルスを含む

ワクチン（不活化 BVDV 混合生ワクチン）を 27 日間隔で２回接種

した A 群に対して有意（ P＜ 0 .05）に高かった。BVDV1 弱毒生ウイ

ルスを含むワクチン（混合生ワクチン）接種後 157 日目に BVDV1

と BVDV2 の不活化ウイルスを含むワクチン（不活化 BVDV 混合生

ワクチン）を接種したⅭ群と BVDV1 弱毒生ウイルスを含むワクチ

ンを１回のみ接種した D 群との間で、試験期間中に C 群が D 群に

対して有意に高い BVDV1 に対する抗体価を示すことはなかった。  
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表 5 . BVD V1 に対する中和抗体価の推移  

 

 

N D：採血せず  

 

  

牛№ 群 0日目 57日目 157日目 190日目 330日目

1 A ＜2 32 8 4 ND
＊

2 A ＜2 ＜2 ＜2 64 ＜2

3 A ＜2 64 16 2 ND

4 A ＜2 2 ＜2 2 ＜2

5 A ＜2 512 32 32 64

6 B ＜2 64 64 256 32

7 B ＜2 ＜2 ＜2 64 64

8 B ＜2 ＜2 ＜2 16 2

9 B ＜2 ＜2 2 4 2

10 B ＜2 4 4 16 ND

11 C ＜2 1024 1024 512 256

12 C ＜2 2048 256 512 256

13 C ＜2 512 ND 256 512

14 C ＜2 1024 1024 2048 ND

15 C ＜2 1024 1024 1024 ND

16 D ＜2 1024 2048 1024 ND

17 D ＜2 2048 2048 1024 2048

18 D ＜2 512 128 256 256

19 D ＜2 2048 512 1024 2048

20 D ＜2 2048 1024 512 512
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図 4 . BVD V1 に対する抗体価の推移  

 

縦軸は幾何平均抗体価。黒矢印は不活化ワクチン、白矢印は生ワクチン接種

時期を示す。A 群は 0 および 27 日目に、B および C 群は 0 および 157 日目に、

D 群は 0 日目に接種した。  

＊：B 群に対して有意差あり P＜0.05 

＃：A 群に対して有意差あり P＜0.05 
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4) BVDV２に対するワクチンの免疫効果  

混合ワクチン接種後の BVDV2 に対する抗体価の推移を表 6 およ

び図 5 に示した。 A 群では接種後全ての時期において、 B 群では接

種後 190 日および 330 日目を除いて抗体の検出されない個体が認め

られた。また検出された抗体価は 2～ 128 倍であった。これに対し

て混合生ワクチンを接種した C および D 群は接種後 57 日目に全て

の牛において 4～ 32 倍の抗体が検出され、調査期間中全ての牛から

4～ 512 倍の抗体が検出された。接種後 157 日目において、 BVDV1

弱毒生ウイルスを含むワクチン（混合生ワクチン）を 1 回のみ接種

した D 群は、 BVDV1 と BVDV2 の不活化ウイルスを含むワクチン

（不活化 BVD V 混合生ワクチン）を 1 回のみ接種した B 群より有意

に（ P＜ 0 .05）高い抗体価を示した。BVDV1 弱毒生ウイルスを含む

ワクチン（混合生ワクチン）接種後 157 日目に BVDV1 と BVDV2

の不活化ウイルスを含むワクチン（不活化 B VD V 混合生ワクチン）

を接種したⅭ群と BVDV1 弱毒生ウイルスを含むワクチンを１回の

み接種した D 群との間で、試験期間中に C 群が D 群に対して有意

に高い BVDV2 に対する抗体価を示すことはなかった。  
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表 6 . BVD V2 に対する中和抗体価の推移  

 

 

 

ND：採血せず  

  

牛№ 群 0日目 57日目 157日目 190日目 330日目

1 A ＜2 8 4 2 ND
＊

2 A ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

3 A ＜2 32 16 8 ND

4 A ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 2

5 A ＜2 128 32 16 32

6 B ＜2 16 4 32 8

7 B ＜2 4 ＜2 64 64

8 B ＜2 ＜2 ＜2 32 16

9 B ＜2 4 ＜2 2 2

10 B ＜2 4 ＜2 16 ND

11 C ＜2 4 16 8 64

12 C ＜2 16 16 16 8

13 C ＜2 4 ND 8 8

14 C ＜2 32 64 32 ND

15 C ＜2 16 8 32 ND

16 D ＜2 16 8 8 ND

17 D ＜2 16 64 32 32

18 D ＜2 8 16 4 8

19 D ＜2 16 64 4 128

20 D ＜2 16 512 128 256
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図 5.  BVDV2 に対する抗体価の推移  

 

縦軸は幾何平均抗体価。黒矢印は不活化ワクチン、白矢印は生ワクチン接種

時期を示す。A 群は 0 および 27 日目に、B および C 群は 0 および 157 日目に、

D 群は 0 日目に接種した。  

＊：採血日における群間で有意差あり P＜0.05 
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4.考  察  

 

BHV1 生ワクチンの十分な免疫効果は単回接種では 1 26 日間持続

し、追加接種することで接種後 1 年以上の免疫効果が期待できると

されている [18 ]。本章での研究において、 57 日目において、 27 日

間隔で BHV-1 の生ワクチン（不活化 BVDV 混合生ワクチン）を 2

回接種した A 群の抗体価は、BHV-1 の生ワクチンを１回のみ接種し

た B、 C および D 群より高い抗体価を示す傾向が認められた。 157

日間隔で BHV1 の生ワクチンを 2 回接種した B 群と C 群は BHV1

の生ワクチンを 1 回しか接種しなかった D 群と比較して 190 日目の

抗体価が有意に高かった。このことから今回用いたワクチン株の

No.758－ 43 株も既報の成績 [18 ,  65 ,73 ]と比べて追加接種の時期は

異なるが、複数回接種は免疫効果が高まることが確認された。  

今回用いたワクチンに含まれる BRSV は、子牛の呼吸器病の主要

な原因ウイルスであり、世界中に広く蔓延していて、育成期まで多

くの牛がこのウイルスの感染を受けるとされている [3 ]。本研究にお

いて、ワクチン接種前の時点ですべての供試牛に 2～ 128 倍の抗体

が認められ、試験期間を通じてほとんどの牛で 2～ 512 倍の抗体価

が維持された。さらに、試験期間を通じて抗体価に有意差は認めら

れなかった。このことは、既報 [3 ]のとおり、試験開始前および試験

期間中に供試牛に野外感染が生じた可能性が考えられた。しかし、

生ワクチンを 2 回接種する A、B および C 群は、１回接種の D 群よ

り 19 0 日目と 3 3 0 日目において高い抗体価となる傾向が認められ、

生ワクチン２回接種の有効性が強く示唆された [57 ]。母牛に対する

注射型の BRSV ワクチンは接種後強い副反応を起すことも報告され

ている [30 ,42 ]。したがって、BRSV に関しては、母牛の抗体を移行

抗体として子牛に給与する方法ではなく、子牛に対して経鼻式ワク

チンを用いて免役を付与する方法 [72 ]が有効と考えられた。しかし、

BRSV と BVDV を含む経鼻式ワクチンは現在我が国で市販されてい

ない。BRSV と BVDV の混合感染は重篤な呼吸器病を生ずることが
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報告されている [7 ]。したがって、現段階において、 BRSV による呼

吸器病の重症化を防ぐ手段として、注射型呼吸器病混合ウイルスワ

クチンを用いて、 BVDV に対する多様で豊富な液性免疫を獲得させ

ることが最も効果的な手段の一つであると考えられた。  

本研究において用いた育成牛は調査期間中に外部の牛と接触する

機会はなかった。ワクチン接種前の牛から BVDV の抗体は検出され

なかった。さらに、初回ワクチン接種後と１年半後に実施したバル

ク乳検査で BVD V の遺伝子は検出されず、調査期間中に本農場の牛

群内に持続感染牛がいた可能性は極めて低いと考えられた [16 ,43 , 

54 ]。これらのことから、供試牛は外部からの感染によることなく、

ワクチンによって BVDV に対する抗体を獲得したと考えられた。  

BVDV 生ワクチンは BVDV 不活化ワクチンと比較して免疫効果が

高いとされている [6 ,21 ,56  ,65 ]。本研究において、 BVDV 不活化ワ

クチンを 2 回接種した A および B 群は、BVD V 生ワクチンを接種し

た C および D 群と比較して、 BVD V1 に対する抗体産生が少なかっ

た。さらにその抗体価は C および D 群が有意（ P<0.05）に高かっ

た。これは、BHV1 や BRSV に関する検討で得られた結果と同じく、

生ワクチンの方がより確実にウイルス中和抗体を誘導できるためで

あると考えられた。さらに、 BVDV2 に対して、接種後 157 日目に

おいて、 BVDV1 弱毒生ウイルスを含むワクチンを接種した D 群は

BVDV1 と BVDV2 の不活化ウイルスを含むワクチン（不活化 BVDV

混合生ワクチン）を 1 回のみ接種した B 群より有意に（ P＜ 0 .05）

高い抗体価を示した。すなわち、生ワクチンは BVDV1 しか含まな

いにも関わらず、その生ワクチンを接種した場合（ C および D 群）

の方が、高い BVD V2 に対する抗体価が得られる傾向が認められた。

これらの結果から本ワクチンに含まれる BVDV1（ No.12 -43 株）お

よび不活化した BVDV1（ Nose /T 株）と BVDV2（ KZ-cp /T 株）も既

報の成績 [6 ,12 ,15 ,22 ,56 ,65 ]同様に弱毒株のほうが交差性抗体の誘

導効果は高いと考えられた。  

BVDV1 弱毒生ウイルスを含む生ワクチンを 1 回のみ接種した C
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群および D 群と BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワク

チンを 2 回接種した A 群および B 群との間で 2 回接種後の 190 日

目以降の BVDV2 を含む抗体価に有意な差は認められなかった。

BVDV1 弱毒生ウイルスを含む生ワクチンを接種後 1 57 日に BVDV1

と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワクチンを接種した C 群と

BVDV1 弱毒生ウイルスを含む生ワクチン 1 回のみ接種の D 群との

間で、BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワクチン接種後

である 190 日目と 330 日目で BVDV2 に対する抗体価に有意差は認

められなかった。さらに C 群はワクチン接種後の 1 90 日目以降の

BVDV1 に対する抗体価が 256～ 2 , 048 倍と高い値で推移したのに対

して、 BVDV2 に対する抗体価は 8～ 64 倍と低い値で推移した。以

上の結果から、 BVDV1 弱毒生ウイルスを含む生ワクチン接種後に

BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワクチンを接種して免

疫を増強する方法は、BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化

ワクチンを 2 回接種する方法と同等のウイルス中和抗体誘導効果は

認められたが、BVDV2 に対する交差性抗体誘導効果は BVDV1 同様

の高い抗体価は認められず不十分であると考えられた。野外で分離

される BVDV には非常に多くの遺伝的および抗原的変異が認められ

ている [15 ,73 ]。BVDV1 の弱毒生ウイルスを含むワクチンと BVDV1

と BVDV2 の不活化ウイルスを含むワクチンを用いて多様なウイル

ス株に対する液性免疫を獲得させるには、 BVDV ワクチンの接種方

法を検討する必要があると考えられた。  
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5. 小  括  

 

牛ウイルス性下痢ウイルス BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含

有するウイルス性呼吸器病対策用の混合生ワクチンと、 BVDV1 弱

毒株を含む相同の混合生ワクチンを用い、子牛の抗体応答を比較検

討した。4 種類の異なるワクチン接種法における抗体価の推移を 330

日間観察した。BVDV1、BVDV2、牛ヘルペスウイルス 1 型（ BHV1）

および牛 RS ウイルス（ BRSV）に対する抗体価を測定した。 BHV1

に関して、生ワクチンを 1 回だけ接種した群と 157 日間隔で生ワク

チンを 2 回接種した群との間で、接種後 190 日目に 2 回接種群の抗

体価が有意に高かった（ P＜ 0 .05）。また、 BRSV に関しても、生ワ

クチンを２回接種した群のほうが生ワクチンを１回のみ接種した群

より高い抗体価を示す傾向が認められた。すなわち、BHV1 と BRSV

に関しては生ワクチン 2 回接種の有効性が確認された。  

BVDV1 に対する抗体価は、BVDV1 弱毒株を含む生ワクチンを接

種後 157 日に BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワクチ

ンを接種した C 群と、 BVDV1 弱毒株を含む生ワクチン 1 回のみ接

種の D 群は、 BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワクチ

ンを 2 回接種した A 群に対して 1 90 日目において有意に高かった。

その C 群と BVDV1 弱毒株を含む生ワクチン 1 回のみ接種の D 群と

の間で接種後 BVDV1 と BVDV2 に対する抗体価に有意差は認めら

れなかった。以上の結果から、 BVDV1 弱毒株を含む生ワクチン 1

回接種は BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワクチン 2

回接種より BVDV1 に対してウイルス中和抗体誘導効果が認められ

た。しかし、 BVD V1 弱毒株を含む生ワクチン接種後に BVDV1 と

BVDV2 の不活化抗原を含む不活化ワクチンを接種しても、 BVDV2

に対するウイルス中和抗体誘導効果は不十分であると考えられた。

野外で分離される BVDV は、非常に多くの遺伝的および抗原的多様

性が認められていることから、BVD V1 と BVDV2 の不活化抗原を含

む不活化ワクチンと BVDV1 弱毒株のみを含む生ワクチンを用いて、
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多 様 で か つ 豊 富 な BVDV に 対 す る 抗 体 を 獲 得 さ せ る た め に は 、

BVDV ワクチンの接種方法の検討が必要であると考えられた。  

 

（本章の内容の一部は、加藤肇、江村有希子、中尾茂、佐藤礼一郎、

大西守、田島誉士 2010、牛ウイルス性下痢ウイル不活化抗原を含む

呼吸器病混合ワクチンの免疫効果．家畜診療 57、221 -226 [36 ]、Kato ,  

H. ,  Sato ,  R . ,  Oonishi ,  M. ,  Ta j ima,  M.  2015  Compari son  o f  

vacc inat i on  proto co l s  for  bov ine  herpesv i rus  type1  and bovine  

v i ra l  d iarrhea  v i rus .  J .  Vet .  Med.  Rees .  2 ;  1034 -1037  [39 ]  として

公表した。）  
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第 2 章  

牛ウイルス性下痢ウイルスワクチンによる  

中和抗体維持期間の検討  

 

 

1.小  緒  

 

 Victor ら [73 ]の報告によれば、近年牛ウイルス性下痢ウイルス

（ BVD V）感染に対するワクチン接種によって、子牛の消耗率低減

効果は急速に向上してきているとされている。BVDV ワクチンには、

生ワクチン、高温時非増殖性ワクチン、不活化ワクチンの３種類の

ワクチンがある [7 3 ]。わが国においては、生ワクチンと不活化ワク

チンが現在市販されている。生ワクチンは不活化ワクチンに比べて

幾つかの利点があるとされている [6 ,22 ,56 ,73 ]。利点の主なものと

して Roth [56 ]は、価格が安いこと、より豊富なウイルス中和抗体が

得られること、および多様な交差抗体の産生を誘導できることを挙

げている。さらに 1 回の接種で速やかに（ 7 -10 日以内）免疫が獲得

さ れ る こ と や 免 疫 効 果 が 長 期 間 持 続 す る こ と も 報 告 さ れ て い る

[6 ,13 ,21 ]。これは第１章においても、 5 種混合ワクチンによる牛ヘ

ルペスウイルス１型や牛 RS ウイルスに対する抗体価の検討によっ

ても確認された。  

 一方、 BVDV 生ワクチンは妊娠牛への投与によって胎子への悪影

響が懸念されている [26 ,  73 ,83 ]。それを回避するため、Victor ら [73 ]

は育成牛においては初回授精 3 週間前までの生ワクチン接種を奨励

している。初回ワクチン接種時期や追加接種時期を設定するには生

ワクチン 1 回接種による免疫能力の維持期間を把握することは必要

不可欠である。BVDV ワクチン接種後の抗体価は 1 年程度持続する

とされているが [22 ,34 ,56 ]、それらは免疫応答能やウイルス汚染状

況が異なる牛群から得られた成績であり、供試牛の免疫状態と環境

的要因をできるだけ一致させた条件下での調査結果は報告されてい
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ない。さらに、1 年以上にわたり抗体価を継続調査した報告もない。

そこで本章においては、呼吸器病ワクチンとして BVDV を含む混合

生ワクチンとして市販されているワクチンの、より有効な活用法を

検討するために、生ワクチン 1 回接種後の BVDV 抗体価の推移を長

期間にわたり検討した。  
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2 .材 料 お よ び 方 法  

 

1）試験農場の概要  

北海道根室管内の第 1 章で用いた農場とは異なる一酪農場におい

て試験を実施した。本農場はフリーストール式牛舎で、3 から 22 ヶ

月齢牛を飼養する育成牛舎、妊娠後期の育成牛および乾乳牛を飼養

する乾乳牛舎、搾乳牛を飼養するフリーストール式牛舎の 3 棟があ

り、それぞれ独立していた。試験開始時点において成牛 132 頭、育

成牛 32 頭、子牛 19 頭（本農場内のカーフハッチにて飼養）を飼養

していた。試験期間中に 44 頭の外部導入があった。  既報の方法

［ 43］に準じてバルク乳からの BVDV 遺伝子検出を実施した。 1 回

目のワクチン接種から半年後と１年半後のバルク乳を検査対象とし

た。いずれの検査においても、 BVD V 遺伝子は検出されなかった。  

 

2）供試牛  

 試験実施酪農場で飼養され、ワクチンの接種歴がないホルスタイ

ン種の育成牛 20 頭を試験に用いた。供試牛は 6～ 16 ヶ月齢で、発

育や一般状態が良好な牛を選定した。供試牛の試験期間中における

月齢の推移を表７に示した。観察期間中、供試牛は成長とともに育

成牛舎から乾乳牛舎を経てフリーストール牛舎へと飼養場所が移動

された。調査期間中に導入した初妊牛以外に本農場以外の牛と供試

牛が接触する機会はなかった。  
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表 7. 供試牛の概要：試験開始時および採血日の月齢  

 

 

 

A 群および B 群には試験開始日に生ワクチンを接種  

B 群には 458 日目に不活化ワクチンを接種  

*ND:  採血せず  

**平均値 ±標準偏差  

  

試験群 牛ＮＯ 試験開始時の月齢（0日目） 31日目 172日目 339日目 458日目 492日目 578日目 748日目 1132日目

A 1 8 9 13 18 22 23 26 31 44

A 2 16 17 21 26 30 31 34 39 52

A 3 13 14 18 23 27 28 31 ND ND

A 4 10 11 15 20 24 25 28 33 46

A 5 6 7 11 16 20 21 24 29 42

10.60±3.97** 11.60±3.97 15.60±3.97 20.60±3.97 24.60±3.97 25.60±3.97 28.60±3.97 33.00±2.46 46.00±4.32

B 6 8 9 13 18 22 ND 26 31 44

B 7 13 14 18 23 ND* ND ND ND ND

B 8 12 13 17 22 26 27 30 35 48

B 9 9 10 14 19 23 24 27 32 45

B 10 9 10 14 19 23 24 27 32 45

B 11 8 9 13 18 22 23 26 31 44

B 12 14 15 19 24 28 29 32 37 50

B 13 14 15 19 24 28 29 32 37 50

B 14 12 13 17 22 26 27 30 35 48

B 15 9 10 14 19 23 24 27 32 ND

10.80±2.44 11.80±2.44 15.80±2.44 20.80±2.44 24.55±2.46 25・87±2.41 28.56±2.46 33.56±2.46 46.75±2.45

Ｃ 16 16 17 21 26 30 31 34 39 52

Ｃ 17 15 16 20 25 29 30 33 38 51

Ｃ 18 15 16 20 25 29 30 33 38 51

Ｃ 19 16 17 21 26 30 31 34 39 52

Ｃ 20 15 16 20 25 29 30 33 38 51

15.40±0.55 16.40±0.55 20.40±0.55 25.40±0.55 29.40±0.55 30.40±0.55 33.40±0.55 38.40±0.55 51.40±0.55
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3）ワクチン接種プログラムと血清の採取  

ワクチンの接種プログラムと採血のスケジュールを図６に示した。

生ワクチンとして、 BVDV1 の弱毒生ウイルス（ No.12 -43 株）を含

む牛伝染性鼻気管炎・牛ウイルス性下痢 -粘膜病・牛パラインフルエ

ンザ混合生ワクチン（ IBR・BVD-MD・PI 生ワクチン、Lot60 -1、(株 )

微生物化学研究所、京都；以下「生ワクチン」）を用いた。不活化ワ

クチンとして、 BVDV1（ Singer 株）と BVDV2（ 5912 株）の不活

化抗原を含有する IBR・ BVD-MD  2 価・ PI・牛 RS ウイルス感染症

混合（アジュバント加）不活化ワクチン（ストックガード 5、

Lot178179A、共立製薬（株）、東京；以下「不活化ワクチン」）を用

いた。  

ワクチンを接種しない A 群（ 5 頭、試験開始時 6～ 16 ヶ月齢）、

生ワクチンを１回接種した B 群（ 10 頭、試験開始時 8～ 14 ヶ月齢）、

生ワクチンを接種し、初回接種から 458 日後に不活化ワクチンを接

種した C 群（ 5 頭、試験開始時 15～ 16 ヶ月齢）に供試牛を区分し

た。まず、全頭から血清を採取した。さらに同日にＢ群とＣ群に生

ワクチンを接種し、Ｃ群には 15 ヶ月後に、不活化ワクチンを接種

した。生ワクチン接種後は 31、 172、 339、 458（不活化ワクチン接

種直後）、492、578、748 および 1132 日目の計 8 回、血清を採取し

た。抗体価測定までの期間、血清は－ 20℃以下で凍結保存した。  

  



 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６．ワクチン接種および採血スケジュール  
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4） BVDV に 対 す る 中 和 抗 体価 の 測 定  

BVDV1 は Nose 株および BVDV2 は KZ-91cp 株を指示ウイルスと

し、牛胎子筋肉（ BFM）細胞を用い、マイクロタイター法によって

中和試験を行った。すなわち、細胞培養用 96 穴プレートを用いて

非働化血清 50μl を２倍階段希釈した後に、 200TCID 5 0 /0 .1ml の指

示ウイルス液 50μl と混合した。 37℃で 1 時間反応後、BF M 細胞浮

遊液を 100μl 添加し、37℃で 5 日間培養した。指示ウイルスの細胞

変性効果を指標とし、中和を示した血清の最大希釈倍数を中和抗体

価とした。  

 

5）統計解析  

各採血日における抗体価を Mann－ Whitney の U 検定を用い解析

し、有意差を検討した。  
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3.成  績  

 

1） BVDV1 に 対 す る ワ ク チ ンの 免 疫 効 果  

供試牛の BVDV1 に対する抗体価を表８に、それらの推移を図７

に示した。Ｂ群の牛 10 頭すべてにおいてワクチン接種後 31 日目で

16 から 2 ,048 倍の BVDV1 に対する中和抗体が検出された。C 群の

牛においてもワクチン接種後 31 日目に 256 から 2 ,048 倍の BVDV1

に対する中和抗体が検出された。その後 7 回の測定では、 64 から

2,048 倍の抗体が検出された。すなわち、ワクチン接種群では、初

回ワクチン接種後に抗体価が上昇し、個体差は認められたものの約

半年後にピークに達し、徐々に低下した。約 1 年後に不活化ワクチ

ンを接種した C 群では、２回目ワクチン接種後に軽度の抗体価上昇

が認められたが、その約半年後には生ワクチン１回接種の B 群とほ

ぼ同じ抗体価の推移であった。ワクチン接種群では、 B 群と C 群の

測定日ごとの中和抗体価に有意な差は認められず、第１章で確認し

たとおり、不活化抗原として、第１章と異なる株を用いても不活化

抗原の追加接種による免疫増強効果は認められなかった。 A 群の牛

においても B および C 群への生ワクチン接種後 31 日目に 8～ 1 ,024

倍の抗 BVDV 中和抗体が検出された。その後 7 回の測定では 1 頭に

64～ 2 ,048 倍の BVDV1 に対する中和抗体が検出されたがその他４

頭の牛からは BVDV1 に対する中和抗体は検出されなかった。  
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表 8.ワクチン接種による BVDV1 に対する中和抗体価の推移  

 

 

＊ ND：採血せず。  

  

試験群 牛ＮＯ 接種前 接種後31日 接種後172日 接種後339日 接種後458日 接種後492日 接種後578日 接種後748日 接種後1132日

A 1 ＜2 8 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

A 2 4 1024 1024 2048 512 64 256 128 64

A 3 8 16 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ND* ND

A 4 8 8 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

A 5 32 8 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

B 6 ＜2 256 512 512 512 ND 64 256 256

B 7 ＜2 2048 256 1024 ND ND ND ND ND

B 8 ＜2 64 2048 1024 512 512 64 256 256

B 9 4 16 1024 256 512 128 1024 256 1024

B 10 ＜2 128 1024 512 512 1024 2048 512 1024

B 11 8 256 2048 1024 256 128 512 128 256

B 12 4 128 512 1024 256 256 256 512 512

B 13 4 1024 2048 256 256 256 512 512 512

B 14 4 512 2048 512 1024 512 256 128 256

B 15 ＜2 256 1024 1024 512 1024 2048 512 ND

C 16 ＜2 256 1024 1024 512 2048 256 128 64

C 17 ＜2 256 1024 512 512 512 1024 256 1024

C 18 ＜2 512 1024 512 512 1024 512 256 256

C 19 ＜2 512 2048 1024 512 1024 512 256 1024

C 20 8 2048 1024 128 128 256 64 512 256
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図 7 .  BVDV 1 に対する抗体価の推移  

 

各群の幾何平均抗体価を示す。A 群はワクチンを接種しなかった群。

B 群は 0 日目に BVDV1 の生ワクチン（白矢印）を接種、 C 群は 0 日

目に BV DV1 を含む生ワクチン（白矢印）、458 日目に BVD V1 と BV DV2

の不活化ワクチン（黒矢印）を接種した。  
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2） BVDV2 に 対 す る ワ ク チ ンの 免 疫 効 果  

供試牛の BVDV2 に対する抗体価を表９に、それらの推移を図８

に示した。ワクチン抗原として弱毒 BVDV1 しか含まない生ワクチ

ンを接種した B 群では、10 頭中 9 頭からワクチン接種後 31 日目に

2 から 8 倍の BVDV2 に対する中和抗体が検出された。その後 7 回

の測定では全ての期間において 2 から 128 倍の抗体が検出された。

C 群においても B 群同様、すべての牛からワクチン接種後 31 日目

に 2 から 8 倍の BVDV2 に対する中和抗体が検出された。その後 7

回の測定では、全ての時点において 2 から 64 倍の BVDV2 に対する

抗体が検出された。 BVDV2 不活化抗原を含む 2 回目のワクチン接

種後、すなわち 4 58 日目以降も抗体価の大きな変動は認められなか

った。ワクチン接種群である B 群と C 群の測定日ごとの抗体価に有

意な差は認められず、第１章とは異なる不活化抗原株を用いても、

追加接種による有意な交差免疫誘導効果あるいは免疫増強効果は認

められなかった。A 群では 31 日目に 3 頭の牛において 4 から 32 倍

の抗 BVDV2 中和抗体が検出された。その後 1 頭は 7 回の測定で 2

から 32 倍の B VDV2 に対する中和抗体が検出された。その他４頭の

牛からは BVDV2 に対する中和抗体は検出されなかった。  
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表 9.  ワクチン接種による BVDV２に対する中和抗体価の推移  

 

＊ND：採血せず  

 

  

試験群 牛ＮＯ 0日目 ３１日目 １７２日目 330日目 ４５８日目 ４９２日目 ５７８日目 ７４８日目 １１３２日目

A 1 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

A 2 ＜2 4 16 16 32 16 2 16 16

A 3 16 4 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ND* ND

A 4 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

A 5 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＜2

B 6 ＜2 4 8 4 8 ND 8 4 8

B 7 ＜2 4 8 8 ND ND ND ND ND

B 8 ＜2 2 16 32 32 32 8 4 8

B 9 2 4 16 16 16 32 16 4 4

B 10 4 4 32 16 32 128 64 16 4

B 11 4 4 32 64 8 8 16 16 8

B 12 16 4 32 4 4 4 4 8 4

B 13 ＜2 4 32 2 8 16 8 8 4

B 14 ＜2 8 64 64 32 64 32 16 16

B 15 ＜2 2 128 32 32 128 128 128 ND

C 16 ＜2 2 64 32 16 64 32 8 2

C 17 ＜2 4 32 16 32 32 32 16 16

C 18 ＜2 4 8 16 16 16 8 16 4

C 19 ＜2 8 16 32 32 64 8 16 4

C 20 ＜2 8 16 16 8 32 2 4 2
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図 8． BVDV2 に対する抗体価の推移  

 

各群の幾何平均抗体価を示す。 A 群はワクチンを接種しなかった

群。B 群は 0 日目に BVDV1 の生ワクチン（白矢印）を接種、C 群は

0 日目に BVDV1 を含む生ワクチン（白矢印）、458 日目に BVDV1 と

BVDV2 の不活化ワクチン（黒矢印）を接種した。  
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4.考  察  

  

本 研 究 において BVDV1 の抗 体 価 の測 定 に用 いた Nose 株に対する抗

体はワクチン株の No.12 -43 株に対して高い抗原交差性を示す [48］。

本 調 査 の成 績 において、B 群と C 群における BVDV1 に対する中和抗

体価は、多少の変動はあったものの、調査期間中は高い抗体価を維

持していた。調査期間中に 1 年間隔で実施した 2 回のバルク乳検査

において BVD V 遺伝子は検出されず、搾乳牛群内に持続感染牛がい

た可能性は極めて低い [16 ,43 ,54 ]こと、さらに A 群では、中和抗体

価の大きな上昇が認められなかったことから、調査期間中に供試牛

群内で BVDV の野外株侵入による自然感染が生じた可能性は低いと

考えられた。以上の結果から、B 群と C 群はワクチン接種により抗

体を獲得したと考えられた。  

 BVDV2 の 抗 体 価 の 測 定 に 用 い た KZ-91cｐ 株 に 対 す る 抗 体 は

BVDV1 に対して低いながらも抗原交差性を示す [48 ]。 BVDV1 を含

むワクチンに BVDV2 に対する防御効果があることが報告されてい

る [61 ]。 Shimazaki ら [61 ]は、 BVDV1 生ワクチン接種後に BVDV2

に対する抗体が検出されない牛においても BVDV2 に対する防御効

果があることを報告している。 Endsley ら [20 ]は、 BVDV ワクチン

接種後の液性免疫が不十分でも、細胞性免疫が防御効果を示すこと

を明らかにしている。本研究では、 BVDV2 の中和抗体価が生ワク

チン接種後に低いながらも上昇維持されることが確認された。この

ことから今回用いた生ワクチン用の BVDV1 株は BVDV2 に対する

交差免疫を誘導し、 BVDV2 に対して一定の感染防御効果が期待で

きると考えられた。しかし、BVDV1 のみを含むワクチンは BVDV1

と BVDV2 を含むワクチンと比較して子宮内感染の防御効果は低い

ことが報告されている [21 ]。BVDV1 弱毒生ウイルスを含むワクチン

を接種して 15 ヶ月後に BVDV1 と BVDV2 の不活化ウイルスを含む

ワクチンを接種した C 群は BVDV1 弱毒生ウイルスを含むワクチン

を 1 回のみ接種した B 群に対して、不活化ウイルス接種後に有意に
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高い抗体価は示されなかった。これは、第１章で用いた BVDV 株と

異なる 株を用 い て、か つ不活 化 ワクチ ンの接 種 時期を 変え ても 、

BVDV1 弱毒株接種後に BVDV1 と BVDV2 の不活化ウイルスを接種

する方法では BVDV2 に対する液性免疫誘導効果は不十分であるた

めと考えられた。逆に、 2 回目接種後に C 群に認められた抗体価の

上昇は B 群にも認められた (図 8 )ことから、抗体価の軽度な上昇は

測定誤差の範囲内での変化とも考えられた。第 1 章で提起された課

題同様に、我国で 2015 年現在市販されている BVDV ワクチンを用

いて、多様な BVDV に対する液性免疫を接種牛に付与するためには、

やはり B VD V ワクチンの接種方法を改良する必要性が確認された。 

BVDV の現行の生ワクチンは子宮内感染のリスクを軽減させるが、

胎子への感染を完全に防ぐことはできないとされている [15 ,22 ,73 ]。

しかしながら生ワクチンは抗原性状が異なる野外株に対しても、そ

の臨床症状を緩和することによって経済的損失を軽減させる効果が

評価されている [15 ,73 ]。本症の防疫は、持続感染牛の摘発淘汰なら

びに新たな持続感染牛の浸入阻止が必要不可欠である [15 ]。また、

今回の結果から、 BVDV 生ワクチン 1 回投与により得られた抗体は

少なくとも３年間は維持されることが確認された。このことから、

生ワクチンの 1 回接種は費用対効果の観点から本症の対策の一つと

して有用な手段と考えられた。  

一般的には 4 倍以上の抗体価の上昇は、 BVDV の感染が生じたこ

とを示している [66 ]。本研究では生ワクチン接種後にワクチン未接

種牛 2 頭に BVDV1 と BVDV2 に対する中和抗体価の上昇が認めら

れ、1 頭（ A 群 No .1）はその後抗体が消失し 1 頭（ A 群 No.2）は調

査期間中も抗体が維持された。 Cort ese ら [13 ]は抗原刺激が不十分

な場合、記憶 B 細胞の親和性成熟度が未熟で一時的な抗体産生にと

どまる感染があることを報告している。ワクチン未接種牛 A 群は接

種後 1 ヶ月の間 B 群と C 群の牛と育成牛舎内で同居し、お互いに接

触可能であった。この間に授精業務や診療行為はなく、飼養者以外

の人との接触の機会はなかった。さらにこの間に育成牛の導入はな
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く、育成牛舎内の牛と外部の牛が接触する機会はなかった。これら

のことから、ワクチン接種後に接種牛体内で増殖したワクチン株が

排出され、未接種牛において親和性成熟度の異なる２種類の感染が

生じた可能性が考えられた。  

Fredr iksen ら [24 ]は、BVDV 感染後は 14 から 28 日後に抗体価は

64～ 512 倍のピークに達しその後変動をともなって維持されるとし

ている。乳牛における IgG の半減期は 21 日である [ 32 ]。抗体が維

持される理由として BVDV のリンパ組織内の定住 [84 ]、あるいは 1

回の感染が強い抗原刺激を惹起することで免疫記憶や応答パターン

の永続的な変化が起こり、その結果 B 細胞からの抗体産生が継続す

る [24 ]などが考えられた。  
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5.小  括  

 

牛ウイルス性下痢ウイルス (BVDV)を含む生ワクチンを、移行抗体

がほとんど消失した育成牛に対して接種した後の抗体の維持期間に

ついて調査した。北海道根室地区の酪農場で飼養される育成牛 20

頭を試験に用い、ワクチン未接種の A 群５頭、 BVDV1 弱毒株を成

分に含む生ワクチンを１回接種した B 群 10 頭、生ワクチン接種後

に BVDV1 と BVDV2 の不活化ウイルスを含む不活化ワクチンを接

種した C 群５頭に区分した。 B 群は３年間の調査期間に BVDV1 と

BVDV2 に対する抗体価が上昇し維持された。A 群は抗体価の大きな

上昇が認められなかったことから、調査期間中に野外株が牛群に侵

入した可能性は低いと考えられた。 BVDV1 生ワクチン 1 回接種に

よって BVDV1 および BVDV2 に対する抗体誘導が可能であり、さ

らに得られた抗体は少なくとも３年間は維持されることが確認され

た。試験期間中に B 群と C 群との間で抗体価に有意な差は認められ

なかった。第１章とは異なる BVDV1 弱毒ウイルス株と BVDV1 と

BVDV2 の不活化ウイルス株を用い、かつ接種時期を変えて追加接

種しても BVDV2 に対する十分な液性免疫誘導効果は認められなか

った。多様な BVDV に対する液性免疫を付与させるためには、第 1

章で示された課題同様、 BVDV ワクチンの接種方法の改良が必要で

あると考えられた。  

 

(本章の内容の一部は、加藤肇、一條祐一、江村有希子、佐藤礼一郎、

高久英徳、大西守、田島誉士 2010、牛ウイルス性下痢ウイルスワク

チンによる中和抗体価維持期間に関する調査．日獣会誌 63、 33 -37 

[37 ]として公表した。）  
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第 3 章  

牛ウイルス性下痢ウイルス（ BVDV）を含む混合生ワクチンと  

混合不活化ワクチンの接種方法の違いによる  

BVDV に 対 す る 免 疫 効 果 に 関す る 調 査  

 

 

1 .  小  緒  

 

第 2 章で示したとおり、わが国で市販されている牛ウイルス性下

痢ウイルス（ BVDV）弱毒生ワクチンは、 1 回の接種によって、長

期間の免疫能を付与することが可能であった。このことは、育成期

における BVDV 生ワクチン 1 回接種は、その後接種牛が分娩時に、

初乳による移行抗体によって、 BVD V の抗体を子牛に獲得させるこ

とが可能であり、子牛の呼吸器病の重篤化を阻止する重要な手段で

あると考えられた。  

しかしながら、わが国においては BVDV2 を含む弱毒生ワクチン

が市販されていなかった。そのため BVDV2 に対して、BVDV1 生ワ

クチン接種によって BVDV2 生ワクチン接種と同様の効果が得られ

るかどうかは不明であった。日本と同じく BVDV2 に対する生ワク

チンが市販流通していないドイツにおいては、初回に BVDV1 の不

活化ワクチンを接種し 4 週間後に BVDV1 を含む生ワクチンを接種

し免疫増強する方法（ Two-step  vacc ine  program、以下 TSVP と略）

が 考 案 さ れ 実 用 化 さ れ て い る [47 ,52 ]。 こ の 方 法 を 用 い る こ と で

BVDV1 と BVDV2 の両方に対する十分な免疫能を獲得するとされて

いる。そこで、わが国で市般されている BVDV1 と BVDV2 を含む

不活化ワクチンと BVDV1 を含む生ワクチンを用いて、生産現場に

おける TSVP の BVDV1 と BVDV2 に対する抗体応答を調べ、臨床

応用の実用性について検討した。   
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2 .材 料 お よ び 方 法  

 

1）試験農場の概要  

北海道根室管内の一酪農場において試験を実施した。この農場は

第１章で用いた農場と同じ生産農場で、第１章の研究とは異なる時

期に実施した。本農場はフリーストール式牛舎で、 4～ 15 ヶ月齢牛

を飼養する育成牛舎および搾乳牛と妊娠後期の育成牛および乾乳牛

を飼養する成牛舎の 2 棟があり、それぞれ独立していた。妊娠した

育成牛は同牧場内の放牧地で飼養された。試験開始時点において成

牛 311 頭、育成牛 91 頭、子牛 51 頭を飼養していた。子牛は、本農

場のカーフハッチにて飼養されていた。過去 8 年間に、外部からの

牛の導入はなく、試験期間中も外部導入はなかった。さらに過去 8

年間に本農場の 3 ヶ月齢以上の牛すべてに BVDV1 の弱毒生ウイル

スを含有する 5 種混合生ワクチン（（株）微生物化学研究所、京都）

の接種歴があった。 Kozasa  ら [43 ]に準じてバルク乳からの BVDV

遺伝子検出を実施した。試験開始前の４年間および試験期間中のバ

ルク乳検査結果はすべて陰性であった。  

 

2）供試牛  

供試牛の概要を表 10 に示した。試験実施農場で出生し、ワクチ

ンの接種歴がないホルスタイン種の子牛 15 頭を試験に用いた。試

験開始時の供試牛の月齢は 1～ 3 ヶ月齢であり、出生後 4 時間以内

に初乳 4L をストマックチューブで強制投与され、発育や一般状態

が良好な牛を選定した。以後、本農場内のカーフハッチにおいて個

別に飼養され、4 ヶ月齢以降は育成牛舎に移動された。調査期間中、

試験実施農場以外の牛と供試牛が接触する機会はなかった。  
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表 10 .  供試牛の概要：試験開始時および採血日の月齢  

 

 

＊：平均値 ±標準偏差  

  

試験群 牛ＮＯ 試験開始時の月齢(0日目） 31日目 54日目 93日目 124日目 268日目

Ａ 1 1 2 3 5 5 10
Ａ 2 3 4 4 6 7 11
Ａ 3 2 3 4 5 6 11
Ａ 4 2 3 4 5 6 11
Ａ 5 1 2 3 5 6 10

1.8±0.84＊ 2.80±0.84 3.60±0.55 5.20±0.45 6.00±0.71 10.60±0.55

Ｂ 6 2 3 4 5 6 11
Ｂ 7 2 3 4 5 6 11
Ｂ 8 2 3 4 5 6 11
Ｂ 9 2 3 4 5 6 11
Ｂ 10 1 2 3 5 6 10

1.80±0.45 2.80±0.45 3.80±0.45 5.00±0.00 6.00±0.00 10.80±0.45

Ｃ 11 1 2 3 4 6 10
Ｃ 12 2 3 4 5 6 11
Ｃ 13 2 3 4 5 7 11
Ｃ 14 2 3 4 5 7 11
Ｃ 15 1 2 3 5 6 10

1.60±0.55 2.60±0.55 3.60±0.55 4.80±0.45 6.40±0.55 10.60±0.55
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3）ワクチン接種プログラムと血清の採取  

ワクチンの接種プログラムと採血のスケジュールを図 9 に示した。

ワクチンとして、抗原がすべて弱毒生ウイルスである市販製剤（混

合生ワクチン：以下生ワクチン）および BVDV のみが不活化されて

いる市販製剤（不活化 BVDV 混合生ワクチン：以下：不活化ワクチ

ン）を用いた。生ワクチンとしては、京都微研  ３種混合生ワクチ

ン（ Lot67 （株）微生物化学研究所、京都）を、不活化ワクチン

としては、京都微研  キャトルウイン -6 （ Lot15（株）微生物化

学研究所、京都）を用いてそれぞれ添付の指示書に即して筋肉内投

与した。それぞれのワクチン株に含まれるウイルス株を表 11 に示

した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９ .ワクチン接種および採血スケジュール  

  

０日 目  ３１日 目  ５４日 目  ９３日 目  １２４日 目  ２６８日 目  

A 群  

B 群  

C 群  

：生 ﾜｸﾁﾝ      ：不 活 化 ﾜｸﾁﾝ    ○：採 血  

○  

○  ○  ○  ○  ○  

○  ○  ○  ○  ○  

○  ○  ○  ○  

○  

○  ○  
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表 11 .  使用したワクチンのウイルス株  

 

 

 

 

 

不活化ワクチンを１回接種する A 群 5 頭（試験開始時１～ 3 ヶ月

齢、不活化ワクチン接種時 1～ 3 ヶ月齢）、不活化ワクチンを接種し、

初回接種から 1 ヶ月後に生ワクチンを接種するＢ群 5 頭（試験開始

時 1～ 2 ヶ月齢、不活化ワクチン接種時 1～ 2 ヶ月齢、生ワクチン接

種時 2～ 3 ヶ月齢）、生ワクチンを 1 回接種する C 群 5 頭（試験開始

時 1～ 2 ヶ月齢、生ワクチン接種時 2～ 3 ヶ月齢）に供試牛を区分し

た。ワクチン接種前に全頭から血清を採取した。さらに同日に A 群

と B 群に不活化ワクチンを接種した。 B 群と C 群には試験開始後

31 日目に生ワクチンを接種した。A および B 群に不活化ワクチンを

接種した日を 0 日とし、接種後 31、 54、 93， 124 および 268 日目

に採血して、血清を採取した。抗体価測定までの期間、血清は－ 20℃

以下で凍結保存した。  

 

4）中和抗体価の測定  

すべての血清を採取後、まとめて中和抗体価を測定した。細胞培

養用 96 穴のマイクロプレートを用いて、非働化した被検血清 50μl

を 2 倍階段希釈した後、 200TCID 5 0 /100μl の中和試験用ウイルス

ワ ク チ ン 名 ウ イ ル ス 株 抗原の種類
混合生ﾜｸﾁﾝ（生ワクチン） 牛ウイルス性下痢ウイルス１型（BVDV1）: No.12-43株 生

牛伝染性鼻気管炎ウイルス（BHV-1）: No.758-43株 生
牛RSウイルス（BRSV）: rs-52株 生

不 活 化 B V D V 混 合 生 ﾜ ｸ ﾁ ﾝ （ 不 活 化 ワ ク チ ン ）牛 ウ イ ル ス 性 下 痢 ウ イ ル ス １ 型 （ B V D V 1 ） :  N o s e / T 株不活化
牛ウイルス性下痢ウイルス2型（BVDV2）: KZ-cp/T株 不活化
牛伝染性鼻気管炎ウイルス（BHV-1）: No.758-43株 生

牛RSウイルス（BRSV）: rs-52株 生
牛パラインフルエンザ３型ウイルス（PI3V）: BN-CE株 生

牛アデノウイルス７型(ADV7):TS-GT株 生
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50μl と混合し、 37℃で 60 分間感作した。この混合液に牛精巣継代

細胞浮遊液 100μl を添加した後、37℃で 7 日間静置培養し、観察し

た。指示ウイルスとして、BVDV1 は Nose 株、BVD V2 は KZ-91 -cp

株を用い、細胞変性効果の抑制を認めた血清の最高希釈倍数を中和

抗体価とした。  

 

5)統 計 解 析  

3 群間における各採血日の抗体価は 2 を底とする対数値に変換後

に Tukey の多重比較検定法を用い解析した。  
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3.成  績  

 

1)BVDV1 に 対 す る ワ ク チ ン の免 疫 効 果  

BVDV1 に対する抗体価は表 12 に、その推移を図 1 0 に示した。

調査期間中の抗体価は、 A 群は＜ 2～ 64 倍、 B 群は 8～ 2 ,048 倍、 C

群は 4～ 2 ,048 倍で推移した。0 日目における供試牛の抗体価は 4～

512 倍であった。不活化ワクチン接種 1 ヶ月後に生ワクチンを接種

した B 群における、試験開始後 5 4 日目の抗体価は生ワクチン接種

前である 31 日目の抗体価より上昇する傾向が認められた。試験開

始 31 日目に生ワクチンを接種した C 群では 54 日目の抗体価は 31

日目の抗体価と比較して下降する傾向が認められた。 0 日 目 の AC

群 間 （P＜0 .05）、93 日 目 の AB と AC 群 間 （P＜0 .01）、124 日 目 の AB と

AC 群 間 （P＜0.01）および 268 日 目 の AB と AC 群 間 （P＜0 .01）、BC 群

間 （P＜0 .05）で有 意 差 を認 めた。すなわち BVDV1 に対 する B 群 の抗 体 価

は A 群 に対 して 93、124 および 268 日 目 において、また C 群 の抗 体 価 は A

群 より 0、93、124 および 268 日 目 において有 意 に高 かった。さらに、 B 群 は

C 群 に対 して 268 日 目 において有 意 に高 かった。  
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表 12 .  BVDV1 に対する中和抗体価の推移  

 

 

 

A および B 群における不活化ワクチン接種日を 0 日目とした。  

  

試験群 牛ＮＯ 0日目 ３１日目 ５４日目 ９３日目 124日目 268日目

Ａ 1 64 32 8 2 <2 <2
Ａ 2 4 2 <2 <2 <2 <2
Ａ 3 16 16 8 <2 <2 <2
Ａ 4 64 32 16 4 <2 <2
Ａ 5 64 16 16 2 2 <2

Ｂ 6 32 16 64 64 256 512
Ｂ 7 32 8 32 512 512 512
Ｂ 8 32 8 32 1024 512 2048
Ｂ 9 64 16 16 128 256 512
Ｂ 10 128 16 16 128 512 1024

Ｃ 11 256 128 32 128 2048 512
Ｃ 12 64 16 32 64 512 256
Ｃ 13 64 16 4 128 256 512
Ｃ 14 128 64 64 64 512 128
Ｃ 15 512 256 64 512 2048 128
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図 10．  ＢＶＤＶ１に対する抗体価の推移  

 

黒矢印は不活化ワクチン、白矢印は生ワクチン接種時期を示す。A 群は 0

日目に、B 群は０日目と 31 日目に、C 群は 31 日目に接種した。  

＊：各採血日において A 群に対して有意差あり P＜0.05 

＃： C 群に対して有意差あり P＜0.05 
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2)BVDV2 に 対 す る ワ ク チ ン の免 疫 効 果  

 BVDV2 に対する抗体価は表 13 に、その推移を図 11 に示した。調

査期間中の抗体価は、A 群は＜ 2～ 512 倍、B 群は 4～ 4096 倍、C 群

は＜ 2～ 1 ,024 倍で推移した。 0 日目における供試牛の抗体価は 4～

1,024 倍であった。不活化ワクチン接種 1 ヶ月後に生ワクチンを接

種した B 群における試験開始後 5 4 日目の抗体価は、生ワクチン接

種前である 31 日目の抗体価より上昇する傾向が認められた。試験

開始 31 日目に生ワクチンを接種した C 群では 5 4 日目の抗体価は、

31 日目の抗体価と比較して下降する傾向が認められた。これは、

BVDV1 の傾向と類似していた。B 群の 1 頭は TSVP 後に BVDV2 に

対する高い抗体価（ 512～ 4096 倍）を示した。 54 日 目 の AB と BC

群 間 （P＜0 .05）、93 日 目 の AB と BC 群 間 （P＜0 .01）、124 日 目 の AB 群

間 （P＜0 .05）および 268 日 目 の AB（P＜0 .01）、AC、BC 群 間 （P＜0 .05）

で有 意 差 を認 めた。  すなわち、BVDV2 に対する B 群の抗体価は A 群に

対して 54 日目以後すべての採血時において、 C 群に対して 54、 93

日および 268 日目において有意に高かった。  

 以上の成績から、移行抗体の残存している子牛に対しても不活化

ワクチン接種 1 ヶ月後に生ワクチンを接種する T S V P によって、有

意な BV D V 2 に対する抗体上昇が認められることが明らかとなった。 
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表 1 3 .  BVD V2 に対する中和抗体価の推移  

 

 

 

A および B 群における不活化ワクチン接種日を 0 日目とした。  

  

試験群 牛ＮＯ 0日目 ３１日目 ５４日目 ９３日目 124日目 268日目

Ａ 1 128 8 8 <2 <2 <2
Ａ 2 32 2 4 <2 4 2
Ａ 3 4 4 <2 <2 <2 <2
Ａ 4 512 32 8 2 2 <2
Ａ 5 128 16 8 2 <2 <2

Ｂ 6 16 4 64 128 32 32
Ｂ 7 64 4 64 128 32 32
Ｂ 8 16 2 512 4096 2048 512
Ｂ 9 128 16 8 4 8 16
Ｂ 10 64 16 32 128 16 32

Ｃ 11 1024 64 32 4 16 8
Ｃ 12 8 2 <2 <2 8 16
Ｃ 13 4 2 <2 2 <2 16
Ｃ 14 128 4 <2 2 32 2
Ｃ 15 256 32 16 8 64 16
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図 11. BVDV2 に対する抗体価の推移  

 

黒矢印は不活化ワクチン、白矢印は生ワクチン接種時期を示す。A 群は 0 日

目に、B 群は０日目と 31 日目に、C 群は 31 日目に接種した。  

＊：各採血日において A 群に対して有意差あり P＜0.05 

＃： C 群に対して有意差あり P＜0.05 
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4.考  察  

 

 調査期間前に約１年間隔で 3 回実施したバルク乳検査において

BVDV 遺伝子は検出されず、当農場の搾乳牛群内に持続感染牛がい

た可能性は極めて低かった [16 ,43 ,54 ]。さらに 8 年前から調査期間

中に本農場への外部からの牛の導入はなく、本農場の牛と外部の牛

が接触する機会はなかった。また、本農場は 3 ヶ月齢以上すべての

牛に BVDV1 を含む生ワクチンの接種歴があり、供試牛は十分な量

の初乳が給与されていた。以上のことから、ワクチン接種前の A、

B および C 群における BVDV1 と BVDV2 に対する抗体は移行抗体

であると考えられた。  

 TSVP を実施した後の B 群における、試験開始後 54 日目の BVDV1

と BVDV2 に対する抗体価は、生ワクチン接種前である 31 日目の抗

体価より上昇する傾向が認められたが、 C 群の 54 日目における

BVDV1 と BVDV2 に対する抗体価は生ワクチン接種前である 31 日

目の抗体価と比較して下降する傾向が認められた。さらに 268 日目

における BVDV1 と BVDV2 に対する抗体価は B 群が C 群に比較し

て有意に高かった。一般的に生ワクチンは、移行抗体の存在下では、

ワクチン株の増殖が阻害され、免疫効果は不十分と考えられている

[47 ,73 ]。 TSVP では、先に接種した不活化ワクチンにより、移行抗

体が消費されること、および免疫記憶細胞を刺激することにより、

次の生ワクチン接種後に速やかな免疫応答が得られると予想されて

いる [16 ,43 ,54 ]。今回の試験結果からも、TSVP は移行抗体が存在す

る条件下においても生ワクチン接種後に速やかな免疫効果が得られ、

同様の結果となった。Oguzog lu ら [5 2 ]は TSVP を用いることによっ

て、抗体価は BVDV1 に比較して低いものの BVDV2 に対する交差

免疫が高まるとしている。 Frey ら [ 25 ]は TSVP により BVDV2 に対

する子宮内感染の防御効果が向上することを感染試験により証明し

ている。本研究において BVDV2 に対する抗体価が B 群は A 群に対

して 54 日目以後すべての採血時において、C 群に対して 54、93 お
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よび 268 日目で有意に高かった。以上のことから、わが国で市販さ

れているワクチンにおいても TSVP は BVDV1 を含む生ワクチン 1

回接種と比較して BVDV2 に対する抗体応答能が高まることが確認

され、 BVDV 2 の感染予防効果が期待できる点で有用な手段である

と考えられた。しかしながら、 BVD V1 に関しては TSVP よりも

BVDV1 の弱毒株を接種後に BVDV1 の不活化抗原を接種する LK 方

式のほうが、より迅速な抗体応答が認められること [39 ]から、より

多様な抗原性を有する BVDV1 対策としては、流行の程度によって

接種方法を検討すべきであると考えられた。  

 第 1 章では、本章で用いたワクチンと同様のワクチンを用いて、

BVDV1 を接種後に BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を接種する LK

方式を適用したが、BVDV1 単回接種と比較して、接種後 BVDV1 と

BVDV2 に対する有意な抗体価の上昇は認められなかった。これに

対して本章では、接種順番を変えて、BVDV1 と BVDV2 の不活化抗

原接種後に BVD V1 の弱毒株を接種し、 BVDV1 単回接種群よりも

BVDV1 および BVDV2 の両方に対する有意に高い抗体価が認められ

た。 BVDV1 に対する抗体価が有意に高い値を示した理由について

は、 BVDV1 の不活化抗原による移行抗体の消費と免疫記憶細胞刺

激により BVDV1 弱毒ウイルス接種時に免疫増強効果が得られたた

め [47 ,73 ]と考えられた。 BVDV2 に対する抗体価が有意に高い値を

示した理由としては以下のことが考えられた。抗原の交差性につい

て Cortese ら [12 ,13 ]  は、 BVDV 1 を含む生ワクチンを接種するこ

とによって遺伝子亜型や抗原型の異なる 11 種類のウイルス株に対

する交差免疫が得られたと報告している。交差免疫増強効果を証明

した Oguzog lu ら [52 ]の接種方法は、初回感作用抗原として BVDV1

の不活化抗原のみを用いた。これに対して本章では初回感作用抗原

として BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を用いた。さらに、本章に

おいて生ワクチン接種時点で他の 4 頭と比較して抗体価の低かった

B 群の 1 頭は TSVP 後に BVDV2 に対する高い抗体応答（ 512～ 4096

倍）を示した。一般的に生ワクチンは接種時に接種牛が保有する接
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種抗原に対する抗体が少ないほど、接種後の抗体産生は高まるとさ

れている [15 ,19 ,20 , 65 ]。以上から、本章の成績において BVDV2 に

対する高い抗体価が得られた理由の一つとして、 BVD V1 弱毒ウイ

ルス接種による交差免疫のみではなく、初回に感作させた BVDV2

の不活化抗原により活性化された記憶ＴおよびＢ細胞の働きによっ

て、 BVDV1 弱毒ウイルス接種後に免疫増強効果が得られた可能性

が考えられた [19 ]。初回に複数株の BVDV の不活化抗原を接種後に

BVDV の弱毒株を接種する TSVP は、BVDV に対する免疫増強効果

だけではなく、多様な免疫を獲得させるのに有効な方法と考えられ

た。  
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5.小  括  

 

牛ウイルス性下痢ウイルス（ BVDV）1 および BVDV2 の不活化ウ

イルスを接種後に BVDV1 弱毒ウイルスを免疫増強に用いるワクチ

ン接種法（ TSVP）により、 BVDV1 と BVDV2 に対する十分な抗体

応答を誘導できるか調査した。同一農場で出生し、十分に初乳を与

えられた子牛 15 頭を 5 頭ずつ A、B、C の 3 群に分けて試験に用い

た。BVDV1 と BVDV2 の不活化ウイルスを 1 回接種する A 群、TSVP 

の B 群および BVDV1 弱毒ウイルスを 1 回接種する C 群に区分して、

中和抗体価を測定した。その結果、 BVDV1 と BVDV2 に対する B

群の抗体価は A および C 群のそれらより有意に上昇した。この結果

は第１章と第２章において BVDV1 弱毒ウイルス接種後 BVDV1 と

BVDV2 の不活化ウイルスを接種する方法では認められなかった現

象であった。 BVD V2 弱毒ウイルスを含むワクチンが市販されてい

なかった 2015 年の段階では、TSVP は BVDV1 と BVDV2 に対する

有効な抗体を付与するために有効であり、十分臨床応用可能である

と考えられた。  

 

（本章の内容の一部は、加藤肇、江村有希子、澤向陽一、佐藤洋

平、西松栄光、佐藤礼一郎、大西守 ( 2011 )Two-step  vacc ine  program

の牛ウイルス性下痢ウイルス２型に対する有用性評価．日獣会誌 64、

453 -456 [38 ]として公表した。）  
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第 4 章  

Mannheimia haemolytica の 莢 膜 抗 原 と ロ イ コト キ ソ イ ド を 含 む  

ワクチンの早期接種による子牛の抗体応答  

 

 

1.小  緒  

  

Mannheimia  haemolyt i ca ―serotype  1（ Mh）は生後 5 週齢までの

ほとんどの子牛に自然感染し，鼻咽喉頭部に常在化する。離乳や移

動によるストレスおよび牛ウイルス性下痢ウイルス（ BVDV）の感

染時に惹起される免疫抑制状態下で、肺組織に侵入増殖し、 Mh の

莢膜と放出される外毒素（ LKT）の作用により重篤な線維素性肺炎

となり、 Pasteure l la  multoc ida  (Pm)や Histophi lus  somni（ Hs）

の二次感染を招き、さらに症状は重篤化する。 Mh 感染症の臨床症

状を緩和させるには、 Mh に対する抗体応答を高めることが有効と

考えられている [１ ]。したがって、子牛の呼吸器病の重篤化を防ぐ

ためには、種々のウイルスに対する抗体を子牛に獲得させるだけで

はなく、 Mh に対する抗体を獲得させることも重要な課題である。  

Mh や Hs の不活化ワクチンは、抗体応答が長期間持続しないとさ

れている [11 ]。したがって、子牛に移行抗体によって、Mh に対する

抗体を獲得させるためには、分娩が近い母牛にワクチン接種して初

乳中の抗体価を十分に高めておく必要がある。しかし、母牛に対す

る Mh ワクチンの接種は、製造過程で生じるワクチン由来のエンド

トキシンによる母体の消耗や流産が懸念される [１ ]。そのため、母

牛に接種してその初乳を介して子牛に免疫を付与する方法は取りに

くい。子牛に対しては Mh ワクチン接種で得られる抗体は IgM 主体

であり、抗体応答が不十分とされている [１ ]。さらに、生後早い時

期のホルスタイン種の子牛について、移行抗体が存在する条件下で

のワクチンの効果を検討した報告は少ない。前章までで、牛のウイ

ルス性呼吸器感染症対策として臨床上有効なワクチン接種法を検討
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した。いわゆる牛呼吸器複合疾患（ BRDC）には、ウイルス性病原

体以外にも複数の病因が関与していると考えられ、 Mh に対する免

疫付与は、その後の子牛期における呼吸器病重篤化阻止対策のうえ

で考慮すべき重要事項である。そこで，本章においては、呼吸器病

重篤化阻止の対策の一つとして、生後早い段階で移行抗体が十分存

在する時期の Mh ワクチン接種によって有効な抗体応答を誘導でき

るかを検討した。  
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2.材料および方法  

 

1）試験農場の概要  

前章までに実施した農場とは異なる北海道根室地区の一酪農場に

おいて試験を実施した。本農場はフリーストール式牛舎で、出生直

後から 4 ヵ月齢の子牛を飼養する子牛牛舎、 5～ 15 ヶ月齢牛を飼養

する第 1 育成牛舎、受胎した育成牛および乾乳牛を飼養する第 2 育

成牛舎および搾乳牛を飼養する成牛舎の 4 棟があり、それぞれ独立

していた。試験開始時点において成牛 412 頭、育成牛 126 頭、子牛

48 頭が飼養されていた。  

 

2） 供 試 牛  

供試牛の採材時ごとの月齢を表 14 に示した。試験実施農場で出

生し、ワクチンの接種歴がないホルスタイン種の子牛 20 頭を試験

に用いた。試験開始時の供試牛の月齢は 1〜 2 ヶ月齢であり、出生

後 4 時間以内に初乳 3Ｌを自力哺乳し、発育や一般状態が良好な牛

を選定した。生後 7 日目までは飼養者が哺乳させ、以後は子牛牛舎

内の自動哺乳施設で哺乳させた。 4～ 5 ヶ月齢で離乳し、以降は第 1

育成牛舎に移動された。調査期間中に Mh ワクチン以外のワクチン

は接種されなかった。  
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表 14. 供試牛の概要：試験開始時および採血日の月齢  

 

 

 

B 群および D 群には試験開始日 (0 日目）にワクチンを接種  

C 群および D 群には 106 日目にワクチンを接種  

＊：平均値 ±標準偏差  

  

試験群 牛ＮＯ 試験開始時の月齢(0日目） 36日目 106日目 132日目

Ａ 1 2 3 5 7

Ａ 2 2 3 5 7

Ａ 3 2 3 5 7

Ａ 4 1 2 4 6

Ａ 5 1 2 4 6

1.60±0.55＊ 2.60±0.55 4.60±0.55 6.60±0.54

Ｂ 6 1 2 4 6

Ｂ 7 1 2 4 6

Ｂ 8 1 2 4 6

Ｂ 9 1 2 5 6

Ｂ 10 1 2 5 6

1.00±0.00 2.00±0.00 4.40±0.55 6.00±0.00

C 11 2 3 5 6

C 12 2 3 5 6

C 13 1 2 5 6

C 14 1 2 5 6

C 15 1 2 5 6

1.40±0.55 2.40±0.55 5.00±0.00 6.00±0.00

D 16 1 2 5 6

D 17 1 2 5 6

D 18 1 2 5 6

D 19 1 2 5 6

D 20 1 2 5 6

1.00±0.00 2.00±0.00 5.00±0.00 6.00±0.00
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3）ワクチン接種プログラムと血清の採取  

ワクチンの接種プログラムと採血のスケジュールを図 12 に示し

た。ワクチンとして、Mh(A1 型 NL1009 株 )のロイコトキソイド（ LKT）

および莢膜抗原を含む Mh（ A１型）感染症不活化ワクチン（油性ア

ジュバント加溶解液、リスポバル、LOT0678401、ファイザー（株）、

東京；以下「ワクチン」）を用いた。  

供試牛は 5 頭ずつ 4 群に区分しワクチンを接種しなかった A 群、 1

ヵ月齢にワクチン接種した B 群、 5 ヵ月齢にワクチンを接種した C

群、1 および 5 か月齢に 106 日間隔でワクチンを 2 回接種した D 群

とした。ワクチン接種前の生後 1～ 2 ヵ月齢に全頭から血清を採取

し、同日にＢ群とＤ群にワクチンを接種した。このワクチン接種日

を試験開始日とし、Ｃ群とＤ群には試験開始後 106 日目にワクチン

を接種した。試験開始日を 0 日とし、 36、 106 および 132 日目に血

清を採取した。供試牛に初乳を提供した母牛 7 頭（ホルスタイン種、

4～ 6 歳）の血清を試験開始 5 日後に採取した。抗体価測定までの期

間、血清は－ 20℃以下で凍結保存した。  
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図 12.ワクチン接種および採血スケジュール  

  

０日 目  ３６日 目  １０６日 目  １３２日 目  

 ：ワクチン接 種    ○：採 血  

A 群  

B 群  

C 群  

D 群  

○  ○  ○  ○  

○  ○  ○  ○  

○  ○  ○  ○  

○  ○  ○  ○  
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4）抗体価の測定  

 Confer ら [11 ]の方法に準じて Mh 全菌体凝集抗体および Mh ロイ

コトキソイド中和抗体を測定した。すなわち、 Mh 全菌体凝集抗体

検査は被検血清を 56℃ 30 分間非働化後に牛血清アルブミン加リン

酸緩衝生理食塩液（ PBS）にて 2 倍段階希釈した。MhNL1009 株を

ホルマリン添加食塩液とサフラニン溶液にて希釈し、凝集抗原液と

した。凝集抗原液をマイクロプレートに 100μ l 分注し、被検血清

100μ l と 37℃２時間反応させ、その後 4℃で１晩保存した。翌日、

凝集の見られた被検血清を陽性とし、凝集のみられた最高希釈倍率

を全菌体凝集抗原に対する抗体価（凝集抗体価）とした。 Mh ロイ

コトキソイドの中和抗体検査は、被検血清を 56℃ 30 分で非働化後

RPMI-1640 培地にて 2 倍段階希釈した。MhNL1009 株の LKT 培養

上清を RPMI-1640 培地にて希釈し、 LKT 液とした。  LKT 液をマ

イクロプレートに 100μ l 分注し、被検血清と 4℃で一晩反応させた。

健康な牛より採血した血液を滅菌蒸留水にて 3 倍希釈して溶血させ、

700G 15 分間遠心し、白血球沈渣を PBS にて懸濁させた。白血球懸

濁液を RPMI-1640 培地にて 1×10 7 個 /ml の細胞濃度に調整し、マ

イクロプレートの全ウェルに 200μ l 分注し、 5%CO 2 存在下 37（±

２）℃で 6 0～ 7 5 分間反応させ、その後 2 0 0 G で 1 2 分間遠心した。

白血球沈渣を 10%ホルマリン溶液にて固定後、クリスタルバイオレ

ットで染色した。染色後、細胞層の変性の有無を確認し、正常細胞

層がみられたウェルを陽性、変性細胞層がみられたウェルを陰性と

した。陽性を示した血清の最高希釈倍率を LKT 中和抗体価とした。

Mh 全菌体凝集抗体および Mh ロイコトキソイド中和抗体の測定は

（株）ファイザー   テクニカルサービス部  三島ラボラトリーの

協力を得て測定した。  

 

5）統計解析  

 各採血日の凝集抗体価および LKT 中和抗体価は 2 を底とする抗

体価の対数値に変換後  に Tukey の多重比較検定法を用い各群間の
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有意差を解析した。   
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3.成  績  

 

1）全菌体凝集抗原に対する抗体価の推移  

凝集抗体価を表 1 5 に、その推移を図 13 に示した。ワクチンを接

種しなかった A 群の凝集抗体価は 8～ 128 倍で推移した。試験開始

日に生後 1 か月齢でワクチンを 1 回接種したＢ群の凝集抗体価は 16

～ 256 倍で推移した。 5 ヵ月齢でワクチンを接種した C 群の試験開

始時の抗体価は 8～ 32 倍であり、ワクチン接種日までの凝集抗体価

は A 群と同様の推移であった。ワクチン接種後の抗体価は 16～ 64

倍であった。1 および 5 ヵ月齢の 2 回ワクチンを接種した D 群の２

回目ワクチン接種後の抗体価は 128～ 256 倍であった。すなわち 5

ヶ月齢まではワクチン接種の有無に関わらず、すべての牛において

凝集抗体価の推移に違いは認められなかったが、 1 ヵ月齢でワクチ

ンを接種した B 群の 132 日目の抗体価は非接種群の A 群および５ヵ

月齢でワクチンを接種した C 群より有意に高かった (P<0 .01 )。また、

1 および 5 ヵ月齢の 2 回ワクチンを接種した D 群の 132 日目の抗体

価は C 群のより有意に高かった (P<0 .01 )が、共に 1 ヶ月齢でワクチ

ンを接種した B 群と D 群との間で有意差は認められなかった。  
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表 15 . 全菌体に対する抗体価の推移  

 

 

 

B および D 群へのワクチン接種日を 0 日目とした。  

  

牛NO 試験群 0日目 36日目 106日目 132日目

1 A 8 32 8 64

2 A 32 64 16 128

3 A 32 64 16 64

4 A 64 64 16 128

5 A 128 16 16 128

6 B 32 32 16 256

7 B 32 64 16 256

8 B 32 32 32 256

9 B 16 32 256 256

10 B 32 32 16 256

11 Ｃ 8 64 16 64

12 Ｃ 32 64 8 64

13 Ｃ 8 64 32 64

14 Ｃ 16 64 16 16

15 Ｃ 16 64 16 64

16 D 32 32 16 128

17 D 64 64 16 128

18 D 32 64 32 128

19 D 128 64 64 256

20 D 8 64 8 256
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図 1 3．  全菌体に対する体価の推移  

 

縦軸は幾何平均抗体価を示す。黒矢印はワクチン接種時期。  

＊：各採血日において A 群に対して有意差あり P＜0.0１  

＃： C 群に対して有意差あり P＜0.0１  
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2） LKT に 対 す る 抗 体 価 の 推移  

LKT に対する中和抗体価を表 16 に、その推移を図 1 4 に示した。

ワクチンを接種しなかった A 群の凝集抗体価は＜ 2～ 32 倍で推移し

た。試験開始日に生後 1 か月齢でワクチンを 1 回接種したＢ群の凝

集抗体価は 2～ 32 倍で推移した。 5 ヵ月齢でワクチンを接種した C

群の試験開始時の抗体価は 2～ 4 倍であり、ワクチン接種後の抗体

価は 2～ 32 倍であった。 1 および 5 ヵ月齢の 2 回ワクチンを接種し

た D 群の２回目ワクチン接種後の抗体価は 8～ 32 倍であった。すな

わち、供試牛 20 頭中 16 頭において、 2～ 3 ヶ月齢までの間、ワク

チン接種の有無に関わらず 2～ 32 倍の LKT 中和抗体が認められた。

3 ヶ月齢から 5 ヶ月齢にかけて L K T 中和抗体は上昇傾向を示した。

５ヵ月齢で 2 回目のワクチン接種後も（ D 群）、 LKT 中和抗体の有

意な上昇は認められなかった。  
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表 16. LKT に対する抗体価の推移  

 

 

 

B および D 群へのワクチン接種日を 0 日目とした。  

  

牛NO 試験群 0日目 36日目 106日目 132日目

1 A ＜2 ＜2 16 16

2 A 2 4 32 32

3 A ＜2 ＜2 32 32

4 A ＜2 ＜2 16 16

5 A 8 4 8 8

6 B 8 8 32 32

7 B 8 8 8 8

8 B 2 2 16 16

9 B 4 4 32 32

10 B 8 8 16 16

11 Ｃ 2 2 16 16

12 Ｃ 4 2 2 2

13 Ｃ 4 16 32 32

14 Ｃ 4 32 32 32

15 Ｃ 4 2 16 16

16 D ＜2 16 32 32

17 D 4 2 8 8

18 D 4 2 8 8

19 D 2 ＜2 16 16

20 D 8 4 8 8
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図 14．  LKT に対する抗体価の推移  

 

縦軸は幾何平均抗体価を示す。黒矢印はワクチン接種時期。  

 

 

 

3）初乳提供母牛の抗体価  

 母牛 7 頭における全菌体凝集抗体価はそれぞれ 64、 128、 128、

256、 256、 256 および 256 倍であり、 LKT 中和抗体価はそれぞれ

32、 6 4、 6 4、 6 4、 1 2 8、 1 2 8 および 1 2 8 倍であった。したがって、

本研究で使用した供試牛に給与されていた初乳は、十分な抗体を保

有していたことが確認された。  
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：C 群  
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✖  

✖  

✖  

✖  
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4.考  察  

 

LKT 中和抗体価が高い母牛の初乳摂取により、子牛は多くの LKT

に対する移行抗体を得る [44 ]。本試験において，初乳を提供した母

牛は Mh および L KT に対する抗体を有しており、供試牛にはそれら

の初乳が給与されていた。したがって，試験開始時における供試牛

の Mh と LKT に対する抗体は移行抗体であると考えられた。本ワク

チンを 1 ヵ月齢で接種した B および D 群の接種後 3 6 日目の抗体価

はワクチン未接種の A および C 群と比較してほぼ同様であった。こ

れは、移行抗体が存在する条件下であったためと考えられた。  

 1 ヵ月齢でワクチンを接種した B 群はワクチン未接種の A 群およ

び移行抗体が消失すると考えられている [44 ,74 ]  5 か月齢でワクチ

ンを接種した C 群と比べて、 132 日目の Mh の凝集抗体価が有意

(P<0 .01 )に上昇していた。しかし、１ヶ月齢で 1 回接種した B 群と

1 および 5 ヵ月齢の 2 回接種の D 群間の凝集抗体価には有意な差は

認められなかった。さらに 132 日目の D 群は、1 ヵ月齢ではワクチ

ンを接種しなかった C 群と比較して有意に上昇していた。 AD 群間

の凝集抗体価の有意差は認められなかったが、 132 日目において D

群が A 群と比較して高い傾向を示した。離乳時や移動後は強いスト

レスにより Mh が肺内で増殖し、 Mh 抗体価の上昇が起こることが

報告されている [44 ]。各群の 132 日目は離乳から約 4 週間後であっ

たことから、この 132 日目に認められた抗体価の上昇も Mh の感染

に伴う肺組織内増殖によるものと考えられたが、抗体応答の程度に

はワクチン接種の違いによって差が認められた。生ワクチン（弱毒

株）を生体に接種することは、すなわち弱毒株を生体に感染させる

ことを意味する [73 ]。本章で得られた結果は、３章で明らかにされ

た BVDV の不活化抗原接種後に BVDV の弱毒株を接種することによ

り、 BVD V の弱毒株の接種のみよりも効果的にウイルス中和抗体が

得られたことと同様の結果となった。すなわちウイルスの不活化ワ

クチン同様バクテリアの不活化ワクチンにおいても移行抗体の存在
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する時期に１回接種することで、当該病原体の感染時に効果的に中

和抗体を誘導可能であることが明らかにされた。林ら [33 ]は、一次

刺激を免疫記憶細胞に与えることにより、より活性化した免疫記憶

細胞によって、その後の抗原感作時に抗体応答能が向上することを

報告している。このことから、 1 か月齢でのワクチン接種では抗体

価の上昇は認められないが、免疫記憶細胞に一次刺激を与えること

により、次回の抗原感染時に抗体応答能が向上し、 13 2 日目の抗体

価上昇の程度の差に影響したのではないかと考えられた。そのため、

本ワクチンの子牛に対する早期の単回接種は、ワクチン接種による

ワクチン自体の効力により抗体を獲得させることはできないが、Mh

の感染に伴う肺組織内増殖時に急速かつ大量の抗体産生を誘導し、

結果的に感染時に豊富な抗体を速やかに獲得可能なことが示唆され

た。  

 一方、試験期間を通して、各群間で LKT 中和抗体価に有意差は認

められなかった。ホルマリンでトキソイド化した LKT は 2 週間間

隔の 2 回接種により LKT に対する十分な抗体応答があるとされて

いる [81 ]。今回、本ワクチンを 1 回接種した B 群と 2 回接種の D 群

との間で LKT 中和抗体価の有意差は認められなかった。これは、ト

キソイドワクチンは全菌体抗原ワクチンと異なり、移行抗体が存在

する条件下では、抗体応答が不十分なだけではなく一次刺激を免疫

細胞に与える点 [33 ]でも不十分であるからと考えられた。  
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5.小  括  

 

Mannheimia  haemolyt i ca  (Mh)の不活化莢膜抗原とロイコトキソ

イドを含むワクチンをホルスタイン種子牛に早期接種した際の抗体

応答を調べた。北海道根室地区の酪農場で出生し十分に初乳を給与

された子牛 20 頭を試験に用い、ワクチンを接種しない A 群５頭、1

か月齢でワクチンを 1 回接種するＢ群５頭、 5 か月齢でワクチンを

1 回接種する C 群 5 頭および 1 ヶ月齢と 5 か月齢でワクチンを 2 回

接種する D 群 5 頭に区分した。その結果， B 群が A 群と C 群に比

べて接種後 132 日目の全菌体抗原に対する抗体価の上昇の程度が有

意に大きかった (P<0 .01 )。すなわち 1 回接種の場合、５ヵ月齢で接

種するよりも 1 ヶ月齢で接種した方が抗体反応は大きいことが示唆

された。さらに、B 群と D 群間の抗体価の上昇の程度はほぼ同等で

あり，抗体価に有意な差は認められなかった。以上から、 Mh 不活

化莢膜抗原を含むワクチンの子牛に対する早期の接種は、ワクチン

接種による抗体応答は不十分であるが、 Mh の肺内感染時に速やか

に抗体応答を誘導し、結果的に豊富な抗体を速やかに獲得可能なこ

とが示唆された。したがって、１ヵ月齢に Mh ワクチンを接種して

おくことは、離乳後の呼吸器病対策の備えとして臨床上有効である

ことが示唆された。  

 

（本章の内容の一部は、加藤肇、杉山昌嗣、佐久間元希、米山修、

大西守、田島誉士 2012、Mannheimia  haemolyt i ca ワクチンの早期

接種による子牛の抗体応答調査．日獣会誌 65、  694 -697  [40 ]とし

て公表した。）  
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総  括  

 

子牛の呼吸器病は乳牛の生産性に多大な負の影響を与えると考え

られている。また、子牛の呼吸器病はその臨床症状が重篤化した場

合、その後の著しい生産性の低下を起す。呼吸器病を重篤化させる

要因として、環境の変化やストレスに加えてウイルスと細菌との混

合感染が大きな要因と考えられている。とくに牛ウイルス性下痢ウ

イルス (BVDV）と Mannheimia  haemolyt i ca  (Mh）の混合感染は重

篤な線維素性肺炎の原因となる。子牛の呼吸器病は BVDV や Mh の

みならず、種々のウイルスとバクテリアの混合感染により症状は重

篤化する。したがって、種々の病原体に対する多様で、かつ豊富な

免疫を子牛に獲得させることが重要である。種々のウイルスおよび

バクテリアの感染による臨床症状の重篤化を防止する有用な手段と

してワクチン接種が挙げられる。しかし、我が国においては、呼吸

器病のウイルスに対するワクチンは呼吸器病に強く関与する牛ヘル

ペスウイルス 1 型（ BHV1）、BVD V および牛 RS ウイルス（ BRSV）

の弱毒株あるいは不活化した株を含む混合ワクチンが用いられてき

たが、その混合ワクチンをいつどのように接種したら有効な免疫効

果が得られるか調べられてこなかった。近年、子牛が早期に肺炎に

罹患する傾向があるため離乳前の早期の段階で Mh ワクチンが接種

されてきているが、離乳前の Mh ワクチンの接種は移行抗体の影響

を強く受けて液性免疫誘導は抑制されることから、その免疫効果は

疑問視されてきた。 Mh ワクチンの早期接種後の液性免疫誘導効果

を一定の時期調査した報告はない。本研究では、我国で市販されて

いる BHV1、 BVDV および BRSV を含む混合ワクチンと Mh を含む

混合ワクチンを用い、種々の病原体に対する多様で豊富な抗体を、

どのような接種方法によって効率的に獲得させられるかを検討し、

子牛期における呼吸器病対策として、臨床上活用可能なワクチンの

接種法の確立を試みた。  

第 1 章では、BVD V1 と BVDV2 の不活化抗原を含有するウイルス
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性呼吸器病対策用の混合生ワクチンと、 BVDV1 弱毒株を含む相同

の混合生ワクチンを用い、子牛の抗体応答を比較検討した。 4 種類

の異なるワクチン接種法における抗体価の推移を 330 日間観察した。

その結果、BHV1 と BRSV 対策としては、BHV1 と BRSV の弱毒株

を含む混合ワクチンを２回接種することで、高いウイルス中和抗体

誘導効果が得られることが明らかとなった。一方、 BVDV について

は、BVDV1 弱毒株は BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原と比較して高

い液性免疫誘導効果があることが明らかにされたが、 BVDV1 弱毒

株を含むワクチン接種後に BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含む

ワクチンを接種しても、 BVDV2 に対する中和抗体誘導効果は不十

分であると考えられた。野外で分離される BVDV は非常に多くの遺

伝的および抗原的変異が認められていることから、 BVDV1 と

BVDV2 の不活化抗原を含む混合生ワクチンと BVDV1 弱毒株のみを

含む混合生ワクチンを用いて、多様でかつ豊富な BVDV に対する抗

体を獲得させるためには、 BVDV ワクチンの接種方法の検討が必要

と考えられた。  

第２章では、 BVD V1 の弱毒株を含む生ワクチンを、移行抗体が

ほとんど消失した育成牛に対して接種した後の抗体の維持期間につ

いて調査した。その結果、 BVDV1 弱毒株を含む生ワクチン 1 回接

種によって BVDV1 および BVDV2 に対する抗体誘導が可能であり、

さらに得られた抗体は少なくとも３年間は維持されることが確認さ

れた。すなわち、育成期に BVDV１弱毒株を含む生ワクチンを１回

接種することで、その後接種牛が分娩時に初乳による移行抗体によ

って BVDV の抗体を子牛に獲得させることが可能であり、子牛の呼

吸器病の重篤化を阻止する重要な手段であると考えられた。しかし、

試験期間に BVDV1 弱毒株を含む生ワクチンを１回接種した群と

BVDV1 弱毒株を含むワクチン接種後に BVDV1 と BVDV2 の不活化

抗原を含む不活化ワクチンを接種した群との間で抗体価に有意な差

は認められなかった。このことは、第１章とは異なる BVDV1 弱毒

株と BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を用い、かつ接種時期を変え
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て追加接種しても BVDV2 に対する十分な液性免疫誘導効果は認め

られない結果となった。多様な BVD V に対する液性免疫を付与させ

るためには、第 1 章で示された課題同様、 BVD V ワクチンの接種方

法の改良が必要と考えられた。  

そこで、第３章では、我国同様 BVDV1 と BVDV2 の弱毒株を含

む生ワクチンがないドイツにおけるワクチン接種方法、すなわち

BVDV1 および BVDV2 の不活化抗原を含むワクチンを接種後に

BVDV1 弱毒株を含むワクチンを免疫増強に用いるワクチン接種法

(TSVP)により、 BVDV1 と BVDV2 に対する十分な抗体応答を誘導

できるか検討した。その結果、BVDV1 と BVDV2 に対する TSVP 群

の抗体価は BVDV1 と BVDV2 の不活化抗原を含むワクチンを 1 回

接種する群および BVDV1 弱毒株を含むワクチンを 1 回接種する群

のそれらより有意に上昇した（ P＜ 0.05）。この結果は、第１章およ

び第２章において BVDV1 弱毒株を含む生ワクチン接種後に BVDV1

と BVDV2 の不活化抗原を含むワクチンを接種する方法では認めら

れなかった現象であった。 BVDV2 弱毒株を含むワクチンが市販さ

れていなかった状況では、TSVP は BVDV1 と BVDV2 に対する有効

な抗体を付与するために有用であり、十分臨床応用可能であると考

えられた。 BVDV は地域、牛群の飼養形態および牛の移動状況によ

って流行している株や汚染状況が異なる。すべての状況において

TSVP を用いるワクチン接種方法が最適であるとはいえないが、母

牛に接種することにより移行抗体で子牛に免疫を付与して子牛の呼

吸器病の重篤化を防ぐという観点では、第２章で明らかとなった

BVDV 弱毒株の長期の免疫効果も考慮し、育成期の早い段階で

TSVP を用いる方法が、BVDV1 と BVDV2 を含む生ワクチンが市販

流通していなかった状況では最良の方法と考えられた。 BHV1 と

BRSV に対しては弱毒株を２回接種すること、 BVDV に対しては

TSVP を用いることで、これら主要ウイルスに対する豊富で多様な

液性免疫を付与可能なことが明らかとなった。  

第４章では、 Mh の不活化莢膜抗原とロイコトキソイドを含むワ
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クチンをホルスタイン種子牛に早期接種した際の抗体応答を調べた。

その結果、 1 か月齢でワクチンを 1 回接種した群が、ワクチンを接

種しない群と 5 か月齢でワクチンを 1 回接種した群に比べて、 Mh

に対する抗体価の上昇の程度が有意に大きかった (P<0 .01 )。すなわ

ち 1 回接種の場合、５ヵ月齢で接種するよりも 1 ヶ月齢で接種した

方が抗体反応は大きいことが示唆された。さらに、 1 か月齢でワク

チンを 1 回接種した群と 1 ヶ月齢と 5 か月齢でワクチンを 2 回接種

した群間の抗体価の上昇の程度はほぼ同等であり、抗体価に有意な

差は認められなかった。以上から、 Mh 不活化莢膜抗原を含むワク

チンの子牛に対する早期の接種は、ワクチン接種による抗体応答は

不十分であるが、 Mh の肺内感染時に速やかに液性免疫を誘導し、

結果的に豊富な抗体を速やかに獲得可能なことが示唆された。これ

は、第３章で、BVDV の不活化抗原を接種後に BVD V の弱毒株を接

種することで効果的にウイルス中和抗体が誘導できたことと類似す

る結果となった。以上から、１ヵ月齢に Mh ワクチンを接種してお

くことは、離乳後の呼吸器病対策の備えとして臨床上有効であるこ

とが示唆された。  

 現在、呼吸器病ワクチンの免疫効果は急速に向上しているが、注

射型の混合ワクチンにより育成期の早い段階で母牛にワクチネーシ

ョンして、移行抗体として子牛に免疫を付与する方法が最も安全で

確実な方法である。ウイルスに対しては、今回用いた BVDV1 の弱

毒株を含む混合生ワクチンと BVDV1 と BVDV2 が不活化抗原で

BHV1 と BRSV が弱毒株の混合生ワクチンを用い、育成期の早い段

階でこれを先に接種し、その後 BVDV1 の弱毒株を含む混合生ワク

チンを接種することで BHV1、 BRSV、 BVDV1 および BVDV2 に対

する豊富な液性免疫を付与可能なことが明らかとなった。 Mh ワク

チンは生後早い段階でワクチンを接種する必要があるとされている

が、この場合でも移行抗体の影響を受けて液性免疫誘導効果が期待

できないとされてきた生後１か月齢での接種により、豊富な抗体を

速やかに獲得可能なことが明らかとなった。ワクチンの接種方法は、
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その牛群で流行している病原体、流行の時期、牛群の規模および他

牛群との接触の有無や導入牛の有無に応じて変えていく必要がある。

しかし、子牛の呼吸器病の重篤化を防ぐ観点でいえば、出生後の早

期の段階で呼吸器病発症に強く関与する BHV1、 BRSV、 BVD V お

よび Mh に対する液性免疫を付与させるワクチンの接種方法が最適

である。本研究を通じて明らかにされたワクチン接種方法により、

子牛に対して早期に呼吸器病に深く関与する病原体に対する抗体を、

BVDV 弱毒株の胎子感染や Mh ワクチンの保有するエンドトキシン

による流産等の副反応の影響を最小にして獲得させることが可能で

あり、十分臨床応用可能であると考えられた。  
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