
緒 言

ウシのヨーネ病は，わが国の家畜の法定伝染病に

指定されおり，乳肉の生産を著しく阻害する細菌疾

病である。本症の主要な症状は，難治性の慢性下痢

症であり，その病変は慢性肉芽腫性腸炎である 。

原因菌である Mycobacterium paratuberculosis

（ヨーネ菌）は糞便に排泄され，乾燥下で数年以上生

存するため重要な感染源となる 。

わが国における本病発生の特徴として，そのほと

んどが北海道に集中していることがあげられる。過

去30年間の北海道における本病の年次別の発生状

況を図１に示した 。初めてヨーネ病の発生が北海

道で確認されたのは1978年であり，たった５頭の発

生であった。しかし，それから10年後には104頭に

増加し，1998年には731頭を記録した。このような

数値の伸びは，診断技術の向上によるところが大で

あることは言うまでもないが，本病が一度発生する

と，懸命な蔓延防止対策にもかかわらず，その浸潤

をくい止めることが容易でないことを物語ってい

る 。一方，他の代表的な法定伝染病である結核病

は着実に減少し，平成８年からは発生を見ていない。

また，気腫疽もワクチンの接種の励行や衛生管理の

進歩に伴って減少してきている。しかし，ヨーネ病

は，このような伝染病と比べて伝搬経路の遮断が難

しく，しかも現在ワクチンも存在しないという防圧

に苦慮する条件を備えていると言える 。

本病の蔓延防止および発生予防の対策として，発

症牛（臨床症状を示し，原因菌を排泄しているウシ）

と抗体陽性牛（臨床症状は示さないが，原因菌に感

染していて菌を排泄する可能性があるウシ）の早期

摘発と淘汰が実践されている 。現在，ヨーネ

病の診断は，細菌学的および免疫学的な方法により

実施されている。すなわち，前者として糞便からの

本菌の分離があげられるが，培養に1～3カ月と長期

間を要する 。また後者として ELISA法による抗

体検査が実施されているが ，感染ステージに

よって陽性と陰性の境界を示す個体が散見され，そ

の判別は必ずしも容易とは言えない 。したがって，

本症の対策を円滑に推進するため，新たな診断法の

開発が求められている。

われわれは，ウシの腸疾患における血清生化学的

診断法の開発を推進してきた。まず，腸で合成され，

生体における脂質成分の運搬や代謝に重要な役割を
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ンパク質の主要なアポリポタンパク質）の血清中濃

度の測定法として ELISA法を開発した 。次いで，

急性腸炎（サルモネラ感染症）において血清中のア

ポリポタンパク質Ａ-Ｉ濃度を測定したところ，著明

に減少し，その変動は病態をよく反映することが明

らかになった 。したがって，本タンパク質が腸疾患

の診断上有効な検査項目になると考えられた。そこ

で本研究では，腸疾患の中で最重要視されている

ヨーネ病の診断に資するため，従来の検査法によっ

て診断されたヨーネ病牛の血清について，アポリポ

タンパク質Ａ-Ｉ濃度および各種生化学値の変動を

分析し，その診断的な意義について検討した。

材料および方法

⑴ 供試動物

供試牛として，北海道内の13農場で飼養されてい

たホルスタイン種（2～8歳，雌）68例を用いた。こ

れらは，薬剤不耐性の水様性下痢を示した発症牛５

例と特に臨床症状を示さなかった無発症牛63例に

分けられた。検査材料としてこれらから直腸便と血

清が採材された。なお，血清アポリポタンパク質お

よび各種脂質成分濃度は，分娩初期とその他の乳期

で差が認められるため ，供試牛は，いずれも分娩

後１カ月以上を経過した泌乳期に属するものとし

た。

供試牛の糞便からのヨーネ菌の分離は，常法に

従った。すなわち，糞便約１gを25mlの滅菌蒸留水

に入れ，振盪器で30分間激しく混和撹拌後，１時間

静置した。次いで，上清を0.7％ヘキサデシルピリジ

ウムクロリド水和物20mlに加え混和し，一昼夜静

置した。沈渣0.3mlをマイコバクチン加ハロルド培

地に接種した。培養管の栓を緩めたまま斜面で１週

間37℃に保ち，表面の流動水を消失させた後，その

管を密栓し，垂直に立てて３カ月間培養し，コロニー

の確認された個体を陽性とした。また，血清中の

ELISA抗体価の検査として市販のキット（ヨーネラ

イザー，共立商事）が用いられた。ELISA検査で陽

性を示した個体については，さらに２週間後に再検

査を行い陽性を示した場合，最終的に陽性個体と診

断した。なお，その他は陰性とした。

供試牛は，臨床症状，糞便および ELISAの検査成

績から表１に示したとおり，ヨーネ病と診断された

Ａ～Ｄの４群（ｎ＝35）と健康な対照群（ｎ＝33）

に分類された。なお，疾病群のうちＡ群は発症して

おり，残りのＢ～Ｄの３群は無発症であった。

⑵ 血清α１-酸性糖タンパクおよびハプトグロ

ビン濃度の測定

α１-酸性糖タンパク（AGP）とハプトグロビン

（Hp）濃度の測定には，一元放射免疫拡散法（サイカ

チェック，細菌化学）を用いた。

⑶ 各種の血清生化学値の測定

血清総蛋白質（TP），アルブミン（Alb），非エス

テル型脂肪酸（NEFA），中性脂肪（TG），総コレス

テロール（TC）およびリン脂質（PL）濃度は，市販

のキット（テストワコー，和光純薬）で測定された。

⑷ 血清アポリポタンパク質Ａ-ＩおよびＢ-100

濃度の測定

アポリポタンパク質（Apo）Ａ-ＩおよびＢ-100濃

度は，抗ウサギアポリポタンパク質抗体を用いた

ELISA法で測定された 。

⑸ 統計処理

各群間の分散の分析には，Bartlettの検定を用い

た。群間のデータの有意差検定として一元配置分散

分析および Dunnettの検定を使用した。Hpの出現

率の検定には，カイ二乗検定を用いた。なお，デー

タは，平均値±標準偏差で表した。

成 績

表２に各種の血清生化学検査値を示した。Ｂ～Ｄ

の無発症疾病群の TPとAlb濃度は，対照群のそれ

らと同様であった。しかし，発症していたＡ群にお

けるそれらの濃度は低下していた。NEFAおよび

TG濃度は，対照群と比較してすべての無発症疾病

群において上昇したが，Ａ群ではむしろ低値を示し

た。一方，Ａ～Ｄの疾病群の TCおよび PL濃度は，

対照群のそれらと比較して，有意に減少していた。

特に，Ａ群のそれら濃度は著しい低下を示した。

AGP濃度は，Ａ群で著明な増加が認められたが，

Ｂ～Ｄ群では明らかな変化は認められなかった。Hp

の出現率は，各疾病群ともに対照群と比較して有意

な差が見られなかった。

図２にApoA-ＩとApoB-100濃度の成績を示し
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表1 供試牛の概要

区分 ｎ 発症 M.paratuberculosisの分離 ELISA検査 診 断

Ａ 群 5 有 陽性 陽性 ヨーネ病

Ｂ 群 10 無 陽性 陰性 ヨーネ病

Ｃ 群 12 無 陽性 陽性 ヨーネ病

Ｄ 群 8 無 陰性 陽性 ヨーネ病

対照群 33 無 陰性 陰性 健 康



た。すべての疾病群のApoA-Ｉ濃度は，対照群のそ

れと比較して有意に低下しており，特にＡ群におい

て著明な低下が認められた。ApoA-Ｉ濃度の対照群

の値に対する相対濃度は，Ａ群：63.9％，Ｂ群：

86.6％，Ｃ群：89.8％そしてＤ群：85.8％であった。

また，ApoB-100濃度は，Ａ群において低下したもの

の（73.0％），他の群では対照群と同程度の値であっ

た。

考 察

ウシのヨーネ病の診断および病態把握の一助とす

るため，脂質代謝に関連する血清成分を中心に分析

しその意義について検討した。ヨーネ病において重

要な臨床病理学的特徴として，低 TPおよび低Alb

血症（非選択性漏出型低タンパク血症）があげられ

ている 。しかし，これらの所見は，今回発症群

の一部のみにしか当てはまらなかったことから，少

なくとも無発症疾病群ではこれら項目を補助的診断

に応用できないことが明らかとなった。TCおよび

PL濃度は，対照群と比較していずれの疾病群にお

いても有意に低下しており，生体が低エネルギー状

態に陥っていることが推察された 。また，Ｂ～Ｄ群

において TG濃度の上昇が認められた。これは，同

群におけるNEFA濃度の上昇に伴い，肝臓での TG

合成が増加したためと考えられた。一方，Ａ群では

TG濃度が減少傾向を示したことから，Ｂ～Ｄ群と

比べてエネルギー不足が重度に進行していることが

示唆された。

急性相タンパクであるAGPとHp濃度は，ウシ

において重度の炎症を伴うサルモネラ感染症で明ら

かに増加することが報告されている 。AGP濃度

は，Ｂ～Ｄ群で特に変化が見られなかったが，Ａ群

で著明に上昇した。これは，発症に伴う病変部の炎

症の程度を反映しているものと考えられた 。ま

た，Hpの出現率は対照群と比較していずれの疾病

群においても有意な差は見られなかった。したがっ

て，AGP濃度は，発症している個体では，ある程度

診断の指標にはなるものの，無発症の疾病群では，

両急性相タンパク濃度の診断的価値は極めて低いと

考えられた。

ApoA-Ｉは，高密度リポタンパク質の主要なアポ

リポタンパク質であり，腸および肝臓で合成される

ことが知られている 。ニワトリヒナのコクシジウ

ム感染症 やウシのサルモネラ感染症 において，

血清中のApoA-Ｉ濃度の低下が報告されている。Ａ

群のApoA-Ｉ濃度は，対照群のそれと比較して著明

な減少を示した。また，Ｂ～Ｄの無発症疾病群にお

いても有意な低下が認められた。この現象は，ヨー

ネ菌の感染により腸でのApoA-Ｉの合成が低下し

ていることを示すと考えられた。すなわち，この腸

管の機能低下は，粘膜固有層に形成された肉芽腫に

よる乳び管腔やリンパ管の狭窄または閉塞等に起因

するものと推察された 。上述の疾病群における TC

および PL濃度の低下も腸管の機能障害による吸収

低下に起因するものと考えられた 。無発症疾病の

３群のApoA-Ｉ濃度は，各種の血清生化学値とほと

ヨーネ病牛における血清アポリポタンパク質Ａ－Ｉ濃度の減少

表2 ヨーネ病群および対照群における血清α1-酸性糖タンパク，ハプトグロビン濃度および各種生化学値

区分 n  NEFA
(mEq/L)

TG
(mg/dl)

TC
(mg/dl)

PL
(mg/dl)

TP
(g/dl)

Alb
(g/dl)

AGP
(mg/ml)

Hp
(mg/ml)

Ａ群 5 0.360±

0.096

7.40±

1.50

104.6±

83.7

120.0±

95.1

6.68±

1.19

3.16±

0.71

0.861±

0.405

0.614±

0.388

(3/5)♯

Ｂ群 10 0.778±

0.455

13.75±

3.77

157.2±

81.7

169.8±

75.8

7.29±

1.30

3.51±

0.31

0.328±

0.092

0.437±

0.634

(4/10)

Ｃ群 12 0.528±

0.240

11.25±

2.09

153.0±

62.8

165.5±

65.3

7.13±

0.48

3.58±

0.28

0.411±

0.224

0.706±

0.591

(5/12)

Ｄ群 8 0.455±

0.290

13.63±

4.21

140.0±

36.0

156.9±

43.4

7.30±

0.54

3.55±

0.25

0.598±

0.383

0.522

(2/8)

対照群 33 0.341±

0.183

9.36±

3.53

180.2±

53.5

197.2±

49.5

7.26±

0.61

3.56±

0.19

0.427±

0.184

0.662±

0.505

(10/33)

Ｐ＜0.05， Ｐ＜0.01：対照群との間に有意差あり。♯：( )内は陽性数/ｎを示す。

NEFA＝非エステル型脂肪酸，TG＝中性脂肪，TC＝総コレステロール，PL＝リン脂質，TP＝総タンパク質，Alb＝アルブミン，AGP＝α1-酸

性糖タンパク，Hp＝ハプトグロビン。
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んど変わりがなかったことから，腸管における病変

の程度も同様であったものと考えられた。

一方，Ｂ～Ｄ群のApoB-100濃度は，対照群のそ

れと同程度であった。このことは，ApoB-100の合成

がほとんど肝臓であることに起因していると考えら

れた 。しかし，Ａ群のApoB-100濃度は，有意な

低下を示していたことから，肝機能障害との関連性

が疑われた 。

今回検索した材料では，無発症疾病群30例中，

ELISAと菌分離が一致したものが40％にすぎな

かったこと ，また，今回成績は示さなかったが，

ELISA値と各種血清値との相関で，ApoＡ-Ｉ

（ｒ＝－0.345），TC（ｒ＝－0.298）そ し て PL

（ｒ＝－0.323）との間に有意な負の相関が見られた

ものの小さな数値であったことから，本疾患の病態

の把握には複数の検査が必要であることが示唆され

た。

結論として，無発症群での TPおよびAlb濃度に

先行するApoA-Ｉ濃度および脂質成分（TC，PL）

の低下は，その病態の程度を反映したものと考えら

れた。また，発症群におけるこれら濃度の著しい低

は，その病態の重篤さを示していると推察された。

腸で合成され肝臓と末梢間での TCや PLの運搬に

不可欠なApoA-Ｉは，ヨーネ病の補助的な診断とし

て有用な血清生化学的項目となる可能性が示唆され

た。

要 約

ウシのヨーネ病の診断および病態把握に資するた

め，従来の検査法である Mycobacterium paratuber-

culosis（ヨーネ菌）の分離および ELISA法による抗

体検査によって診断されたヨーネ病牛の血清につい

て，アポリポタンパク質Ａ-Ｉ（ApoA-Ｉ）濃度を中

心に分析し，その診断的意義を検討した。

供試牛（ホルスタイン種，雌，2～8歳）として，

臨床症状，ヨーネ菌分離または ELISA抗体検査に

よりヨーネ病と診断された35例（発症群ｎ＝５，無

発症群ｎ＝30）と対照として健康な牛群33例の計

68例を用いた。発症群の血清総タンパク（TP）およ

びアルブミン（Alb）濃度は，対照群のそれらよりも

低値であったが，無発症群では変化が見られなかっ

たことから，これら項目の診断価値は低いと考えら

れた。ApoA-Ｉの濃度は，対照と比較して疾病群に

おいて有意に低値を示した。特に，発症群では著明

な低下が認められた。また，疾病群の総コレステロー

ル（TC）およびリン脂質（PL）濃度も同様に有意な

低下を示した。無発症群は，ヨーネ菌分離と ELISA

抗体検査の成績の組み合わせによりさらに３群に分

類して検討されたが，ApoA-Ｉをはじめ TCと PL

濃度は各群において同様な値であった。

無発症群での血清 TPおよびAlb濃度の低下に

先行するApoA-Ｉ濃度および脂質成分（TC，PL）

の低下は，ヨーネ菌の感染による腸でのタンパク質

合成能および吸収能の低下を示唆するものと考えら

れた。また，発症群におけるこれら濃度の著しい減

図2 ヨーネ病群および対照群における血清ApoA-Ｉ

とApoB-100濃度
Ｐ＜0.05, Ｐ＜0.01：対照群との間に有意差あり。
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少は，その病態の重篤さを反映したものと推察され

た。腸で合成され，肝臓と末梢の間での TCや PLの

運搬や代謝に不可欠なるApoA-Ｉの濃度は，ヨーネ

病の補助的な診断として有用な検査項目となる可能

性が示唆された。
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Summary
 

Serum apolipoprotein A-I (apoA-I)concentrations were determined in cows infected with Mycobacterium
 

paratuberculosis to evaluate the possible relevance of serum apoA-I in Johne’s disease. ApoA-I is known to
 

be a transporter of dietary lipids such as cholesterol and phospholipids and also an indicator of the animal’s
 

nutritional status. From 13 farms in Hokkaido,68 lactating Holstein cows(2 to 8 years old)were included
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in the study. Based on clinical symptoms,pathogen isolated in fecal samples,and/or the titer of serum
 

antibody as determined by enzyme-linked immunosorbent assay, two study groups were formed, viz.,

diseased cows (n＝35)and healthy controls (n＝33). The group of diseased cows was further divided into
 

symptomatic animals (n＝5)and asymptomatic(n＝30).

The serum concentrations of total protein and albumin were lower in diseased cows with symptoms than
 

in the controls or in the diseased cows without symptoms. Serum apoA-I was significantly lower in the
 

diseased cows than in the controls, and the symptomatic cows showed the more dramatic decrease. In
 

addition,the diseased cows had low concentrations of total cholesterol and phospholipids. These decreased
 

concentrations of total protein and albumin,of apoA-I,and of total cholesterol and phospholipids are thought
 

to reflect the impaired intestinal absorption and the synthesis and secretion of protein and lipids in Johne’s
 

disease. We propose that serum apoA-I concentration could serve as reliable marker in evaluating the
 

pathogenesis of intestinal dysfunction in Johne’s disease.
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