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要 約

豚熱及びアフリカ豚熱に関する特定家畜伝染病防疫指針の一部変更により、豚熱ウイル

ス（CSFV）遺伝子検査法にマルチプレックスリアルタイム PCR（mrPCR）が追加された。そ

こで、mrPCR の導入を検討するにあたり、当所の検査機材を用いて mrPCR の検出精度、作

業時間及び検査費用を検証した。CSFV 遺伝子の検出感度の比較のため、10 倍段階希釈し

た CSFV を用いて従来法のコンベンショナル PCR（ cPCR）と mrPCR を実施した。特異性の検

証のため、牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）及び cPCR で CSFV 遺伝子陰性と判定された

検体を用いて mrPCR を実施した。また、解剖豚 3 頭及び同居豚 10 頭から採材したと仮定

し、両 PCR 法の作業時間及び検査費用を比較した。mrPCR では cPCR と同じ希釈倍率まで

CSFV が検出され、BVDV は検出限界以下、cPCR で陰性だった検体は全て CSFV 陰性と判定さ

れた。また、mrPCR では検査費用はやや高額になるが、検査時間は大幅に短縮された。結

果より、mrPCR の CSFV 検出感度は cPCR と同等であり、CSFV 遺伝子に対する特異性は高い

と考えられた。以上のことから、mrPCR を導入することで検査精度を保ち、作業時間の短

縮や作業ミスの減少等が期待されると考えられた。

はじめに

豚熱（CSF）は、フラビウイルス科ペスチウ

イルス属の CSF ウイルス（CSFV）により起こ

る豚及びイノシシの熱性伝染病であり、特定

家畜伝染病に指定されている。平成 30 年に

国内で 26 年ぶりに発生が確認され、現在も

感染の拡大が継続している。飼養豚で特定症

状が認められた場合は直ちに病性鑑定を行い、

症状が類似しているアフリカ豚熱（ASF）と併

せて迅速かつ正確に診断する必要がある。

豚熱及びアフリカ豚熱に関する特定家畜伝

染病防疫指針の一部変更（令和 3 年 10 月 1

日）により、従来法のコンベンショナル PCR

（ cPCR）に加え、新たにリアルタイム PCR

（rPCR）による遺伝子検査が可能となった。

従来法の cPCR では、RNA ウイルスである CSFV、

DNA ウイルスである ASFV を個別に検査する必

要がある。CSFV においては、まずペスチウイ

ルス属を検出する RT-PCR を実施し、陽性が

疑われる場合は、さらに制限酵素処理に進み

CSFV 遺伝子を識別する[1]。変更後の豚熱の

診断マニュアルでは、市販の検査キットによ

る rPCR 法が提示されている。そのうち、タ

カラバイオ及び国立研究開発法人農研機構が

共同開発した検査キットでは、マルチプレッ

クスリアルタイム PCR（mrPCR）法を用いてお

り、CSFV 遺伝子及び ASF ウイルス（ASFV）遺

伝子、インターナルコントロール（IC）とし

て豚由来の swine GAPDH 遺伝子が同一ウェル

で検出可能である[2]。

病性鑑定への mrPCR の導入を検討するにあ

たり、当所の検査機材を用いて mrPCR の検出

精度、作業時間及び検査費用を検証した。な

お、ASFV については、検証に使用可能な陽性

対照を保有していないため実施していない。

材料と方法

１.CSFV 遺伝子の検出感度の比較

104～ 10-1TCID50/ml に 10 倍段階希釈した

CSFV GPE-株を用いた。当所の現行法であるス

ピンカラム法（High Pure Viral Nucleic Acid

Kit、Roche）及び磁気ビーズ法（KingFisher

Duo Prime、Thermo Fisher Scientific）によ

り核酸を抽出し、mrPCR 及び cPCR を実施し

た。

mrPCR は CSFV/ASFV Direct RT-qPCR Mix

&Primer/Probe 及 び CSFV/ASFV Positive

Control DNA（タカラバイオ）を用いて、付属

の説明書に従って実施した。 rPCR 装 置は

Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR

System（Thermo Fisher Scientific）、解析ソ

フトは 7500 Software v2.3 を使用した。



cPCRは TaKaRa One Step RNA PCR Kit（AMV）

（タカラバイオ）を用いて、豚熱の診断マニ

ュアル記載の Vilcek らの方法[3]に基づき実

施した。cPCR 装置は Veriti 200 及び MiniAmp

Plus Thermal Cycler （ Thermo Fisher

Scientific）を用いた。

２．ペスチウイルスに対する特異性の検証

104～10-1TCID50/ml に 10 倍段階希釈した牛

ウイルス性下痢ウイルス（BVDV） KZ-91 株を

用いた。上記１と同様に核酸を抽出し、mrPCR

を実施した。

３．CSFV 陰性検体に対する特異性の検証

１）cPCR で産物が認められなかった検体

病性鑑定時の cPCR で産物が認められず陰

性と判定された検体を材料とした。令和 4 年

度に 4 農場から採材された血清 6 検体、扁桃、

脾臓、腎臓の 10％乳剤各 2 検体、計 12 検体

の核酸抽出物を用いて、上記１と同様に

mrPCR を実施した。

２）cPCR で産物が認められた検体

病性鑑定時の cPCR で図１のように陽性対

照と類似した産物やラダー状の泳動像が認め

られ、制限酵素処理により CSFV を否定した

検体を材料とした。令和 3～4 年度に 6 農場

から採材された 10％扁桃乳剤 7 検体、10％脾

臓乳剤 3 検体、10％腎臓乳剤 2 検体、計 12

検体の核酸抽出物を用いて、上記１と同様に

mrPCR を実施した。

図１ 非特異的な産物が認められた CSFV 陰

性検体の cPCR 結果

４．作業時間及び検査費用の比較

当所の病性鑑定時の平均的な採材頭数であ

る解剖豚 3 頭及び同居豚 10 頭と仮定し、

mrPCR 及び cPCR にかかる作業時間及び検査

費用を比較した。この仮定の場合、検査に供

するのは臓器乳剤 9 検体、血清 13 検体の計

22 検体となる。そこに、核酸抽出工程の陰性

対照、PCR 反応の陰性対照及び陽性対照を追

加した数を検体数とした。よって、mrPCR で

は 25 検体、cPCR の CSFV では陽性対照が BVDV

培養上清と CSFV 改変 DNA の 2 種類があるた

め 26 検体、cPCR の ASFV では 25 検体とした。

また、検査費用は使用する試薬の費用のみ

で算出した。mrPCR 及び CSFV の cPCR は上記

１と同様の試薬を用い、ASFV の cPCR は当所

で病性鑑定時に使用している Premix Ex Taq

Hot Start Version（タカラバイオ）を用いた。

成 績

１．CSFV 遺伝子の検出感度の比較

各抽出方法の CSFV 遺伝子検出結果を図２

及び図３に示した。スピンカラム法で抽出し

た場合は、mrPCR、cPCR ともに CSFV 遺伝子が

102TCID50/ml まで検出された（図２）。また、

磁気ビーズ法で抽出した場合は、mrPCR、cPCR

ともに 101TCID50/ml まで検出された（図３）。

図２ スピンカラム法による検出結果

図３ 磁気ビーズ法による検出結果

２．ペスチウイルスに対する特異性の検証

各抽出方法の全ての検体で検出限界以下で

あった。

３．CSFV 陰性検体に対する特異性の検証

１）cPCR で産物が認められなかった検体

12 検体全てで CSFV 遺伝子は検出限界以下

であり、IC は検出されたため、CSFV 遺伝子

陰性と判定された（表１）。



表１ cPCR で産物が認められなかった CSFV

陰性検体の mrPCR 結果

※括弧内は Ct 値

２）cPCR で産物が認められた検体

１）と同様に、12 検体全てで CSFV 遺伝子

は検出限界以下であり、IC は検出されたため、

CSFV 遺伝子陰性と判定された（表２）。

表２ cPCR で産物が認められた CSFV 陰性検

体の cPCR 結果の mrPCR 結果

※括弧内は Ct 値

４．作業時間及び検査費用の比較

核酸抽出から判定結果のデータ処理までの

作業時間は、mrPCR では約 5.5 時間、cPCR で

CSFV
1 扁桃 － + ( 23.3 ) －
2 脾臓 － + ( 21.8 ) －
3 腎臓 － + ( 20.2 ) －
4 扁桃 － + ( 24.6 ) －
5 脾臓 － + ( 24.7 ) －
6 腎臓 － + ( 24.2 ) －
7 血清 － + ( 30.7 ) －
8 血清 － + ( 29.6 ) －
9 血清 － + ( 31.0 ) －
10 血清 － + ( 29.2 ) －
11 血清 － + ( 27.0 ) －
12 血清 － + ( 30.1 ) －

mrPCR
IC

No. 検体
cPCR

(病性鑑定時)

CSFV
1 扁桃 － + ( 22.6 ) 280bp付近のバンド
2 脾臓 － + ( 22.3 ) 280bp付近のバンド
3 腎臓 － + ( 21.9 ) 280bp付近のバンド
4 扁桃 － + ( 20.9 ) 280bp付近のバンド
5 扁桃 － + ( 19.8 ) ラダー状
6 扁桃 － + ( 19.8 ) ラダー状
7 扁桃 － + ( 21.0 ) ラダー状
8 腎臓 － + ( 21.3 ) ラダー状
9 脾臓 － + ( 24.9 ) 280bp付近のバンド
10 扁桃 － + ( 22.6 ) 280bp付近のバンド
11 扁桃 － + ( 21.4 ) 280bp付近のバンド
12 脾臓 － + ( 20.8 ) 280bp付近のバンド

cPCR
(病性鑑定時)

mrPCR
IC

No. 検体

はペスチウイルス陰性の場合は約 8.5 時間、

制限酵素処理まで実施した場合は約 12 時間

であった（表３）。

検査費用については、mrPCR では 1 検体分

の試薬が 1,100 円、1 検査分の陽性対照が 440

円のため、1,100 円×25 検体＋440 円となり、

計 27,940 円であった。一方、cPCR では 1 検

体分の CSFV 試薬が 550 円、ASFV 試薬が 120

円のため、550 円×26 検体＋120 円×25 検体

となり、計 17,300 円であった。

表３ 検査時間の比較

※ASFV PCR は CSFV RT-PCR の反応中に実施

考 察

CSFV 遺伝子の検出感度の比較では、核酸抽

出方法に関わらず cPCR と同じ希釈倍率まで

CSFV 遺伝子が検出されたため、mrPCR と cPCR

の検出感度は同等であると考えられた。

CSFV と同じペスチウイルス属である BVDV

遺伝子は mrPCR では検出されなかった。さら

に、cPCR で産物が認められなかった CSFV 陰

性検体、cPCR で由来不明の増幅産物が認めら

れた CSFV 陰性検体のいずれも mrPCR では検

出されなかった。そのため、mrPCR の CSFV 遺

伝子に対する特異性は高く、過去の病性鑑定

時に認められた非特異的な反応が mrPCR では

減少する可能性が考えられた。

また、mrPCR は cPCR と比較して作業時間が

大幅に短縮され、検査費用はやや高額になる

ものの、予算の範囲内で運用可能であった。

従来法の cPCR ではウイルスごとに遺伝子

検査を実施する必要があったが、今回検証に

mrPCR cPCR
核酸抽出 3hr 3hr
PCR試薬調製 0.5hr 0.5hr
CSFV RT-PCR 2hr
ASFV PCR (1hr)
CSFV 泳動 － 1hr
ASFV 泳動 － 1hr
判定，データ処理 1hr 1hr

計 約5.5hr 約8.5hr
制限酵素処理 － 約3.5hr

計 － 約12hr

時間
工程

1hr



使用した mrPCR の検査キットでは、CSFV 及び

ASFV 遺伝子、IC が同時に検出可能であり、

増幅産物の電気泳動を行う必要がない。その

ため、cPCR と比較して、作業工程の簡素化、

IC の検出による試験成立の担保、増幅産物に

よるコンタミネーションのリスク低下が利点

として挙げられる。当所では飼養豚の病性鑑

定に迅速に対応するため、CSFV 及び ASFV の

遺伝子検査を課員全員が実施できる体制を整

えている。しかし、日常の業務では遺伝子検

査を実施していない職員もいるため、作業工

程の簡素化により遺伝子検査に不慣れな職員

の負担を減らし、作業中のミスも減少できる

と考えられた。

以上より、当所で実施した mrPCR の検証結

果は従来法の cPCR と遜色ない結果であり、

飼養豚の病性鑑定に mrPCR を導入することで、

検査精度を保ち、作業時間の短縮や作業ミス

の減少等が期待されると考えられた。
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８ 過去 5 年間に県内で分離された Mannheimia haemolytica の薬剤感受性調

査

中部家畜保健衛生所

○杉本 郁子

要 約

牛呼吸器病はウイルスや細菌等の病原体の感染や輸送等のストレス感作により発生し、

Mannheimia haemolytica (Mh)は主要な病原細菌の一つとされる。牛呼吸器病の治療は治療

歴等を考慮した上で初期治療が実施される場合が多く、薬剤感受性動向は治療薬選択の一

助となるが、県内の実態は不明であった。また Mannheimia 属菌は近年新菌種が登録され

ており、過去に Mh と同定されていた株の中には新菌種が含まれている可能性がある。そ

こで今回、近年分離された Mh の再同定を行い、薬剤感受性、薬剤耐性関連遺伝子の保有

状況及び薬剤使用状況を調査した。

材料は 2019～2023 年に分離された Mh21 株を用い、遺伝子検査により再同定を実施後、

10 薬剤の薬剤感受性試験、主要薬剤耐性遺伝子及び ICE 関連遺伝子の検出を実施した。ま

た 2018～2023 年の牛呼吸器病 13 症例の治療歴を調査した。

再同定の結果、19 株が Mh、2 株が M. pernigra と同定された。Mh の血清型は 1 型、2 型

のみで、多剤耐性傾向と報告がある 6 型の浸潤は確認されなかった。薬剤感受性試験の結

果、多くの株では NA（耐性率 52.6％）を除いた薬剤で感受性を維持していた。一方 4 株

は 5、6 薬剤耐性株で、薬剤耐性遺伝子を複数保有しており、これらの株について SM、KM、

TC 及び ST 耐性と耐性遺伝子保有に関連性が確認された。またこの内 1 株は ICE 関連遺伝

子を全て保有し、耐性遺伝子が水平伝播する可能性が考えられた。また治療薬としてフル

オロキノロン系薬剤が多く使用される傾向にあることが確認されたことや NA 耐性率が高

かったことから、フルオロキノロン系耐性株の出現が危惧された。以上のことから、現状

では Mh に対する薬剤治療では多くの場合で効果が期待できると考えられたが、二次選択

薬の慎重使用の啓発が求められる。

はじめに

牛呼吸器病はウイルスや細菌等の病原体の

感染と輸送等のストレス感作による免疫状態

の低下により発生し、主要な病原細菌の一つ

とされているのは Mannheimia haemolytica

（Mh）である。Mannheimia 属菌は近年新しい

菌種が登録され、現在 9 菌種存在する。この

ため過去に生化学性状検査の結果から Mh と

同定されていた株の中には他の Mannheimia

属菌種が含まれている可能性があり、遺伝子

検査による同定を実施する必要がある。

Mannheimia 属菌の中でも菌種により病原性

が異なることから、病性鑑定時には正確な同

定を実施することが重要である。また Mh は

近年特に血清型 6 型で多剤耐性傾向が確認さ

れている［1］。薬剤耐性機構には薬剤の過剰

投与により生じるとされるキノロン耐性に代

表される染色体の突然変異やプラスミド等に

よる薬剤耐性遺伝子の獲得があるが、近年パ

ス ツ レ ラ 科 細 菌 で は ICE （ integrative

conjugative element）と呼ばれる染色体上に

存在する可動性遺伝因子の関与も報告されて

いる［2］。ICE 配列内には多くの場合で複数

の薬剤耐性遺伝子や重金属耐性遺伝子が含ま

れており［2,3］、 ICE は Mh と Pasteurella

multocida 等の細菌間で転移し、1 回の水平

伝播で多剤耐性獲得を可能にさせるとの報告

がある［2,4］。

呼吸器病の治療には、過去の治療歴から初

期治療が実施されることが多く、適切な治療

薬の選択が求められる。しかしながら県内の

Mh における薬剤耐性動向は不明であった。そ

こで今回治療薬選択の一助とするため、過去

5年間に県内で分離された Mh の再同定を行い、



薬剤感受性を調査した。さらに薬剤耐性形質

の水平伝播に関与するとされる主要な薬剤耐

性遺伝子及び ICE 関連遺伝子の保有状況を調

査した。

材料と方法

材料として、2019～2023 年に呼吸器症状を

呈し病性鑑定を実施した牛の肺由来 3 株及び

鼻腔スワブ由来 18 株から分離された Mh21 株

（乳用牛 5 農場、肉用牛 5 農場）を用いた。

１)Mh の再同定及び血清型別

ａ．再同定

-80℃保存していた Mh を羊血液寒天培地で

一晩培養し、アルカリボイル法にて DNA 抽出

を行った。Alexander らの方法[5]に基づき菌

種同定 PCR 法を実施した。菌種同定 PCR 法の

結果、同定不能だった株はエスクリン（ESC）、

アラビノース（ARA）、ソルビトール（SOR）、

キシリトール（XYL）及びマルトース（MLT）

について生化学性状検査を追加で行い、さら

に 16S rRNA 遺伝子領域の塩基配列全長を解

読し、EzBioCloud にて基準株と照合した。

ｂ．血清型別

Mh の血清型別には Klima らの方法[6]に基

づき血清型別 PCR 法を用いた。

２)薬剤感受性試験

Mh と同定された株を用い、薬剤感受性試験

は臨床検査標準委員会（CLSI）に準拠した一

濃度ディスク拡散法により、アンピシリン

(ABPC)、セファゾリン（CEZ）、ストレプトマ

イシン(SM)、カナマイシン(KM)、フロルフェ

ニコール(FFC)、テトラサイクリン(TC)、ST

合剤(ST)、ナリジクス酸(NA)、エンロフロキ

サシン（ERFX）及びホスホマイシン（FOM）に

ついて薬剤感受性を判定した。精度管理株と

して Escherichia coli ATCC 25922を用いた。

ブレイクポイントは CLSI、欧州抗微生物薬剤

感受性試験委員会（EUCAST）及び農林水産省

動物医薬品検査所により公表されている基準

値に従った。

ま た 血 清 型 別 の 薬 剤 耐 性 率 に つ い て

Fisher の正確確率検定を用いて有意差検定

を実施した。

３)薬剤耐性関連遺伝子の保有状況

ａ．薬剤耐性遺伝子の検出

薬剤耐性遺伝子について blaROB-1 遺伝子

(ABPC 耐性）、aadB、strA、strB、aphA-1 遺

伝子(アミノグリコシド系耐性）、floR 遺伝子

(FFC 耐性）、catAⅢ遺伝子(クロラムフェニコ

ール（CP）耐性）、tet(H)、tetR 遺伝子(TC

耐性）、sul2 遺伝子(サルファ剤(SUL)耐性）

の検出を実施した（表１）。

表１ 薬剤耐性遺伝子

ｂ．ICE 関連遺伝子の検出

薬剤耐性の水平伝播に関与するとされる

ICE について Berker らの方法 [9]に基づき

parB、ICE-rel1、int1、int2 遺伝子の保有状

況を調査した。

４)薬剤使用状況調査

2018～ 2023 年の牛呼吸器病の病性鑑定調

書から 13 症例について治療歴を調査し、治

療薬の薬剤系統ごとに集計を行った。

成 績

１)Mh の再同定及び血清型別

ａ．再同定

菌種同定 PCR の結果、19 株が Mh と同定さ

れ、2 株が同定不能となった。この 2 株につ

いては生化学性状のみでは同定に至らなかっ

たが（表２）、16S rRNA 遺伝子塩基配列解析

の結果、2 株とも Mannheimia pernigra(Mp)

（相同性 99.85、100％）と同定された。なお、

Mp と同定された 2株は今回の試験の対象外と

した。

表２ 生化学性状検査

Mg：M. granulomatis、Mr：M. ruminalis

薬剤 耐性遺伝子 出典

ABPC blaROB-1 ［2］

SM

GM

NEO

strA・strB

aadB

aphA-1

［2］

［2］

［2］

CP

CP/FFC

catAⅢ ［7］

floR [8］

TC tet(H) ［2］

tetR ［2］

SUL sul2 ［2］

溶血性 ESC ARA SOR XYL MLT

供試株 － － ＋ ＋ ＋ ＋

Mh ＋ － － ＋ ＋ ＋

Mg － ＋ － ± ｄ ｄ

Mr － － － － 不明 不明

Mp w＋ 不明 － ｄ － ｄ



ｂ．血清型別

血清型別では 8 株（肺由来 2 株、鼻腔スワ

ブ由来 6 株）が 1 型、11 株（肺由来 1 株、鼻

腔スワブ由来 10 株）が 2 型と判定された。

２)薬剤感受性試験

薬剤耐性率は高い順に NA：52.6％、SM、KM

及び TC：21.1％、ST：15.8％、ABPC：5.3％

となり、その他薬剤に対しては全ての株が感

受性を示した。耐性パターンは 3 パターンと

なり（表３）、NA のみに耐性を示した株が 6

株、多剤耐性株が 4 株であった。また供試し

た全ての薬剤に対し感受性を示した株が 9 株

であった。

血清型 1 型と 2 型の薬剤耐性率を比較する

と、 NA については血清型 1 型の耐性率が

87.5％となり、血清型間で有意差が認められ

た（p＜0.05）（図１）。

表３ 耐性パターン

※同一農場の別個体由来株

図１ 血清型別の薬剤耐性率

３)薬剤耐性関連遺伝子の保有状況

ａ．薬剤耐性遺伝子の検出

薬剤耐性遺伝子を保有していたのは、耐性

パターン A、B の 4 株で、ABPC 耐性株では関

連する薬剤耐性遺伝子は検出されなかったが、

SM、KM、TC 及び ST 耐性株は関連する薬剤耐

性遺伝子を保有していた（表４）。

耐性パターン 株数 血清型

A ABPC･KM･SM･NA･TC･ST 1 1

B KM･SM･NA･TC･ST 3※ 2

C NA 6 1

表４ 薬剤耐性遺伝子保有状況

ｂ．ICE 関連遺伝子の検出

多剤耐性株 4 株は ICE 関連遺伝子を 3 又は

4 遺伝子保有していた（表５）。耐性パターン

A の 1 株は ICE 関連遺伝子を全て保有してい

た。

表５ 多剤耐性株の ICE 関連遺伝子保有状況

４)薬剤使用状況調査

呼吸器病の治療薬にはフルオロキノロン

(FQ)系薬剤、フロルフェニコール系薬剤及び

マクロライド系薬剤が多く使用される傾向に

あった（表６）。

表６ 薬剤使用状況調査

考 察

今回 Mh の再同定を実施したところ Mp と同

定された株が確認された。Mp は 2021 年に登

録された菌種で、報告例が少なく病原性等の

詳細は不明である[10]。Mannheimia 属菌でも

菌種により病原性が異なることから、分離菌

の正確な同定をすることで病態の把握の一助



になり、分離菌が新菌種であった場合には病

原性等の解明に貢献できると考えられた。

次に Mh の血清型別の結果、本県の分離株は

血清型 1 型及び 2 型のみであった。血清型 2

型は健康牛からも分離され、1 型に比較して

病原性が低いとされている[11]。Katsuda ら

は国内の牛呼吸器病由来 Mh の血清型分離割

合は 1 型 42.9％、6 型 36.5％、2 型 14.4％と

報告している[1]が、今回の調査では血清型 2

型の分離割合が高かった。このことは解剖未

実施で鼻腔スワブのみ採材した症例からの分

離が多数を占めていたため、分離された Mh

が呼吸器症状に関与していたのか不明なもの

が含まれていると考えられた。

Mh の薬剤耐性率は全国的なモニタリング

調査である動物由来薬剤耐性菌モニタリング

（JVARM）の調査結果［12］と比較して低い傾

向にあり、NA のみに耐性を示した株と全薬剤

に感受性を示した株を合わせると 15/19 株と

なり、多くの株が供試した薬剤に対して感受

性を維持していることが確認できた。また薬

剤使用状況調査の結果から、呼吸器病の治療

薬として使用される傾向にある薬剤に対して

も、Mh に対する治療では多くの場合で効果が

期待されると考えられた。しかしながら、キ

ノロン系薬剤については、ERFX 耐性株は確認

されなかったが、NA 耐性率が 52.6％で、こ

のうち血清型 1 型の NA 耐性率は 87.5％と高

いことが分かった。薬剤使用状況調査の結果

からも、治療薬として FQ 系薬剤が使用され

る傾向にあり、国内でも肉用牛の FQ 系薬剤

の販売量は増加していると報告されているこ

とから[12]、今後 FQ 系耐性株の出現が危惧

された。

また、近年増加傾向で多剤耐性傾向と報告

がある血清型 6 型［1］の浸潤は確認されな

かったが、血清型 1 型、2 型ともに多剤耐性

株が確認された。多剤耐性 4 株は複数の薬剤

耐性遺伝子を保有しており、アミノグリコシ

ド系、TC 及び ST については薬剤耐性と薬剤

耐性遺伝子の保有に関連があることが確認さ

れた。このうち ABPC 耐性株については薬剤

耐性遺伝子の同定には至らず、この株の ABPC

耐性獲得の要因には薬剤耐性遺伝子以外の要

因がある可能性が考えられた。また多剤耐性

4 株は ICE 関連遺伝子を保有しており、耐性

パターン A 株は ICE の組み込みと維持に必要

とされる ICE 関連遺伝子を全て保有していた。

ICE 配列内には薬剤耐性遺伝子を保有するこ

とが多いとされ[2]、Clawson らは Mh の一部

の遺 伝子系 統で、保 有する ICEPmu1 又 は

ICEMh1 配列内に薬剤耐性遺伝子である strA、

strB、aphA-1、sul2 遺伝子が連鎖して存在し、

さらに同時に tet(H)遺伝子も存在すること

を報告している［13］。耐性パターン A の株

は Clawson らの報告と同様に strA、 strB、

aphA-1、sul2、tet(H)遺伝子を保有していた。

この株の ICE 配列内に薬剤耐性遺伝子が存在

するのかは未解析のため不明だが、ICE 配列

内に薬剤耐性遺伝子が組み込まれていたと仮

定すると、隣接する菌へ ICE により同時に複

数の薬剤耐性遺伝子の水平伝播が生じ、多剤

耐性株が出現する可能性も考えられる。

今回の調査では現状 Mh に対する薬剤治療

では多くの場合で効果が期待できると考えら

れた。しかしながら、今後も FQ 系薬剤を多

用すれば耐性株の出現が危惧されるため、二

次選択薬の慎重使用が求められる。また多剤

耐性株の出現も含めて定期的な調査の継続が

必要と考えられた。
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9 3D 画像による牛の体重・自動計測システムの開発

畜産技術研究所 1 )、農林環境専門職大学短期大学部 2)

○橘川 学 1)、瀬戸 隆弘 2)

要 約

当所では、平成 27～ 29 年度に実施した新成長戦略研究課題「センシング技術の集積に

よる未来志向･酪農管理モデルの構築」において 3D 画像データを活用した牛の体重推定と

疾病予測に取り組み、成果の実用化に向け一般研究課題「3D 画像による牛の体重・自動計

測システムの開発」(H30-R3)を実施した。研究開始時は 3D グラフィック画像からパソコ

ン上で体重を推定する技術の開発を行ったが、研究計画の見直しを行い、深度画像から 3

つの AI を用いて体重を推定するスマートフォンアプリを作成している。本技術を利用す

ることで、安全に、正確な体重が分かるようになるため、牛の体調管理が容易になり、牛

を健康に飼育することが可能となる。

はじめに

牛の体重は、個体管理において重要な要素

である。乳牛では泌乳と妊娠で日常的に多く

のエネルギーを消費しており、当所の研究で

は、分娩 4 週前から 3 週前に体重が 3％以上

減少した個体はケトーシス等の周産期疾病の

発症率が高くなる[1]ことが分かっている。ま

た、過肥になると受胎率の低下 [2]や周産期疾

病の増加が懸念される。

牛の体重測定には体重計や推定尺が利用さ

れるが、測定作業は危険を伴う重労働であり、

牛に大きなストレスを与えるため、定期的に

搾乳牛の体重測定を行っている農家は少ない。

また、乳牛の過肥や削痩具合を把握するため

に体型をスコア化する BCS（Body Condition

Score）が活用されているが、主観性が高く測

定者により評価に差が出てしまい、正確性に

欠けるという欠点がある。

そこで、乳牛の体重を安全かつ簡単に計測

する方法の 1 つとして、3D 画像を用いた体重

計測技術の開発に取り組んだ。

3D 画像モデルを用いた牛の体重推定

本研究は、平成 27～29 年度に実施した新成

長戦略研究課題「センシング技術の集積によ

る未来志向・酪農管理モデルの構築」の成果

の実用化を目的とした継続研究である。

新成長戦略研究課題では、分娩検知・疾病

制御・自給飼料増産の 3 部門にセンシング技

術を導入することで、酪農の省力化とコスト

削減を図ることを目的とした。本研究は、疾

病制御の細目課題である「3D 画像モデルを用

いた牛の体重推定」の継続研究となる。

3D 画像モデルを用いた牛の体重推定では、

牛の後駆の 3D 画像から体重を推定する回帰

式を、下記のとおり作成した。

体重＝427.1+1.308×10-6×腰角間×(腰角間

-坐骨間)×(腰角間+坐骨間)

推定された牛の体重と実測値は、高い相関

（r=0.87)を示した（図１）。また、分娩 4～3

週前にかけて推定体重が 3％以上減少した牛

は、周産期疾患の発症率が高く（図２）、本技

術により周産期疾病の発生予測が可能である

ことが分かった。

n=32

R=0.87

p=0.03

図１ 乳牛の体重推定相関図



2

一方で、撮影及び画像処理の方法に問題点

が残った。撮影は、先端に 3D カメラをつけた

棒を持って行う必要があり（図３）、一般の酪

農場で実施することが困難である。また、画

像処理をパソコン上で手作業で行っていたた

め（図４）、1 頭あたり 1 時間程度の作業時間

を要した。

このことから、酪農学園大学と共同で、3D

画像の撮影及び解析を自動化する技術を開発

することとし、成果の実用化に向け一般研究

課題「3D 画像による牛の体重・自動計測シス

テムの開発」(H30-R3)を実施した。

牛の 3D 画像自動撮影装置の開発

牛舎通路の上方に 3D カメラ（kinect2、

Microsoft 社製）を設置し、通過する牛を自

動で撮影、パソコンにデータを転送するシス

テムを構築した（図５、図６）。

また、自動撮影した牛の 3D 画像から前処理

プログラムを作成（python3.6 を使用）し、6

つの手順（(1)3D 画像から牛の切り抜き、(2)

画像圧縮、(3)ネガ→ポジ変換、(4)サイズ変

換、(5)ノイズ除去、(6)フィルタ処理）を、1

頭あたり 5 秒程度で行うことが可能となった

（図７）。

表２ 推定体重減少率と周産期疾患発症率

図３ 撮影の様子

図４ 手動による画像処理

図５ 自動撮影装置の外観

図６ 自動撮影の仕組み

*:P<0.05

図７ 前処理プログラム
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しかし、この時点で 2 点のトラブルが発生

した。1 点目は、使用していた 3D カメラであ

る kinect2 の販売中止である。このため、撮

影装置の変更とシステムの再構築が必要とな

った。2 点目は共同研究機関である酪農学園

大学農業施設学研究室の廃止である。これに

より、当所単独で開発を行うこととなった。

このことから、当所で実施可能な研究計画

に見直しを行い、研究期間を当初の計画から

1 年間延長（R3 年度まで）して開発に取り組

むこととした。

研究計画の見直し

シ ス テ ム は 、 iOS 搭 載 ス マ ー ト フ ォ ン

（iPhone、Apple 社製）の標準機能である深

度撮影機能を使用した。これにより、開発期

間の短縮とシステム更新の簡略化が可能とな

った。

撮影から体重計測までの過程は全てスマー

トフォン内で行い、前処理と体重計測用人工

知能（以下、AI）は、ディープラーニング（以

下、深層学習）を用いて作成することとした。

AI の開発には、深度撮影が可能な 3D カメラ

（REALSENSE、Intel 社製）を用い、REALSENSE

で撮影した画像を教師データとした深層学習

をパソコン上で行った。

AI による体重推定は、牛の左後ろ側から撮

影した深度画像から、3 つの AI により体重を

推定する（図８）。1 つ目の AI は、牛の位置

を特定するため向きの判定を行う。2 つ目の

AI は、体重の推定の妨げとなる背景を削除す

る。3 つ目の AI は、牛の 3D 画像から体重を

推定する。

iPhone アプリの構築

当所が所有する搾乳牛の 3D 画像データ累

計 20,000 枚を用いて、AI を作成した。また、

近隣農場の搾乳牛 1,000 頭（8,600 枚）の画

像データを用いて、AI の再学習と精度の検証

を行った。この結果、AI の精度は絶対誤差

4.8％であり、体重実測値の±50kg の範囲に

84.1%が入った。これは、市販されている豚用

の体重推定装置と同等の精度を示しており、

AI は実用可能と考えられた。

このため、共同研究機関の(株)テクノサイ

トに依頼して、同 AI を利用するアプリの開発

を開始した。

最初に試作したアプリは、牛の体重の推定

ができなかった。この原因として、REALSENSE

と iPhone カメラの画像情報が異なるため、AI

が iPhone の画像を対象データとして認識し

なかったことが考えられた。このことから、

iPhone で近隣農場の搾乳牛 1,000 頭（5,000

枚）の画像を撮影し、推定尺を用いて体重を

測定し、これを教師データとして、AI を再構

築した。再構築した AI で iPhone アプリを試

作（図９）したところ、牛の体重の推定が可

能となった。

一方で体重の推定精度は、600～750kg の牛

では誤差±50kg の範囲であったが、それ以外

の牛ではばらつきが目立った（図１０）。この

原因として、教師データが少ない体重域にば

らつきが出たと考えられたため、教師データ

に重み付けを行い、AI を改良している。

図８ AI による体重推定のメカニズム

図９ 試作した体重推定アプリ
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考 察

本研究の成果の実用化により、安全かつ正

確に牛の体重測定を行うことが可能となる。

体重計や推定尺を用いた牛の体重測定は、危

険を伴う重労働であったが、本アプリでは牛

に触れずに体重を測定できるため、牛にスト

レスがかからず、作業者の安全が確保される。

牛の目視での体重推定は熟練が必要であっ

たが、本アプリを利用することで、畜産未経

験者でも簡単に牛の体重が計測できるように

なるため、農場での適切な飼料給与量の設定

が可能となる。

また、牛の治療時に本アプリを利用するこ

とで、体重に応じた投薬量の設定に有用であ

り、治療薬の過剰投与の防止が期待される。

本研究の目標として、令和 6 年度中頃にア

プリの販売を目指す。このアプリを利用する

ことで、牛の体調管理が容易になり、牛を健

康に飼育することが可能となる。
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新しいブタ用アイソレーターの特長と無菌マイクロミニピッグの解剖学的評価

畜産技術研究所中小家畜研究センター

○大竹 正剛

要 約

ブタは解剖学・生理学的特徴が人に近く外挿性が高いとのことから動物実験での利用数が増

えてきており、近年は異種移植用の組織や臓器を目的でも利用が期待されている。平成 28 年

に改定された異種移植に関する衛生指針ではドナー動物の衛生水準にアイソレーターを用い

ることが明記されたことから、今後ブタ用アイソレーターが求められることが予想される。ブ

タ用アイソレーターは市販されているが、先端医療産業に用いるには、「長期飼育」「作業省力

化」「動物福祉に準拠」に課題があった。そこで本研究では、これら課題を解決したアイソレー

ターを新たに開発するとともに、マイクロミニピッグの無菌環境下での飼育を 13 ヵ月齢まで

試みた。アイソレーターは 3 種類(蘇生・若齢飼育・長期飼育)試作し、2％過酢酸溶液で滅菌

した。妊娠マイクロミニピッグを妊娠 110 日目に子宮切断法にて蘇生アイソレーター内で子宮

から子豚を無菌的に娩出させ、若齢飼育及び長期飼育アイソレーターにて滅菌した飼料と水で

13 ヵ月齢まで飼育した。無菌評価では試験期間を通じて菌は検出されなかった。13 ヵ月齢の

無菌マイクロミニピッグは、体重がやや低値を示したものの体格および実質臓器重量は同等で

あり、正常に成長したと考えれらた。一方、消化管は盲腸および結腸で顕著に大きくなる傾向

が認められ、組織学的検索ではこれら消化管の粘膜下組織の菲薄化が認められた。以上から、

長期飼育ブタ用アイソレーターを開発し、無菌的にマイクロミニピッグを 13 ヵ月齢まで飼育

することに成功した。

はじめに

ブタは解剖学的、生理学的に人と類似してい

ることから外挿性が高い動物種とされ、近年で

は医薬品・医療機器評価等の実験動物分野でイ

ヌやサルよりも使用頭数が増えている[1]。近年

ではブタの新しい用途として、再生医療や異種

移植用の臓器や組織として期待されている。こ

れまでにも異種移植では豚が使われた歴史があ

ったが、最近アメリカで遺伝子改変ブタの心臓

の移植例が報告されてきた[2]。国内では、これ

まで異種移植は衛生レベルとしても認めらなか

ったが、国際異種移植学会のステートメントを

受けて平成 28 年に「異種移植に関する衛生指

針」を改訂し、ドナー動物の衛生水準について

85 項目の指定病原体やアイソレーターの使用

が明記された[3]。今後異種移植におけるブタの

利用が活発化されることが期待される。

このため、今後先端医療等の産業用にブタの

供給が必要となると予想されるが、市販されて

いるブタのアイソレーターは「長期飼育」「作業

の省力化」「動物福祉に準拠」に課題があり、長

期の無菌ブタ飼育管理技術の確立が必要である。

さらに無菌ブタの基礎情報も乏しいことから基

礎情報の収集も重要である。そこで本研究では、

産業用を目的とした上記 3 点を考慮したアイソ

レーターを新たに開発し、長期飼育したブタの

解剖学的性状を明らかにすることとした。

材料と方法

１）ブタ用アイソレーターの製作

ブタ用アイソレーターは発育ステージごとに

３種類製作した（図１）。蘇生アイソレーターは、

硬質塩化ビニル製で薬液槽を具備し無菌的に子

ブタを蘇生できる構造とした。若齢飼育アイソ

レーターは、硬質塩化ビニル製で加温機能を有

する構造とした。長期飼育アイソレーターは、

ケージ（飼育面積 1.44 ㎡）を載せた基台を軟質

ビニルで被覆した構造とし、動物の観察が容易

で給餌給水作業が簡便な仕組みとした。

２）アイソレーターおよび資材の滅菌

アイソレーターは、過酢酸製剤または亜塩素

酸製剤を用いて滅菌した。飼育に必要な資材は

エチレンオキサイドガスと亜塩素酸製剤を用い

て滅菌し、飼料はγ線滅菌(50kGy)および飲用水

は高圧蒸気滅菌(127℃120 分)し、飼育試験に供

した。資材は、ステリルロックを介して過酢酸

製剤または亜塩素酸製剤を用いて滅菌して導入

した。



３）無菌ブタの作出と評価

ブタはマイクロミニピッグ[4]を用いた。交配

後 110 日目のメスマイクロミニピッグのけん部

を切開して子宮を露出・切断し、蘇生アイソレ

ーター内に薬液槽を通して導入した後、アイソ

レーター内で子豚を娩出させた。2.5 か月齢ま

で若齢飼育アイソレーターにて飼育し、その後

13 か月齢まで長期飼育アイソレーターにて飼

育した(無菌区)。なお、給餌プログラムは通常

環境下と同様に図２のとおりとした。またアイ

ソレーター内には玩具(ステンレスチェーン)も

導入した。ブタは 13 か月齢到達時に安楽死さ

せ、体重、体格、臓器重量および組織学的検索

を行った。組織学的検索においては、10%ホルマ

リンにて固定後、薄切標本を作製しヘマトキシ

リン・エオジン染色を行い顕微鏡下にて評価し

た。無菌評価は 2 週から 1 か月毎に無菌マウス

の方法に準じて検査した[5]。また、対照として

通常環境下にてマイクロミニピッグオス 3 頭

(通常区)を同様の給餌プログラムにて飼育した。

なお、本研究は静岡県畜産技術研究所中小家

畜研究センター動物実験委員会の承認のもと実

施した。

図１ ３種類のブタ用アイソレーター

左上：蘇生 左下：短期飼育 右：長期飼育

図２ 無菌ブタ飼育実証試験の給餌プログラム

成 績

無菌評価では、試験期間を通じて菌は認めら

れなかった。蘇生アイソレーター内に導入した

子宮から 4 頭娩出し、3 頭蘇生させた。蘇生子

ブタは 2.5 ヶ月齢到達時に 2 頭に選抜し、13 ヵ

月齢まで個別飼育した。13 か月齢時の無菌区の

体重は 14.7 ㎏および 15.5 ㎏であり、通常区

18.2±2.0 ㎏(n=3)に比べ低値を示したが体格

に大きな差は認められなかった(図３)。剖検で

は無菌区で盲腸の肥大化傾向が認められ、臓器

重量の比較では、実質臓器においては無菌区と

通常区に差は認めらなかったが、消化管におい

て特に盲腸と結腸が無菌区で著しく大きかった

(図３、４)。組織学的評価では、無菌区で盲腸

および結腸の粘膜下組織の細胞浸潤が少なく腸

壁に菲薄化傾向が観察された(図５)が、それ以

外に異常は認められなかった。

図３ 13 ヵ月齢の無菌ブタの体重、体格および

臓器重量の比較

上段左：体重データ 上段左：体格データ

下段左：実質臓器重量 下段右：消化管重量

グラフ内；左：通常区（N=3）、中：無菌区 No.1、右：

無菌区 No.2

図４ アイソレーターで飼育した無菌ブタの

消化管像

左：通常区、右：無菌区



図５ アイソレーターで飼育した無菌ブタの

盲腸組織像

左：通常区 右：無菌区

考 察

動物用アイソレーターは 1897 年から無菌動

物の研究が始まり、1960 年代にはブタやウシを

はじめとした大型動物でもアイソレーターを用

いた無菌化が進められた[6]。ブタ用アイソレー

ターは市販されており、畜産分野では SPF 化に

用いられている。しかし産業目的の無菌ブタは

海外においても殆ど使用されておらず、研究レ

ベルでとどまっている。既報で最も長く飼育さ

れたのはポーランドチャイナを用いた５ヵ月齢

まで[7]であり、飼料も滅菌ミルクのみでの飼育

であることから[7、8]、ラボレベルでとどまっ

ていると考えられる。

本研究では、産業用途を目的として「長期飼

育」「作業の省力化」「動物福祉に準拠」したア

イソレーターと無菌ブタ飼育管理技術の確立を

目標として、新たなアイソレーターを開発する

とともに通常環境下と同様の給餌プログラムに

よる実証試験を試みた。実証試験の結果、開発

したアイソレーターによってブタは 13 か月を

通じて無菌状態を保ち飼育することに成功した。

飼育期間中、アイソレーター内のブタは十分な

飼育面積で群飼育中に玩具で互いに遊ぶ姿も認

められたことから、動物にもストレスが少ない

構造であることが伺えた。また給餌に関しても

作業が簡便であったことから産業用途として、

十分活用できるものと思われた。一方で、構造

が複雑であるため、アイソレーターの組み立て

や滅菌等の準備にかかる労力が大きいことから、

短期飼育で分解洗浄の頻度が多い場合には、や

や負担が大きいと考えられる。これらについて

はさらなる改良が必要となる。

13 ヵ月齢の無菌区の体重は、通常区に比較し

てやや低値を示したものの、体格や実質臓器重

量は概ね同等であったことから、通常区と同様

の給餌プログラムによって飼育できることが明

らかとなり、本アイソレーターと給餌プログラ

ムは有用であることが確認された。下部消化管

の重量は、通常区よりも無菌区で著しく大きい

傾向が認められた。無菌環境下で飼育された動

物は一般に通常環境下と質的に異なる傾向があ

るとの報告[6]や、無菌マウスでは今回の無菌ブ

タと同様に盲腸や結腸が大きくなる傾向にある

とのことであったこと、さらに無菌のネコでは

大きくならない[6]との報告もあることから、雑

食性の無菌動物として同様の特長であることが

推測された。

以上のことから、産業用途を目的とした「長

期飼育」「作業省力化」「動物福祉に準拠」した

アイソレーターの開発と無菌ブタ飼育プログラ

ムが確立された。

なお、本研究は日商産業株式会社との共同研

究成果であり、本アイソレーターは現在同社よ

り市販されている。
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