
216日獣会誌　65 216～220（2012）

犬ジステンパーウイルス（CDV）は麻疹ウイルスや

牛疫ウイルスとともにモルビリウイルス属に分類され，

犬パルボウイルス（CPV）感染症，犬伝染性肝炎，狂犬

病とともに犬の主要なウイルス感染症の一つに位置付け

られている．経口，経鼻的に侵入したCDVはリンパ組

織への感染を経て全身の上皮細胞に伝播することで呼吸

器や消化器の症状，硬蹠症などを発現する．さらに，神

経組織への感染により中枢神経系（CNS）の症状を呈す

ることがあり，その一部ではCNSでのウイルスの感染

が持続し，慢性脳炎や遅発性脳炎に至る［1］．このよう

な持続感染例では脳内においてCDVに対する局所的な

抗体応答が起きることから，脳脊髄液（CSF）からの

CDV抗体の検出は犬ジステンパー脳炎（CDE）に対す

る有効なウイルス学的診断手段の一つである［2］．

生体は脳内の恒常性を保つために脳脊髄関門（BBB）

により血液中の蛋白質や薬物などの脳内への侵入が制限

されている［3］．しかしながら，IgG抗体やアルブミン

など分子量16万未満の物質については血液から脳内へ

の混入が比較的容易に起こり，その量は正常なBBBの

場合では最大で血清中の1/200 又は1/256 であるとい

われている［4h6］．すなわち，CDVのCNSへの感染が

ない場合やワクチン接種後であっても若干量の血中

CDV抗体がCSF中から検出されることがあるため，こ

の値はCDEの診断のためにCSF中CDV抗体検査を実

施する際の一つの指標とされている［5, 7］．しかしなが

ら，CDV以外に起因する脳炎や事故などによるBBBの

破綻やCSFの採材時に血液が過度に混入した場合には

C N Sへの C D Vの感染がなくてもこの割合を上回る

CDV抗体がCSF中から検出されることがある［2］．

このような血液成分のCSF中への混入の程度を判定

するために人における単純ヘルペスウイルス，麻疹ウイ

ルス，ムンプスウイルスなどによる亜急性～慢性脳炎の

診断にCSF中抗体検査を適応する場合，その指標とし

てポリオウイルス，コクサッキーウイルスなどのその他

の人ウイルスに対する抗体，いわゆるリファレンス抗体

を測定し，この抗体と目的のウイルスに対する抗体の血

中力価/CSF中力価（S/C）の値を比較することが有用

であると報告されている［4, 8, 9］．同様に犬でのCDE
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要　　　　　約

犬ジステンパー脳炎（CDE）を血清学的に診断する際の脳脊髄液への血液成分混入の指標（リファレンス抗体）とし

て犬パルボウイルス抗体と犬アデノウイルス抗体の測定の有用性を検討した．両抗体の血清中力価/脳脊髄液中力価

（S/C）値の比は検討した30頭すべて測定誤差の許容範囲内（2：1，1：1又は1：2）であり，どちらの抗体を指標と

しても同様な成績が得られることが示された．CDEの診断基準である犬ジステンパーウイルス（CDV）抗体のS/C値

＜256を示した神経症例29頭中1頭だけがCDV抗体のS/C値がリファレンス抗体のそれに比べて低く（1：8），CDE

と診断されたが，残りの28頭の両抗体のS/C値の比は誤差範囲内で診断は成立しなかった．このことはCDEの診断に

際しCDV抗体だけでは誤診を招く危険性があることを示すものである．
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の診断についてもリファレンス抗体としてCPVや犬ア

デノウイルス（CAV）に対する抗体の有用性についてこ

れまでに論じられている［2］．これら2つのウイルスは

通常，神経組織に感染しないことから，血液成分の混入

の指標として有効と考えられる．しかしながら，筆者ら

の知りえるかぎりではこれまでに犬における成績は報告

されていない．

そこで，われわれはCDEの診断のためのリファレン

ス抗体の有用性を知るために，臨床的に脳炎症状を呈し

ている犬について血清及びCSF中のCDV抗体とその対

照としてCPV及びCAV抗体を測定し，それぞれのS/C

値を比較検討した．

材 料 及 び 方 法

症例： 2009年12月～2011年7月に慢性的な神経症

状を呈して動物病院に来院した犬205頭を1.5～2.5％

イソフルラン（マイラン製薬譁，大阪）での麻酔下で外

側伏在静脈，又は大槽部からそれぞれ血液（血清），又

はCSFを採取した．この205頭の年齢（歳）の平均値

と標準偏差は7.43±4.18であった．なお，116頭につ

いてはサンプル量不足によりCSF中のCAV抗体検査が

実施できなかった．

CDV抗体検査：免疫ペルオキシダーゼプラック染色

（IP）法［10］で測定した．すなわち，96ウエル組織培

養用プレートで培養されたVero細胞に市販混合ワクチ

ン（Solvay Duphar, Weesp, Holland）から単離した

CDV Onderstepoort株 30PFU/ウエルを感染させた．

なお，本ウイルス株を抗原とした IP法ではワクチンに

よる抗体だけでなく，CDV野外感染による抗体に対し

ても良好な反応を示すことが確認されている［10］．

CDVを感染させたプレートにメチルセルロースを重層

し40時間培養後，メタノールで固定処理したものを検

査用プレートとした．このプレートに血清，CSFをそれ

ぞれ10倍希釈，又は2.5倍希釈から2倍段階希釈したも

のを50μl/ウエル添加した．37℃1時間反応後，0.1％

T w e e n20 加リン酸緩衝食塩液（P B S T）で洗浄し，

1,000倍希釈ホースラディッシュペルオキシダーゼ標識

ヤギ抗イヌ IgG（Jackson Immuno Research, West

Grove, PA, U.S.A.）50μl/ウエルを添加した．37℃ 1

時間反応後，PBSTで洗浄，0 .0025 ％ ohdianisidine

（Sigma Chemical, St. Louis, MO, U.S.A.）加TrishHCl

緩衝液を100μl/ウエル添加した．37℃30分間反応後，

プラックの特異的な染色が観察できたウエルの最高の希

釈倍数を抗体価とした．

CPV抗体検査：赤血球凝集抑制（HI）試験で測定し

た［11］．すなわち，カオリン及び豚赤血球吸収処理し

た血清，CSFを96 ウエル硬質 V字プレートにおいて

pH6.4リン酸緩衝食塩液で血清，CSFをそれぞれ10倍

希釈，又は2.5倍希釈から2倍段階希釈したもの25μlに

8単位のCPV OSK株［12］を25μl/ウエル混入し，室

温で1時間反応させた．その後0.5％豚赤血球液50μl/

ウエルを分注し，4℃で一晩反応させ，HI像が観察され

たウエルの最高の希釈倍数を抗体価とした．

CAV抗体検査：中和試験で測定した．すなわち，96

ウエル組織培養用プレートで血清，CSFをそれぞれ10

倍希釈，又は2.5倍希釈から2倍段階希釈したもの50μl

に市販混合ワクチン（Pfizer, New York, NY, U.S.A.）

から単離したCAV 2型 Manhattan株（100TCID50/ウ

エル）を50μl/ウエル分注混和し，5％CO2，37℃で1

時間反応させた．次にMDCK細胞（1.2×104cells/ウ

エル）を分注し，5日間培養後，細胞変性効果（CPE）

の抑制が観察されたウエルの最高の希釈倍数を抗体価と

した．

S/C値の算出：本研究において算出により S/C値を

得るためには血清中とCSF中の抗体がともに検出され

る必要があり（抗体価それぞれ10倍以上，又は2.5倍以

上），両方もしくはどちらかが検出下限未満（抗体価そ

れぞれ10倍未満，又は2.5倍未満）の場合は S/C値を

得ることができない．ただし，血清中抗体が検出され

（抗体価10倍以上），CSF中抗体が検出下限未満（抗体

価2.5倍未満）の場合はS/C値を‘以上’の表現で示す

ことができる．

（例）

血清中320倍，CSF中2.5倍の場合　 → S/C＝128

血清中320倍，CSF中2.5倍未満の場合→ S/C≧256

成　　　　　績

リファレンス抗体（CPV抗体とCAV抗体）のS/C値

の比較：全205頭のうちCPV抗体とCAV抗体のS/C値

がともに算出により得られた30 頭について両抗体の

S/C値を比較したところ，平均値と標準偏差（Log）は

それぞれ 1.917（Log 82.6）± 0.478，又は 1.977（Log

94.8）±0.485で，T検定により両者間に有意差は示され

なかった（P＞0.05）．さらに，表1に示すように両S/C

値の比は2：1，1：1又は1：2で，一般的に知られて

いるマイクロタイター法の測定誤差の許容範囲（±2

倍）内に分布していた．

リファレンス抗体適用可能症例の比率：前述したよう

にCSF中抗体が検出下限（2.5倍）未満の場合にはS/C

値を得ることはできない．しかし，S/C値が正常範囲

（256以上）か否かだけを知るためには血清中抗体価が

少なくとも320倍あればCSF中抗体価に関わらず判定

が可能である．そこで全205頭のうちリファレンス抗体

であるCPV抗体及びCAV抗体が320倍以上であった割

合を検討したところ，それぞれ136頭（66 .3 ％）及び
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128頭（62.4％）が320倍以上を保有しており，両抗体

の両方もしくは片方が320倍以上であったものは165頭

（80.5％）であった．

CDV抗体とリファレンス抗体の比較：全205 頭中

CSF中からCDV抗体が検出されたもの（抗体価2.5倍

以上）は81頭（39.5％）で，このうちCDV抗体のS/C

値が正常範囲ではない，すなわちCDEの診断指標とさ

れている128以下であったものは29頭（全体の14.1％）

であった．この29頭についてCDV抗体とリファレンス

抗体の S/C値の比を検討した．なお，リファレンス抗

体としてCPV抗体とCAV抗体の両方の S/C値が得ら

れた場合はCPV抗体の S/C値を採用した．その結果，

表2に示すように28頭は測定誤差の許容範囲内（2：1，

1 ： 1，又は 1 ： 2）で，残りの 1 頭において 1 ： 8

（CDV抗体S/C値128，リファレンス抗体S/C値1024）

と，両 S/C値の間に測定誤差の許容範囲を超える差が

観察された．次にCDV抗体の S/C値が正常範囲（256

以上）であった52頭について検討した．23頭について

はCSF中リファレンス抗体が2 .5 倍未満のため S/C値

が得られなかった．その結果，CDVとリファレンス抗体

の両S/C値が得られた29頭の両抗体のS/C値の比はす

べて測定誤差の許容範囲内（2：1，1：1，又は1：2）

に分布していた（表2）．

考　　　　　察

血液成分のCSFへの非特異的混入の程度を量るため

にアルブミンがその指標の一つとして用いられているが

［2, 13］，CDEの診断のためにはアルブミン測定は正確

性が乏しいことが論じられている［2］．すなわち，CDV

抗体検査の測定原理（終末点法）がアルブミンのそれ

（比色法）とは異なること，さらに血清中アルブミンの

測定は化学反応であるブロムクレゾールグリーン法やブ

ロムクレゾールパープル法が用いられているのに対し

て，CSF中のアルブミンは微量測定となるため免疫学的

方法の一つである免疫比濁法が一般的に用いられている

ことがその要因としてあげられる．また，抗体（IgG）

とアルブミンの分子量の違いがBBBの透過度合いに少

なからず影響するともいわれている［14］．これに対し

て，今回リファレンス抗体として検討したCPV抗体検

査とCAV抗体検査はCDVと同じ測定原理（終末点法）

であるとともに，同じ検査方法で血清中とCSF中の抗

体を同時に測定することが可能であることから，アルブ

ミンに比べてより高い正確性をもつ指標として期待され

ている［2］．

なお，アルブミンはすべての生体の血清中に存在して

いるが，ウイルス抗体については必ずしも常に保有して

いるとは限らない．しかしながら，CPVとCAVは犬の

コアワクチンのフラクションであることから抗体保有率

が他のウイルスに比べて高いことが推測される．本研究

においてCPV抗体検査とCAV抗体検査で S/C値が少

なくとも正常範囲（256以上）であるか否かを判別でき

る320倍以上の血清中抗体を保有している例の比率がそ

れぞれ66.3％，又は62.4％で，さらに両抗体の両方又

は片方が320倍以上であったものが80 .5 ％と高率に観

察された事実はリファレンス抗体としてのCPV抗体と

CAV抗体の汎用性を示すものである．

また，感染初期やワクチン接種直後では IgM抗体が

血清中に存在している場合があるが，この抗体は高分子

（約90万）であるため正常なBBBは通過しない［6］．

今回検討したCPV抗体とCAV抗体の検査系（それぞれ

HI試験，又は中和試験）ではともにイムノグロブリン

のサブクラスを区別する方法ではないため，血清中に

表 1 　神経症例におけるリファレンス抗体（CPV抗体と
CAV抗体）の S/C値の比較 

CAV抗体 S/C値 

CPV
抗体 
S/C値 

表内の数字は症例数を示す． 
血清中，CSF中の CPV抗体及び CAV抗体がともに検出
され，算出により S/C値が得られた 30 頭について検討
した． 

  8 16 32 64 128 256 512 1024

8 
16 
32 
64 
128 
256 
512 
1024

  1 
  1 
  1 4 3 
   1 2 4 
    2 2 2 
     1 3 
       1 1 
        1

  8 16 32 64 128 256 512 1024

8 
16 
32 
64 
128 

256 
512 
1024

 
 1 1 
   4 1 
   2 6 1 
    1 9 2  　1＊ 

     2 9 1 
      7 4 
       3 3

表 2 　神経症例における CDV抗体とリファレンス抗体の
S/C値の比較 

リファレンス抗体 S/C値 CDV抗体 
S/C値 

正常 
範囲外 
（CDE
の診断 
基準） 

正常 
範囲 

表内の数字は症例数を示す． 
＊印は CDV抗体 S/C値がリファレンス抗体に比べて著
しく低値（1：8）を示した症例を示す． 
血清中，CSF中 CDV抗体及びリファレンス抗体が検出
され，算出により S/C値が得られた 58 頭について検討
した． 
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CPVやCAVに対する IgM抗体が存在する場合は S/C

値が高く測定されることが推測される．しかしながら，

今回CPV抗体とCAV抗体の S/C値が比較できた30頭

では両 S/C値の間に有意差はなく，さらに両抗体の

S/C値の比がすべて2：1，1：1，又は1：2の測定誤

差の許容範囲に分布しており，IgM抗体の存在により

どちらかの S/C値が変動したと考えられる例は観察さ

れなかった．おそらく，今回の205頭は平均で7.43 歳

と比較的高齢で，幼齢期と比べてCPVやCAVに対する

IgM抗体が検出される可能性が極端に少ないことが予

想される．このことは慢性脳炎症例において CPVや

CAVに対する IgM抗体が診断に影響する可能性が低い

ことを示すものであり，リファレンス抗体としてどちら

の抗体を採用しても同様に安定した成績が得られるもの

と考えられる．ただし，ワクチン接種1カ月以内の例や

CPVやCAVの感染を疑うような所見を示している例に

ついてはこの IgM抗体の影響を考慮する必要性を感じ

るとともに，IgM抗体の影響をかぎりなく排除するため

に2つ以上のリファレンス抗体を指標にすることが望ま

しいと考えられた．

なお，本研究では正常犬との比較はできなかったが，

CPV抗体とCAV抗体のS/C値が幾何平均値でそれぞれ

82.6，又は94.8と，正常範囲（256以上）から異常値側

にシフトしたと考えられる分布を示した．今回供試した

材料は神経症状を呈した犬から採取されたものであるこ

とから，多くの例で何らかの要因でBBBの破綻を起こ

し，血中からの混入量が増加していたことが予想され

る．

本研究で供試した205 頭のうち81 頭のCSF中から

CDV抗体が検出され（抗体価2.5倍以上），この中の29

頭のCDV抗体の S/C値が正常範囲外，すなわちCDE

の診断基準とされている128以下［5, 7］を示した．こ

れらのうち1頭については測定誤差（±2倍）を考慮し

てもCDV抗体のS/C値がリファレンス抗体のそれと比

較して低値と判断できるもので，CNSでの局所的な

CDVに対する抗体産生が考えられた（CDV抗体S/C値

128，リファレンス抗体 S/C値1024）．しかしながら，

残りの28頭についてはCDV抗体の S/C値とリファレ

ンス抗体のそれとの間に診断に値する差が観察されず，

CDEとの診断は成立しなかった．この中にはCDV感染

によるCNSでの抗体産生がいまだ不十分であるものが

存在していたことも推測されるが，CDEの診断のため

にCDV抗体だけを検査した場合には誤診に導かれる危

険性があることが考えられた．

以上の成績からCDEの診断のためにCDV抗体検査

を用いる場合にそのリファレンス抗体としてCPV抗体

検査やCAV抗体検査を併用することでより正確な診断

が可能となることが考えられた．なお，今回CDEと診

断できた例はわずか1頭であった．近年わが国のペット

犬においてCDV感染の流行が沈静化していることがわ

れわれのCDV IgM抗体陽性率の調査で観察されてお

り，今回の成績はこの現象を表しているものと思われ

る．このため，本研究では実際のCDE症例でどの程度

の S/C値を示すかについて明らかにすることができな

かった．本リファレンス抗体の有用性をより高めるため

に調査を継続するとともに，今回検討できなかった

CDVの IgM抗体や遺伝子などCDV感染診断のための

他の検査結果やCT，MRIなど画像所見，さらに正常犬

との比較についても今後検討の余地があるものと考えら

れた．
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Application of Reference Antibody Measurement for Diagnosis 
of Canine Distemper Encephalitis
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SUMMARY

The usefulness of determining canine parvovirus (CPV) and canine adenovirus (CAV) antibody titers as para-
meters for the interfusion of blood components into cerebrospinal fluid (CSF) (reference antibodies) for the
serological diagnosis of canine distemper encephalitis (CDE) was studied.  The ratio of the “serum titer/CSF
titer (S/C)” value for the CPV antibody to that for the CAV antibody was 2 : 1, 1 : 1, or 1 : 2 in 30 dogs exam-
ined, which was within an acceptable measurement error range, suggesting that similar results could be
obtained with either of the two reference antibodies.  In 29 dogs with neurologic signs, in which the S/C val-
ues for the canine distemper virus (CDV) antibody were lower than 256, a diagnostic criterion for CDE, only
one showed an S/C value for CDV antibody lower than that for the reference antibody (1 : 8) and was diag-
nosed with CDE.  The remaining 28 dogs showed ratios of an S/C value for the CDV antibody to that for the
reference antibody within the measurement error range.  Accordingly, these dogs were not diagnosed with
CDE.  On the basis of these findings, it was shown that examination of the CDV antibody alone increases the
risk of misdiagnosis of CDE. 
― Key words : Canine adenovirus, Canine distemper virus, Canine parvovirus, Encephalitis, Reference antibody.
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