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ヨーネ病は数年にわたる長い潜伏期間の後，発症する
と慢性の頑固な水様性下痢や乳量低下・削痩などを呈す
る疾病である．子牛への感染経路は出生後の経口感染が
主体とされる．一方，出生前の胎子感染もあるとされる
が，報告数が少なく，胎子への感染機構の詳細は明らか
ではない［1］．そこで，ヨーネ病患畜と診断された黒毛
和種妊娠牛 11 頭について，母牛の感染程度と胎子感染
の関連性を病理組織学的検査，ヨーネ菌培養検査，並び
にヨーネ菌遺伝子検査により検討した．

材 料 及 び 方 法

供試牛：平成 24 年 9 月から平成 25 年 5 月末までに
牛ヨーネ病と診断した 6農場由来の妊娠牛 11 頭につい
て鑑定殺後，検査を実施した．供試牛（母牛）はすべて
黒毛和種で，年齢は 2～11 歳，その胎子は胎齢 60～
250 日である（表 1）．
検査部位：ヨーネ病検査マニュアル［独農研機構動物
衛生研究所，2013 年 3 月 29 日版，（http://www.naro.

af frc.go.jp/niah/disease/files/NIAH_yone_kensa-

hou_130329.pdf）］に基づく従来からの検査部位（腸管
等 15 検体）と，独自に追加した部位を合わせた 1頭あ
たり最大 32検体を用いた．検査部位は“母牛腸管”，“母
牛臓器”，“胎子”，“その他”に分類し，その内訳は下記

のとおりである．“母牛腸管”は腸管（空腸，回腸（回
盲部から上行 30cm・50cm・100cm），回盲部）及び腸
管内容物，リンパ節（以下 LN，腸間膜 LN（空腸・回
腸），回盲部 LN），直腸便の14検体，“母牛臓器”は肝臓，
脾臓，腎臓，心臓，肺，肝門 LN，肺門 LN，乳房上 LN

の 8検体，“胎子”は肝臓，脾臓，腎臓，心臓，肺，腸
管の 6検体，“その他”は羊水，胎盤（母体側・胎子側），
臍帯血の 4検体とした．
なお，解剖時には母牛の腸管内容物等により，子宮や
胎子側臓器等が汚染されないように十分注意して採材を
行った．特に移動可能であった体長 30cm程度までの胎
子は実験室に持ち帰ってから無菌的に採材を行った．胎
子の腸管は胎齢により腸管全体または回盲部付近を採材
し，検査に供した．
病理組織学的検査：剖検後，10％中性緩衝ホルマリ
ンにて固定，常法に基づき標本を作製し，ヘマトキシリ
ン・エオジン染色及びチールネルゼン染色後に鏡検し
た．また，母牛の腸管や腸管付属リンパ節における肉芽
腫性病変の分布及び病変の程度，抗酸菌量に基づいて感
染程度を重度，中等度，軽度の三段階に分類した．
細菌学的検査：培養検査は，検体 1gを Hexadecyl-

pyridium Chloride（HPC, ACROS Organics, Bel-

gium）で処理後，マイコバクチン加ハロルド培地（共
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成　　　　　績

母牛：供試牛 11 頭は，牛ヨーネ病定期検査及び発生
農場の継続検査により患畜と診断された例が多く，牛
No. 8（発生農場における継続発生のため ELISAのみで
診断）を除く 10 頭は，糞便から菌分離や qPCRにより
ヨーネ菌 DNAが検出され牛ヨーネ病患畜と診断された
（表 1）．
母牛の病理学的検査：剖検時には全頭で牛ヨーネ病の
明確な臨床症状は認められなかった．病理組織学的検査
ではさまざまな程度の病変を認めた．腸管病変の程度に
より並べると牛 No. 1，No. 7，No. 5，No. 11，No. 4，
No. 6，No. 10，No. 9，No. 3，No. 8，No. 2 と なり，
重度な病変を呈していた牛が 2頭（No. 1，7），中等度
が 4頭（No. 5，11，4，6），軽度が 5頭（No. 10，9，3，
8，2）であった（図 1）．
病変が重度な 2頭では空腸から結腸や直腸までの広範
囲に抗酸菌を伴う肉芽腫性腸炎，腸間膜 LNに抗酸菌を
伴う肉芽腫性リンパ節炎がみられた．中等度の 4頭では
回腸を中心に抗酸菌を伴う肉芽腫性腸炎がみられたが，
大腸に病変はみられなかった．軽度の 5頭では抗酸菌を
ごく僅かに伴う類上皮細胞の浸潤や多核巨細胞がみられ
る程度であり，なかでも病変がごく軽度な No. 8 や No. 

2では腸間膜 LNにおいて類上皮細胞の出現を認めたが，
標本上で抗酸菌の存在は確認できなかった．腸管以外の
リンパ節や肝臓などの臓器では 11 頭とも剖検時や病理
組織学的検査において著変は認められなかった．
母牛の培養検査：最も病変の軽い 1頭（No. 2）を除
く 10 頭の腸管，及び病変が比較的重い 7頭（No. 1，4，

立製薬㈱，東京）にて約 3 カ月間培養した．検出菌は
DNA精製試薬（InstaGene Matrix, Bio-rad Laborato-

ries, U.S.A.）にて DNAを抽出し，nested PCR法によ
りヨーネ菌に特異的な挿入配列 IS900 を検出すること
により同定した［2］．
リアルタイム PCR検査（qPCR）は，検体 1gよりヨー
ネ菌核酸調整試薬（ヨーネスピン，㈱ファスマック，神
奈川）を用いて DNAを抽出し，ヨーネ病検査マニュア
ル に 基 づ き， 試 薬（QuantiTect SYBR Green PCR 

Kits, QIAGEN GmbH, Germany またはヨーネジー
ン・KS，共立製薬㈱，東京），qPCR装置（7500 Real 

Time PCR System, Life technologies, U.S.A.）により
実施した．

表 1　供試牛 概要

牛
No. 病性鑑定日 農場

診　断 年齢 
（歳） 産地 胎齢 

（日）検査 診断方法

1 H24. 9.13 A 定期 qPCR（＋） 11 自家産 250
2 10.10 B 定期 qPCR（＋） 5 県　外 110
3 12.10 C 継続 菌分離 10 県　外 120
4 12.10 C 継続 菌分離 5 県　外 60
5 12.18 D 定期 qPCR（＋） 8 県　内 80
6 12.20 D 定期 qPCR（＋） 3 自家産 240
7 12.20 D 定期 qPCR（＋） 5 自家産 105
8 H25. 3.23 E 継続 ELISA（＋） 4 県　内 90
9 4.09 D 継続 菌分離 2 自家産 237
10 4.23 D 継続 菌分離 9 県　外 194
11 5.30 F 自主 qPCR（＋） 5 県　外 200

牛 No. 1 7 5 11 4 6 10 9 3 8 2

病変程度 重　　度 中　等　度 軽　　度

牛 No. 5
・病変の範囲：回腸中心（大腸病変なし）
・抗酸菌：巣状に散在

牛 No. 9
・病変の範囲：ごく限局的（病変は腸
管＜リンパ節）
・抗酸菌：数個～認めない

牛 No. 1
・病変の範囲：広範囲（空腸～直腸）
・抗酸菌：肉芽腫内に多数

図 1　母牛 病変の程度（矢頭・点線内：抗酸菌を示す）
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2-2）．
病変が重度の牛は菌分離及び qPCRの陽性検体数が
多く，その遺伝子量も病変の程度に伴い増加しており，
細菌検査結果と病変の程度はほぼ一致した．
胎子：11 頭中 7頭で胎子感染を認めた．
胎子の病理学的検査：胎子に病変が認められたとの報
告はない［1］が，本事例でも既報と同様に剖検時及び

5，6，7，10，11）の肝臓や脾臓などの臓器からヨーネ
菌が分離された．
母牛の qPCR：全頭の腸管からヨーネ菌 DNAが 

検出され，DNA 量は 4.05E-07pg/2.5μl（No. 2）～
1.24E+06pg/2.5μl（No. 7），臓器では 9 頭から DNA

が検出され，DNA量は 6.74E-05pg/2.5μl（No. 2）～
2.77E+01pg/2.5μl（No. 7）と計算された（表 2-1，表

表 2-1　母牛　細菌学的検査結果

培養検査 qPCR

病変程度 重　度 中等度 軽　度 重　度 中等度 軽　度

牛 No. 1 7 5 11 4 6 10 9 3 8 2 1 7 5 11 4 6 10 9 3 8 2

腸管 空腸 粘膜 ＋ + ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
内容 ＋ ＋ ＋ ＋ + ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

回腸 100cm粘膜 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
内容 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

50cm粘膜 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
内容 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

30cm粘膜 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
内容 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

回盲部 粘膜 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
内容 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

リンパ節 空腸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
回腸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
回盲部 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

直腸便 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

臓器 肝臓 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
脾臓 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
腎臓 ＋ ＋ ＋
心臓 ＋ ＋
肺 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
リンパ節 肝門 LN ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ NT ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

肺門 LN ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ NT
乳房上 LN ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

培養検査“＋”：ヨーネ菌分離陽性　　qPCR“＋”：ヨーネ菌 DNA検出，
空欄：ヨーネ菌分離陰性または qPCR陰性　　NT：検査未実施

表 2-2　母牛　腸管・臓器における qPCR最大値・最小値

病変程度 牛 No.

母牛　腸管 母牛　臓器

最　大 最　小 最　大 最　小

DNA量 検体名 DNA量 検体名 DNA量 検体名 DNA量 検体名

重　度 1 1.02E+05 回　腸 2.06E-01 空　腸 5.48E-01 肝門 LN 1.72E-03 肺
7 1.24E+06 回　腸 1.96E-02 空　腸 2.77E+01 肝門 LN 3.51E-04 腎　臓

中等度

5 2.28E+03 回　腸 4.20E+01 直腸便 1.96E-01 肝門 LN 7.86E-04 乳房上 LN
11 4.01E+02 回　腸 1.40E+01 直腸便 1.62E-02 肝門 LN 2.39E-04 肺
4 7.01E+02 回盲部 4.17E-02 空　腸 6.02E-04 肝　臓 1.12E-04 心　臓
6 6.60E+02 回盲部 2.16E+01 空　腸 1.92E-03 肝　臓 1.75E-04 肺門 LN

軽　度

10 1.15E+01 回腸 LN 1.38E-02 直腸便 3.15E-04 肝門 LN -----
9 9.19E-01 回盲部 3.48E-04 空　腸 ----- -----
3 1.16E-01 回　腸 2.78E-03 回盲 LN 4.67E-04 肺 1.17E-04 肝　臓
8 8.64E-01 回盲 LN 6.59E-04 回腸 LN ----- -----
2 6.39E-05 空　腸 4.05E-07 空腸内容 6.74E-05 乳房上 LN -----

qPCR最大 DNA量：単位 pg/2.5μl
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なく，胎子臓器での DNA量は 7頭で同等レベルであっ
た．
母牛の病態が重度な 2頭では胎子の複数の臓器で陽性
となった．しかし病変が軽い 5頭では胎子の 1部位のみ
陽性であったことから，胎子感染の証明には実質臓器や
腸管など幅広い検体を検索することが重要である．また
今回，母牛についても独自に検体を追加したところ，腸
管病変の程度が重度な牛ほど多くの実質臓器からヨーネ
菌が分離された．特に肝門リンパ節や肝臓での分離率が
高く，母牛の腸管以外の臓器におけるヨーネ菌の分布を
確認できた．
ヨーネ菌の胎子感染については文献によって差がある
が，Whittingtonら［3］は母牛が発症している場合は
約 39％，臨床症状を示さない場合では約 9％と報告し
ており，これはすべて培養検査による結果である．また，
Sweeneyら［4］は培養検査で 58 頭中 5 頭（8.6％）が
陽性であったと報告している．さらに，最近 Adaskaら
［5］は糞便培養陽性で ELISAによる抗体検査が陽性か
疑陽性の母牛 23 頭から生まれた子牛の 1頭（4.3％）か
らのみヨーネ菌が培養によって検出されたことから，胎
子感染の比率は低いと報告している．これに対し，本研
究では培養検査で 11 頭中 1頭（9.0％），qPCRで 11 頭
中 7頭（63.6％）が陽性であった．培養での陽性率や陽
性となった検体は Sweeneyら［4］と同様の結果であっ
た．Kawajiら［6］は今回用いた qPCRについて，ター
ゲット DNA（ヨーネ菌 IS900）の 1 コピーを検出可能
であり，実際にヨーネ菌ゲノム DNAでの試験では
0.001pg/2.5μlの DNAを確実に検出できると述べてい
る．さらに川治［7］は寒天培地や液体培地を用いた菌
分離と qPCRの成績に関して，菌数と qPCRで検出さ

病理組織学的検査で胎子や胎盤に著変はみられなかっ
た．
胎子の培養検査：母牛の病態が最も重度な 1頭（No. 

1）の腎臓・肺からヨーネ菌が分離された．
胎子の qPCR：7 頭（No. 1，2，3，4，6，7，11）か
らヨーネ菌 DNAが検出され，それらの母牛の病態はさ
まざまであった．母牛の病態が重度な 2頭の胎子では
No. 1 が腎臓・心臓・肺から，No. 7 では肝臓・腎臓・
心臓・肺からヨーネ菌 DNAが検出された．母牛の病態
が中等度～軽度の 5頭では 1頭あたり 1カ所のそれぞれ
異なる臓器から検出された．胎子における陽性検体数は
異なったものの，胎子臓器における DNA量は 7.00E-03
～1.24E-04pg/2.5μlとなり，母牛の病態に関係なく同
等レベルであった．また，妊娠初期の胎齢 60 日で陽性
の個体がいる一方で，妊娠後期の 200 日前後でも陰性
の個体もあり，感染と胎齢との関連はみられなかった．
胎盤あるいは羊水の qPCRが陽性の 3頭はすべて胎子
も陽性（No. 3，6，7）であった．一方，臍帯血が陰性
の 3 頭（No. 5，9，10）は，胎子もすべて qPCR陰性
であった．また，母牛の病態による胎子の陽性頭数と陽
性率は，重度が 2頭中 2頭（100％），中等度が 4頭中 3
頭（75％），軽度が 5頭中 2 頭（40％）であった．母牛
の病態が重度であるほど胎子の陽性率が高い結果となっ
た（表 3）．

考　　　　　察

黒毛和種妊娠牛 11 頭中 7 頭で胎子感染を確認した．
母牛の感染程度と胎子感染について検討したところ，母
牛の病態が重度なほど胎子の陽性率は上昇した．しかし
母牛の病変の程度やヨーネ菌 DNA量，胎齢等には関係

表 3　母牛の病態と胎子の関係

病変程度 牛 No. 胎齢

胎　子 その他

培養
検査

qPCR 羊　水 胎　盤
臍帯血

DNA量 検体名 DNA量 DNA量 検体名

重　度
1 250 ＋ 5.89E-04～

7.00E-03
腎・心・
肺 － NT NT NT

7 105 － 1.89E-04～
5.24E-04

肝・腎・
心・肺 － 1.62E-03 胎子側 NT

中等度

5 80 － － ----- － － ----- －
11 200 － 3.69E-04 腸管 － － ----- NT
4 60 － 1.24E-04 肝 － － ----- NT

6 240 － 3.91E-04 脾 9.70E-04 2.09E-04
1.09E-06

母側
胎子側 NT

軽　度

10 194 － － ----- － － ----- －
9 237 － － ----- － － ----- －
3 120 － 8.69E-04 腎 － 2.53E-05 母側 NT
8 90 － － ----- － － ----- NT
2 110 － 2.35E-04 心 － － ----- NT

qPCR DNA量：単位 pg/2.5μl，NT：検査未実施
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高い確率で胎子への感染を確認し，病変がほとんど認め
られない低排菌量の牛でも容易におこる危険性が示唆さ
れた．
今回の結果から患畜産子は分娩時にはヨーネ菌を保菌
しているリスクが高いと考えられ，早期清浄化には患畜
産子の対策が重要である．しかし，乳用牛とは異なり，
繁殖農場では子牛が主要な収入源であるため，一見健康
な臨床症状を示さない牛では対策に理解が得られにくい
ことがある．今回の結果を農場の指導の際に活用するこ
とで，ヨーネ病の早期清浄化に繋げていきたい．
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れるヨーネ菌 DNA濃度は相関するが，qPCR検査は感
度が高く，培養検査陰性糞便が遺伝子検査で陽性となる
ことも多いことや，qPCRの成績が 0.001pg/2.5μl以
上を示した糞便サンプルからは高率にヨーネ菌が分離さ
れることを報告している．このように qPCRによるヨー
ネ菌 DNAの検出は培養検査に比べて高感度であるた
め，培養で陰性となった検体も DNAが検出され，高い
陽性率となったと考えられた．
胎子への感染は胎盤を介する可能性が高いとされるが

［1］，本研究においてもヨーネ菌が血行性に胎盤へ到達
し，胎子の体内でも血流に乗って種々の実質臓器へ広
がったと思われる．その根拠として，胎子でヨーネ菌
DNAが検出され胎盤の検査が可能であった 6頭中 3頭
において胎盤でも DNAが検出されたこと，胎子の実質
臓器中心に幅広い臓器で陽性を確認したこと，胎子が陰
性であった母牛 4頭中 3頭（No. 8～10）の実質臓器は
陰性か僅かなヨーネ菌 DNAしか検出されなかったこと
があげられる．このように，母体及び胎子の体内では
ヨーネ菌が血行性に広がっていると思われるが，胎盤を
通過する詳細な機構は不明である．組織学的に牛の胎盤
は上皮絨毛膜性胎盤に分類され，母子の血液は胎盤関門
で隔てられ直接交流することはない．胎盤節が血液栄養
素の主な輸送経路であるが，胎盤節間領域は子宮腺分泌
物などの組織栄養素を輸送する［8］とされる．今回，
胎盤節を検査に用いたが，胎盤節間領域についても今後
検討が必要と思われる．
また，胎子でヨーネ菌 DNAが検出された 7頭のうち
6頭は無色透明の羊膜腔液を検査し陰性であったが，1
頭（No. 6）は黄褐色を呈する尿膜腔液でありヨーネ菌
DNAが検出されたことから，胎子の体内においては血
行性だけでなくリンパ行性や消化管内を通過して尿膜腔
内へ排泄される可能性も考えられる．
最短で胎齢 60 日と，妊娠初期にヨーネ菌 DNAを確

認したことから，胎子への感染時期は胎齢 60 日以前と
推察された．今回の症例では臨床症状を示さない牛でも
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Fetal Infection of Mycobacterium Avium Subsp. Paratuberculosis  
in Japanese Black Cattle

Risa YAJIMA†, Yuichiro SOCHI and Kiyoshi NISHI

＊Miyagi Prefecture Sendai Livestock Hygiene Service Center, 3-11-22 Anyouji, Miyagino-ku, 
Sendai, 983-0832, Japan

SUMMARY

The association between the disease severity of the dam and fetal infection was investigated using 11 preg-
nant Japanese Black cows diagnosed with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) infection from 
September 2012 to May 2013.  Histopathologically, intestinal lesions were categorized as “severe” (2 cows), 
“intermediate” (4 cows) and “mild” (5 cows) according to their severity.  A quantitative PCR test (qPCR) detect-
ed the DNA of MAP in all of the cows (4.05E-07̶1.24E+06 pg/2.5μl), and MAP was isolated from 10 cows by 
bacterial culture.  The bacterial DNA was confirmed in seven of the 11 fetuses (fetal age of 60 to 250 days) 
(1.24E-04̶7.00E-03 pg/2.5μl), and MAP was isolated from one of the DNA-positive fetuses (fetal age 250 
days).  The qPCR positive rate in fetuses was higher among the dams with more severe pathological and bacte-
riological conditions, whereas the amounts of DNA detected in the organs of the fetuses were similar, regard-
less of their dams’ disease status.  The youngest fetal age among the infected fetuses was 60 days, indicating 
that the infection could occur in the early stages of pregnancy.
─ Key words : infection of fetus, Japanese Black Cattle, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
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