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要　　　　　約

牛は Leptospira interrogans血清型 Hardjo及び Leptospira borgpeteresentii血清型 Hardjo（L. Hardjo）の維持宿
主となることが報告されている．近年，L. Hardjoの国内，特に北海道における乳用牛群への浸潤が報告されている．
本研究では，北海道の 1 酪農場において，L. Hardjo抗体の保有状況と繁殖成績の関連性を検証した．乳汁中の L. 

Hardjo抗体を調べ，抗体陽性牛（n＝54）と陰性牛（n＝55）に分類した．分娩後 125，150 及び 200 日における受胎
率は抗体陽性牛が有意に低かった．生存曲線による空胎日数の比較では抗体陽性牛群で長くなる傾向が認められた．ま
た，妊娠中絶率は，抗体陽性牛で高い傾向が認められた．本研究の結果から，国内の酪農場における L. Hardjoの不顕
性感染が潜在的に乳牛の生産性を低下させる 1要因となり得ることが明らかとなった．
─キーワード：乳牛，Leptospira血清型 Hardjo，不顕性感染，繁殖成績．
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レプトスピラ症は，病原性レプトスピラが家畜，野生
動物及び人に感染する人獣共通感染症であり，世界的に
大きな問題となっている［1］．牛のレプトスピラ症は，
流産や死産，繁殖障害を起こすため，生産性を阻害する
重要な疾病である［2, 3］．さまざまな血清型の病原性
レプトスピラが牛レプトスピラ症に関与することが報告
されているが［4, 5］，特に牛で問題となるのは血清型
Hardjo（L. Hardjo）による不顕性感染である［6］．

L. Hardjoは，遺伝学的に Leptospira interrogans血
清型 Hardjo Hardjoprajitno型（L. Hardjoprajitno）と
L. borgpetersenii 血 清 型 Hardjo Hardjobovis 型（L. 

Hardjobovis）の 2 種に分類される［7］．L. Hardjoが
牛に感染すると，多くが無症状のまま経過し，持続的に
尿中に排菌するため，感染が拡大する．さらに，L. 

Hardjoの不顕性感染は，潜在的に繁殖成績を低下させ
ることが示唆されている［2, 8, 9］．
1977～1983 年に Tsuchimotoら［10］が行った疫学

的調査によると，北海道内で L. Hardjoの抗体陽性牛が
確認されている．レプトスピラの各血清型の分布は地域

差があり，近年，日本国内でも地域ごとの分布に関する
調査研究が報告されている．菊池ら［11］の研究では，
249 の牛群から採取したバルク乳中の L. Hardjo抗体を
検査したところ，日本全国の酪農場における平均陽性率
は 31.3％（n＝78/249）であったのに対し，北海道
（50％，n＝25/50）と東北（47.5％，n＝19/40）の酪農
場では抗体陽性率が高く，地域的にまん延しているリス
クが示唆されている．
さらに，東北地方の牛群 109 から得たバルク乳の L. 

Hardjo抗体を調べた疫学的研究では，65.1％（n＝
71/109）の抗体陽性率が報告されており，北海道から
の導入牛が多いことや農場の牛群サイズが大きいことが
リスク因子としてあげられている［12］．しかし，日本
国内で L. Hardjoの不顕性感染が牛群に与える影響につ
いて調べた報告は見当たらない．
本研究では，北海道の 1酪農場において搾乳牛から乳
汁を採取し，乳汁中の L. Hardjo抗体を調べ，抗体陽性
牛と陰性牛の繁殖成績を比較することにより，L. 

Hardjoの不顕性感染が乳牛の繁殖性に与える影響を検
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証した．

材 料 及 び 方 法

調査農場：北海道十勝地方にある 1軒の酪農場を調査
対象とした．本農場では，L. Hardjoに対するワクチンを
接種した履歴はなかった．搾乳牛はフリーストールで飼
養されており，本農場における 1頭当たりの平均乳量は
年間 9,678kgであった．乳汁を採取した 2017 年 12 月
時点での搾乳牛の飼養頭数は 185 頭であった．このう
ち，2017 年の 1～12 月に分娩した牛 160 頭を本試験の
対象牛とした．305 日補正乳量は，北海道酪農検定検査
協会による牛群検定のデータを用いた．
乳汁サンプルと抗体検査：2017 年 12 月に搾乳牛 160
頭から乳汁を無菌的に採取した．乳汁中の抗体検査には，
市販の L. Hardjo抗体検出用 ELISAキット（Leptospira 

ELISA kit, Linnodee Animal Care, U.K.）を用いた．
添付の取扱説明書の手順に従い，操作を行った．光学濃
度（OD値）から明所視輝度に対する暗所視輝度の比
（S/P比）を算出し，S/P比が0.1より大きい検体を陽性，
0.03以下を陰性とした．S/P比が0.03より大きいが0.1
以下であった検体（n＝6）は擬陽性とし，繁殖成績の統
計学的解析から除外した．
繁殖管理と繁殖成績の調査：分娩後人工授精開始予定
日までの期間（自主的授精待機期間）は 50 日とし，牛
群の管理者が発情及び発情徴候の観察を行い，家畜人工
授精師が人工授精を行った．授精回数は，1発情につき
1回とした．獣医師による定期的な繁殖検診により，授
精後 30～45 日に超音波画像診断装置（HS-102v，本多
電子㈱，愛知）を用いて第 1回の妊娠診断を行い，胚あ
るいは胎子が確認されたものを妊娠と診断した．さらに
授精後 48～63 日に行う第 2 回の妊娠診断で胎子の生
存を確認した場合を妊娠と診断し，確認できなかった場
合を胚死滅と診断した．第 2回の妊娠診断以降に妊娠が
中絶した場合を流産と診断した．売却予定牛（n＝3），
胎盤停滞などの周産期の記録がない牛（n＝35），獣医
師により黄色ブドウ球菌性乳房炎と診断された牛（n＝
2），及び繁殖検診において子宮あるいは卵巣の癒着や分
娩後 50 日以降に子宮蓄膿症などの生殖器疾患が認めら
れた牛（n＝5）は，繁殖成績の統計学的解析から除外
した．
分娩後 100，125，150 及び 200 日における授精率，
受胎率及び妊娠率を算出し，群間の比較を行った．授精
率は各牛群全頭数に対して 1回でも授精が行われた牛の
割合を示した．受胎率は各牛群の総授精回数に対して妊
娠した牛の割合を示し，妊娠率は各牛群全頭数に対して
妊娠した牛の割合を示した．妊娠中絶率は，妊娠した牛
の頭数に対して胚死滅及び流産と診断された牛の割合を
示した．胚死滅率は第 1回の妊娠診断で陽性であった牛

に対して第 2回の妊娠診断で陰性に転じた牛の割合を示
し，流産率は第 2回の妊娠診断で陽性であった牛に対し
て，その後妊娠が中絶した牛の割合を示した．
統計学的解析：群間の中央値の比較はマン・ホイット
ニ検定を用い，群間の百分比の比較はフィッシャーの直
接確率検定を用いて市販のソフト（エクセル統計 Stat-

cel4，㈲オーエムエス出版，埼玉）により解析した．生
存曲線を用いた空胎日数の比較にはログランク検定を用
い，空胎日数に与える要因の解析は市販のソフト（エク
セル統計 BellCur ve，㈱社会情報サービス，東京）に
より COX比例ハザードモデルを用いた．危険率 5％未
満を有意な差，危険率 10％未満を傾向とみなした．

成　　　　　績

乳汁中の L. Hardjoに対する抗体検査では，160 頭中
79 頭が陽性であった（49.3％）．これら 160 頭中から試
験期間中に臨床的に健康であった牛 109 頭を抽出し，L. 

Hardjo抗体陽性牛群 54頭と陰性牛群 55頭に分類した．
抗体陽性牛群の産次数は，陰性牛群に比べて有意に小さ
かった（中央値：陽性牛 2産，陰性牛 3産，P＝0.003）．

L. Hardjo抗体陽性牛群及び陰性牛群の繁殖成績の概
要を表 1 に示した．分娩後 100，125，150 及び 200 日
における授精率は両群間に有意な差はなかった．一方，
分娩後 125，150 及び 200 日までの受胎率，分娩後 125
日における妊娠率は抗体陽性牛が有意に低かった（P＜
0.05）．妊娠中絶（胚死滅及び流産）の発生率の P値は，
0.05 未満ではなかったが，抗体陽性牛で高い傾向が認
められた（P＝0.098）．

COX比例ハザードモデル解析の結果を表 2に示した．
胎盤停滞，産歴及び 305 日補正乳量と空胎日数の間に
有意な関連性は認められなかった．一方，L. Hardjo抗
体の有無は，空胎日数に影響を与える有意な因子であっ
た（ハザード比：0.62，95％信頼区間：0.41～0.95，P

＝0.029）．分娩後日数と非妊娠牛の割合の関係を図に示
した．ログランク検定の結果，L. Hardjo抗体陽性牛は
陰性牛に比べて，空胎日数が長くなる傾向が認められた
（中央値：陽性牛 127 日，陰性牛 113 日，P＝0.06）．

考　　　　　察

本研究により，国内の酪農場において初めて，L. 

Hardjoの不顕性感染が乳牛の生産性に負の影響を与え
ることが明らかとなった．
バルク乳から L. Hardjoに対する抗体が検出された北
海道内の 25 酪農場から採取した 501 頭の乳牛の血清を
調べた研究では，68.7％（n＝344/501）の牛から L. 

Hardjoに対する抗体が検出されている［11］．本試験で
は，抗体陽性率が 49.3％（n＝79/160）であり，既報に
比べるとやや低い感染率であった．牛群の保菌率は，牛
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が接触する機会や糞尿の処理方法などの飼養管理が影響
すると考えられる．Miyamaら［12］の研究でも L. 

Hardjo抗体陽性農場における有意なリスク因子として，
牛群サイズが大きく，牛の飼養密度が高いことを指摘し
ている．
本試験では，抗体陽性牛群の平均産次数は，陰性牛群
に比べて有意に少なかった．抗体陽性牛は繁殖成績不良
のため早期に淘汰されてしまい，相対的に抗体陽性牛群
の平均産次数が減少したと考えられた．しかし，本試
験を実施した農場において，過去の L. Hardjo抗体保有
状況と牛の淘汰理由との関連を調べることはできなかっ
たため，今後精査が必要であろう．
乳量［13］や，産次数［14］が空胎日数に影響を与
えることが報告されている．また，胎盤停滞は乳牛の繁
殖成績を低下させる重要な要因となり得ることが知られ
ている［15］．しかし，本研究では，乳量，産次数及び
胎盤停滞と空胎日数の間に有意な関連性は認められな

かった．
本研究は，一酪農場内の繁殖成績を扱っており，供試
牛が同一の管理下で飼養されていたこと，さらに臨床的
な異常を認め獣医師による治療が施された牛は試験対象
から除外したことから，これらの要因による影響は最小
限であることが推察された．
本研究では，L. Hardjo抗体陽性牛群における繁殖成
績の低下を確認した．これは，L. Hardjoの不顕性感染
は潜在的に繁殖成績を低下させるという海外の報告［2, 
8, 9］を支持する結果となった．L. Hardjoは遺伝子型
により，Leptospira interrogans血清型 Hardjo Hardjo-

parajitno型と Leptosipira borgpetersenti血清型 Hard-

jo Hardjobovis型（L. Hardjobovis）の 2種に分類され，
特に L. Hardjobovisの感染が，胚死滅に関与すること
が示唆されている［16, 17］．
本試験で用いた ELISA検査では，L. Hardjoに対す
る抗体についてのみ評価可能であり，遺伝子型の分類ま
ではできなかった．北海道内に L. Hardjobovisが浸潤
している可能性を示唆している報告もあり［18］，今後
は遺伝子型の分類も含めて，より詳細なフィールド調査
が必要になると考えられた．
過去の報告では in vitroにおいて，透明帯から脱出前
の桑実胚に L. Hardjobovisを曝露させた後，電子顕微
鏡で観察したところ，胚細胞内に L. Hardjobovisが入
り込んでいるのが確認されている［19］．また，L. 

表 1　乳汁中の L. Hardjo抗体陽性牛群と陰性牛群の繁殖
成績

繁殖項目 抗体陽性牛 抗体陰性牛 P値 有意性

授精率
分娩後 100 日 74.1％

（40/54）a
70.9％
（39/55）

0.438

分娩後 125 日 87.0％
（47/54）

85.5％
（47/55）

0.515

分娩後 150 日 92.6％
（50/54）

89.1％
（49/55）

0.383

分娩後 200 日 94.4％
（51/54）

98.2％
（54/55）

0.302

受胎率
分娩後 100 日 29.4％

（15/51）
43.5％
（20/46）

0.110

分娩後 125 日 35.2％
（25/71）

50.7％
（36/71）

0.045 ＊

分娩後 150 日 38.2％
（34/89）

52.6％
（41/78）

0.044 ＊

分娩後 200 日 37.6％
（41/109）

50.0％
（49/98）

0.049 ＊

妊娠率
分娩後 100 日 27.8％

（15/54）
36.4％
（20/55）

0.225

分娩後 125 日 44.4％
（24/54）

65.5％
（36/55）

0.022 ＊

分娩後 150 日 63.0％
（34/54）

72.7％
（40/55）

0.188

分娩後 200 日 75.9％
（41/54）

87.3％
（48/55）

0.099 †

妊娠中絶率 10.0％
（5/50）

2.0％
（1/51）

0.098 †

胚死滅率 8.0％
（4/50）

2.0％
（1/51）

0.163

流産率 2.2％
（1/46）

0％
（0/50）

0.479

a：該当牛／対象牛
＊：P＜0.05（有意差あり）　†：P＜0.1（傾向あり）

表 2　COX比例ハザードモデルを用いて空胎日数に与え
る要因を解析した結果

調査項目 ハザード比 95％信頼区間 P値 有意性

胎盤停滞 0.65 0.36～1.15 0.144
産次数 0.90 0.73～1.10 0.333
305 日補正乳量 0.99 0.99～1.00 0.199
抗体の有無 0.57 0.37～0.90 0.015 ＊

＊：P＜0.05（有意差あり）
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図　乳汁中の L. Hardjo抗体陽性牛群と陰性牛群の分娩後
の非妊娠牛の割合
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Hardjoは腎臓だけでなく子宮や卵管といった生殖器に
も持続感染することが確認されており［20］，子宮や卵
管に感染している L. Hardjoが正常な受精卵の発育を阻
害し，胚の死滅を引き起こす可能性が考えられた．
本試験では，授精後 30 日以後に起こった妊娠中絶が，
抗体陽性牛群で多い傾向を確認したが，授精後 16 日以
前の早期胚死滅［21］や，授精後 30 日までに起こる後
期胚死滅を評価することはできなかった．おそらく，そ
れらの胚死滅の発生も含めて，本研究における抗体陽性
牛の妊娠率低下につながったものと推察された．
一方，抗体が陽性であっても分娩後 200 日の時点で
75.9％の牛が妊娠していた．L. Hardjoの感染が妊娠を
妨げる詳細な機序について不明な部分はあるが，おそら
く感染している菌の量や感染部位，宿主側の免疫状態も
関与しているのであろう．また，本研究で調べたのは抗
体価であるため，乳汁を検査した時点における感染履
歴を評価したにすぎない．
今後は，尿中の菌の遺伝子検査などを併用しながら，
胚死滅を起こしやすい時期を中心に定期的にサンプリン
グを行うことで，L. Hardjoの感染と繁殖障害の関連
性を理解するうえで貴重な情報を得ることができると考
えられた．

L. Hardjobovis感染動物に対する各種抗菌剤（オキ
シテトラサイクリン，チルミコシン及びセフチオフ
ル）を用いた治療の有効性が報告されているが［22］，
多くが持続感染となり臨床症状を示さないため，牛群内
でまん延させないためには，予防対策が重要であろう．
ネズミなどの野生の齧歯類はレプトスピラの保菌動物と
して知られており，感染しても症状を示さず，尿を介し
て持続的に排菌する［1］．そのため，農場内におけるネ
ズミの防除は本症の予防に重要と考えられる．
海外では，5種混合ワクチン（L. interrogans血清型

Hardjo Hardjoprajitno型，血清型 Pomona，血清型
Canicola， 血 清 型 Icterohaemorrhagiae 及 び L. 

kirschneri血清型 Grippotyphosa）が市販されている
が［23］，日本では市販されていない．さらに，5種混
合ワクチンは L. Hardjobovisが牛から最も一般的に分
離される地域では，牛の流産や繁殖障害に対する予防効
果は不十分であるとする報告もある［24］．
日本でも市販されている L. Hardjobovisに対する不

活化ワクチン（スパイロバック®，ゾエティス・ジャパ
ン㈱，東京）は，L. Hardjobovisの腎臓における定着を
防ぐことが報告されている［25］．しかし，ワクチン接
種だけでは，すでに感染している牛から病原菌を完全に
排除できないことも示唆されている．したがって，すで
にまん延してしまった農場では，ワクチン接種を励行す
るとともに，可能であれば抗菌剤を用いた集中的な治療
（乾乳期治療など）が，牛群から L. Hardjoを排除する

ために重要と考えられる．
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SUMMARY

Bovine leptospirosis is a serious issue that impedes productivity because it often results in abor tions and still-
bir ths.  Moreover, cows can be asymptomatic carriers of Leptospira serotype Hardjo (L. Hardjo).  Recently, the 
high prevalence of L. Hardjo-seropositive cows has been repor ted in Japan.  However, to the best of our knowl-
edge, the influence of subclinical infection with L. Hardjo on dair y productivity in Japan has not been repor ted.  
Thus, we compared the reproductive per formance between L. Hardjo-seropositive and -seronegative cows at a 
dair y farm in Hokkaido, Japan.  Milking cows were divided into L. Hardjo-seropositive (n = 54) and -seronega-
tive (n = 55) groups according to the presence or absence of antibody-specific to L. Hardjo in the milk.  The 
conception rates per insemination at 125, 150, and 200 days postpar tum were significantly lower in L. Hardjo-
seropositive cows than in -seronegative ones (P < 0.05).  The calving-to-conception inter val tended to be longer 
in the seropositive cows (median: 127 days vs. 113 days, P = 0.06); fur thermore, incidence of pregnancy loss 
(embr yo death and abor tion) tended to be higher in the seropositive cows (10% vs. 2%, P = 0.098).  L. Hardjo 
has been found to cause latent infections in the reproductive organs, possibly impeding the normal develop-
ment of the embr yo and resulting in lower fer tility.  The study results revealed that subclinical infection with L. 
Hardjo in dair y cows is one of the potential factors decreasing dair y productivity in Japan.
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