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研究成果の概要（和文）：甚急性乳房炎の予後判定においてエンドトキシン(ETX)活性値の評価は有用であるが
実用的ではない。近年、携帯用ETX測定器（PTS）が市販されたのでCow Side Test(CST)として牛の炎症性疾患の
予後診断に有効か評価した。65頭の生乳を用いた。100倍希釈生乳ではPTSおよび標準法であるリムルス比濁時間
法（KTA）の測定値間で有意差が認められた。200または400倍希釈生乳では両測定方法ともにPTSおよびKTA法の
測定値間で有意な相関が認められた。PTSは実験室法であるKTA法と比較して、同等の正確度、感度、相関が認め
られた。本法はCSTとして生乳中ETX活性値の測定が可能である。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study was to compare endotoxin activities detected in
 raw milk samples obtained from cattle by a commercially available portable test system (PTS) and 
traditional microplate limulus amebocyte lysate (LAL) kinetic turbidimetric (KT) assay. Raw milk 
samples were obtained from 65 dairy cattle without and with clinical mastitis, respectively. The 
endotoxin activities detected in 200- or 400-fold diluted milk samples were similar between PTS and 
KT assay. The results obtained from 200- (r2=0.778, p<0.001) and 400-fold diluted milk samples (r2=
0.945, p<0.001) using PTS correlated with those using KT assay. The median milk endotoxin activities
 in Gram-positive and Gram-negative clinical mastitis cows were 0.655 and 11,523.5 EU/ml, 
respectively. The results of the present study suggest that PTS as a simple and easy test to assess 
endotoxin activity in raw milk is efficient, simple and reproducible.

研究分野： 生産動物外科学

キーワード： エンドトキシン　ウシ　Cow Side Test　予後判定　甚急性乳房炎　牛呼吸器病症候群
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
1970 年代にリムルス試験法が開発されたが、

牛の血中エンドトキシン活性値の測定はプロテ
アーゼインヒビターの不活化など前処理方法が
未だに確立されておらず、十分な精度、正確度、
感度、特異度が得られていない。申請者は、こ
れまでにβグルカンと交差しないエンドトキ
シ ン に 特 異 的 な 生 体 外 試 料 測 定 用
kinetic-LAL 試薬を生体試料測定用に応用し、
適切に牛の血液中プロテアーゼインヒビタ
ーを失活させる前処理法を開発した（第 158
回日本獣医学会）。その結果、米国食品医薬
局（FDA）および日本薬局方の推奨基準で牛
の血漿および生乳中エンドトキシン活性値
の測定が可能となった。今後は健常および各
種炎症性疾患について参照値を確立するととも
に、臨床徴候、画像診断所見との整合性を評価
する必要がある。 
甚急性乳房炎の予後および治療効果の判定
においてエンドトキシン活性値のモニタリ
ングは有用と思われる。予備検討において、
高張食塩液(HSS)療法で治癒(n=57)した甚急
性乳房炎症例の初診時における血清中エン
ドトキシン活性値は健常牛のそれと有意な
差は認められなかった。しかし、発症後１週
間以内に死廃した予後不良牛(n=12)の初診
時血清中エンドトキシン活性値は健常およ
び治癒群よりも有意に高値を示した。また、
初診時に重度のショック症状を呈した 20 頭
の甚急性乳房炎症例において、HSS 療法で治
癒した 14 頭は血漿中エンドトキシン活性値
の有意な変動は認められなかったが、1 週間
以内に死廃した 6 頭は第 2 病日で活性値が著
増した。従って、血漿中エンドトキシン活性
値のモニタリングは甚急性乳房炎の予後お
よび治療効果の判定に有用であることが示
唆された。 
しかし、血液サンプルは前処理が煩雑であ
り、エンドトキシン活性値は極めて低いため
実験室内での測定が前提となる。よって、迅
速な予後判断が求められる疾病には不適で
ある。一方、罹患分房乳中エンドトキシン活
性値は予後にかかわらず著高を示すが、その
反対側分房乳中エンドトキシン活性値は予
後不良症例で治癒および健常動物よりも有
意に高値を示すことを明らかにした（第 158
回日本獣医学会）。 
近年、医薬品製薬およびワクチン製造の品
質管理において、携帯型簡易エンドトキシン
測定器によるエンドトキシン活性値測定が
ウサギを使った発熱性試験の代替法として
広く普及している。しかし、本器は 15 分で
生体外試料中エンドトキシン活性値の測定
が可能であるが、生体内試料測定は担保され
ていない。従って、本課題では医薬品の品質
管理に用いられている携帯型エンドトキシ
ン測定器を用いて、乳中エンドトキシン活性
値を指標に甚急性乳房炎の予後診断を簡便
かつ迅速にできるかを検討する。 
 

２．研究の目的 
生産動物医療において、大腸菌群に由来す
る 成 牛 の 甚 急 性 乳 房 炎 、 Pasteurella 
multocida (PA)や Mannheimia haemolytica 
(Mh)に由来する子牛の牛複合性呼吸器疾患
(BRDC)はいずれもエンドトキシン由来の重
篤な全身および局所性炎症性疾患であり、そ
の動物の死廃、生産物の損失、治 療経費に
よる経済的損失が大きい。従って、生産動物
医療ではエンドトキシン関連性疾患におい
て生体試料中エンドトキシン活性値や炎症
サイトカインを指標とした（1）適切な炎症
病態の評価、 および（2）初診時での予後診
断が求められている。本課題では、甚急性乳
房炎、BRDC、子宮の炎症が原因で不受胎と
なる症例を対象とする。これらの疾病動物の
血漿、肺胞洗浄液、生乳および子宮洗浄液な
どの生体試料中エンドトキシン活性値を指
標に、(1)臨床徴候、画像情報および炎症 サ
イトカインを組み合わせた炎症病態の評価、
(2)初診時における予後診断法の確立を目的
とする。また、経済性の観点から甚急性乳房
炎は救命措置を行うか否かを迅速に判断し
なければならない。従って、(3)生体外試料測
定用の携帯型エンドトキシン測定器を Cow 
Side Test として予後診断に臨床応用可能か
を評価し、実用化を目指す。  
 
３．研究の方法 
(1) 血清中 Fe 濃度を指標とした大腸菌性乳
房炎の予後診断 
循環血液中トランスフェリン結合 Fe3+に対
して代謝抑制遺伝子であるヘプシジン
(Hepc)は、インターロイキン 6（IL-6）によ
り発現誘導される。しかし、人ではエンドト
キシンにより IL-6 が産生されると循環血液
中の Fe 濃度が低下することが知られている
が、牛のエンドトキシン性疾患との関連性は
不明である。今回、牛のエンドトキシン関連
疾患である大腸菌性乳房炎と血清 Fe3+濃度
の関係について調査した。 
エンドトキシンチャレンジモデル：健常子牛
6 頭に 2.5 µg/kg の O-111:B4 由来 LPS を静
脈内投与し、投与前、15 および 30 分、1、2、
4、8、12、24 および 48 時間目に血清サンプ
ルを得て血清中のトランスフェリン結合
Fe3+濃度を Fe2+に還元キレート化して測定
した。統計は一元配置分散分析により分散を
評価した後、Dunnett-t 検定により投与前値
と比較した。 
臨床試験：乳房炎に罹患していない 30 頭の
搾乳牛を対象に、47 頭の Echerichia coli も
しくは Klebsiella pneumonia 感染によって
全身性炎症徴候を示す牛の血清中 Fe3+濃度
を測定した。症例は生産性に復帰した予後良
好群に対し、死廃または発症後 30 日以内に
淘汰されたものを予後不良群とした。各群間
の差は一元配置分散分析により分散を評価
した後、post-hoc として Kruskal-Wallis 検
定を、診断能は ROC 解析により評価した。 



 
(2) 血清アミロイドA濃度を指標とした大腸
菌性乳房炎の予後診断 
急性期反応タンパクの 1 つである血清アミ
ロイド A(SAA)は人医療において感染症、炎
症性疾患、組織破壊による非特異的炎症の指
標として用いられるが、牛の大腸菌性乳房炎
の炎症評価については明らかでない。今回、
SAA が牛の大腸菌性乳房炎の予後診断能を
有するか否かを明らかにするため、(1)エンド
トキシンチャレンジモデルを用いて測定適
期を予測し、(2)臨床症例を用いて予後診断能
を評価した。 
エンドトキシンチャレンジモデル：健常子
牛 6 頭に 2.5 µg/kg の O-111:B4 由来 LPS を
静脈内投与し、投与前、15 および 30 分、1、
2、4、8、12、24 および 48 時間目に血清サ
ンプルを得て SAA をラテックス凝集免疫比
濁法(LATIA 法)で測定した。統計は一元配置
分析により分散を評価した後、Dunnett-t 検
定により投与前値と比較した。臨床試験：乳
房炎に罹患していない 46 頭の搾乳牛を対象
に、 54 頭の Echerichia coli もしくは
Klebsiella pneumonia 感染によって全身性
炎症徴候を示す牛の SAA を測定した。症例
は生産性に復帰した予後良好群に対し、死廃
または発症後 30 日以内に淘汰されたものを
予後不良群とした。各群間の差は一元配置分
散分析により分散を評価した後、post-hoc と
して Kruskal-Wallis 検定を、診断能は ROC
解析により評価した。 
 
 (3) Mycoplasma 感染による牛呼吸器複合病
（Bovine Respiratory Disease Complex）における
肺胞洗浄液および血漿中エンドトキシン活性値 

重度の牛の複合性呼吸器疾患（BRDC）はヒト
の炎症性呼吸器疾患症候群に類似したエンドト
キシン由来の全身性炎症反応を伴うが、エンドト
キ シ ン の 関 与 は 不 明 で あ る 。 本 研 究 で は
Limulus Amebocyte Lysate (LAL)カイネティ
ック法を用いて Mycoplasma 感染の認められた
BRDC 子牛の肺胞洗浄液（BALF）および血漿
中エンドトキシン動態を評価した。 
Mycoplasma 陰性の健常なホルスタイン子牛

17 頭を対照群とした。また、呼吸器症状を主訴
に来院した呼吸器疾患子牛 17 頭を BRDC 群と
した。BRDC 群の子牛は全て Mycoplasma 
bovis 陽性であった。BALF は 200 倍希釈して
発色合成基質法、血漿は 20 倍希釈した後
80°C、10 分間加温処理して比濁時間分析法に
よりエンドトキシン活性値を測定した。二群間の
平 均 値 の 差 は Student’s t ま た は Mann 
Whitney U 検定、エンドトキシン活性値による
BRDC の診断能は ROC 解析、BALF と血漿中
エンドトキシン活性値の相関性は Spearman’s 
rank test により評価した。 
 
(4) エンドトキシンチャレンジ子牛における血清
中のエンドトキシン活性値の経時的変化 
エンドトキシン血症の病態解明において生体内

エンドトキシン動態の評価は重要であるが報告
は 極 め て 少 な い 。 本 研 究 で は Limulus 
Amedocyte Lysate(LAL)-カイネティック比色
法(KCA)を用いてエンドトキシンチャレンジ子牛 
健常なジャージー種泌乳牛 34 頭と子牛 9 頭を

用いた。泌乳牛の血清サンプルは LAL-KCA
法の変動係数(CV)を指標に正確度・精度を評
価するために用いた。子牛に 2.5µg/kg の
O-111:B4LPS を静脈内投与し、投与直前、投
与後 0.5、1、1.5、2、3、4、6、12、16、24、48、
72 および 96 時間目に頸静脈から採血した。遠
心分離後に得られた血清を20倍希釈し、80 、
10 分間熱処理し、エンドトキシン活性値を測定
した。投与前値に対する各時点における平均値
の差は一元配置分散分析で分散を検定した後、
post-hoc test と し て Dunnett ま た は
Dunnett-C 検定によって評価した。 
 

(5) エンドトキシンチャレンジ子牛を用いた
Cow-Side Portable Test System による血清
中エンドトキシン活性値測定法の評価 
血清及び血漿中エンドトキシン活性値はエンドト
キシンショックの重症度評価、予後判定に有用
であるが、これは実験室内機器で測定しなけれ
ばならず、そして煩雑かつ時間を要するため必
ずしも実用的ではない。近年、携帯用エンドトキ
シン測定システム（PTSTM）が Charles River 社
より市販されている。従って、本研究では、
PTSTM を用いて血清中エンドトキシン活性値の
測定が可能か否かを正確度及び精度評価、お
よ び 標 準 法 で あ る Limulus Amebocyte 
Lysate（LAL）-カイネティック比色法(KCA)およ
びカイネティック比濁法（KTA）と比較した。 
健常なジャージー種子牛 6 頭を用いた。これら

の子牛に 2.5μg/kg の O111:B4LPS を静脈内
投与した。投与直前、投与後 0.5、1 および 12
時間後に頚静脈から採血し、遠心分離後に得ら
れた血清を供試した。Endotoxin free water で
20 倍希釈した血清を 80 、10 分間熱処理し、
LAL-KCA、LAL-KTA および PTSTM 法により
活性値を測定した。得られたデータの比較は
Friedman 検 定 を 、 相 関 性 は Pearson 
product-moment correlation coefficient を用
いて評価した。 
 

(6) Cow-Side Portable Test System による生乳
中エンドトキシン活性値測定法の評価 
甚急性乳房炎の予後判定においてエンドトキ

シン活性値の評価は有用だが、測定が煩雑か
つ時間を要するため実用的ではない。近年、携
帯用エンドトキシン測定システム（PTSTM）が
Charles River 社より市販されている。従って、
本研究では PTSTM を用いて生乳中エンドトキシ
ン活性値の測定が可能か否かを正確度および
精 度 評 価 し 、 標 準 法 で あ る Limulus 
Amebocyte Lysate（LAL）-カイネティック比濁
法（KTA）と比較した。 
乳房炎および乳房炎罹患乳牛 65 頭由来生乳

を用いた。生乳を endotoxin free water を用い
て 100、200 または 400 倍希釈し、PTSTM およ



び KTA 法によりエンドトキシン活性値を測定し
た。PTSTM 法は LAL-カイネティック比色法であ
り、LAL 試薬と既知の標準エンドトキシンが充填
されたカートリッジにサンプルを用いて測定した。
得られたデータの比較は Friedman 検定を、相
関 性 は Pearson product-moment 
correlation coefficient を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 血清中 Fe 濃度を指標とした大腸菌性乳
房炎の予後診断 
エンドトキシンチャレンジモデル：投与前値
に対して、血清中 Fe3+濃度は投与後 12 時間で
下降し(p<0.05)、24 および 48 時間で有意に
低値を推移した(P<0.001)。臨床試験：47 頭
の症例のうち 30 頭が予後良好、17 頭が予後
不良であった。健常牛の血清中 Fe3+濃度は
150.5µg/dL であったのに対して、予後良好お
よび予後不良牛はそれぞれ 54.0 および 15.0 
µg/mL と有意に低値を示した(p<0.001)。また、
ROC解析により、血清中Fe3+濃度が 31.5 µg/dL
よりも低値であれば予後不良と診断できる
ことが示唆された(p<0.001、Se：73.3%、Sp：
94.1%)。 
エンドトキシンチャレンジにおいて血清中
Fe3+濃度は投与後12～48時間で低値を維持し、
また大腸菌性乳房炎症例では血清中 Fe3+濃度
は健常牛よりも有意に低値であり、特に予後
不良症例では顕著であった。従って、血清中
Fe3+濃度は牛の大腸菌性乳房炎の予後診断に
おいて有用なマーカーであることが示唆さ
れた。 
 
(2) 血清アミロイドA濃度を指標とした大腸
菌性乳房炎の予後診断 
エンドトキシンチャレンジモデル：投与前値
に対して、投与後 8 時間で上昇し(p<0.05)、
12、24 および 48 時間で有意に高値を推移し
た(p<0.001)。臨床試験：54 頭の症例のうち
35 頭が予後良好、19 頭が予後不良であった。
健常牛のSAAは 23.3 µg/mLであったのに対
して、予後良好および予後不良牛はそれぞれ
85.6 および 159.5 µg/mL と有意に高値を示
した(p<0.001)。また、ROC 解析により、SAA
が100.6 µg/mLよりも高値であれば予後不良
と診断できることが示唆された(p<0.001、
Se：81.0%、Sp：74.3%)。 
エンドトキシンチャレンジにおいてSAAは
投与後8～48時間で高値を維持することが明
らかとなった。また臨床例を用いた調査では、
大腸菌性乳房炎で SAA は健常牛よりも有意
に高値であっただけでなく、SAA により予後
不良の診断が可能であった。したがって、
SAA は牛の大腸菌性乳房炎の予後診断にお
いて有用な炎症マーカーであることが示唆
された。 
 
(3) Mycoplasma 感染による牛呼吸器複合病
（Bovine Respiratory Disease Complex）における
肺胞洗浄液および血漿中エンドトキシン活性値 

BRDC 群の BALF および血漿中エンドトキシ
ン活性値の中心値は 105.8 および 0.334 
EU/mL であり、対照群よりも有意に高値を示し
た。BALF(Se=81.3%, Sp=84.6%)および血漿
(Se=92.9%, Sp=100%)においてエンドトキシン
活性値による BRDC の診断能は有意であり、そ
れぞれの閾値は 6.05 および 0.078 EU/mL 以
上であった。また、BALF と血漿中エンドトキシ
ン活性値は有意な正の相関を示した(r2=0.916) 
Mycoplasma 感染した BRDC 重症例では、気

道内でエンドトキシンが著増しており、その一部
が血漿中へ移行していることが示唆された。従っ
て、BALF 中エンドトキシン活性値が高いと血中
移行が多く、また血中移行したエンドトキシンに
よって全身徴候が増悪すると思われる。 
 

(4) エンドトキシンチャレンジ子牛における血清
中のエンドトキシン活性値の経時的変化 
泌乳牛における血清中エンドトキシン活性値の
中心値は 0.089EU(0.016-0.219EU)であり、
CV 値は 2.4%(0.3%-9.6%)であった。投与前値
の 血 清 中 エ ン ド ト キ シ ン 活 性 値 は
0.31±0.11EU/ml であった。LPS 投与後、0.5
時間目に 1.32±0.66EU/ml の最高値を示す有
意な増加が認められ、その後 3 時間目まで有意
に高値を維持した(p＜0.01)。 
血清を 20 倍希釈、80 、10 分間の加熱処置

をしてエンドトキシン活性値を測定したところ、す
べての検体で測定が可能であった。また、
2.5µg/kgの O-111:B4LPSを静脈内投与すると
投与前値に対して投与後3時間は血清中エンド
トキシン活性値が高値を維持することを示した。
本法によりエンドトキシン動態が明らかになった
ことから、今後はエンドトキシン活性値と臨床所
見、各種炎症マーカーとの関連性を評価する。 
 

(5) エンドトキシンチャレンジ子牛を用いた
Cow-Side Portable Test System による血清
中エンドトキシン活性値測定法の評価 
KCA および KTA 法は正確度及び精度が高く、

両測定間で有意な正の相関が認められた（r2＝
0.980,p＜0.001）。PTSTM 法も同様に正確度お
よび精度が高く、KCA（r2＝0.963、 p＜0.001）
および KTA 法（r2＝0.982、 p＜0.001）に対し
て有意な正の相関が認められた。 
20 倍希釈、80 、10 分の加熱処置をして測定

に用いたとき、PTSTM は KCA および KTA 法と
測定値間で差は認められず、有意な正の相関
が認められた。また、PTSTM は携行可能であり、
少量の血清サンプルで血清中エンドトキシン活
性値を測定可能なことから、Cow Side Test とし
て実用的である。 
 
(6) Cow-Side Portable Test System による生乳
中エンドトキシン活性値測定法の評価 
100 倍希釈生乳では PTSTM および KTA の測
定値間で有意差が認められた（p＜0.001）。一
方、200 または 400 倍希釈生乳では両測定方
法ともに満足のいく正確度および精度が得られ、
また両測定法間で有意な差は認められなかった。



200 倍（r2＝0.778, p＜0.001）および 400 倍希
釈生乳（r2＝0.945, p＜0.001）では PTSTM およ
び KTA 法の測定値間で有意な相関が認められ
た。健常牛および甚急性乳房炎牛の乳中エンド
トキシン活性値はそれぞれ0.655および11,523.5 
EU/ml であった。 
PTSTM は実験室法である KTA 法と比較して、

生乳を 200 または 400 倍希釈して用いたとき同
等の正確度、感度および相関が認められた。ま
た、PTSTM は携行可能で少量の生乳サンプル
で迅速診断が可能なことから、本法は Cow 
Side Test として生乳中エンドトキシン活性値の
測定が可能であることが示唆された。 
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