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酵素抗体法（ELISA）による

豚の肝白斑症診断の試み

佐伯英治須崎聰清明広高橋強石井俊雄

（掲載決定：平成３年７月24日）

要約

オガクズ豚舎で多発する肝白斑症の発生状況を把握することを目的に，ＥＬＩＳＡ法の基本反応条

件を検討した。比較試験の結果，抗原としては，豚回虫ＡｓｃｍｓｓｕＩＬｍ雌成虫体壁を炭酸緩衝液

で抽出したものが選択された。発色剤としてＡBTSを用い，豚回虫非感染豚由来血清のＯＤ値か

ら陽性限界値を算出したところ，0.150という値が得られた。さらに，豚回虫実験感染豚のＯＤ値

は,全て陽性域にあったことから，本法の実用性が確認された。

続いて，群馬県下のオガクズ養豚農場を対象に，野外調査を実施した。その結果，屠殺解体時に

それぞれ28,および22％というかなり高い肝白斑陽性率を示した２つの豚舎では,試験対象豚の

ＥＬＩＳＡ抗体陽｣性率が導入時から３ケ月経過した時点で，それぞれ19％から52％，および30％から

60％と明らかに上昇し，この間における新たな感染が示唆された。また，両群の平均ＯＤ値も0.109

から0.162,および0.142から0.188といずれも陽性域に上昇していた。

以上の成績から，ＥＬＩＳＡ抗体陽性率とＯＤ値の推移を観察することで，肝白斑症の発現傾向を

ある程度推測できるものと考えられた。

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｓｃａ７ｉｓｓｕｌＬｍ，ｍｉｌｋｓｐｏｔ，sawdustlitter，ＥＬＩＳＡ，ＡＢＴＳ

いても簡便に応用し得るＥＬＩＳＡ法を開発すべ〈ＡＢＴＳ

(２，２，－azino-di‐［３－ethyl-benzthiazolinesulfonic

acｉｄ(6)]）の取扱い上の利点に着目し，これを発色剤と

したＥＬＩＳＡ法についても検討してきた。そしてこの実

用性を認めた上で，本法を用いて群馬県下の－オガクズ

養豚農場を対象とした野外応用試験を実施し，肉豚育成

過程中における抗豚回虫抗体検出の意義について考察を

加えた。

材料と方法

(1)ＥＬＩＳＡ法の基本反応条件の設定

抗原作製法：埼玉県大宮食肉衛生検査所で採取した豚

回虫虫体を，生理食塩水でよく洗膝し>雌雄別に，さら

にそれぞれを体壁（角皮，角皮下層，筋層および側索な

どを含む）と内臓に分けた（以下，それぞれ雌体壁，雌

内臓，および雄体壁，雄内臓抗原と省略する)。続いて，

滅菌生理食塩水，蒸溜水の順で再び洗糠し，凍結乾燥し

た。これらの凍結乾燥虫体を乳鉢で磨砕し，粉末200ｍｇ

につき0.05Ｍ炭酸緩衝液（ｐＨ9.6）を10ml加えホモジナ

イズした。この乳剤を凍結用アンプルにとり，-79°Ｃ

(10分）および37℃（４分）の凍結融解を10回繰返し，

さらに炭酸緩衝液を適量加えて４℃で48時間抽出した。

抽出終了後，20,000Ｇ，６０分間遠心し，その上情を抗原

緒ロ

オガクズは比較的安価で，しかも糞尿の水分吸収，護

蹄あるいは保温性などにすぐれているため，家畜の敷料

として広く利用されている。とくに，敷料さらには飼料

中にも発酵菌，酵母などを加え，糞尿の発酵分解と脱臭

を企てる方式を“発酵オガクズ豚舎方式”といい，これ

は糞尿を数カ月間以上の長期にわたり排除する必要のな

い独特の養豚方式で，環境保全や省力化と言う面での評

価は高く，全国規模で普及している（手塚・平，1986)。

ところが，ひとたび寄生虫が侵入すると，虫卵やオーシ

ストなどが長期間蓄積され，従来の一般豚舎に比べて重

度な感染をひき起す可能性が秘められているため，肝白

斑症（藤田ら，1985)，急性豚鞭虫症（藤原ら，１９８５；

平・池田，１９８５；平・手塚，1985）あるいはトキソプラ

ズマ症（北野，1982）等の発生があり，衛生管理上問題

となっていることも事実である。

著者らはすでに，抗豚回虫抗体検出に豚回虫雌成虫抗

原を用いたＥＬＩＳＡ法を開発し，これを報告した（古谷

ら，1986)。一方，これに並行して発酵オガクズ豚舎に

多発する肝白斑症の検出に主眼を置き，とくに野外にお
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として供試した。蛋白量は，ローリー法（Ｌｏｗｒｙｅｔ

ａＺ.，1958）で測定した。

抗原濃度の調整：抗原の至適蛋白濃度を決定する目的

で，既述の４種抗原とこれらをそれぞれ当量混合した抗

原（以下混合抗原）の計５種抗原について，０．０５Ｍ炭酸

緩衝液で蛋白濃度として０．１，１．０，２．５，５．０，１０．０，

５０．０および100.0(ｚｇ／､lの７段階に稀釈し，プレート

1穴当たり50mずつ滴下した。

陽性血清および陰性血清：豚回虫成熟卵10,000個を３０

日間連続投与し，最終投与７日後に得た実験感染豚由来

の血清８例と，同じく豚鞭虫成熟卵70,000個投与７週後

の血清６例（いずれもファイザー製薬株式会社農産技術

センターより分与を受けた）をそれぞれの陽'性血清とし

た。さらに，ＳＰＦ豚あるいは糞便検査と剖検により虫

体の有無，および病変の如何を精査し，回虫陰性を確認

した個体由来の血清27例を陰性血清として供試した。こ

れらの血清を，１％の割合に牛血清アルブミン（ＢＳＡ）

を加えた0.05％Ｔｗｅｅｎ２０加リン酸緩衝液（1％ＢＳＡ加

PBS）で，それぞれ１００，２００，および400倍に希釈して

プレート1穴当たり5qulずつ滴下した。

二次（標識）血清：ベルオキシダーゼ標識抗豚IgG

ウサギ血清（カッペル社）を，1％ＢＳＡ加ＰＢＳで5,000

～8,000倍に２倍階段希釈して，プレート１穴当たりに

25mずつ滴下した。

基質液：０．１Ｍクエン酸－０．１Ｍリン酸２ナトリウム緩

衝液50mlに対し，ＡＢＴＳ（ベーリンガー・マンハイム社）

を15mg溶解せしめ，更に30％Ｈ202を５m加え，プレー

ト１穴当たり200mずつ滴下した。

ＥＬＩＳＡ術式：プレートはポリスチレン製マイクロプ

レート（ダイナテック社，Ｍ２９ＡＲＴ）を用い，Matsuda

etaZ．（1984）の報告に準拠して実施した。各抗原と－

次血清の反応時間を37°Ｃで45分間とし，二次血清および

基質液についてはそれぞれ37℃および室温で60分間反応

せしめた。

(2)野外応用試験

試験対象農場：群馬県下の－オガクズ養豚農場を試験

対象農場とした。本農場では，生後約90日齢，体重約３０

～50kgの育成豚をオガクズ豚舎に導入し，その後約90日

間飼育して出荷していた。試験対象の第１～第３豚舎は

同一区域に隣接並立し，約200ｍほど離れて第４豚舎が

設置されていた。なお，試験期間は1986年11月より1987

年５月までの約６カ月間である。

試験対象豚：第１～第４豚舎の各63～68頭中17～23頭

を無作為に選抜し，導入時から出荷時まで原則的に同一

個体について追跡調査した。

検査項目：導入時から出荷時までの３カ月間にわたり，

原則的に月に１度の割合で各豚舎ごとに,それぞれ２あ

るいは３回の採血と採糞を行ない，同時にオガクズの採

材と体重測定も実施した。血液は教室に持ち返った後，

4℃で一晩放置して血清を分離し，供試した。糞便およ

びオガクズは４°Ｃに保存し，可及的速やかにそれぞれオ

バテクター法（佐伯ら，1982）およびウィスコンシン変

法（伊東，1980）で虫卵の検出を試みた。

なお，各回単一の豚舎から出荷したが，屠殺後の肝臓

の個体識別は実施できなかった。

成績

(1)ＥＬＩＳＡ法基本反応条件の検討

Ｆｉｇ．１は，雌雄体壁および内臓抗原をそれぞれ0.1～

l00IUg／mlに調整し，豚回虫感染豚血清を１００，２００お

よび400倍，さらに二次血清を10,000倍に希釈して反応

せしめた成績である。雌雄いずれも内臓抗原では，蛋白

量が増量するに伴い，陽性血清のＯＤ値はもちろん，

陰性血清のＯＤ値も非特異的に上昇する傾向が示され

た。

一方，雌雄の体壁抗原をｌ０ａｇ／mlの割合で使用した

場合，陽性血清希釈200倍におけるＯＤ値は，0.448お

よび0.514といずれもそれぞれの最高値を示した。しか

し，200倍希釈陰性血清のＯＤ値は，Ⅱ項に0.034,0.052

という低い値を示すに止どまった。また，成績の詳細は

割愛したが,混合抗原では陰性のみならず陽性血清の

ＯＤ値も他の４種抗原のそれに比較して，若干抑制され

る傾向が窺われた。従って，以後の検討には常に十分量

の抗原を供給可能で，また非特異反応が十分に抑制され，

かつ陽性と陰性血清のＯＤ値の差が明らかな雌体壁抗

原を，ｌＯＩＵｇ／mlの割合で使用することとし，被検血清

の希釈は200倍に設定した。Fig.２は，二次血清の至適

希釈倍率に関する実験成績であるが，5,000倍希釈では

200倍希釈陰性血清のＯＤ値が0.150を示したのに対し

て，10,000倍希釈では0.048に止どまり，非特異反応は

より十分に抑制されていた。

以上の反応条件で陰性血清27例についてＯＤ値を測

定し（Fig.３)，その99％棄却限界値（MatsudaetaL

1984）を算出したところ0.150という値を得た。陽性血

清８例について，同様の条件でＯＤ値を求めたところ，

全例が0.150を上回わったことから，この値を陽性限界

値として採用した。なお，雌内臓抗原の陽性限界値は

0.174と体壁抗原のそれよりもやや高い値を示し，かつ

陰性1例はわずかにこの値を上回った。

Fig.４は，豚鞭虫実験感染豚由来血清６例と，雌体

壁抗原との交差反応性について検討した成績であるが，

供試血清全例が陰性域に止まった。

(2)野外調査成績

Fig.５には，第１～第４豚舎の導入時および３か月

後のＯＤ値の推移を示した。全ての豚舎において平均
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豚数を比較した成績である。第１～第４豚舎の，導入時

のＥＬＩＳＡ抗体陽性率はそれぞれ5３（9／17)，１１（2／

18)，１９（4／21）および3０（6／20）％であったが，３

ケ月経過した時点では順に5３（9／17)，３１（5／16)，５２

(12／23）および6０（12／20)％に達し，第１豚舎を除い

ていずれも上昇傾向を示した。

各豚舎ごとの屠殺解体時の肝白斑陽性率は順に1０（４

／40)，４（1／23)，２８（5／18）および2２（4／18)％で

あった。一方，糞便検査では第３豚舎の23頭中の１頭に

回虫卵を認める止り，糞便からの虫卵検出率は極めて低

かった。また，第１および第４豚舎のオガクズについて，

おのおの４回および３回ずつ虫卵検査を行ったところ，

ＯＤ値の上昇傾向が窺われたが，特に第３および第４豚

舎では陽転した個体が多数認められた。すなわち，第３

豚舎では導入時４例（ＯＤ値0.157～0.215）が陽性域

を示したにすぎなかったが，３ケ月を経過するとさらに

8例が陽転し,合計12例（0.162～0.357）が陽性を示し

た。それに伴って平均ＯＤ値も0.109から0.162に上昇

した。また，第４豚舎では陽性例が６例（ＯＤ値０．２１６

～0.344）から12例（0.166～0.273）に増加し，平均

ＯＤ値も0.142から0.188に達した。

Ｔａｂｌｅｌは，各豚舎ごとのＥＬＩＳＡ陽性数および平均

ＯＤ値，さらにオガクズあるいは糞便からの虫卵検出成

績と，食肉衛生検査所における解体検査時の肝白斑陽性
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ともに1度ずつ回虫卵を見出した。しかし，第２および

第３豚舎のオガクズからは回虫卵を検出することはでき

なかった。

考察

周知のごとく，肝白斑症は肝臓を移行中の豚回虫幼虫

に対する宿主のアレルギー反応の結果生ずるものとされ

ている（吉原，1986)。実験的には50個の豚回虫成熟卵

を繰返し投与するか（Eliksen，1980)，あるいは50,000

(YoshiharaetaZ.，1987,1988）ないし75,000個（羽

生ら，1982）の成熟卵を２～５週間間隔で２～３回感染

せしめると，最終投与後１週間以内に肝白斑が必発する

ことが明らかになっている。一方，肝白斑の発現と成虫

の腸管寄生とは必ずしも－致せず，むしろ肝臓に病変が

認められても成虫が見出されないことが多い（吉原，

1986)。つまり，糞便検査が本症の確定診断になりえな

い場合が十分考えられる。そのため，特にオガクズ豚舎

では，敷料から虫卵を検出することで豚舎の汚染状況を

推察する方法が提唱されている（平・手塚，1985)。一

方，体内移行中の幼虫由来抗原に対する抗体を検出する

目的で，間接螢光抗体法（BuchwalderetaZ.，1981)，

ラジオイムノアッセイ（ＲｈｏｄｅｓｅｔａＬ１９８１)，間接

赤血球凝集反応（EridsenetaL，1980)，サーレス反

応（Lejkina，1965）あるいは，ELISA法（Eriksen，

１９８２；古谷ら，1986）などが検討されている。さらに
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り，いずれも発酵状態は不良であった。各豚舎それぞれ

17～21頭ずつの試験対象豚計76頭について，導入時（９０

日齢）にＯＤ値を測定したところ，第１～４豚舎の試

験対象豚のそれぞれ，９／1７（53％)，２／1８（11％)，４

／2１（１９％)，および6／2０（30％）が抗体陽性を示して

いた。すなわち，オガクズ豚舎導入時にすでに回虫に感

染していた可能性が疑われたため，試験対象豚および母

豚群それぞれ5頭を無作為に採糞し糞便検査を行ったが，

虫卵は全く見出せず原因の特定には至らなかった。しか

しながら，特に第１豚舎のごとく，導入時に半数以上が

抗体陽性を示した例では，哺育期間中に母豚から感染を

受けた同腹個体が存在していたことを示唆するものと思

われた。

導入約３か月後の抗体陽性豚数は各豚舎により異なっ

た。すなわち，第１豚舎では新たに陽性を示した個体は

認められず，群としての平均ＯＤ値もほとんど変化な

く推移した。第２豚舎では３頭が陽転したが，陽性率自

体は31％と最も低く，平均ＯＤ値は0.134であり，数値

としては陰性域に止まった。第３および第４豚舎では，

３ケ月を経過するとそれぞれ８頭および６頭が陽転し，

したがって陽性率はそれぞれ１９％から52％，および30％

から60％と明らかに上昇した。また，平均ＯＤ値も第３

豚舎で0.109から0.162,さらに第４豚舎では0.142から

0.188といずれも陽性域に達した。一方，肝白斑の発現

率は第３および第４豚舎でそれぞれ28％，および22％と

比較的高い値を示したのに対して，第１豚舎では10％，

第２豚舎では23頭中１頭（４％）の肝臓に白斑を認める

に止まった。抗体陽性率も平均ＯＤ値も低く，かつ糞

便およびオガクズともに虫卵陰性であった第２豚舎の肝

白斑発現率が低いことは当然予測された。しかし，第１

豚舎のように，導入時すでに抗体陽性率や平均ＯＤ値

が比較的高い豚舎で，肝白斑陽性率が１０％程度に止まっ

たという事実は，当初の予想に反するものであった。第

１豚舎のオガクズからは，回虫卵が検出されているもの

の，抗体が陽転した個体は全く認められず，その汚染程

度は比較的低いものと考えられた。つまり，導入時抗体

陽性の一部に，すでに肝白斑が形成されていたと仮定し

ても，出荷前の一定期間回虫卵の感作をうけることなく

経過することによって，肝白斑は軽減あるいは消失した

(CopemanandGaafar，１９７２；EriksenetaZ.,1980）

のではないかと推察された。

一方，第３および第４豚舎では導入時に抗体陰性だっ

た豚の多くが，ここであらたに豚回虫卵の感作をうけ，

その結果両豚舎の抗体陽性率と平均ＯＤ値が上昇し，

結果として肝白斑の発生率も比較的高い値を示したもの

と思われた。ＥＬＩＳＡで得られたこれらの成績と，オガ

クズあるいは糞便からの虫卵検出成績とは必ずしも－致

せず，本症の摘発の難しさがあらためて指摘された。し

Soulsby（1957）は，野外の肝白斑陽性豚から，皮内反
応および沈降反応により抗体を検出したと報告し，また

YoshiharaetaLも補体結合反応（1987）あるいは皮

内反応（1988）により，それぞれ肝白斑発症豚155頭中

から74例（48％）および'7頭中から13例（77％）の陽性

例を検出したと述べている。

本研究の目的は，オガクズ養豚において衛生管理上重

要な問題の一つとなっている肝白斑症の発生状況を，

ＥＬＩＳＡ法により飼育群単位で推測することにあった。

そのため，まず操作の過程で，特別な遮光処置を必要と

しないＡBTSを発色剤としたＥＬＩＳＡ法の基本反応条

件を再検討した。豚回虫抗体検出のためのＥＬＩＳＡ用抗

原としては，虫卵や幼虫が多用されてきたが，古谷ら

(1986）は，豚回虫雌成虫ＶＢＳ抽出抗原とO-Pheny‐
lenediamineによるＥＬＩＳＡを実施し，本法がゲル内

沈降反応や補体結合反応に比べ，検出感度の点で優れて

いることを確認している。この成績を踏まえて，予備実

験として雌成虫の凍結融解抗原とＡＢＴＳを用いた

ＥＬＩＳＡ法により抗体の検出を試みたが，上述の古谷ら

(1986）の報告にあるように，非特異反応を十分抑制す

ることができなかった。そこで，抗原作製法を検討すべ

く，先ず豚回虫成虫を雌雄に分け，さらにそれぞれの体

壁および内臓抗原を作製しＥＬＩＳＡ法を実施した。その

結果，雌雄内臓抗原では蛋白量の増加に伴い，陽性およ

び陰性血清ともにＯＤ値の上昇傾向が示された。一方，

体壁抗原では蛋白量lOLZg／mlを境に陽性血清のＯＤ

値はむしろ下降したが，陰性血清のＯＤ値は低値のま

ま安定しており，両血清間のＯＤ値の差はｌｑＵｇ／ｍｌ

で最も明らかであった。通常，雌虫体は雄よりも大きく，

寄生虫体数も多いことに加えて，体壁は同一ロットの抗

原を大量に作製することができる点も考慮して，以後の

ＥＬＩＳＡ用抗原には特異性が高いと思われる雌虫体体壁

を使用することとした。そこでこの抗原の蛋白濃度を１０

〃ｇ／mlに調整し，被検血清を200倍および二次血清を

10,000倍に希釈した場合，陰性対照血清27例のＯＤ値

から得た99％棄却限界値（MatsudaetaZ.，1984）は，

0.150という十分に低い値を示した。この値を陽性限界

値とすると，陰性血清は全例陰性域に止まり，非特異反

応はほぼ抑制されたものと考えられた。

ＥＬＩＳＡ反応条件を以上の通りに設定し，群馬県下の

一貫生産農場を対象に，糞便およびオガクズ検査を並行

して行い，豚回虫による汚染程度と肝白斑症発現状況と

の関連について調査した。当該農場は約２年前にオガク

ズ豚舎に改造したとのことで，オガクズは原則的には交

換せずに不足分を追加する方式をとっていた。事前の調

査によれば，常に出荷豚の20～30％に肝白斑を認めてい

た。豚舎のうち，試験対象の第１～第３豚舎のオガクズ

は乾燥し，第４豚舎では逆に水捌けが悪く泥ねい状であ
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かし，上述してきたように，ＥＬＩＳＡＯＤ値を経時的に

測定することで，肝白斑症の発生状況を飼育群単位で推

測できるものと判断された。また，ＥＬＩＳＡＯＤ値の推

移は，単に豚回虫による汚染の程度を意味するだけでな

く，回虫と類似の感染様式をもつ他の寄生虫あるいは病

原体の侵入の可能性を窺わせることから，オガクズの交

換など豚舎の衛生管理上の可及的速やかな対応を促す，

一種の指標となるものと思われた。なお，Yoshihara

etaZ．（1990）は，豚肺虫が肝白斑症を惹起する可能性

を実験的に証明しているが，本報告の試験対象豚につい

ては，虫卵および屠殺解体時の肺臓病変のいずれも認め

られず，その寄生は否定された。一方，糞便検査により

豚鞭虫の寄生が確認された試験対象豚が－部存在したが，

Fig.４に示した如く，体壁抗原と豚鞭虫感染豚由来血

清との交差反応性はなく，従って本試験で得られた

ELISAの反応特異性は高いものと判断された。しかし，

オガクズ豚舎における豚鞭虫の感染は，ときに重度な急

性豚鞭虫症を惹起し，育成豚の正常な発育を損なうこと

もあるので，当該農場のみならずオガクズ養豚農場では

十分な衛生対策が望まれる。この問題に関しては別の機

会に述べる予定である。
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! Abstract •
: I

APPLICATION OF ELISA FOR FIELD SURVEY OF MILK SPOTS

CAUSED BY ASCARIS SUUM INFECTION IN PORKERS

HIDEHARU SAEKI, SATOSHI SUZAKI, AKIHIRO SEI, TSUYOSHI TAKAHASHI AND

TOSHIO ISHII

Department of Parasitology, Nippon Veterinary and Animal Science University,

Kyonan-cho, Musashino, Tokyo 180, Japan

In order to apply the ELISA utilizing ABTS (2,2'-Azino-di-[3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid(6)])

as a substrate for horseradish peroxidase to field survey of milk spots on the liver of commercial porkers

bred in the pigpens using fermented saw dust for litter (FSD-pigpen), the reactive conditions were firstly

investigated. In comparative studies on practical antigenicities of 4 kinds of Ascaris suum antigens, female

somatic layer was proved as the most appropriate and also available source material for the ELISA antigen.

The upper limit of 99% critical range of the absorbance among negative sera was calculated as 0.150. On

the other hand, OD values of all positive reference sera isolated from ascaris-infected pigs were far above

this level, so it was evaluated that this ELISA procedure could be utilized for practical use.

Therefore, the follow-up investigations were carried out on the commercial porkers bred in 4 FSD-

pigpens in Gumma Prefecture for 3 months by the ELISA and egg examinations, and the official meat

inspections were finally carried out at the slaughter house. The results obtained suggest that the incidence

of milk spots in a herd of commercial porkers raised in an identical pigpen should be expected by observing

the aspect of changes of OD values. That is, the high incidence of milk spots should be detected on the

slaughtered porkers of which mean OD values increased from negative to positive range during 3 months

of posterior half term of feeding period.




