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要 約 

2015 年に WHO 総会で採択された薬剤耐性グローバルアクションプランを受け、2016

年、日本でも薬剤耐性アクションプランが施行され、畜産分野でも抗菌性物質の適切な使用

が求められている。そのため現状の抗菌性物質使用量を評価する必要があるが、国内の酪農

家においてはそのような報告は少ない。乳牛の代表的な疾病である乳房炎は抗菌性物質の

使用量を増加させる主な要因であり、欧州を中心とした諸外国では、特に抗菌性物質の使用

量を増加させる乾乳期の乳房炎治療（dry cow treatment：DCT）が問題視され見直される

動きがある。また、近年では乳房炎予防のためのワクチンが発売されて普及し始めており、

乳房炎防除による抗菌性物質の使用低減効果が期待されている。 

本研究は千葉県の酪農における抗菌性物質の使用の実態を調査するとともに、抗菌性物

質の使用量低減のための臨床技術、および予防法について検討することを目的とした。 

本論文は 5 章から構成されており、第 1 章で研究背景と目的、第 2 章で抗菌性物質の使

用量調査、第 3 章、第 4 章では抗菌性物質の使用量低減のための臨床現場での取り組みに

関する研究内容を述べ、第 5 章ではそれらを総括して考察し論じている。 

第 2 章では千葉県の酪農家で使用された抗菌性物質を、Defined daily dose（DDD）値を

用いて集計し評価した。DDD 値は「医療品の主な適応症に対する 1 日あたりの仮想平均維

持量」と定義され、医療分野での抗菌性物質使用量調査のために生まれた概念であるが、近

年、欧州各国を中心に動物用 DDD 値を設定し、抗菌性物質使用量を評価する取り組みが行

われている。本調査では、県内酪農家における抗菌性物質使用状況を 2014 年～2016 年の

3 年間分調査し、製品ごとに定められた日本版動物用 DDD 値を用いて Treatment Days（平
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均治療日数）を算出し、解析を行った。また、近年の農家戸数減少・大規模集約化の傾向を

踏まえ、抗菌性物質使用量と飼養規模ごとの比較を行った。2016 年の 1 年間については、

乳房炎原因菌の薬剤耐性との関連も調べた。その結果、乳房炎に使用される抗菌性物質、特

に乾乳期治療に用いられるペニシリンの Treatment Days が最も多いことが分かった。規

模別では成牛飼養頭数 30 頭未満の小規模農家よりも 30 頭以上の中・大規模農家の

Treatment Days が大きい傾向にあった。また、乳房炎の原因菌で薬剤耐性菌が検出された

農家ではより Treatment Days が大きい傾向がみられた。DDD 値を用いて解析したことで

抗菌性物質の種類ごとでの比較が可能になり、乳房炎防除の対策をすることで抗菌性物質

使用量を低減できる可能性を示すことができた。 

第 3 章では、抗菌性物質使用量を増加させる要因の一つである難治性の慢性乳房炎に対

する新たな治療法について研究した。Streptococcus uberis（S. uberis）などを起因菌とす

る乳牛の乳房炎では、菌が乳房内でバイオフィルムを形成し、抗菌性物質や免疫細胞の作用

に抵抗性を示すことで難治化すると考えられている。本研究では、管内酪農家で発生した難

治性乳房炎に対して高張食塩水による乳房内洗浄とショート乾乳（3日間の搾乳休止）を併

用した治療を実施し、その治療効果について検討した。試験群では対照群よりも有意に高い

治癒率が得られたことから、本法はバイオフィルムの関与が疑われる難治性乳房炎に対し

有効であり、抗菌性物質使用量低減につながる新たな治療法であると考えられた。 

第 4 章では、大腸菌群による甚急性乳房炎や Staphylococcus aureus（S. aureus）によ

る慢性乳房炎が多発し問題となっていた 1 酪農家で乳房炎ワクチンを使用し、その効果を

検証した。当該農場では大腸菌群と S. aureus の乳房炎を予防する目的で 2017 年 6 月か
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ら二価不活化乳房炎ワクチンの接種を開始した。その結果、2017 年度は 2015 年度と比較

してバルク乳の平均体細胞数の減少、乳房炎の診療回数および診療費用の減少が認めら

れ、重篤化する乳房炎が減少したことが示された。また本農家の Treatment Days は

2016 年に比べ 2017 年、2018 年と大きく減少した。本ワクチンは日本で発売開始されて

間もないため今後も継続した検証が必要ではあるが、乳房炎による損失を軽減するととも

に、抗菌性物質使用量の低減につながる可能性が示された。 

第 5 章ではこれらの結果を踏まえ、総合的な考察を行っている。第 2 章の調査で酪農に

おいては特に乳房炎が抗菌性物質使用量を増加させることが示唆された。抗菌性物質使用

量の低減のためにはこのような調査によるモニタリングの継続が必要不可欠であり、今後

は千葉県に限らず全国的な調査が行われることが望まれる。また、調査の結果を踏まえて

抗菌性物質使用量低減を実行するのは畜産農家自身と、産業動物臨床に携わる獣医師の責

務である。その実現のためには、第 3、4 章で行ったような臨床現場での個体診療技術や

予防獣医療の研究を今後も積み重ねてゆくことが重要であると考える。 
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本論文中で使用している略語 

ACM: acutE. coliform mastitis 

AMR: antimicrobial resistance 

BDCT: blanket dry cow therapy 

CDC: Centers for Disease Control and prevention 

CNS: coagulase negative staphylococci 

DCT: dry cow therapy  

DDD: defined daily dose 

DDDAF: the defined daily dose animal based on the antibiotic usage data of a particular 

livestock farm  

DDDANAT: the defined daily dose animal based on national antibiotic usage data 

E. coli: Escherichia coli 

EMA: European Medicine Agency 

ESBL: extended-spectrum beta-lactamase 

FDA: Food and Drug Administration 

HSS: hypertonic saline solution 

MRS: methicillinn-resistant staphylococci 

MRSA: methicillinn-resistant staphylococcus aureus 
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OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development 

OS: other streptococci 

PCU: population correction unit 

QS: quorum sensing 

SDCT: selective dry cow therapy 

SDA: the Netherlands veterinary medicines institute 

S. aureus: Staphylococcus aureus 

S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis 

S. uberis: Streptococcus uberis 

USDA: United States Department of Agriculture 

WHO: World Health Organization 

 

 

 

 

 

  



9 

 

 

 

第 1 章  

酪農における抗菌性物質使用の現状と課題 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

抗菌性物質使用と薬剤耐性 

抗菌性物質の歴史は古く、Fleming が 1928 年に初めてペニシリンを発見し（Fleming 

1929）、1940 年にペニシリンが合成されて以降、様々な種類の抗菌性物質が発見、開発さ

れてきた（Fischbach & Walsh 2009）。1970 年代以降では抗菌性物質の新規開発競争が激

化し、先進国を中心により効果が強く、より広域の抗菌スペクトルをもつ抗菌性物質が求め

られてきた。この時期に、極めて広域なスペクトルを持つカルバペネム系を含むβラクタム

系や、マクロライド系、テトラサイクリン系などは第 2、第 3 世代まで開発された他、セフ

ァロスポリン系、キノロン系、などは第 4 世代まで改良が進み、バンコマイシンなどの合成

抗菌薬も誕生した（Zanel et al. 2007; Fischbach & Walsh 2009）。一方、薬剤耐性菌はペ

ニシリンが普及し始めた 1940 年代から存在していたとされるが（Knapp et al. 2010）、1980

年代以降、ヒト医療および獣医学分野で急速に多剤薬剤耐性菌が増加している

（Laxminarayan et al. 2013）。アメリカの Centers for Disease Control and prevention

（CDC）や World Health Organization（WHO）は Clostridioides difficile やカルバペネ

ム耐性薬剤耐性腸内細菌、extended-spectrum beta-lactamase（ESBL）産生腸内細菌、バ

ンコマイシン耐性腸球菌、methicillin-resistant staphylococcus aureus（MRSA）、多剤耐

性アシネトバクター、多剤耐性緑膿菌などを重要な薬剤耐性菌として挙げている（CDC 

2013; WHO 2017）。また、先進国以上に開発途上国では院内感染が増加しており、

Escherichia coli（E. coli）や Klebsiella 属の多くが第 3 世代セファロスポリンやゲンタマ
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イシンなどの主要な抗菌性物質に耐性を示したとの報告もある（Waters et al. 2011）。グラ

ム陰性菌などによる敗血症は生後 4 週間以内の新生児の死亡原因の 25％以上を占め、ほと

んどが開発途上国での発生である（Lawn et al. 2005）。その治療において、ESBL 産生菌

などの多剤耐性菌の増加は深刻な問題である（Viswanathan et al. 2012）。 

このような薬剤耐性菌が増加する一方で、菌に有効な新規の抗菌性物質の開発は 1980 年

代がピークでその後は減少し続けている（Cooper & Shlaes 2011）。英国政府の調査委員会

による O’neal report では AMR に関連した死者は毎年約 70 万人おり、2050 年には 1,000

万人に増加することが予測され、世界的な関心を集めている（O’neal 2016）。この O’neal 

report の最終報告では、解決のための方策として、抗菌性物質使用に関する啓蒙活動、新規

の抗菌性物質の供給、診断技術の改良による抗菌性物質のより選択的な使用、そして農業で

の抗菌性物質使用の削減、の 4 つの介入が特に重要であると述べている。これを受け、最近

では実際に低中所得国（LIMIC）での薬剤耐性感染症の調査や、新規抗菌性物質の開発のた

めに大規模な基金が設立されるという動きもある（Seale et al. 2017; Mullard 2020）。それ

らと同様に農業、特に畜産分野での抗菌性物質使用削減に向けた世界規模での取り組みが

求められている。 

 

畜産における抗菌性物質使用 

 畜産において抗菌性物質は家畜の健康維持、人獣共通感染症の予防の他、成長促進の目的
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で使用されて様々な恩恵をもたらすが、同時に薬剤耐性菌の増加により公衆衛生上の問題

を引き起こす可能性もある諸刃の剣である（Hao et al. 2014）。アメリカの Food and Drug 

Administration （FDA）の調査では、抗菌性物質の販売量のうち 70％以上が畜産を中心と

する動物用抗菌性物質であるとしている（FDA 2015）。また近年、経済成長著しい BRICS

（ブラジル、ロシア、インド、中国、南アフリカ）などを中心に世界的に畜産物の需要が高

まり、農業の大規模集約化が進むとともに、抗菌性物質の使用量も急増しており、今後も増

加傾向が続くと予想されている（Van Boeckel et al. 2015）。畜産における抗菌性物質の使

用量増加は選択圧を高めて薬剤耐性菌の出現につながると考えられており、E. coli の薬剤

耐性率と抗菌性物質使用量の強い相関の報告（Chantziaras et al. 2014）や、成長促進目的

の低用量の抗菌性物質使用と薬剤耐性菌の関連を示す報告（You et al. 2014）もある。 

畜産動物由来の薬剤耐性菌は、家畜の感染症治療を困難にするだけでなく、家畜の飼養者

を始め、堆肥中や流通している鶏肉においても存在が確認されており、環境や畜産物を通じ

て多くの人へ伝播することが懸念されている（田村 2017; Smith et al. 2013; Graham et al. 

2009; Price et al. 2005）。 

OECD 加盟国での調査によると、畜産における家畜バイオマス重量（Population 

correlation unit: PCU）当たりの抗菌性物質使用量は豚が最も多く平均 172 mg/PCU、 鶏

が平均 148 mg/PCU、牛が平均 45 mg/PCU となっている（Van Boeckel 2015）。この傾向

は日本でも同様で、2005 年から 2013 年の抗菌性物質販売量調査では豚が 442～499 
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mg/PCU、 鶏が 87～124 mg/PCU、乳牛が 45～74 mg/PCU、肉牛が 40～64 mg/PCU で

あった（松田ら 2017）。抗菌性物質系統別では全家畜種でテトラサイクリンが最も多く、

ペニシリン系やサルファ剤がそれに続くが、牛、特に乳牛においては豚や鶏でほとんど使用

されていないセファロスポリン系の使用量も多い。また、投与経路別販売量では豚、鶏がほ

とんど経口投与であるのに対し、牛では経口投与は 6 割程度で注射薬の占める割合が大き

く、乳牛では乳房内投与薬が 1 割程度を占めている（杉浦 2015）。このことは群管理が主

体で飼料に混ぜて抗菌性物質を使用する頻度が多い豚、鶏に比べ、牛に対しては注射投与や

乳房内投与など、個体診療で使用される抗菌性物質が多いことを示している。そのため、抗

菌性物質使用量削減のためには他の畜種とは違ったアプローチが必要である。 

 

乳房炎に対する抗菌性物質使用 

乳牛においては成長促進の目的での抗菌性物質使用も行われてはいるが（Hughes et al. 

2014; Herago et al. 2017）、臨床型および潜在性乳房炎、子宮炎、胎盤停滞、呼吸器病、運

動器病などを含む感染症治療に主に使用され（Lhermie et al. 2018）、なかでも最も多く使

用されているのは乳房炎に対してである（Pol & Ruegg 2007; Oliver et al. 2011; Stevens 

et al. 2016; Loo et al. 2020）。また、泌乳期の終わりに抗菌性物質を乳房内投与する dry cow 

treatment（DCT）は多くの国で大部分の牛に対して行われており、抗菌性物質使用量を大

きく引き上げる原因となっている（Brunton et al. 2012; Higgins et al. 2012; González 
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Pereyra et al. 2015; Swinkels et al. 2015; Stevens et al. 2016）。一般的に、乳房炎の治療

にはβラクタム系、セファロスポリン系、アミノグリコシド系、テトラサイクリン系、フル

オロキノロン系などの抗菌性物質が、乳房内投与および全身投与で用いられる（Loo et al. 

2020）。このような抗菌性物質の過剰な乳房内投与は薬剤耐性菌の増加との関連が示唆され

ている（Saini et al. 2012 & 2013）。医療上重要な第 3 世代セファロスポリン系の抗菌性物

質は、日本では乳房炎に対して認可された薬剤はないが、世界各国で使用されている

（Wagner & Erskine 2013; Hockenhull et al. 2017）。セフチオフルは ESBL 産生菌の増加

の原因となりうると考えられており、実際に近年、乳牛から分離された E. coli などの腸内

細菌において ESBL 産生菌の割合の増加が報告されている（Heider et al. 2009; Boireau et 

al. 2018）。また、フルオロキノロン系への耐性をもつ乳牛由来の E. coli の存在も報告され

ている（Duse et al. 2016; Yu et al. 2020）。これらの系統の抗菌性物質の薬剤耐性拡大は世

界的な懸念事項であり、酪農における使用は検討されなければならない課題である。 

 

乳房炎とバイオフィルム 

 牛の乳房炎は Staphylococcus aureus（S. aureus）、coagulase negative staphylococci

（CNS）、Streptococcus spp.、E. coli などが主な起因菌である（Keane 2019）。乳房炎の

症状や重篤度は罹患動物の健康状態や免疫系などを含む様々な要因に左右されるが、

Streptococcus uberis（S. uberis）に代表される Streptococcus spp.、S. aureus、大腸菌群
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などを起因菌とする乳牛の難治性乳房炎は、これらの菌のバイオフィルム形成能が難治化

に関わっていると考えられている（Otto 2008; Bohl et al. 2020）。バイオフィルムとは特定

の細菌がコロニーを形成する際につくられる構造体であり、浮遊した細菌が物質や組織表

面に接着して細菌の密度が増加すると、菌体外多糖、細胞外 DNA やタンパク質など、バイ

オフィルムの主成分を産生するようになり、これらの成分に包まれながら細菌がさらに集

合、増殖しバイオフィルムが成熟する（図 1）（Costerton et al. 1999）。生体内ではこの過

程で抗菌性物質や免疫細胞の作用で大部分の細菌は死滅するが、一部はバイオフィルム内

で persister cells という休眠状態のような形態で生き残り、抗菌性物質や免疫細胞に対して

抵抗性を示すようになり、感染の慢性化や薬剤耐性菌の出現が誘発される（Lewis 2008）。

バイオフィルム内の細菌が抗菌性物質に抵抗性を示すメカニズムとしては、バイオフィル

ム自体が分子フィルターとして抗菌性物質の浸透を防ぐこと、persister cells の増殖速度が

非常に遅く増殖期に効果的な抗菌性物質が作用しにくいことや、バイオフィルム内の pH、

pO2、pCO2 などの微小環境の変化が抗菌性物質の活性を阻害することが考えられている

（Dunne 2002）。また近年では、細菌同士が密度を感知して伝達物質によりコミュニケー

ションを行う quorum sensing（QS）とバイオフィルム形成および薬剤耐性獲得との関連が

注目されている。QS は Vibrio fischeri の培養において、菌の増殖に伴って蛍光物質が産生

されるという現象から発見された機構であり（Kaplan & Greenberg 1985）、その後様々な

菌種で QS 関連遺伝子が発見されてきた（Lewis 2008）。 
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難治性乳房炎の代表的な菌である S. aureus においても QS がその病原性に関与してい

ると考えられている（Singh & Ray 2014）。牛の乳汁由来の S. aureus や E. coli でも QS 関

連遺伝子と病原性や薬剤耐性との関連が報告されており（Mahmmod et al. 2018; Yu et al. 

2018）、乳房炎治療戦略において QS に関する研究は今後重要になると考えられる。上記の

ように、in vitro では乳房炎とバイオフィルムの関連が強く示唆されており、in vivo（牛の

乳房内）で S. aureus のバイオフィルム成分の存在を検出した報告もあるため（Schönborn 

& Krömker 2016）、抗菌性物質を過剰に使用しないためにも、バイオフィルムの存在を念

頭に置いた乳房炎対策が求められている。その 1 つとして近年、S. aureus のバイオフィル

ムおよび大腸菌群を標的とした乳房炎ワクチンが利用され始めており（Schukken et al. 

2014）、乳房炎防除への効果が期待されている。 

 

本研究の目的 

 本研究の主要な目的は薬剤耐性拡大防止のための抗菌性物質使用量低減である。第 2 章

ではそのための第一歩として、日本国内で行われていなかった酪農における抗菌性物質使

用の実態の調査が必要不可欠であると考え、千葉県内での調査研究を行った。抗菌性物質の

種類や投与経路の影響をより詳細に反映させるため、有効成分重量ではなく Defined daily 

dose（DDD）値を用いて集計した。 

 また、酪農において抗菌性物質使用量を増加させる最大の原因は乳房炎であるという考
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えのもと、第 3 章ではバイオフィルム産生菌による慢性の難治性乳房炎に対する解決策と

しての新たな臨床技術の検討、第 4 章では乳房炎ワクチンの乳房炎発生抑制および抗菌性

物質使用量低減効果の検討を目的として臨床現場での研究を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



物質・組織表面

浮遊細菌

接着

遊離・拡散

　 菌体

菌体外多糖

細胞外DNA

タンパク質

抗菌性物質

免疫細胞

バイオフィルム形成
抵抗性

図1．バイオフィルム形成と抵抗性（模式図）
バイオフィルム形成能をもつ浮遊細菌が物質や組織の表面に接着し増殖すると菌体外多糖、細
胞外DNA、タンパク質などの成分を分泌してバイオフィルムを形成し、抗菌性物質や免疫細胞
の作用に抵抗性を示す。一部の細菌は遊離して再び浮遊細菌となり、別の場所へ拡散される。
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第 2 章 

日本版動物用 DDD 値（Defined daily dose）を用いた千葉県内酪農家における 

抗菌性物質の使用量評価 

（5 年以内に出版予定） 
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第 3 章 

 乳牛の難治性乳房炎に対する高張食塩水による乳房内洗浄と 

ショート乾乳を併用した治療 
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序 論 

前章では乳房炎の治療が抗菌性物質使用量を増加させている主な要因であることが示さ

れた。本章では泌乳期の乳房炎に対する抗菌性物質使用量を増加させる要因の 1 つである

難治性乳房炎の新たな治療法についての研究を行った。泌乳期の乳房炎は通常、有効な抗菌

性物質を 1 クール 3 日間、搾乳時に乳房内投与する治療が実施されているが（乳房炎抗菌

剤治療ガイドブック）、ショート乾乳は Streptococcus spp.などを起因菌とする慢性乳房炎

に対して、罹患乳房の一時搾乳休止（3 日間）により乳房内の液性および細胞性免疫の作用

を高めることを目的として行われる治療法である（図 6）（近藤ら 2013）。田中らは S. uberis

による慢性乳房炎に対し、高拡散性カプリル酸モノグリセライドを基剤とするセフェム系

乳房内注入薬を乳房内注入した上でのショート乾乳が有効であったと報告しているが、薬

剤感受性があるにもかかわらずショート乾乳で治癒しなかった症例も存在し、S. uberis の

強いバイオフィルム形成能がその一因であるとしている（田中ら 2017）。また、乳房内洗

浄は主に大腸菌群による急性乳房炎（acute coliform mastitis：ACM）に対して乳房内の菌

数およびエンドトキシンを減少させ症状の増悪を防ぐ目的で行われる（Shinozuka et al. 

2009）。本研究では、in vitro で S. aureus などのバイオフィルムに 1 M 以上の濃度の NaCl

を 10 分以上曝露させることでバイオフィルムを分解する効果が高いとの Chiba らの報告

（Chiba et al. 2014）をもとに、乳房内に形成されたバイオフィルムを高濃度の食塩水によ

る乳房内洗浄により分解・除去することができれば抗菌性物質の治療効果やショート乾乳
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による免疫細胞の機能が増強されるという仮説を立てた（図 7）。本研究では、高張食塩水

で乳房内洗浄を行った後にショート乾乳を実施する治療法を考案し、難治性乳房炎に対す

る治療効果を検討した。また、この治療法のバイオフィルム分解効果を検証する目的で、治

療後の個体の乳汁細菌検査や血液検査による経時的な追跡および乳汁中のバイオフィルム

の検出試験を行った。また、対象動物から分離された乳房炎起因菌のバイオフィルム形成能

とその高張食塩水による分解効果の検証のため、microtiter plate 法で in vitro の実験を試

みた。 

 

材料と方法 

1．高張食塩水による乳房内洗浄とショート乾乳を併用した治療の効果 

調査期間および対象農家：千葉県農業共済組合西部家畜診療所管内 55 酪農家のうち、

2017 年 1 月～2017 年 9 月に難治性乳房炎の発生があり試験内容に同意が得られた 16 酪農

家を対象農家とした。全身症状を伴わない慢性乳房炎を呈し、細菌分離培養にて起因菌を同

定した分房で、薬剤感受性に基づいた泌乳期用乳房炎軟膏による通常の治療を 3 日間×3 ク

ール以上実施、またはショート乾乳を実施したにも関わらず治癒しなかったものを難治性

乳房炎罹患分房と定義した。 

対象動物および分房：対象農家で飼養され、難治性乳房炎に罹患したホルスタイン種雌牛

42 頭、計 50 分房を対象とした。 
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1）乳房内灌流液中の NaCl 濃度の検証 

予備試験として、高張食塩水（高張食塩注®、共立製薬、NaCl 濃度 5.85%、約 1.23 M ）

または生理食塩水（動物用生食 V 注射液®、日本全薬工業、NaCl 濃度 0.9%、約 0.15 M）

による 4 回の連続した乳房内洗浄（各回 250 mL 注入）における灌流液中の NaCl 濃度を

測定した（各 n=1）。灌流液は 200 mL を排出した直後に 50 mL を回収し、電解質分析装置

EX-Z（株式会社常光）を用いてイオン電極法で測定した Na イオン濃度から NaCl 濃度を

算出した。 

2）高張食塩水による乳房内洗浄を併用したショート乾乳 

以下の手順で実施した。 

（１）罹患分房内の乳汁を充分に排出した。 

（２）試験群（n = 38）では高張食塩水、対照群（n = 12）では生理食塩水を、プラスチッ

ク製導乳管（ミルクカニューラ®、（株）川崎生物科学研究所）および動物用輸液用チューブ

（動物用補液セット®、日本全薬工業）を用いてそれぞれ 250 mL を罹患乳房内注入後、10

分間静置した（図 8 参照）。 

（３）乳房内から排液した後、計 1 Ｌを使い切るまで 3 回乳房内洗浄を繰り返した。なお、

初回の乳房内灌流液のうち 200 mL 排出後の 10 mL を滅菌スピッツ管で回収し、後述の塗

抹標本作製に用いた。 

（４）乳房内洗浄終了後、セファゾリン乳房注入薬（セファメジン Z®、日本全薬工業、以
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下セファメジン Z®）を注入しショート乾乳を実施した。 

3）乳汁細菌分離培養と治癒判定 

処置実施日を 0 日として、処置 3、7、14、21 日後で採材した乳汁 10 μL をクロモアガー

オリエンタシオン培地に塗抹し、細菌分離培養検査およびコロニー数の計測を行った。処置

21 日後で乳汁から乳房炎起因菌が分離されなかったものを治癒と判定した。なお、S. uberis

以外の Streptococcus spp. (Other streptococci: OS）については菌数 250 個/mL 未満を治

癒とした。 

4）試験群内での個体情報の比較：試験群をさらに治癒した群（効果あり群、n = 27）と治

癒しなかった群（効果なし群、n = 11）に分け、処置 0 日における年齢、分娩後日数および

乳頭口スコア（1 から 4）を調査し、慢性炎症の指標として血清中 TP（総蛋白）および A/G

（アルブミン/グロブリン）比を測定した。なお、試験群において同一個体で複数分房を処

置した場合、乳頭口スコア以外の項目では全分房が治癒した個体を効果あり群（n = 22）、

治癒しない分房があった個体を効果なし群（n = 11）として比較した。 

5）免疫動態の解析 

 試験群（n = 3）、対照群（n = 3）において処置 0 日、3、7、14、21 日後に採血を行

い、末梢血白血球細胞構成をフローサイトメーターにて解析した。解析は白血球表面抗原

である CD4、CD8、CD14、CD21、CD335、WT1 に対する抗体を使用した。 

6）乳房内灌流液中のバイオフィルムの評価 
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Kajiyama らの方法（Kajiyama et al. 2009）を改変し、乳房内灌流液中のバイオフィル

ムの定量評価を行った。S. uberis または OS が検出された個体（試験群 n = 3、対照群 n = 

3）において、初回の乳房内灌流液 10 mL を遠心分離（7,000 rpm、10 分間）後上清を捨

て、沈渣を生理食塩水で 2 mL に希釈した溶液 10 μL をスライドグラス上に塗抹（10 mm 

× 10 mm）後、火焔固定し、1%クリスタルバイオレット溶液（Hacker 氏液）で 5 分間染色

した。顕微鏡（1,000 倍）にてランダムに 15 視野を撮影し、画像処理ソフト ImageJ®（Wayne 

Rasband (NIH)）にて解析を行い、バイオフィルム領域の占める面積を計測した（図 9）。 

1.3 統計解析 

統計処理は統計ソフト Statcel2（オーエムエス出版、埼玉）を用い、乳汁中細菌数の経時

変化の比較には多重比較検定（Steel の方法）、治癒率についてはFisher の正確確率検定

、試験群の効果あり群と効果なし群の比較にはWelch のt検定、Wilcoxon の順位和検定を

用いた。全ての統計処理においてp < 0.05を有意とした。 

2．Microtiter plate でのバイオフィルム形成実験 

Merritt らおよび O'Toole の方法を改変し、in vitro で microtiter plate でのバイオフィ

ルム形成実験を行った（Merritt et al. 2005; O'Toole 2011）。 

クロモアガーオリエンタシオン培地（関東化学）で発育した臨床型乳房炎の乳汁由来の S. 

aureus 4 株および S. uberis 4 株の 1 コロニーを 5 mL の BHI 培地（brain heart infusion 

broth、ニッスイ）に接種後、37℃、overnight で振とう培養した。Geoghega らおよび Dieser
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らの方法を参考に、培養液を S. aureus は BHI＋1% glucose、S. uberis は BHI＋1％

sucrosede で 1/100 希釈し、96 well 平底ポリスチレンプレート（F8 Maxisorp Nunc-

immuno Module 468667、Thermo Scientific™）に 100 μL ずつ分注しプレートシールで

密閉後、37℃で 48 h 培養した（Geoghegan et al. 2010; Dieser et al. 2017）。その後浮遊細

菌除去のためデカントで上清を捨て、蒸留水を満たしたバットに静かに浸し 3 回洗浄した。

洗浄水を除去し 0.1%クリスタルバイオレットを 125 μL 加え、10 分室温で静置した後、同

様に蒸留水で 3 回洗浄、水分除去し、60 分風乾させ、バイオフィルム形成を目視で確認し

た。 

 

結 果 

1．高張食塩水による乳房内洗浄とショート乾乳を併用した治療の効果  

予備試験の結果、高張食塩水を用いた乳房内洗浄の灌流液中では 4 回全てで 1 M 以上の

NaCl 濃度が保たれていた（表 4）。 

本研究で対象となった罹患分房の乳汁中細菌数の推移を図 10 に示した。処置 0 日と比較

して対照群では処置 3 日後のみ、試験群では処置 3 日後以降すべての日で有意な減少がみ

られた。検出された乳房炎起因菌および治癒率は表 5 のとおりである。菌種は S. uberis が

最も多く、菌種別の治癒率では、試験群の S. uberis における治癒率は 87.0%（20/23）であ

った。全菌種合計の治癒率は試験群で 71.1%（27/38）となり、対照群の 33.3%（4/12）と 
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比較して有意に高かった（表 5）（ｐ＜0.05）。 

試験群内で治癒した個体または分房（効果あり群）と治癒しなかった個体または分房（効

果なし群）の個体情報を比較した結果、年齢（5.05 ± 1.74 vs 5.81 ± 1.15）、分娩後日数（180.4 

± 162.3 vs 190.7 ± 100.7）では有意差はみられなかったが、乳頭口スコア（2.00 ± 0.78 vs 

2.73 ± 0.79、p < 0.05）は効果あり群で有意に低値であった（表 6）。また有意ではないが効

果なし群で TP が高く、A/G 比が低い傾向であった（表 6）。 

免疫動態の解析では、両群で処置 3 日後に末梢血中の CD14（単球・マクロファージのマ

ーカー）陽性細胞率が増加する傾向がみられた（図 11）。その他の抗原に関しては異常値が

みられ信頼性が低いため、データは記載しない。 

乳房内灌流液の塗抹では、バイオフィルムの占める面積は試験群 20.8 ± 12.2％、対照群

13.6 ± 7.6％となり、試験群で有意に高値を示した（p < 0.05）（図 12）。 

2．Microtiter plate によるバイオフィルム形成実験 

 96 well プレート上で、S. aureus および S. uberis 全ての株でバイオフィルムの形成が

確認されたが、well によって形成の程度にばらつきがみられた（図 13）。 

 

考 察 

 バイオフィルム産生能を有する細菌は、菌体が抗菌性物質の作用や白血球の貪食作用や

種々のサイトカインなどの影響を受けにくくなるため、薬剤使用量の増加やさらなる耐性
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菌出現の原因となると考えられている（Otto 2008）。ヒト医療の分野では医療機器表面や歯

科領域などでのバイオフィルム感染症が古くから問題視されているが（水之江  2013; 

Huang et al. 2011）、牛の乳房炎においても S. uberis や S. aureus のようにバイオフィル

ム形成能を有する病原菌が多数存在することが知られ、近年注目を集めている（Otto 2008）。

そのため難治性の乳房炎に対してはバイオフィルムを標的とした治療や予防が求められて

おり、S. aureus のバイオフィルムを標的としたワクチンなどはその一例である（Schukken 

et al. 2014）。今回検出された乳房炎起因菌は個別にバイオフィルム形成能を評価してはい

ないが、いずれの菌種も in vitro でのバイオフィルム形成が報告されている（Tang et al. 

2009; Gomes et al. 2016）。 

本研究ではバイオフィルムの関与が疑われる難治性の乳房炎に対して高張食塩水を用い

た乳房内洗浄とセファゾリン乳房注入薬を用いたショート乾乳を併用することにより高い

治療効果を得ることができた。また、試験群には過去に通常のショート乾乳を行ったが治癒

しなかった個体が 3 頭含まれており、いずれも本法で治癒に至ったことは特筆すべき結果

であり、高張食塩水による乳房内洗浄の有効性を示唆している。今回は難治性で長期の抗菌

性物質治療を必要とすることが多い S. uberis（Hillerton & Kliem 2002）および OS を中

心に試験を行ったが、泌乳期での治療が難しい S. aureus（Barkema et al. 2006）や乳腺細

胞深部に感染し慢性化しやすい Klebsiella spp.（篠塚 2015）でも少数例ながら効果のみら

れた個体があったことは興味深く、今後はこれらの菌種でも症例数を重ねていきたい。 
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高張食塩水によりバイオフィルムが分解される原理については、Chiba らは、バイオフ

ィルム内のイオン結合の破綻によるものと推察している（Chiba et al. 2014）。一般に細菌

の菌体表面は大部分が負に荷電しており、バイオフィルムの構成成分である菌体外多糖、タ

ンパク質、細胞外 DNA なども正か負に荷電しているため、ファンデルワールス力や疎水結

合なども存在するものの、イオン結合のバイオフィルム形成への寄与は大きい。そのため、

高濃度の Na イオン、Cl イオンの電荷により菌体とバイオフィルム成分のイオン結合の解

離が起こり、バイオフィルムが分解されると考えられる。 

海水療法にみられるように高濃度食塩水の治療効果は古くから認識されており（Gauvain 

1935）、近年ではヒトのアトピー性皮膚炎に高濃度の塩水浴と紫外線の併用療法が有効であ

るとする報告もある（Heinlin et al. 2011）。しかしながら、ヒトの耳鼻科領域で高張食塩水

での洗浄が副鼻腔炎などの治療において有効であるという報告はあるものの

（Kanjanawasee et al. 2018）、これは鼻腔粘膜上皮のクリアランスを目的とした治療であ

り、バイオフィルム感染症に高張食塩水が有効であるというエビデンスは現時点では無い。

獣医療分野においても高張食塩水を輸液以外の目的で細菌感染症治療に用いた直接の報告

は無く、本研究によりバイオフィルム感染症に対する新たな治療法として高張食塩水が活

用できる可能性を示すことができた。またショート乾乳を併用することで、通常の乳房内注

入薬による治療よりも抗菌性物質の使用量を大幅に削減でき、さらに生乳出荷禁止期間も

短縮されるというメリットもあり、今後普及していきたい手法である（図 6 参照）。ただ、
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試験群内においては、治癒した分房では治癒しなかった分房よりも平均の乳頭口スコアが

低く、治療効果に影響した可能性が示唆された。本治療法を効果的に実施する前提として、

適切な搾乳衛生、搾乳手技を心がけ、乳頭の状態を健康に保つことが重要である。また TP

および A/G 比は、治癒しなかった個体は治癒した個体に比べで有意差はなかったものの TP

が高く A/G 比がやや低い傾向にあったことから、慢性炎症がより進行し乳房内の膿瘍形成

や器質化が起きており治療に反応しなかった可能性も考えられる。血液検査以外にも超音

波画像診断装置により非侵襲的に乳房内の炎症を評価することが可能であり（Franz et al. 

2009）、本治療法の適用の可否を判断する上で有用であると考える。 

近藤らは慢性の Streptococcus 乳房炎に対してショート乾乳を実施したところ、搾乳休

止 3 日目で乳汁中のラクトフェリンおよび IgG 濃度が上昇し、免疫が賦活されることで良

好な治療成績を得たとしている（近藤ら 2013）。本研究における免疫動態の解析でも、サ

ンプル数および有効なデータが少なかったものの、試験群、対照群ともに処置 3 日後に末

梢血中 CD14 陽性細胞が増加しその後低下する傾向がみられ、ショート乾乳による免疫細

胞の誘導が示唆された。しかしながら処置 3 日後以降の乳汁中細菌数は試験群の方が減少

する傾向がみられたことから、高張食塩水によりバイオフィルムが分解されたことで、ショ

ート乾乳の作用がより増強された可能性が考えられる。予備試験の結果も考慮すると、本法

の手技によって乳房内を高濃度（1.0 M 以上）の NaCl に長時間（10 分間以上）曝露でき

たことが効果的であったと推察される。（尚、現在は乳房内洗浄の方法を本研究のものより
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改変して実施しており、高張食塩水を 1 回目に 500 mL 程度注入している。その後の手順

は同様）。 

一方で、牛の乳房内でバイオフィルムを直接検出したという報告は非常に少なく、本研

究においても乳房内のバイオフィルムが分解されたことを示す直接的なデータは得られな

かった。Pedersen はクリスタルバイオレットの吸着量とバイオフィルムの乾燥重量が相関

することを報告している（Pedersen 1982）。本研究でも乳房内灌流液の塗抹画像において

クリスタルバイオレットで染色された領域を測定することにより高張食塩水によるバイオ

フィルムの分解効果の間接的な定量を試みた。ただ、生理食塩水を用いた対照群でもある程

度の染色領域があり、検出されたバイオフィルムが高張食塩水の分解効果によるものなの

か、乳房内洗浄により物理的に剥離されたものなのかを判別することはできなかった。用い

たサンプル数が少ないこと、またサンプルごとに処置時の乳汁中細菌数が異なることなど

もあり、客観性に欠けるデータであった。乳房内バイオフィルムの分解効果の検証は今後の

検討課題であり、その方法の 1 つとして microtiter plate 法で乳房炎起因菌のバイオフィル

ムを形成させ、in vitro での高張食塩水によるバイオフィルム分解効果を検証する実験を計

画している（図 14）。本研究中ではプレート上でバイオフィルムの形成を確認することはで

きたが、同一株でも well ごとの形成量のばらつきが大きく、上記の実証実験には至らなか

った。培地の組成や培養条件などの検討も必要かもしれないが、今回用いたプレートは培養

液の吸引や洗浄の際にバイオフィルムが一部除去される可能性があり、近年では平底プレ
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ートではなく Ceri らが開発した Calgary biofilm device（現在は商品名 MBEC Assay®、

innovotech）（Ceri et al. 1999）、を用いて S. aureus などのバイオフィルムへの薬効を検証

する研究が多く報告されている（Molina-Manso et al. 2013; Dalecki et al. 2016; Jaśkiewicz 

et al. 2019）。これは 96 well プレートの蓋に 96 本のポリスチレン製 peg が付いており、培

養液に触れている peg 上にバイオフィルムを形成させる装置であり、より均一なバイオフ

ィルム形成が可能で、培養液の交換も容易であるため、最小バイオフィルム撲滅濃度

（MBEC）の測定などに適している（図 15 参照）。最近では日本でも同様の製品が発売さ

れ利用されており（Tsukatani et al. 2016）、今後はこの方法での実験も検討しつつ、本治

療法の効果を裏付けるための更なる研究が必要であると考える。 

 最後に、今後の展望としては慢性乳房炎だけではなく大腸菌群による急性乳房炎（ACM）

に対しても、高張食塩水による乳房内洗浄が応用できないかと考えている。ACM はバイオ

フィルム形成により再発、慢性化する可能性が考えられている（篠塚 2015）が、急性期の

初期治療として高張食塩水を作用させることでバイオフィルム形成を阻害し乳腺組織への

菌の定着を防ぐ効果が期待されるため、これから検証していきたい。 
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小 括 

 長期間にわたる抗菌性物質治療を必要とする慢性乳房炎にたいして、高張食塩水を用い

た本治療法は対照群よりも有意に治癒率が高く、その有効性が確認された。乳房内のバイオ

フィルム分解効果についてはさらなる研究により実証する必要があるが、バイオフィルム

感染症治療の新たな可能性を示すことができた。また、抗菌性物質の使用量を削減する上で

は有用な方法であると考える。次章では、ワクチネーションにより乳房炎の発生および重症

化を制御するための研究を報告する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図6．泌乳期乳房炎の通常の治療とショート乾乳による治療
泌乳期乳房炎の通常の治療（上図）は搾乳時に1日1回、3日間の抗菌性物質乳房内投与を行

い、最終の投与から3日間（セファゾリン使用の場合）、生乳としての出荷が禁止される。
ショート乾乳による治療（下図）では抗菌性物質を1回のみ乳房内投与した後3日間罹患分房
の搾乳を休止し、その後は通常の搾乳を行う。生乳出荷禁止期間は2日短縮される。

（処置後日数）
0

通常の治療（1クール）

1 2 3 4 5

抗菌性物質の乳房内投与（3日間）

（処置後日数）
0 1 2 3 4 5

抗菌性物質の乳房内投与（1回のみ）

ショート乾乳による治療

搾乳休止（3日間）

生乳出荷禁止期間

生乳出荷禁止期間
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図7．高濃度NaClによるバイオフィルムの分解の仮説（模式図）
１M以上の高濃度のNaClに10から15分暴露することでバイオフィルムが分解され、菌体（矢印）が
露出する。
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図8．乳房内洗浄の手技
プラスチック製導乳管（矢印）に動物用輸液用チューブを接続して乳房内に高張食塩水を注入

している様子。250 mL注入した後10分間静置し、輸液用チューブのみを外して乳房内灌流液を
排出した。

59



図9．乳房内灌流液中のバイオフィルムの評価
処置0日目において、試験群では高張食塩水、対照群では生理食塩水をそれぞれ250 mL
乳房内に注入して10分間静置した後、灌流液の初めの200 mLを捨て、10 mLを塗抹標本用
に回収した。試験群および対照群の乳房内灌流液の塗抹を1%クリスタルバイオレット染色
し、光学顕微鏡で観察した（×1000）。撮影した画像をImageJ®で画像処理し、細胞核
（矢印）などを除いたバイオフィルム領域のみ抽出した。

試験群

対照群

画像処理前 画像処理後
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表4．乳房内灌流液の浸透圧（予備実験）

試験個体 対照個体

Pre（乳汁） 161 mM ND

1回目 1,176 mM 154 mM

2回目 1,123 mM 154 mM

3回目 1,143 mM 153 mM

4回目 1,118 mM 147 mM

試験個体では高張食塩水（NaCl濃度5.85%、約1.23 M ）、対照個体では生理食塩水（0.15 M）に
よる4回の連続した乳房内洗浄（各回250 mL注入）における灌流液中のNaCl濃度を測定した（各n 

= 1）。灌流液は200 mLを排出した直後に50 mLを回収し、イオン電極法で測定したNaイオン濃度
からNaCl濃度を算出した。
ND：no data
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図10．乳汁中細菌数の推移
処置0日に試験群（n = 38）では高張食塩水（HSS）、対照群（n = 12）では生

理食塩水（生食）を用いて乳房内洗浄を行った後、セファメジンZ®を乳房内注入し
てショート乾乳（3日間の搾乳休止）を行った。処置後0日（処置する直前）、3日、
7日、14日、21日の搾乳時に採材した乳汁10 μLをクロモアガーオリエンタシオン
培地に塗抹し、細菌分離培養検査および細菌数の計測を行った。
細菌数は対数変換し平均値±SEで示した。
a-b、a-c、a-d、a-e、f-g：p < 0.05
（処置0日を対照とした多重比較検定・Steelの方法）
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表5．検出された菌種と治癒率

試験群 対照群

S. uberis（n = 29） 87.0%（20/23） 50.0%（3/6）

OS（n = 10） 50.0%（3/6） 25.0%（1/4）

S. aureus（n = 7） 33.3%（2/6） 0%（0/1）

Klebsiella spp.（n = 2） 100.0%（2/2） ND

Enterococcus spp.（n = 2） 0%（0/1） 0%（0/1）

全菌種合計（n = 33） 71.1%（27/38） 33.3%（4/12）

（）内は分房数、a-b：p < 0.05（Fisherの正確確立検定）
ND: no data

OS: Other streptococci（S. uberis以外のStreptococcus spp.）

a b
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表6．試験群の概要（処置0日での数値）

治癒 効果なし

年齢（歳） 5.05±1.74（n = 22） 5.81±1.15（n = 11）

分娩後日数（日） 180.4±162.3（n = 22） 190.7±100.7（n = 11）

乳頭口スコア 2.00±0.78（n = 27） 2.73±0.79（n = 11）

TP（g/100 mL） 7.77±0.62（n = 22） 8.34±0.85（n = 11）

A/G比 0.82±0.20（n = 22） 0.74±0.22（n = 11）

平均値±SD，a-b：p < 0.05（Welchのt検定）
TP：血清中総蛋白、A/G比：血清中アルブミン/グロブリン比

a b
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図11．処置後の免疫動態
処置0日に試験群では高張食塩水（HSS）、対照群では生理食塩水（生食）を
用いて乳房内洗浄を行った後、セファメジンZ®を乳房内注入してショート乾乳
（3日間の搾乳休止）を行った。各群3頭で処置後0日、3日、7日、14日、21日で
採血を行い、フローサイトメトリーにて末梢血単核球中のCD14陽性細胞率を計
測した（平均値±SE）。
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図12．バイオフィルム領域の面積の比較
S. uberisまたはOther streptococci（S. uberis以外のStreptococcus spp.）が検出さ
れた試験群（高張食塩水投与群）、対照群（生理食塩水投与群）各3頭で、初回の乳
房内灌流液の塗抹標本を作製し、1％クリスタルバイオレットで染色した。顕微鏡
（1000倍）にてランダムに選んだ15視野を撮影し、画像処理ソフトImageJ®でバイ
オフィルム領域の視野中に占める面積（%）を算出した（15視野の平均値±SD）。
a – b間：p < 0.05（Welchのt検定）
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S. aureus 1
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図13．Microtiter plate法によるバイオフィルム形成試験
乳房炎乳汁から分離したS. aureus 4株、S. uberis 4株を用いて、96 well平底ポリスチレンプ
レート上で4 wellずつバイオフィルムを形成させ、1%クリスタルバイオレットで染色し、洗浄
後乾燥させた（各段は全て同一株）。全株でバイオフィルムの形成が確認されたが、同一株で
もwellごとのばらつきがみられた。
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図14．In vitroでの高張食塩水（HSS）の効果の検証実験（模式図）
96 well平底ポリスチレンプレートに形成されたバイオフィルムに蒸留水（Control）、生理食
塩水（生食、約0.15 M NaCl）、HSS（約1.23 M NaCl）、1.5 M NaClを10~15分作用させ、蒸
留水で洗浄した後、1%クリスタルバイオレットで染色し、吸光度を測定する（波長570 nm）。

Control 生食 HSS 1.5 M NaCl

68



図15．平底プレートとCalgary biofilm deviceでのバイオフィルム形成実験の比較
平底プレート（上図）ではWellの底および壁表面でバイオフィルムが形成されるのに対し、

Calgary Device（下図）では蓋に付着したPeg表面の培養液に接した部分にバイオフィルムが形成
されるため、プレートを交換することでより簡便に洗浄や抗菌性物質の暴露を行うことができる。

Jaśkiewicz et al.（2019）の図を改変
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第 4 章 

二価不活化乳房炎ワクチンをもちいた乳房炎防除 
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序 論 

乳房炎は発症すると乳量および乳質の低下による利益の損失だけでなく、抗菌性物質な

どによる治療費の増加、薬剤使用による生乳出荷禁止期間中の飼料代、乳廃棄による損

失、作業時間の延長などが生じるほか、重症化・慢性化した場合には牛は淘汰対象となり

やすいことから、酪農において最も経済的損失の大きい疾病と考えられている（Seegers 

et al. 2003; Huijps et al. 2008）。S. aureus は牛の乳房炎の主要な起因菌であり、牛群内

で伝播し複数の牛に潜在性または慢性乳房炎を引き起こす (Sears & McCarthy 2003)。臨

床症状は比較的軽い場合が多いものの、泌乳期中の抗菌性物質治療による治癒率は 12～

50％程度と低く（Gruet et al. 2001; Petersson-Wolfe et al. 2010）、これは S. aureus のバ

イオフィルム形成能や細胞内にも侵入し生存できるという特性によるものと考えられてい

る（Gomes et al. 2016）。一方、E. coli や Klebsiella 属など大腸菌群による急性乳房炎

（ACM）はグラム陰性菌の細胞壁の構成成分であるリポ多糖（LPS）が内毒素として引き

起こすエンドトキシンショックにより甚急性に重篤化するケースがしばしばあり、迅速な

診断と適切な治療を行わなければ死亡や淘汰の原因となる（Hogan & Larry Smith 

2003）。大腸菌群もバイオフィルムの形成能が確認されており、急性だけでなく慢性乳房

炎となり再発するものもある（Gomes et al. 2016）。これらの起因菌による乳房炎は通常

の抗菌性物質治療のみでは完全な対処が難しく、近年ワクチンによるコントロールが注目

されている。2016 年より S. aureus および CNS と大腸菌群を標的とした二価不活化乳房
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炎ワクチン（スタートバック®、共立製薬株式会社）が日本では初めての乳房炎に対する

ワクチンとして発売された。このワクチンには S. aureus SP140 株と E. coli J5 株を不活

化したものと油性アジュバンドが含まれる。新しいワクチンであるため国内では効果を検

証した報告はほとんどないが、大腸菌群だけでなく難治性の S. aureus の乳房炎の予防に

有用であると考え、診療所管内の１酪農家で二価不活化乳房炎ワクチンを 2017 年 6 月よ

り投与開始しその有用性を検討した。効果の評価として、乳房炎にかかった診療コスト診

療回数およびバルク乳体細胞数を、ワクチン使用開始前の 2015 年、2016 年との比較を行

った。 

 

材料と方法 

2015 年 8 月から 2018 年 2 月まで、千葉県農業共済組合西部家畜診療所管内１酪農家（タ

イストール牛舎、搾乳牛 65 頭、育成牛 11 頭を飼養）において調査を行った。診療所管内で

同期間にスタートバック®ワクチンの使用を開始した酪農家は 3 戸あったが、うち 2 戸はワ

クチン接種情報、抗菌性物質使用量、乳成分や乳房炎の細菌検査などの記録が不十分であっ

たため除外した。診療記録から、各年度で 8 月から翌年 2 月における分娩前 30 日から分娩

後 60 日における乳房炎発生頭数、乳房炎の原因菌、バルク乳体細胞数、乳房炎と診断され

た診療 1 件（発病から転帰まで）当たり診療点数（1 点は 10 円に相当）とのべ診療回数（往

診した回数）について調査した。また、本農家の 2014 年から 2018 年における抗菌性物質使
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用量から、Total Treatment Days および投与経路別 Treatment Days を算出した（方法は第

2 章 24、25 頁参照）。スタートバック®ワクチン投与は 2017 年 6 月から開始し、分娩予定

表をもとにワクチンの用法に従い、全頭に順次分娩予定日前 45 日と 10 日前および分娩後

52 日の計 3 回投与した。 

統計解析は統計ソフト Statcel2（オーエムエス出版、埼玉）を用い、 分娩前 30 日から分

娩後 60 日の乳房炎の発生頭数においてはカイ二乗検定を用い、バルク乳の体細胞数におい

ては多重比較検定（Scheffe 法）にて比較検討した。全ての統計解析において p < 0.05 を有

意とした。 

 

結 果 

各年度 8 月から翌年 2 月における分娩頭数に対する乳房炎発生率は 2015 年度は 55.6%

（20/36）、2016 年度は 61.7%（29/47）、2017 年度は 41.7%（15/36）であった（表 7）。

いずれの年度間も有意な差は認められなかったが、2017 年度の 8 月から 2 月における臨

床型乳房炎発生率は 2015 年度、2016 年度と比べて低値であった。 

原因菌種別乳房炎発生頭数は S. aureus、OS、Klebsiella. spp が 2015 年度、2016 年度

に比べ 2017 年度で少ない傾向だった。逆に CNS は 2015 年度、2016 年度に比べ 2017 年

度で多い傾向だった（表 8）。バルク乳の平均体細胞数は 2015 年度の 178,400 個/mL と比

較して、2016 年度は 154,500 個/mL、2017 年度は 126,100 個/mL と、毎年減少してお
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り、特に 2017 年度は 2015 年度と比べて有意に減少した（図 17）。 

 乳房炎と診断された診療 1 件当たりの診療点数は 2015 年度 1,007 点、2016 年度 1,313

点、2017 年度 770 点、また診療のべ診療回数は、2015 年度 121 回、2016 年度 166 回、

2017 年度 84 回であり、いずれも 2017 年度は他の年度に比べて減少していた（表 9）。

Total Treatment Days はワクチン接種開始前の 2016 年に比べ、2017 年、2018 年は減少

し（それぞれ 28.2、19.7、13.0）、投与経路別では特に注射投与と乳房内投与の減少が顕

著であった（表 10）。 

 

考 察 

Streptococcus spp.や大腸菌群などによる環境性乳房炎の新規感染は泌乳期よりも乾乳

期に起こりやすいと考えられており（Todhunter et al. 1995; Smith et al. 1985）、大腸菌

群においては特に乾乳後 2 週間および分娩前 2 週間の感染リスクが高いとされている

（Hogan & Larry Smith 2003）。また、大腸菌群による乳房炎の 65%は泌乳初期の 2 ヵ月

に発生するとされ、この乳房内感染は乾乳期に始まっていると考えられる（Smith et al. 

1985）。一方、S. aureus による乳房炎は伝染性乳房炎に分類され主に搾乳によって牛群内

で伝播するが、泌乳期よりも乾乳期での治療の方が治癒率は高いとされている（Barkema 

et al. 2006）。ただ、その治癒率は搾乳衛生や牛の状態、菌の病原性などの諸要因により左

右され、慢性化してしまうと完治させることが非常に困難であるため、罹患牛の早期摘発



75 

 

や感染予防が重要である。 

今回使用した二価不活化乳房炎ワクチンは感染リスクが高い分娩前 45 日からワクチン

投与を開始し分娩前 10 日、分娩後 52 日と計 3 回投与する。S. aureus は組織の表面に定

着する際に多糖類、タンパク質、菌対外 DNA などの物質を分泌して強固なバイオフィル

ムを形成する。バイオフィルム中で増殖した菌の一部は遊離し再び他の組織に定着するこ

とにより拡散する（Otto 2008）。S. aureus に関してはバイオフィルム形成の際に菌体外

に分泌される多糖類を主成分とする“スライム”と呼ばれる構造をターゲットとしたワクチ

ンの研究がされており（Perez et al. 2009; Prenafeta et al. 2010）、これらの報告では in 

vivo でバイオフィルム産生株の S. aureus の感染により slime associated antigenic 

complex（SAAC）、poly-N-acetyl-β-1, 6-glucosamine（PNAG）といったスライム成分の

多糖類に対する抗体産生が確認されている。スタートバック®は SAAC を特に多く産生す

る S. aureus SP140 株を用いており、スライムに対する抗体を誘導することによりバイオ

フィルムの形成を阻害し、S. aureus の増殖を抑制することを目的としたワクチンであ

る。また S. aureus のみではなく S. epidermidis に代表される CNS もスライムを形成す

るため（Costa et al. 2009）、CNS の増殖も期待できる。もう１つのワクチン主成分の E. 

coli J5 株は LPS を構成する O 抗原、R コア、リピド A の 3 つの要素のうち O 抗原を欠

く。そのため大腸菌群の共通の構造である R コアが露出した構造になっており、それに対

する抗体を誘導することにより E. coli だけではなく Klebsiella 属など他の大腸菌群の増殖
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も抑制する共通抗原となりうる（Bradley et al. 2015）。スタートバック®は 2009 年に最

初に欧州で発売されて以来、世界の乳房炎ワクチン売り上げの約 6 割を占めるまでにな

り、2016 年から日本でも発売が開始された（Hipra 社 2019）。このワクチンは比較的新

しいため野外試験により効果を検証した報告はまだ少なく（Schukken et al. 2014; 

Bradley et al. 2015; Landin et al. 2015; Freick et al. 2016; Guccione et al. 2017）、日本

での報告もわずかである（萩原 2020）ことに加え、抗菌性物質使用量低減における明確

な有効性を示した報告はない。1 農場での試験であり対照としてワクチン非接種群を設定

できなかったものの、本研究の結果は日本における本ワクチンの野外試験の貴重なデータ

である。今回の対象農場では 2017 年よりこのワクチンを使用することにより産前産後の

乳房炎の発生を減少させることが示唆された。当農場ではもともと乳房炎による乳廃棄や

牛の淘汰が多く、2014 年度に搾乳立会、代謝プロファイルテスト、乾乳パドックの敷料細

菌検査を実施し、搾乳手順の変更、飼料給与の増給と給与順序の変更、敷料の種類を変更

し、新規乳房炎発生頭数や廃棄乳が減少したという経緯がある（中村ら 2014）。また、

ACM を原因とする死亡や淘汰が多かったため、2015 年からは分娩前に毒素原性 E. coli ワ

クチン（Imocolibov®、科学飼料研究所）の接種も行っていた。Imocolibov®は E. coli の付

着因子 K99、FY、31A 保有株および O78 の不活化菌体を含み、本来は分娩前の母牛に接

種されて移行抗体により子牛の大腸菌性下痢症を予防する目的のワクチンであるが、分娩

後の ACM の症状を軽減する効果も認められているため、認可された乳房炎ワクチンが無
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かった日本では広く使用されてきた（Morimoto et al. 2011）。本農場も Imocolibov®の使

用開始以降、ACM での死亡や淘汰は殆どみられなかったが、2016 年度でも大腸菌群によ

る乳房炎の発生自体は比較的多く、また S. aureus による乳房炎も散見されたため、ワク

チンの変更に至った。現在も上記の対策を実施しているため、今回はワクチン接種以外に

は変更点はなく体細胞の減少や乳房炎発生頭数の減少はこのワクチンの投与による効果だ

と考察する。抗体価（特に E. coli）を上げるためにこのワクチンは分娩前後の 3 回投与を

推奨しているが、ワクチン接種の間隔もあいているため、完璧に全頭の牛に接種するため

には詳細な牛群情報の把握とワクチンプログラムの管理が必要となる。今回は分娩予定表

にワクチンの接種日を記載し月に 2 回程度ワクチンを接種する日を設けることで、全頭の

牛に打ち損じがないようにした。3 回のワクチン接種費用は約 6,000 円程度かかるが、体

細胞数と損失乳量は正の相関があり、乳房炎の発生は治療費の増加や抗菌性物質の使用に

よる出荷制限、労働時間の延長、罹患牛の淘汰など様々な経済的損失を伴うことから

（Halasa et al. 2011; Hand et al. 2012）、体細胞数および乳房炎、とくに慢性化しやすい

S. aureus による乳房炎の発生数が減少したことでコスト以上の経済効果があったと考え

られる。また、診療点数、診療回数および Treatment Days が減少していたことから、乳

房炎を発症したとしても重篤度は低かったと考えられた。このワクチンは牛群の 50%以上

の牛に 3 回目の接種を完了するまで少なくとも 6 から 8 ヶ月以上かかり、集団免疫の効果

を判定するまで時間を要するため（Schukken et al. 2014）、今後も継続して投与を続ける
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必要がある。ただ、最近では接種方法を改変し、同時期に牛群全体に一斉にワクチン接種

を開始し、28 日後に 2 回目の接種、90 日後に 3 回目の接種を行う方法で効果があったと

する報告もあり（萩原 2020）、管理の簡素化のメリットを考えると、今後は一斉接種を検

討してもよいと考える。 

結論として、乳房炎の発生には様々な要因が考えられワクチンの使用だけで予防できる

わけではないが、本研究の対象農場のように乳房炎起因菌が特定できていて S. aureus や

大腸菌群による乳房炎による損失が大きい場合、予防の 1 つの方策としてワクチン接種が

有用であると考えられた。他の農家でもワクチン接種を開始しており今後も効果の検証を

継続していきたい。 
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小 括 

 本章では、二価不活化乳房炎ワクチンの接種により体細胞数、乳房炎の発生数の減少や治

療コスト、Treatment Days の減少などの効果を示すことができた。本ワクチンによる抗菌

性物質使用量低減の効果を示した研究としては国内では初の報告である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



2015年度 2016年度 2017年度

分娩頭数 36 47 36

乳房炎発生頭数 20 29 15

発生率（%） 55.6 61.7 41.7

表7．臨床型乳房炎発生率（8月から2月）
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菌種 2015年度 2016年度 2017年度

S. aureus 5 4 1

CNS 3 4 8

T. pyogenes 3 1 2

Bacillus spp. 1 ND ND

Other streptococci 22 24 14

S. uberis 3 3 5

E. coli ND 5 5

Klebsiella spp. 4 5 1

P. aeruginosa ND ND 2

その他 ND 2 ND

有意菌なし 17 25 4

表8．原因菌種別乳房炎発生頭数

ND： no data

CNS: Coagulas negative staphylococci

OS: Other streptococci（S. uberis以外のStreptococcus spp.）
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図16．平均バルク体細胞数（8月から翌年2月）

バルク乳の体細胞数（3回/月測定）の8月から翌年2月までの平均値を示した。6月から
スタートバック®の接種を開始した2017年年度は他の年度に比べて体細胞数が減少した。

a – b間：p < 0.05（多重比較検定：Scheffe法）
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2015年度 2016年度 2017年度

診療点数 1007 1313 770

診療回数 121 166 84

表9．乳房炎診療1件あたりの診療点数とのべ診療回数

診療点数1点： 10円に相当

83



表10．本農場におけるTotal Treatment Days および投与経路別Treatment Daysの推移

2014 2015 2016 2017 2018

Total Treatment Days 29.6 32.0 28.2 19.7 13.0 

投与経路別 Treatment Days

注射 3.5 3.7 4.0 2.3 0.9 

乳房内 25.4 28.2 23.5 17.2 12.0 

経口 0 0.02 0.6 0.2 0

子宮内 0.7 0.1 0.1 0.01 0
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酪農における抗菌性物質使用量の現状と課題 

 本研究では、第 2 章において有効成分重量ではなく日本版動物用 DDD 値を用いて集計

した Treatment Days を指標として抗菌性物質使用量を評価することにより、酪農におけ

る抗菌性物質の使用実態を反映したデータを得ることができた。また、第 3 章ではバイオ

フィルムの関与が疑われる難治性乳房炎に対して抗菌性物質使用の削減につながる新たな

治療法を提示し、第 4 章では乳房炎ワクチンによる抗菌性物質使用量の低減効果を示すこ

とができた。Treatment Days による評価の結果、酪農においてはペニシリン系、セファ

ロスポリン系を含む β ラクタム系の抗菌性物質の乳房炎に対する使用が抗菌性物質使用量

を大きく増加させている要因であることが示された。医学上重要な第 3 世代セファロスポ

リン系やフルオロキノロン系、マクロライド系の使用量は今回の調査では比較的少ない水

準であり、これは日本では乳房炎にたいして承認されている第 3 世代セファロスポリン系

の製剤がないこと、農業共済の病傷給付（保険適用）基準としてフルオロキノロン系製剤

の第１選択薬としての使用が認められていないことや、乳房炎の治療に出荷制限期間が長

いマクロライド系製剤を用いることが少ないことなどによるものと考えられる。千葉県農

業共済組合では 2020 年 4 月より全国的に使用が普及している LAC システムにより診療デ

ータが電子化されており、使用した薬剤や診療点数が集計しやすい形式となったため、よ

り多くの農家での抗菌性物質使用量モニタリングを実施、継続していく予定である。 

2016 年の AMR アクションプラン公表以降、医療および獣医療の現場では抗菌性物質の
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慎重使用が求められるようになり、翌年の 2017 年以降、人用、動物用含めた抗菌性物質

の販売量自体は減少しているものの、畜産においては抗菌性物質の販売量自体顕著な減少

がみられず、これは獣医師および畜産農家における AMR アクションプランの認知度や抗

菌性物質の慎重使用の意識がヒト医療に比べて低いためと考えられる（厚生労働省 

2019）。オランダのように政策として抗菌性物質使用量調査および介入を継続し、使用量

削減に成功している例もあるため（SDA 2019）、データを公表して自主規制を求めるだけ

ではなく、公的機関の指導や、使用量を削減した農家に対する優遇措置など、何らかの政

治的介入も必要であると考える。また、たとえ抗菌性物質の慎重使用を励行したとしても

感染症による死亡や淘汰を増加させる事態を招く可能性も考えられる。そのような事態に

陥らないために、的確な診断に基づいて最低限必要な抗菌性物質を使用するとともに、バ

イオフィルム関連感染症などの慢性感染症に対する治療法の研究やワクチン使用などによ

る感染症防除に努めることが重要である。 

 

乳房炎防除による抗菌性物質使用量低減 

 これまでの報告と同様、本研究では乳房炎の治療、特に乾乳期治療は抗菌性物質使用量

の大部分を占めることが明らかになった。乾乳期治療は現在主流の BDCT から SDCT に

移行することで大きく抗菌性物質使用量を削減できると考えられるが、乾乳期から分娩移

行期の衛生状態や牛の健康状態によっては、SDCT により逆に周産期から泌乳期の臨床型
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乳房炎が増加してしまう可能性もある。SDCT に関しては一定の基準を設けて農家を慎重

に選択し、損失が増加しないよう実施する必要がある。 

 ワクチンによる乳房炎防除も、本研究では抗菌性物質使用量低減における有効性が示さ

れたが、あまり効果がないとする報告もある（Landin et al. 2015; Freick et al. 2016）。

有効性の指標として体細胞数、臨床型乳房炎発生数、基本再生産率、産次別の集計など、

文献によって一定ではないこともワクチン効果の評価が異なる要因ではあるが、ワクチン

の有効性はやはり農場の環境、牛の健康状態および乳房炎起因菌の構成などに左右される

ところが大きいと考えられる。本研究ではこれらの要因のうちデータが得られなかったも

のも多く、対象農家が 1 戸のみと少なかったため、今後は更に多くの農家でデータを収集

し、より多くの要因を考慮した解析を行う必要がある。臨床現場に求められる対応として

は、現在乳房炎ワクチンとして最も広く用いられているワクチンであるスタートバック®

は S. aureus、CNS、大腸菌群に有効なワクチンであるため、使用を開始する前に農場の

乳房炎起因菌を特定し、コストに見合った効果が期待できるかどうかを予測する必要があ

ると考える。また国外では、S. uberis に対するワクチンも販売開始されており（Collado 

et al. 2018）、今後その効果の検証が期待される。 

 

その他の取り組み 

 乳房炎以外にも、周産期疾病や肺炎、腸炎、蹄病なども抗菌性物質を多く使用する疾病で
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ある。腸炎に関しては、様々な抗菌性物質を用いても治癒しない症例に対して、健康牛の糞

便を直腸に移植する糞便微生物移植（FMT）の取り組みを行っており、有効性を確認して

いる（松浦ら 2019）。また、蹄病において最も問題となる感染症はトレポネーマ属菌を主

病原菌とする polymicrobial 感染症である趾皮膚炎（DD）である（Wilson-Welder et al. 

2015）。DD はテトラサイクリン系やリンコマイシン系抗菌性物質などの局所塗布による治

療が主流であるが、慢性化しやすく感染力も高いためフリーストール牛群を中心に全世界

的に蔓延しており、抗菌性物質の過剰使用の 1 要因となっている。日本では蹄病に対して

局所使用が承認されている抗菌性物質がないため乳房内注入薬や注射薬を獣医師の裁量で

転用しているというのが実情であり、今回用いた手法では蹄病に対する抗菌性物質使用量

を把握することはできなかったが、DD が蔓延している農場では相当数の抗菌性物質が使用

されていると推察される。近年、多くは無いが抗菌性物質を用いない DD の治療の研究も

報告されている（Laven et al. 2002; Holzhauer et al. 2011; Chiba et al. 2017）。これらの

ように、乳房炎に限らず様々な感染症に対して抗菌性物質の使用に代替する治療の研究が

試みられており、今後も継続が期待される。 

 

臨床獣医師としての提言 

 本研究では畜産分野の臨床獣医師として働く中で得られたデータをまとめ、酪農におけ

る抗菌性物質使用とそれに関連した乳房炎の治療および予防に関する新たな知見を得るこ
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とができた。日本の畜産農家、特に酪農家においてはその多くが家畜共済制度に加入し、

家畜の保険と診療サービスを提供されている。現行制度では、掛金などに応じて上限はあ

るものの診療費（診療点数）の 9 割が病傷事故に対する共済金として支払われる（農林水

産省 2019c）。この制度により加入農家の診療費負担額は少なく済むというメリットがあ

る反面、起きてしまった疾病に対して診療や抗菌性物質などの医薬品で対処する習慣を助

長し、獣医師、農家双方の疾病予防に対する意識が低下しやすいというデメリットがある

と考えられる。第 2 章で示した結果は、乳牛の最も重要な感染症である乳房炎の対策が抗

菌性物質による治療に依存していることを示唆しており、これは家畜共済に携わる臨床獣

医師として日々実感している感覚と一致するものである。しかしながら、原則として病傷

事故給付基準に準拠して抗菌性物質の使用を行っており、実際の使用量以上に抗菌性物質

を処方しているわけではないため、乳房炎の多発する現状のまま抗菌性物質使用量を削減

することは困難である。今後は第 3、4 章で示したような治療および予防に関するエビデ

ンスを重ね、臨床現場で抗菌性物質使用量低減のための啓蒙活動を続けるとともに、ワク

チンなどの予防医療に対しても実施した農家の負担が軽減されるような制度の構築を共済

団体や自治体などに働きかけていきたいと考える。 
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結 論 

 酪農において抗菌性物質の使用量を低減するためには、乳房炎の防除の取り組みが最も

有効な手段である。モニタリングによる抗生物質使用の情報収集を継続するとともに、治療

法の改善、およびワクチンなどによる疾病予防の取り組みなどに関して更なる研究を重ね、

有効な方法を模索していく必要がある。 
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