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１ はじめに 

 豚丹毒は主に豚丹毒菌によって起こり、当所でも豚の全部廃棄処分となる主要な疾病となっており、

現在、保留日より３日目に菌形やコロニー形態により判定を行っている。しかし、①菌形での判定が

難しい菌が分離される場合があること②同定は生化学性状検査によって行っているが、保留畜判定の

後になること③ＰＣＲ法等の迅速検査法を導入する食肉衛生検査所が増えてきていることなどから、

豚丹毒の診断法を再検討する必要があると考えられた。そこで今回より迅速、かつ正確に豚丹毒を同

定するための補助診断としてＰＣＲ法を用いて検討したところ、良好な結果が得られたので報告する。 

２ 材料及び方法 

（１） 検体  

平成 19 年 3 月から平成 20 年 2 月にＡ食肉センターに搬入され、と畜検査で豚丹毒の疑いで保留検

査対象となった豚 122 頭の病変部を材料とした。関節炎型（66 頭）は関節液、蕁麻疹型（47 頭）は皮

膚病変部３ヶ所、心内膜炎型（9頭）は疣状病変部を材料とした。 

（２） 細菌培養検査 

 検査手順を図１に示す。増菌培地にはＧＫブイヨン（トリプトソイブイヨンにトリスヒドロキシメ

チルアミノメタン、Tween80、窒化ナトリウム、クリスタルバイオレット、ゲンタマイシン、カナマイ

シンを加えた培地）を、分離培地には 5%羊血液加寒天培地を使用した。分離菌はグラム染色および各

種生化学性状検査により豚丹毒菌と同定した。  

 

１日目  検体採取 

  （保留日） ＧＫブイヨン接種後、37℃で増菌培養 

              

２日目  血液寒天へ沈渣を塗抹し 37℃で分離培養 

                                       血液寒天へ塗抹後の残りの沈渣 

          上清を検体に戻し、引き続き 37℃培養            ＰＣＲ 

                                      

                               同定 

３日目  保留畜判定（コロニー形態、グラム染色）           

生化学性状検査 

         

４日目   同定 

             

図１ 豚丹毒検査フローチャート 

従来の方法 

ＰＣＲ法 



（３） ＰＣＲ法 

 牧野らの方法（1994）に準拠し、豚丹毒菌に属特異的なＰＣＲを実施した。37℃１日の増菌培養後

のＧＫブイヨンを 3000rpm、15 分で遠心分離し、沈渣を血液寒天培地に塗抹した後、残りの沈渣を滅

菌蒸留水 500μl で浮遊させた菌液を検体とした。これを 12000rpm、5 分遠心し、上清を除去した後、

ペレットを InstaGene Matrix（Bio-Rad） 200μl に再浮遊させ、56℃、30 分加熱した。ボルテック

スで 10 秒混和した後、100℃、8分加熱し、氷冷、再混和後、12000rpm、5 分遠心して得られた上清を

テンプレートＤＮＡに用いた。使用したプライマーの塩基配列を表１に、ＰＣＲ反応液の組成を表２

に示す。反応液は事前に調整し、－20℃で凍結保存していたものを使用した（調整済反応液）。調整済

反応液に添加するテンプレートＤＮＡ量が 1μl の方法を牧野法１、添加テンプレートＤＮＡ量が 10

μl の方法を牧野法２とした。94℃1 分反応後、94℃1 分、54℃2 分、72℃2 分の反応を 30 サイクル行

い、最後に 72℃7 分の反応を実施した。ＰＣＲ後、エチジウムブロマイドを添加した 3%アガロースゲ

ルで電気泳動を行い、407bp のＤＮＡ断片が特異的に増幅された被検材料をＰＣＲ陽性と判定した。  

 

表１ 使用したプライマーの塩基配列 

プライマー 塩基配列（増幅サイズは 407bp） 

MO101 5’-AGATGCCATAGAAACTGGTA-3’ 

MO102 5’-CTGTATCCGCCATAACTA-3’ 

 

          表２ ＰＣＲ反応液の組成 

用量（25μl 中） 
成分 

牧野法１ 牧野法２ 

滅菌蒸留水 17.675μl 8.675μl 

10×PCR buffer Ⅱ 2.5μl 2.5μl 

25mM MgCl2 1.5μl 1.5μl 

各 2.5mM dNTP mix 2.0μl 2.0μl 

プライマー MO101(50pmol/μl) 0.1μl 0.1μl 

プライマー MO102(50pmol/μl) 0.1μl 0.1μl 

AmpliTaq DNA ポリメラーゼ(5U/μl) 0.125μl 0.125μl 

計 24μl 15μl 

テンプレートＤＮＡ 1μl 10μl 

     

３ 成績 

 細菌培養検査とＰＣＲ法の結果を表３に示す。   

 牧野法１では、122 検体のうち 112 検体（91.8%）で細菌培養とＰＣＲ法の成績が一致した。しかし、

菌が分離されたにもかかわらず、ＰＣＲでは陰性の例が 10 検体あった。これらのうち 7検体はＧＫブ

イヨン１日培養後の沈渣を塗抹した血液寒天培地の１日培養ではコロニーを形成せず、ＧＫブイヨン



２日培養後の沈渣のグラム染色標本の鏡検で菌体が確認され、豚丹毒と判定された。残りの 3検体は

血液寒天培地上にコロニーを形成したが、その数は少数であった。 

 牧野法２では 111 検体のうち 107 検体（96.4%）で細菌培養とＰＣＲ法の成績が一致した。牧野法１

で菌分離陽性、ＰＣＲ陰性となった 10 検体のうち、牧野法２では 8 検体でＰＣＲ陽性となったが 2

検体ではＰＣＲ陰性であった。 

また、牧野法２ではＰＣＲは陽性であるが、菌が分離されなかった例が 2検体あった。 

なお、検出限界値は、牧野法１では 104個/ml、牧野法２では 102～103個/ml であった。 

表３ 細菌培養検査とＰＣＲ法結果 

  菌培養(＋) 菌培養(－)    菌培養(＋) 菌培養(－) 

ＰＣＲ(＋) 61    0  ＰＣＲ(＋) 65    2 

ＰＣＲ(－) 10 51  ＰＣＲ(－)     2 42 

     牧野法１（検体数 122）               牧野法２ （検体数 111）   

 

４ 考察 

 細菌培養検査で菌が分離されたにもかかわらずＰＣＲ法では陰性の検体は、ＰＣＲ法の検出感度以

下であったと考えられた。しかし、牧野法２の検出感度は牧野法１より 10～100 倍高いため、牧野法

１でＰＣＲ陰性であった 10 検体のうち、牧野法２では 8検体で陽性になった。 

 また、牧野法２でＰＣＲ陽性、菌分離陰性となった 2検体のうち 1検体を保留畜判定後もＧＫブイ

ヨンで 37℃８日間継続培養したが、菌は分離されなかった。このことから、この 2検体では損傷菌ま

たは死菌のＤＮＡをＰＣＲ法により検出した可能性が高いと考えられた。 

 しかし、どちらの方法ともＰＣＲ法と細菌培養検査成績との一致率は 90％を超えており、ＰＣＲ法

を補助診断として利用することで保留畜判定時までに同定結果が得られ、より精度の高い確実な判定

結果が得られる検査手順が確立できると考えられた。 

 現在、当所では通常の検査手順の中にＰＣＲ法を導入することを検討中であるが、牧野法１では反

応液に添加するテンプレートＤＮＡが 1μl とごく微量であるために、手技によって検査結果にば

らつきが出やすい欠点がある。当所のように試験室検査が専任ではなく、多人数が当番制で担当

するような検査体制の場合は、安定した結果が得られ、細菌培養検査とＰＣＲ法の結果の一致率

もより高い牧野法２の方が適していると思われる。しかし、牧野法２は今回の試験でも、111 検

体中 2検体（1.8%）で菌分離陰性、ＰＣＲ陽性となったように、判定に混乱をきたす恐れがある

ため、牧野法２を利用する場合には「豚丹毒の保留畜判定は、細菌培養検査の結果によるべきで

あり、ＰＣＲ法は同定目的の補助診断」という基本方針を試験室担当者全員が理解している必要

があると考えられた。 
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