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要 約 

菌が原因となる感染症の多くは、環境中や同居感染牛の病原菌が体表に付着することにより感染

し発症する。感染症予防として、肉用牛は皮膚糸状菌症を、乳用牛は黄色ブドウ球菌による乳房炎

を対象として、鶏卵卵黄抗体(以下 IgY) の菌増殖抑制効果により、牛の皮膚、体表上の感染経路を

遮断することによって、感染リスクを低減する可能性を検討した。 

皮膚糸状菌症原因菌の抗原(「胞子のみ」、「胞子・菌糸」) を鶏に接種し作製した IgY は、「胞

子のみ」では ELISA 法で高い抗体価を示したが、有効な特異抗体量が十分でなく、実験室内での静

菌効果は確認されなかった。また、黄色ブドウ球菌に対する IgY を精製し、実験室内での静菌効果

を調査したが、明確な効果は認められなかった。 

牛の体表への展着剤の塗布試験では、流動パラフィン、ワセリン、ヒマシ油の順に長く残存し、乾

燥粉末とはワセリンが混合しやすかった。皮膚糸状菌症病患部に展着材であるワセリンと混合した

抗体含有卵黄を塗布したところ、塗布部位に腐敗や病患部の悪化は確認されず、薬剤治療部位と比

較して差は見られなかった。 

真菌を用いた IgY の調製や静菌効果の検証方法が十分確立していなかったため、実験室内で期待

した静菌効果が確認できなかった。また、黄色ブドウ球菌でも同様であった。その結果、有効な特

異抗体量が十分でなく、今回は具体的な野外での IgY 応用方法が提案できなかった。IgY を用いた人

や家畜用の静菌資材はすでに実用化されているものもあり、今回の試験の結果や工程をシーズとし

て次に生かしたい。 
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      緒 言 

従来、研究試薬や臨床検査用に用いられてき

た抗体は、ウサギ、ヤギ等のほ乳動物を抗原で免

疫し、それらの血液から精製されてきた。 

鶏卵卵黄抗体(IgY) 1) は、鶏が体内に侵入した

抗原(細菌やウイルスなどの病原性微生物) に応

答して血液中に産生した特異抗体(抗体) が卵黄

に移行したものである。 

この鶏卵から得る抗体は、採血の必要がなく、

血液由来の抗体に比べて多量かつ安価に精製で

きる利点を有している 2) 。このことから、抗体

の新たな利用方法として家畜の下痢症予防 3) や、

養殖魚の感染症予防 4) に利用されつつある。   

菌が原因となる感染症の多くは接触感染で、

牛では環境や同居感染牛の病原菌が体表に付着

することにより感染経路が確立しやすい。肉用牛

で発症が見られる牛の皮膚糸状菌症 5,6 ) は接触

により感染し、患部の脱毛などによる外観の汚損

などのため肉用牛の売買時における商品価値の

下落などの損害がある。また、公衆衛生面では人

獣共通の伝染性疾患であるために、牛の飼養者に

対する飼養管理上の障害となっている。 

また、乳用牛の乳房炎は酪農家にとって最も経

済的被害が大きい疾病であり、その原因菌の一つ

に黄色ブドウ球菌がある。黄色ブドウ球菌は抗生

物質による排除が困難で難治性乳房炎になるた

め、予防が重要である。感染分房や乳頭皮膚など

に生息し、搾乳者の手指、タオルなどを介して他

の分房や他の牛に感染する。 

 そこで、牛の皮膚糸状菌症、牛の黄色ブドウ球

菌性乳房炎を対象に、IgY の菌増殖抑制効果によ

り、牛の皮膚、体表上の感染経路を遮断すること 

※令和 4 年 3 月 31 日 退職 



IgY による牛の皮膚からの細菌感染リスク低減技術の確立 

によって、感染リスクを低減する可能性を検討し

た。 

材料及び方法 

１．IgY の調製 

 (1)  抗原の調製 

ア 牛の皮膚糸状菌 

(Trichophyton verrucosum)  

頭頸部に落屑・脱毛を伴う肉用牛の皮膚

病変から回収した痂皮の直接鏡検におい

て球状で長連鎖した分節胞子を確認。チア

ミン・イノシトール加サブローブドウ糖寒

天培地(クロラムフェニコール 50mg/l 添

加) 7) で37℃2 週間微好気培養にて分離培

養後、培地固着性の灰白色塊状で隆起性の

あるコロニーを確認し、牛の皮膚糸状菌と

判定。チアミン・イノシトール加サブロー

ブドウ糖寒天培地(クロラムフェニコール

50mg/l 添加) 7) 37℃10 日間微好気培養し増

菌した。抗原は「胞子のみ」と「胞子・菌

糸」の 2 種類を調製(図１) 。 

「胞子のみ」はポリソルベート 80 を

0.01％と、クロラムフェニコール 0.05％を

添加した滅菌生理食塩水(以下ポリソルベ

ート 80 添加生理食塩水) を培地 1 枚当た

り 3ml 滴下し、培地上の胞子と液をコン

ラージ棒で混合し、ピペットで混合液を回

収した。10 枚分の回収液を 50ml 遠沈管に

入れ、ホルマリン液を回収液の 0.2％添加、

37℃18 時間静置し菌の不活化処理をおこ

なった。 

「胞子・菌糸」はチアミン・イノシトー

ル加サブローブドウ糖寒天培地(クロラム

フェニコール 50mg/l 添加) での培養時、

培地にのせたシリンジフィルター(穴径

0.45 ㎛) 8) 上に接種し、 37℃10 日間微好

気培養。メンブレンフィルターごと回収し

50ml 遠沈管に入れ、ポリソルベート 80 添

加生理食塩水を 20ml 加え、混和後、ホル

マリン液を食塩水の 0.2％添加、37℃18 時

間静置。洗浄前にメンブレンフィルターを

取り除いた。 

「胞子のみ」と「胞子・菌糸」とも滅菌

生理食塩水で3回洗浄、菌量を 109cfu/0.5ml

に調整後、超音波破砕を 10 回行ったもの

と破砕後遠心分離した上澄み(可溶性抗原

抽出) を、接種まで-80℃で冷凍保存し「供

試抗原とした。また同様に洗浄し、超音波

破砕しない「胞子のみ」も供試抗原とした。 

「胞子のみ」「胞子のみ破砕」「胞子の

み可溶性抗原」「胞子・菌糸破砕」「胞子・

菌糸可溶性抗原」の５種類の供試抗原を産

卵鶏に免疫する直前に解凍し、フロイント

のインコンプリートアジュバント (FIA) 

を等量混合して抗原乳化液とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 糸状菌の簡易図  

 

イ 黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)  

黄色ブドウ球菌（NBRC 102143）を BHI

寒天培地で増菌培養後、50ml 遠沈管に入

れた生理食塩水 5ml に 1010～1011 cfu/ml に

なるよう菌量を調整。この菌液にホルマリ

ン液を 0.5％添加後冷蔵保存し菌の不活化

処理をおこなった。 

産卵鶏に接種する直前に、菌液を生理食

塩水で 3 回洗浄し抗原濃度を 109cfu/0.5ml

に調整し供試抗原とした。供試抗原は、フ

ロイントのインコンプリートアジュバン

ト(FIA) を等量混合して抗原乳化液とし

た。 

(2) 産卵鶏への抗原接種 

産卵鶏(ボリスブラウン) を接種する抗原

ごとに区分けし、皮膚糸状菌は各区２羽、黄

色ブドウ球菌は各区 4 羽とした。 

(1) で調整した抗原乳化液を、産卵鶏の浅

胸筋に 3～4 か所に分けて 1ml/回接種した。

なお、抗原乳化液は 2 週間に 1 回(図３、４

内の矢印) 合計 4 回接種を実施した。 

(3) 採卵と IgY の精製及び卵黄粉末作製 

抗原接種初回日から 12 週目までの期間、

産卵した鶏卵はすべて採卵し、5℃で保存し

た。また、抗原接種初回日の 1 週間前から毎

日採卵した鶏卵を非特異的 IgY 含有卵とし

た。 

卵黄の回収は、鶏卵を割卵し、卵黄と卵白

を卵セパレターとピンセットを用い分離し

た後、紙ワイパーで卵白を完全に取り除いた。 

ア 抗体価測定用卵黄 

鶏卵を割卵し、約 4ml の卵黄をピペット

で分注し、同量の 0.05％NaN₃を加えてボ

ルテックスミキサーで均質化し、特異的抗

体価分析まで冷蔵保存した。 

イ IgY 精製用卵黄 

卵黄の IgY 分離と精製については、λ-
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カラギナン法 9) で行った。卵黄を一旦凍

結し、解凍後に卵黄に 0.4％カラギナン水

溶液を加えて攪拌し、静置後遠心分離

(7,500ppm、20℃、20 分間) を行った。回

収した上清(IgY を含む卵黄水溶性タンパ

ク質) に 15％濃度になるよう硫酸ナトリ

ウムを添加して一晩塩析し、遠心分離

(7,500ppm、20℃、20 分間) を行った。沈

殿物に 10mM リン酸溶液を加え透析チュ

ーブに移して 10mM リン酸水素 2 ナトリ

ウム水溶液で 3 回透析を行い、透析内液を

回収した。透析内液は真空凍結乾燥機で乾

燥粉末にした。 

ウ 卵黄粉末用卵黄 

卵黄重量の 10％蒸留水を混和後、ミキ

サーで十分に泡立てたのち、液体窒素で急

速冷凍後、真空凍結乾燥機で乾燥粉末にし

た。 

 

(4) IgY の抗体価 

    供試抗原をコーティングした 96 ウェルマ

イクロプレートに(３) のアを TBS-Tween で、

皮膚糸状菌は 20,000 倍、黄色ブドウ球菌は

2000 倍に希釈し、ELISA 法で測定した。各

試料の ELISA 値からブランク(TBS-Tween) 

の ELISA 値を差し引き試料の抗体価を求め

た。 

    

２．IgY の実験室内静菌効果調査 

(1)  抗皮膚糸状菌 IgY 

ア 材料(１. (3) のウで調製)  

(ア) 非特異的 IgY 含有卵黄粉末 

(イ) 抗皮膚糸状菌 IgY 含有卵黄粉末 

各卵黄粉末を、卵黄粉末：ワセリンを 

1：2 の割合で混合したものを使用 

イ 試験区分 

塗布無し区：全く塗布なし 

非特異的 IgY 区：アの(ア) 

抗皮膚糸状菌 IgY 区：アの（イ） 

対照区：ワセリンを塗布 

ウ 試験方法 

実験室内で皮膚糸状菌に対する静菌効

果判定は、その生態 5,6 ) から細菌と同様の

方法では判定できない。皮膚糸状菌は接種

6 時間後に胞子の一部が発芽し、12 時間後

は皮膚に菌糸が侵入する 10) 、そこで、下

記の方法で接触試験を実施した。 

サブロー寒天培地に検体を 1g ずつ塗布。

対照はワセリン 1gを塗布。菌液は BHI 培

地で 2 週間培養の皮膚糸状菌の胞子を 

0.01％ポリソルベート 80 添加液に混和し

菌液をｎ×102CFU/ml に調整。菌液 500μ

ｌを直径 55mm の濾紙に滴下し、含浸さ

せた。 

菌液を含浸させた濾紙を滴下した面が

接触するよう培地にピンセットで設置 。

培地との間に空気が入らないようにした。 

設置してから 4 時間、8 時間、24 時間、

32 時間後濾紙を回収。各区とも濾紙を設

置したままの状態のものを置いておき 56 

時間後にコロニー数を確認。 

濾紙を設置したままの状態のものと比

較し、コロニー数が少ない場合、皮膚糸状

菌の培地への侵入が抑えられていると判

定した。 

 

(2)  抗黄色ブドウ球菌 IgY 

ア 材料 

精製 IgY (１．(３)  のイで精製)  

精製非特異的 IgY(京都女子大学提供)  

イ 試験方法 

IgY を蛋白質濃度 10mg/ml になるよう

PBS で希釈し、シリンジフィルター(穴径

0.45 ㎛)でフィルトレーションした。PBS

を 500μl と菌液 500μl を 2ml マイクロチ

ューブに入れボルテックスで混和。20 分

間、5 分ごとにボルテックスで混和し、反

応させた。 

食塩卵平板培地に 100μl ずつ塗布し、

コロニー数を計測した。 

 

３．特異的抗体の分析 

(1)  精製した IgY の特異的抗体含有量の測定 

ア 材料 

(ア)  抗体 

抗黄色ブドウ球菌 IgY 

抗皮膚糸状菌 IgY 

    非特異的 IgY 

(イ)  抗原    

    黄色ブドウ球菌 

牛由来の菌株 9×108CFU/ml  

    皮膚糸状菌 

1×109CFU/ml 超音波破砕 

10 回後遠心上澄み 

     胞子(蛋白濃度 0.530mg/ml)  

胞子・菌糸(蛋白濃度 0.891mg/ml)  

イ 試験方法 

各 IgY 液(蛋白質濃度 2mg/ml) と抗原

菌液を 0.2ml ずつ 5ml ラウンドチューブ

に入れ、37℃・120rpm で１晩反応後、

遠心分離( 5,000rpm、4℃、10 分間) し、

上清をシリンジフィルター(穴径 0.45

㎛)でフィルトレーションした液を検体

とした。各 IgY 液と検体を高速液体クロ
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マトグラフ(HPLC) に入れ、AREA 値の

比から、特異的抗体含有量(静菌効果)

を ％で算出した。 

 

４．添加する展着剤の選定  

(1)  牛の皮膚を用い添加する展着剤の残存

時間の調査  

ア 材料 

流動パラフィン  

ワセリン  

グリセリン  

ヒマシ油 

イ 試験方法 

4 頭群飼の育成牛に食紅で着色した展

着剤をそれぞれ 15 箇所ずつ塗布し、経時

的に展着剤の残存状況を 3 日目まで調査。 

 

(2)  展着剤と卵黄粉末の混合状態の調査 

ア 材料 

展着剤は(1)  において牛の皮膚で残存

時間が長かった順に 3 種類を調査した。  

 イ 試験方法 

各材料と卵黄粉末を 1：1 または 2：1

で混和。混和後の形状と、24 時間、48 時

間後の状態を確認した。 

 

５．IgY の牛の皮膚への影響調査 

(1)  皮膚糸状菌症り患牛の皮膚への塗布試験  

ア 材料 

卵黄粉末(１．(３)  のイで精製)  

展着剤：ワセリン 

イ 試験区分 

試験区：卵黄粉末 

対照区：ナナフロシン(液体)  

ウ 試験方法 

皮膚糸状菌症り患牛 2 頭で行い、個体差

を避けるため、病患部毎に区分けを行った
11) 。試験開始前日に痂皮をとり、ナナフ

ロシンを塗布。 

IgY 含有卵黄とナナフロシンを、2～3

日に 1 回塗布し、病変部とその周囲の状態

を約 1 週間毎に記録。3 週間観察した。 

 

結 果 

１．IgY の調製   

(1) 抗皮膚糸状菌 IgY 

皮膚糸状菌に対する抗体価は、接種した抗

原のうち、胞子のみ接種が最も高い力価を示

した(図２) 。胞子のみ接種した鶏の週ごと

の抗体価を測定したところ、抗体価は、抗原

接種後 6 週目で最も高くなり、それ以降高い

抗体価を維持した(図３) 。そこで、胞子の

みを接種した鶏の 6 週目以降 10 週目までの

卵の卵黄から IgY の精製と、卵黄粉末を作製

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 各抗原に対する接種 6 週目の抗体価 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 皮膚糸状菌を抗原とした 2 週間ごとの 

抗体価の推移(胞子のみ)  

 

(2) 抗ブドウ球菌 IgY 

黄色ブドウ球菌に対する抗体価は、鶏への

抗原接種後 4 週目で最も高くなり、それ以降

高い抗体価を維持した(図４) 。そこで、抗

体価の高い 4 週目以降 10 週目までの卵の卵

黄から IgY を精製した。また、卵黄粉末を作

製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 黄色ブドウ球菌を抗原とした 2 週間ごと 

の抗体価の推移 

n=2 

n=4 

n=4 

IgY の精製 

卵黄粉末を作製 

IgY の精製 

卵黄粉末を作

製 
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２．IgY の実験室内静菌効果調査 

(1) 抗皮膚糸状菌 IgY 

抗皮膚糸状菌 IgY は１．(１) の結果より

胞子のみ接種した鶏 6 週目以降 10 週目まで

の卵より作製した卵黄粉末を使用した。  

抗皮膚糸状菌 IgY 区と非特異的 IgY 区は

塗布無し区より、24 時間までコロニー数が

少なく、皮膚糸状菌の培地への侵入が抑えら

れていると考えられた。しかし、96 時間後

は対照区が最も皮膚糸状菌の培地への侵入

が抑えられており、また、抗皮膚糸状菌 IgY

区と非特異的 IgY 区に差は確認されなかっ

た(図５) 。 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 皮膚糸状菌症原因菌に対する静菌効果 

 

(2) 抗黄色ブドウ球菌 IgY 

抗黄色ブドウ球菌 IgY、非特異的 IgY とも

対照と比較し生菌数の差は見られなかった

(表 1) 。 

 

表１ 抗黄色ブドウ球菌に対する静菌効果 

 

 

３．特異的抗体の分析 

(1) 精製した特異的抗体の抗原との結合調査  

抗黄色ブドウ球菌 IｇY 抗体は、HPLC で

の AREA 値の比から、静菌効果 18％以上が

実際に実証試験で静菌効果が確認されたと

の報告がある 12)。しかし、今回、１．(３) の

イで精製した特異抗体の分析では抗黄色ブ

ドウ球菌 IgY は静菌作用が認められなかっ

た。抗皮膚糸状菌症 IgY も非特異的抗体との

差が確認されなかった(表２) 。 

 

表２ 特異的抗体の抗原との結合調査 

抗体 抗原 
静菌効果 

(％)  

抗黄色ブドウ 

球菌 IgY 

黄色ブドウ 

球菌 
-17.714 

抗皮膚糸状菌 

IgY 

皮膚糸状菌 

(胞子)  
12.597 

抗皮膚糸状菌 

IgY 

皮膚糸状菌 

(胞子菌糸)  
8.913 

非特異的抗体 
皮膚糸状菌 

(胞子)  
17.772 

 

４．添加する展着剤の選定  

(1) 牛の皮膚で展着剤の残存時間の調査  

牛の皮膚上に流動パラフィン、ワセリン、

ヒマシ油、グリセリンの順に牛の皮膚に長く

残存した(図６) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 展着剤の残存数の推移 

 

(2) 展着剤と卵黄粉末の混合状態の調査 

材料は４.(１)の結果より、残存時間が長か

った流動パラフィン、ワセリン、ヒマシ油で

実施した。流動パラフィンは混合しても卵黄

粉末が分離し、混ざらず沈澱した。ワセリン

は、混合直後は全体的に堅いが、常温静置

48 時間程で軟膏状になった。ヒマシ油は卵

黄粉末と混合できた。牛の皮膚への残存状況

と卵黄との混和しやすさ等を総合的に判断

し、展着剤はワセリンを選択した。 

 

５．IgY の牛の皮膚治癒過程の影響調査 

(1) 牛の皮膚への塗布試験  

展着剤をワセリン治療部位(対照区) と比

 検 体 名 生菌数(cfu/ml)  

 抗黄色ブドウ球菌 IgY  6.8×103 

 非特異的 IgY  8.1×103 

 対照(抗体なし)   6.8×103 

塗布無し区 

非特異的 IgY区 

抗皮膚糸状菌 IgY区 

対照区 



IgY による牛の皮膚からの細菌感染リスク低減技術の確立 

較して差は確認されなかった。また、塗布部

位に腐敗や病患部の悪化は確認されなかっ

た(図７) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ 鶏 IｇY抗体塗布後の皮膚病変部の推移 

 

考 察 

 

皮膚糸状菌を牛から分離し、IgY を調製。抗原

(「胞子のみ」、「胞子・菌糸」) を鶏に接種し

調製した IgY は、「胞子のみ」で ELISA 法では

最も高い抗体価を示した。 

実験室内で皮膚糸状菌に対する IgY の静菌効

果判定を実施したが、静菌効果は確認できなかっ

た。 

黄色ブドウ球菌に対する IgY を調製し、実験

室内での静菌効果を調査したが、明確な効果は認

められなかった。 

牛の体表への展着剤の塗布試験では、流動パ

ラフィン、ワセリン、ヒマシ油、グリセリンの順

に長く残存し、卵黄と混合しやすいワセリンを選

択。皮膚糸状菌症病患部に展着材と混合した抗体

含有卵黄を塗布したところ、塗布部位に腐敗や病

患部の悪化は確認されず、薬剤治療部位と比較し

て差は見られなかった。 

真菌を用いた IgY の調製や静菌効果の検証方

法が十分確立していなかったため、実験室内で期

待した静菌効果が確認できなかった。また、黄色

ブドウ球菌でも同様であった。その結果、有効な

特異抗体量が十分でなく、今回は具体的な野外で

の IgY 応用方法が提案できなかった。 

IgY を用いた人や家畜用の静菌資材はすでに

実用化されているものもあり、今回の試験の結果

や工程をシーズとして次に生かしたい。 
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