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略語一覧 

Aem  人工ゾウミルク 
AGE  アガロースゲル電気泳動法 
ALP  アルカリホスファターゼ 
ALP2  肝臓型 ALP アイソエンザイム 
ALP3  骨型 ALP アイソエンザイム 
ALT  アラニンアミノトランスフェラーゼ 
AST  アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 
A/G  アルブミン：グロブリン比 
BAP  骨型アルカリホスファターゼ 
BUN  血中尿素窒素 
BW  体重 
B/T index 血清 BAP 活性値 / 血清 TRAP5b 活性値 ×10 
Ca  カルシウム 
CBC  全血球計算 
CTX  Ⅰ型コラーゲン架橋-C-テロペプチド 
EEHV  ゾウ血管内皮ヘルペスウイルス 
EEHV1A ゾウ血管内皮ヘルペスウイルス 1A 型 
ELISA  酵素結合免疫吸着測定法 
FPT  受動免疫不全 
GGT  ガンマグルタミントランスフェラーゼ 
Glu  グルコース 
iP  無機リン 
LoA  一致限界 
NTX  Ⅰ型コラーゲン架橋-N-テロペプチド 
OC  オステオカルシン 
PCV  血球容積率 
PICP  Ⅰ型プロコラーゲン-C-ペプチド 
PINP  Ⅰ型プロコラーゲン-N-ペプチド 
RBC  赤血球 
Rgm  ヤギ生乳 
RIA  放射免疫測定法 
t-ALP  総アルカリホスファターゼ 
t-Cho  総コレステロール 
TP  総タンパク 
TRAP5b 酒石酸耐性酸ホスファターゼ 5b 
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WBC  白血球 
WGLP  小麦胚芽レクチンを用いた分光光度法 
WH  体高 
ɤ-Glb  ガンマグロブリン 
ICTP  Ⅰ型コラーゲン-C-テロペプチド 
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緒言 

アジアゾウ（Elephas maximus）はゾウ科に属する最大級の陸棲哺乳類であ

り、東南アジアに生息する。また、アジアゾウは、その生息地によりインドゾ

ウ、セイロンゾウおよびスマトラゾウの３つの亜種に分類される。野生の生息

頭数は2013年の調査で35,000～45,000頭と推測され、年々減少傾向にある。日

本には野生のアジアゾウは生息していないが、1888年に恩賜上野動物園で2頭

のアジアゾウ飼育が始まって以降、これまでに200頭以上が国内の動物園で飼

育されてきた。2020年現在、北海道から沖縄まで全国33ヵ所の動物園に合計83

頭のアジアゾウが飼育されている。 

アジアゾウは東南アジア諸国ではゾウ使い（Mahout）と呼ばれる人々により

古くから家畜として林業や観光業に利用されてきた[77]。そのため、アジアゾ

ウの獣医学には、少なくとも4,000年以上の歴史があり、伝統医学、東洋医学、

西洋医学など複数の医学知識を活用した健康管理や診断治療が行われてきた 

[38]。巨大なゾウは攻撃的な動きをせずとも、その一挙一動は常に人間を命の

危険に晒す可能性があるため、獣医師および飼育管理者はゾウの動作・行動を

制御するための特別な知識や技術が必要とされる。ゾウ使いにより管理される

アジアゾウは良くトレーニングされており、身体検査、採血、削蹄などの日常

的な診療を行うことは可能である。しかし、ゾウ使いが在籍していない動物園

やサファリパークでは、アジアゾウの動作・行動を制御する術が乏しく、日常

診療の難易度が各段に上がってしまう。ゾウ使いが在籍しない日本の多くの動

物園では、飼育管理者の事故を未然に防ぐため、人間と動物が同一空間を共有

せずに間接的に世話を行う、いわゆる「間接飼育」が採用されてきた[42, 81, 

85]。そのため、日常診療が必要な場面でも、ゾウの動作・行動の制御が難しい

ために診察ができず、結果として、アジアゾウに関する獣医学的知見の蓄積も
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ままならなかった。しかし、近年、ゾウに対するトレーニング理論が導入さ

れ、ゾウ使いのような伝統的な知識や技術を持たない飼育担当者でも、ゾウを

指示通りに操ることが可能になってきた。日本でも、このトレーニング理論の

普及により、柵越しの耳介からの採血や前肢の処置といった簡単な診察行為を

実施可能な動物園が増加し、獣医師が積極的にアジアゾウの健康管理に取り組

める環境が整いつつある。したがって、我が国におけるゾウの獣医療は未だ発

展途上ではあるが、疾病の診断や治療に関する研究は牛、馬、犬、猫など他種

動物に関する獣医学的知見を取り入れながら進みつつある[3, 46, 105]。 

アジアゾウの飼育下における成育成績は、世界的に見ても、良いものとは言

えない。北米および欧州の飼育下ゾウに関する調査では、繁殖ゾウの5歳まで

の死亡率は、それぞれ39.6%（61/154）および41.5%（81/195）であった[57, 

88]。その主な死亡原因は出産時の事故であり、母ゾウの育児拒否による攻撃が

大半を占めていた。母ゾウの育児拒否は仔ゾウの成育を妨げる主要な原因であ

り[72]、育児放棄によって人工哺育された仔ゾウは、栄養失調や代謝性骨疾患

による成長不良に陥り、将来、死亡の転帰を辿るとされる。その他にも、飼育

管理の失宜による栄養性代謝性疾患、飼育施設の不備や同居ゾウに起因する事

故など、仔ゾウの順調な成育を妨げる要因が報告されている[59, 72]。さらに、

近年、世界各国において、ゾウ血管内皮ヘルペスウイルス(Elephant 

endotheliotropic herpes virus; EEHV)に関連する出血病による若齢アジアゾウの死

亡例が多数報告されている。2017年の北米での調査では、1980年以降に北米で

出生したアジアゾウの死亡例のうち、EEHVが原因のものが53%を占めていた

[34]。ヨーロッパでの調査では、1995年以降にヨーロッパで出生したアジアゾ

ウの死亡例のうち60％が、EEHVが原因で死亡したと報告されている[34]。 

日本国内では、これまでに200頭以上が国内の動物園で飼育され、現在も合
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計83頭のアジアゾウが飼育されている。しかし、日本での飼育下繁殖はこれま

でわずか13例で、現在まで順調に成育しているのはわずか8例である。国内繁

殖個体13頭のうち5頭はすでに死亡しているが、そのうち4頭は人工哺育個体で

ある。死亡個体5頭のうち3頭は代謝性骨疾患が疑われ死亡しており、残り2頭

はEEHVが原因による死亡と診断されている。したがって、日本国内における

アジアゾウの飼育個体数の維持ならびに繁殖個体の成育向上のためには、若齢

個体の代謝性骨疾患やEEHV関連疾患を早期に診断するための技術の開発が急

務である。 

アジアゾウの血液から簡便に骨状態を評価できる指標として、骨代謝マーカ

ーの測定が注目されている。Aryaら[2]は、飼育下雌アジアゾウ24頭における血

中の骨型アルカリホスファターゼ（BAP）およびオステオカルシン（OC）値は

年齢と負の相関関係を有することを明らかにした。Kilgallonら[47]は、飼育下

アジアゾウ12頭の血中BAP、OCおよびⅠ型コラーゲン-C-テロペプチド

（ICTP）値は年齢と負の相関を示すが、互いに正の相関を有することを報告し

た。さらに、彼らは23歳の雌アジアゾウ4頭から7日間隔で計4回の採血を行

い、血中BAP、OCおよびICTP値に変動が少ないことを示した。Van Sonsbeekら

[111]は、血中のBAPおよびⅠ型コラーゲン架橋-N-テロペプチド（NTX）値を

用いた骨代謝評価に関する検討を行っている。このように、飼育下アジアゾウ

における骨代謝マーカーに関する研究では、血中の骨形成マーカーとしてBAP

を採用したものが多い[2, 47, 111]。血中のBAPは骨芽細胞の数や分化状態を反

映する指標となるため、人や動物の骨代謝評価に広く利用されている[27, 54, 

118]。アジアゾウにおける骨吸収マーカーとして骨コラーゲン分解産物である

ICTPやNTxが採用されてきたが、研究者により選択されるマーカーが異なって

おり、現時点で推奨されるものは定まっていないように見える。医学および獣
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医学の両分野では、破骨細胞数の指標となる骨吸収マーカーとして酒石酸耐性

酸ホスファターゼ5b（TRAP5b）が知られている[28, 58, 117]が、アジアゾウを

対象に測定した報告は見当たらない。したがって、本学位論文では、飼育下ア

ジアゾウの血中BAPとTRAP5bを測定することで骨芽細胞と破骨細胞の数や分

化状態を指標とした骨代謝評価を試みるとともに、哺乳期あるいは成長期の仔

アジアゾウにおける骨代謝の経時的変化や飼育管理による影響について検討を

行った。 

EEHVはアジアゾウおよびアフリカゾウ（Lodonxa Africana）を自然宿主とし

生涯に渡って潜伏感染するが、突発的に回帰感染を起こし、高ウイルス血症に

なると致死的な出血病（EEHV-HD）を発症する[34, 56]。10歳以下の仔ゾウで

は、発症から半日で死に至ることも報告されている[108]。EEHVに対する治療

に関する報告は多いが[34, 56]、救命率は極めて低く、未だに確立された治療法

があるとは言い難い。しかし、発症初期に積極治療を行った症例では総じて生

存率は高く、EEHV血症の早期発見が最も有効な対応策である[34, 56, 100]。

EEHV血症の診断法としてPCR法が確立されている[24, 53, 83]が、疑わしい症例

がある場合には、高価な検査機器と実験室レベルの操作環境を有する大学や検

査センターなどへ検体を送付し、数日間、検査結果を待つ必要がある。しか

し、EEHV血症への早期対応を行うためには、迅速かつ簡易的で、動物園のよ

うな臨床現場でも実施可能な診断法の開発が望まれる。 

本学位論文では、我が国における飼育下アジアゾウの個体数の維持ならびに

繁殖個体の成育向上に貢献することを最終目標として、若齢アジアゾウの健全

な成育を妨げている要因である骨代謝障害ならびにEEHV血症の早期診断を可

能にする血中骨代謝マーカー測定法と血中EEHV検出法の確立を行った。第1章

では、血中骨代謝マーカーの骨代謝評価のための指標となる基準値を把握する
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ために飼育下アジアゾウ群の血中TRAP5bおよびBAP活性値を測定し、年齢や

性別との関係についての検討を行った。また、医学領域で広く普及しているア

ガロースゲル電気泳動（AGE）法を用いてアジアゾウの血中骨型アルカリホス

ファターゼ活性値の測定を行い、この測定法がアジアゾウでも応用可能である

ことを検証した。第2章では、飼育下の仔アジアゾウの健康管理記録ならびに

凍結保存血清の骨代謝マーカー値を解析し、突然死した人工哺育個体の骨代謝

状態について生存した自然哺育個体との比較を行った。第3章では、EEHV-HD

の迅速な生前診断の観点からLoop-mediated isothermal amplification（LAMP）法

による血中EEHVの検出法を確立するとともに、若齢アジアゾウ個体群におけ

るEEHVのモニタリングを行った。 
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第1章：アジアゾウにおける血中骨代謝マーカーを用いた骨代謝の評価 

 

 骨代謝マーカーは、血中や尿中に存在する骨に特異的な酵素やコラーゲン

分解産物を指し、骨吸収や骨形成を反映して変動する[10]。医学領域では、骨

粗鬆症の診断や骨折リスクの評価などで骨代謝マーカーが利用されている[10, 

16, 27]。骨形成マーカーとして、骨芽細胞が産生するプロコラーゲンであるⅠ

型プロコラーゲン-C-ペプチド（PICP）やⅠ型プロコラーゲン-N-ペプチド

（PINP）、活性化した骨芽細胞から分泌されるアルカリホスファターゼ

（ALP）アイソザイムの１つである骨型アルカリホスファターゼ（Bone-

specific Alkaline Phosphatase; BAP）[18]、成熟した骨芽細胞から分泌される非コ

ラーゲン性の骨基質タンパクのオステオカルシン（OC）が知られている。骨吸

収マーカーとして、多核化した成熟破骨細胞により産生・分泌される酵素であ

る酒石酸耐性酸ホスファターゼ5b（Tartrate-resistant Acid phosphatase 5b; 

TRAP5b）[84]、骨基質の9割を占めるⅠ型コラーゲンの分解産物であるⅠ型コ

ラーゲン架橋-N-テロペプチド（NTX）、Ⅰ型コラーゲン架橋-C-テロペプチド

（CTX）ならびにⅠ型コラーゲン-C-テロペプチド（ICTP）が知られている

[93]。 

獣医学領域でも、犬・猫をはじめとした伴侶動物から牛・馬などの産業動物

に至るまで、骨代謝マーカーを用いた研究が行われている[1]。基礎研究として

測定法の検討、食餌、運動、妊娠、出産あるいは泌乳による影響、日内変動や

季節変動、骨成長との関係などが検討されており[15, 30, 41, 97, 117]、臨床研究

として骨折治癒、骨粗鬆症ならびに骨腫瘍に関する報告がある[7, 52, 91]。 

アジアゾウにおける骨関連疾患として、飼育管理失宜による骨形成異常症、

くる病、遺伝的な変形関節症が知られる [17, 19]。特に成長期の仔ゾウでは、
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性急な離乳、栄養失調、不適切なサプリメント投与による骨代謝疾患の潜在的

リスクが高い[19]。ゾウの骨疾患では症状は主に四肢に現れ、運動不耐、跛

行、関節炎、骨折、蹄病によって巨体を支えることができず、起立不能に陥

り、最終的に死に至ることが多い。骨疾患の早期発見やリスク評価を目的とし

て、アジアゾウでもX線撮影が行われる[19, 61, 96, 109]が、巨体ゆえに撮影条件

の設定が難しく、撮影時の姿勢を保つためのトレーニングも必要である[47, 61, 

96]ため、日常的に実施できる飼育施設は限られている。一方、骨代謝マーカー

は血液や尿から簡便に骨状態を評価できる指標として、近年、アジアゾウでの

測定報告が増えているが[2, 47, 111]、日常診療に利用されるまでには至ってい

ない。採血はアジアゾウの日常診療において実施可能であることから、血中骨

代謝マーカーの利用によって骨代謝の評価が可能になれば、骨代謝疾患の早期

発見につながることが期待される。本章では、骨代謝評価のための基準を構築

する目的で、骨芽細胞ならびに破骨細胞に由来する骨代謝マーカーである血中

のBAPならびにTRAP5b活性値を測定した。さらに、BAPの測定法に関する検

討も行った。 
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第1節：年齢別の血中骨代謝マーカー値 

 

 医学領域において、血中骨代謝マーカーは患者の骨代謝を評価するための血

液生化学検査項目として利用されている。獣医学領域では、イヌ、ウマあるい

はウシを対象に、加齢や運動負荷の影響、骨折治癒、骨腫瘍、変形性関節症の

軟骨における骨形成と骨吸収の状態を評価するために活用されてきた[1, 22, 37, 

99, 117]。アジアゾウに関する報告では、骨代謝マーカーとして骨芽細胞の数や

分化状態の指標となるBAPが、骨吸収マーカーとして骨コラーゲン分解産物で

あるICTPやNTXが測定されてきた[2, 47, 111]。 

 酒石酸耐性酸ホスファターゼ（TRAP）は、骨、赤血球、血小板、脾臓およ

び前立腺に分布する酵素であり、そのアイソフォーム5b（TRAP5b）は活性化

した破骨細胞から分泌されるリソソーム酵素である[18]。血中TRAP5b活性値は

破骨細胞数を反映する骨吸収の指標であり、日内変動が少なく、肝および腎疾

患や食餌の影響を受けないことから、医学領域では骨粗鬆症、癌の骨転移、多

発性骨髄腫、腎性骨疾患、骨パジェット病の診断に利用されている[28]。獣医

学領域では、牛、羊、犬において血中TRAP5b活性値に関する報告があり[58, 

97, 98, 117]、アジアゾウにおいても利用価値が高い骨代謝マーカーと考えられ

る。 

 本節では、飼育下アジアゾウ10頭の血清を用いてBAPおよびTRAP5b活性値

を測定し、年齢別および性別との関係を検討した。 

 

1. 材料と方法 

 1-1 供試動物ならびに血液採材 

 市原ぞうの国で飼育されている臨床的に健康なアジアゾウ10頭（雄3頭、3ヵ
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月齢～25歳／雌7頭、3歳～39歳）を供試動物とした。成獣ゾウは乾草、市販の

飼料、野菜や果物を給餌し、自由飲水で飼育されていた。雄1頭（3ヵ月齢）

は、ヤギ生乳（木村ヤギ牧場、大分）と人工エレファントミルク（森乳サンワ

ールド、東京）の混合乳による人工哺乳にて飼育されていた。当園ではアジア

ゾウの健康管理の一環として定期的に血液検査を実施しており、今回、その余

剰サンプルを骨代謝マーカーの測定に供した。なお、採血は耳介静脈より行

い、血清は分析まで凍結保存（−20℃）した。 

 1-2 血清TRAP5b活性値の測定 

 TRAP5b活性値は蛍光測定法により測定した [58, 117]。本測定法では、反応

液（pH 6.6）としてナフトール-ASBI-リン酸（和光純薬、大阪; 0.25 mM）、酢酸

ナトリウム（関東化学; 100 mM）、酒石酸ナトリウム（和光純薬; 50 mM）、NP-

40（Bio Vision, Lyon, フランス; 2 %）、エチレングリコールモノエチルエーテル

（和光純薬; 1 %）、ヘパリン（和光純薬; 23 U/mL）の混合液を作製し、反応停

止液として水酸化ナトリウム（0.1 M）とNP-40（0.05 %）の混合液を使用し

た。血清10 μLと反応液50 μLを37℃・30分間でインキュベート後、反応停止液

125 μLを加え、速やかにマルチラベルカウンター（ALVO MX/ Light 1429; 

PerkinElmer, Norwalk, 米国）により蛍光強度を測定した（励起スペクトル405 

nm、蛍光スペクトル535 nm）。検量線には、酸ホスファターゼの段階希釈溶液

を使用した。 

 1-3 血清BAP活性値の測定 

 BAP活性値は小麦胚芽由来レクチンを用いた分光測光法により測定した[4]。

本測定法では、血清30 μLにTriton X-100（富士フィルム和光純薬）30 μLを添加

し、37 ℃、30分間のインキュベートを行い、さらに小麦胚芽由来レクチン

（Triticum vulgaris 由来; Sigma-Aldrich, St Louis, 米国）溶液（5 mg/mL）30 μL
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を加え、37 ℃・30分間のインキュベートを追加した。氷上で冷却後、2,000×

g・10分間の遠心分離を行い、その上清をレクチン処理血清とした。LabAssay 

ALP kit（富士フィルム和光純薬）を用いて、無処理の血清とレクチン処理血清

のALP活性値を測定し、BAP活性値は無処理血清のALP活性値からレクチン処

理血清のALP活性値を減じた値として求めた。 

 1-4 B/T indexの算出 

 BAP活性値とTRAP5b活性値の比（B/T index）は以下の計算式によって求め

た。 

 B/T index = serum BAP activity / serum TRAP5b activity  × 10 

 1-5 統計処理 

 血清TRAP5b、BAP活性値およびB/T indexにおける相互の相関ならびに各測

定値と年齢との相関は、Spearmanの順位相関係数分析ならびに回帰分析を用い

て解析した。若齢ゾウ（15歳以下）と成獣ゾウ（16歳以上）における各測定値

の比較にはMann-Whitney U検定を使用した。統計処理には、Prism ver.6 for 

Windows（GraphPad Software Inc., La Jolla, 米国）ならびにEZR on R commander 

（http://www.jichi.ac.jp/saitama-sct/SaitamaHP.files/statmed.html）を使用し、有意

水準をP<0.05とした。 

 

2. 結果 

 Table 1に10頭のアジアゾウの血清TRAP5bおよびBAP活性値ならびにB/T 

indexを示した。血清TRAP5b活性値は3ヵ月齢の仔ゾウで4.5 U/Lであり、2歳－

39歳のゾウでは0.8－8.9 U/Lの範囲であった。血清BAP活性値は3ヵ月齢の仔ゾ

ウで最も高値（1076.8 U/L）であり、2歳～39歳のゾウでは加齢に伴って低下傾

向（551.0－71.7 U/L）を示した。B/T indexは2頭のゾウ（3ヵ月齢および25歳）
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で高値（それぞれ24.1と19.2）を示したが、他の8頭のゾウでは6.0－10.8の範囲

であった。 

 Spearmanの順位相関係数分析では、血清TRAP5bおよびBAP活性値は年齢と

負の相関関係を有した（それぞれρ= −0.87、P= 0.002およびρ= −0.95、 

P<0.0001；Figure 1Aおよび1B）。全供試動物10頭における血清TRAP5b活性値と

年齢との近似直線は y = −0.19 x +7.43（r2 =0.74）であり、3ヵ月齢の仔アジアゾ

ウを除いた9頭における近似直線はy = −0.23 x  + 8.65（r2 = 0.90）であった

（Figure 1A）。全10頭における血清BAP活性値と年齢との近似曲線は y = −293.4 

☓ log (x) + 634.5（r2 =0.95）であり、3ヵ月齢の仔アジアゾウのデータを除く9頭

における近似直線は y = −12.7 x + 553.3（r2 = 0.89）であった（Figure 1B）。血

清TRAP5bとBAP活性値との間に有意な正の相関が認められ（ρ= 0.86、 P= 

0.003）、3ヵ月齢の仔アジアゾウのデータを除く9頭における近似直線は y = 

0.017 x  1.04（r2 =0.86）であった（Figure 1C）。B/T indexと年齢との間には有

意な相関は見られなかった（ρ= −0.40、 P= 0.09； Figure1D）。 

 若齢ゾウと成獣ゾウにおける血中TRAP5bおよびBAP活性値の比較では、若

齢ゾウの方が有意に高い値を示した（それぞれP=0.00952 およびP=0.00952；

Figure 2）。 

 

3.  考察 

 本節では、3ヵ月齢～39歳のアジアゾウ10頭を対象に、初めて血清TRAP5b活

性値を測定した。今回の血清TRAP5b活性値の範囲は0.8－8.9 U/Lであり、6ヵ月

齢－20歳の黒毛和種牛（67頭）における測定結果（0.38－8.81 U/L）[117]と類

似していた。血中の骨吸収マーカーは加齢に伴い低下するが[1, 93]、今回のア

ジアゾウにおいて血清TRAP5b活性値は年齢に対して負の相関関係を有し(ρ= 
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−0.87、P < 0.005)、これはヒトや各種動物における結果と一致していた[28, 98, 

117]。また、アジアゾウの年齢別の血中ICTP濃度を測定した研究[47]において

も、今回と同等の相関（ρ= −0.848、P < 0.001）が認められていた。したがっ

て、アジアゾウでは、加齢に伴い、活性化した破骨細胞数の減少と骨コラーゲ

ン分解の低下によって骨吸収が減退することが推察された。 

今回のアジアゾウにおける血清BAP測定値は71.7－1076.8 U/Lの範囲であり、

過去の報告[2]の測定値（40.4－141.4 U/L）に比べ高値を示す傾向があった。こ

の要因として、総ALP活性値の測定法の違いが推察された。日本現行のJSCC標

準化対応による総ALP活性値は、海外で一般的に用いられているIFCC標準化対

応による総ALP活性値の約3倍の高値で測定されることが報告されている[21]。

その他にも、年齢構成が異なっていたこと、本研究で用いた小麦胚芽レクチン

を用いた分光測光法では、小麦胚芽レクチンの製品ロットの違いにより、測定

値にわずかな影響が出ること[4, 60]などが原因として挙げられる。なお、今回

のアジアゾウにおける血清BAP活性値は、過去の報告[2, 47]と同様に、年齢と

負の相関関係を有し、これは加齢による骨芽細胞数の減少を反映した所見と考

えられた。 

アジアゾウにおける血清TRAP5bとBAP活性値との間にも有意な正の相関関

係が認められた。ヒトや各種動物においても骨吸収マーカーと骨形成マーカー

との間に同様の相関関係が示されており[1, 93]、これは骨吸収と骨形成が一定

のバランスを保ちながら骨代謝回転が営まれることを表す所見である[5]。した

がって、各年齢における破骨細胞と骨芽細胞による骨代謝回転は一定のバラン

スで営まれていたと考えられた。 

 血中の骨形成マーカーと骨吸収マーカーの測定値の比は、骨代謝異常を検出

する上で、単一の骨代謝マーカーによる評価より優れていることの報告がある 
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[9, 63, 113]。この比は、骨吸収と骨形成のバランスが保持された健常な骨代謝

では一定の範囲内の数値（健常範囲）を示すが、骨吸収や骨形成のどちらかが

過度に優位な状態では健常範囲から外れる値を示す[9]。本節において、B/T 

indexはアジアゾウ10頭中8頭（Nos.1－3および5－9）で6.0－10.8の範囲に収ま

ったが、残りの2頭（Nos. 4および10）では2倍以上の高値（19.2および24.1）を

示した。今回の供試動物はいずれも臨床上は健康であると判断されたものであ

り、10頭中8頭で示されたB/T indexの範囲が、アジアゾウにおける破骨細胞と

骨芽細胞による骨代謝バランスの健常範囲であろうと考えられた。一方、B/T 

indexが高値であった2頭では、臨床上は健康であっても、潜在的に骨芽細胞に

よる骨形成が優位な状態であったと考えられた。このうち1頭（No. 4）は唯一

の成獣オス（25歳）の個体であった。ヒトや他種動物において、血中骨代謝マ

ーカー値には雌雄差があり[41, 79]、雄性ホルモンであるアンドロジェンは、破

骨細胞形成を抑制することで間接的に骨芽細胞の活性を促進することが知られ

ている[43]。オスのアジアゾウには、性的活動が高まり、アンドロジェン分泌

が盛んな時期（Musth；マスト）があり[25]、骨代謝に影響を与えることが推察

される。本個体はマスト期終了後に採血を行ったため、その影響が血中骨代謝

マーカー値に影響を与えた可能性が考えられた。残り1頭（No.10）は人工哺育

下の3ヵ月齢のオスの個体であった。ヒトでは幼少期の積極的な運動は骨形成

を促進するとの報告がある[112]。ウシの乳汁（牛乳）に含まれるラクトフェリ

ンは骨芽細胞の活性を刺激し、破骨細胞の分化を抑制することが知られている

[62]。この仔ゾウが摂取したヤギ生乳と人工エレファントミルクの混合乳中に

おけるラクトフェリンの含有量は不明であるが、哺乳期や幼獣期には運動刺激

や母乳摂取などの様々な因子が骨代謝に影響を及ぼし、血中骨代謝マーカー値

が変動することが予想される。今後、アジアゾウの成獣オスや哺乳期における
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破骨細胞と骨芽細胞による骨代謝バランスに影響を与える要因を明らかにする

には、調査個体数を増やしデータを蓄積する必要がある。 

アジアゾウの性成熟は10－15歳と言われており、その間、野生下では成獣ゾ

ウの世話を受けながら成育する[19, 77]。そのため、本節では、15歳を基準とし

て若齢ゾウ（15歳以下）と成獣ゾウ（16歳以上）を区分し、血中骨代謝マーカ

ーの活性値を比較した。若齢ゾウの血清TRAP5bおよびBAP活性値は成獣ゾウ

に比べ高く、若齢ほど破骨細胞と骨芽細胞の数が多く骨代謝が活発であること

が示された。アジアゾウの体重は出生時の約100kgから15歳時には約3,000kgま

で増加するため[72]、その巨体を支えるために骨代謝を活発にして急激な骨成

長を支えていると考えられる。 

血液検査値の基準範囲とは、一定の条件で選んだ健常動物の個体から測定さ

れた検査値（基準値）が正規分布を取る場合、中央95%の区間を指す[65]。基

準値は、性差、年齢、肥満度、食餌内容など様々な要因の影響を受けるため、

基準範囲は、本来であれば、該当検査値に影響を及ぼす生理的変動や病態変動

の要因をもたない十分な個体数の健常動物の基準値により求められるべきであ

る。日本国内にはアジアゾウを飼育管理している施設は限られており、本節で

用いた個体数10頭は同一個体群として設定できる国内最大個体数であると考え

ているが、基準範囲を設定するために十分な個体数とは言い難い。また、国内

の飼育施設だけでは雌雄や年齢層の偏りもあり、成獣オス個体や哺乳期ゾウを

対象とするデータ蓄積には多くの時間を要する。したがって、将来的には、海

外の研究者と協力し、複数の大きな個体群から得られる血中TRAP5bおよび

BAP活性値から基準範囲を設定し、臨床応用の可能性を探る研究が必要であ

る。 
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4. 小括 

アジアゾウ10頭の血清を用いて骨吸収マーカーである酒石酸耐性酸ホスファ

ターゼ5b（TRAP 5b）と骨形成マーカーである骨型アルカリホスファターゼ

（BAP）の活性値を測定し、年齢による変動を分析した。両骨代謝マーカーの

活性値には年齢と有意な負の相関関係が認められた。15歳以下の若齢ゾウの活

性値は成獣ゾウの活性値よりも有意に高く、加齢に伴う破骨細胞数と骨芽細胞

活性の低下が示唆された。各個体のTRAP5bおよびBAP活性値の間には有意な

正の相関関係が認められた。BAPとTRAP5bの比（B/T index）を算出したとこ

ろ、10頭中8頭で6.0－10.8の範囲内に収まり、骨芽細胞と破骨細胞による骨代

謝バランスの指標になると考えられた。以上より、アジアゾウにおける血清

TRAP5bとBAPは、他の動物種と同様、骨吸収および骨形成を反映する骨代謝

マーカーとして有用であると考えられた 。 
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5. 図表 

 

 Table 1. 飼育下アジアゾウ10頭の概要と血中骨代謝マーカーの測定結果 

 

1) TRAP5b：酒石酸耐性酸ホスファターゼ5b 

2) BAP：骨型アルカリホスファターゼ 

3) B/T index：血清BAP活性値 ／ 血清TRAP5b活性値×10 

No. 年齢 性別
TRAP5b1)

(U/L)

BAP2)

(U/L)
B/T index3)

1 39 ♀ 0.8 71.7 9.3

2 30 ♀ 2.4 160.3 6.7

3 26 ♀ 1.2 126.3 10.8

4 25 ♂ 1.8 342.3 19.2

5 25 ♀ 3.2 243.8 7.6

6 18 ♀ 3.7 302.0 8.2

7 9 ♀ 5.9 398.0 6.7

8 3 ♀ 8.9 551.0 6.2

9 2 ♂ 8.8 531.0 6.0

10 0.25 ♂ 4.5 1076.8 24.1



21 

 

 
Figure 1. 飼育下アジアゾウ10頭における血中骨代謝マーカー値と年齢との関係 

(A) TRAP5b活性値と年齢との相関関係 

(B) BAP活性値と年齢との相関関係 

(C) TRAP5b活性値とBAP活性値との相関関係 

(D) B/T index と年齢との相関関係 

□: 3ヵ月齢♂アジアゾウ ●: 9頭のアジアゾウ（2歳以上） 

実線:3ヵ月齢♂アジアゾウ (□)を除くデータにおける近似線 

破線: 10頭のデータにおける近似線 
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Figure 2. 成獣ゾウ群（16 歳以上、6 頭）と若齢ゾウ群（15 歳以下、4 頭）にお

ける血中 TRAP5b および BAP 活性値の比較（*p<0.01) 
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第 2 節：アガロースゲル電気泳動法を用いた血中骨型 ALP 活性の測定 

 

 骨芽細胞膜上に存在する骨型ALPは、細胞分化の初期に発現する酵素であ

り、骨のピロリン酸石灰化のインヒビターを分解することで骨形成に関与する 

[9, 27]。本酵素は循環血中への放出量は骨芽細胞の数や分化状態に比例するた

め、骨形成を鋭敏に反映する血中の骨代謝マーカーとして活用されている[27, 

54]。血中の骨型ALPは電気泳動法、酵素結合免疫吸着法（ELISA）、放射免疫

測定法（RIA）などによって測定されるが、測定法には大きな優劣はないとさ

れている[78]。アジアゾウの骨代謝マーカーに関する研究では、骨形成マーカ

ーとしてBAPが採用され、その有用性が示されている[2, 47, 111]。測定法とし

て、小麦胚芽レクチン沈殿法（wheat germ lectin precipitation; WGLP）やヒト用

市販キットを用いたELISAが使用されているが、いずれも習熟した実験技術と

高価な機器やELISAキットを必要とする[26, 40]。また、WGLP法では小麦胚芽

レクチンの製品ロットにより測定値が変動することが報告されている[4, 60]。 

 ヒトや哺乳動物において、ALPは肝臓、骨、腎臓、腸および胎盤などで産生

され[19, 36, 89, 94]、各臓器に特異的な糖鎖付加を受けることで肝型（ALP2），

骨型（ALP3），胎盤型（ALP4）、腸型（ALP5）のアイソエンザイムとして電気

泳動により分離が可能である[36]。このうち、ALP2とALP3は血中に多く存在

するアイソエンザイムである[31, 39]。医学領域では、アガロースゲル電気泳動

（AGE）による市販のALPアイソエンザイム測定キットがあり、対応装置を用

いて全自動での測定が可能である。そのため、測定者による誤差が少なく、全

国の臨床検査センターに血液検体を送れば測定結果を得られることから，医学

分野では臨床応用が進んでいる。本法では、血中の骨形成マーカーとしてALP3

を測定するが、同時に肝機能の指標としてALP2を測定できるという利点もある
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[78]。 

 獣医学領域ではウシやウマ、ネコにおいてAGE法により測定した血中ALP3

活性値の報告はあるが[8, 33, 106]、アジアゾウでの測定は行われていないた

め、本節では飼育下アジアゾウにおける血中ALP3活性値の測定を行った。な

お、本節ではWGLP法とAGE法による骨型ALPを区別するために、前者による

ものをBAP、後者によるものをALP3と呼称し、血清ALP3活性値がBAP活性値

の代替になることを検証した。さらに、AGE法で同時測定されるALP2と肝胆

道系由来酵素との相関に関する検討も行った 

 

1. 材料と方法 

 1-1 供試動物ならびに血液採材 

市原ぞうの国で飼育されている臨床的に健康なアジアゾウを供試動物とし

た。当園では、毎月1回、健康管理の一環として血液検査を行っており、本節

では、アジアゾウA（非妊娠雌；n=16、年齢9.5－10.8歳）、B（非妊娠雌；

n=14、年齢3.5－4.6歳）、C（雄；n=10、年齢2.7－4.2歳）およびD（非妊娠雌；

n=11、年齢31.0－32.3歳）の4頭の冷凍保存（−20℃）血清（計51検体）を用い

た。なお、供試ゾウは、乾草、市販の飼料、野菜や果物の給餌と自由飲水によ

り飼育されていた。 

1-2 血清BAP活性値の測定 

 血清BAP活性値の測定は第1章・第1節と同様に、WGLP法で行った[4]。 

 1-3 血清ALP3およびALP2活性値の測定 

 血清ALP3およびALP2活性は、QuickGel ALP agarose gel kit（J713; Helena 

Laboratories、埼玉）、QuickGel ALP (bone type) reagent （J871; Helena 

Laboratories）および自動電気泳動アナライザー（Epalyzer-2; Helena 
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Laboratories）を用いてAGE法により解説書に従って測定した。また、ALP分画

の参照のためにヒトコントロール血清（Lot. 118J-5104; Helena Laboratories）を

使用した。血清30 µLにプロテアーゼ溶液（1.5 U/ml）4 µLとノイラミニダーゼ

含有溶液2 µLを添加したものを電気泳動用サンプルとし、室温で30分間インキ

ュベートした。プロテアーゼの添加はALP3の分画に重複する高分子腸由来ALP

をALP5に変換してALP3から分離するため[73]、ノイラミニダーゼの添加は

ALP2とALP3を分離するため[92]に必要な操作である。電気泳動は230V・

23℃・15分間の条件で実施し、アガロース膜をニトロブルーテトラゾリウムで

染色した。Edbank Ⅲsoftware（Helena Laboratories）を用いてアガロース膜上の

電気泳動像からデンシトグラムを作成し、ALP2およびALP3の割合を算出し

た。各アイソエンザイムの活性値は、総ALP活性値に各割合を乗じて算出し

た。 

 1-4 血清TRAP5b活性値の測定 

 血清TRAP5b活性値の測定は第1章・第1節と同様の方法で行った。 

 1-5 血中肝胆道系由来酵素活性値の測定 

 血液化学アナライザー（DRI-CHEM 4000sV；富士フィルムメディカル、東

京）を用いて、血中アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）、アスパラギン

酸アミノトランスフェラーゼ（AST）およびガンマグルタミルトランスペプチ

ダーゼ（GGT）活性値を測定した。 

 1-6 統計処理 

 血清ALP3およびBAP活性値の相関と一致度について、Deming回帰分析と

Bland-Altman解析を用いて解析した。今回、各個体において時期を変えて繰り

返し採取した（10－16回）血清の測定結果を使用したため、一致限界（LoA）

の調整[6]を行った。また，Critchleyら[12]の方法に準じて各測定値の差
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（difference）を算出し、その差が±20％未満である頻度が75％以上の場合に2

つの測定値が一致すると判定した。各アジアゾウの血清ALP3およびALP2活性

値はKruskal-Wallis検定およびSteel-Dwass法を用いて比較した。血清ALP3活性値

と血清TRAP5b活性値あるいは血清ALP2活性値と各肝胆道系由来酵素活性値と

の相関関係は、Pearson相関係数分析および単回帰分析を用いて解析した。統計

処理には、前節と同様、Prism ver.6 for WindowsならびにEZR on R commanderを

使用し、有意水準をP<0.05とした。 

 

2.  結果 

 Figure 3はプロテアーゼ溶液のみを添加した血清とプロテアーゼ溶液とノイラ

ミニダーゼ含有溶液の両方を添加した血清のAGE画像である。プロテアーゼ溶

液とノイラミニダーゼ含有溶液の両方を添加した血清において、ALP2とALP3

の分離が確認された。Figure 4は、ヒトコントロール血清とゾウ血清のAGE画像

とデンシトグラムである。このデンシトグラムにおいて、アジアゾウA～Dの

各血清中のALP2の割合はそれぞれ24.8±4.1、18.4±5.8、17.0±2.0および46.6±

3.5 % 、ALP3の割合はそれぞれ75.2±4.1、81.6±5.8、82.9±2.0および53.4±

3.5 %と判定された。 

 Figure 5はアジアゾウ4頭における血清ALP3およびBAP活性値のDeming回帰分

析およびBland-Altman解析の結果である。Deming回帰分析では、回帰直線の傾

きは1.0、切片は5.3であり、有意な正の相関（r=0.98、P<0.0001）が示された。

Bland-Altman解析におけるmean biasは−9.3で、全プロットが95 %LoAの範囲内

に存在した。また、各測定値の差が±20％未満である頻度は98 %（50 / 51）で

あり、両測定値は一致基準を満たすと判定された。 

 Figure 6 は各個体における血清ALP3およびALP2活性値である。アジアゾウD
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の血清ALP3活性値（147.5±25.5 U/L、n=11）は、アジアゾウA（329.9±71.4 

U/L、n=16）、B（475.0±120.6 U/L、n=14）およびC（450.7±76.6 U/L、n=10）

に比較して低く（P<0.001）、アジアゾウAはBおよびCに比べ低値を示した

（P<0.01、Figure 6a）。アジアゾウDの血清ALP2活性値（128.5±23.2 U/L、

n=11）は、A（107.7±25.1 U/L、 n=16）およびC（91.9±13.7 U/L、 n=10）に

比べ高値を呈した（P<0.05）。 

 Figure 7は、血清ALP3活性値とTRAP5b活性値あるいは血清ALP2と肝胆道系

由来酵素活性値との関係を示した散布図である。血清ALP3とTRAP5b活性値に

は有意な正の相関関係がみられた（相関係数 0.81、P < 0.001）。一方、血清

ALP2と肝胆道系由来酵素活性値との間に相関関係は見られなかった。 

 

3. 考察 

 ヒト血清を用いたALPのAGEでは、ノイラミニダーゼ処理によりALP3の易動

度を変化させ、ALP2から分離する[49, 92]。高分子小腸型ALP（HIAP）の易動

度はALP3と同程度であることから、プロテアーゼによりHIAPを低分子サイズ

のALP5に分解することで、ALP3を単独で分離する[73]。今回、ヒト血清と同

様にプロテアーゼおよびノイラミニダーゼ処理を行うことで、アジアゾウ血清

においてもALP2とALP3を分離が可能であった。 

 AGE法は血中ALP3活性値を直接定量するものではなく、総ALP活性値に占め

るデンシトグラム上の割合から算出するため、分光光度法により直接定量する

WGLP法の活性値と差異が生じる可能性がある。そのため、本節では、異なる

方法によって測定した測定値の一致度の評価する手法として、Bland-Altman解

析[6]を行った。Critchelyら[12]は異なる測定法による測定結果が臨床上の解釈

において問題を生じない程度であれば、互換が可能であるとしている。今回、
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Bland-Altman解析では全プロットが95 %LoAの範囲内に存在し、AGE法と

WGLP法の測定値の差が±20％未満である頻度は98 %であったことから、測定

値の一致基準を満たし、互換性があることが示された。また、Deming回帰分析

においても血清ALP3活性血はBAPと強い相関（y=1.0x+5.3、P<0.0001）を有し

たことから、血清ALP3活性値はBAP活性値に代わる指標として利用可能と考え

られた。 

 供試個体4頭の血清ALP3活性値を比較すると、アジアゾウD（31.0－32.3 

歳）の活性値が最も低く、次いで、A（A; 9.5－10.8 歳）が他の2頭（B; 3.5－

4.6 歳、C; 2.7－4.2 歳）と比べ低値であった。これは前節の血清BAP活性値と

同様の所見であり、加齢に伴う骨形成の低下を示唆するものと言える。また、

血清ALP3とTRAP5b活性値との間に正の相関関係があったことから、これも前

節と同様、各個体の良好な骨代謝回転を反映した所見と考えられた。 

 AGE法によって同時に測定できる血清ALP2活性値は最高齢の個体（アジア

ゾウD）で最も高く、ヒトの所見[35, 95, 110]と同様であった。また、ヒトで

は、血清ALP2活性値は胆石症、脂肪肝、肝硬変、悪性肝腫瘍などで上昇するた

め[104]、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）やアスパラギン酸アミノ

トランスフェラーゼ（AST）、ガンマグルタミントランスフェラーゼ（GGT）

などとともに肝胆道系疾患の診断指標とされている。アジアゾウでもALT、

ASTおよびGGTは肝胆道系疾患の診断に用いられている[19]。本節の供試動物

はすべて臨床上健康な個体であり、血清ALP2活性値と肝胆道系由来酵素活性値

の間に相関は見られなかった。今後、肝疾患の個体を対象に血清ALP2活性値の

診断指標としての価値を検討する必要がある。 

 以上より、アジアゾウの血清においてALP3活性値はBAP活性値との互換性が

高く、骨芽細胞による骨形成の指標になると考えられた。また、市販AGEキッ
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トによる血清ALP3測定は、国内の各臨床検査センターで実施可能であることか

ら、検査の依頼体制が整えば，動物園などの臨床現場でも普及することが期待

される。 

 

4.  小括 

 従来法（小麦胚芽レクチン沈殿法）ならびにアガロースゲル電気泳動法

（AGE）による骨型ALP活性値（本節ではそれぞれBAPおよびALP3と呼称す

る）の比較を行った。AGE法にはヒトの医療分野で使用されている市販キット

を用いた。4頭のアジアゾウから得られた血清51検体のBAPとALP3の活性値は

近似し、有意な正の相関関係が認められた。Bland-Altman分析において、両活

性値は測定法の一致基準を満たし、アジアゾウにおいて血清ALP3活性値はBAP

活性値に代替可能と考えられた。AGE法は全自動装置で測定が可能なため測定

者による誤差が少なく、血清中のALP2（肝型分画）とALP3活性値を同時に測

定できる利点もある。 
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5.  図表 

  

 

Figure 3. アジアゾウAにおける血清ALPアイソエンザイムのアガロースゲル電

気泳動像 

Hc: ヒトコントロール血清（Helena, lot. 118J-5104） 

A1: アジアゾウ血清（9.5歳時） 

A2: アジアゾウ血清（9.6 歳時） 

A3: アジアゾウ血清（9.7 歳時） 

A4: アジアゾウ血清（9.8 歳時） 
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Figure 4. アジアゾウにおける血清ALPアイソエンザイムのアガロースゲル電気

泳動像（a）とデンシトグラム（b〜f） 

Lane 1：ヒトコントロール血清（Helena, Lot. 118J-5104） 

Lane 2：アジアゾウAの血清（10.8歳時） 

Lane 3：アジアゾウBの血清（4.6歳時） 

Lane 4：アジアゾウCの血清（3.8 歳時） 

Lane 5：アジアゾウDの血清（32.2 歳時） 

(b)：Lane 1のデンシトグラム、(c)：Lane 2のデンシトグラム、 (d)：Lane 3のデ

ンシトグラム、(e)：Lane 4のデンシトグラム、 (f)：Lane 5のデンシトグラム 
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Figure 5. アジアゾウ4頭における血清ALP3およびBAP活性値の関係（n=51） 

上段： デミング回帰： y=1.0x + 5.3 (r=0.98, P<0.0001).  

下段：平均バイアス (実線)： −9.3、 95% 一致限界 (破線)： −330.9 ~ 312.2  
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Figure 6. アジアゾウ4頭における血清ALP3（a）およびALP2活性値（b） 

(* P<0.001, ** P<0.005). 
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Figure 7. アジアゾウ 4 頭における血清 ALP アイソエンザイム活性値と各種検
査項目との関係 

(a) 血清ALP3およびTRAP5b活性値（相関係数0.81、P<0.001） 

(b) 血清ALP2およびALT活性値（相関係数0.04、有意な相関なし） 

(c) 血清ALP2およびAST活性値（相関係数0.11、有意な相関なし） 

(d) 血清ALP2およびGGT活性値（相関係数0.003、有意な相関なし） 
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第 2 章：人工哺育仔アジアゾウの血中骨代謝マーカー値の推移 

 

 飼育下では母ゾウの育児放棄により仔ゾウの成育の妨げられることが多い

[23]。ゾウは群れの中で近親ゾウの出産や子育てを見てその様子を記憶・学習

するが、雌の若齢個体が他の飼育施設へ輸送されて単独あるいは数頭の管理下

で成長すると、子育ての学習機会を逸する。そのような雌ゾウが妊娠・出産を

迎えた場合に育児放棄が発生すると考えられている[11, 23]。アジアゾウの人工

哺育成功例は世界的にも極めて稀で、日本国内での成功例はない。ヨーロッパ

の調査では、母ゾウの22％が育児放棄し、その出生個体の人工哺育による育成

成功例はなかった[29]。育児放棄された個体の育成には人工哺育手法の改善が

必要と考えられるが、アジアゾウの哺乳期や人工哺育に関する科学的知見は限

られている[48, 66, 114]。人工哺育の仔ゾウでは、飼料中のカルシウム（Ca）－

リン（P）比率の偏りにより代謝性骨疾患が発症することがある[19]。哺乳期は

乳汁が主なミネラル供給原であるが、正常な母ゾウの乳中ミネラル含有量に関

する情報は少なく、人工哺育における代用乳中のCaとPの推奨含有量は確立さ

れていない[19]。また、舎飼いの日光浴不足に起因するビタミンD欠乏や人工乳

の給餌による慢性消化不良とミネラル吸収不全なども、人工哺育個体に代謝性

骨疾患をもたらす原因と考えられている[72]。その他、人工哺育個体では、初

乳による受動免疫や骨格の成長にも支障が生じやすいと考えられるが、体格測

定や血液検査の結果に関する報告は見当たらない。 

 市原ぞうの国では、最近、育児放棄された仔アジアゾウの人工哺育を1例経

験した。本例は、外見上、健康に成育していると考えられていたが、1歳2ヵ月

齢で急死し、後日、組織からEEHVが検出された個体である。本章では、この

人工哺育個体の健康管理記録簿に記載があった体格測定および血液検査の記録
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ならびに凍結保存されていた血清を用いて、この個体が転帰不良の経過を辿っ

た要因を明らかにするための回顧的研究を行った。なお、本章では、自然哺育

個体における健康管理記録簿上の各種データと凍結保存血清、さらに人工哺育

ならびに自然哺育における凍結保存乳汁についても解析を行った。 

 

1.  材料と方法 

1-1 供試動物の概要 

 人工哺育個体（仔ゾウA）：本個体は 2016年10月に市原ぞうの国で生まれ

た。母ゾウは2産目であったが、他園で経験した1産目では仔ゾウの育児を拒否

していた。母ゾウは仔ゾウAに対しても育児を拒否して哺乳を許さず、仔ゾウ

Aに対して攻撃的な態度を示した。当時、同園には仔ゾウAを育てるために適

した代理母がおらず、人工哺育以外の選択肢はなかった。そのため、出生当日

から、ゾウ使いが母ゾウから搾乳したわずかな量（約12.5mL）の初乳を哺乳瓶

で与え、その後、ヤギ生乳（木村ヤギ牧場、大分）を約１時間毎に与えた。仔

ゾウに対するミルクの哺乳量と内容はTable 2に記載の通りである。1ヵ月齢以

降は、Elephant care manual for mahouts and camp managers [77] に準じ、栄養補給

の目的で重湯と煮バナナの混合飼料を総ミルク量の20%分として追加した。3ヵ

月齢以降はヤギ生乳75％と人工ゾウミルク（森乳サンワールド、東京）25%か

らなる混合乳をミルクとして与え、その後もミルクの量を増量していった [72, 

77]。1歳齢時点では、仔ゾウは1日約58Lのミルクを飲んでいた。また、仔ゾウ

は成長に伴い、市販の乾草、青草、野菜、果物を少量ずつ自由採食するように

なった。仔ゾウは、ゾウ使いの世話のもと夜間は屋内放飼場で過ごし、日中は

運動と紫外線吸収のために屋外放飼場で過ごし、同園で飼育する他の11頭のア

ジアゾウとは良好な関係であった。仔ゾウAの健康状態は、外見上良好であっ
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たが、14ヵ月齢で急死した。後日、死亡後に採取した鼻部筋組織を用いてPCR

検査を行なったところ、EEHV1A型の遺伝子が検出された（第3章）。 

 自然哺育個体： 2013－2019年に当園で出生した仔ゾウ4頭（仔ゾウ1－4）で

あり、仔ゾウ1（雄）は代理母ゾウによる子育てによって成長し、仔ゾウ2－4

（雌）はそれぞれの母ゾウによって育てられた。全ての仔ゾウは、現在まで順

調に成育してしている。 

1-2 体格測定結果の記録 

 健康管理記録簿に記載があった人工哺育個体（仔ゾウA）ならびに自然哺育

個体3頭（仔ゾウ1－3）における1歳齢時点までの毎月の体重（BW）ならびに

出生時および1歳齢時の体高（WH）のデータを抽出した。また、出生時および

1歳齢時までのBWとWHのデータから各々の1日増量を算出した。なお、仔ゾウ

4はデータ解析時に6ヵ月齢であったため、解析対象から除外した。 

1-3 血液検査結果の記録 

 健康管理記録簿に記載があった人工哺育個体（仔ゾウA）ならびに自然哺育

個体2頭（仔ゾウ3および4）における3、6、9ヵ月齢および1歳齢時の全血球計

算（CBC）と血液生化学検査データを抽出した。血液一般検査では白血球

（WBC）、赤血球（RBC）および血球容積率（PCV）を、血液生化学検査では

アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）、アスパラギン酸アミノトランスフ

ェラーゼ（AST）、カルシウム（Ca）、無機リン（iP）、グルコース（Glu）、総コ

レステロール（t-Cho）、血中尿素窒素（BUN）、総アルカリホスファターゼ（t-

ALP）、総タンパク（TP）を対象項目とした。血液一般検査は全自動セルカウ

ンター（PCE-210；エルマ、東京）を用いて、血液化学検査は血液生化学アナ

ライザー（DRI-CHEM 4000sV；富士フィルムメディカル、東京）を用いて実施

された。なお、仔ゾウ1および2について健康管理記録簿に検査記録がなかっ
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た。 

1-4 冷凍保存血清の測定 

 健康管理の一環で実施されていた定期血液検査時の凍結（−20℃）保存血清

の残余があった人工哺育個体（仔ゾウA）ならびに自然哺育個体2頭（仔ゾウ3

および4）の検体について、骨代謝マーカー測定とタンパク電気泳動解析を行

なった。仔ゾウAおよび3の検体については3、6、9ヵ月齢および1歳齢時の血清

を用いたが、仔ゾウ4では残余があった3および6ヵ月齢時の血清について測定

を行なった。 

 ALP3およびTRAP5b活性値は、それぞれ第1章・第2節および第1章・第1節に

記載の方法で測定した。タンパク電気泳動解析は、QuickGel SP（J711、Helena 

Laboratory）を用いて行った。なお、仔ゾウ1と2では、血清の残余がなかった

ため測定は行われなかった。 

1-5 乳中骨代謝マーカーの測定 

 市原ぞうの国において2016－2019年に出産した母ゾウ5頭より採取し凍結

（−20 ℃）保存された乳汁を乳中代謝マーカーの測定に供した。初乳サンプル

（3検体）は母ゾウ3頭より分娩後12時間以内に採取し凍結保存されたものと

し、常乳サンプル（5検体）は母ゾウ5頭より分娩後1ヵ月以上経過した任意の

時点で採取し凍結保存した乳汁とした。また、仔ゾウAの人工哺育時に用いた

市販のヤギ生乳（木村ヤギ牧場、大分）および人工ゾウミルク（森乳サンワー

ルド、東京）も測定に供した。 

 骨代謝マーカーとして、BAPおよびTRAP5b活性値を第1章・第1節に記載の

方法で測定した。なお、ALP3活性値の測定は各乳汁中に含まれる粗雑物の影響

で困難であったため、本章ではALP3活性値の代替としてBAP活性値を測定し

た。 
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1-6 統計処理 

 人工哺育個体（仔ゾウA）および自然哺育個体（仔ゾウ3）の3、6、9ヵ月齢

および1歳齢時における血液検査データならびに血清骨代謝マーカーの比較な

らび初乳および常乳サンプルの乳中骨代謝マーカーの比較のためにMann-

Whitney U検定を行なった。統計処理には、EZR on R commanderを使用し、有

意水準をP<0.05とした。 

 

2.  結果 

 体格測定結果において、雄の仔ゾウAおよび1のBWは同等であり、雌の仔ゾ

ウ2および3よりも低い値で推移した（Figure 8）。仔ゾウAおよび1－3の1歳齢時

までの1日体重増量は、それぞれ1.16、0.96、1.41、1.39 kgであった。仔ゾウA

および1－3の1歳齢時のWHは、それぞれ135、139、136、135 cmであり、1日体

高増量は0.11、0.08、0.11、0.12 cmであった。 

仔ゾウAと3－4の1歳齢までの3ヵ月間隔の血液検査データをTable 3に示す。

仔ゾウ4に関してはデータの最終収集時に6ヵ月齢であったため、その時点まで

のデータを記した。仔ゾウAの血清BUN濃度（9.9－13.1 mg/dL）は全期間を通

して仔ゾウ3（3.9－5.2 mg/dL）および4（4.2－5.0 mg/dL）よりも高く、仔ゾウ3

と比較して有意に高かった（Figure 9a）。同様に、仔ゾウAの血清T-Cho濃度、t-

ALP活性値とTP濃度（それぞれ37－49 mg/dL、816－1079 U/L、6.0－6.2 

mg/dL）は全期間を通して仔ゾウ3（それぞれ72－95 mg/dL、1601－3334 U/L、 

7.2－8.6 mg/dL）および4（それぞれ65－92 mg/dL、1491－2250 U/L、8.0－8.6 

mg/dL）よりも低く、仔ゾウ3と比較して有意に低かった（Figure 9b－d）。タン

パク電気泳動解析の結果から、仔ゾウAのγグロブリン（ɤ-Glb）濃度（0.22－

0.37 g/dL）は仔ゾウ3（0.94－2.26 g/dL）および4（1.70－2.46 g/dL）よりも極端



40 

 

に低く、仔ゾウAのアルブミン：グロブリン比（A/G）（1.7－2.2）は仔ゾウ3

（1.0－1.6）および4（1.1－1.2）と比べて高かった。ɤ-Glb濃度は仔ゾウAが仔

ゾウ3よりも有意に低く、A/Gは仔ゾウAが仔ゾウ3よりも有意に高かった

（Figure 9e－f）。骨代謝マーカーでは、血清ALP3およびTRAP5b活性値は、全

期間を通して、仔ゾウAは（671－863および1.6－5.3 U/L）では仔ゾウ3（1403

－2977および5.5－11.5 U/L）と4（1233－2021 および7.4－9.0 U/L）よりも低

く、両活性値とも仔ゾウAが仔ゾウ3より有意に低かった（Figure10a-b）。 

乳中骨代謝マーカーの測定結果をTable 4に示す。初乳サンプル3検体におけ

るTRAP5bおよびBAP活性値は、3.0－7.4 U/Lおよび137－362 U/Lであった。常

乳サンプル5検体におけるTRAP5bおよびBAP活性値は、それぞれ1.1－1.8 U/Lお

よび30.5－81.8 U/Lであった。初乳と常乳の比較では、両活性値とも初乳の方が

常乳よりも有意に高かった（Figure 11a－b）。仔ゾウAの人工哺育に用いた市販

のヤギ生乳におけるTRAP5bおよびBAP活性値は1.0 U/Lおよび66.7 U/Lであっ

た。人工エレファントミルクのTRAP5bとBAP活性値は0.4 U/Lと1.5 U/Lであっ

た。 

 

3.  考察 

 BWは最も分かりやすく簡便に得られる動物の成長指標である。アジアゾウ

の仔ゾウにおけるBW増量の雌雄差はこれまでに報告されている[51]。本研究に

おける雄ゾウ（仔ゾウAおよび1）と雌ゾウ（仔ゾウ2および3）のBW推移に違

いが見られたが（Figure 8）、これは雌雄差によるものと考えられた。アジアゾ

ウにおいて健康な仔ゾウの1日体重増量は0.5－1.4kgであるが[72]、本章の人工

哺育個体（仔ゾウA）および自然哺育個体（仔ゾウ1－3）の1日体重増量はこの

範囲内であった。また、過去の報告[72]における1歳齢までの体重の最大－最小
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範囲（Figure 8）と比較しても、明らかな相違は認められなかった。これまでに

アジアゾウの成長過程におけるWHの推移を記録した報告は見当たらないが、

人工哺育個体（仔ゾウA）は自然哺育個体（仔ゾウ1－3）と同等であった。以

上の結果から、人工哺育個体（仔ゾウA）の1歳齢までの成長は母ゾウや代理母

ゾウによって育てられた自然哺育個体と同等であることが示された。 

 アジアゾウの骨代謝を評価する上で血中骨代謝マーカーは有用な指標となる

[2, 47]。体格測定の結果からいずれの仔ゾウも同等の成長過程を示したように

見えたが、人工哺育個体（仔ゾウA）の血清t-ALP、ALP3およびTRAP5b活性値

は自然哺育個体と比べて低値であり、骨芽細胞と破骨細胞による骨代謝は抑制

されていたことが示唆された。これらの結果は、BWやWHだけでは仔ゾウの正

常な骨成長や骨代謝状態を評価できないことを示しており、血中骨代謝マーカ

ーは仔ゾウの成長の指標として有用であると考えられた。仔ゾウAの骨代謝が

抑制された要因として、運動、日光浴、Ca摂取量、母乳成分、ホルモン動態な

どを挙げることは可能であるが、今回の回顧的研究結果だけでは原因を明確に

特定はできなかった。仔ゾウAが他の仔ゾウと大きく異なっている点として、

摂取したミルクの違いを挙げることができる。生乳には骨代謝に直接影響を与

えるビタミンK2やイソフラボンが豊富に含まれており、それ以外にも新生仔の

骨成長に必要な様々な栄養素が多量に含有する [107]。生乳の成分は動物種に

より異なり、仔ゾウAの人工哺育で用いたヤギ生乳や人工ゾウミルクには、仔

ゾウの骨の健全な成長を促進する何かしらの要素が不足していた可能性があ

る。アジアゾウや他の哺乳動物における生乳成分と骨代謝の関係について明ら

かにするためには追加研究が必要である。 

 近年、乳中の骨代謝マーカーに関する研究が注目を集めており、乳中骨代

謝マーカーが授乳中の幼獣にとって重要な役割を担っていることが示唆されて
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いる。Oliveiraら[71]は、牛由来の生乳に含まれる細胞外小胞などのナノ粒子が

貪食機能をもたない未成熟なTRAP5b陽性の破骨細胞の分化を促進することを

明らかにした。また、Hatateら[30]は乳中の骨代謝マーカー値は初乳で高いこと

を報告し、新生仔牛における血中ALPおよびBAP活性値は初乳摂取量に依存す

ることを明らかにした。仔ゾウAの初乳摂取量は、過去の報告[72]にある推奨摂

取量（2－10L）に比較すると非常に少なく、そのことが骨代謝に影響を与えた

可能性がある。本研究において、アジアゾウの初乳（3検体）中のTRAP5bおよ

びBAP活性値（3.0－7.4および137.4－362.9 U/L）は、分娩後1ヵ月以上経過した

常乳（5検体；1.1－1.8および30.5－81.8 U/L）に比べて高値であることから、こ

れらの酵素は摂取する新生仔ゾウにおいて何らかの役割を担っていることが推

測される。人工哺育に用いたヤギ生乳のTRAP5bおよびBAP活性値（1.0および

66.7 U/L）はアジアゾウの常乳と大佐はなかったものの、人工エレファントミ

ルク（0.4および1.5 U/L）では非常に低い値であった。これらの点から、仔ゾウ

Aの血清骨代謝マーカー値が低値で推移したことには摂取したミルクに要因が

あったことが推測されるものの、その原因究明には仔ゾウの骨代謝活性に対す

る母乳の生理作用についての解明が必要である。 

 動物において血清ɤ-Glb濃度は免疫状態の指標であり、新生仔の受動免疫成否

の判断に用いられる[72]。人工哺育個体（仔ゾウA）のɤ-Glb値は全期間を通し

て極端に低く（0.22－0.37 g/dL）、低免疫状態であったことが示唆された。多く

の哺乳動物において、新生仔は大量の免疫グロブリンを含む初乳を十分に摂取

することで受動免疫を獲得する[87]。初乳摂取量が不十分であると、新生仔は

受動免疫不全（Failure of passive transfer；FPT）となり自然免疫のみで病原体に

対抗する状態となる。初乳を与えず人工乳のみを与えた新生仔牛と初乳を十分

に与えた新生仔牛ではいずれも順調に成育したものの、初乳を与えなかった仔
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牛では血中グロブリン濃度が低いことが報告されている[50]。アジアゾウでは

出生後30分以内に2～10 Lの初乳を摂取させることが推奨されており[72]、仔ゾ

ウAでは初乳摂取量が不十分であったためFPTとなった可能性がある。一方、

アジアゾウの胎盤構造は犬や猫に近い内皮絨毛性胎盤であり[14, 19]、受動免疫

は初乳摂取よりも胎盤移行のほうが有意であること[68]、胎盤移行による受動

免疫は母ゾウの年齢や免疫状態が影響することが報告されている[75]。これら

の点から、仔ゾウAの低ɤ-Glb濃度は母ゾウの免疫状態が影響している可能性も

ある。いずれにせよ、仔ゾウAでは低免疫状態によりウイルスや細菌による感

染症のリスクは高いと判断されるため、補助療法が必要であったと考えられ

る。アジアゾウにおいて低免疫状態が疑われる場合、血漿輸血やグロブリン製

剤の経口摂取が推奨されている[72]。しかし、アジアゾウにおいてFPTを診断す

るための血中ɤ-Glb濃度の基準範囲は確立されておらず、今後、受動免疫獲得機

構の解明と併せて、FPTの診断・治療に関する研究が必要である。 

 血清t-Cho濃度はエネルギー摂取の指標である[19]。人工哺育個体（仔ゾウ

A）では自然哺育個体（仔ゾウ3および4）と比較して血清t-Cho濃度は全期間を

通して低値（37－49 mg/dL）であり、エネルギー摂取が不十分であったと考え

られた。一方、人工哺育個体（仔ゾウA）では自然哺育個体（仔ゾウ3および

4）と比較して血清BUN濃度は全期間を通して高値（9.9－13.1 mg/dL）であっ

た。栄養不足によるタンパク異化亢進は血清BUN濃度上昇の原因の一つである 

[19]。これらの点から、仔ゾウAは栄養とエネルギーが不足した状態であり、よ

り多くのミルクや飼料を摂取する必要があったと考えられた。母乳は1歳齢ま

での仔ゾウの主要な栄養源である。仔ゾウの完全な離乳には約3年かかるが、3

ヵ月齢以降は徐々に果物や野菜などの固形の餌を口にし、粗飼料の摂取量も増

加する[77]。仔ゾウAにおいては重湯と煮バナナの混合液をミルクに追加してお
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り、さらに3ヵ月齢以降は青草、果物や野菜を自由に摂餌できる環境で管理さ

れていた。しかし、このような飼育下でも、巨大な体と急激な成長を支えるた

めには栄養とエネルギーの摂取が不十分であったと考えられる。 

 以上より、アジアゾウの人工哺育において、骨代謝異常、低免疫状態、栄

養・エネルギー不足といった課題が明らかになった。これらは潜在的に進行し

たため、致命的になる前に特定することが肝要であった。本章で示した体格測

定や血液検査の各種データは、これらの課題のリスク評価の指標として有用と

考えられた。今後、人工哺育個体だけでなく、自然哺育個体も含めた仔ゾウの

育成技術の向上を図るため、体格測定と血液検査のデータを蓄積する必要があ

る 

 

  

4.  小括 

 育児放棄により人工哺育された仔アジアゾウは、栄養失調や代謝性骨疾患に

よる成長不良に陥り、死亡の転帰を辿るものが多い。本章では、1歳2ヵ月齢で

急死した人工哺育個体が転帰不良となった要因を明らかにするために、健康管

理記録簿上の体格測定および血液検査所見ならびに凍結保存されていた血清を

用いて回顧的研究を行った。併せて、自然哺育個体における健康管理記録簿上

の各種データと凍結保存血清、さらに人工哺育ならびに自然哺育に用いた凍結

保存乳汁の分析も行った。人工哺育個体の体重および体高の推移は自然哺育個

体と同等であったが、骨代謝マーカーである血清TRAP5bおよびALP3活性値は

常に低値であった。アジアゾウの初乳中TRAP5bおよびALP3活性値は常乳より

高く、人工哺育に用いた2種類の代用乳の骨代謝マーカー活性値は、アジアゾ

ウの常乳と同等もしくは低値であった。以上の結果から、人工哺育個体は骨代
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謝の低下が示唆され、新生仔ゾウへの初乳摂取の重要性が再認識された。 
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5. 図表 
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Figure 8. 人工哺育仔個体（仔ゾウA）と自然哺乳個体（仔ゾウ1－3）における

生後12カ月間の体重（上段）と体高（下段）の推移 

・体重は大型フロアスケール(DLF-3000, Dream Links, 東京) を用いて測定 

・グレーゾーン：最大体重と最小体重の間の基準範囲[72] 



48 

 

  

 

単
位

3
ヵ

月
齢

6
ヵ

月
齢

9
ヵ

月
齢

12
ヵ

月
齢

3
ヵ

月
齢

6
ヵ

月
齢

9
ヵ

月
齢

12
ヵ

月
齢

3
ヵ

月
齢

6
ヵ

月
齢

C
o

m
p

le
te

 b
lo

o
d

 c
o

u
n

t
 a

W
B

C
μL

13,300
16,700

15,100
22,700

19,000
24,100

28,400
24,700

19,300
24,000

R
B

C
x10

3/μL
2,720

2,720
3,270

3,030
2,930

2,670
2,890

3,410
2,770

3,620
P

C
V

%
35.2

28
25.9

20.4
32.1

24.7
22.7

25.3
29.9

29.7
S

e
ru

m
 c

h
e

m
is

try

A
LT

 b
U

/L
4

2
4

5
4

5
3

2
5

1
A

S
T

 b
U

/L
21

14
14

17
23

28
17

14
29

16
C

a
 b

m
g/dL

11.9
11.2

11.8
12.5

11.7
11.7

11.3
11.2

11.2
11

iP
 b

m
g/dL

9.9
8.2

8.8
8.9

9
9.2

8.3
7.6

8.8
8.5

G
lu

 b
m

g/dL
127

147
157

118
166

149
135

129
139

135
t-C

ho
 b

m
g/dL

49
37

38
48

95
94

90
72

92
65

B
U

N
 b

m
g/dL

11.5
9.9

9.9
13.1

3.9
4.5

4.5
5.2

4.2
5.0

t-A
LP

 b
U

/L
1,033

997
1,079

816
3,334

3,168
1,899

1,601
2,250

1,491
A

LP
3

 c
U

/L
756

863
671

684
2,977

2,934
1,610

1,403
2,021

1,233
TR

A
P

5b
 d

U
/L

5.3
1.6

2.4
3.2

10.2
11.5

7.0
5.5

9.0
7.4

TP
 b

g/dL
6.2

6.0
6.0

6.6
8.6

8.0
7.6

7.2
8.6

8.0
A

lb
 e

g/dL
4.19

4.15
4.15

4.12
4.36

4.09
4.39

4.46
4.45

4.35
α

1 -glb
 e

g/dL
0.63

0.61
0.61

0.71
0.40

0.50
0.47

0.48
0.25

0.37
α

2 -glb
 e

g/dL
0.32

0.30
0.30

0.51
0.18

0.30
0.26

0.32
0.08

0.18
β

1 -glb
 e

g/dL
0.17

0.20
0.20

0.28
0.31

0.35
0.33

0.24
0.34

0.43
β

2 -glb
 e

g/dL
0.58

0.53
0.53

0.61
0.88

0.98
0.85

0.76
1.02

0.97
γ-glb

 e
g/dL

0.31
0.22

0.22
0.37

2.26
1.78

1.30
0.94

2.46
1.70

A
/G

 e
2.1

2.2
2.2

1.7
1.1

1.0
1.4

1.6
1.1

1.2
 A

LB
: ア

ル
ブ

ミ
ン

, glb: グ
ロ

ブ
リ

ン
, A

/G
: ア

ル
ブ

ミ
ン

：
グ

ロ
ブ

リ
ン

比
a 全

自
動

セ
ル

カ
ウ

ン
タ

ー
 (P

C
E

-210, エ
ル

マ
, 東

京
)を

用
い

て
測

定
b 血

液
化

学
ア

ナ
ラ

イ
ザ

ー
(D

R
I-C

H
E

M
 4000sV

, 富
士

フ
ィ

ル
ム

メ
デ

ィ
カ

ル
, 東

京
)を

用
い

て
測

定
c 第

1
章

第
2
節

の
方

法
で

測
定

d 第
1
章

第
1
節

の
方

法
で

測
定

e Q
uickgel S

P
 (J711, H

elena Laboratory Japan, 埼
玉

)を
用

い
た

電
気

泳
動

法
に

よ
り

測
定

Table 3. 人
工

哺
育

仔
ア

ジ
ア

ゾ
ウ

と
2
頭

の
自

然
哺

育
仔

ア
ジ

ア
ゾ

ウ
に

お
け

る
3
ー

1
2
ヵ

月
齢

の
血

液
検

査
結

果

項
目

仔
ゾ

ウ
 A

仔
ゾ

ウ
 3

仔
ゾ

ウ
 4



49 

 

 

Figure 9. 自然哺育個体（仔ゾウ3、n=4）ならびに人工哺育個体（仔ゾウA、

n=4）における血清BUN (a)、T-Cho (b),、t-ALP (c)、TP (d),、ɤ-Glb (e) および 

A/G (f) の比較 * 有意差あり (P<0.05). 
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Figure 10. 自然哺育個体（仔ゾウ3、n=4）ならびに人工哺育個体（仔ゾウA、

n=4）における血清TRAP5b (a) およびALP3 (b) 活性値の比較 

 * 有意差あり (P<0.05) 
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Table 4. 各ミルクにおける骨代謝マーカー値

TRAP5b1) BAP2) ALP4)

(U/L) (U/L) (U/L)
1 アジアゾウ母乳 (初乳) 3.0 137.4 4.6 288.1
2 アジアゾウ母乳 (初乳) 7.4 362.9 4.9 631.7
3 アジアゾウ母乳 (初乳) 4.7 236.8 5.1 348.7

5.0 245.7 4.8 422.8

4 アジアゾウ母乳（常乳） 1.6 35.2 2.2 115.9
5 アジアゾウ母乳（常乳） 1.5 30.5 2.0 146
6 アジアゾウ母乳（常乳） 1.1 55.6 5.2 135.3
7 アジアゾウ母乳（常乳） 1.8 47.4 2.7 125.6
8 アジアゾウ母乳（常乳） 1.3 81.8 6.1 156.1

1.5 50.1 3.7 135.8

9 市販ヤギ生乳 1.0 66.7 6.9 299.6
10 人工ゾウミルク 0.4 1.5 0.3 699.5

1)TRAP5b: 酒石酸耐性酸ホスファターゼ 5b, 2) BAP: 骨型アルカリフォスファターゼ, 3) B/T

index: 血清 BAP 活性値 / 血清 TRAP5b 活性値 ×10, 4) ALP: アルカリフォスファターゼ

No. ミルクの種類 B/T index3)

平均

平均
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Figure 11. アジアゾウの初乳（n=3）と常乳中（n=5）の TRAP5b (a) および 
BAP (b) 活性値の比較 
* 有意差あり (P<0.05) 
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第3章：LAMP法による血中ゾウ血管内皮ヘルペスウイルスEEHV診断とモニタ

リング 

 

 ゾウ血管内皮ヘルペスウイルス（Elephant Endotheliotropic Herpes Virus; 

EEHV）は1999年に特定されて以来、若齢アジアゾウおよびアフリカゾウに致

死的出血病を引き起こす最も主要な原因として、世界中で認知されている

[83]。現在までに7つの型（EEHV1－7）が特定されており、それぞれの病原性

はゾウの種類やウイルス型で異なっている。EEHVはアジアゾウおよびアフリ

カゾウを自然宿主とし、生涯に渡って潜伏感染すると考えられている。

EEHV1、4と5型はアジアゾウを宿主とし、EEHV2、3、6と7型はアフリカゾウ

を宿主としている。また、EEHV1、4と5型はいずれも病原性が高い[55]。

EEHV1型は1A型と1B型の2つのサブタイプがあり、アジアゾウに致死的出血病

を引き起こす主要な型である[89, 100]。報告されている死亡例のうちEEHV1型

由来は93%、EEHV1A型由来は84%を占める[34]。また、タイにおける362頭の

サーベイランスでは、EEHVを保有した20例すべてがEEHV1型（EEHV1A型:16

頭、EEHV1B型:4頭）であり[101]、アジアゾウで最も警戒すべきEEHVのタイ

プである。日本で過去に発生したEEHV関連出血病（EEHV-associated 

hemorrhagic disease; EEHV-HD）による死亡例は、いずれもEEHV1A型であっ

た。ゾウの体内ではEEHVの回帰感染と免疫応答による回復を繰り返してお

り、ストレスなど何かしらの原因でウイルス血症が持続すると、EEHV-HDを誘

発する[56, 108]。EEHV-HDでは血管の傷害と出血、それに伴うショックが起こ

り、10－15歳以下の仔ゾウでは臨床症状が現れてから12－72時間で死に至る。

末期の臨床症状は舌のチアノーゼ、顔面の浮腫などが特徴であるが、初期には
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診断は難しい。現在までに、様々な治療法が報告されているが、その救命率は

低い。しかし、発症初期に積極的な治療を行った症例は総じて生存率が高く、

EEHV血症の早期発見が最も重要な対抗策として支持されている[56, 100]。

EEHV血症の生前診断にはU38遺伝子（DNAポリメラーゼ領域；POL）をター

ゲットとし、すべてのEEHV型に共通したプライマーを用いたPCR法が行われ

[53, 82]、増幅産物のシークエンスによってウイルス型を診断する[56]。しか

し、PCR法は検出までに数時間を要し、実験室のような清潔な検出環境と高価

な測定機器が必要との理由から、動物園やサファリパーク、エレファントキャ

ンプといったアジアゾウ飼育施設で実施されることは稀である。急性経過への

対応や早期の積極治療により救命率を上げるためにも、簡便で迅速な高感度診

断法の開発が期待されている。Loop-mediated isothermal amplification 

（LAMP）法は簡易的な核酸増幅法であり、獣医領域で細菌・ウイルス感染症

の診断に応用されている[69, 76, 86]。LAMP法では一定温度下で核酸を迅速か

つ特異的に増幅し染色することで、肉眼で増幅産物を確認することができる。

LAMP法は高価な機器を必要とせず、電気泳動などの反応後の操作も不要なた

め、臨床現場での応用が可能である。本章では、臨床現場で実用可能なEEHV

血症の迅速・高感度診断法の開発を目的とし、世界中で最も発生の多く、日本

でも発生報告があったEEHV1型をターゲットとしたLAMP法によるEEHV血症

診断法の検討を行なった。また、本章で確立したLAMP法を用いて若齢アジア

ゾウ群の血中EEHV1型の継続的なモニタリングを実施した。 

 

1. 材料と方法 

 1-1 プライマー設計 

 LAMP法では、6つのプライマー、すなわちforward inner primer（FIP）、
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backward inner primer（BIP）、outer forward primer（F3）、outer backward primer

（B3）、loop forward primer（LF）およびloop backward primer（LB）が必要とな

るため、すでに公開されているEEHV1Aおよび1B型のPOL遺伝子とターミナー

ゼ（terminase; TER）遺伝子のシークエンス情報（GenBank accession number 

HM568510、JF692761 、 MF579090）をもとに、Primer Explorer V5（富士通、

東京）を用いてこれらのプライマーを設計した。プライマーのターゲット領域

をクエリ配列、アジアゾウにおける他の重要疾患の病原体（口蹄疫ウイルス、

狂犬病ウイルス、結核菌群など）の遺伝子配列を対照のターゲット配列とし

て、Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）により相同性配列がないことを確認し

た。その上で、作成したプライマーの中で最も感度の高かったものを採用した

（Table 5）。 

 1-2 LAMP法 

 LAMP法は市販のDNA増幅キット（Loopmap DNA Amplification Kit、栄研化

学、東京）を用いて取扱説明書の手順に従い実施した。すなわち、付属の

Reaction Mix. 12.5 μL、FIP 1 μLおよびBIPプライマー 1 μL（それぞれ40 μM）、

F3およびB3プライマー 各1 μL（それぞれ5 μM）、LFおよびLBプライマー 各1 

μL（それぞれ20 μM）、Bst DNA ポリメラーゼ 1 μL、発光試薬 各1 μL

（Loopamp Fluorescent Detection Regant、栄研化学）、精製水 2.5μLおよびDNA

サンプル 2 μLからなる反応液をチューブ内で調整した。反応液はヒートブロッ

ク（MyBL-10C、アズワン、大阪）上で60 ℃で60分間の反応を行い、その後

95 ℃で2分の加温により反応を停止させた。目視にてチューブ内の反応物を確

認し、蛍光緑色に発色した場合、DNA増幅があったものと判断し、橙色のまま

変色がなかった場合にDNA増幅はなかったものと判断した（Figure 12）。 
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 1-3 PCR法 

 PCR法は過去の報告通りすべての型のEEHVのPOL遺伝子をターゲットとし

たプライマーセット（6710と6711；Table 5）を用いて以下の条件で実施した：

94℃で2分の反応ののち、（98℃ 10秒、55℃ 30秒、68℃ 30秒）を40サイク

ル、最後に68℃で5分のfinal extension を行った。PCR法はKOD Fx Neo（東洋

紡、大阪）を用いて取扱説明書の手順に従い実施した。増幅産物はアガロース

ゲル電気泳動により分離し、エチジウムブロマイドとUVトランスイルミネー

ターを用いて視覚化し、確認した。本法によるスクリーニングで陰性の場合

は、PCR産物を用いてインナープライマーセット（6710と6712；Table 5）によ

るnested PCRを上記と同条件で実施した。 

 

 1-4 LAMP法の特異性確認試験 

 2017－2018年に市原ぞうの国で飼育されていた臨床的に健康なアジアゾウ12

頭（雄3頭、3ヵ月齢－26歳；雌9頭、1ヵ月齢－51歳）から得られたのべ20検体

の全血サンプルについて、事前にPCR法によりEEHV陰性であることを確認

し、これらを陰性コントロールとした。また、2018年に沖縄こどもの国で飼育

されていた雌アジアゾウ1頭（2歳）より得られた全血サンプルを陽性コントロ

ールとした。当該ゾウは2018年1月に死亡し、EEHV1A型に起因する出血病と診

断されたものである。本サンプルは当該ゾウが死亡する直前に採取し、冷凍保

存（−20℃）したものを用い、PCR法によりEEHV陽性を確認した。これらのサ

ンプルはQIAamp DNA Blood Mini Kit（QIAGEN、Hilden、ドイツ）を用いて取

扱説明書の手順に従いDNA抽出を行い、LAMP法用の検体とした。以上の陰性

コントロール20検体および陽性コントロール1検体を用いてLAMP法を実施し、

野外サンプルにおける特異性の確認を行った。反応は2重測定で実施した。 
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EEHV1Aおよび1B型におけるPOL遺伝子（それぞれHM568510および

JF692761）のターゲット領域を含む遺伝子座558bpの情報から人工合成プラス

ミドDNAを作製した。EEHV4および5型におけるPOL遺伝子（それぞれ

KR781027およびJX011013）のターゲット領域を含む遺伝子座561bpの情報から

人工合成プラスミドDNAを作製した。これらの人工合成DNAを上述の陰性コン

トロール20サンプルに添加し、EEHV1A、1B、4と5型の血症を模倣したサンプ

ルをそれぞれ20サンプル作製した。血中DNA量はそれぞれ105 copies/μLになる

よう調整した。これらのサンプルからQIAamp DNA Blood Mini Kit（QIAGEN）

を用いてDNAを抽出後、LAMP法を実施し、模倣サンプルにおける特異性の確

認を行った。反応は2重測定で実施した。 

 

 1-5 LAMP法の感度確認試験 

 EEHV1Aおよび1B型におけるPOL遺伝子（それぞれHM568510および

JF692761）のターゲット領域を含む遺伝子座558bpの情報から人工合成プラス

ミドDNAを作製した。これらの10倍段階希釈液（105－10-1 copies/μL）を用い

て、LAMPおよびPCR法を実施し、検出限界を確認した。Salmon sperm DNA

（BioDynamic Laboratory、日本）をキャリアDNAとして希釈液に添加した。

DNAコピー数は人工合成DNAの濃度より算出した。また、実際のウイルス血症

を模倣するため、EEHV陰性アジアゾウ全血に人工合成DNAを添加したサンプ

ル（DNA抽出操作前 105－10-1 copies/μL）を作製し、QIAamp DNA Blood Mini 

Kit（QIAGEN）を用いて解説書通りにDNA抽出を行った。これらのサンプルを

用いて、同様にそれぞれの検出限界を確認した。これらの反応は2重測定で実

施し、各サンプルを10回反復して反応を確認し、検出限界算出に用いた。検出

限界はReed and Muenchの方法[80] による50%検出限界を採用し、算出した。 
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 1-6 LAMP法の臨床試験 

 2018年10月－2020年10月にかけて市原ぞうの国で飼育されていた臨床的に健

康な15歳以下の若齢アジアゾウ5頭（0ヵ月齢－13歳）において、週に1回の採

血を行い、LAMP法によるEEHV血症のモニタリングを実施した。採血後は

EDTA添加済みマイクロ採血チューブ（エルマ販売、東京）に分注し、速やか

にQIAamp DNA Blood Mini Kit（QIAGEN）を用いて解説書通りにDNA抽出を行

い、LAMP法を実施した。各検査は2重測定で行った。 

 また、第2章の仔アジアゾウAにおいて死亡後に採取した凍結鼻部筋組織を用

いてLAMP法によるEEHV1型検出を実施した。本組織では既にPCR法により

EEHV1A型陽性が確認されている。QIAamp DNeasy Blood & Tissue Kit

（QIAGEN）を用いて解説書に従って組織からDNA抽出を行い、LAMP法を実

施した。検査は2重測定で行った。  

  

2.  結果 

 LAMP法の野外サンプルを用いた特異性確認試験において、陰性コントロー

ル20検体はすべて陰性を示し、陽性コントロール1検体は陽性となった（Figure 

12）。また、EEHV1A、1B、4および5型のウイルス血症を模倣したサンプルを

用いた特異性確認試験において、EEHV1Aと1B型の模倣サンプルそれぞれ20検

体はすべて陽性を示し、EEHV4と5型の模倣サンプルそれぞれ20検体はすべて

陰性を示した。 

 EEHV1A型の人工合成プラスミドを用いた感度確認試験の結果をTable 6 に示

す。人工合成プラスミド段階希釈液を用いた際のLAMP法およびPCR法の50%

検出限界はそれぞれ100.7および103.3 copies/μLであった。人工DNAを添加した全
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血サンプルを用いた際のLAMPおよびPCR法の50%検出限界はそれぞれ101.2およ

び103.5 copies/μLであった。EEHV1B型の人工合成プラスミドを用いた感度確認

試験の結果をTable 7 に示す。段階希釈液を用いたLAMPおよびPCR法の50%検

出限界はそれぞれ100.5および103.4 copies/μLであり、DNA添加全血サンプルを用

いた50%検出限界はそれぞれ101.2および103.5 copies/μLであった。 

 2018年10月－2020年10月にかけて市原ぞうの国で飼育され臨床的に健康な15

歳以下の若齢アジアゾウ5頭のLAMP法によるモニタリングでは、合計104週に

わたり検査を実施したが、陽性は一度も確認されなかった。 

 第2章の仔アジアゾウAの鼻部筋組織を用いたLAMP法検査では、陽性が確認

された（Figure 13）。 

 

3.  考察 

 一般的にLAMP反応は標的遺伝子の8つの領域に対して6つのプライマーを設

定し増幅反応を進めるため、特異性は高い。本研究で設計したプライマーは

BLAST検索で特異性が高いことを確認しており、陽性／陰性が判別しているす

べての臨床サンプルについて正確に判定した。また、アジアゾウを自然宿主と

するEEHV1A、1B、4および5型について、それぞれのウイルス血症を模倣した

サンプルではEEHV1Aと1B型のみ陽性を示し、EEHV4と5型は陰性を示した。

以上の結果より、EEHV1型をターゲットとしたプライマーセットは、LAMP法

によってEEHV1型のみを特異的に検出できると判断した。50%検出限界は、人

工合成プラスミド段階希釈液および実験的DNA添加全血サンプルいずれもPCR

法と比較してLAMP法が100倍以上高く、本研究で開発したLAMP法は、既報の

PCR法よりも感度が高いと言えた。過去にLAMP法とPCR法を比較した報告で

は、LAMP法の感度はPCR法の10－100倍高いことが示されているものもあるが
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[67, 76]、適した条件が設定されているPCR法であればLAMP法よりも感度が高

いため[45, 64]、既報のEEHV血症診断のためのPCR法にも、さらなる改良が必

要と考えられる。本研究においては両検査ともDNA添加全血サンプルの方が段

階希釈液よりもわずかに感度が落ちていた。これは血中の様々な増幅阻害物質

の影響を受けたためと考えられた。ウイルス血症を模倣したDNA添加全血は、

血中でのウイルス遺伝子の喪失、血中阻害物による増幅阻害、抽出時のDNA損

失など、実際の野外陽性サンプルに限りなく近いサンプルであると考えられ

る。本研究で用いた野外陽性サンプル数は、LAMP法の感度を議論する上では

少ないため、今後、サンプル数を増やし評価する必要がある。現在まで、日本

でEEHV-HDと診断されたアジアゾウは2例のみであり、他に陽性の臨床症例は

報告されていない。今後、海外の研究者と協力し、より多くの野外陽性サンプ

ルを用いて感度、利便性、再現性に関する検証を行うとともに、定量PCR法な

どの検査法との比較も必要である。 

 臨床症状の出現期間における血中EEHVウイルス量は103copies/μL以上である

と報告されている[13, 20, 100, 103]。本研究におけるLAMP法の50%検出限界は

101.2 copies/μLであり、ウイルス血症の検出に十分な感度であった。臨床症状の

出現数日前から血中のウイルス遺伝子をPCR法で検出可能であることから、致

死的出血病の予防あるいは早期発見による治療のため、15歳以下の若齢アジア

ゾウでは日常的なウイルス血症の検査が推奨されている[13, 34, 56]。したがっ

て、動物園などの臨床現場では、LAMP法を導入することにより、実践的な予

防措置が実施可能となる。さらに、アジアゾウはEEHVの自然宿主で多くの個

体で潜伏感染していることから、症状を示さない回帰感染が時折起こる[48, 82, 

90]。本章で確立したLAMP法は高感度であるため、潜伏感染個体を検出できる

可能性がある。今後、多くのアジアゾウを対象に血中のEEHV遺伝子のモニタ
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リングを行うことで、回帰感染とEEHV-HDの回帰発症との関係に関する知見が

得られると考えられる。今回のLAMP法はEEHV1型を標的としたものであった

が、海外ではEEHV4型や5型に由来する出血病による死亡例が報告されている

[30]。したがって、今後、アジアゾウの日常的な検査体制を万全化するために

は、EEHV4型や5型を標的としたLAMP法の開発も必要である。 

 今回、0－13歳の仔ゾウ5頭について、2018－2020年の約2年間、毎週の採取

血液を材料にLAMP法による検査を実施したが、EEHV1型は1度も検出される

ことはなかった。同じヘルペスウイルスに属するヒト単純ヘルペスウイルスは

知覚神経節細胞内に潜伏し、発熱、紫外線、性交、治療などのストレスで細胞

性免疫が低下すると、潜伏ウイルスが増殖し、疱疹の発症を招く[116]。EEHV-

HDの発症は、他のヘルペスウイルスに類似し、離乳、飼育担当者・飼料・ト

レーニング法の変更、季節の変動などの様々なライフイベントによるストレス

が誘因とされている[56]。適切な飼育管理下では、通常のライフイベントが大

きなストレスにはならずEEHV血症を起こしにくいが、人工哺育や早期離乳あ

るいは孤児といった状態下では免疫状態が低下しやすく、EEHV血症を起こす

リスクが高い[47]。したがって、動物園などの臨床現場でのLAMP法による継

続的なモニタリングの実施は、EEHV-HDの早期発見に貢献するものと考えられ

る。 

第2章の仔ゾウは、死後、鼻部筋組織を用いたPCR法とシークエンスにより

EEHV1A型陽性と診断された個体である。今回、同組織を用いてLAMP法を実

施したところEEHV1A型陽性であった。本例の飼育当時は園内でEEHVに対す

る警戒を行っておらず、月に1度の定期健康診断のみを実施していた。仮に、

本例に対してLAMP法による定期的検査を実施していたならば、ウイルス血症

を事前に検知できた可能性が高く、早期治療も可能であったと考えられた。本
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例は、生前、無症状のまま突然死し、死後にEEHV-HDと診断されたが、今後、

同様の例を未然に防ぐためにもウイルス血症を事前に検知することが重要であ

る。また、今回、LAMP法によるEEHV1型検出は組織材料を用いても可能であ

ったことから、死後診断でも有用と考えられた。また、EEHV血症個体の鼻腔

内洗浄液や唾液からのウイルス検出の報告[32]もあることから、今後、LAMP

法においても血液以外の生体材料を用いた検査についての検討が必要である。 

  

4.  小括 

 EEHVは、若齢アジアゾウに急性致死性出血病を引き起こす原因ウイルスで

ある。本章では臨床現場で実施可能なEEHV診断法の開発を目的とし、新たに

設計したEEHV1型検出用のプライマーを使用するLAMP（Loop-mediated 

isothermal amplification）法によるEEHV診断を試みた。既に陽性／陰性が診断

されている全血21サンプルを材料に検討したところ、陽性1サンプルと陰性20

サンプルを正確に検出した。人工EEHV1型DNAを添加した全血サンプルを用い

た検討では、検出限界は101.2コピー/μLとなり、既存のPCR法よりも100倍以上

高感度であった。若齢アジアゾウ5頭に対して本法を用いて、週に1回の血中

EEHV1型のモニタリングを約2年間実施したところ、1度も検出されなかった。

また、死亡後に採取した第2章の人工哺育個体の組織サンプルを検査したとこ

ろ、EEHV1型陽性の所見が得られ、PCR法による診断と一致した。LAMP法は

迅速・高感度で増幅産物を直ちに目視できる比較的簡易な検査方法である。以

上の結果から、本章で開発したLAMP法を使い、若齢アジアゾウのEEHV血症

をモニタリングし早期に診断することで早期治療への臨床応用が期待できる。 
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Figure 12. LAMP法によるEEHV1型陽性／陰性の判定 

No.1: EEHV1型 陰性サンプル 

No.2: EEHV1型 陰性サンプル＋人工合成EEHV1型DNAプラスミド 

No.3: EEHV1型 陽性サンプル 
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Figure 13.  LAMP法による仔ゾウAの鼻部筋組織由来EEHV1型DNAの検出 

PC: ポジティブコントロール 

NC: ネガティブコントロール 
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総合考察 

 本学位論文では、若齢アジアゾウの健全な成育を妨げる要因である骨代謝障

害ならびにEEHV血症に着目し、これらの早期診断を可能にする血中骨代謝マ

ーカー測定法と血中EEHV検出法の開発を行った。 

 第1章では、アジアゾウの血中骨代謝マーカーの骨代謝評価のための基準を

把握するために、破骨細胞由来の骨吸収マーカーであるTRAP5bならびに骨芽

細胞由来の骨形成マーカーであるBAPを測定し、年齢や性別との関係を検討し

た。また、BAPの代替指標として血中ALP3の測定に関する検討も行なった。第

1章第1節にて、アジアゾウ10頭の骨代謝マーカー値は年齢と負の相関係数を示

しており、加齢に伴う骨代謝の低下が示唆された。第1章第2節でも同様に、4

頭のアジアゾウ個体の骨代謝マーカー値には年齢による差が認められた。第2

章の自然哺乳個体の結果も併せると、アジアゾウの一生涯における血中骨代謝

マーカー値はＬ字型に近い推移を示すと考えられた。すなわち、血中骨代謝マ

ーカー値は出生後に最高値を示し、1歳齢では約50%まで低下した。さらに2歳

齢では約25％まで下降し、以降は緩やかに減少した。このような推移は、ヒト

の一生涯の血中骨代謝マーカー値の変化[70]と類似するものであった。血中骨

代謝マーカー値の低下が緩慢になるのは、骨代謝の主体が骨の発育・成長を伴

う形成過程であるモデリングから発育後の大きさや形態変化を伴わない骨の再

構築であるリモデリングへ転換される時期であり、ヒトでは18歳頃に相当する

[70]。アジアゾウでは出生後の体重（約100kg）は3歳齢頃まで急速に増加（約

1000kg）し、その後の増加は緩やかである[72]。このように、アジアゾウの体

重増加が減速する年齢は、血中骨代謝マーカーの低下が収まる年齢とおおむね

一致していた。一方、ヒトでは、血中骨代謝マーカー値の測定結果から、骨発

育のピークが幼児期（1－4歳）と思春期前半（10－14歳）の2度あることが報
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告されている[70, 74]。アジアゾウにおいても、今後、多くの個体の血中骨代謝

マーカー値を測定することで、成長時期における骨の発達過程や骨代謝動態の

詳細が明らかになると考えられる。 

 哺乳期のアジアゾウにおいて様々な要因が骨代謝に影響を及ぼすことが予想

される。第2章において、自然哺育個体の血中骨代謝マーカー値は人工哺育個

体より高値を示したことから、仔ゾウの骨代謝に母乳とその摂取量が影響を与

えた可能性がある。牛における先行研究では、牛乳中に含まれるナノ粒子が破

骨細胞の分化を促進すること[71]、新生子牛の血中ALPおよびBAP活性値は初

乳の摂取量に依存すること[30]が報告されており、今回のアジアゾウの所見と

類似していた。また、乳中の骨代謝マーカー値を測定した結果、アジアゾウの

初乳中の骨代謝マーカー値は常乳よりも高く、人工哺育に用いたヤギ生乳の値

はアジアゾウの常乳と同程度であるが、人工ゾウミルク中の値は明らかに低値

であった。このことから哺乳期の仔ゾウの骨代謝に乳中の骨代謝マーカーの関

与が推測されるが、その因果関係の究明には、仔ゾウの骨代謝に対する母乳の

生理作用を解明する必要がある。 

 第3章では、若齢アジアゾウに急性致死性出血病を引き起こすEEHV-HD[55]

の迅速・高感度な診断法の開発を目的として、Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP)法を応用した血中EEHV1型検出法を検討した。作製した6

種のプライマーを用いて、LAMP法により2017－2018年に日本国内で得られた

全血21サンプルを検査したところ、陽性1サンプルと陰性20サンプルを正確に

診断することができた。また、人工合成EEHV1型DNAを添加した全血サンプル

を用いて検討した結果、検出限界は101.2コピー/μLであり、従来のPCR法よりも

100倍以上高感度であった。２年にわたりLAMP法を用いて15歳以下のアジアゾ

ウ5頭のEEHV1型のモニタリングを実施したところ、ウイルス遺伝子は1度も検
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出されることはなかった。なお、LAMP法では、第2章の人工哺育個体の死亡後

の組織サンプルでもEEHV1型の検出が可能であった。以上より、LAMP法は迅

速・高感度で増幅産物を直ちに目視できる比較的簡易な検査方法であり[67, 

76]、臨床現場においても実施可能な検査であった。 

 人工哺育個体は死亡後にEEHV-HDと診断されたが、当時、当園ではEEHVに

対する警戒を行っておらず、生前に診断することができなかった。今後、

LAMP法によるモニタリングを導入することでウイルス血症を迅速に生前診断

することが可能となり、本例のような無症状の例に対しても早期の治療開始が

可能と考える。一方、この人工哺育個体は、血中骨代謝マーカー値から骨代謝

が低下した状態であったため、LAMP法によるモニタリングでEEHV-HDを回避

できたとしても、骨代謝異常により成長が阻害された可能性がある。 

 本研究では若齢アジアゾウの成長を妨げる危険因子として、骨疾患とEEHV-

HDに着目したが、これらの他にも様々な危険要因がアジアゾウの周りには存

在するため[59]、日頃からの警戒が必要である。アジアゾウの健全な育成のた

めには、日常的な健康管理に加え、血中骨代謝マーカーの測定による骨代謝評

価とLAMP法を用いたEEHV血症のモニタリングを同時に行う総合的診療シス

テムの構築が必要と考えられる。最後に、本研究の成果が国内外で有効活用さ

れ、将来的な飼育下アジアゾウの個体数増加につながることを期待する。 
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 総括 

１． アジアゾウにおいて、骨代謝マーカーであるTRAP5bとBAPの血中活性

を測定した。これらの活性値には年齢と負の相関関係が認められ、加齢に伴い

低下した。また、両骨代謝マーカーの活性値には正の相関関係が認められ、両

者の比は多くの個体で一定範囲内に収まった。他の動物種と同様に、血中

TRAP5bとBAP活性値は骨吸収と骨形成を反映する指標となり、これらの比率

から骨代謝バランスの推定が可能であると考えられた。 

２． ヒト医療分野で普及しているAGEキットを用いて、アジアゾウの血清

中ALPアイソエンザイムALP3（骨型分画）を測定し、従来法で測定したBAP活

性値と比較した。のべ51サンプルのALP3およびBAP活性値は高い正の相関関係

が認められた。両活性値は医学的測定法の一致基準を満たしたことから、アジ

アゾウのALP3活性値はBAP活性値に代替できると考えられた。従来法と比較

し、AGE法は全自動で測定が可能であること、また肝型分画であるALP2も同

時に測定できる利点を持つ。 

３． 1歳2ヵ月齢で突然死した人工哺育アジアゾウの仔ゾウについて生前の

健康状態を調べる目的で、個体管理記録データと凍結保存血清を用いて測定し

た骨代謝マーカー値をもとに回顧的検討を行った。人工哺育個体の体格は健常

な自然哺育個体と同等であったが、血液検査所見から栄養不足と低免疫状態が

疑われた。人工哺育個体の血清ALP3とTRAP5b活性値は自然哺育個体より低値

であったことから、骨代謝低下の状態が疑われた。骨代謝の異常は、体格測定

所見には現れず、一般血液検査では検出できなかったため、骨代謝マーカー測

定の必要性有用が改めて示唆された。 

４． 遺伝子増幅法であるLAMP法を応用し、アジアゾウEEHV血症の簡易診

断法を開発した。これまでに陽性、陰性が判明している全血サンプルを用いた
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検証は、既存のPCR法と一致する結果が得られた。LAMP法による検出限界

は、PCR法よりも100倍以上高感度であった。LAMP法を用いて、第2章の人工

哺育個体の死亡後の組織サンプルからEEHVの検出が可能であった。LAMP法

は迅速・高感度な遺伝子増幅法で、目視によりウイルス感染の陽性・陰性が判

別できるため、臨床における汎用性は高い。今後、LAMP法を若齢アジアゾウ

のEEHV血症を現場で直ちに判定することが可能になり、診断と早期治療開始

による救命率向上が期待される。 
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