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はじめに 

 牛ウイルス性下痢ウイルス（以下BVDVとい

う）による疾病の発生は世界各地でみられ、

成牛に急性感染を起こし、下痢、発育不良、

泌乳量の減少及び繁殖障害などによる生産性

の低下が起こる 1)。また、妊娠 100日前後の

牛が BVDVに暴露され、胎子が子宮内感染する

と、胎子はその BVDVに対して免疫寛容となり、

持続感染（以下PIという）牛として娩出され

る 2)。このPI牛は、多量のウイルスを生涯に

わたり排泄し続けるが、明確な症状を示さな

い場合が多く、牛群内及び農場間に感染を広

げ新たなPI牛を生む主要因となる。そのため、

本疾病の対策としては、PI牛を中心とした感

染個体の早期摘発が重要である 1)2)。 

 近年、メガファームと称する酪農経営形態

が増えつつあるが、そこにPI牛がいることが

疑われた場合、牛群内からPI牛を摘発するに

は、検体数が多い分、検査に要する時間及び

経費は莫大となる。また、農場内で飼養され

ながら一見無症状の PI牛を摘発できない場

合、その経済的損失も多大になることが予想

される。したがって、的確な検査により早期

にまん延防止及び清浄化を図ることが重要で

ある。 

すでに、バルク乳を利用した遺伝子検査が

有用であることが知られているが、対象が搾

乳牛に限定されるため早期に全頭検査できな

いことが問題であった。当研究室では、過去

にプール血清を利用した遺伝子検査及び齋藤

らの MDBK-SY細胞を用いたウイルス分離検査

3)（以下「簡易法」という）の併用活用につ

いて報告している 4)。この遺伝子検査につい

てプールする検体数をさらに増やすことによ

り、早期の農場内全頭検査が可能となること

から、効率的かつ省力的なBVDVスクリーニン

グ検査方法の確立を目的に、多検体プール血

清を利用した遺伝子検査及び簡易法の併用活

用について検証したので、その概要を報告す

る。 

 

試験 1 

希釈 PI牛血清による検査感度の検証 

 

材料と方法 

平成23～26年に摘発されたPI牛の血清14

頭分を材料として、96検体プールを想定し PI

牛血清10μlにBVDVフリーの市販牛胎子血清

950μlを加えて 96倍希釈した。陽性対照と

して当研究室保存の BVDV1型 Nose株を 104 

TCID50から 10
-1TCID50まで 6段階 10倍階段希

釈した。検査は RT-PCR （Vilcekら７））及び

virotype BVDV RT-PCR Kit(QIAGEN)によるリ

アルタイムPCR(以下qPCRという)を行い、同

時に個別検査として簡易法によるウイルス分

離検査を実施した。簡易法では、1検体につ

き1穴を用い、被検血清 14μlと MDBK-SY細

胞浮遊液0.19mlを接種し、37℃静置培養後、

CPEを指標として判定 3)した。 

 

結果 

RT-PCRでは通常の 35サイクルで全ての検
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体で遺伝子を検出したが、No.4及び5ではバ

ンドが薄く不明瞭であったため、増幅サイク

ルを 35から 50サイクルに増やしたところ、

バンドは明瞭となった。また、qPCRでは、陽

性対照とした Nose株は希釈段階に応じてす

べて検出された（図１）。一方、PI牛の希釈

血清も Ct値 27.9～30.4ですべて検出され、

検査結果の判定も容易であった（図２）。簡易

法では、No.4,11,13を除く他の検体でウイル

スが分離された。 

 

 

図１ qPCRにおける陽性対照(Nose株:104～

10-1TCID50)の検出結果 

 

 

図２ qPCRにおける PI牛希釈血清の検出結

果（No.1～14） 

 

試験 2 

県内メガファームでの野外試験 

 

検査対象 

農場内にPI牛の存在が疑われた、飼養規模

1,233頭の県内A農場 

 

材料と方法 

 材料は、平成 27年サーベイランスの残余血

清を用いた。通常、サーベイランスでは、ヨ

ーネ病スクリーニング検査のため、deep well 

tubeに分注する。これらを 12連ピペットに

て 14μlずつ、まず、ウイルス分離用に 96

穴マイクロプレートへ接種し、次に、リザー

バーを使用し、96検体ごとのプール検体を 1

検体として、合計13検体を検査に供した。検

査方法については試験1と同様に実施した。 

 

結果 

遺伝子検査において、A農場のプール血清

13検体から特異遺伝子は検出されず、簡易法

による 1,233検体のウイルス分離検査もすべ

て陰性であった。今回の検査により、採材当

時のA農場におけるBVDVの清浄性を確認する

ことができた。 

 

考察  

報告によると、PI牛の血清中に排泄される

BVDVは、104.25～104.5TCID50程度と報告されて

いる 5)。また、他の報告では、100検体プー

ル血清でも遺伝子検査により検出が可能とさ

れている 6)。今回、我々も試験 1により 96

検体プールと同等の倍率に希釈した PI牛の

血清について十分に検出が可能であったこと

から、96検体プール血清の利用についても可

能と判断した。ただし、移行抗体を保有した

若齢牛の場合、プール血清で遺伝子が検出さ

れても、簡易法で個体特定できないことがあ

るため注意が必要である。 

通常、血清を1.5mlチューブに保存してい

た場合、ウイルス分離用として1検体ずつ 96

穴マイクロプレートへの血清接種と、遺伝子

検査用として2mlチューブにプールする必要

がある。多検体でのその作業は非常に煩雑で

あった。しかし、今回、deep well tube 、リ
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ザーバー及び12連ピペットを用いることで、

簡易法の血清接種とプール血清の作製を一連

の作業の中で効率的かつ省力的に行うことが

でき、メガファームが検査対象となる場合に

おいては、特に有用である。 

検査経費の面では、RT-PCRでは1検体あた

り1,200円の経費を要するが、今回の 96検体

プールによる遺伝子検査及び簡易法を併用す

ることで、その経費を約 100分の 1に低減さ

せることが可能となった。同じスクリーニン

グ検査としては、バルク乳を利用した検査も

有効とされるが、乾乳牛は検査対象とならな

い。一度に全頭検査が可能な点においても、

プール血清を用いた遺伝子検査は有用である

と考えられた。 

今回検討したBVDVスクリーニング検査は、

農場全頭が一度に検査可能で、残余血清を利

用すれば採材の手間を省き、検体取扱いの効

率化及び省力化を図ることが可能である。ま

た、検査経費も約 100分の1に低減でき、現

場で実施可能な PI牛の早期摘発検査として

有用と思われる。今後は、メガファームにお

ける多検体検査以外にも、預託先でPI牛が確

認された場合の農場内全頭検査等、野外での

事例に活用することで、BVDVのまん延防止及

び清浄化の一助としたい。 
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