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はじめに
　牛白血病ウイルス(BLV)は、悪性のリンパ
腫である地方病性牛白血病の原因ウイルスと
して知られており、感染後はプロウイルスと
して感染細胞の染色体に組み込まれ、生涯に
わたって感染が持続する。BLVは我が国の牛
群に広く浸淫しており、平成21〜22年に実
施された全国調査では肉用牛の28.7％、乳用
牛の40.9％がBLVに対する抗体を保有してい
ることが確認されている。感染牛を摘発する
ための方法としては、現在、抗体検査や遺伝
子検査が主に用いられている。しかし、抗体
検査のみでは感染初期の摘発が困難であるこ
と、移行抗体の影響を受けること等から、よ
り精度の高い検査法である遺伝子検査を実施
せざるを得ない。遺伝子検査には、感染の有
無のみを判定する定性検査と、感染牛が保有
しているプロウイルス量を測定することで、
他個体への伝播リスクの推定等が可能な定量
検査がある。しかし、当該検査は1検体当たり
にかかる費用が大きいうえ、検査対象となる
のはプロウイルス遺伝子であるため、ゲノム
DNA（以下、DNA)を検査対象とする必要があ
り、操作が煩雑で長時間を要することから、
特に多検体の場合には敬遠される傾向にあ
る。そこで、遺伝子検査の簡便化を目的とし
て、検査に供するDNAの抽出法に着目し、各
種方法について比較した結果、より効率的に
遺伝子検査が実施可能であると考えられたの
で、概要を報告する。

材料及び方法
１　検査材料 
　BLVの感染状況を把握済みの乳牛12頭(うち
BLV感染牛9頭)から、EDTA-2Na入り採血管
で採取した血液を用いた。採取した血液は、
全血、塩化アンモニウム処理によって全血か
ら分離した末梢血単核球(以下、PBMC)、全
血を遠心分離後に採取したバフィーコート(以
下、BC)の3種類の状態にし、以下の方法で
DNA抽出を実施した。なお、全血は200μL、
PBMCは106個をDNA抽出に供し、全ての方法
でDNA溶出液は50μLとした。

２　DNA抽出法
(1)カラム法
　DNA抽出キット(DNeasy Blood & Tissue 
Kit, (株)キアゲン, 東京)を用いて、全血及び
PBMCから全自動核酸抽出機(QIAcube,(株)キ
アゲン, 東京)によってDNAを抽出した。
(2)磁性粒子(以下、MB)法
　DNA抽出キット(MagDEA® Dx S, プレシ
ジョン・システム・サイエンス(株), 千葉)を
用いて、全血及びPBMCから全自動核酸抽出
機(magLEAD 6gC, プレシジョン・システム・
サイエンス(株), 千葉)によってDNAを抽出し
た。
(3)凝集分配(以下、AP)法
　DNA抽出キット(SepaGene®, 積水メディカ
ル(株), 東京)を用いて、マニュアルに従って
全血及びPBMCからDNAを抽出した。
(4)アルカリ熱抽出(以下、AHE)法
　PBMCを水酸化ナトリウム(50mM)45μLで
加熱溶解(95〜100℃、10分)した後、Tris-
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HCL(1M)を5μL加え、遠心(15,000×g、5
分)後に上清を回収した。
(5)BC熱処理(以下、BHE)法
　当所で新たに考案した方法で、全血を10
分間遠心(1,800×g)後に、BC層から20μL
採取し滅菌蒸留水30μLを加えてよく混合し
た。その後、加熱(95〜100℃、5分)及び遠
心(15,000×g、5分)をしてから上清を回収し
た。

３　評価方法
　カラム法(PBMC及び全血)、MB法(PBMC、
全 血 ) 、 A P 法 ( P B M C 及 び 全 血 ) 、 A H E 法
(PBMC)、BHE法(BC)の8通りの組み合わせに
ついて(表1)、DNAの精製度及び手技の均一化
の観点から当所の常法としているカラム法に
よるPBMCからの抽出を基準として比較した。
比較項目はDNA収量(ng/μL)、検出感度、定
量性、所要時間、費用の項目とし、より簡便
に検査が可能な方法を検討した。なお、各項
目の評価方法は以下のとおりとした。
(1）DNA収量
　全ての方法間で、カラム法(PBMC)をコン
トロール群としてダネットの重比較検定を、
PBMCを対象とした方法及び全血を対象とした
方法についてそれぞれボンフェローニの多重
比較検定を実施した。なお、ボンフェローニ
法は、調整化された有意水準P’を求め、各比較

ペアの有意性検定(t検定)の確率値に対してP’
(PBMC:0.0084(P<0.05),0.0017(P<0.01)、全
血:0.017(P<0.05),0.0034(P<0.01))で判定を
行った。
(2)検出感度
　既報に基づいて実施したネステッドPCR（以
下、nPCR)1)による定性検査結果を用い、偽陰
性の検体を1検体でも確認した方法は定性検査
には不適とした。
(3)定量性
　BLV感染牛由来の検体についてリアルタ
イムPCR(以下rPCR)(ウシ白血病ウイルス
検出用Probe/Primer/Posit ive control及び
CycleavePCR® Reaction Mix SP, タカラバイオ
(株), 滋賀)で 宿主のDNA100ngあたりのプロ
ウイルス遺伝子量(コピー/100ng DNA)を測定
した。なお、操作はマニュアルに従ってサンプ
ルDNA添加量を5μLとし、DNA濃度が20ng/μ
Lより高濃度であるものは20ng/μLとなるよう
に希釈して用いた。20ng/μLに満たない検体
については、定量後に100ng DNA当たりのコ
ピー数に換算した。その後、カラム法(PBMC)
の定量値と各種方法の定量値間でウイルコクソ
ンの順位和検定(全血、BC)、ウイルコクソン
の符号付順位検定(PBMC)及び相関により評価
し、カラム法(PBMC)の定量値との間に相関を
認めなかった方法は不適とした。
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図1　PBMCを抽出対象としたときの各抽出法の
DNA収量について
　カラム法が他のいずれの方法よりも高濃度のDNAを

回収可能であり(P<0.05)、次いでMB法が高濃度であっ

た(P<0.05)(ボンフェローニ法による)。

結果

１　DNA収量
　カラム法(PBMC)の収量は他のいずれの方法
よりも有意に多く(P<0.01)、市販キットを用い
ないAHE法、BHE法はともに収量は低い傾向に
あった(表2)。PBMCからの抽出のみを対象とし
た比較では、カラム法とそれ以外の方法間並び
にMB法に対してAP法及びAHE法間で(図1)、全
血からの抽出のみを対象とした比較では、カラ
ム法とAP法間及びMB法とAP法間に有意差を確
認した(図2)。よって、PBMCを対象とした場
合にはカラム法が最も高濃度のDNAを回収可能
であり、全血を対象とした場合にはカラム法と
MB法が同程度の量のDNAを回収可能であると
判明した。
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　また、これら9検体はカラム法(PBMC)による
rPCRの定量値が10コピー/100ng DNAという、
rPCRの検出限界付近である検体を含んでいた
(表4)。しかし、その他の方法では1検体ずつ偽
陰性の検体を確認したことから、これらの方法
は定性検査には不向きであると判断した。

３　定量性
　定量値は方法毎に様々であり、最もカラム
法(PBMC)に近いもので、カラム法(PBMC)の
平均定量値の約1.6倍から最も乖離していた
もので約122倍もの値となったが、カラム法
(PBMC)で高コピー及び低コピーであった検体
はその他の方法でも同様の傾向が見られた。ま
た、カラム法(PBMC)とそれ以外の方法間でそ
れぞれウイルコクソンの順位和検定及びウイル
コクソンの符号付順位検定を実施したところ、
MB法(PBMC)及びAP法(全血)以外の全ての方
法が有意に高値となっており(表4)、経時的調
査の途中等で方法の変更をした場合に、急激に
病態が進行したかのような誤解を生む恐れがあ

図2　全血を抽出対象としたときの各抽出法の
DNA収量について
　カラム法とMB法はAP法より高濃度のDNAを回収可能

であったが、カラム法とMB法との間に有意差は認めら

れなかった(ボンフェローニ法による)。

２　検出感度
　nPCRの結果、カラム法(PBMC)では9検体で
BLV遺伝子を検出し、MB,AP法(全血)及びBHE
法がカラム法(PBMC)の結果と一致した(表3)。
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ることが判明した。さらに、BHE法以外の全て
の方法でカラム法(PBMC)の定量値と正の相関
を確認したことから(表5)、BHE法は定量検査
には不向きであると判断した。

４　所要時間
　12検体からDNAを抽出するのに要した時間
はカラム法(PBMC)では80分であったが、MB

法（PBMC)及びAHE法では60分、カラム法(全
血)では50分、MB法(全血)及びBHE法では30分
で抽出作業が完了した。しかし、AP法のPBMC
では130分、全血では100分と、どちらの材料
ともカラム法(PBMC)より多くの時間を要した
(図3)。
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図3　抽出法毎の12検体当たりの作業時間
　MB法(全血)及びBHE法は、カラム法(PBMC)と比べ

て作業時間を50分短縮可能であった。
図4　抽出法毎の1検体当たりの費用
　キットを用いた抽出ではカラム法が最も低コストで

あったが、AHE法及びBHE法は、カラム法と比べて約

420円の削減が可能であった。

5　費用
　カラム法(PBMC)では、1検体当たりの費用
は約420円であったが、キットの不要なAHE法
及びBHE法では、ほとんど費用をかけずにDNA

の抽出が可能であった。しかし、MB法及びAP
法ではそれぞれカラム法(PBMC)よりも76円、
215円の費用増となった(図4)。
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まとめ及び考察

　今回、BLVに感染している牛を正確に把握
するために必須である遺伝子検査の簡便化を
図るために、当所の常法としているカラム法
(PBMC)を基準として、検査に供するDNAの抽
出法について検討を行った結果(表6)、各種方
法の評価は以下のとおりとなった。
　カラム法は、PBMCを抽出対象とした場合に
は、他のいずれの方法よりも有意に高濃度で
あった。このことは検体保存や再検査を考慮し
た場合に非常に有益である。また、定性検査の
検出感度も優れており、DNAの精製度の観点か
らも安定した定量検査が可能であると考えられ
るが、抽出作業には80分を要する。
　全血を抽出対象とした場合には、定性検査及
び定量検査でそれぞれ異なる検体が非検出と
なった。
　以上のことから、カラム法はPBMCを抽出対
象とした場合には作業に長時間を要するもの
の、定性検査、定量検査ともに良好な結果が得
られると思われた。一方、全血を対象とした場
合には、DNA収量、検出感度、定量性の観点か
らBLVの遺伝子検査には不向きと考えられた。
　MB法は、PBMCを抽出対象とした場合には、
定性検査で偽陰性の検体を1検体確認した。定
量検査では、カラム法(PBMC)の定量値との間
に有意差はなく、正の相関を確認した。また、
抽出作業の時間を20分短縮可能であった。
　全血を対象とした場合にはカラム法と有意差
はなかったものの、最も平均回収量が多く、定
性検査ではカラム法(PBMC)と同程度の検出感
度であった。定量検査では、カラム法(PBMC)
の定量値に比べて有意に高く、正の相関がある
ことを確認した。また、抽出作業の時間を50分
短縮可能であった。しかし、MB法では1検体当
たり76円の費用増となった。
　以上のことから、MB法は76円/検体の費用増
となるものの、全血を対象とした場合には定性
検査、定量検査どちらも対応可能で、さらに、

作業時間を50分短縮可能であることから、BLV
の遺伝子検査を行う際には有用であると考えら
れた。なお、その定量値はカラム法(PBMC)で
の定量値に比べて高値であることに注意する必
要がある。
　AP法は、PBMCを抽出対象とした場合には、
定性検査で偽陰性の検体を1検体確認したが、
全血を対象とした場合には、検出感度はカラム
法(PBMC)と同程度であった。しかし、作業時
間は延長(PBMC：50分、全血：20分)し、1検
体当たり215円の費用増となった。
　以上のことから、AP法は費用が増加するこ
と、作業時間が延長するという点から、本法を
BLVの遺伝子検査に採用するメリットはないと
考えられた。
　AHE法は、PBMCを対象とした抽出法のなか
で、最もDNA収量が少なく、定性検査では偽陰
性の検体を1検体確認した。また、定量検査で
はカラム法(PBMC)との相関は認められている
ものの、手法の性質上、DNAの精製度としては
キットを用いた抽出法に劣ると思われる。
　以上のことから、AHE法はBLVの定性検査に
は不向きであると考えられた。一方、時間短
縮、費用削減が可能なことから定量検査につい
ては検討の余地はあるが、DNA収量や精製度
を考慮すると、今回はあえて本法を採用するメ
リットはないと考えられた。
　BHE法は、全ての方法の中でDNA収量が最も
少ないが、定性検査ではカラム法(PBMC)と同
程度の検出感度であった。また、作業時間を50
分短縮可能で、キットを用いないため、費用を
ほとんどかけずに抽出可能であった。しかし、
定量検査ではカラム法(PBMC)との相関は認め
られなかった。
　以上のことから、BHE法は定性検査の簡便化
及び費用の削減に非常に有用と考えられたが、
定量検査には不向きと考えられた。
　これら各種方法の特徴を踏まえ、遺伝子検査
の簡便化を念頭に置いた場合、BLV感染牛のス
クリーニング等のために実施する定性検査に
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は、当所で新たに考案したBHE法が非常に有用
であり、特別なキットを用いることもないた
め、多検体の場合にも作業時間や費用が大幅に
増加しないと考えられた。定量検査について
は、DNA収量や精製度を考慮するとカラム法
(PBMC)が最適であると思われた。一方、MB法
(全血)は、76円/検体の費用増となってしまう
ものの、カラム法(PBMC)の定量値との相関が
認められること、カラム法(PBMC)と同等の伝
播リスク評価が可能(高コピー個体と低コピー
個体の入れ替わりが起きていない)であるこ
と、50分の時間短縮が可能であることから十分
に代用法として機能すると考えられた。また、
本法は定性検査結果もカラム法(PBMC)と一致
していたため、費用を考慮しなければBLVの遺
伝子検査に有用であると思われた。しかし、そ
の定量値はカラム法(PBMC)での定量値と比べ
ると有意に高値であったため、同一農場・個体
での定量検査で両者を併用するというようなこ
とは避け、抽出法はどちらか一方に統一すべき
である。
　以上のように、検査目的に合わせて抽出法を
選択することで、より効率的に遺伝子検査を実
施することが可能であると考えられた。
　最後に、本検証は、キャノンメディカルシス
テムズ(株)との共同研究の中で実施したもので
あり、検証に御協力いただきましたキャノンメ
ディカルシステムズ(株)の皆様に深謝いたしま
す。
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