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はじめに 

牛白血病は、牛白血病ウイルス(以下、BLV)

に起因する地方病性牛白血病(以下、EBL)とウ

イルスが関与しない散発性牛白血病に分類さ

れる。近年、本病による死亡やと畜場におけ

る全部廃棄などの発生報告数が増加傾向にあ

り1)、その殆どが EBL と言われている(図1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

このような現状を踏まえ、国は平成27年度

に「牛白血病に関する衛生対策ガイドライン」

を策定し、本県では平成30年度に慢性疾病ワ

ーキンググループが発足するとともに、EBL

清浄化対策の取組が強化された。ガイドライ

ンに沿った EBL 清浄化対策を進めるためには、

BLV 検査により農場の感染状況を把握し、適

切な対策指導を実施する必要がある。   

BLV 検査方法として、抗体検査や遺伝子検

査が主に用いられているが、特に遺伝子検査

は、移行抗体の影響を受けずに早期に感染牛

を摘発し、他個体への伝播リスクを推定でき

ることからも、EBL 清浄化対策に必要不

可欠である。しかしながら、遺伝子検査

は操作が煩雑で検査に長時間を要するこ

とから多検体処理には不向きとされてい

る。実際、EBL 対策の強化により BLV 検

査頭数が増加したことで、検査時間が増

大し、農家への指導が遅れる等の弊害が

顕在化した。 

今回、検査作業の効率化を目的として、

核酸抽出処理を自動化できる自動核酸抽

出器を導入した。導入にあたり、従来の

方法(以下、手動法)と比較試験を実施す

るとともに、自動核酸抽出器を用いた方

法(以下、自動法)における検査の効率化

を図り、EBL 対策を推進することができ

たので、その概要を報告する。 

 

材料及び方法 

1 検査材料 

 管内和牛繁殖農家8戸28頭について、

7ml 及び2mlEDTA 管(以下、7ml 法、2ml

法)で採血した。さらに2ml 法は、ホルダ

ーに差し込み直接採血する直接法と、先

にプレーン管で採血した血液を2mlEDTA

管に分注する間接法を実施した。 

2 DNA 抽出法 

(1) 手動法 

 全血から塩化アンモニウム処理により

末梢血単核球を分離し、DNA 抽出キット

(DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, 

東京)を用いて DNA を抽出した。 

図1 牛白血病の発生状況(全国、栃木) 



(2) 自動法 

 全血から 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、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))に

より DNA を抽出した。 

3 評価方法 

 各抽出法を比較するために、作業時間、DNA

収量(ng/μL)、遺伝子量(コピー/105 cells)、

伝播リスク評価について、検査の効率性を以

下の方法で検討した。 

(1) 抽出作業時間 

 血液からの核酸抽出処理について、各抽出

法の常法に従い実施し、作業時間を測定した。 

(2) DNA 収量 

蛍光定量(Qubit® 2.0 Fluorometer, サー

モフィッシャーサイエンティフィック(株), 

神奈川)によって抽出物の DNA 濃度を測定した。 

また、収量値間における相関係数を測定した

(0.40≦R＜0.7：正の相関、0.7≦R：強い正

の相関)。 

(3) 遺伝子量及び伝播リスク評価 

検体について、BLV-CoCoMo-qPCR 法 (ウシ

白血病ウイルス検出用 Probe/Primer/Positi

ve control 及び CycleavePCR® Reaction Mi

x SP, タカラバイオ(株), 滋賀)で 宿主の10

万細胞あたりの BLV コピー数(コピー/105 cel

ls)を測定した。また、定量値間における相関

係数の測定、並びに得られた遺伝子量(コピー

/105 cells)について、伝播リスクを低リスク

(1,000未満)、中リスク(1,000～10,000コピ

ー)、高リスク(10,000コピー以上)と3分類し

検討した。 

4 自動法における作業方法の比較 

自動法における検査作業の効率化を目的と

し、採血量及び保存日数を比較した。 

(1) 採血量の比較 

 同一個体について7ml 法及び2ml 法で採

血し、3の評価方法を用いて検討した。 

(2) 保存日数の比較 

 7ml 法及び2ml 法で採血した全血につい

て、自動法で抽出処理するまでの保存日

数を0から7日後まで変化させ、3の評価

方法を用いて検討した。また、2ml 法は

直接法及び間接法による比較も併せて実

施した。なお、抽出処理するまでの全血

は4℃の冷蔵庫内で保存し、十分な転倒混

和を実施した。 

5 EBL 対策指導状況 

 自動法導入前(平成30年4月から令和元

年5月まで)と導入後(令和元年6から10月

まで)における月平均の抗体検査及び遺伝

子検査頭数、指導農家戸数を比較した。 

 

結果 

1 両核酸抽出法の比較 

 12頭について7ml 法で採血し、当日中

に各抽出法で抽出した。 

(1) 抽出作業時間 

 12検体あたりの DNA 抽出に要した時間

は、手動法は100分に対して自動法は30

分となり、70分の短縮となった(表1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表1 12検体あたりの抽出作業時間 



(2) DNA 収量 

 自動法における収量は手動法より約0.5倍有

意に低い値となったが(P＜0.05)、平均値は

54.2 ng/μL と PCR 検査に供試する量は問題

なく得られていた(表2)。また、両法における

相関係数(R)は0.90と強い相関が見られた(図

2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 遺伝子量及び伝播リスク評価 

自動法における遺伝子量は手動法より

約1.6倍有意に高い値となった(P＜0.05)。

また、12検体中11検体の伝播リスク評価

が一致し、1検体のみが、手動法では低リ

スクと評価したものが自動法では中リス

クへと評価が変動した(表3)。さらに、

両法における相関係数(R)は0.98と強い

相関が見られた(図3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表2 両核酸抽出法における DNA 収量 

図3 両核酸抽出法における遺伝子量の 

相関 

図2 両核酸抽出法における DNA 収量の 

相関 

表3 両核酸抽出法における遺伝子量 



2 自動法における採血量の比較 

 14頭について7ml 法及び2ml 法で採血し、当

日中に自動法により DNA 抽出した。 

(1) DNA 収量 

 双方における平均値は53.6、56.8 ng/μL

と十分な DNA 量が得られ、有意差は認められ

なかった(P＜0.05)(表4)。また、相関係数

(R)は0.85と強い相関が見られた(図4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 遺伝子量及び伝播リスク評価 

双方の遺伝子量間に有意差は認められ

なかった(P＜0.05)。しかし、伝播リス

ク評価は14検体中12検体が一致したもの

の、片方が1コピー未満であった2検体に

ついて、もう片方が非検出となった(表

5)。また、相関係数(R)は0.98と強い相

関が見られた(図5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表4 各採血量における DNA 収量 

図5 各採血量における遺伝子量の相関 

図4 各採血量における DNA 収量の相関 

表5 各採血量における遺伝子量 



3 自動法における抽出処理するまでの保存日

数の比較 

 12頭について7ml 法で、9頭について2ml 法

の直接法及び間接法で採血し、保存日数を変

化させ、自動法により DNA 抽出した。 

(1) DNA 収量(7ml 法) 

 保存日数が0から7日後までの平均値は54.3

～58.6 ng/μL と十分な DNA 量が得られてお

り、0日後と比べて有意差は認められなかった

(P＜0.05)(表6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 遺伝子量及び伝播リスク評価(7ml 法) 

0日後の平均値と比べて各日数の平均値

に有意差は認められなかった(P＜0.05)。

また、伝播リスク評価は12検体中11検体

が一致し、10,000コピー付近の値であっ

た1検体のみ、中リスクから高リスクへと

変動した(表7)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表6 各保存日数における DNA 収量 

表7 各保存日数における遺伝子量 

 

(コピー/105cells) 

 



(3) DNA 収量(2ml 法) 

 いずれの採血法も、保存日数が0から7日後

までの平均値は55.3～60.5 ng/μL であり、

十分な DNA 量が得られていた。0日後の直接法

の平均値と比べて各日数の直接法の平均値に

有意差は認められず、間接法も同様の結果で

あった(P＜0.05)。また、同日数におけるい

ずれの採血法の平均値に有意差は認められず、

他の日数においても同様の結果であった(P＜0.

05) (表8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 遺伝子量及び伝播リスク評価(2ml 法) 

0日後の直接法の平均値と比べて各日数

の直接法の平均値に有意差は認められず、

間接法も同様の結果であった(P＜0.05)。

また、同日数におけるいずれの採血法の

平均値に有意差は認められず、他の日数

においても同様の結果であった(P＜0.0

5)。伝播リスク評価は9検体中8検体が一

致し、10,000コピー付近の値であった1

検体のみ変動した(表9)。さらに、1コピ

ー未満であった1検体で非検出となること

があった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表9 各保存日数における遺伝子量 

 

表8 各保存日数における DNA 収量 



4 EBL 対策指導状況 

自動法の導入前と比較し、導入後の月平均

の抗体及び遺伝子検査頭数、指導農家戸数は、

それぞれ1.3倍、3.0倍、4.4倍と増加した(図

6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

まとめ及び考察 

核酸抽出法の比較の結果、自動法は、作業

時間の大幅な短縮並びに手動法と同等の伝播

リスク評価が可能であると考えられた。なお、

自動法の遺伝子量が手動法と比べて約1.6倍有

意に高値となったことを考慮し、手動法から

自動法に切り替えた際の伝播リスク評価に基

づく指導には注意が必要である。 

自動法では、採血量、保存日数、2ml 法の

採血法のいずれにおいても有意差は認められ

なかった。また、1コピー未満の検体では非検

出となる可能性があるため、抗体検査結果を

併用した診断をする必要がある。今後は、少

量の採血量で、保存日数が7日後までならまと

めて自動法で抽出可能であり、採血時に間接

法も利用することで、より効率良く検査が可

能であると考えられた。 

農場指導状況の比較の結果、自動法の導入

により EBL 対策指導を大幅に推進することが

できた。自動法の採用により多検体処理の効

率が上がり、短縮時間分を迅速な結果回

答及び農家指導へ充てられたためだと考

えられる。 

以上のことから、自動法は有用であり、

今後は、自動法により作業の効率化を図

るとともにより多くの農家指導を通じ、E

BL 清浄化に向けて尽力していきたい。 
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図6 EBL 対策指導状況 


