
牛ウイルス性下痢ウイルス (BVDV) 感染症

の防疫上, 牛群から持続感染 (PI) 牛を除去す

ることが重要である [1]. 飼養牛全頭を対象と

したウイルス分離は, PI牛を検出するための最

も正確な検査であるが, 本検査に先立ち, 牛群

中のPI牛の存在の有無を推察し得るスクリーニ

ング法を活用することにより, BVDV防疫の効

率的な推進が可能となる.

わが国の幾つかの地域では, PI牛を保有する

乳用牛群を検出するスクリーニング法として,

バルク乳からBVDV遺伝子を検出する方法 (バ

ルク乳検査) が応用され, 多数のPI牛が検出さ

れている [2]. 他方, 多くのPI牛は粘膜病や発

育遅延を含む様々な障害により繁殖適齢期まで

に死亡するか, あるいは淘汰されている [1].

この事実は, 産歴を有する, すなわち泌乳期の

PI牛が少数例にとどまることを示唆する. バル

ク乳検査は１検体により100頭以上の泌乳牛を

飼養する群を評価し得るが [2], 非泌乳期のPI

牛のみが存在する牛群を検出することはできず

[3], 肉用牛群に応用することも困難である.

Houeら [4] は, 牛群から抽出した子牛５頭

中３頭以上から, 高いBVDV中和抗体価が検出

された時に牛群内にPI牛が存在すると判定する,

いわゆる“スポットテスト”を考案した. 本テ

ストはPI牛の泌乳状態に関わらず, 牛群内のPI

牛の存在を調査することができるため, 北欧諸

国およびアメリカ合衆国で応用されている [3-
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牛ウイルス性下痢ウイルス (BVDV) 持続感染 (PI) 牛保有群を精度高く検出するスポット
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およびウイルス分離から成るスポットテストを実施し, ３頭中２頭以上から64倍以上の抗体価

が検出または１頭以上からBVDVが分離された際に, 当該群に高い確率でPI牛が存在すること

を推計学的に検討し, 野外応用により証明した. ６種類の制限酵素を用いた制限酵素断片長多
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要 約



6]. 他方, PI牛はBVDVに対して免疫寛容を示

し, その抗体価は陰性または低い値にとどまる

ことから [1], PI牛が抗体検査対象として抽出

された時は偽陰性と判定される可能性がある.

また, わが国の野外には少なくとも７種類の遺

伝子型 (1a, 1b, 1c, 1e, 1f, So, 2a) の

BVDVが存在し [7-9], 異なった遺伝子型の

BVDVは抗原学的に区別されるため [7,9], 血

清中和試験に用いる攻撃ウイルスと感染ウイル

スの遺伝子型が相違した時は正確な判定が困難

になると考えられる. 精度の高いスポットテス

トの開発はBVDV防疫の推進を図る上で重要で

あるが, そのための諸条件は十分に検討されて

いない.

本研究では, PI牛保有群を精度高く検出する

スクリーニング法の確立を目的として, はじめ

に, わが国の牛群に適用し得るスポットテスト

の諸条件を推計学的観点から検討した. 続いて,

推計学的検討により得られた最適条件下で本テ

ストを野外応用し, PI牛保有群の検出における

精度を検証した. さらに, スポットテストの精

度を確保する上で重要となる中和試験用攻撃ウ

イルスの選択に資するため, わが国で分離され

たBVDVを遺伝学的に解析し, 制限酵素断片長

多型 (RFLP) 解析による本ウイルスの簡便な

遺伝子型別法を検討した.

スポットテストの諸条件の推計学的検討

2000～2004年に, 岩手県内の20群 (Nos. 1-20)

の飼養牛1,272頭を対象として, ウイルス分離

および1a遺伝子型株を攻撃ウイルスとした血清

中和試験を実施した.

ウイルス学的検査成績に基づき, ６カ月齢以

上の全ての検査牛をPI牛および非PI牛に分類し

た. また, 非PI牛の抗体価において, 64倍以上

を高い抗体価, 32倍以下を低い抗体価として区

別した. 各群から６～12カ月齢のBVDVワクチ

ン未接種牛３頭を抽出した時に, 高い抗体価を

有する非PI牛が２頭以上含まれる確率 (ＰSN)

およびPI牛が１頭以上含まれる確率 (ＰVI) を

それぞれhypergeometric probability model

[4,5] を用いて算出した. さらに, 両条件のい

ずれかが満たされる確率 (ＰTotal) を, ＰTotal＝

ＰSN＋ＰⅥ－ＰＢの計算式により算出した. ＰＢ

は高い抗体価を有する２頭の非PI牛および１頭

のPI牛から成る３頭が抽出される確率を意味し,

PI牛が存在しない群のＰTotalはＰSNと一致する.

PI牛, 高い抗体価の非PI牛および低い抗体価の

非PI牛の存在頭数がそれぞれx, yおよびz頭で

ある群において, ３頭を抽出した時のＰSN,

ＰVIおよびＰＢの各確率は,ＰSN＝１－(Ｃｘ＋ｚ,３×

Ｃｙ,０＋Ｃｘ＋ｚ,２×Ｃｙ,１)／Ｃｘ＋ｙ＋ｚ,３, ＰVI＝１－

(Ｃｘ,０×Ｃｙ＋ｚ,３)／Ｃｘ＋ｙ＋ｚ,３およびＰＢ＝Ｃｘ,１

×Ｃｙ,２×Ｃｚ,０／Ｃｘ＋ｙ＋ｚ,３の計算式を用いて算

出された. これらの確率は, 他の月齢区分, す

なわち６～18カ月齢, ６～24カ月齢および６カ

月齢以上から３頭を抽出した条件下でも計算さ

れた.

表１に各群から検出されたPI牛の頭数および

月齢ならびにPI牛から得たBVDV分離株の遺伝

子型を示す. 20群1,272頭のウイルス分離によ

り, ５群 (Nos. 1-5) から２～102カ月齢のPI

牛18頭が検出された. 18頭中12頭は６カ月齢以

上であり, ３群 (Nos. 1-3) に存在した12頭中

８頭および２群 (Nos. 4,5) に存在した６頭中

１頭が６～12カ月齢の月齢区分に含まれた. ６

カ月齢以上のPI牛12頭中９頭におけるBVDV中

和抗体は陰性であり, 他の３頭においては２ま

たは４倍の低い値の抗体が検出された. 分子系
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表１ PI牛の検出および分離株の遺伝子型

群No. 検査頭数 PI牛の頭数 分離株の
遺伝子型

１ 19 ５ (６,７,９,56,102)ａ) 1a

２ 102 ５ (５,５,６,６,８) 1a

３ 30 ２ (10,11) 1a

４ 73 ５ (２,４,４,４,12) 1b

５ 55 １ (28) 1b

６-20 993 ０

ａ) 括弧内の数値はPI牛の月齢を示す.



統解析により, ３群 (Nos. 1-3) 由来の12株お

よび２群 (Nos. 4,5) 由来の６株は, 血清中和

試験の攻撃ウイルスと同一の1a遺伝子型または

抗原性状が類似する1b遺伝子型 [9] に分類さ

れた.

６～12カ月齢, ６～18カ月齢, ６～24カ月齢

および６カ月齢以上の各月齢区分における

ＰTotalを表２に示す. PI牛を保有した５群 (Nos.

1-5) のＰTotalはいずれの月齢区分でも0.975以上

の高い値を示した. PI牛を保有しない15群中８

群 (Nos. 13-20) のＰTotalはいずれの月齢区分で

も0.000であった. 他の２群 (Nos. 6,7) のＰTotal

は, ６～12カ月齢の月齢区分において0.714以

上であり, より高齢の牛が含まれる他の月齢区

分では0.929以上を示した. 月齢区分に関わら

ず高いＰTotalが得られた当該２群 (Nos. 6,7)

の成績は, ウイルスの群内感染が比較的最近ま

で成立していたことを示唆した [6]. 残りの５

群 (Nos. 8-12) のＰTotalは, ６～12カ月齢の月齢

区分では0.000であったが, より高齢の牛が含

まれる他の月齢区分においては0.000～0.782の

範囲に増加し, 過去のウイルス感染が示唆され

た [6]. 以上の成績は, 検査時におけるウイル

スの流行の有無, すなわちPI牛の存在の有無を

特定するためには, ６～12カ月齢の子牛の解析

がより効果的であることを示した既報 [5] の

成績を支持した.

表３に６～12カ月齢の３頭を抽出した時の各

確率値を示す. ６～12カ月齢の範囲に計８頭の

PI牛が存在した３群 (Nos. 1-3) のＰSNは0.500以

下と低く, ＰVIは0.886以上と高かった. 当該月

齢に１頭のPI牛が存在した, あるいはPI牛が存

在しなかった２群 (Nos. 4,5) のＰSNは1.000で

あり, ＰVIは0.375以下と低かった. これらの成

績から, ３群 (Nos. 1-3) で認められた低い値

のＰSNは当該月齢区分に抗体陰性あるいは低い

抗体価を示す多数のPI牛が含まれたことに起因

すること, このため, 血清中和試験による高い

抗体価の検出のみではPI牛保有群を偽陰性と判

定する可能性があること, また, 偽陰性の判定

はウイルス分離の併用により低減されることが

示唆された.

― 6―

表３ ６～12カ月齢における各確率値

群No. PI子牛ａ)
非PI子牛 確率値

≧64ｂ) ≦32 ＰSN ＰVI ＰＢ ＰTotal

１ ３ ３ ０ 0.500 0.950 0.450 1.000

２ ３ ３ １ 0.371 0.886 0.257 1.000

３ ２ ２ １ 0.300 0.900 0.200 1.000

４ １ ７ ０ 1.000 0.375 0.375 1.000

５ ０ ５ １ 1.000 0.000 0.000 1.000

６ ０ ６ ３ 0.774 0.000 0.000 0.774

７ ０ ５ ３ 0.714 0.000 0.000 0.714

８-20 ０ ０ ５-23 0.000 0.000 0.000 0.000

ａ) ６～12カ月齢のPI子牛頭数.
ｂ) 血清中和抗体価.

表２ 各月齢区分におけるＰTotal値

群No.
月齢区分

６-12 ６-18 ６-24 ６≦

１-４ 1.000 1.000 1.000 1.000

５ 1.000 1.000 0.975 0.998

６ 0.774 0.944 0.973 0.982

７ 0.714 0.929 0.954 0.976

８ 0.000 0.050 0.125 0.782

９ 0.000 0.000 0.000 0.638

10 0.000 0.000 0.000 0.206

11 0.000 0.000 0.000 0.013

12 0.000 0.000 0.000 0.001

13-20 0.000 0.000 0.000 0.000



以上より, 各群から６～12カ月齢のBVDVワ

クチン未接種子牛３頭を抽出して, 血清中和試

験およびウイルス分離を行うことにより, PI牛

を保有する群を精度高く検出し得ると推察され

た.

スポットテストの野外応用

2005～2006年に岩手県内の他の26群, すなわ

ち24酪農場 (A-X) および２肉用牛繁殖農場

(Y,Z) において, ６～12カ月齢のBVDVワク

チン未接種子牛３頭を抽出し, 血清中和試験お

よびウイルス分離から成るスポットテストを実

施した. BVDV株間での抗原性状の違いを考慮

して, 血清中和試験には４種類の遺伝子型 (1a,

1b, 1e, 2a) の攻撃ウイルスを用い, 各ウイ

ルス抗体価のうち最高値を中和抗体価とした.

３頭中２頭以上から64倍以上の抗体価が検出ま

たは１頭以上からBVDVが分離された時にスポッ

トテスト陽性と判定した. 同テスト後に, 26群

の全飼養牛1,182頭のウイルス分離を実施し,

PI牛の有無を調査した.

表４に26農場のウイルス学的検査成績を示す.

スポットテストにより, ９農場 (A-G,Y,Z)

が陽性と判定された. ８農場 (A-E,G,Y,Z)

の陽性判定は血清中和試験により, 他の１農場

(F) のそれは血清中和試験およびウイルス分

離の両検査により得られた. 全飼養牛を対象と

したウイルス分離により, ６酪農場および２肉

用牛繁殖農場から成る８農場 (A-F,Y,Z) か

ら12頭のPI牛が検出された. PI牛のうち, 泌乳

期の乳用牛は１農場 (A) から検出された38カ

月齢の１頭に限られ, 他の11頭は31カ月齢以下

の未経産の乳用牛または肉用牛であった. これ

らの成績から, 本テストにより, PI牛の泌乳状

態に関わらず, 乳用および肉用の両牛群におけ

る同牛の存在を高い精度で推測し得ることが示

唆された.

分子系統解析により, ４農場 (A-D) 由来の

５株, ２農場 (E,F) 由来２株および他の２農

場 (Y,Z) 由来５株の遺伝子型はそれぞれ1a,

1cおよび1bに分類された (表４). PI牛が存在

した８農場 (A-F,Y,Z) から抽出した子牛３

頭の血清中和抗体価は, 農場ごとに攻撃ウイル

スにより様々な程度で相違し, ７農場 (A-F,

Y) の陽性判定は攻撃ウイルスと分離株の遺伝

子型が相違した時にも得られたが, 他の１農場

(Z) の陽性判定は両ウイルスの遺伝子型が同

一時に限られた. この事実は, 攻撃ウイルスの

遺伝子型が抗体価の正確な評価, すなわちスポッ

トテストにおける精度の高い判定のために重要

であること示す既報 [3] の成績と一致した.

わが国の分離株は高い頻度で1aおよび1b, 中

頻度で1c, 1eおよび2a, 稀に1fおよびSoの遺伝

子型に型別されている [7-9]. したがって, わ

が国で流行する主要な５種類の遺伝子型株 (1a,

1b, 1c, 1e, 2a) を血清中和試験の攻撃ウイ

ルスとして使用することにより, 攻撃ウイルス

と感染ウイルスの抗原性状の相違に起因する偽

陰性判定の出現を低減し得ると考えられた.

RFLP解析による遺伝子型別

1957～2006年に日本で分離された177株の

BVDVを用いて, 遺伝子型を簡便に識別し得る

RFLP解析法を検討した. 175株はわが国の病

牛から, 他の２株は輸入された牛胎子血清から

分離された.

BVDV遺伝子のE2領域を標的として, 新た

に設計した42Ｆ (5'-ATG GRC CRG CYT TCC

ARA TGG T-3') および既報の6R [10] から

成るプライマー組を用いたRT-PCR法を行った.

177株の全てから予測された大きさの増幅産物

が得られ, シークエンシングに基づく塩基配列

上, いずれの増幅産物も532bpであった. 同配

列に基づく分子系統樹上, わが国の牛から分離

された175株中63, 69および18株は1a, 1bおよ

び1c, ４, ２, ２および17株は1e, 1f, Soおよ

び2aの各遺伝子型に分類された. 輸入された牛

胎子血清由来の２株は1d型に属した. 得られ
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た遺伝子型の種類およびそれらの出現頻度から,

これら供試株はわが国の流行株 [7-9] を代表

すると考えられた.

６種類の制限酵素 (Apo Ⅰ, Mly Ⅰ, BstAP

Ⅰ, Pvu Ⅱ, Ear Ⅰ, EcoR Ⅴ) を用いた177

株のRFLP解析パターンは表５に示す11グルー
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表４ スポットテストおよび飼養牛全頭からのウイルス分離成績

農場 飼養
頭数

スポットテスト PI牛の頭数

抽出
子牛

血清中和抗体価 ウイルス
分離 非泌乳期 泌乳期

1a型ａ) 1b型 1e型 2a型

Ａ 61 １ 256ｂ) 64 64 32 － １(31)ｃ) １(38)ｃ)

２ 1024 512 256 64 －

３ 2048 512 512 256 － 1aｄ)

Ｂ 35 １ 1024 128 64 32 － １(４) ０

２ 4096≦ 2048 2048 64 －

３ 4096≦ 2048 1024 128 － 1a

Ｃ 55 １ 512 256 16 32 － １(１) ０

２ 1024 512 128 64 －

３ 1024 512 256 64 － 1a

Ｄ 33 １ 512 256 32 32 － １(21) ０

２ 2048 128 128 16 －

３ 2048 512 64 32 － 1a

Ｅ 38 １ ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 － １(26) ０

２ 1024 512 256 256 －

３ 2048 1024 1024 128 － 1c

Ｆ 84 １ ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 ＋ １(12) ０

２ 256 128 ８ ４ －

３ 4096≦ 1024 128 64 － 1c

Ｇ 37 １ ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 － ０ ０

２ 512 2048 256 256 －

３ 1024 4096≦ 512 128 －

Ｈ 38 １ 4 ２ ＜2 ＜2 － ０ ０

２ 8 ８ ＜2 ＜2 －

３ 512 512 512 128 －

Ｉ-Ｘ 16-76 １ ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 － ０ ０

２ ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 －

３ ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 －

Ｙ 35 １ 256 1024 256 64 － ４(２－５) ０

２ 2048 4096≦ 512 128 －

３ 2048 4096≦ 512 256 － 1b

Ｚ 45 １ ＜2 ＜2 ＜2 ＜2 － １(２) ０

２ 16 64 8 4 －

３ 64 128 16 32 － 1b

ａ) 攻撃ウイルスの遺伝子型を示す.
ｂ) イタリック体は各攻撃ウイルスにより得られた抗体価のうち最高値を示す.
ｃ) 括弧内にPI牛の月齢を示す.
ｄ) PI牛からの分離株の遺伝子型を示す.



プ (Ⅰ～�) に分類された. 各グループを構成
する大多数の株は同一の切断パターンを, 少数

株が異なる切断パターンを示した. 他方, 後者

の少数株の切断パターンは, ６種類の制限酵素

を用いた解析により, 他のグループ株の切断パ

ターンから区別された. 各グループは単一の遺

伝子型株から構成され, 1a遺伝子型株はグルー

プⅠおよびⅡに, 1b型株はグループⅢおよび

Ⅳに, 1c型株はグループⅤおよびⅥに含まれた.

1d, 1e, 1f, Soおよび2aの各遺伝子型株はそれ

ぞれⅦ, Ⅷ, Ⅸ, Ⅹおよび�のグループに属し
た. グループ間の切断像の相違は２％アガロー

スゲル電気泳動後のエチジウムブロマイド染色

により区別された.

これらの成績から, 本RFLP解析法により,

これまでわが国で分離された８遺伝子型を簡便

に識別し得ることが示唆され, 本法を血清中和

試験における適切な攻撃ウイルスの選択に活用

することにより, PI牛保有群を検出するスポッ

トテストの精度が向上すると考えられた.

総 括

牛群から抽出した６～12カ月齢のBVDVワク

チン未接種子牛３頭を対象として, 感染ウイル

スと同一遺伝子型の攻撃ウイルスを用いた血清

中和試験およびウイルス分離の両者から成るス

ポットテストを実施することにより, PI牛を保

有する群を高い精度で検出し得ることが明らか

となった. また, RFLP解析は流行株の簡便な

遺伝子型別法として有用であり, 本法の実施に

より血清中和試験における適切な攻撃ウイルス

の選択が可能になった. 以上より, 今回開発し

たスポットテストおよびRFLP解析は, BVDV

防疫の効率的な推進に貢献し得ると考えられた.

本研究の遂行にあたり, 多大なご指導および

ご助言を賜った岐阜大学大学院連合獣医学研究

科 (独立行政法人農業・食品産業技術総合研究

機構動物衛生研究所ウイルス病研究チーム長)

の恒光 裕客員教授に深甚なる謝意を表する.

また, 貴重なご指導を賜った帯広畜産大学の鈴

木宏志教授, 岩手大学の品川邦汎教授, 東京農

工大学の本多英一教授, 岐阜大学の杉山誠教授
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表５ 177株のRFLP解析に基づくグループ分類

グループ 遺伝子型 株数
下記酵素により得られた切断片長 (bp)

Apo Ⅰ Mly Ⅰ BstAP Ⅰ Pvu Ⅱ Ear Ⅰ EcoR Ⅴ

Ⅰ 1a 37 265,267 146,386ａ) nd nd nd nd

Ⅱ 1a 26 265,267 ndｂ) ndｃ) nd nd nd

Ⅲ 1b 22 nd 252,280 nd nd nd nd

Ⅳ 1b 47 nd 95,185,252ｄ) nd nd nd nd

Ⅴ 1c 14 ndｅ) ndｆ) 256,276 nd nd nd

Ⅵ 1c ４ nd nd 256,276ｇ) 52,480 nd nd

Ⅶ 1d ２ nd nd ndｈ) nd 262,270 nd

Ⅷ 1e ４ 265,267 nd nd 218,314 nd nd

Ⅸ 1f ２ nd nd nd nd nd nd

Ⅹ So ２ nd 252,280 256,276 175,357 nd nd� 2a 17 nd nd nd nd nd 167,365

nd：切断されず.
ａ) 106, 146および280bpに切断されるNose株を除く.
ｂ) 190および342bpに切断されるIW20/97/NCP株を除く.
ｃ) 174および358bpに切断されるIW59/05/NCPおよびIS21NCP/00株を除く.
ｄ) 95, 118, 134および185bpに切断されるIS3NCP/95およびIS6NCP/95株を除く.
ｅ) 265および267 bpに切断されるIW1/87/NCPおよびTC TA142/01株を除く.
ｆ) 252および280 bpに切断されるIW1/87/NCP, IW4/89/NCPおよびTC TA142/01株を除く.
ｇ) Okazaki/01/04株は切断されず.
ｈ) 174および358bpに切断されるOK１(CA)NCP/03株を除く.



に厚く御礼申し上げる. さらに, 本研究へのご

理解とご支援を賜った岩手県中央家畜保健衛生

所の清宮幸男所長をはじめとする岩手県中央,

県南および県北の各家畜保健衛生所ならびに農

林水産部畜産課の上司, 先輩, 同僚に感謝の意

を表する.

本研究の推進には国内各地からの分離株と正

確な分子系統解析が不可欠であり, 貴重な

BVDV株を分与いただいた各都道府県および独

立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構動

物衛生研究所の皆様ならびにシークエンス解析

のご支援をいただいた財団法人岩手生物工学研

究センターの西原昌宏博士に御礼申し上げる.

本総説は, 2008年に岐阜大学大学院連合獣医

学研究科に提出した論文を基に作成した. 詳細

については, ｢J Vet Med Sci, 68, 255-258

(2006)｣, ｢J Vet Med Sci, 69, 1087-1089 (2007)｣

および ｢J Vet Med Sci, 70, 393-395 (2008)｣

の３報を参照いただきたい.
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