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牛パラインフルエンザウイルス 3型（BPIV3）は子牛
や育成牛の呼吸器病の原因として知られるが，近年，国
内外で既存の BPIV3 である genotype A（BPIV3A）と
は塩基配列が大きく異なる genotype C（BPIV3C）の
分離事例が報告されている［1-4］．BPIV3Cは既存の
RT-PCR用プライマー（桐沢力雄，荻窪恭明，田島誉士：
ウシパラインフルエンザウイルス 3型，ウシ RSウイルス及び

ウシウイルス性下痢・粘膜病ウイルス感染の PCRによる検出，

J Rakuno Gakuen Univ，19，225-237（1994））では検出で
きない可能性があることが指摘されており［1, 3］，北海
道釧路管内においても BPIV3 の RT-PCRは陰性，ウイ
ルス分離は陽性の事例が散見され，管内への BPIV3Cの
浸潤が疑われたため，BPIV3 分離株の遺伝子解析を実施
し，新たな迅速診断法を検討したので概要を報告する．

材 料 及 び 方 法

材料：2012 年 4 月～2014 年 9 月に牛呼吸器病発生事
例 76 例の検査牛 283 頭及び健康牛検査 15 例の検査牛

99頭から鼻腔スワブを採材した．鼻腔スワブはダルベッ
コ変法イーグル培地（DMEM）に懸濁後，2,000rpm 5
分間遠心し，その上清を BPIV3 の RT-PCR及びウイル
ス分離材料とした．
ウイルス遺伝子検索：材料から RNA抽出キット

（High Pur e V ira l RNA Ki t , Roche Diagnost ics , 

Mannheim, Germany）を用いて RNAを抽出し，phos-

phoprotein（P）遺伝子を標的とした桐沢らの報告にあ
るプライマーと RT-PCRキット（OneStep RT-PCR 

Kit, Qiagen, Hilden, Germany）を用いて RT-PCRを
実施した．
ウイルス分離：24 穴プレートへ単層培養したMDBK

細胞を，PBSで 1 回洗浄したのち材料を接種した．
37℃で 60 分間吸着後，PBSで 2回洗浄し，ゲンタマイ
シン 50µg/ml濃度の DMEMを加え，37℃で 5 日間の
培養を 2代目まで実施した．
電子顕微鏡による鏡検：ウイルス分離培養中に

CPEを認めた検体について，培養上清を 3,000rpm 10
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要　　　　　約

2012 年 4 月～2014 年 9 月に北海道釧路管内で採材した牛呼吸器病発生事例 76 例の検査牛 283 頭及び健康牛検査 15
例の検査牛 99 頭の鼻腔スワブについて牛パラインフルエンザウイルス 3型が標的の RT-PCRとウイルス分離を実施
した結果，8例 17 頭が遺伝子陽性，7例 14 頭が分離陽性であった．分離株 7株の P，N，M，HN遺伝子の解析の結果，
5株が genotype A（BPIV3A），2株が genotype C（BPIV3C）に分類され，BPIV3Aは既知株を含め 4つのサブグルー
プに細分類された．また，既存のプライマーは BPIV3Cの検出が困難であるため，BPIV3Aと BPIV3Cの両方を検出
可能なプライマーと BPIV3Cのみを検出するプライマーを設計し，いずれも特異性及び感度の両面で十分な実用性が
あることを確認した．
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と BPIV3-A/C-HN-R の各セットを用い，PIF1 と
BPIV3-A-M-Rで増幅しない検体については PIF1 と
BPIV3-C-M-Rのプライマーセット用いた．PCR産物
は精製キット（QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, 

Germany）を用いて精製し，表 1のプライマーとシー
ク エ ン ス キ ッ ト（BigDye Terminator v.3.1 cycle 

sequencing kit, Applied Biosystems, U.S.A.）により
シークエンス反応を行い，遺伝子解析システム
（ABI3130 genetic analyzer, Applied Biosystems, 

U.S.A.）で解析し，既知の BPIV3 である Shipping 

Fever 株，Kansas 株，BN-1 株，Q5592 株［8］，
SD0835 株，NM09 株［9］，12Q061 株［2］，HS9 株［1］
と塩基配列の比較を行った．塩基配列の比較には上述の
遺伝子解析ソフトを用いた．
検出用プライマーの設計と検証試験：分離株及び既知
の BPIV3 の塩基配列から上述の遺伝子解析ソフトを用
いて BPIV3A及び BPIV3Cのいずれも検出可能なプラ
イマーと，遺伝子型別のための BPIV3Cのみを検出す
るプライマーを P遺伝子上に設計した．これらのプラ
イマーは牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）［10］，牛

分間遠心し，その上清を溶液濃縮ユニット（Vivaspin 6-
50K, Sar torius, Gottingen, Germany）を用いて濃縮を
行った．濃縮材料を 3％リンタングステン酸でネガティ
ブ染色を行い，透過型電子顕微鏡で鏡検した．
分離株の遺伝子解析：分離株の nucleoprotein（N），

P，matrix（M），haemagglutinin/neuraminidase（HN）
の各遺伝子のシークエンスを実施した．遺伝子解析に用
いたプライマーは表 1のとおりであり，既知の BPIV3
である Shipping Fever株［5］，Kansas株［5］，BN-1
株［6, 7］，SD0835 株［4］を基に遺伝子解析ソフト
（GENETYX Ver.11，㈱ゼネティックス，東京）を用い
て設計するとともに桐沢らの報告にあるプライマーも併
用した．まず，上述の RNA抽出キットを用いて分離株
から RNAを抽出し，cDNA合成キット（PrimeScript 

Ⅱ 1st strand cDNA Synthesis Kit，タカラバイオ㈱，
滋賀）を用いて cDNAを作成した．この cDNAと増幅
用プライマー及び PCRキット（PrimeSTAR GXL DNA 

Polymerase，タカラバイオ㈱，滋賀）を用いて PCRを
行った．増幅用プライマーは BPIV3-A/C-N-F と
PIR3，PIF1 と BPIV3-A-M-R，BPIV3-A/C-HN-F

表 1　遺伝子解析に用いたプライマー

プライマー名 標的遺伝子 領域 1＊ 領域 2＊ 配列（5'-3'） 備　考

BPIV3-A/C-N-F

N遺伝子，
P遺伝子前半

56-76 56-76 ＡＧＧＡＴＴＡＡＡＧＡＡＣＴＴＴＡＣＣＧＡ
BPIV3-1F 588-605 588-605 ＴＴＴＧＧＲＴＡＴＣＣＡＫＣＲＴＧＴ
BPIV3-2F 1106-1123 1106-1123 ＧＡＧＴＴＡＴＧＣＡＡＴＧＧＧＴＧＴ
BPIV3-3F 1698-1715 1698-1715 ＡＡＡＡＣＴＴＡＧＧＡＴＴＡＡＹＧＧ
BPIV3-1R 703-685 703-685 ＡＡＹＧＣＹＴＣＴＡＡＣＹＧＲＧＴＡＡ
BPIV3-2R 1291-1273 1291-1273 ＴＴＣＡＡＲＣＴＹＴＧＣＴＴＧＧＣＹＴ
BPIV3-3R 1867-1848 1867-1848 ＧＧＣＹＧＡＴＧＡＧＡＴＧＴＣＲＧＡＴＧ
BPIV3-4R 2377-2358 2377-2358 ＡＧＲＴＧＴＡＣＴＧＡＴＡＧＡＴＴＣＣＡ
PIR3 2854-2835 2866-2847 ＣＣＴＣＴＣＴＧＴＡＡＡＴＣＧＡＧＴＧＣ 桐沢ら 1994

PIF1

P遺伝子後半，
M遺伝子

2124-2143 2124-2143 ＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＴＡＧＡＧＣＴＧＡＧ 桐沢ら 1994
BPIV3-4F 2916-2936 2928-2948 ＡＡＧＡＣＡＡＧＡＧＡＧＴＴＧＴＡＴＧＴＧ
BPIV3-5F 3482-3502 3494-3514 ＣＡＲＴＣＡＴＡＣＡＴＭＡＡＹＧＡＡＣＴＣ
BPIV3-6F 3870-3889 3882-3901 ＧＡＹＣＣＲＣＣＣＡＡＡＣＡＴＧＧＲＴＣ
BPIV3-7F 4438-4456 ─ ＴＣＡＴＧＧＴＴＣＡＴＣＴＭＧＧＧＹＴ BPIV3Aに適用
BPIV3-8F ─ 4572-4591 ＴＴＴＣＡＴＧＴＣＡＡＴＧＣＡＡＣＴＧＧ BPIV3Cに適用
BPIV3-5R 3528-3508 3540-3520 ＡＣＴＴＣＴＴＣＡＴＣＡＣＴＣＴＴＧＣＡＧ
BPIV3-6R 3901-3881 3913-3893 ＴＣＭＡＧＡＴＡＴＣＴＤＧＡＨＣＣＡＴＧＴ
BPIV3-7R 4411-4392 4423-4404 ＴＣＴＡＲＡＡＴＣＴＧＡＡＣＹＡＣＴＣＣ
BPIV3-8R 5017-4998 ─ ＣＧＧＧＣＹＴＴＧＧＣＴＴＴＣＹＴＣＴＧ BPIV3Aに適用
BPIV3-A-M-R 5491-5472 ─ ＡＡＧＡＧＣＧＡＣＴＧＣＴＧＣＧＧＴＲＡ BPIV3Aに適用
BPIV3-C-M-R ─ 5203-5183 ＴＴＴＴＧＧＡＴＴＧＴＴＧＡＣＴＡＧＣＡＣ BPIV3Cに適用

BPIV3-A/C-HN-F

HN遺伝子

6824-6843 6818-6837 ＡＴＧＧＡＡＴＡＴＴＧＧＡＲＲＣＡＣＡＣ
BPIV3-9F 7756-7775 ─ ＴＧＡＴＡＡＡＣＣＤＴＡＴＧＣＡＧＣＲＴ BPIV3Aに適用
BPIV3-10F ─ 7625-7644 ＴＣＡＡＣＴＣＣＧＡＡＡＧＴＴＧＡＣＧＡ BPIV3Cに適用
BPIV3-11F 8176-8194 8169-8188 ＧＣＡＴＡＡＴＧＴＡＣＴＡＴＣＡＣＧＧ
BPIV3-9R 7310-7292 7304-7286 ＴＲＣＣＡＧＡＴＧＴＡＣＡＹＣＴＣＣＡ
BPIV3-10R 8286-8269 ─ ＣＣＣＧＡＴＧＧＧＴＴＴＡＧＣＧＧＡ BPIV3Aに適用
BPIV3-11R ─ 8358-8340 ＣＧＴＧＴＧＴＣＴＧＴＴＧＣＧＴＡＡＧ BPIV3Cに適用
BPIV3-A/C-HN-R 8726-8707 8720-8701 ＡＴＴＧＡＧＲＴＧＡＣＡＴＴＣＷＧＧＲＴ

＊領域 1は BN-1 株の領域，領域 2は SD0835 株の領域を示す
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コロナウイルス（BCoV）［11］，牛 RSウイルス（BRSV）
［12］等と同時に RT-PCRを実施することを想定し，ア
ニール温度 55℃での RT-PCRの実施が可能となるよう
に設計した．検出用プライマーの特異性の検証として，
BPIV3 管 内 分 離 株，BVDV 1 型 Nose 株 及 び 2 型
Kanazawa91 株，BCoV Kakegawa株，BRSV rs52 株，
牛トロウイルス（BToV）管内分離株の各ウイルス由来
RNAについて，新規検出用プライマーを用いた RT-
PCRを実施した．RNA抽出及び RT-PCRは上述のキッ
トを使用した．検出用プライマーの感度の検証として，
分離株を102TCID50/0.1ml～10-2TCID50/0.1mlに10倍
階段希釈を行い，おのおのの希釈液 200µlから RNAを
抽出し，新規検出用プライマーを用いた RT-PCRを同
様の方法で実施した．さらに，既存の BPIV3 の RT-
PCR陽性事例材料 6 検体と既存の RT-PCRは陰性で
BPIV3 分離陽性事例材料 6検体についても新規検出用
プライマーを用いて同様に RT-PCRを実施した．

成　　　　　績

ウイルス遺伝子検索：牛呼吸器病発生事例 8例の検査
牛 17 頭の材料から BPIV3 の P遺伝子が検出された．
健康牛検査の材料からは BPIV3 の遺伝子は検出されな
かった．
ウイルス分離：牛呼吸器病発生事例 5例の検査牛 6頭
の材料及び健康牛検査 2 例の検査牛 8 頭の材料から
BPIV3 を分離した．
電子顕微鏡による鏡検：牛呼吸器病発生事例 2例の材
料から分離された 2株（Akkeshi12 株，Hamanaka13-
1 株）及び健康牛検査 2 例の材料から分離された 2 株
（Kushiro13 株，Akan13 株）について実施し，これら
4株すべてにおいて BPIV3 と推察される 100～200nm

の不定形なウイルス粒子を多数認めた（図 1）．

図 1　電子顕微鏡にて観察された BPIV3 粒子
写真左は Kushiro13 株，写真右は Akan13 株．

100nm 100nm

分離株の遺伝子解析：牛呼吸器病発生事例 5例の材料
から分離された 5 株（Akkeshi12 株，Akkeshi14 株，
Hamanaka13-1 株，Hamanaka13-2 株，Akan14 株）
及び健康牛検査 2例の材料から分離された 2株（Kushi-

ro13 株，Akan13 株）について実施した．各株間の塩
基配列相同性は，N遺伝子は 82.1～99.8％，P遺伝子
は 79.6～99.8％，M遺伝子は 82.8～99.9％，HN遺伝
子は 80.4～99.9％の範囲内であり，5株が BPIV3Aに，
2株が BPIV3Cに分類された．BPIV3Aについては，N，
P，M，HNのいずれの遺伝子においても塩基配列の違
いから，BN-1 株，Hamanaka13-1 株，Hamanaka13-
2 株，Akan14 株は genotype A1，Shipping Fever株及
び Kansas 株 は genotype A2，MN09 株 は genotype 

A3，Akkeshi12 株及び Akkeshi14 株は genotype A4
に細分類された（図 2）．BPIV3Aに分類された 5 株は
すべて呼吸器病発生事例の材料由来であり，既存の
RT-PCRでも鼻腔スワブ材料から遺伝子が検出されて
いた．また，M遺伝子下流の非翻訳領域で genotype 

A1，A2，A3，A4 の各株間で多様性に富む傾向にあっ
た（図 3）．BPIV3Cに分類された 2 株はいずれも健康
牛検査の材料由来であり，既存の RT-PCRでは鼻腔ス
ワブ材料から遺伝子が検出されなかった．また，

表 2　BPIV3 分離株及び参照株

株　名 GenBank accession number Genotype 分離年 採取地 引用文献

Akkeshi12 LC170481（N，P，M），LC170488（HN） A4 2012 年 北海道厚岸郡厚岸町
Akkeshi14 LC170482（N，P，M），LC170489（HN） A4 2014 年 北海道厚岸郡厚岸町
Hamanaka13-1 LC170483（N，P，M），LC170490（HN） A1 2013 年 4 月 北海道厚岸郡浜中町
Hamanaka13-2 LC170484（N，P，M），LC170491（HN） A1 2013 年 12 月 北海道厚岸郡浜中町
Kushiro13 LC170485（N，P，M），LC170492（HN） C 2013 年 北海道釧路郡釧路町
Akan13 LC170479（N，P，M），LC170486（HN） C 2013 年 北海道釧路市阿寒町
Akan14 LC170480（N，P，M），LC170487（HN） A1 2014 年 北海道釧路市阿寒町
Shipping Fever AF178655 A2 1958 年 アメリカ ［5］
Kansas AF178654 A2 1984 年 アメリカ ［5］
BN-1 AB770484 A1 1963 年 日 本 ［6, 7］
SD0835 HQ530153 C 2008 年 中 国 ［4］
Q5592 EU277658 B 不 明 オーストラリア ［8］
NM09 JQ063064 A3 2009 年 中 国 ［9］
12Q061 JX969001 C 2012 年 韓 国 ［2］
HS9 LC000638 C 2012 年 日 本（広島県） ［1, 3］
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図 2　BPIV3 分離株及び既知株の系統樹
N : nucleoprotein　P : phosphoprotein　M : matrix　HN : haemagglutinin/neuraminidase
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表 3　新規検出用プライマー

プライマー名 標的遺伝子 領域 1＊ 領域 2＊ 配列（5'-3'） 増幅サイズ

BPIV3-A/C-F
P遺伝子 2188-2209 2188-2209 ＣＡＡＴＧＧＡＡＣＣＳＡＡＡＴＣＣＡＧＧＡＡ 657bp（BPIVA）

BPIV3-A/C-R 2844-2823 2856-2835 ＡＡＴＹＧＡＧＴＧＣＴＣＴＣＴＴＣＴＧＴＧＴ 669bp（BPIVC）

BPIV3-C-F
P遺伝子 ─ 2512-2531 ＧＧＡＧＧＡＧＡＴＴＴＧＧＡＡＧＣＡＡＧ 244bp（BPIVC）

BPIV3-C-R ─ 2755-2737 ＣＴＧＴＣＣＧＴＧＴＡＣＴＧＡＴＣＧＴ

＊領域 1は BN-1 株の領域，領域 2は SD0835 株の領域を示す
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検出用プライマーの設計と検証試験：BPIV3A及び
BPIV3Cのいずれも検出可能なプライマー（AC検出用
プライマー：BPIV3-A/C-F及び BPIV3-A/C-R）と
BPIV3Cのみを検出するプライマー（C検出用プライ
マー：BPIV3-C-F及び BPIV3-C-R）を設計した（表
3）．AC検出用プライマーは検証に供した BPIV3 であ
る Hamanaka13-1 株（genotype A1），Akkeshi14 株
（genotype A4），Kushiro13 株（BPIV3C） 由 来 RNA

SD0835 株 同様，P 遺伝子の 725 番 目の塩基から
BPIV3Aにはみられない 12 塩基の挿入を認めた．さら
に，P 遺伝子の 1,798 番 目の塩基の変異により，
SD0835 株にはない終止コドンの出現を認め，SD0835
株と比べると P遺伝子のアミノ酸が 1つ少ないことが
判明した．シークエンスを実施した BPIV3 分離株及び
参照株の GenBank accession numberは表 2のとおり
である．

図 3　Genotype AのM遺伝子下流の非翻訳領域の比較
 ･ は BN-1 株と同一塩基であることを示す．

BN-1（A1） 131 : AAAAGAAAAG GAAAAAGAAAAAGAAAAAGAAAAA ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 164
Hamanaka13-1（A1）131 : ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ GAAAAAGAAGAAGAAA 180
Hamanaka13-2（A1）131 : ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ GAAAAAGAA ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ A 174
Akan14（A1） 131 : ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 164
Shipping Fever（A2）131 : ･ ･ ･ ･ ･ G ･ ･ ･ A ･ G C ･ CT ･ C ･ ･ ･ GAC C G ･ GA ･ C ･ ･ G CAGAAC G CACACAA ‐ ‐ 178
Kansas（A2） 131 : ･ ･ ･ ･ ･ G ･ G ･ A ･ G C ･ CT ･ C ･ ･ ･ GAC C G ･ GA ･ ･ ･ ･ ･ CAGAAC G CACACAA ‐ ‐ 178
NM09（A3） 131 : ･ G ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ A ･ ･ C ･ C C ･ C ･ ･ ･ GATC G ･ GAC C ･ ･ G CAGAACACACACAG ‐ ‐ 178
Akkeshi12（A4） 131 : ･ G G ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ G C ･ C ･ ･ C ･ ･ ･ GATC G ･ ･ AC ･ ･ ･ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 163
Akkeshi14（A4） 131 : ･ G G ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ GT ･ C ･ ･ C ･ ･ ･ GATC G ･ ･ AC ･ ･ ･ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 163

BN-1（A1） 165 : ‐ ‐ AACAC C G CAAAGAC C GAGATCAATCAGAG CAC C CACAAC CAAG CAGAA 212
Hamanaka13-1（A1）181 : AA ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ C ･ ･ ･ C ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ 230
Hamanaka13-2（A1）175 : AA ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ C ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ 224
Akan14（A1） 165 : ‐ ‐ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ G C ･ ･ ･ C ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ 212
Shipping Fever（A2）179 : ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ G 188
Kansas（A2） 179 : ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ G 188
NM09（A3） 179 : ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ･ ･ ･ ･ A ･ ･ ･ G G 188
Akkeshi12（A4） 164 : ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ･ CAGA ･ C ･ AA ･ ･ CA ･ A ･ AG G ･ A ･ C ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ AG G 200
Akkeshi14（A4） 164 : ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ･ CAGA ･ C ･ AA ･ ･ CA ･ A ･ AG G ･ A ･ C ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ AG G 200

図 4　検出用プライマーの感度の検証
上段は AC検出用プライマー（BPIV3A：657bp，BPIV3C：669bp），下段は C検出用プライマー（BPIV3C：244bp）に
よる RT-PCRの電気泳動像を示す．

Hamanaka13︲1（A1）
 102 101 100 10－1 10－2

（TCID50/0.1ml）

Kushiro13（C）
 102 101 100 10－1 10－2

（TCID50/0.1ml）

Akan13（C）
 102 101 100 10－1 10－2

（TCID50/0.1ml）

Akkeshi14（A4）
 102 101 100 10－1 10－2

（TCID50/0.1ml）
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は，広島県で分離された HS9 株にも同様にみられたこ
とから，国内の BPIV3Cに独自の傾向である可能性が
ある．
今回の調査では BPIV3Cの検出事例はいずれも健康
牛由来であり，牛に対する BPIV3Cの病原性は BPIV3A
よりも低い可能性があるが，モルモットへの BPIV3C
感染実験では，致死率は高く，呼吸器症状が顕著であっ
たとの報告［14］があるため，今後は牛に対する病原
性の検討が必要であると思われる．
既存のプライマーでは BPIV3Cの検出は困難である
ことから，BPIV3Aと BPIV3Cのいずれも検出可能な
プライマーと BPIV3Cのみを検出するプライマーを新
たに設計した．これらのプライマーは特異性及び感度の
両面で十分な実用性があることが確認できたため，今後
の牛パラインフルエンザの迅速診断への活用が期待でき
る．
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のいずれからも遺伝子を検出し，C検出用プライマーは
BPIV3Cである Kushiro13 株由来 RNAからのみ遺伝
子を検出した．また，いずれのプライマーにおいても他
のウイルス由来 RNAには反応を認めなかった．AC検
出用プライマーは検証に供した BPIV3 である Hamana-

ka13-1 株（genotype A1），Akkeshi14 株（genotype 

A4），Kushiro13 株及び Akan13 株（BPIV3C）のいず
れも10TCID50/0.1ml相当のウイルス液由来 RNA（RT-
PCR反応への持ち込み量は 0.4TCID50 相当）から遺伝
子を検出した．C検出用プライマーは BPIV3Cである
Kushiro13 株及び Akan13 株のみ 10TCID50/0.1ml相
当のウイルス液由来 RNAから遺伝子を検出した（図4）．
既存の RT-PCR陽性事例材料 6検体（genotype A1 及
び A3 各 3 検体）と既存の RT-PCRは陰性で BPIV3 分
離陽性事例材料 6検体（すべて BPIV3C）を材料とした
RT-PCRでは，AC検出用プライマーはすべての材料由
来 RNAから遺伝子を検出し，C検出用プライマーは既
存の RT-PCRは陰性で BPIV3Cが分離された材料由来
RNAのみから遺伝子を検出した．

考　　　　　察

牛呼吸器病発生事例 8 例の検査牛 17 頭の材料から
BPIV3 の P遺伝子が検出され，うち 5例の検査牛 6頭
の材料から BPIV3Aが分離された．また，健康牛検査 2
例の検査牛 8頭の材料からは BPIV3 の P遺伝子は検出
されなかったが，BPIV3Cが分離された．これらの材
料を採取した 10 例 10 農場の内訳は，乳用牛搾乳農場
が 3農場，乳用牛育成預託農場が 3農場，肉用肥育牛育
成農場が 4 農場であり，いずれの農場においても
BPIV3 ワクチンを接種していた．牛の導入については，
乳用牛搾乳農場では導入はなかったものの，乳用牛育成
預託農場及び肉用肥育牛育成農場は通年で牛が導入され
ていた．
遺伝子解析結果から管内には BPIV3A及び BPIV3C
の BPIV3 が浸潤しており，さらに BPIV3Aは 4 群に分
類されたサブグループのうち 2群が浸潤していることが
判明した．BPIV3Aは 3 群のサブグループに分類される
と Neillら［13］が報告しているが，今回解析した
Akkeshi12 株及び Akkeshi14 株はこれまでのサブグ
ループに属さない BPIV3 であった．また，M遺伝子下
流の非翻訳領域において BPIV3Aの各株間で多様性に
富む傾向があり，この部位の解析は今後の BPIV3 の分
子疫学的解析に有用であると考えられた．BPIV3Cは P

遺伝子上に BPIV3Aにはみられない 12 塩基の挿入を認
めた点で既報の BPIV3C分離株と同様であったが，P

遺伝子末端部において SD0835 株や 12Q061 株にはな
い終止コドンの出現を認め，P遺伝子のアミノ酸が 1つ
少ないことが判明した．P遺伝子の最終アミノ酸の欠失
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Genomic Characterization of Bovine Parainfluenza Virus Type 3  
in Hokkaido and Development of Rapid Diagnostic Method

Yasuhiro OUE1)†, Michiko SAKAKIBARA1), Masako NARITA1),  
Yuta SATO2) and Toru KANNO3)

1) Hokkaido Kushiro Livestock Hygiene Service Center, 127-1 Otanoshike, Kushiro, 084-0917, 
Japan
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Hamanaka, Akkeshi, 088-1646, Japan

3) Hokkaido Research Station, National Institute of Animal Health, 4 Hitsujigaoka, Toyohira, 
Sapporo, 062-0045, Japan

SUMMARY

A total of 283 nasal swabs collected from cattle during 76 respirator y disease outbreaks and 15 health 
condition sur veys in the Kushiro area of Hokkaido between April 2012 and September 2014 were examined by 
reverse transcription-polymerase chain reaction (R T-PCR) and virus isolation for bovine parainfluenza virus 
type 3 (BPIV3).  The R T-PCR results revealed 17 nasal swabs from eight outbreaks to be positive for BPIV3 .  
BPIV3 was isolated from 14 nasal swabs from seven sur veys.  A sequence analysis of seven BPIV3 isolates from 
seven cattle revealed that five BPIV3 isolates were of genotype A, and two were of genotype C.  Fur thermore, 
the genotype A isolates, including USA and China strains, could be subdivided into four subgenotypes.  In 
addition, since the current RT-PCR method could not detect genotype C isolates, we designed two primer sets: 
one could detect both genotype A and C viruses and the other could detect genotype C viruses alone.  These 
primers have suf ficient specificity and sensitivity.
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