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牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）の感染は，牛に
下痢症，呼吸器症状，異常産等を引起こし，農場に経済
的損失をもたらしている［1-3］．BVDVの感染様式で
重要となるのは胎子期での感染であり，妊娠初期の母牛
に感染した場合，免疫寛容状態となり生まれてくるのが
持続感染（PI）牛である［4, 5］．PI牛は，生涯にわたっ
てウイルスを排泄するため農場内での感染源となる［4, 
6, 7］．このため，BVDVのコントロールには PI牛の早
期摘発・淘汰が重要とされている．

BVDVは遺伝学的に BVDV-1 と BVDV-2 に分類［8, 
9］され，北海道内で分離されているのは BVDV-1 が約
71％，BVDV-2が約 29％と報告されている［10］．また，
海外では BVDV-1 や BVDV-2 とは異なる BVDV-3 も
報告［11］されているが，これまでのところ国内で確
認の報告はない．

BVDVの診断は，PI牛が持続感染している BVDVに
対する抗体を産生しないことから，血清を材料としてウ
イルス分離，抗原検出 ELISA，RT-PCR等が手法とし
て用いられている［12-14］．しかし，母牛からの移行

抗体を保有する哺育牛では，その干渉によりウイルス分
離や抗原検出 ELISAの結果が偽陰性を示す可能性があ
り［12, 14, 15］，このため白血球を用いることが常法と
されてきた［13, 14］．一方，RT-PCRは抗体の干渉を
受けない［16］とされ，哺育牛の血清を材料とした診
断が可能と考えられるが，移行抗体を保有する PI牛の
血清及びリンパ球中の BVDV量は一時的に低下すると
の報告［17］がある．しかし，野外材料での検証が実
施されていないことから，われわれはリアルタイム
RT-PCRにより PI牛の血清中 BVDV遺伝子を定量す
ることにより，移行抗体を保有する哺育期 PI牛の血清
中 BVDV量を調査し，哺育期 PI牛の RT-PCRによる
診断材料として血清が妥当であるかを検討したので報告
する．また，あわせて PI牛摘発の有効なスクリーニン
グ方法［18, 19］とされるプール血清を用いた RT-PCR

が，哺育期血清でも有用であるかについても検討したの
で報告する．
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要　　　　　約

牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）持続感染牛（PI牛）の血清中 BVDV遺伝子量（コピー数）を調査し，RT-
PCRによる診断材料として移行抗体を保有する哺育期 PI牛血清が妥当であるかを検討した．また，PI牛摘発のスク
リーニングに用いられるプール血清とした場合の影響も検討した．抗体陽性血清の最小値は 2.17×104 コピーと，RT-
PCRの検出限界（約 6.25×103 コピー）以上であったが，抗体価が高いほどコピー数は有意に低かった．既報による，
初乳中の抗体により BVDV量が一過性に低下するとの結果が，今回初めて野外材料を用いて確認された．プール血清
の RT-PCRは低コピー数検体の希釈血清で不明瞭な反応となった．これらから，哺育期 PI牛血清を RT-PCRの診断
材料とすることは妥当であるが，プール血清はコピー数の一過性低下を考慮する必要があると考えられた．
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パン㈱，東京）でクローニングを実施し，制限酵素BamH

Ⅰにより直鎖状とした後，市販キット（RiboMAXTM 

Large Scale RNA Production System T7，プロメガ㈱，
東京）を用いて RNAを合成した．合成した RNAは，
ホルムアルデヒドを添加した変性アガロースゲルを用い
た電気泳動により産物サイズを確認後，吸光光度計で濃
度を測定しコピー数を算出した．リアルタイム RT-PCR

により定量した BVDV遺伝子量はコピー数として算出
し，各検体 100µl当たりの値とした．
プール血清での RT︲PCR：BVDV遺伝子の定量を実
施した検体のうち，抗体陽性血清で中央値に近いコピー
数と低コピー数の各 1検体について，BVDVに対する
抗体及び遺伝子がともに陰性を確認した市販の牛胎子血
清（FBS）を希釈液として，5 倍，10 倍，20 倍の擬似
的なプール血清を作成し RT-PCRを実施した．また，
低コピー数の検体については BVDV遺伝子陰性であり，
BVDVに対する抗体を保有（BVDV-1，2 ともに 1,024
倍）する哺育牛血清（3日齢）を希釈液として同様のプー
ル血清を作成し RT-PCRを実施した．
抗体検査：抗体検査は定法により中和試験を実施し，

CPEを抑制した血清の最大希釈倍数の逆数を抗体価と
した．細胞は MDBK-SY［23］，指示ウイルスは
BVDV-1 は Nose株，BVDV-2 は KZ-91CP株を使用
した．

成　　　　　績

BVDV遺伝子の定量：作成したリアルタイム R T-PCR

による定量検査系は，標準 RNAを 107～103 コピー/µl

になるよう 10 倍階段希釈し反応を実施した．反応は 103

コピー/µl以上で得られ，107～103 コピー/µlで反応が
得られた成績から作成した検量線の相関係数はR2＝0.99
（データ示さず）となり，正確な定量検査系として用い
ることができると判断した．なお，解離温度は約 82℃
となった．
各検体の定量結果は，抗体陽性血清 100µl当たりの
コピー数は 2.17×104～4.06×107 コピー，中央値 2.01
×106 コピーとなった．抗体陰性血清 100µl当たりのコ
ピー数は 2.88×105～6.27×108 コピー，中央値 6.40×
105コピーとなった．白血球100µl当たりのコピー数は，
3.62×106～3.61×108 コピー，中央値 6.18×107 コピー
となった（図 1，表）．

RT︲PCRの検出限界：104～102 コピー/µlの標準
RNAをテンプレートとして RT-PCRを実施した結果，
5×102 コピー/µl以上で増幅産物を確認できた（図 2）．
この結果から検体 100µl当たりに換算した検出限界は，
約 6.25×103 コピーとなった．
同一牛でのコピー数の推移：10 頭（個体 No. 4，5，7
～11，17，18，38）について 4～24 日間隔で複数回採

材 料 及 び 方 法

材料：材料として用いた PI牛血清は 52 検体で，そ
のうち BVDVに対する抗体陽性は 24 検体，抗体陰性は
28 検体であった．抗体陽性血清の採材時日齢は，2～
36 日齢であり保有する抗体はすべて移行抗体と考えら
れた．抗体の有無の判定は，持続感染している BVDV

と同一遺伝子型の指示ウイルスを使用した中和試験の値
から抗体価を求め，2倍以上を陽性と判定した．また，
血清との比較のため，白血球についても 18 検体を材料
として用いた．血液からの白血球単離は，EDTA血液
1mlを 0.83％塩化アンモニウム液で溶血し，PBS（－）
で洗浄・遠心を 3回繰り返した沈査を PBS（－）1mlに
浮遊し検体とした．

RNA抽出：検体からの RNA抽出は，血清，白血球
ともに 200µlから市販キット（High Pure Viral RNA 

Kit，ロシュ・ダイアグノスティックス㈱，東京）を用
いて抽出を実施し，最終液量を 50µlとした．

RT︲PCR及び遺伝子型別：RT-PCRは，市販キット
（PrimeScript ™ One Step RT-PCR Kit Ver.2，タカラ
バイオ㈱，滋賀）を用い，324 及び 326 のプライマーペ
ア［20］で 5'末端非翻訳領域（UTR）の 288 塩基を増
幅した．反応パターンは，50℃ 30 分，94℃ 2 分反応後，
94℃ 30秒，52℃ 30秒，72℃ 45秒の反応を35サイクル，
その後 72℃ 10 分とした．増幅産物の確認はアガロース
ゲル電気泳動後，エチジウムブロマイドで染色を実施し
た．

BVDV遺伝子型別は，制限酵素断片長多型（RFLP）
により実施し，RT-PCRの増幅産物を制限酵素 PstⅠ
で 37℃ 60 分感作し，増幅産物の切断の有無により
BVDV-1 または BVDV-2 と判定した［21］．

BVDV遺伝子の定量：BVDV遺伝子の定量は，新た
にリアルタイム RT-PCRによる 5'UTRをターゲットと
した SYBRⅠ法による定量検査系を作成した．プライ
マーペアは，BVDV-1 及び BVDV-2 の両遺伝子型に対
応するようセンスプライマーを 324［20］，アンチセン
スプライマーを Pesti-R［22］とした 101 塩基の領域を
ターゲットとした．反応試薬は市販キット（One Step 

SYBR® PrimeScript ™ PLUS RT-PCR KitⅡ（Per fect 

Real Time），タカラバイオ㈱，滋賀）を用いた．反応
パターンは，使用機器（Applied Biosystems 7500 ま
たは 7500 Fast Real-Time PCR System，ライフテク
ノロジーズジャパン㈱，東京）ごとに反応試薬の指定に
従い実施した．
定量の指標となる標準 RNAの作成は，BVDV・Nose

株から抽出した RNAを 324 及び 326 のプライマーペア
［20］で増幅した RT-PCR産物を用いて市販キット
（TOPO® TA Cloning® Kit，ライフテクノロジーズジャ
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表　各検体の BVDVコピー数，抗体検査成績，遺伝子型

個体
No.

検体 
No. 日齢 コピー数／ 

血清 100µl
コピー数／ 
白血球100µl

中和抗体価 抗体の 
有無＊ 遺伝子型

BVDV-1 BVDV-2
1 1 2 1.39×106 NT 512 128 ＋ BVDV-1
2 2 4 4.06×107 1.40×107 32 8 ＋ BVDV-1
3 3 5 1.92×106 1.99×107 128 32 ＋ BVDV-1

4
4 2 2.05×107 7.42×107 256 128 ＋ BVDV-1
5 16 4.34×106 2.04×108 16 32 ＋ BVDV-1

5
6 17 5.03×106 8.00×107 32 32 ＋ BVDV-1
7 36 2.10×106 5.59×107 2 16 ＋ BVDV-1

6 8 2 3.45×105 9.46×106 64 256 ＋ BVDV-2

7
9 3 8.64×105 1.01×108 1,024 8,192 ＋ BVDV-2
10 25 6.65×105 1.51×107 16 128 ＋ BVDV-2

8
11 4 7.62×105 NT 16,384 4,096 ＋ BVDV-1
12 8 2.17×104 6.45×107 8,192 2,048 ＋ BVDV-1

9
13 26 5.50×104 3.62×106 32 256 ＋ BVDV-2
14 34 1.06×106 3.61×108 4 4 ＋ BVDV-2
15 47 2.05×106 1.71×108 2 ＜2 － BVDV-2

10
16 6 9.78×106 5.91×107 256 512 ＋ BVDV-1
17 14 5.74×106 2.45×108 128 512 ＋ BVDV-1
18 27 9.90×106 1.74×108 32 256 ＋ BVDV-1

11
19 8 7.51×105 NT 256 8 ＋ BVDV-2
20 30 8.48×106 4.37×107 16 2 ＋ BVDV-2

12 21 5 1.07×107 NT 128 8 ＋ BVDV-2
13 22 27 1.41×107 NT 4 16 ＋ BVDV-1
14 23 3 1.07×107 NT 128 128 ＋ BVDV-1
15 24 8 1.22×105 NT 8,192 ≦ 4,096 ≦ ＋ BVDV-1
16 25 4 1.18×105 NT 4,096 ≦ 512 ＋ BVDV-1

17
26 348 2.04×106 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
27 363 6.27×108 ＊＊ NT ＜2 ＜2 － BVDV-1

18
28 183 2.88×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
29 207 3.46×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1

19 30 549 5.89×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
20 31 28 5.62×106 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
21 32 29 7.78×106 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
22 33 416 4.43×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
23 34 510 6.92×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
24 35 628 4.43×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
25 36 690 5.57×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
26 37 386 4.62×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
27 38 904 4.93×105 NT ＜2 2 － BVDV-1
28 39 640 5.20×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
29 40 119 1.07×106 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
30 41 77 7.32×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
31 42 320 5.20×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
32 43 934 3.92×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
33 44 915 3.77×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
34 45 890 3.35×105 NT ＜2 16 － BVDV-1
35 46 198 5.76×105 ＊＊ NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
36 47 944 9.96×105 NT ＜2 ＜2 － BVDV-1
37 48 636 7.40×105 1.68×107 ＜2 ＜2 － BVDV-2

38
49 96 1.45×106 NT ＜2 ＜2 － BVDV-2
50 112 1.01×106 NT ＜2 ＜2 － BVDV-2

39 51 1 2.64×106 NT ＜2 ＜2 － BVDV-2
40 52 28 3.40×106 NT 64 ＜2 － BVDV-2
：同一個体で，コピー数が 10 倍以上変動した検体　　NT：実施せず　　＊：＋（陽性），－（陰性）　　＊＊：CPE株を有意に分離

材を実施し，血清中のコピー数に 10 倍以上の変動を認
めたのは，個体 No. 8 の 4～8 日齢，個体 No. 9 の 26
～34 日齢，個体 No. 11 の 8～30 日齢，個体 No. 17 の
348～363 日齢の間で 4 個体であった．白血球中のコ

ピー数で同様の変動を認めたのは，個体 No. 9 の 26～
34 日齢の間の 1個体であった（表）．
各検体のコピー数の比較：抗体の有無による血清中コ
ピー数は，統計学的には有意差は認められなかったが
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イドライン）．また，近年，生産現場において BVDV感
染症への防疫対策の意識は向上し，若齢時での BVDV

検査の依頼件数が当所では増加している．それに対する
抗原検査の方法については，母牛からの移行抗体の影響
や迅速性を考慮した場合，RT-PCRが最適な方法と考
えられ，そのための検査材料としては過去の報告［13, 
14］から白血球が最適と考えられるが，血液からの白
血球単離は煩雑であるため多検体処理に不適である．こ
のため，煩雑な材料処理を必要としない血清を材料とす
ることについて野外検体での調査が必要であった．
今回の調査結果では，抗体陽性血清と陰性血清のコ
ピー数は統計学的には有意な差は認められず，中央値で
抗体陽性血清は陰性血清と比較して約 3.6 倍コピー数が
高い結果となった．一般的に抗体陽性血清は，陰性血清

（P＝0.0523，Mann-Whitney U検定），抗体陽性血清
のコピー数は陰性血清と比較し，中央値で約 3.6 倍高い
結果となった．一方，白血球のコピー数は抗体陽性及び
陰性血清のコピー数と比較し，有意に高い結果となった
（P＜0.01，Mann-Whitney U検定）．
コピー数と抗体価及び採材時日齢の比較：抗体陽性血
清のコピー数と抗体価及び採材時日齢の関連を単変量線
型モデルにより評価した結果，コピー数は抗体価が高い
ほど有意に低かった（図 3，P＝0.003）が，日齢とは有
意な関連は認められなかった（P＝0.835）．
プール血清での RT︲PCR：中央値に近いコピー数の

検体 No. 7（2.10×106 コピー）は，プール血清を作成し
た 5倍，10 倍，20 倍の各希釈倍率すべてで明瞭な反応
が得られた．一方，低コピー数の検体 No. 13（5.50×104

コピー）は，FBS及び哺育牛血清を希釈液として作成し
たプール血清の各希釈倍率でともに反応は得られたが，
検体 No. 7 と比較して不明瞭な反応となった（図 4）．

考　　　　　察

BVDVが牛飼養農場で確認された場合，同居牛検査
による PI牛摘発淘汰以降に，当該農場で生まれた新生
子牛について，出生後，速やかに抗原検査を実施するこ
とが推奨されている（農林水産省，平成 28 年 4 月 28
日公表：牛ウイルス性下痢 ･粘膜病に関する防疫対策ガ
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図 2　RT-PCRの検出限界
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図 3　単変量線型モデルを用いた血清中ウイルスコピー数
と血清抗体価の関係
ウイルスコピー数及び血清抗体価は常用対数値
抗体価 8,192 ≦は 16,384，4,096 ≦は 8,192 として
解析を実施
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図 4　疑似プール血清を用いた RT-PCR検出感度の検討
×1～20：希釈倍数，NC：陰性コントロール
上図：2.10×106 コピー/血清 100µl（希釈液 FBS）
中図：5.50×104 コピー/血清 100µl（希釈液 FBS）
下図：5.50×104 コピー/血清 100µl 

（希釈液 哺育牛血清）
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図 1　各検体のコピー数
＊P＜0.01　Mann-Whitney U検定
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とが想定される．この結果から，哺育牛で PI牛摘発の
検査材料として血清を使用して RT-PCRを実施する場
合，プール血清での検査はコピー数の一過性の低下を考
慮する必要があると考えられた．
今回の調査においてわれわれは，野外材料においても

PI牛血清中の移行抗体によるコピー数の一過性低下を
示す成績を得た．このことは，哺育牛における PI牛摘
発のための全頭検査は，BVDV防疫対策のリスクアナ
リシス中，最も効果的とされている［24］ことからも
有用な知見である．
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と比較して低いコピー数となる結果が予想されるが，今
回の調査では反する結果となった．この原因は，統計学
的に有意差は認められていないことから，調査に用いた
検体の個体差と考えられる．また，抗体陽性血清のコ
ピー数は RT-PCR検出限界に対して，最低値で約 3.5
倍，中央値は約 3×102 倍を示した．既報［17］では，
血清や白血球を材料とした RT-PCRの検査感度は推測
できないとされているが，今回の調査結果から移行抗
体を保有する可能性のある哺育期 PI牛の診断で，RT-
PCRを実施する材料に血清を用いることは可能と考え
られた．一方，血清との比較のために調査した白血球の
コピー数は，抗体陽性血清と比較して中央値が約 3×
101 倍，抗体陰性血清と比較した場合，中央値が約 102

倍を示し，従来から報告［13, 14］されているとおり白
血球は，抽出処理が煩雑ではあるが，診断材料としては
最適であることが確認された．既報［17］では，白血
球も血清と同様に BVDV量が低下するとされているが，
今回の調査結果では検体 No. 13 で低下が示唆されたが，
診断に影響を及ぼすほどの低下ではなかった．
調査に用いた検体の詳細で抗体陰性血清の検体 No. 

27 が他検体と比較して著しく高いコピー数を示したが，
この理由については不明で，今後さらなる調査が必要と
考えられる．
抗体の有無による血清中コピー数の比較では，統計学
的には有意な差は認められなかったが，抗体陽性血清で
は抗体陰性血清で確認されない 105 コピー以下の 2検体
が確認された（検体No. 12（8日齢），No. 13（26日齢））．
この 2検体が抗体陽性血清のコピー数の中央値と比較し
て非常に低いコピー数を示した原因は，移行抗体の影響
による一過性の低下が推測され，既報［17］の結果と
一致していた．既報では約 3週齢で最もコピー数が低下
するとされているが，今回の調査結果からは，必ずしも
コピー数の低下する結果は得られなかった．これは子牛
によって給与される初乳の量は異なり，結果として移行
抗体の量も異なってくるためと考えられた．しかし，単
変量線型モデルにより評価した結果，コピー数は抗体価
が高いほど有意に低かった結果，及びコピー数の推移を
経時的に調査した個体 No. 8 において 4日齢では，7.62
×105コピー（BVDV-1：抗体価16,384倍）を示したが，
8 日齢では 2.17×104 コピー（BVDV-1：抗体価 8,192
倍）と 10 倍以上低下していることからも移行抗体によ
るコピー数の低下が示され，その過程において血清中コ
ピー数の一過性の低下が起こったと考えられる．
血清中コピー数の一過性の低下は，今回試験に供した
試薬では RT-PCRの検出限界との差から個体での診断
には影響を及ぼさないと考えられるが，PI牛摘発に有
効なスクリーニング法［18, 19］とされるプール血清で
の RT-PCRでは，希釈倍率によっては検出できないこ
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Investigation of Viral Copy Number of Bovine Viral Diarrhea Virus in Serum  
of Persistently Infected Calves with Colostral Antibodies
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SUMMARY

This study aimed to determine whether serum is suitable for reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) detection of persistent infection (PI) of bovine viral diarrhea virus (BVDV) in calves that have mater-
nal colostral antibodies.  In addition, evaluation of availability of pooled serum for use as a screening method 
for the detection of cows with PI was also examined.  To investigate these aims, we developed a quantitative, 
real-time RT-PCR for the detection of BVDV.  Quantitative studies showed that the minimum value in PI calves 
that have colostral antibodies was 2.17×104 copies, which was higher than the detection limit for R T-PCR 
(approximately 6.25×103 copies) ; however, the copy number in the serum was significantly low and the anti-
body titer was high.  This suggests a transient decrease in the copy number due to colostral antibodies.  The 
RT-PCR of pseudo-pooled serum using PI sera and fetal bovine serum showed obscure detection of the specific 
target band in diluted samples from low-copied PI serum.  Our study indicated that calf serum with colostral 
antibodies would be a useful diagnostic material for the R T-PCR detection of PI with BVDV ; however, pooled 
serum might be af fected by a transient decrease in BVDV copy numbers due to colostral antibodies.
─ Key words : bovine viral diarrhea virus (BVDV), colostral antibodies, copy number, serum, transient decrease. 
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