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【 背 景 及 び 目 的 】 （ 図 1、 表 1）  

 B L V の リ ア ル タ イ ム P C R（ r - P C R） 法 は B L V 感 染 牛 の リ ン パ 球 中 の

B L V プ ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 検 出 お よ び 定 量 を 行 う 方 法 で あ る 。r - P C R

法 に よ り 摘 発 し た B L V 遺 伝 子 保 有 量 が 多 い 牛 は 、 牛 白 血 病 発 症 リ ス

ク 、 も し く は B L V 伝 播 リ ス ク の 高 い 牛 と さ れ る 。 そ れ ら を 優 先 的 に

分 離 飼 育 ま た は 淘 汰 す る こ と が 、 農 場 に お け る 感 染 率 の 低 減 や 洗 浄

化 に つ な が る と さ れ て い る 。  

 B L V の r - P C R 法 は 、 定 法 で は 前 処 理 と し て 全 血 を 溶 血 処 理 し て 白

血 球 を 単 離 し 、そ こ か ら D N A 抽 出 キ ッ ト を 用 い て サ ン プ ル D N A（ s D N A）

を 抽 出 し r - P C R 反 応 に 供 す る 。 し か し 白 血 球 を 単 離 せ ず に 全 血 か ら

直 接 s D N A 抽 出 を 行 っ て も 、保 有 B L V 遺 伝 子 量 が 微 量 で な け れ ば 、白

血 球 を 単 離 し た と き と ほ ぼ 同 等 の 遺 伝 子 量 の 結 果 が 得 ら れ る と い う

報 告 が あ る 。 当 施 設 で も 作 業 効 率 化 の た め に 、 ど の 程 度 の B L V 遺 伝

子 量 で あ れ ば 、 全 血 か ら の 直 接 抽 出 で も 同 等 の 結 果 が 得 ら れ る か 調

査 す る こ と と し た 。  

 ま た 、 B L V 遺 伝 子 定 量 を 正 確 に 行 う た め に は 、 抽 出 し た s D N A を 1

反 応 に つ き 1 0 0 n g 以 下 に 調 整 し た 上 で r - P C R 反 応 に 供 す る 必 要 が あ

る 。 こ れ は タ カ ラ バ イ オ 社 製 「 ウ シ 白 血 病 ウ イ ル ス 検 出 用

P r o b e / P r i m e r / P o s i t i v e  c o n t r o l」 に 注 意 事 項 と し て 記 載 さ れ て い

る 。 s D N A 量 が 多 す ぎ る と 、 r - P C R の 蛍 光 シ グ ナ ル が 反 応 初 期 よ り 徐

々 に 上 昇 し 増 幅 曲 線 の 形 が シ グ モ イ ド 型 に な ら ず 、 正 し い 判 定 が で

き な い か ら で あ る 。し か し s D N A 量 の 調 整 に よ り 微 量 遺 伝 子 の 検 体 は

希 釈 さ れ 検 出 で き な く な る 可 能 性 が あ る 。 和 歌 山 県 で は ま だ B L V 陰

性 農 家 が 大 半 を 占 め て お り 、 微 量 で あ っ て も 遺 伝 子 陽 性 牛 を い ち 早

く 摘 発 す る こ と も 重 要 で あ る 。 そ こ で 遺 伝 子 定 性 検 査 と し て 、 コ ン

ベ ン シ ョ ナ ル P C R 法 の 一 つ で n e s t e d  P C R と い う 手 法 を 併 せ て 実 施

し 、 r - P C R と の 検 出 感 度 の 違 い を 調 査 す る こ と に し た 。 n e s t e d  P C R

は 1 回 目 の P C R 領 域 よ り さ ら に 内 側 の 領 域 で の プ ラ イ マ ー セ ッ ト に

よ る 2 回 目 の P C R を 行 う 方 法 で 、 一 般 的 に 1 回 目 の P C R よ り 特 異 性

を 上 げ て 実 施 す る 目 的 に 用 い ら れ る 。   

 以 上 を ま と め る と 今 回 、 効 率 よ く 正 確 に B L V 遺 伝 子 検 出 お よ び 定

量 を 行 う た め に ① 全 血 と 白 血 球 か ら の s D N A の 抽 出 ② s D N A の 濃 度 調

整 の 有 無 ③ B L V 遺 伝 子 の 定 量 ( r - P C R )及 び B L V 遺 伝 子 の 検 出 ( n e s t e d  

P C R )を そ れ ぞ れ 実 施 し 比 較 調 査 し た 。  

 



【 方 法 】 （ 図 2、 表 2）  

 B L V 抗 体 陽 性 率 約 4 0 %の 酪 農 ・ 繁 殖 複 合 経 営 農 場 の 牛 3 3 頭 の 末 梢

血 を 供 試 材 料 と し た 。s D N A は D N A 抽 出 キ ッ ト（ D N e a s y  B l o o d  &  T i s s u e  

K i t、 キ ア ゲ ン ） を 用 い て ( 1 )全 血 1 0 0μ L か ら 抽 出 （ 全 血 D N A） ( 2 )

全 血 1  m L を 0 . 8 3 %塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 に て 溶 血 処 理 し 単 離 し た 白

血 球 か ら 抽 出（ 白 血 球 D N A）、そ れ ら に つ い て 分 光 光 度 計 に よ り 2 6 0 n m

の 波 長 に お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、 D N A 濃 度 ( n g /μ L )を 算 出 し た 。 全

血 D N A お よ び 白 血 球 D N A に つ い て 、1 本 の 反 応 に 使 用 す る D N A を 1 0 0 n g

以 下 に 調 整 ・ 未 調 整 の 場 合 の r - P C R 及 び n e s t e d  P C R を 実 施 し 、 計 8

パ タ ー ン の 結 果 を 比 較 し た 。 r - P C R に は タ カ ラ バ イ オ 社 製 「 ウ シ 白

血 病 ウ イ ル ス 検 出 用 P r o b e / P r i m e r / P o s i t i v e  c o n t r o l 」 お よ び

「 C y c l e a v e R P C R  R e a c t i o n  M i x  S P」 を 使 用 、 n e s t e d  P C R に は タ カ ラ

バ イ オ 社 製 P C R キ ッ ト「 E m e r a l d A m p  P C R  M a s t e r  M i x」お よ び F e c h n e r

ら の 報 告 に よ る プ ラ イ マ ー（ e n v 5 0 3 2、e n v 5 6 0 8 r、e n v 5 0 9 9、e n v 5 2 2 1 r）

を 使 用 し た 。  

 

【 結 果 】 （ 図 3～ 6、 表 3、 4）  

 全 血 と 白 血 球 か ら 抽 出 し た s D N A 濃 度 別 検 体 数 を 図 3 に 示 す 。s D N A

の 濃 度 分 布 は 、 白 血 球 D N A で は 2 0～ 1 4 0 n g /μ L で あ っ た の に 対 し 、

全 血 D N A で は 0～ 4 0 n g /μ L で あ り 、 白 血 球 D N A は 広 い 範 囲 の 濃 度 分

布 で あ っ た 。 D N A 抽 出 の 際 、 白 血 球 D N A で は 全 血 D N A の 場 合 の お よ

そ 1 0 倍 の 白 血 球 を 供 し て い る た め 、こ の よ う な 結 果 に な っ た と 考 え

ら れ た 。リ ア ル タ イ ム P C R で は 、 1 反 応 に つ き s D N A 量 を 1 0 0 n g 以 下

に す る 必 要 が あ り 、容 量 と し て 5μ L を 用 い る の で 、濃 度 は 2 0 n g /μ

L 以 下 で あ れ ば 、 s D N A の 希 釈 調 整 な し で リ ア ル タ イ ム P C R 反 応 に 供

す る こ と が で き る 。全 血 D N A で は 、 2 0 n g /μ L 以 下 の 調 整 が 不 要 の 検

体 が 半 数 以 上 を 占 め て い た 。  

  遺 伝 子 量 の 多 い 検 体 、 少 な い 検 体 お よ び 遺 伝 子 未 検 出 の 検 体 の

r - P C R の 増 幅 曲 線 の 結 果 例 を 図 4 に 示 す 。遺 伝 子 陽 性 で s D N A 濃 度 未

調 整 の 場 合 (グ ラ フ 左 上 お よ び 中 上 )、 全 血 D N A と 白 血 球 D N A の 増 幅

曲 線 が 重 な ら ず 遺 伝 子 量 に も 差 が あ っ た が 、s D N A 濃 度 調 整 し た 場 合

(グ ラ フ 左 下 お よ び 中 下 )、 全 血 と 白 血 球 の 曲 線 が 重 な り 、 ほ ぼ 同 じ

増 幅 を 示 し た 。 ま た 、 陰 性 検 体 の 未 調 整 の 白 血 球 D N A（ グ ラ フ 右 上 ）

で は 、 曲 線 で な く 直 線 を 示 す 蛍 光 強 度 が 検 出 さ れ 、 遺 伝 子 増 幅 と は

異 な る 蛍 光 色 素 の 経 時 的 分 解 が 示 さ れ た 。  

  r - P C R で 陽 性 と な っ た 各 種 検 体 の B L V 遺 伝 子 量 別 検 体 数 を 図 5 に

示 す 。 検 体 数 の 分 布 と し て 、 D N A 濃 度 未 調 整 の 場 合 は 全 血 白 血 球 と

も に 遺 伝 子 量 が 1 , 0 0 0～ 1 0 , 0 0 0 ( c o p i e s / 1 0 0 n g D N A )を 示 す 検 体 が 多

く 、 調 整 し た 場 合 は 遺 伝 子 量 が 1 0 , 0 0 0 ( c o p i e s / 1 0 0 n g D N A )以 上 を 示

す 検 体 が 多 か っ た 。  



  各 種 検 体 の B L V 遺 伝 子 量 を 比 較 し た グ ラ フ （ 図 6） で は 、 全 血 と

白 血 球 を 比 較 し た と き (上 段 )、 濃 度 未 調 整 の 場 合 相 関 が 低 く 、 調 整

す る と 高 い 相 関 が 得 ら れ た 。 ま た 未 調 整 と 調 整 を 比 較 し た と き （ 下

段 ）、全 血 の 場 合 は 相 関 が 高 く 、白 血 球 の 場 合 は 相 関 が 低 く な っ た 。 

 各 種 検 体 の B L V 遺 伝 子 検 出 検 体 数 の 結 果 を 表 3 に 示 す 。 D N A 濃 度

調 整 の 有 無 に 関 わ ら ず r - P C R と n e s t e d  P C R  で 全 血 D N A と 白 血 球 D N A

に 共 通 し て 陽 性 は 1 2 検 体 で あ っ た 。 濃 度 未 調 整 の 白 血 球 D N A の

n e s t e d  P C R で は 更 に 3 検 体 の 陽 性 が 確 認 さ れ 、 も っ と も 検 出 率 が 高

か っ た 。 そ れ ら 3 検 体 は 表 4 に 示 す と お り 、 r - P C R で

1 0 c o p i e s / 1 0 0 n g D N A 以 下 の ご く 微 量 の 検 体 で 、 濃 度 調 整 後 で は 検 出

さ れ な か っ た り 、 全 血 D N A と 白 血 球 D N A で 検 出 が 一 致 し な い も の が

あ っ た 。共 通 し て 陽 性 だ っ た 3 検 体 以 外 の 1 2 検 体 は 全 て 各 パ タ ー ン

で 1 0  c o p i e s / 1 0 0 n g D N A 以 上 の 結 果 で あ っ た 。  

 

【 ま と め と 考 察 】 （ 図 7、 8）  

 全 血 と 白 血 球 の 比 較 で は 、s D N A 濃 度 調 整 済 み で B L V 遺 伝 子 量 が 1 0  

c o p i e s / 1 0 0 n g D N A 以 上 で あ れ ば 、 検 出 ・ 定 量 が ほ ぼ 同 等 で あ っ た 。

s D N A 濃 度 調 整 を し な い と r - P C R の 増 幅 曲 線 の 阻 害 が お き 、調 整 し た

場 合 と 比 べ て 少 な い 遺 伝 子 量 で 算 出 さ れ る た め 、 遺 伝 子 定 量 に は

s D N A 濃 度 調 整 が 必 ず 必 要 で あ る と い う こ と が わ か っ た 。ま た 微 量 遺

伝 子 の 検 出 に は 濃 度 未 調 整 白 血 球 D N A の n e s t e d P C R が も っ と も 感 度

が 高 い 結 果 と な っ た 。濃 度 未 調 整 白 血 球 D N A は 、得 ら れ る s D N A 量 が

全 血 D N A よ り 多 く 希 釈 を し な い の で 、 最 も 濃 縮 さ れ た 状 態 で 遺 伝 子

を 検 出 し て い る た め 検 出 率 が 高 か っ た と 考 え ら れ る 。  

 以 上 の こ と か ら 検 査 法 の 使 い 分 け と し て 、 高 感 度 な 濃 度 未 調 整 白

血 球 D N A の n e s t e d  P C R は 、 B L V 低 浸 潤 農 場 や 導 入 牛 検 査 で 、 新 た な

感 染 源 の 摘 発 の た め に 有 効 で あ る と 考 え ら れ た 。 ま た 、 遺 伝 子 定 量

検 査 は s D N A 濃 度 調 整 が 必 要 で 、希 釈 に よ り 検 出 感 度 が 落 ち る 可 能 性

が あ る た め 、 B L V 高 浸 潤 農 場 で の 遺 伝 子 量 が 多 い 牛 の 摘 発 の 際 に 有

用 で あ る こ と が わ か っ た 。 そ の 際 は 濃 度 調 整 済 み 全 血 D N A が 、 手 間

を 省 い た 上 で 白 血 球 D N A と 同 等 の 成 績 が 得 ら れ る こ と が わ か っ た 。  

 今 後 、 県 内 の B L V 検 査 体 制 と し て 、 ま ず 定 期 的 な ス ク リ ー ニ ン グ

検 査 と し て 、エ ラ イ ザ に よ る 抗 体 検 査 と n e s t e d  P C R に よ る 遺 伝 子 検

出 検 査 を 行 う 。 そ の 結 果 か ら 判 明 し た 低 浸 潤 農 場 で は ス ク リ ー ニ ン

グ 陽 性 牛 を 分 離 飼 育 ま た は 淘 汰 対 象 と し て 指 導 す る 。 高 浸 潤 農 場 で

は 更 に 遺 伝 子 定 量 検 査 、 E C の 鍵 判 定 等 に よ り 、高 リ ス ク 牛 の 優 先 順

位 付 け を 行 い 、 リ ス ク の 高 い 牛 の 更 新 を 指 導 し 、 B L V 蔓 延 防 止 と 清

浄 化 に 努 め て い き た い と 考 え る 。  
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