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簡易抽出法を用いた、高感度かつ多検体処理可能な 

牛伝染性リンパ腫遺伝子検査法の検討 

○八町 慶史 

 

要約 

 牛伝染性リンパ腫ウイルス（以下、「BLV」という。）の env 領域を標的とした nested 

PCR 法による定性 PCR 法は、工程が多く作業時間を要する。そこで、検査工程の簡略化を

図るため、リアルタイム PCR 法（以下、「qPCR 法」という。）及びアルカリ熱抽出を用い

た核酸抽出法について検討した。qPCR 法の検討では、nested PCR 法の代替として既報の

pol 領域を標的とした qPCR 法（以下、「UK 法」という。）を検討した。UK法が国内検出遺

伝子型を検出できるか検討するため、UK 法のプライマー・プローブ領域と、塩基配列デ

ータベース及び都内 BLV 陽性検体の塩基配列上の同一領域を比較し、ほぼ同等であること

を確認した。また、段階希釈した核酸を用いて UK 法と nested PCR 法の検出限界を比較

し、有意差は検出されなかった（p=0.272）。アルカリ熱抽出法は、既報から 8 連チューブ

を用いた高濃度かつ少量の NaOH を使用する抽出法に変更し、UK法により検討した。アル

カリ熱抽出法と従来のキットによる核酸抽出法（以下、「従来法」という。）を比較し、Ct

値に有意差を認めたが（p<0.05）、UK 法の Ct 値の差は 1.06±1.68(SD)であった。1 検体

あたりの作業時間は、作業効率が向上したため 240分から 110 分、コストは市販キットの

購入が不要となり 700 円から 135 円となった。以上より、UK 法及びアルカリ熱抽出法

は、従来の定性 PCR 検査法と同程度の検出感度を持ち、作業時間及びコストは大幅に削減

し、効率的に検査が可能となった。 

 

 

 牛伝染性リンパ腫（以下、「EBL」という。）

の原因病原体である Bovine leukemia 

virus（以下、「BLV」という。）は、デルタ

レトロウイルス属、オルソレトロウイルス

亜科、レトロウ。イルス科の一員である。

BLV は牛の B 細胞に感染し、逆転写反応に

よって二本鎖 DNA が合成され、牛のゲノム

DNA にランダムに組み込まれ（プロウイル

ス化）、生涯維持される。BLV の牛から牛へ

の伝播には水平伝播と直接伝播がある。主

に水平伝播により農場内に感染が拡大す

るとみられており、なかでも、吸血アブに

よる機械的な伝播は特に重要な感染要因

である役割を持つ 1-2)。BLV 陽性牛を吸血し

たアブの口器に付着したリンパ球が、乾燥

しないうちにアブの吸血によって BLV 陰性

牛に移行することで、確率的に BLV 伝播が

成立する 2)。アブの口器に付着したリンパ

球は、アブが飛翔するうちに乾固、変性し

感染性を失うことが知られている 3)。従っ

て、吸血昆虫を介した農場内伝播を防ぐた

めには、農場内で BLV 陽性牛を正確に把握

し、BLV 陽性牛と陰性牛の分離飼育により、

BLV 陰性牛と物理的な距離を置くことが重

要である 4-5)。 

 EBL 感染症の診断法は、大きく抗体検査

と遺伝子検査の 2つに分けられる。抗体検

査の中でも、ELISA 法は感度が高いことと

多検体処理に要する時間が比較的に短い

ことがメリットとしてあげられる。一方で、

BLV に感染してから抗 BLV 抗体が検出でき

るようになるまで要するウインドウ期が 2

か月程度と長く、その間に抗体検査を実施

しても陰性判定となること、また、母牛か



2 

 

ら子牛への移行抗体が生後 6 か月まで検出

され、その間は BLV に感染したか否か判別

できないことがデメリットとしてあげら

れる 6)。遺伝子検査法には PCR 法があげら

れ、nested PCR 法やリアルタイム PCR 法

（以下、「qPCR 法」という。）などが報告さ

れている。PCR 法のウインドウ期は 1 か月

程度であること、移行抗体存在下でも BLV

遺伝子を検出できることから 6)、抗体検査

のデメリットに対応することができる。抗

体検査と遺伝子検査は検出するターゲッ

トや感度が異なるため、組み合わせること

でより正確な診断が可能となる。 

 当所では EBL 清浄化対策に関心の高い農

家向けに BLV 検査を実施しており、BLV 陰

性牛に対する定期的な抗体検査及び遺伝

子検査の実施により BLV 感染状況の把握に

努めている。遺伝子検査は、国内メーカー

から販売されている定量 qPCR 試薬が高価

であることを鑑み、コストを低く抑えられ

る定性 PCR 検査のうち、Fencher ら 7) の報

告した env 領域を標的とした nested PCR

法を実施している。一方、nested PCR 法は

溶血処理、核酸抽出、1stPCR、2ndPCR、電気

泳動と工程が多いため作業時間を要し、ク

ロスコンタミネーションのリスクもある。

また、PCR 法を実施するにあたり、白血球

より DNA を抽出する必要がある。多くの施

設では市販の抽出キットを用いて核酸抽

出を実施しているが、検体数が多くなるほ

ど作業時間及びコストを要する。そこで、

遺伝子検査を簡略化し作業効率を向上さ

せることを目的として、nested PCR 法を既

報の qPCR 法に、市販キットを用いた核酸抽

出法をアルカリ熱抽出法に変更し、検出感

度の維持、作業時間及びコストの削減につ

いて比較検証した。 

 

実験方法 

1 PCR 法の検討 

 J. P. Jaworski ら 8）が高感度であると

報告した英国で実施されている pol 領域

を標的とした qPCR 法（以下、「UK 法」と

いう。）9）を選択した。UK 法のプライマー

プローブ配列は表 1 のとおりである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1）UK 法のプライマー・プローブ配列と

BLV ゲノム配列の比較 

 日本に浸潤している BLV 遺伝子型（env

領域に基づく系統樹解析）は主に 1，3型

のため 10-11）、INSDC 国際塩基配列データベ

ースに登録されている BLV ゲノムのう

ち、BLV 遺伝子型が 1，3 型の 384 検体

（日本由来 378 検体、日本以外由来 6検

体）を抽出し、UK法のプライマー・プロ

ーブ配列と同一の領域を検索した。方法

は、MAFFT（version 7）にて塩基配列を

マルチプルアライメントし、Jalview にて

配列の一致度を求めた。 

 また、都内に浸潤している BLV ゲノム

と比較するため、当所で BLV 陽性と判定

した 13 頭を用いて、UK 法のプライマー・

プローブ配列と同一の領域をダイレクト

シーケンスにより決定した。方法は、既

報 12)の LP-4 gag-F/LP-4 pol-Rプライマ

ーを用いて long PCR を実施し、Fw 2152-

2172 5’-AAATTTTAGTTGACACTTCCG-3’/Rv 

2678-266 5’- CGTCTATGAGGTTGGAGT-3

‘(this study)プライマーを用いて PCR

産物からシーケンスを実施し、塩基配列

を決定した。MAFFT（version 7）にて塩

基配列をマルチプルアライメントし、

Jalview にて配列を確認した。 

 2）UK 法と nested PCR 法の検出感度の

比較 

 材料は、BLV コピー数が既知の DNA4検

体である。方法は、各検体を 16,8,4,2,1

コピー/2μl に段階希釈し、UK 法及び

nested PCR 法を実施した。PCR 条件につ

いて、UK法は DNA2μl を鋳型として、リ
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アルタイム PCR キット（Hot Strat TTx 

(DNA) Kit、東洋紡（株）、大阪）で 50サ

イクルとし、nested PCR 法は DNA2μlを

鋳型とし、PCR キット

（SapphireAmp® Fast PCR Master Mix、タ

カラバイオ（株）、滋賀）で、1stPCR を 35

サイクル、2ndPCR を 35 サイクルとした。

試行回数は各検体をトリプリケートで測

定したため、12 回/各コピー数である。コ

ピー数ごとに陽性数を求め、目的変数を

陽性もしくは陰性、説明変数 1 を UK 法も

しくは nested PCR 法、説明変数 2 をコピ

ー数として、EZR にてロジスティック回帰

分析を実施した。また、コピー数ごと

に、UK 法で求められた Ct値を明らかにし

た。 

2 アルカリ熱抽出法と核酸抽出法（従来

法）の検出限界の比較 

 材料は、BLV 陽性牛 25 頭の白血球懸濁

液とした。方法は図 1のとおりで、アル

カリ熱抽出法では 500mM NaOH を用いて白

血球懸濁液 20μlから終 24.69μlの抽出

液を、従来法では抽出キット（QIAGEN 

DNeasy Blood & Tissue Kit、（株）キア

ゲン、東京）を用いて白血球懸濁液 160μ

l から終 100μl の抽出液を溶出した。両

抽出法から得た抽出液を鋳型に UK 法を実

施し Ct 値を求めた。EZR で対応のある t

検定を実施し両抽出法の Ct値を比較する

とともに、両抽出法の Ct 値の差（ΔCt=

アルカリ熱抽出法 Ct-従来法 Ct）を求め

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 作業時間及びコストの比較 

 nested PCR 法と、UK 法及びアルカリ熱

抽出法を組み合わせた改良法について、

10検体実施する場合にかかる作業時間及

びコストを求めた。 

 

結果 

1 PCR 法の検討 

 1）UK 法のプライマー・プローブ配列と

BLV ゲノム配列の比較 

 INSDC 国際塩基配列データベースの登録

されている BLV ゲノムと、UK法の forward、

probe、逆向き相補鎖の reverse 配列の一致

度は図 2 のとおりである。一致度が最も低

い箇所は reverse配列 5’側から 19番目で

あり（94%（A）/6%（G））、全体的に高い一

致度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 当所で BLV 陽性と判定した 13 頭の BLV

ゲノムと、UK法の forward、probe、逆向き

相補鎖の reverse 配列の一致度は図 3 のと

おりである。1頭で probe 配列 5’側から 2

番目に A→G を認めたのみで、全体的に高

い一致度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2）UK 法と nested PCR 法の検出限界の比

較 

 UK 法と nested PCR 法のコピー数ごとの
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陽性数は表 2 のとおりである。ロジスティ

ック回帰分析では、説明変数 1（UK 法もし

くは nested PCR 法）で有意差は検出され

なかった（p=0.272）。UK 法におけるコピー

数ごとの Ct 値は図 4 のとおりである。い

ずれの Ct値も 35～40 程度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 アルカリ熱抽出法と核酸抽出法（従来

法）の検出感度の比較 

 両抽出法の Ct 値は図 5 のとおりである。

アルカリ熱抽出法の Ct値の平均値は 30.23、

従来法の Ct 値の平均値は 29.14、対応のあ

る t 検定では有意差が検出された（p<0.05）。

また、ΔCt = 1.06±1.68 (SD)となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 作業時間及びコストの比較 

 結果は図 6 のとおりである。作業時間に

ついて、nested PCR 法では溶血処理後、核

酸抽出、1stPCR、2ndPCR、電気泳動の実施に

240 分程度要し、改良法では溶血処理後、

アルカリ熱抽出、qPCR の実施に 110 分程度

要した。コストについて、nested PCR 法で

は 1 検体当たり 700 円程度要し、改良法で

は 1 検体当たり 135 円程度要した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

考察 

 INSDC 国際塩基配列データベースに登録

されている BLV ゲノムと、UK 法のプライマ

ー・プローブ配列の一致度は全体的に高く、

両者の配列はほぼ同等であったと判断で

きる。また、逆向き相補鎖の reverse 配列

5’側から 19番目に 6%の割合でミスマッチ

を認めたが、これを元の reverse 配列に直

すと、5’側から 2 番目のミスマッチとな

る。PCR の成功性にはプライマー3’側の配

列の一致性が重要であり、5’側のミスマ

ッチは比較的許容される。以上より、今回

認めたミスマッチが PCR の成功性に与える

影響は低いと考えられる。 

当所で BLV 陽性と判定した 13 頭の BLV

ゲノムと、UK法のプライマー・プローブ配

列の一致度はほぼ 100%で、両者の配列はほ

ぼ同等であったと判断できる。プローブは

ミスマッチが増えるほどに Tm 値が低下し

検出感度も低下するが、今回プローブ内に

認めたミスマッチは 1か所のみで、検出感

度に与える影響は低いと考えられる。また、

プローブの中心から 3’側に向けてミスマ

ッチがあるほど検出感度は低下するが、今

回認めたミスマッチは 5’側から 2 番目の

ため、この点からも検出感度に与える影響

は低いと考えられる。 

 UK 法と nested PCR 法の検出限界の比較

では、コピー数ごとの陽性数はほぼ同等の
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結果となった。ロジスティック回帰分析で

は有意差は検出されなかったが、同等性が

示されたわけではないため、同等性検定等

によって解析していく必要がある。また、

16、8、4、2、1 コピーで各 Ct 値は同程度

であったが、これは BLV コピー数が低くな

るほど、鋳型中に BLV ゲノムが含まれる確

率とプライマー・プローブが目的の箇所に

ハイブリダイズする確率が減るため、Ct 値

の差がそこまで認められなかった可能性

がある。 

 アルカリ熱抽出法と従来法の検出感度

の比較では、対応のある t 検定で有意差が

検出され、従来法のほうが検出感度は高い

結果となったが、その差は Ct値.06であり、

アルカリ熱抽出法でも高水準の検出感度

は維持された。その理由として、既報 133-16)

のアルカリ熱抽出法では、サンプルが 10倍

程度希釈される量の 25-50mM NaOH を添加

していたが、今回 500mM NaOH を少量使用

することに変更し、サンプルの希釈を 1.25

倍程度に抑えたことが、検出感度の向上に

寄与したと考えられる。また、現行のリア

ルタイム PCR の機器では 1コピーの検出も

可能で、その Ct 値として 35～45 程度が報

告されている 17-19)。従来法からアルカリ熱

抽出法に切り替え Ct 値が 1 程度上昇した

としても、その Ctの理論値は 36～46 であ

り、理論上検出可能な範囲であるため、検

査への影響はほぼないと判断できる。今後

は、従来法からアルカリ熱抽出法に切り替

えることで検出限界が変化するか明らか

にし、検査精度をより明らかにしていく必

要がある。 

 作業時間及びコストの比較では、作業時

間は 240 分から 110 分に短縮された。これ

は nested PCR 法から qPCR 法に切り替えた

ことで、PCR 反応が 1 回で済むこと、電気

泳動が不要であることに加え、アルカリ熱

抽出は従来法よりも作業工程が少ないこ

とが要因と考えられる。また、今回検証し

たアルカリ熱抽出法は既報と一部工程を

変更しており、既報では 1.5mlチューブに

一定量の NaOH を加え、ヒートブロックで加

熱をするが、今回検証したアルカリ熱抽出

法では、8連チューブに高濃度少量の NaOH

を加え、サーマルサイクラーで加熱した。

このことにより 8連ピペットを使用し多検

体処理することが容易になり、作業効率が

向上したことが要因と考えられる。コスト

は 1 検体あたり 700 円から 135 円に削減し

た。これは、市販の核酸抽出キットが不要

となったことが要因と考えられる。 

 

まとめ 

 BLV 遺伝子検査の作業効率向上を目的と

して nested PCR 法を UK 法による qPCR 法

に変更するため、UK 法のプライマー・プロ

ーブ配列と BLV ゲノム配列を比較し、ほぼ

同等であることを確認した。また、nested 

PCR 法と UK 法の検出限界を比較し、有意差

は検出されなかった。次に、市販キットを

用いた核酸抽出法（従来法）をアルカリ熱

抽出法に変更するため検出感度を比較し、

有意差は検出されたが、ΔCt=1.06 であっ

た。以上より、nested PCR 法を UK法に、

従来法をアルカリ熱抽出法に変更しても、

従来の定性 PCR 法と同程度の検出感度を維

持できると判断した。また、作業時間及び

コストも大幅に削減でき、日々の検査業務

の負担軽減に大きく寄与することが示唆

された。今後は、本法を用いて EBL 対策の

ための検査を実施するとともに、UK法とア

ルカリ熱抽出法を組み合わせた場合の検

出限界を明らかにしていく。 
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