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要 約 

 地方病性牛伝染性リンパ腫（以下、「EBL」という。）の陰性牛把握には一般的に抗体検査と nested PCR

による遺伝子検査が行われているが、当所では検査効率の観点から抗体検査を用いてきた。ウインドウ

期の感染を見逃さないためには遺伝子検査の必要があり、核酸抽出が不用なダイレクト PCR を導入し、

一部検査法を改変し遺伝子検査の簡便化を検証した。材料は 2022 年度に採材した抗体陽性牛及び陰性

牛の全血である。検証するダイレクト PCRは nested PCR（以下、「従来法」という。）と異なり遺伝子増

幅を 1 回とするため、感度増強を目的として、①PCR 酵素について現在使用している酵素と新規に選択

した酵素の比較と PCR サイクル数の検討、②感度の比較、③PCR 増感剤 Lipidure®（日油株式会社、東

京）の利用を検証した。①では新旧 PCR酵素でサイクル数を 35、40、45、50回としてダイレクト PCRを

行い、結果を比較した。②では 45 サイクル数でダイレクト PCR を行い、従来の従来法と結果を比較し

た。③では陽性検体を 2倍段階希釈し、PCRサイクル数を 35回として、添加区と未添加区で結果を比較

した。いずれも遺伝子増幅産物は電気泳動にて確認した。結果は、①新規選択酵素により検出感度が上

昇した。②は 45 サイクル数でダイレクト PCR を行った場合では、従来法までの検出感度とは至らなか

った。③は添加区で検出感度が上昇した。今回の結果から、添加物の活用と PCR サイクル数を 50 回と

するダイレクト PCRを採用することにより、効率的に遺伝子検査を実施し、感染牛の把握に努めていく。 

 

 

 EBLは、牛伝染性リンパ腫ウイルス（以下、「BLV」

という。）が原因の伝染病である。BLVは、牛の B

リンパ球に感染後、プロウイルスとして牛のゲノ

ムに挿入され、生涯持続感染をする。多くは無症

状キャリアーとなるが、数％が悪性 Bリンパ腫を

発症する。発症に至ると、リンパ系細胞が腫瘍化

し、全身のリンパ節をはじめ、さまざまな組織に

腫瘤が形成され、必ず死の転帰をたどる。 

 本疾病に対する治療法はないことから、有効な

対策としては感染牛の早期摘発・淘汰及び感染拡

大防止が挙げられる。感染の有無を調べる検査に

は、BLV に対する抗体を検出する ELISA 法と、宿

主のゲノムに挿入された BLV 遺伝子を検出する

PCR があるが、これら検査法は検出が可能になる

時期と検出限界が異なるため注意が必要である。

BLV は感染後、一定期間潜伏感染したのちウイル

ス血症を引き起こし感染後抗体が誘導される。免

疫応答により BLV 遺伝子量は一定値に抑えられ、

生涯にわたって感染後抗体が検出される（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 したがって BLVのウインドウ期は通常の感染症

とは異なり比較的長期間となり、約 2か月間に及



ぶ 1)。 

 当所では、EBL に対策意欲のある農家向けに毎

年 BLV陰性牛の ELISA法を実施しているが、上述

のウインドウ期を考慮すると、感染初期の個体で

陰性判定が出てしまう可能性がある。しかし、従

来法は図 2のとおり検査工程が複雑なため、特に

多検体を扱う場合は検査時間が長くなり、従来法

実施時には検体間のクロスコンタミネーション

が危惧される。一方、近年、BLV 検査について塩

化アンモニウム溶血処理と核酸抽出を行わない

ダイレクト PCRが文献で報告されており 2) 3)、検

査効率を向上させることができる。また、1stPCRの

サイクル数を増やすことで従来法の 2ndPCRを行わ

なくとも検出感度を向上させることができる。そ

こで今回、効率的かつ高感度に BLV遺伝子を検出

できる体制を整備するため、1stPCR のみを行うダ

イレクト PCRの導入とダイレクト PCRの検出感度

向上を検討していく。 

 

 

 

 

 

 

材料と方法 

 使用した PCRプライマーは env遺伝子領域を標

的とした Fechner Hら 4)のプライマーである。PCR

反応条件は既報 2)の条件を参考に、94℃2 分間の

熱変性後、98℃10秒、62℃5秒、68℃10秒で PCR

サイクルを実施した。PCR 産物は 2.0％アガロー

スゲルで 135V，25分間の電気泳動を行い，エチジ

ウムブロマイドで染色後、ゲル撮影装置でバンド

を確認した。 

1 PCR酵素とサイクル数の検討 

 材料は BLV遺伝子量の少ない抗体陽性牛 5検体

で あ る 。 現 在 使 用 し て い る PCR 酵 素

（SapphireAmp®Fast PCR Master Mix,タカラバイ

オ社,滋賀）と新規に選択した PCR 酵素（KOD One 

PCR Master Mix-Blue-,東洋紡（株）,東京）（以下、

「新酵素」という。）で 35、40、45サイクルのダ

イレクト PCRを実施し、結果を比較した。 

2 検出感度の比較とサイクル数の再検証 

 抗体陽性牛飼養農家 3戸（計 118検体）に対し、

新酵素、45サイクルでダイレクト PCRを行い、従

来法及び ELISA 法と結果を比較した。ELISA 法陽

性ダイレクト PCR陰性となった検体は追加検証の

ため、50 サイクルでダイレクト PCR を実施した。 

3 PCRマスターミックスへの PCR 増感剤の添加 

 材料は 2 倍段階した抗体陽性牛 1 検体である。

抗体陰性牛の全血で 1 倍から 64 倍まで段階希釈

を行った。PCR マスターミックスへ PCR 増感剤

（Lipidure®-BL1002,日油株式会社,東京）を終濃

度 0.5%wt で添加した添加区と未添加区を設け、

新酵素、35サイクルでダイレクト PCRを行い、添

加区と未添加区の結果を比較した。 

 

結果 

1 PCR酵素とサイクル数の検討 

 いずれのサイクル数でも新酵素でバンドが検

出された（図 3）。また新酵素では 45 サイクルで

全検体陽性となり、非特異バンドは検出されなか

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 検出感度を比較とサイクル数の再検証 

 感度比較の結果は表 1のとおりである。ダイレ



クト PCRと従来法の判定では。診断の一致度を示

すカッパ係数は 0.9 で高い一致度であったが、4

検体でダイレクト PCR陰性、従来法陽性となった。

ダイレクト PCR と ELISA 法の判定では、ELISA 法

陽性の 6 検体がダイレクト PCR で陰性となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 上記 6 検体で 50 サイクルのダイレクト PCR を

実施したが、1 頭のみが陽性となった。この 6 検

体の詳細は表 2のとおりで、従来法では 4頭のみ

陽性となり、2 頭は遺伝子検査検出限界以下であ

った。 

 

 

 

 

 

 

3 PCRマスターミックスへの PCR 増感剤の添加 

 Lipidure®添加区では 16倍希釈まで、未添加区

では 4 倍希釈までバンドが検出され、Lipidure®

添加により検出感度が 4倍向上した（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

考察 

 PCR 酵素とサイクル数の検討及び検出感度の比

較より、新酵素、50サイクルでダイレクト PCRを

実施することで一定レベルの検査精度を維持で

きたが、従来法より感度は低くなった。検出感度

を示すと図 5のとおりである。 

 

 

 

 

 

 

 

 検出感度が従来法に満たなかった原因として、

鋳型量が異なることが起因していると想定され

る。従来法では核酸抽出を行うため、最終的な PCR

の鋳型量はリンパ球約 5 万個分と計算されるが、

ダイレクト PCRの鋳型量はリンパ球約 5千個分と

10倍の差が生じる。そして、ダイレクト PCRでは

PCR 阻害物質の影響を受けやすいことも、検出感

度が低下した要因であると想定される。 

 Lipidure®とは日油株式会社が開発した MPC ポ

リマーで、免疫測定系をはじめとしたさまざまな

製品に応用されている。2022年度の日本医療検査

科学会で、Lipidure®を活用し SARS-CoV2の PCR検

査の感度向上について報告があった 5)。予備試験

では、抗体陽性牛 2 検体から核酸抽出し、

Lipidure®を加え 35～45サイクルで PCRを実施し

た場合は、添加区未添加区で差を認めなかったた

め、Lipidure®はダイレクト PCR の検出感度を向

上させることが示唆された。これは、加熱処理に

よる核酸の遊出の促進もしくは PCR阻害物質の抑

制の効果があると推測される。 

 また所要時間とコストの違いについて比較し

たところ、表 3のとおり作業工程が省略されたこ

とで、所要時間は約 2時間、コストは 1検体当た

り約 280円と、所要時間及びコストが半分以上削



減された。 

 

 

 

 

 

 

 

 今後は、新酵素、50 サイクルで行った場合、

Lipidure®を活用した場合、これらを併用した場

合、何コピーまで陽性にできるか明らかにしする

ことで、他の手法と感度が比較しやすくなり、結

果からおおよそのコピー数を推定できるように

なる。また、検出感度向上のため検査工程を改良

する。全血からのダイレクト PCR は鋳型量が少な

い点、PCR 阻害物質を含む点を考慮し、塩化アン

モニウム溶血処理による白血球の濃縮まで行い、

白血球からダイレクト PCRを行う工程を検討して

いく。 

 最後に、今回導いた最適な PCR 条件及び

Lipidure®の活用を導入することで効率的に遺伝

子検査を行い、ELISA 検査も併用することで、ウ

インドウ期を含めた陽性牛の把握に努めていく。 
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