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８ 牛鼻炎 A ウイルスを標的とした新規コンベンショナル PCR

系の設計及び検討 
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○小泉 舜史郎 

 

１ 背景と目的 

  牛鼻炎 A ウイルス（BRAV）は、エンベロープを持たない球形の一本鎖 RNA ウイルスで 

 あり、口蹄疫ウイルス、馬鼻炎 A ウイルス、牛鼻炎 B ウイルスと同じピコルナウイルス科 

 アフトウイルス属に分類される。また、BRAV はその抗原性から BRAV1 並びに BRAV2 の 

 2 つの血清型に分類される。BRAV は 1962 年に鼻炎を呈した子牛からはじめて分離されて 

  以来 1）、呼吸器症状を引き起こす病原体として注目を浴び、1968 年から 85 年にかけて 

  イギリス、日本、イタリア、アメリカなど、各国で分離報告がなされるなど活発な研究が 

  なされていた。しかし、ウイルス性状について調査が進められるにつれ、健康牛からも 

  分離されるなど病原性が比較的低いことが判明したため徐々に研究が下火となり、1980 年代 

 以降 BRAV に関する報告がほとんどなくなっていた 2）,3）4）,5）。 

  時代は進み 2010 年代に入り、次世代シークエンサーが多くの研究分野で活用されはじめ、 

 検査項目に縛られない網羅的な解析が可能となった。牛呼吸器病症候群（BRDC）研究の分野に 

 おいても次世代シークエンサーを活用した病原体保有状況調査が行われるようになり、その 

 結果 BRDC 発症牛の方が健康牛よりも優位に BRAV を保有していることが判明した。これを契機 

 に BRAV は BRDC 発症への関与が示唆される病原体として再注目を集めるようになった 6）,7）。 

  このような背景から、BRDC を疑う事例の病性鑑定において、BRAV を改めて検査パネルに 

 組み込み、詳細に調査することが求められるようになってきている。しかし、BRAV 研究が 

 数十年間停滞していたため、診断手法も大きな進歩がなく、BRAV を標的とする標準的な PCR 

 系は存在していない。そこで、既報の PCR 系 8）,9）について感度及び特異度の検討を行った 

 ところ、近年の野外株（流行株）を検出できない事例が複数認められた 10）。その原因として 

 流行株のゲノム情報不足が考えられたため、今回は PCR 系の改良を目的として、①流行株の 

 ゲノム情報の更新、② 更新ゲノム情報をもとにした新規プライマーの設計、③新規プライ 

 マーを用いた新規 PCR 系の感度・特異度検討を行った。 

 

２ 材料と方法 

 ⑴ 試薬及び機器 

   プライマー設計には Primer-BLAST11）を用いた。また、核酸抽出には High Pure Viral  

  Nucleic Acid Kit(Roche diagnostics)を用いた。RT-PCR には Super Script Ⅲ One-Step  

  RT-PCR with Platinum Taq(Invitrogen)及び T100TM（BIORAD)を用いた。リアルタイム 

  PCR には TaqMan RNA-to-Ct 1step Kit(Applied Bio Systems)及び Applied Biosystems  

  7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Bio Systems)を用いた。 
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 ⑵ ゲノム情報の更新 

   既にゲノムデータベース 12）に登録されている 8 種類の BRAV ゲノム情報を参考に、3d 

  遺伝子領域を標的としたシークエンス用プライマーを 3 種設計した。これらのプライマーを 

  用いて、平成 29～令和元年度に呼吸器症状を呈した牛から採取した鼻腔スワブまたは 

  肺乳剤(病鑑検体)計 47 検体から抽出した核酸を鋳型に RT-PCR を実施した。さらに、RT-PCR 

  で特異的な遺伝子増幅が認められた場合は、ダイレクトシークエンスにより得られた PCR 

  産物の塩基配列を決定した。ダイレクトシークエンスは農研機構動物衛生研究部門に実施を 

  依頼した。 

 ⑶ 新規プライマー設計 

   既存のゲノム情報及び⑴の結果を参考に、特に保存性の高い遺伝子領域を検索し、その 

  領域を標的とした新規プライマーを作成した(表 1）。 

 

表 1 新規プライマー 

 

 

 ⑷ 新規 PCR 系の感度・特異度検討 

   新規プライマーを用いた PCR 系(新規系)により、ウイルス力価(TCID50)が判明している 

  BRAV2 株(M-17、H-1)から抽出した核酸の希釈列を鋳型に RT-PCR を実施し、検出限界を検討 

  した。サンプル数はそれぞれの力価につき 3 つとし(Triplicate）、そのうち 1 つでも遺伝子 

  増幅が認められればその力価を検出可能とした。また、BRDC 関連ウイルス（表 2）培養 

  上清から抽出した核酸を鋳型に RT-PCR を実施し、非特異反応の有無を確認した。さらに 

  病鑑検体から抽出した核酸を鋳型に RT-PCR を実施し流行株の検出率を既報の 2 系と比較 

  した。PCR 試薬の組成及び反応条件は図 1に示したとおり。 

 

表 2 BRDC 関連ウイルス 

 

 

ウイルス名 略称 株名

牛アデノウイルス BAdV 袋井

牛伝染性鼻気管炎ウイルス BHV1 758

牛コロナウイルス BCV Mebus

RSウイルス RSV MNK7

牛パラインフルエンザウイルス３型 PIV3 BN-1

牛ウイルス性下痢ウイルスⅠ型 BVDVⅠ Nose

牛ウイルス性下痢ウイルスⅡ型 BVDVⅡ KZ-91CP

D型インフルエンザウイルス FluD D/bovine/Yamagata/10710/2016
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図 1 PCR 試薬組成及び反応条件 

 

３ 結果 

 ⑴ ゲノム情報の更新 

   シークエンス用プライマーを用いたダイレクトシークエンスにより、計 16 種類、9 株の 

  BRAV に類似した塩基配列が決定された(図 2)。 

 

 

図 2 流行株の塩基配列 

 

 ⑵ 新規プライマー設計 

   3d 遺伝子領域のうち、特に保存性が高い領域を標的としたプライマーを作成した 

  （図 3）。 
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図 3 プライマー標的部位；最上段が BRAV の塩基配列を並列したもので、直下の赤い帯が特に 

保存性が高い領域を示す。最下段が各株のプライマー標的部位を拡大した図。 

 

 ⑶ 新規 PCR 系の感度・特異度検討 

   新規系の検出限界は M-17 で 2×10^-5TCID50、H-1 で 2×10-6^TCID50であった（図 4）。 

 

図 4 検出限界検討 

 

   また、BRDC 関連ウイルスへの非特異反応は確認されなかった（図 5）。 

 

 図 5 特異度検討 
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   流行株は、新規系で 6 事例 11 検体、Hause らの系で 3 事例 3 検体検出され、Kishimoto ら 

  の系では検出されなかった（図 6）。 

 

図 6 流行株検出率比較 

 

４ 考察 

  今回、新規系は既報の系よりも多くの流行株の検出が可能であり、ウイルス分離以上の 

 感度(1TCID50)を有していたことから、ゲノム情報の更新により高感度 PCR 系を新たに構築 

 できたと考えられた。また、高い感度を有することから、病性鑑定の際のスクリーニング検査 

 に適用可能であると考えられた。従来の抗原検査はウイルス分離が主流であり 13）、結果判明 

 まで数日から数週間を要したが、新規系をスクリーニング検査に活用した場合、結果判明まで 

 の時間を最短 4 時間まで短縮することが可能となった。また、従前は抗原検査陰性となって 

 いた事例についても、PCR により抗原の存在が証明できる可能性があり、病性鑑定の精度向上 

 が期待された(図 7)。 

 

図 7 スクリーニング検査に新規系を活用した場合の検査フロー 
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  さらに、従前はウイルス分離の判定を鏡検または蛍光抗体法で実施していたが 13）、鏡検では 

 細胞変性効果（CPE)を起こさない株を検出できない、蛍光抗体法では BRAV に特異的な抗体を 

 準備する手間がかかる等の問題があった。しかし、この新規系をウイルス分離の判定に活用し 

 た場合、これらの問題を解決でき、病性鑑定の精度向上と効率化が期待された(図 8)。 

 

図 8 ウイルス分離の判定に新規系を活用した場合の検査フロー 

 

５ 今後 

  今回、ゲノム情報を更新することでよりユニバーサルなプライマーを作成することに成功 

 した。このことから、研究が下火となっていた 1980～2010 年代の数十年間に BRAV のゲノムが 

 多様化していることが改めて示唆された。これに伴い病原性、抗原性も変化している可能性が 

 あるため、今後は新規系を活用してウイルスの分離を進め、ウイルス性状の解析を行って 

 いき、BRAV が BRDC 発症にどのように関与しているかを調査していく必要があると考える。 
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