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1 背景 

平成 18年から平成 28年における全国の牛

白血病発生状況を図１に示した。牛白血病は、

近年、発生頭数・戸数ともに増加しており、

平成18年には779頭635戸であったものが、

平成 28 年には 3,125 頭 1,998 戸と 10 年で発

生頭数は約 4 倍、発生戸数は約 3 倍となって

いる。また、牛白血病発症による死亡やと畜

場で牛白血病と診断され全廃棄されるなど、

農家への経済的被害も増加している。 

このような現状を踏まえ、平成 27 年に国

が｢牛白血病に関する衛生対策ガイドライン

（以下、ガイドライン）｣を策定、牛白血病対

策を推進させ清浄化を目指すこととなった。 

 

図 1 牛白血病の発生状況 

特に、牛白血病で問題となっている地方病

性牛白血病について、ガイドラインに沿った

対策を進めるためには、多検体の牛白血病ウ

イルス（以下、BLV）検査を実施し農場の感染

状況を把握する必要がある。 

BLV 検査のうち遺伝子検査の特徴は、移行

抗体に影響されず、早期に感染を確認するこ

とであるが、多検体の検査には労力と時間、

経費を要する。 

そこで、今回、効率的な BLV 遺伝子検査方

法を検討比較したので、その概要を報告する。 

 

2 材料と方法 

（1）遺伝子抽出方法の比較 

 ア 材料 

材料は牛白血球及び全血各 35 検体を

用いた。 

イ 方法 

遺 伝 子 抽 出 は QIAamp DNA Mini

［Qiagen］（以下、カラム抽出キット）及

び CellEase Blood［COSMO BIO］（以下、

加温抽出キット）を用いて実施した。 

各キットの遺伝子抽出工程を図2に示



した。 

カラム抽出キットでは、材料と試薬を

混合し 56℃で 10 分加温後、カラムに分

注。遠心により遺伝子を吸着させ、チュ

ーブを取替える方法により 3回洗浄し溶

出試薬を加え抽出した。 

加温抽出キットでは、材料と試薬を混

合後、72℃で 6 分、94℃で 3 分加温後、

阻害物質を抑制する試薬を加え抽出し

た。 

遺伝子抽出方法を比較するために、各

材料・抽出キットの組合せごとの nested 

PCR 法（以下、nPCR 法）での陽性率、35

検体当たりの作業時間、1 検体当たりの

経費について検討した。 

 

図 2 遺伝子抽出の工程 

 

（2） 遺伝子増幅方法の比較 

 ア 材料 

材料は牛白血球 35 検体を用いた。 

 イ 方法 

遺伝子増幅は Fechner らの報告 1)した

プライマーを用いた nPCR 法、BLV 検出用

キット［TaKaRa］を用いたリアルタイム

PCR 法（以下、rPCR 法）、Komiyama らの

報告 2)したプライマーを用いた LAMP 法

を実施した。 

これら3法の遺伝子増幅方法を検討す

るために、白血球とカラム抽出キットの

組合せで抽出した検体についての陽性

率、35 検体当たりの作業時間、陽性 DNA

を 10 倍階段希釈した際の検出された最

高希釈倍率、1 検体当たりの経費につい

て比較した。 

 

3 結果 

（1）遺伝子抽出方法の比較 

遺伝子抽出方法を比較した結果を図 3、

4、5 に示した。 

nPCR 法における各組合せの陽性率は、白

血球とカラム抽出キットの組合せが最も

高く 37.1％、白血球及び全血と加温抽出キ

ットの組合せが最も低く 31.4％となった。 

35 検体当たりの作業時間は、全血と加温     

抽出キットの組合せが最も短く 30 分、白

血球とカラム抽出キットの組合せが最も

長く 150 分となった。 

また、1 検体当たりの経費は、カラム抽

出キットが 438 円、加温抽出キットが 380

円となり、加温抽出キットの方が安価であ

った。 

 
図 3 nPCR 法における陽性率 



 

図 4 35 検体あたりの作業時間 

 

図 5 1 検体当たりの経費 
 
 

（2）遺伝子増幅方法の比較 

  遺伝子増幅方法を比較した結果を図 6、

7、8 及び 9 に示した。 

遺伝子増幅方法ごとの陽性率は、各方法  

で大きな差はなかったが、nPCR 法と rPCR 法

が最も高く 37.1％、LAMP 法は 34.3％とな

った。 

35 検体当たりの作業時間は、LAMP 法が

最も短く 90 分、次いで rPCR 法が 180 分、

PCR 法が最も長く 360 分となった。 

検出された最高希釈倍率は、nPCR 法と

rPCR 法が最も高く 102倍、LAMP 法は 101倍

まで検出された。 

1 検体当たりの経費は、nPCR 法が最も安

価となり174円、次いでLAMP法が 602円、

rPCR 法が 840 円であった。 

 

図 6 遺伝子増幅方法ごとの陽性率 

 

図 7 35 検体あたりの作業時間 

 

図 8 検出された最高希釈倍率 

 

図 9 1 検体当たりの経費 



4 まとめ・考察 

材料毎の結果では白血球は陽性率が高く、

全血は作業時間が短い結果となった。 

また、遺伝子抽出方法毎の結果をみてみる

と、カラム抽出キットは抽出率が高く、加温

抽出キットは作業時間が短く、経費が安価で

あった。 

次に、遺伝子増幅方法の結果は、nPCR 法、

rPCR 法の順に感度が高く、LAMP 法は作業時

間が短い結果となった。また、経費は nPCR 法

が最も安価であった。 

以上の結果から、作業時間や効率を重視す

る場合は、全血と加温抽出キットの組合せで

遺伝子を抽出後に LAMP 法で検査する方法が

効率的であり、スクリーニング検査など多検

体の検査をする際には有用な方法であった。 

また、感度を重視する場合、白血球とカラ

ム抽出キットの組合せで遺伝子を抽出し、

rPCR 法で検査する方法が最適で、陰性の確認

検査に適した方法であった。 

このことから、牛白血病の遺伝子検査を実

施する際には、目的に応じて検査法を適切に

選択することが労力と時間、経費を考える上

で重要であった。 

今後も適切に病性鑑定を実施し、牛白血病

清浄化推進の一助とする所存である。 
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