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１ 背景 

牛ウイルス性下痢（以下「本病」という。）

は、牛ウイルス性下痢ウイルス（以下「BVDV」

という。）の感染を原因とし、感染牛では下

痢、呼吸器症状等がみられるほか、妊娠牛で

は流産、不受胎等の繁殖障害や産子の異常が

みられる疾病である。また、家畜伝染病予防

法に規定する届出伝染病に指定されている。 

通常、本病は、牛が BVDV に感染してから

２から３週間後に、体内で十分な抗体を産生

して BVDV を中和することから、症状は一過

性で回復する。しかし、妊娠牛に感染した場

合、胎子は感染時の胎齢によって、生涯にわ

たって BVDV を体内に保有し続けるとともに

体外に排出し続ける持続感染牛（以下「PI 牛」

という。）となり、同一牛群内の汚染源になる

とともに、他農場への伝播源となる。1） 

本県における本病の発生は 2012 年以降確

認されていない。しかし、本県から出荷され

た牛が他県において PI 牛と診断された事例

は、過去５年間で、2016 年に１件、2018 年

に２件、2019 年に３件、2020 年に３件と継

続して診断されている。 

このような中、2020 年、本県大規模農場の

出荷牛が他県において PI 牛と診断されたこ

とを契機に、県内の感染状況を把握すること

とし、保存血清を用いた浸潤状況調査を実施

した。 

さらに、PI 牛摘発のためのスクリーニング

検査を行うに当たり、採血など特別な手技に

よらない方法で手間をかけずに生産者自身

が採材できるよう、採材方法と材料の保管方

法について検討したので、その概要を報告す

る。 

 

２ 浸潤状況調査 

（１）調査材料 

調査材料は、2015 年から冷凍保存していた

血清を用いた。対象は、家畜伝染病予防事業

に基づく定期検査で採取した 12 か月齢以上

の繁殖に供する肉用牛 12,050 頭、乳用牛

10,674 頭で、内訳を表１に示した。 



なお、本県では、2019 年２月１日現在、肉

用牛繁殖雌牛が 12,500 頭、乳用牛が 11,700

頭飼養されており、定期検査は、肉用牛を２

年間隔、乳用牛を５年間隔で実施しているこ

とから、本調査材料で、県全体の状況を概ね

把握できると考えた。 

 

 

（２）調査方法の検討 

調査材料が 22,724 検体と多いことから、

効率的に調査を実施するため、調査をプール

材料で行うこととし、リアルタイム PCR によ

り、PI 牛の摘発が可能な血清プール数の算出

を試みた。 

検査に用いた試薬は、材料からの RNA 抽出

に High Pure Viral RNA Kit(Roche 社)、リ

アルタイム PCRに Taqman Fast Virus 1-step 

Master Mix (ABI 社)を使用した。また、BVDV

遺伝子を検出するプライマー、プローブは、

斎藤らの報告 2)に準じた。 

検証材料として、当所で所有する野外 PI牛

血清と BVDV 培養液（Nose 株）を用いた。 

これらを 10 倍階段希釈した材料から RNA

を抽出し、リアルタイム PCRを実施した結果、

野外 PI 牛血清は、320 倍希釈まで遺伝子が

検出され、BVDV 培養液では、表２に示すとお

り、102TCID50/ml の Ct 値は 27.3 であった。 

PI 牛は一生涯多量のウイルスを排泄し続

け、血清中において 102～106TCID50/ml のウイ

ルス量を認める 3）との報告がある。ここで、

Ct 値の理論値について考えると、PCR では１

サイクルごとに２の倍数で遺伝子が増幅す

るため、材料を２倍希釈するごとに Ct 値は

１ずつ高くなる。 

BVDV 培養液から作製した 102 TCID50/ml 培

養液を 2 倍階段希釈した時の Ct 値は表２の

とおりであるが、本 PCR では Ct 値 36 以上は

非特異反応の可能性があるため、Ct 値 36 未

満となる 28（=256 倍）希釈が理論上の検出限

界と考えられた。 

 

 

以上の成績から、今回の調査材料から PI牛

を摘発できる判定可能な血清プール数につ

いては、より確実かつ効率的に検出するため、

96 検体とした。 

検証のため、96 倍希釈した野外 PI 牛３頭

の血清を使用し、リアルタイム PCR を行った

ところ、全て Ct 値 36 未満となり問題なく検

出されたため、浸潤状況調査は 96 検体の血

清をプールして実施した。 

なお、遺伝子が検出された血清プール材料

は、個体毎に検査を行った。 

（３）調査結果 



（２）の方法で検査を行った結果、肉用牛

では、12,050 頭のうち、３頭で遺伝子が検出

され、陽性率は 0.025%であった。乳用牛では、

10,674 頭のうち、８頭で遺伝子が検出され、

陽性率は 0.075%であった。 

遺伝子が検出された牛の飼養場所を図１

に示した。特に、飼養頭数の多い地域で確認

された。 

 

 

３ スクリーニングを目的とした採材・保管

方法の検討 

（１）目的 

農林水産省が作成した本病のガイドライ

ンでは、スクリーニング検査は、バルク乳（複

数農場の生乳を合せた合乳を含む。以下同

じ。）を用いた RT-PCR、スポットテスト又は

5 条検査の余剰血清等（プール血清を含む。）

を用いた RT-PCR1)と記載されている。しかし、

非搾乳牛や肉用牛の血清を材料とする場合、

獣医師による採血が必要となるため、生産者

が採材することができず、労力も大きい。 

そこで、PI 牛摘発のためのスクリーニング

検査の採材を、生産者自身でも実施できるよ

う、①採材が容易であること、②保管に特別

な器具・機材が不要であること、③検査まで

の日数に余裕がもてるよう長期保存が可能

なことの３点を条件に検討した。 

（２）採材方法の検討 

（１）の条件を考慮し、採材・保管方法を

検討し、その概要を図２に示した。 

採材は、綿棒を用いたスワブで、採材部位

は、容易に採材できる鼻腔、口腔、膣粘膜と

した。 

また、PBS 等の緩衝液は入れずに保管し、

検査に供するものとした。 

保管は、温度を４℃と‐20℃、期間を０、

３、７、14、28 日として、検討を行った。 

 

 

（３）検査材料及び検査方法 

PI 牛と診断された乳牛１頭から、上記（２）

により採材したスワブから抽出した RNAにつ

いて、先に示す方法でリアルタイム PCR を実

施し、Ct 値の比較を行った。 

（４）検査結果 

各スワブの保存期間ごとの Ct 値を図３に

示した。 

鼻腔スワブは、４℃と－20℃の保管温度の

いずれも保存期間による影響は認められず、

Ct 値は維持されていた。 

口腔スワブの‐20℃保管では、Ct 値を維持

していたが、４℃保管では、保存期間が長く

なるにつれて Ct 値は高くなり、28 日目には



35 付近であった。 

また、膣粘膜スワブは、４℃と－20℃の保

管温度のいずれも 14日間まで Ct値が概ね維

持されていたが、鼻腔スワブよりも高い値で

あった。 

全体で比較すると、鼻腔スワブの Ct 値が

一番低い傾向がみられ、14 日目までは、検査

に十分な量であった。 

 

 

４ まとめと考察 

今回の浸潤状況調査では、肉用牛で

0.025％の陽性率、乳用牛で 0.075％の陽性率

であった。この数値は、平成 24 年度診断予

防事業調査における全国の抗原検査 成績

の 0.63％4)、茨城県の乳用牛調査の 0.19％5)

と比べて低い値であり、香川県の乳用牛調査

の 0.05%6)と同程度であったことから、本県

の BVDV 浸潤度は低いと考えられた。 

なお、平成 25 年度の本県における BVDV 調

査による死亡牛の陽性率は 0.36％7)であり、

今回の調査の陽性率と比べ大きな差異がみ

られた。これは、調査対象が死亡牛であり、

今回の調査対象と異なるため、単純に比較は

できないものの、PI 牛であった場合、今回の

調査対象である 12 か月齢以上となる前に死

亡する可能性が高いこと、症状を示さず健康

牛としてと畜場に出荷されたことなどが要

因と考えられた。 

今回の調査で遺伝子が検出された肉牛３

頭、乳牛８頭については、PI 牛の可能性があ

ることから、追跡調査が必要である。 

また、保存血清のプール材料を用いた本調

査は効率的であり、大規模農場の感染状況確

認に有用と考えられた。 

次に、スクリーニングを目的とした採材・

保管方法の検討では、すべてのスワブで、い

ずれの保存状況でも 14 日間まで検査に十分

な遺伝子が検出されたが、口腔スワブの４℃

保存で Ct 値が保存期間が長くなるにつれて

増加したこと、鼻腔スワブの Ct 値が最も低

い傾向がみられたことから、スクリーニング

には、生産者が容易に採材、保管できる鼻腔

スワブの４℃保管が最も適していると考え

られた。 

また、鼻腔スワブを 10 頭分プールした材

料でも理論上判定が可能と考えられたため、

牛房単位でのスクリーニングへの応用が期

待された。 

なお、口腔スワブの４℃保存で Ct 値が経

日的に増加したことについては、唾液のｐH

や含まれる成分が要因と推察されたが、特定

には至らなかった。 

 

５ 今後の展望 

本調査により、本県の BVDV 浸潤度は低い

と想定されたが、本県において PI 牛の存在

は確認されている状況である。 

今後は、生産者に対して、本病浸潤状況の

情報提供を行うとともに、本調査のスクリー

ニングを目的とした方法により誰でも簡単

に採材できることを普及し、多くの材料を短



時間で診断できることを伝え、生産者自らが

自身の農場の清浄性を維持する意識を持て

るように指導していくことで、本県の清浄性

の維持に努める所存である。 
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