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1 背景 

牛呼吸器病症候群（以下、BRDC）は、ウ

イルス、細菌、飼養環境など複数の要因が

絡み合い発症する 1)。このため、臨床症状

から原因を特定することが難しく、発生後

の治療や予防のためには検査による病原体

の迅速な特定が重要となる。また、牛に呼

吸器病を引き起こすウイルスは非常に種類

が多く、従来から広く知られているウイル

スに加え、近年では牛トロウイルス（以

下、BToV）や D 型インフルエンザウイルス

（以下、IDV）等も牛呼吸器病への関与が指

摘されている 2)。 

現在、当所における牛呼吸器病ウイルスの

遺伝子検査は、牛ウイルス性下痢ウイルス

（以下、BVDV）、牛 RS ウイルス（以下、BRSV）、

牛伝染性鼻気管炎ウイルス（以下、IBRV）、牛

アデノウイルス（以下、BAdV）、牛コロナウイ

ルス（以下、BCV）、牛パラインフルエンザ 3

型ウイルス（以下、BPIV3）の 6 種類のウイ

ルスを標的として個別に PCR（以下、従来法）

を実施している。上記のように、BRDC の治療

や対策をするには、迅速な病原体の特定が重

要となるが、従来法では PCR 反応、泳動、染

色、判定を 6 種類それぞれについて実施し、

ウイルスによっては PCR 反応に加え、逆転写

反応を行う必要があるため、非常に時間がか

かる。 

そこで今回、既報 3)の牛呼吸器病ウイルス

を同時に検出する、マルチプレックスリアル

タイム PCR（以下 mrPCR 法）について実用化

を検討したので、その概要について報告する。 

 

2 mrPCR 法 

 mrPCR 法は図 1 に示すように、１検体につ

き 4 種類ずつのプライマー、プローブセット

を、2 セット反応させることで 8 種類のウイ

ルスについて一度に検出する。今回対象とし

たウイルスは、従来法で対象とした 6 種類に

BToV、IDV を加えた 8 種類とした。 

また、リアルタイム PCR 法であるため泳動、

染色の必要が無く、陽性となったウイルスの



遺伝子量についてある程度推察することが

できる。 

 

図 1 mrPCR 法の模式図 

 

3 材料と方法 

（1）材料 

ア 陽性対照 

BVDV、BRSV、IBRV、BAdV、BCV、BPIV3 、

BToV についての力価が確認されているウ

イルス液を用いた。 

イ 野外材料 

過去に牛呼吸器病についての病性鑑定

依頼のあった材料 77 検体（鼻腔スワブ 74

検体、肺 3 検体）について用いた。 

 ウ PCR 試薬 

  従来法では OneStepRT-PCR kit(QIAGEN)、

HotStarTaq Plus Master Mix kit(QIAGEN) 

を、mrPCR 法では QuantiNova pathogen +IC 

Kit(QIAGEN)を用いた。 

 エ PCR 機器 

  従来法では AppliedBiosystems Proflex 

PCR System(ABI) を 、 mrPCR 法 で は

AppliedBiosystems 7500 RealTimePCR 

System(ABI)を用いた。 

 オ プローブ 

  mrPCR 法に用いたプローブの詳細は表 1

に示すとおりで、今回使用した PCR 試薬・

機器に適したリポーター・クエンチャーを

ターゲットごとに選択して用いた。 

表 1 プローブ詳細 

 

 

（2）方法 

 ア 検出限界の比較 

各ウイルスの陽性対照の 10 倍階 

 段希釈系列を作成し、それぞれ従来法と

mrPCR 法の検出限界を比較した。 

 イ 検査結果の比較 

過去に牛呼吸器病の病性鑑定依頼があ

った材料について、従来法と mrPCR 法の結

果を比較した。 

また、ウイルス分離検査と mrPCR 法の結

果の関連性、抗体検査と mrPCR 法の結果の

関連性について調べた。 

ウ 検査時間・費用の比較 

 従来法と mrPCR 法の１検体あたりの検

査時間・費用を比較した。 

 

4 結果 

（1）検出限界の比較 

陽性対照ウイルスの元々の力価と各ウ

イルスの検出限界については表 2のとおり

で、BToV、BAdV では従来法が mrPCR 法より



10 倍低い力価まで検出され、BRSV では

mrPCR 法が従来法より 100 倍低い力価まで

検出された。 

また、他のウイルスでは両法の検出限界

に差は見られず、各ウイルスで少なくとも

103TCID50/ml まで検出された。 

表 2 検出限界の比較 

 

 

（2）検査結果の比較 

ア 病性鑑定材料の比較 

表 3 に病性鑑定依頼材料 77 検体につ 

いて従来法、mrPCR 法のいずれかの方法で 

検出されたウイルスの陽性検体数を示し

た。 

従来法で検出された検体については、す

べて mrPCR 法で検出されており、mrPCR の

みで検出されたのは BVDV、BCV については

1 検体、BRSV については 14 検体だった。 

さらに従来法で対象としていなかった

IDV についても mrPCR 法で 16 検体検出さ

れた。また、同一の検体から複数のウイル

スの遺伝子が同時に検出される検体もあ

った。 

 

 

 

 

表 3 病性鑑定材料の比較 

 

 

イ ウイルス分離検査と mrPCR 法の関連性 

図 2 は mrPCR 法で陽性となった検体の

Ct 値についての分散を示しており、そこ

にウイルス分離でも陽性となった検体に

ついてプロットした。 

このグラフから、ウイルス分離陽性検

体は Ct 値が低くウイルスの遺伝子量が多

い傾向にあった。 

 

   図 2 Ct 値についての四分位範囲 

  

ウ 抗体検査と mrPCR 法の関連性 

 図 3 は BCV に対する抗体価および Ct 値

についての散布図を示しており、近似曲線

の R2から相関性は、ほぼみられなかった。 

図 4は BRSVに対する抗体価および Ct値

についての散布図を示しており、近似曲線

の R2 から相関性が示唆され、高い抗体価

を示す固体では Ct 値が高く、BRSV の遺伝

子量が低い傾向が見られた。 



 

図 3 BCV に対する抗体価及び Ct 値 

 

 

図 4 BRSV に対する抗体価及び Ct 値 

 

エ 検査時間・費用の比較 

図 5 に示すように、1 検体あたりの検査時

間では従来法が 1010 分、mrPCR は 73 分であ

った。また、1 検体あたりの費用では、従来

法が 2388 円、mrPCR 法は 738 円であった。 

図 5 検査時間・費用の比較 

 

 

5 まとめ・考察 

mrPCR 法は、従来法で対象外のウイルスも

検出可能で、従来法より迅速で安価であった

ことから、迅速かつ低コストで広範囲に検出

可能な方法であると考えられた。 

また、mrPCR 法の検出限界は、BRDC におい

て発症に大きく関わると言われる BRSV につ

いて、従来法より 100 倍低い力価まで検出さ

れ、各ウイルスについて両法で少なくとも

103TCID50/ml まで検出された。さらに従来法

でウイルスが検出されない検体において、

mrPCR 法で検出された検体もあったことから、

mrPCR 法は牛呼吸器病ウイルス検査に実用可

能であると考えられた。 

また、ウイルス分離陽性の検体は Ct 値が

低い傾向が見られ、BRSVに対する抗体価と Ct

値に相関性がみられたことから Ct 値とウイ

ルス分離結果、抗体価の関連性が示唆された。 

以上から今後も mrPCR法を用いてデータを

積み重ね、効率的に牛呼吸器病のウイルス遺

伝子検査を実施しながら病性鑑定業務を推

進していく所存である。 
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