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【はじめに】牛白血病は年々その頭数が増加している届出伝染病である。当所において

も牛白血病と診断し全部廃棄となる牛の頭数は増加しており、非常に重要な疾病である。

当所では、肉眼所見で診断に迷う場合、病理組織学的検査（以下「組織検査」）や市販の

DNA 抽出キットおよび BLV 検出キット（以下、「従来法」）を用いたリアルタイム PCR 法

（以下「qPCR」）を診断の一助としている。しかし、組織検査は手間や経験を要し、市販

キットによる qPCR は、ウイルス疾患である地方病性牛白血病（以下「EBL」）の診断には

非常に有効だが、経費と手技の煩雑さが問題となる。 

今回、BLV プロウイルスおよび牛ゲノム DNA を標的とするプライマー/プローブセットを

設計し、組織からの簡易 DNA 抽出法を新たに考案して、と畜検査における迅速診断法とし

ての汎用性および精度について検討したので報告する。 

【材料および方法】2017 年 2 月から 2019 年 8 月までに当所において牛白血病と診断又は

疑った牛 78 頭の腫瘍塊および脾臓 173 検体を材料とした。採材した組織片は 5mm 角に分

割して qPCR と組織検査を行った。そのうち 11 頭(36 検体)の組織片について、GAPDH 100

コピーあたりの BLV プロウイルスコピー数（DNA 比）と組織検査から細胞 100 個あたりの

EBL 様腫瘍細胞数（腫瘍細胞数比）を算出し比較した。 

(1)qPCR  

組織片を滅菌生理食塩水で洗浄後、50mM NaOH で DNA を抽出し、この抽出液 85µl に 1M 

Tris-HCl(pH7.0)15µl で中和したものを簡易 DNA 抽出法（第 1 図）による検体として qPCR

を実施した。プライマーとプローブは BLV の pol および牛の GAPDH を標的として設計し、

それぞれ FAM または ROX で標識したプローブを用意した（第 1 表）。1 検体あたり 2×

THUNDERBIRD Probe qPCR Mix（東洋紡） 12.5µl、Primer Probe Mix 0.5µl、滅菌蒸留水

10µl、検体 2µl を加えた合計 25µl で反応させた。反応条件は 95℃3 分の初期変性の後、

95℃5 秒、58℃15 秒の 2 ステップ PCR を 50 サイクルとした。なお、標準検体は、qPCR の

標的配列を組み込んだプラスミドを精製して調製した。DNA 濃度からコピー数（copies/µl）

を算出し、これを qPCR のたびに 107 コピーから 102 コピーまで希釈して使用し、検量線を

作成した。この検量線から各検体における pol と GAPDH のコピー数を計算し、GAPDH  100

コピーあたりの BLV プロウイルスコピー数から DNA 比を算出した。 

BLV が不検出または定量限界値以下（BLV プロウイルスが 102 コピー以下）の検体は、

GAPDH の増幅を確認した上で、同じ検体に対して DNA 抽出キットの Nucleospin Tissue

（タカラバイオ）にて DNA を抽出し、BLV 検出キットのウシ白血病ウイルス検出用

Probe/Primer/Positive control（タカラバイオ）にて qPCR を改めて実施した。 

（2)組織検査  

組織片から押捺標本を作成し、メイグリュンワルド・ギムザの２重染色を実施した。また、

同組織片を 10％中性緩衝ホルマリン液にて固定、定法に従いパラフィン切片を作成し、 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HE 染色をした。各検体の 9 視野を鏡検・撮影(1000 倍・1 視野 90µｍ×67.5µｍ)し、全細胞中

の多形性および異型性を特徴とする EBL 様腫瘍細胞数の割合から腫瘍細胞数比を算出した。 

【結果】調査した 78 頭のうち、組織検査から 72 頭が EBL であると診断し、本研究で構

築した簡易 DNA 抽出法および qPCR（以下、「新法」）では全ての検体で BLV が検出され

た。EBL 以外の腫瘍のうち 4 頭（散発性牛白血病「SBL」2 頭、高齢黒毛和種の非定型牛白

血病 2 頭）では BLV が検出されず、2 頭（SBL と上皮系悪性腫瘍）では腫瘍塊における

BLV プロイルス量が定量限界値以下であった。従来法では、前記 4 頭は BLV 陰性、後記 2

頭は陽性であると判定された（第 2 表）。 

DNA 比と腫瘍細胞数比に用いた 11 頭（36 検体）は BLV 陽性で、9 頭（31 検体）は EBL、2

頭（5 検体）は非 EBL であった。そのうち、EBL の腫瘍塊（27 検体）の DNA 比は 2.5～

114.3（中央値 55.1）、脾臓（4 検体）では 1.1～2.9(中央値 2.0)であった。非 EBL の腫瘍

塊（3 検体）の DNA 比は 0.1 以下、脾臓（2 検体）では 1.1 と 1.5 であった（第 3 表）。第

2 図に腫瘍塊および脾臓の DNA 比をすべてプロットしたものを示した。 

また、DNA 比と腫瘍細胞数比は、相関係数が 0.92 の正の相関が認められた（第 3 図）。 

【考察】EBL と診断した 72 頭について全て簡易 DNA 抽出法で BLV が検出され、本研究で

構築した新法の感度は十分であった。非 EBL の症例において BLV 陽性となった検体につい

ては、BLV の起因によらず腫瘍が発現したと考えられ、同様の症例が報告されている２）。

これは、不顕性で BLV に感染していたため、腫瘍組織に浸潤していたわずかな感染リンパ

球の BLV が検出されたと推察された。 

と畜検査において重要なのは BLV の感染の有無ではなく、発病しているかどうかの診断で

ある。宗村は EBL 発症牛の腫大リンパ節については BLV 遺伝子量が診断基準になりうる２）

と述べている。と畜場における迅速診断法における診断基準の確立を目標としていること

から、BLV の陽性陰性判定でなく BLV プロウイルス量の定量が必須であると考えた。 

今回、簡易 DNA 抽出法を用いた qPCR の信頼性を見るために DNA 比と病理組織学的な腫瘍

細胞数比について比較した。両者は、高い相関性をもつことがわかり、DNA 比は EBL の腫 

瘍細胞数を反映していた。これは、荻原らが各臓器のウイルス量が組織所見に直接反映さ 

れていると考察している点とも一致している３）。 

Primer Probe 塩基配列 

BLV-qF 

BLV-qR 

BLV-qProbe 

GCCCCAGATTTCCTCTCAG 

CTCTGCCCTGGTGATTAAGG 

AATACAGCCCCCGGGCCCTT 

（FAM と BHQ1 で修飾） 

bovGAPDH-qF 

bovGAPDH-qR 

bovGAPDH-qProbe 

CCCTTCACACTCTCCTTCCA 

CTCTTCCTCTCGTGCTCCTG 

TCCCTGGACCCCCAGCCC 

（ROX と BHQ2 で修飾） 

約 5mm 角の組織片 

 ↓←生理食塩水約 10ml 加 

 撹拌 

 ↓ 

組織片を新しい遠沈管に移す 

 ↓←50ｍM NaOH 約 5ml 加 

 撹拌 

 ↓ 

抽出液 85µl 採取 

 ↓←1M Tris-HCl 15µl 加 

 撹拌 

 ↓ 

DNA 抽出液 

第1表 プライマーとプローブの塩基配列 

第1図 簡易DNA抽出法のフロー図 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、BLV 陽性牛の脾臓では、EBL と非 EBL の DNA 比に差異がなく、両者を区別するには

脾臓は診断材料としては適さないと考えられた。脾臓を除いた非 EBL の DNA 比は 0.1 以下

（BLV プロウイルス量が定量限界値以下）であったことから、EBL の診断には腫瘍塊の

DNA 比を用いるべきであることがわかった。 

今回の結果から、新たに構築した簡易 DNA 抽出法を用いた qPCR は、腫瘍塊を用いた EBL

診断に有効であることが確認できた。検体搬入から数時間で検査結果を出せることと、市

販品を利用するより低コストで検査が行えることから、と畜検査における迅速診断法とし

て非常に有用であることがわかった。今後は、さらに多くの症例について比較し、診断基

準値について検証を進めたい。 
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 EBL 非 EBL 

 腫瘍塊 脾臓 腫瘍塊 脾臓 

検体数 27 4 3 2 

平均値 56.8 2.0 0.1 1.3 

中央値 55.1 2.0 0.1 1.3 

最小値 2.5 1.1 0.0 1.1 

最大値 114.3 2.9 0.1 1.5 

組織検査 頭数 
qPCR  

新法 従来法 

EBL 72 頭 陽性 － 

 

非

Ｅ 

Ｂ 

Ｌ 

 

上皮系悪性

腫瘍 
1 頭 陽性 

(定量限界

値以下) 

陽性 

SBL（散発性

牛白血病） 

1 頭 

2 頭 陰性 陰性 

高齢黒毛和種の 

非定型牛白血病 
2 頭 陰性 陰性 

第2表 腫瘍塊におけるqPCRおよび組織検査結果 

第1図 簡易DNA抽出法のフロー図 

第2図 腫瘍塊および脾臓のDNA比グラフ 第3図 DNA比および腫瘍細胞数比 
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第3表 腫瘍塊および脾臓のDNA比 


