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牛乳頭腫症は牛パピローマウイルス（BPV : bovine

papillomavirus）が牛の体表皮膚や粘膜に感染し，感染

部位に腫瘍性病変（乳頭腫）を形成する疾病である

［1］．

BPVは主要外殻蛋白質をコードする遺伝子であるL1

領域の塩基配列に基づく系統樹解析において，現在

BPV1からBPV13までの13種類の遺伝子型が報告され

ている［2h6］．BPVは遺伝子型によって，感染部位の

親和性，腫瘍形成の有無及び形成される腫瘍の悪性度等

が異なることが知られており［1, 7］，このうちBPV1，

2，5，6及び9は乳頭皮膚に形成される乳頭腫の原因ウ

イルスである［2, 7h9］．特に，BPV6及び9は，北海道

及び東北地方の放牧施設において集団発生し，多数の牛

が搾乳困難となった事例が報告されている［8, 9］．さら

に，BPV9は乳頭全面を被覆する難治性腫瘍の形成に関

与していることが知られている［7］．また，BPVは遺伝

子型によって感染経路が異なる可能性があることが報告

されており［9］，遺伝子型により治療成績も異なるため

［9］，BPVの遺伝子型を正確に鑑別することは牛乳頭腫

症を防除する上で重要な情報となる．

従来，BPV各遺伝子型の同定にはウイルス遺伝子の

シークエンスによる塩基配列の同定が用いられてきた

が，1検体あたりのコストが高価で多検体のスクリーニ

ングには適していなかった．また，シークエンサーを所

有していない家畜保健衛生所等の診断現場では実施自体

が困難であった．そこで，比較的安価かつ簡便なスクリ

ーニング法として，PCRh制限酵素断片長多型（RFLP :

Restriction Fragment Length Polymorphism）法を用

いた広範囲のBPV遺伝子型鑑別法を考案した．

静岡県においても，牛乳頭腫症は発生しているが，ど

の遺伝子型のBPVが流行しているかは明らかにされて

いない．そこで，静岡県東部のA公共育成放牧場におい

て，今回考案したPCRhRFLP法による，当該牧場に浸

潤しているBPV遺伝子型の疫学調査を試験的に行い，

従来法による同定成績と比較することで，その有用性の

検証を行うこととした．
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要　　　　　約

牛パピローマウイルス（BPV）の遺伝子型の，従来のダイレクトシークエンス法より簡便で安価なPCRhRFLP法に

よる鑑別法を新たに構築し，その有用性について，野外検体を用いて従来法と比較検証した．静岡県東部のある放牧場

で飼養されている，牛乳頭腫症のホルスタイン種雌未経産牛26頭から92検体を採取し，従来法及びPCRhRFLP法を

用いてBPVの遺伝子型鑑別を実施した．その結果，PCRhRFLP法でBPV6（56/92），BPV9（19/92）及びBPV10

（7/92）が検出された．従来法で鑑別できた検体の，PCRhRFLP法と従来法の結果は100％一致していた．以上のこと

から，今回開発したPCRhRFLP法は従来法に替わるBPVの簡易的な遺伝子型鑑別法として有用であることが示唆され

た．―キーワード：牛パピローマウイルス（BPV），PCRhRFLP．
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採取した．検体ごとにディスポーサブルのグローブを交

換し，採取した検体は使用するまで－80℃で保管した．

検体を乳鉢中で 10％乳剤となるように 10mM Trish

EDTA緩衝液（pH8.0）と混和し，乳棒ですり潰したの

ち，その乳剤300μlをDNA抽出に用いた．乳剤作製の

際に用いる乳鉢及び乳棒は，オートクレーブで121℃，

30分高圧蒸気滅菌したものを用いた．DNA抽出には市

販のキット（MasterPureTM DNA Purification Kit for

Blood Version蠡，エア・ブラウン譁，東京）を用いて

定法通り行った．

PCR反応：Hatamaら［3, 8］が作製したBPV1，2

及び 5 を標的とするプライマーセット s u b A u p

（5 'hCCAGAYTAYYTMAAAATGGCh3 '）/subAdw

（5'hATAAMKGCTAGCTTATATTCh3'）並びにBPV3，

4，6，9，10及び11を標的とする subBup（5 'hTWYA

ATAGGCCCTTTTGGATh3 '）/subBdw（5 'hTTMC

GCCTACGCTTTGGCGCh3'）をPCR反応に使用した．

反応に使用するマイクロチップは，オートクレーブで

121℃，30分の高圧蒸気滅菌を行い，PCRチューブは

DNase/RNaseフリーの製品を使用した．抽出した

DNA 1μlに10× Ex taq buffer 5μl，dNTP mixture 

4μl，Takara Ex Taq HS 1.25 U（タカラバイオ譁，滋

賀），各プライマー0.5μM（最終濃度）及び滅菌蒸留水

を加え，50μl容量とした．PCR反応は94℃1分間の

後，94℃45秒間，55℃30秒間，72℃1分間を35サイ

クル行い，最後に72℃1分間反応を行った．

ダイレクトシークエンス法によるBPVの鑑別：前述

の方法で得られたPCR産物は市販のキット（FastGene

Gel/PCR Extraction Kit，日本ジェネティクス譁，東

京）を用いて目的のバンドを抽出及び精製し，ダイレク

トシークエンス法に供した．シークエンスプライマーは

上述のプライマーセットを用いた．塩基配列を決定した

検体を対象にして，GenBankデータベースでBlast検

索を行い，対応するBPVと比較解析を行った．

PCR–RFLP法：上述のプライマーセットが標的とす

るPCR増幅領域について，GenBankデータベースに登

録されている各BPVの遺伝子配列（表）を基に，BPV1

からBPV11までの制限酵素切断部位を検索した．見出

された各BPVに特異的な制限酵素切断部位の候補の中

から，制限酵素としての切断能が高くかつ切断後の各断

片がエチジウムブロマイド染色後に明瞭に識別できる切

断部位を持つ酵素としてAfa蠢を選択し，PCRhRFLP法

に用いた．BPV1からBPV11までのPCR産物のAfa蠢

によって切断されると予測される遺伝子断片のサイズを

表に示す．上述の PCR反応により得られた PCR産物

6μlに 10× T buffer（タカラバイオ譁，滋賀）2μl，

0.1％BSA 2μl，Afa蠢制限酵素（タカラバイオ譁，滋

賀）10U及び滅菌蒸留水を加え，20μl容量とし，37℃

で1時間反応させた．反応液20μlを3％アガロースゲ

ルで電気泳動後，エチジウムブロマイドを用いてトラン

スイルミネーター上で可視化し，増幅産物の切断パター

ンから判定を行った．PCRhRFLP法により得られた

BPVのタイピング結果をダイレクトシークエンス法の

結果と比較し，一致率を算出した．

成　　　　　績

ダイレクトシークエンス法によるA放牧場における

BPVの分布：採取した92検体のうち，乳頭を被覆する

難治性乳頭腫の病態を示したものは1検体で，残り91

検体は発症初期の小型腫瘤を採取し，治療を施したた

め，病態の区別はつかなかった．PCR法で期待した増

幅産物が得られたのは84検体であった．この84検体に

対しBlast検索を実施したところ，BPV6，9または10

のいずれかの遺伝子型とほぼ100 ％一致した．このう

ち，B P V 6 は 56 検体（66 . 7 ％），B P V 9 は 19 検体

（22.6％）及びBPV10は7検体（8.3％）であった．難

治性の病態を示した1例からはBPV9が検出された．ま

た，2検体（2.4％）については二重の波形が観察され，

BPVの同定には至らなかった．

PCR–RFLP法と従来法の比較：ダイレクトシークエ

ンス法で用いた84検体に対してPCRhRFLP法を実施し

た．その結果，BPV6が58検体（69.1％），BPV9が19

検体（22.6％）及びBPV10が7検体（8.3％）であった

（図）．

ダイレクトシークエンス法により鑑別された検体の，

PCRhRFLP法で鑑別されたBPV遺伝子型との一致率は

今回検出されたすべての遺伝子型で100％であった．ま

た，ダイレクトシークエンス法でBPVの同定に至らな

かった2検体については，PCRhRFLP法ではBPV6 と

判定された．

考　　　　　察

今回考案したPCRhRFLP法のBPV遺伝子型鑑別結果

と，従来のダイレクトシークエンス法の結果を比較した

PCRhRFLP法によるBPV遺伝子型の簡易鑑別法の開発
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表　制限酵素 Afa蠢により推定される切断パターン 

 BPV1 X02346 6,289h6,725 110,327 
 BPV2 M20219 6,282h6,718 437 
 BPV5 AF457465 6,243h6,676 61,149,224 

 BPV3 AF486184 6,266h6,867 9,90,181,322 
 BPV4 X05817 6,517h7,109 29,90,474 
 BPV6 AJ620208 6,541h7,130 157,186,247 
 BPV9 AB331650 6,558h7,147 90,247,253 
 BPV10 AB331651 6,406h6,995 590 
 BPV11 AB543507 6,501h7,093 90,503

プライマー 
セット 

標的 
BPV

GenBank  
ID

増幅部位 
（5'h3'） 

断片長 
（bp） 

subAup/ 
dw

subBup/ 
dw



ところ，ダイレクトシークエンス法でBPV遺伝子型を

鑑別できた検体については，ダイレクトシークエンス法

の鑑別結果とPCRhRFLP法のそれが100％一致してい

た．このことから，今回構築したPCRhRFLP法はダイ

レクトシークエンス法の代替法として十分な精度を持つ

ことが示唆された．しかし，ダイレクトシークエンス法

で判定できなかった2検体はPCRhRFLP法でBPV6と

鑑別されるという結果となった．これら2検体の波形デ

ータは2種類の波形が確認できるものであった．Hata-

maら［3］は2種類または3種類のBPVが混合感染し

た腫瘍性病変を報告している．以上のことから，ダイレ

クトシークエンス法で鑑別できなかった 2 検体には

BPV6を含む複数のBPVが感染しており，BPV6遺伝子

が量的に他のBPVより多いため，PCRhRFLP法では単

独のバンドパターンとして検出されている可能性が示唆

された．複数のBPVの感染を疑うケースではPCR産物

をクローニングすることで感染ウイルスを特定すること

ができるが，カルタヘナ法に定められている遺伝子組み

換え実験の申請を行う必要があるため，家畜保健衛生所

等で実施することが難しいという問題がある．今後は混

合感染を疑う腫瘍性病変のPCRhRFLP法のパターンに

ついて，さらなる検証が必要であると考えられた．

今回開発した PCRhRFLP法は理論上BPV1，2，3，

5，6，9及び10を鑑別可能であるが，BPV4及び11に

ついては制限酵素切断後のバンドパターンが重複するこ

とが予測されている．このような検体については，各

BPVを異なるパターンで切断する制限酵素を新たに選

択し，再度PCRhRFLP法を行うことで鑑別は可能にな

ると考えられる．しかし，今回の野外調査で検出された

BPVはBPV6，9及び10のみであり，他の遺伝子型に

対する有用性を確認できておらず，今後さらにデータを

蓄積するとともに，検証していく必要がある．さらに，

近年新たにBPV13が同定されたことから［6］，まだ未

発見のBPVが多く存在すると考えられる．加えて，パ

ピローマウイルスゲノムの変異率は0.73～1.20×10－8

bp/年［10］と非常に安定しているものの，株間の差異

によって，想定外のバンドパターンを検出する可能性も

否定できない．以上のことから，制限酵素の切断パター

ンが想定外のものであった検体及びPCR産物が切断さ

れなかった検体に対して，選択的に塩基配列の解読を行

い，得たデータを蓄積及び検証することで本

PCRhRFLP法の改善に努める必要がある．

今回の調査に用いた各検査法のコストを試算したとこ

ろ，ダイレクトシークエンス法は1検体あたり200 円

（外注の場合さらに高価）程度であったのに対し，

PCRhRFLP法は70円程度と安価であった．PCRhRFLP

法はサーマルサイクラーを有する家畜保健衛生所等で利

用可能であり，シークエンサーを必要としないため，広

域の疫学調査を実施する際に，従来法より優れていると

考えられる．

A公共育成放牧場で流行する牛乳頭腫症のBPVの分

布を調査したところ，BPV6，9及び10が検出された．

BPV9はこれまで北海道及び東北地方で発生が報告され

ていたが［5, 9］，今回，静岡県においても新たに存在が

確認された．関東以南でBPV9が検出された報告は本県

が初めてであり，北海道及び東北以外の地域においても

BPV9が浸潤している可能性が示唆された．

以上のことから，今回構築したPCRhRFLP法は，広

域にわたるBPVの疫学調査を行う上で，従来法と同等

の精度で，より安価に遺伝子型鑑別を実施できる可能性

が示唆された．ただし，今回の野外調査で検出されなか

った遺伝子型に対する有用性の確認や，複合感染に対す

る知見等，解決すべき課題は多い．今後はこれらの問題

を解決し，本PCRhRFLP法の適応範囲及び精度の向上

を行っていく予定である．
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Development of BPVhGenotyping by PCRhRFLP and a Practical Example 
of that Method

Noriyoshi UKAI†, Takahiro SETO, Takayuki TSUCHIYA, Hirohisa AKAMATSU 
and Yoshihide SAITO

＊ Shizuoka Prefectural Research Institute of Animal Industry, 1945 Inokashira, Fujinomiya,
418h0108, Japan

SUMMARY

A practical polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCRhRFLP) to identify
bovine papillomavirus (BPV) genotypes was developed and was compared to the conventional method (CM).
Bovine papillomas were collected from dairy heifers in a grazing facility in Shizuoka.  The CM detected BPV9
(19/92), BPV6 (56/92) and BPV10 (7/92) and all positive samples could be identified by PCRhRFLP.  These
results suggested that PCRhRFLP is a useful method for identifying BPV genotypes.
― Key words : bovine papillomavirus (BPV), PCRhRFLP.
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