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牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）による病態は多
岐にわたり，畜産経営に大きな経済的被害を及ぼす疾病
と考えられている．BVDVはフラビウイルス科ペスチ
ウイルス属に属し，その遺伝的な違いや抗原性の差から
1型ウイルス（BVDV-1）及び 2型ウイルス（BVDV-2）
に分類されている［1］．牛群内の BVDVの流行で最も
問題となるのが持続感染（PI）牛の存在である．BVDV

ワクチンを使用していない預託育成牧場などに PI牛が
侵入すると，免疫を持たない妊娠牛に BVDVが感染し，
胎子が免疫寛容となり，結果として多くの PI牛が産出
される［2］．
鳥取県では酪農場のバルク乳検査を中心に PI牛の摘
発を進めており，2012 年までに 8 頭の BVDV-1 の PI

牛を摘発している．しかし，2014 年に多くの酪農家が
利用する県内の公共育成牧場において BVDV-2 の PI牛
が摘発されて以降，この育成牧場と関連する多くの農場
において BVDV-2 の PI牛が摘発されている．育成牧場
への預託牛は入牧前に呼吸器病対策として BVDV-1 を

含む生ワクチンの接種が義務付けられていたが，
BVDV-2 を含むワクチンは未接種であった．このため
育成牧場内の多くの妊娠牛は BVDV-2 に対する免疫が
十分に賦与されておらず，牧場内の同居 PI牛により
BVDV-2 に感染し，育成牧場を介して，PI牛の入牧，
育成牧場汚染，新たな PI牛産出，その PI牛の入牧とい
う負の連鎖が起こり，PI牛の大量発生につながったと
考えられた．PI牛の主要な発生源となった育成牧場の
清浄化を図るため，現在は入牧予定牛に対して入牧前に
BVDV-1 及び 2 を含む生ワクチンの接種と BVDVの遺
伝子検査を義務付けている．入牧前検査は年に 6回実施
しており，1回の処理検体数は約 200 検体である．遺伝
子検査は 10 頭を上限としたプール血清を用いた RT-
PCR［3］を実施している．しかし，RT-PCRは手技が
煩雑で多検体処理には不向きであり，またプール検体で
陽性または偽陽性が確認された場合には，再度個体ごと
の検査を実施しなければならず，最終判定までに多くの
時間と労力を要する．海外では 1990 年代の初めから比
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要　　　　　約

鳥取県では 2013 年から公共牧場での牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）まん延防止対策として，RT-PCRによる
全入牧牛の BVDV検査を実施している．RT-PCRによる検査は多くの時間と労力を要するため，Erns捕捉 ELISAキッ
ト（抗原 ELISA）の導入を検討した．BVDVの持続感染（PI）牛血清 22 検体及び BVDV急性感染牛のペア血清を用
いてELISAを実施した結果，PI牛血清22検体はすべて陽性，急性感染牛のペア血清は陰性となった．また，PI牛1頭を
含む 646 頭の野外血清を用いた場合も PI牛 1頭のみ陽性，ほかはすべて陰性となった．一方，血中抗体の影響を調べ
る目的で PI牛血清に抗 BVDV抗体陽性血清を混合した検体を用いたところ，抗体価 128 倍以上の場合に ELISA結果
が陰転する例が確認された．これらの成績から，移行抗体を保有する子牛の検査には注意が必要であるが，特異性が高
く，手技が容易な抗原 ELISAは BVDVのスクリーニング検査に有用であると考えられた．
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示すとおりである．
野外検体での検証試験：野外検体での検出効率を検証
するため，平成 26 年 4 月～平成 27 年 1 月に採材した
入牧予定牛の血清 646 検体を用いて従来法と抗原
ELISAの比較を行った．従来法はMDBK-SY細胞を用
いたウイルス分離及びプール血清 PCRを実施した．ウ
イルス分離は被検血清を接種したMDBK-SY細胞を
37℃で 4～10 日間静置培養し，CPEを基準に判定した．
プール血清 PCRは 20 頭を上限として被検血清をプー
ルし，プライマーセット 103-373 を用いた RT-PCR［7］
により特異遺伝子を検出した．いずれかの検査で抗原が
検出された牛については 2週間後に採血し，同様の検査
及びペア血清を用いた中和抗体検査を実施した．分離ウ
イルス及び遺伝子型の同定は市販のキット（BVDV 

Direct FA Conjugate, VMRD Inc., U.S.A.）を用いた
直接蛍光抗体法及び制限酵素 PstⅠを用いた制限酵素切
断長多型（RFLP）解析［8］により行った．
血清中抗体が抗原 ELISAの検出感度に与える影響に
ついての検証：血清中の抗 BVDV抗体が結果に与える
影響について検討するため，抗 BVDV抗体を含む牛血
清（以下，抗体陽性血清）を希釈し，BVDV-1 及び 2

較的容易かつ短時間で実施できる抗原検出 ELISAが
BVDVの診断に用いられてきた［4, 5］．近年では高感
度で高い特異性を持つ BVDVの構造蛋白である Erns捕
捉 ELISAキットが市販されており［6］，わが国におい
ても 2014 年 4 月から販売が開始された．本報では RT-
PCRの代替の抗原検査法としてこの抗原検出 ELISA

キットの使用を検討するとともに，その性能についての
検証試験を実施したので，その概要について報告する．

材料及び方法

特異性の検証：PI牛に対する特異性を検証するため
に，病性鑑定室（当所）において BVDVの持続感染（PI）
牛と診断された牛 18 頭の血清延べ 22 検体（検体 No. 1, 
2及び5～24）及びBVDV急性感染牛1頭のペア血清（検
体 No. 3 及び 4）を用い抗原 ELISAキット（BVDV Ag

エリーザキット，アイデックス ラボラトリーズ㈱，東
京）を実施した．検査手順及び判定は付属の説明書にし
たがった．具体的には，指示陽性抗原 2ウェルの平均吸
光度を P，指示陰性抗原の吸光度を N，検体の吸光度を
Sとして S-Nを算出し，S-Nが 0.3 より大きいものを
陽性とした．試験に供した個体及び検体の詳細は表 1に

表 1　検証試験に供した PI牛の検体情報と抗原 ELISAの結果

個体
No.

検体
No. 月齢 検体情報 RT-PCR 遺伝子型

中和抗体価＊ ELISA＊＊

Nose株 KZ-91CP株 S-N 判定

1 1 48.1 PI牛 ＋ BVDV-1 32 4 3.910 ＋
2 48.8 ＋ BVDV-1 8 2 3.689 ＋

2 3 75.3 急性感染（プレ） ＋ BVDV-1 64 8 0.012 －
4 76.4 急性感染（ポスト） － － 4,096 128 0.005 －

3 5 6.9 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.535 ＋
4 6 0.8 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.910 ＋
5 7 29.3 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.613 ＋
6 8 0.3 PI牛 ＋ BVDV-2 4,096 128 3.657 ＋

9 0.8 ＋ BVDV-2 2,048 16 3.570 ＋
7 10 32.7 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.688 ＋

11 33.2 ＋ BVDV-2 1 1 3.767 ＋
8 12 3.5 PI牛 ＋ BVDV-2 2 1 3.669 ＋
9 13 9.5 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.744 ＋
10 14 13.4 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.757 ＋

15 13.8 ＋ BVDV-2 1 1 3.581 ＋
11 16 2.5 PI牛 ＋ BVDV-2 2 1 3.616 ＋
12 17 2.7 PI牛 ＋ BVDV-2 NT NT 3.499 ＋
13 18 33.7 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.528 ＋
14 19 3.1 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.560 ＋
15 20 3.2 PI牛 ＋ BVDV-2 2 2 3.501 ＋
16 21 42.0 PI牛 ＋ BVDV-1 1 1 3.446 ＋
17 22 3.5 PI牛 ＋ BVDV-2 2 64 3.465 ＋
18 23 3.3 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.507 ＋
19 24 7.5 PI牛 ＋ BVDV-2 1 1 3.445 ＋

＊：中和抗体価は常法により測定し，2倍未満を 1，4,096 倍以上を 4,096 とした．使用細胞はMDBK-SY細胞，中和用ウイル
スには Nose株（BVDV-1），KZ-91CP株（BVDV-2）を用いた．

＊＊： 指示陰性抗原の吸光度を N，検体の吸光度を Sとして S-Nを算出し，S-Nが 0.3 より大きいものを陽性とした．
NT：実施せず
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KZ-91CP株に対する中和抗体を保有していなかった．
その後，RFLP解析によりこの牛を BVDV-2 の PI牛と
確定診断した．
血清中抗体が抗原 ELISAの検出感度に与える影響に
ついての検証：抗体陽性血清の希釈列に BVDV-1 の PI

牛の血清を混和した検体では 4頭の抗血清のいずれの希
釈段階においても抗原 ELISA，RT-PCRともに陽性と
なった（表 2）．一方，BVDV-2 の PI牛の血清を混和し
た検体では RT-PCRはすべて陽性となったものの，抗
原 ELISAでは No. 1 が算定値 1,024 倍以上，No. 2 が
128 倍以上及び No. 4 が 512 倍以上で陰性となった（表
3）．陰性対照として用いた抗 BVDV抗体陰性血清（抗
体陽性牛 No. 3 及び No. 4 のプレ血清）では BVDV-1
及び BVDV-2 いずれの PI牛血清と混和した場合も抗原
ELISA，RT-PCRともに陽性となった（データ示さず）．

考　　　　　察

抗原 ELISAを用いて特異性の検証を行った結果，当
所で PI牛と確定診断された 22 検体の血清はすべて陽
性と判定された．また，646 検体の野外材料を用いた試
験においても，確定診断で BVDV-2 の PI牛と診断され
た 1検体のみが陽性となり，その他はすべて陰性と判定
された．これらの結果は従来法であるウイルス分離及び
プール血清の RT-PCRによる診断と完全に一致した．
一方，PI牛でない急性感染症例のペア血清（表 1，

No. 3 及び 4）ではポスト血清のみならず，RT-PCRで
ウイルス遺伝子が検出されたプレ血清でも抗原 ELISA

陰性となった．この結果から，抗原 ELISAは RT-PCR

よりも検出感度は落ちるものの，本抗原 ELISAが PI牛
の診断に有用であることが示された．急性感染個体の検

の PI牛の血清と混和した検体を用いて抗原 ELISA及び
RT-PCRを実施した．詳細には，牛 4頭から採取した
抗体陽性血清を市販の BVDVフリー牛血清で 2倍階段
希釈し，BVDV-1 及び 2 に対する抗体価が計算上 1 以
下となるまでの希釈列を作製した．次に各希釈血清に
BVDV-1 もしくは BVDV-2 の PI牛の血清を等量混合
し，検体とした．なお，この 2頭の PI牛は表 1に含ま
れていない個体である．RT-PCRはプライマーセット
324-326［3］を用いて実施した．抗 BVDV抗体陽性血
清の中和抗体価は定法により測定した．各抗体陽性血清
の中和抗体価（抗Nose株，抗KZ-91CP株）は，No. 1：
（1,024，4,096），No. 2：（4,096，1,024），No. 3：（512，
16），No. 4：（8，2,048）であった．希釈血清に混和し
た PI牛の血清のウイルス力価（遺伝子型）は BVDV-1 
103.1TCID50/ml（1a）及び BVDV-2 104.3TCID50/ml（2a）
であった．陰性対照には No. 3 及び 4のプレ血清である
BVDV抗体及び抗原陰性血清を用いた．

成　　　　　績

特異性の検証：PI牛と診断された牛血清 22 検体は月
齢に関わらずすべての個体で抗原 ELISA陽性となった．
また，PI牛の血清及び急性感染牛のプレ血清はプライ
マーセット 324-326 を用いた RT-PCR［3］において陽
性を示し，ポスト血清は陰性を示したが，抗原 ELISA

ではプレ及びポスト血清ともに陰性であった（表 1）．
野外検体での検証試験：従来法及び抗原 ELISAのい
ずれにおいても検査した 646 検体中 1 検体のみが陽性
となった．陽性となった 1検体については，2週間後の
再検査においても BVDV抗原が検出され（RT-PCR陽
性，ウイルス分離陽性），ペア血清とも Nose株及び

表 2　BVDV-1 の PI牛血清に 2倍階段希釈した抗体陽性
血清を混和した際の抗原 ELISA結果

抗体陽性血清

No. 1
（1,024）

No. 2
（4,096）

No. 3
（512）

No. 4
（8）

抗 Nose 
抗体価 
（算定値）

2,048 NA ＋/＋ NA NA
1,024 NA ＋/＋ NA NA
512 ＋/＋＊ ＋/＋ NA NA
256 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ NA
128 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ NA
64 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ NA
32 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ NA
16 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ NA
8 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ NA
4 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋
2 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋

＊RT-PCR/抗原 ELISAの成績をそれぞれ示す．
括弧内は抗体陽性血清原液の Nose株に対する抗体価を示
す．
NA：該当なし

表 3　BVDV-2 の PI牛血清に 2倍階段希釈した抗体陽性
血清を混和した際の抗原 ELISA結果

抗体陽性血清

No. 1
（4,096）

No. 2
（1,024）

No. 3
（16）

No. 4
（2,048）

抗 KZ 
－91CP 
抗体価 
（算定値）

2,048 ＋/－＊ NA NA NA
1,024 ＋/－ NA NA ＋/－
512 ＋/＋ ＋/－ NA ＋/－
256 ＋/＋ ＋/－ NA ＋/＋
128 ＋/＋ ＋/－ NA ＋/＋
64 ＋/＋ ＋/＋ NA ＋/＋
32 ＋/＋ ＋/＋ NA ＋/＋
16 ＋/＋ ＋/＋ NA ＋/＋
8 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋
4 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋
2 ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋ ＋/＋

＊ RT-PCR/抗原 ELISAの成績をそれぞれ示す．
 括弧内は抗体陽性血清原液の KZ-91CP株に対する抗体
価を示す．
NA：該当なし



190

抗原 ELISAを用いた BVDV検査の検証

日獣会誌　69　187～191（2016）

年間コストは約 450,000 円となるため，抗原 ELISAを
実施した場合と比較して安価である．また PCR産物を
用いて BVDVの遺伝子型をただちに判定できるという
メリットもある．したがって，これら両者の特性を考慮
すると，特異性が高く，簡易性，迅速性で優れている抗
原 ELISAは多検体を処理する必要があるスクリーニン
グ検査に非常に有用であり，一方，少数検体の検査や剖
検材料を用いた検査等では RT-PCRが有用である．そ
れぞれの検査法の特徴を理解し，検査目的によって使い
分けることが効率的な BVDVの診断につながると考え
る．今後は入牧前検査として抗原 ELISAを用いたスク
リーニング検査を現地家保で迅速に実施し，陽性検体を
当所に搬入し，確定診断を行うという検査体制を整備し
ていく予定である．高い移行抗体を保有する若齢牛の検
査には注意を要するため，現在は 6カ月以上の入牧牛を
対象にこの抗原 ELISAを実施することを考えている．
このように検査の迅速化，効率化を図りながら，今後も
育成牧場の清浄性を維持し県内の BVDVまん延防止に
努めていきたい．
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出については，今回 1症例 1頭のみの成績であるため，
今後症例を重ね検討していく必要があると考えられた．
血清中の BVDV抗体による抗原 ELISAへの影響を確
認した試験では，KZ-91CP株に対する算定抗体価 128
倍以上の血清と BVDV-2 の PI牛血清を反応させた場合
に抗原 ELISAで陰性となる場合があった（表 3）．抗原
ELISAは BVDVの構造タンパクである Ernsを標的とし
ている．Ernsはウイルス粒子の表面に存在し，抗体の標
的となりやすい部位であるため［9］，抗血清と反応させ
た場合，血清中の抗体により Ernsがマスクされてしま
い，抗原 ELISAでの感度低下を招いたと考えられた．
同様に，移行抗体を保有する子牛は抗原 ELISAでは検
出できない場合があるとの報告もある［10］．しかし，
本試験では移行抗体と考えられる中和抗体を保有する若
齢 PI牛血清 3 検体（検体 No. 8，9 及び 22）は抗原
ELISAで陽性となった．データには示していないが，
Nose株に対する抗体価が最も高い検体（表 2：No. 2，
2,048 倍）では判定は陽性であるものの S-N値が約 0.6
と著しく低い値を示した．このため，BVDV-1 に対し
ても数千倍の高い抗体価を保持する場合には ELISAの
判定に影響を及ぼす可能性が示唆された．以上の結果か
ら，抗原 ELISAは PI牛の摘発を目的とした野外への応
用は十分可能であると考えられる．一方で高いレベルの
抗体を保有する場合に偽陰性を示す可能性があることか
ら，抗原 ELISA陰性となる中和抗体の値や，移行抗体
や感染抗体が抗原 ELISAに与える影響の違いなどさら
なる検証が必要と思われる．
多くの妊娠牛が飼養されている育成牧場での BVDV

清浄性の維持は，BVDVまん延防止のために非常に重
要である．これまで，その清浄性維持の鍵となる入牧牛
の BVDV遺伝子検査はすべて当所で実施していたため，
検査材料の搬入から結果の判定まで多くの時間と労力を
要していた．抗原 ELISAは検査開始から約 3時間で結
果の判定が可能で，特殊な機器を必要としないため簡易
性や多検体処理性能に優れている．検査コストは約 500
円 /検体であり，年間は約 1,200 頭の入牧前検査を実施
すると仮定した場合，約 600,000 円となる．一方，RT-
PCRは材料からの RNAの抽出，RT及び PCR反応，
PCR産物の電気泳動，エチジウムブロマイド染色によ
る結果の判定と検査手技が複雑で，簡易性，多検体処理
性に優れているとはいえない．また特殊な機器を有する
施設でしか実施できず，判定までに約 7時間を要する．
しかし，RT-PCRで上述の入牧検査を実施するに当た
り，5頭プールで検査を実施した場合，最初の RT-PCR

は 240 検体，そのうち 5％の割合で陽性または非特異反
応が出現し，個体別に再検査したと仮定すると，その検
体数は 60 検体となり，年間合計 300 検体となる．1検
体当たりの RT-PCRにかかる費用を 1,500 円とすると，
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SUMMARY

In order to prevent the spread of bovine viral diarrhea virus (BVDV) in public pastures, since 2013 all heifers 
in the Tottori Prefecture have been tested for BVDV using reverse transcription polymerase chain reaction 
(R T-PCR) before they are pastured.  However, because R T-PCR is time consuming and labor intensive, a new 
commercial ELISA based on the detection of the Erns antigen was evaluated as an alternative method.  Twenty-
two sera of persistently infected (PI) cows and two paired sera of transiently infected (TI) cows were tested to 
evaluate sensitivity.  All sera of PI cows were positive, and paired sera from the TI cow were negative.  Field 
samples of 646 sera, including one PI cow, were tested for BVDV antigen using ELISA.  Only one sample from 
the PI cow tested positive.  However, it displayed a negative result when the PI serum was mixed with a high 
BVDV antibody-positive serum.  Therefore, although per forming ELISA on PI calves in the presence of persistent 
maternal antibodies requires attention, it is a useful screening test for detecting BVDV because of its high 
sensitivity and ease of use. ─ Key words : antibody-positive serum, antigen detection ELISA, bovine viral diarrhea virus 
(BVDV), reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).
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