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地方病性牛白血病（Enzootic Bovine Leukosis：
EBL） は， 牛 白 血 病 ウ イ ル ス（Bovine Leukemia 

Virus：BLV）を原因とする感染症で，牛に全身性のリ
ンパ性腫瘍を引き起こす［1］．BLVに感染した牛のう
ち，EBLの発症に至る個体は 5％未満で，残りの BLV

感染牛は，持続性リンパ球増多症（PL）もしくは無症
状キャリアーとなる［1］．BLV感染は乳用牛において
産乳成績や繁殖成績を低下させないとする報告が多いが
［2-5］，一方で，BLV感染により生産性が低下するとの
報告もある［6, 7］．ともあれ，国内の EBLは増加傾向
にあることから［8］，酪農場内の BLV感染率を低下さ
せることが重要である［5］．

Murakamiら［8］は 2009～2011 年の全国調査にお
いて乳用牛の 40.9％が BLVに感染しており，感染率は
1 歳未満の 21.0％から 2 歳以上の 42.2％に上昇するこ
とを報告している．BLV感染は胎内感染，産道感染［9］
及び初乳［10］等を介した垂直感染と，注射針や直検
手袋の使い回しによる人為的な感染［11-13］や，アブ
［14］及びサシバエ［15］等の吸血昆虫による機械的伝
播を原因とする水平感染が知られている．2015 年に農
林水産省が発表したガイドライン（「牛白血病に関する衛

生対策ガイドライン」，農林水産省，東京）では，酪農場に
おける垂直感染を予防するため感染牛からの乳用雌子牛
（子牛）生産の制限や初乳給与の制限，水平感染を予防
するため感染牛の分離飼育や搾乳順序の見直し，直検手
袋や注射針を 1頭ごとに交換するといった人為的な感染
の予防，垂直感染及び水平感染を予防するため感染牛の
淘汰などを求めている．
酪農場の EBL対策については，フィンランドにおい
て BLV感染牛の摘発・淘汰が有効であることが報告さ
れている［16］．しかし，リトアニアでは摘発・淘汰だ
けでなく，農場の有病率に応じて感染牛の隔離飼育等の
対策を選択し清浄化を達成したことが報告されている
［17］．有病率が高い日本においても，感染牛を飼育し
つつ徐々に有病率を低下させる対策が推奨されており
［18］，Ohshimaら［19］は酪農場において感染した成
牛の分離飼育，段階的な淘汰及び感染子牛の淘汰によ
り，5年間で清浄化を達成した例を報告している．

BLVが浸潤した酪農場のまん延防止のためには，垂
直感染を予防するとともに，垂直感染牛を早期に発見し
淘汰する必要がある［20］．しかし，一般的に育成段階
の感染牛を淘汰することは，農場の経済的損失になるだ
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要　　　　　約

酪農場の地方病性牛白血病（Enzootic Bovine Leukosis：EBL）対策のために，乳用雌子牛（子牛）に牛白血病ウ
イルス（Bovine Leukemia Virus：BLV）遺伝子検査を実施し，感染子牛を摘発・淘汰した．BLV感染牛が分娩した
子牛 25 頭について出生月と翌月の 2回検査し，2頭（19～45 日齢）が陽性を示した．6カ月齢未満の子牛の全頭検査を
3回実施し，35 頭中 2頭（4～5 カ月齢）が陽性を示した．遺伝子検査による感染子牛の摘発・淘汰は，抗体検査に基
づく淘汰に比べて経済的損失を軽減した．あわせて水平感染防止対策を実施し，育成牛群の陽転率は，対策前の
64.7％から対策後は 12.5％に低下し（P＜0.05），育成牛群の陽性率が 0％に減少した．子牛の遺伝子検査は，酪農場の
EBL対策に有効である．─キーワード：牛白血病ウイルス，子牛，酪農場，nested-PCR，垂直感染．
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分インキュベート後，95℃30秒，62℃30秒，72℃1分を
40 サイクル行った．2nd PCRも 1st PCRと同じ条件で
実施した．アガロースゲル電気泳動により 444bpの増
幅産物が確認された検体を陽性と判定した．陽性の子牛
は農場から淘汰した．
淘汰子牛の母牛の PL判定：淘汰した子牛の母牛の血
液中のリンパ球数を測定し，ECの鍵［23］により PL

の判定を実施した．リンパ球数の計測は，母牛の血液を
EDTA加採血管に採取し，血球計数器（セルタックα，
日本光電工業㈱，東京）により計測した．
遺伝子検査に基づく淘汰の経済的効果の検証：遺伝子
検査により抗体検査に比べて早期に感染子牛を摘発・淘
汰することで得られる飼育費の軽減効果を経済的な効果
として検証した．淘汰した子牛について，抗体検査が可
能となる 6カ月齢まで飼育した場合に必要な飼育費と，
実際に淘汰した月齢（小数点以下切り捨て）までの飼育
に要した飼育費の差を求めた．飼育費は家畜棚卸みなし
表（「家畜棚卸みなし表」平成 27 年度版，JA全農長野中央会，

長野）をもとに，3カ月齢以下を 1カ月当たり 19,030 円，
4～6 カ月齢を 1カ月当たり 18,483 円として計算した．
全頭検査で淘汰した子牛の平均と出生時検査で淘汰した
子牛の平均を求め比較した．
抗体検査：2014 年 6 月，2015 年 5 月，12 月，2016
年 4 月，12 月に 6 カ月齢以上の既知陽性牛を除く牛を
対象に抗体検査を実施した．採取した血液より血清を分
離し，ELISAにて抗体の有無を確認した．ELISAは市
販のキット（牛白血病エライザキット，JNC㈱，東
京）を用いて添付の説明書に従って実施した．
抗体検査結果より，育成牛と経産牛の抗体陽性率（陽
性率）及び陽転率を求めた．陽性率は抗体検査を実施し
た 5回それぞれについて，飼育頭数に占める陽性牛の割
合を求めた．

陽性率（％）＝ 抗体陽性頭数／（検査頭数＋既知陽性頭数） 
×100

陽転率は，対策前の 2014 年 6 月～2015 年 5 月に育
成牛群で飼育されていた陰性牛の陽転率と，対策後の
2015 年 5 月～2016 年 4 月に飼育されていた陰性牛の陽
転率を求め，両者を比較した．

陽転率（％）＝ 新規抗体陽性頭数／期首の陰性牛頭数 
×100

経産牛も同様に，対策前後の陽転率を比較した．対策
前後の陽転率の差は Fisherの正確検定により検定した．
統計処理は統計ソフト（EZR version 1.32，自治医科大
学さいたま医療センター，埼玉）を使用した［24］．有
意水準は 0.05 とした．
垂直感染防止対策：2015 年 5 月以降，後継牛生産は

けでなく，その後の農場の繁殖計画に影響を及ぼし，後
継牛確保を困難にする．また，垂直感染を予防するため
に後継牛生産を陰性牛に限定することも，後継牛の確
保を困難とする．
従来，BLV検査は酵素免疫測定法（Enzyme-linked 

immunosorbent assay：ELISA）等による抗体検査が
利用されてきたが，移行抗体の影響を考慮し検査は 6カ
月齢以降の牛を対象としている［21］．Ohshimaら［19］
も 6カ月齢の子牛に抗体検査を実施し，陽性を示した子
牛を淘汰している．一方，遺伝子検査は出生直後から検
査可能であり［21］，遺伝子検査による感染子牛の早期
摘発・淘汰は，抗体検査による淘汰よりも飼育費を低減
することが期待される．筆者らは，1酪農場において遺
伝子検査による感染子牛の早期摘発・淘汰を実施し，飼
育費の軽減効果を確認するとともに，酪農場の EBL対
策に対する有効性を検証した．

材 料 及 び 方 法

農場概要：対象酪農場は EBL対策開始時の 2015 年 5
月時点で，経産牛 52 頭，離乳後から初産分娩前の育成
牛 40 頭，哺乳子牛 13 頭を飼育していた．子牛は加温
殺菌初乳（60℃ 30 分間加熱）を給与後，哺乳牛舎で 1
頭ずつ人工哺育し，約 3カ月齢で離乳した後は育成牛舎
で群飼していた．分娩後は，経産牛として搾乳牛舎また
は乾乳牛舎で飼育していた．搾乳牛舎及び乾乳牛舎は対
尻式つなぎ牛舎であった．対策前から既知の抗体陽性牛
（陽性牛）を除く 6カ月齢以上の全頭について，年 1回
の抗体検査を実施していた．また，人為的感染の予防を
実施していた．分離飼育はしていなかった．当該農場は，
繁殖計画に基づき能力の高い牛にホルスタイン種の雌の
性選別精液を人工授精して後継牛を確保し，それ以外は
肉用交雑種生産に供していた．年 1回の抗体検査では育
成牛の初回検査が受胎後となる牛が存在し，BLVに感
染していても後継牛確保のため淘汰できない例がみられ
た．
遺伝子検査：2015 年 5 月，2016 年 4 月，同年 12 月
に 6 カ月齢未満の子牛全頭を対象に，nested poly-

merase chain reaction（nested-PCR）法による遺伝
子検査を実施した（全頭検査）．また，2015 年 5 月以降，
感染牛の分娩した子牛に対し出生月と翌月の 2回，遺伝
子検査を実施した（出生時検査）．EDTA加採血管に血
液を採取し， DNA抽出キット（QIAamp DNA Mini 

Kit，QIAGEN，Germany）を用いて，添付の説明書に
従い DNAを抽出した．nested-PCRは，Fechnerら
［22］の方法により実施した．反応は市販の PCR試薬
（TaKaRa Ex Taq，タカラバイオ㈱，滋賀）及びサーマ
ルサイクラー（TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice，
タカラバイオ㈱，滋賀）を用いた．1st PCRは 94℃で 9
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の検査で陽性（45 日齢）を示し，母牛は 12 産，リンパ
球数16,000個 /µlでPL牛だった．飼育費の軽減効果は，
全頭検査は平均 27,725 円／頭（4 カ月齢 36,966 円，5
カ月齢 18,483 円），出生時検査は平均 103,024 円／頭
（19 日 齢 112,539 円，45 日 齢 93,509 円） で， 合 計
261,497 円だった．
抗体検査結果：育成牛の陽性率は，対策前の 2014 年
6月の22.5％（9/40）から2015年 5月は45.0％（18/40）
に上昇したが，対策後の 2015 年 12 月は 32.0％（8/25），
2016 年 4 月は 16.7％（4/24），同年 12 月は 0％（0/31）
に減少した（図 1）．新規感染は，2015 年 5 月の 12 頭
に対し，2015 年 12 月は 1 頭，2016 年 4 月と 12 月は 0
頭だった．陽転率は対策前の 64.7％（11/17）に対し，
対策後は 12.5％（1/8）で有意差を認めた（P＜0.05，
図 2）．経産牛の陽性率は 2014 年 6 月の 35.1％（20/57）
から，2015 年 5 月は 38.5％（20/52），同年 12 月は
42.6％（23/54），2016 年 4 月は 49.1％（28/57），同年
12 月は 54.0％（27/50）に上昇した（図 1）．新規陽性
頭数は 2015 年 5 月の 3 頭に対し，同年 12 月，2016 年
4 月，同年 12 月は 1 頭ずつみられた．陽転率は対策前
の 11.1％（3/27）に対し，対策後は 8.0％（2/25）で
減少傾向を示したが，有意差はみられなかった（P＞
0.05，図 2）．
ハエ捕獲数：2016 年 6 月の捕獲数は，100cm2 当たり
18.8 頭／日，同年 10 月の捕獲数は 2.8 頭／日で，吸血
昆虫対策前よりも対策後で減少した．

考　　　　　察

今回，遺伝子検査により 19 日齢～5カ月齢の 4頭の
感染牛を摘発した．6カ月齢以上を対象とする抗体検査
よりも遺伝子検査は早期に感染子牛を発見できること
［21］が，今回の調査においても確認された．また，6

非感染牛に限定した．対策前に乳用種を受胎していた感
染牛は分娩後に子牛の出生時検査を実施した．子牛への
加温殺菌初乳の給与は継続した．
水平感染防止対策：2015 年 5 月以降，人為的感染防
止対策を継続した．また，過去の報告［19, 25-27］を
参考に農場の吸血昆虫対策（表 1）と育成牛舎の分離飼
育を実施した．吸血昆虫対策の効果を検証するため，
2016 年の吸血昆虫対策前の 2016 年 6 月と対策後の同
年 10 月に堆肥舎横に粘着シート（パタリンシート，住
化エンバイロメンタルサイエンス㈱，大阪）を設置し，
1日間に捕獲した 100cm2 当たりのサシバエを含むハエ
の頭数を比較した．育成牛舎の分離飼育は陽性牛専用牛
房の設置と，分離飼育を実施している公共牧場への放牧
（夏季のみ）を実施した．搾乳牛舎及び乾乳牛舎では分
離飼育は実施しなかった．

成　　　　　績

遺伝子検査結果：2015 年 5 月の全頭検査において 13
頭中 2頭が陽性を示した．1頭は 4カ月齢で母牛は4歳，
リンパ球数は 6,300 個 /µlで，ECの鍵による PLの判
定は疑陽性であった．もう 1頭は 5カ月齢で，摘発時に
母牛は淘汰されていたためリンパ球数測定はできなかっ
た．2016年 4月（10頭検査）及び同年12月（12頭検査）
の全頭検査は全頭陰性を示した（表 2）．出生時検査は
2015 年 5 月～2016 年 12 月に 25 頭実施し 2頭が陽性を
示した．1 頭は出生月の検査で陽性（19 日齢）で母牛
は2歳，リンパ球数は3,200個 /µlでECの鍵は陰性だっ
た．もう 1頭は出生月の検査（30 日齢）で陰性，翌月

表 1　農場で実施した吸血昆虫対策（2016 年実施内容）

牛舎等 実施 
内容

実施 
場所

実施 
時期 頻 度

育成 
牛舎

ピリプロキシ
フェン製剤 1）

散布
牛舎 
周囲 6～11月 2 回／週

ペルメトリン
製剤 2）散布 陽性牛 6～10月 1 回／週

搾乳 
牛舎

ピリプロキシ
フェン製剤 1）

散布

バーン
クリー
ナー

6～11月 2 回／週

乾乳 
牛舎

殺虫剤入り防
虫ネット 3）

設置

トンネ
ル換気
入気口

7～11月 常時

堆肥舎
ピリプロキシ
フェン製剤 4）

散布
堆肥

8月
（堆肥切
返し時）

1回／年

1） サイクラーテ SG，住化エンバイロメンタルサイエンス
㈱，大阪

2） ペルメトリン乳剤「フジタ」，フジタ製薬㈱，東京
3） ペルネット 6，日本全薬工業㈱，福島
4） サイクラーテ SG5，住化エンバイロメンタルサイエン
ス㈱，大阪

表 2　乳用雌子牛（6カ月齢未満）の BLV遺伝子検査結果
と，抗体検査結果に基づく淘汰と比較した飼育費の軽
減効果

検査区分 全頭検査 BLV感染牛産子
の出生時検査＊

検査時期 2015 年 
5 月

2016 年 
4 月

2016 年 
12 月

2015 年 5 月～ 
2016 年 12 月

検査頭数（頭） 13 10 12 25
陽性頭数（頭） 　2 　0 　0 　2
陽性率（％） 15.4 　0 　0 8.0

飼育費の 
軽減効果＊＊
（円／頭）

27,725 円 103,024 円

　＊出生月とその翌月の 2回検査実施
＊＊  飼育費の軽減効果：淘汰した子牛について抗体検査が
可能となる 6カ月齢まで飼育したと仮定した場合に必
要な飼育費と，実際に淘汰した月齢（小数点以下切り
捨て）までの飼育に要した飼育費の差
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く感染子牛の早期淘汰により育成牛群への感染牛の供給
が減少したことが原因であると推察する．子牛～育成期
に当たる 0～2 歳は全国的に BLV抗体陽性率が上昇す
る時期であるが［8］，遺伝子検査による早期淘汰は子牛
～育成期の水平感染リスクを低減する．
対策後育成牛群の陽性率が 0％に低下したのに対し，
経産牛群の陽性率が上昇したおもな原因は，対策前に
BLVに感染した育成牛が分娩を経て経産牛群に移動し
た影響によるものである．また，経産牛群の陽転率が対
策前後で変化しなかったことは，搾乳牛舎及び乾乳牛舎
において分離飼育が実施できなかったことが原因と考え
られる．しかし，育成牛群が清浄化されたことから，今
後は陽性牛の更新に伴い経産牛群の陽性率が減少し，清
浄化を達成することが予想される．以上の結果から，
Ohshimaら［19］の示した分離飼育と段階的な淘汰に
よる EBL対策を実施するに当たり，遺伝子検査による
感染子牛の早期摘発・淘汰を実施することは，酪農場の
EBL対策に有効である．
今回の調査を通じて，遺伝子検査は陽性牛の子牛に対
する出生時検査と 6カ月間隔の全頭検査が有効であるこ
とを確認した．また，遺伝子検査は抗体検査よりも早期
に感染子牛を摘発・淘汰することで，淘汰に伴う経済的
損失を軽減することを確認した．子牛の遺伝子検査は酪
農場の EBL対策に有効である．
本研究を実施するに当たりご協力いただいた，サシバエ研究
所 橋本洋輔先生，住化エンバイロメンタルサイエンス㈱ 石井　
晋先生に深謝申し上げる．

カ月齢での抗体検査結果に基づく淘汰［19］に比べ，遺
伝子検査結果に基づく早期の淘汰は，農場の経済的損
失を軽減することが示された．特に，早期に摘発可能な
出生時検査に基づく淘汰は全頭検査による淘汰よりも，
早期に摘発可能であり軽減効果が大きかった．
胎内感染は出生直後，産道感染は 31～45 日齢の遺伝
子検査により把握できるため［20］，出生時検査で摘発
した 2頭のうち，19 日齢の子牛は胎内感染，45 日齢で
陽転した子牛は産道感染と推察した．産道感染の遺伝子
検査は 1カ月齢以降が推奨されており［21］，今回も同
様の結果が得られた．2016 年に実施した 2回の全頭検
査で感染子牛がみられなかったことから，出生時検査に
よる感染子牛の摘発・淘汰が，子牛の水平感染予防に有
効であると推察した．また，定期的な全頭検査により陰
性牛産子の感染状況を把握することができた．以上の結
果から，早期摘発・淘汰のための遺伝子検査は陽性牛産
子に対する出生時検査と，6カ月間隔の全頭検査が有効
であると考察した．
子牛の遺伝子検査により，BLV非感染の子牛を確保
できることが示された．しかし，PL牛や血中の BLV遺
伝子量の多い個体は垂直感染のリスクが高い牛（ハイリ
スク牛）であり［20, 28］，今回の調査においても感染
子牛の母牛3頭のうち2頭がPL牛もしくは疑陽性であっ
たことから，ハイリスク牛からの後継牛生産は制限すべ
きである．
育成牛群での陽転率が減少し，新規感染牛が減少した
ことは，過去の報告［19, 25-27］を参考に実施した分
離飼育と吸血昆虫対策の効果に加え，出生時検査に基づ
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A Study on Preventing Enzootic Bovine Leukosis Using Nested-PCR  
for Identification of Infected Calves on a Dair y Farm

Kenichiro KOBAYASHI 1)†, Yoshihiro HANYU2) and Akira KANDA1)

1) Hor ticulture and Livestock Division, Depar tment of Agricultural Administration, Nagano 
Prefectural Government, 692-2 Habashita, Minaminagano, Nagano, 380-8570, Japan

2) Nagano Livestock Hygiene Service Center of Nagano Prefecture, 1993 Amori-komemura, 
Nagano, 380-0944, Japan

SUMMARY

To prevent bovine leukemia virus (BLV) infection among cattle on a dair y farm, we identified calves that 
were infected with BLV using nested-PCR from May 2015 to December 2016.  Twenty-five calves born from 
BLV-infected cows were examined during the bir th month and the following month.  Among these, 2 calves 
were identified as being infected with BLV.  All calves under 6 months of age were examined 3 times for 
periodic sur veillance of BLV infection, and 2 of 35 calves were identified as being infected.  The 4 calves 
infected with BLV, with ages ranging from 19 days to 5 months, were culled from the farm.  We implemented 
precautionar y measures to avoid horizontal transmission of BLV in the herd of growing cattle on the dair y farm 
from May 2015.  We evaluated the rate of conversion from seronegative to seropositive in the herd from June 
2014 to May 2015 and from May 2015 to April 2016.  The rate of conversion decreased from 64.7% to 12.5% (P＜
0.05).  The seroprevalence rate in the herd decreased to 0% in December 2015.  Our study results indicate that 
identification of BLV-infected calves using nested-PCR can be a useful approach to prevent BLV infection on 
dair y farms and reduce breeding costs for growing calves.
─ Key words : Bovine leukemia virus, calf, dair y farm, nested-PCR, ver tical transmission.
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