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要　　　　　約

ディアギュラウイルス（D’Aguilar virus：DAGV）は牛異常産への関与が疑われる節足動物媒介性ウイルスで，国
内における感染の確認は九州・沖縄地方が中心である．今回，2005～2018年に京都府で実施されたアルボウイルス
サーベイランスにより，未越夏おとり牛 498頭から採材した血清を用いて中和試験による抗体検査を実施したところ，
2013，2017及び 2018年に採材した 17頭で抗体陽性であった．さらに，2017及び 2018年に抗体陽性だった 10頭の
血液から DAGV特異遺伝子が検出され，2017年の 4頭の血液からは DAGVを分離，九州・沖縄地方以外で初めて
DAGVの侵入を確認した．─キーワード：アルボウイルス，牛異常産，オルビウイルス．
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ディアギュラウイルス（D’Aguilar virus：DAGV）
はレオウイルス科セドレオウイルス亜科オルビウイルス
属に分類される節足動物媒介性ウイルス（アルボウイル
ス）であり，チュウザンウイルス（CHUV）と同様，パ
リアムウイルス種の血清型の一つとされている．同ウイ
ルスの感染が確認された先天異常子では，水無脳症や小
脳形成不全に伴う神経症状といったチュウザン病に類似
した症状を呈すことから，牛異常産への関与が疑われて
いる［1］．DAGVは 1970年代，オーストラリアで初め
て分離，同定され［2］，日本国内では 1987年以降，九
州・沖縄地方で同ウイルスの分離が報告されている［1, 

3, 4］．
これまで，京都府はもとより周辺府県においても

DAGVに関する調査は実施されておらず，京都府への
DAGV侵入状況は不明である．しかし，過去のアルボ
ウイルスサーベイランスにおいて，アイノウイルス，ア
カバネウイルスといった牛異常産関連アルボウイルスの
京都府内への侵入を確認していることから，DAGV侵
入の可能性も危惧された．そこで今回，DAGVの侵入
状況を把握するため，京都府における DAGV調査を初
めて実施したので，その概要を報告する．

材 料 及 び 方 法

抗体検査：2005～2018年に京都府で実施されたアル
ボウイルスサーベイランスにおいて，未越夏おとり牛
498頭から各年 6，8，9及び 11月の 4回にわたって採
取された血清を用いた．血清を 56℃，30分非働化し，
HmLu-1細胞と DAGV KSB-29/E/01株を用いたマイ
クロタイター法［5］により，ウイルス中和試験を実施
した．
ウイルス遺伝子検査：2017及び 2018年の抗体陽性
牛のうち，抗体陽転した前月以降に採材した EDTA添
加血液を検査対象とした．血液は遠心分離して，血漿を
得た後，血球成分を PBSで 3回洗浄した（洗浄血球）．
洗浄血球及び血漿から自動核酸抽出装置（magLEAD 

12gc，プレシジョン・システム・サイエンス㈱，千葉）
により核酸を抽出し，血清型特異抗原をコードする
DAGVゲノム分節 2検出用プライマーセット（DAGV4-
F/DAGV4-R）（国研農業・食品産業技術総合研究機構ホー
ムページ（http://www.naro.af frc.go.jp/laborator y/niah/dis-

ease/arbo/index.html），（参照 2020-12-07），記載「牛のアル

ボウイルス検査マニュアル」）（表 1）を用いて市販キット
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（SuperScript™ Ⅲ One-Step R T-PCR System with 

Platinum™ Taq DNA Polymerase，サーモフィッシャー
サイエンティフィック㈱，東京）により RT-PCRを実
施した．
ウイルス分離検査：上記遺伝子検査において DAGV

特異遺伝子が検出された検体について，HmLu-1及び
BHK-21細胞に接種，5％ CO2下で静置培養にて 2代継
代し，細胞変性効果（CPE）を観察した．CPEが確認
された培養上清を回収し，上記遺伝子検査と同様の
PCR検査で分離ウイルスの確認を行った．
シークエンス解析：分離ウイルスの核酸抽出物を鋳型
として，DAGVゲノム分節 2に特異的なプライマーセッ

ト（DAGVL2F/DAGVL2R-2）（表 1）［6］を用いて，
市販キット（PrimeScript™Ⅱ High Fidelity RT-PCR 

Kit，タカラバイオ㈱，滋賀）により RT-PCRを実施，
増幅産物のプライマー部位を除く塩基配列（638bp）を
ダイレクトシークエンスにより決定した．
また，ウイルスが分離されずに遺伝子のみが検出され
た検体では，DAGVL2F/DAGVL2R-2を用いた RT-
PCRによって増幅が確認されなかったため，プライマー
セ ッ ト（DAGVL2F/DAGV4-R） を 用 い た 1st RT-
PCRを実施後，さらにプライマーセット（DAGVL2F/

DAGVL2R-4）を用いた semi-nested PCRを市販のキッ
ト（Tks Gflex™ DNA Polymerase，タカラバイオ㈱，

表 1　遺伝子検査及びシークエンス解析に使用したプライマー

検　査 プライマー名 配列（5'-3'） 部　位＊ サイズ
（bp） 用　途

遺伝子検査 （DAGV同定） DAGV4-F ＡＴＴＴＡＣＧＧＧＴＡＴＧＧＴＣＡＧＡＧ 1854-1873
276 RT-PCR

DAGV4-R ＣＴＡＡＣＡＧＣＲＡＴＡＴＴＧＡＣＡＣ 2168-2150

シークエンス
解　析

分離ウイルス DAGVL2F ＣＡＡＡＧＧＡＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＧＡＴＧ 338-358
638 RT-PCR 

シークエンスDAGVL2R-2 ＣＣＣＡＴＣＣＴＴＴＣＴＧＡＣＴＣＴＧＣ 1016-997

遺伝子のみ 
検出した検体

DAGVL2F ＣＡＡＡＧＧＡＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＧＡＴＧ 338-358
1791 1st RT-PCR

DAGV4-R ＣＴＡＡＣＡＧＣＲＡＴＡＴＴＧＡＣＡＣ 2168-2150

DAGVL2F ＣＡＡＡＧＧＡＴＣＴＧＣＡＧＧＴＴＧＡＴＧ 338-358
679 semi-nested PCR

シークエンスDAGVL2R-4 ＴＡＴＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＴＴＧＣＧＣＴ 1057-1038

＊：ジーンバンクに登録されている日本分離株の塩基配列に基づく

表 2　抗体陽性牛における抗体価推移，遺伝子検査及びウイルス分離検査結果

陽転年 個体 
No. 農 場

6月 8月 9月 11月

抗体価 抗体価 PCR 抗体価 PCR 分 離 抗体価 PCR 分 離

2013

1 A ＜2 ＜2 NT ＜2 NT NT 32 NT NT

2 B ＜2 ＜2 NT 32 NT NT NT NT NT

3 C ＜2 ＜2 NT ＜2 NT NT 16 NT NT

2017

1
D

＜2 ＜2 － 16 ＋ － 64 － NT
2 ＜2 ＜2 NT ＜2 ＋ － 32 － NT
3 ＜2 ＜2 － 32 ＋ － 32 － NT

4
E

＜2 ＜2 NT ＜2 ＋ HL，BHK 64 － NT
5 ＜2 ＜2 － 32 － NT 64 － NT
6 ＜2 ＜2 NT ＜2 － NT 8 － NT

7 F ＜2 ＜2 NT ＜2 － NT 64 － NT

8
G

＜2 ＜2 － 64 － NT 16 － NT
9 ＜2 ＜2 NT ＜2 ＋ HL 32 － NT

10 ＜2 ＜2 － 128 ＋ HL 32 － NT

11
H

＜2 ＜2 － 16 ＋ HL 32 ＋ －
12 ＜2 ＜2 － 32 ＋ － 32 － NT
13 ＜2 ＜2 － 64 ＋ － 64 － NT

2018 1 A ＜2 ＜2 NT ＜2 － NT 32 ＋ －

NT：未実施，＋：DAGV特異遺伝子検出，－：検出せず／CPE認めず 
HL：HmLu-1細胞で CPE確認，BHK：BHK-21細胞で CPE確認
DAGV特異遺伝子検出した検体，あるいはウイルス分離検査にて CPEを確認した検体は全て洗浄血球である． 
なお，2013年及び 2018年の「A農場」は同一農場である．
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滋賀）により実施し，分離ウイルスで得られた配列と対
応する領域の配列を，ダイレクトシークエンスにより決
定した．
決定された配列をもとに，これまでに国内外で分離さ
れた DAGV株の配列との比較を Clustal Omegaによる
相同性解析，並びにMEGA Xによる分子系統樹（Maxi-

mum Likelihood法）の作成により行った．

成　　　　　績

抗体検査：498頭中 17頭でDAGV抗体陽性であった．
抗体陽性牛は，2013年に 3農場 3頭，2017年に 5農場
13頭，2018年度に 1農場 1頭で確認され，抗体価は 16

～128倍であった（表 2）．また抗体陽転は，2013及び
2017年には一部の農場が 9月期の採血で，2018年の 1

農場では 11月期の採血にて確認された（図 1）．なお，
抗体陽転率は，2013年は 8.6％（35頭中 3頭），2017

年は 44.8％（29頭中 13頭），2018年は 3.4％（29頭中
1頭）であった．
ウイルス遺伝子検査：2017及び 2018年の抗体陽性

牛 14頭のうち，10頭の洗浄血球から DAGV特異遺伝
子が検出された（表 2）．
ウイルス分離検査：DAGV特異遺伝子を検出した 10

頭のうち，2017年の 4頭の洗浄血球において，細胞の
円形化といった CPEが認められ，ウイルスが分離され
た（表 2）．さらに 2代目培養上清の PCR検査において，
すべての上清から DAGV特異遺伝子が検出された．
シークエンス解析：2017年分離ウイルス株 4株及び

2018年の DAGV遺伝子検出核酸 1検体について解析を

実施し，DAGVゲノム分節 2の一部領域の塩基配列
（638bp）を決定した．2017年分離 4株の塩基配列は
100％一致し，分子系統樹解析を行った結果，2013年に
鹿児島県で分離された KSB-1/C/13株に最も近縁であ
り，一致率は 99.84％であった．また 2018年に DAGV

遺伝子を検出した検体は，同年鹿児島県で分離された
KSB-3/E/18株に最も近縁であり，一致率は 99.69％
であった（図 2）．なお，2017年と 2018年の DAGVの
配列の相同性は 92.01％であった．

2018 年 11 月

2017 年 9 月

2017 年 11 月

2013 年 9 月

2013 年 11 月

：抗体陽転農場
：抗体陰性農場

図 1　京都府内における抗体陽転農場分布図
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図 2　DAGVゲノム分節 2の配列（638bp）に基づく分子
系統樹解析の結果
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考　　　　　察

今回，抗体検査において 17頭の抗体陽性牛が確認さ
れた．2013年は複数農場において抗体陽転が確認され，
同年鹿児島県でヌカカからDAGVが分離されている［6］
ことなどから，8～9月に京都府にも DAGVが侵入した
と考えられた．2017年は京都府内の広域のおとり牛で
抗体陽転が確認され，DAGV特異遺伝子の検出，並び
に DAGVの分離が認められたことから，抗体が陽転し
た 8～9月に京都府に DAGVが侵入したと考えられた．
なお，2013及び2017年に抗体陽転が確認された農場は，
各農場間における牛の移動もなく，最も近い農場同士で
も 3km以上の距離があることから，地域内でヌカカに
よるウイルスの伝播が起こったことが示唆された．また
2018年は 1農場のみではあるものの抗体陽転が確認さ
れ，ウイルス特異遺伝子も検出された．シークエンス解
析により検出されたウイルスは同年に鹿児島県で検出さ
れた DAGV（KSB-3/E/18）と高い相同性を示したこ
と，ウイルス検出農場では 2018年に導入や九州地方へ
の牛の移動がなかったことから，起源を同じくするウイ
ルスが，まん延地域から気流等で運ばれたヌカカにより
持ち込まれたと考えられた．

2017年に分離された DAGVは，シークエンス解析に
より 2018年に検出された DAGV遺伝子と遺伝学的に
異なることがわかった．これは当該ウイルスが京都府内
で越冬・維持されているのではなく，年ごとに異なるウ
イルス株が侵入していることを示唆している．さらに
2017年分離株は同年に国内で分離されたウイルス株
（ON-3/E/17）よりも，2013年鹿児島県分離株（KSB-

1/C/13）に近縁であり，国内でも地域によって，まん
延するウイルス株が異なることが示された．これまで京
都府の近隣府県では，DAGVの検出は報告されていな
いが，2010年の東北地方におけるアカバネ病の流行［7, 

8］や兵庫県における流行性出血病の発生［9］のように，
国外からウイルスに感染したヌカカが長距離を移動し
て，スポット的に京都府に侵入した可能性も考えられた．
なお，今回抗体を検出した検体では，DAGVと血清
学的に交差するとされる CHUVの抗体は検出されな
かった．
これまで京都府内において，DAGVによる異常産の

発生等は認められていないものの，今回，本州で初めて
DAGVの感染が確認された．本調査の結果から DAGV

は九州以外の地域にも侵入，伝播されていることが明ら
かとなり，近隣地域においても同様の事態が起こりうる
ことが示唆された．今後も DAGVの侵入や同ウイルス
の関与が疑われる異常産の発生を注視し，流行様式や病
態の解明を進める必要がある．
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Sur veillance of D’Aguilar Virus in Kyoto Prefecture

Naoki KUBOTA1)†, Takuhiro KIRA1) and Tohru YANASE2)

1) Chutan Livestock Hygiene Service Center, 371-2 Handa, Fukuchiyama, 620-0954, Japan
2) Kyushu Research Station, National Institute of Animal Health, National Agricultural and 

Food Research Organization, 2702 Chuzan, Kagoshima, 891-0105, Japan

SUMMARY

D ’Aguilar virus (DAGV) that is an ar thropod-borne virus suspected of being involved in bovine abnormal 
bir ths, has been confirmed the domestic spread of infection mainly in the Kyushu-Okinawa region.  Serological 
sur veillance of DAGV was conducted using serum samples collected from 498 sentinel cattle in Kyoto Prefec-
ture between 2005 and 2018.  Neutralization antibodies against DAGV were detected in 17 cattle tested in 2013, 
2017, and 2018.  A DAGV-specific gene was amplified from the blood samples of 10 seropositive cattle tested in 
2017 and 2018, and the virus was isolated from four of them that were collected in 2017.  In Japan, this is the 
first detection of DAGV outside of the Kyushu-Okinawa region. 
─ Key words : ar thropod-borne virus, bovine abnormal bir ths, or vivirus.
† Correspondence to : Naoki KUBOTA (Chutan Livestock Hygiene Service Center)

371-2 Handa, Fukuchiyama, 620-0954, Japan
TEL 0773-25-1860　FAX 0773-25-1861　E-mail : n-kubota38@pref.kyoto.lg.jp

 J. Jpn. Vet. Med. Assoc., 74, 631～635 (2021)


