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緒言 

 

ロタウイルス(RV)はレオウイルス科のロタウイルス属に分類され、ヒト、ウシ、ブ

タを始めとする多くの哺乳類や鳥類に感染して下痢や嘔吐等の胃腸炎を引き起こす主

要な病原微生物である。RV は、小腸の腸管上皮細胞に感染し、微絨毛の配列の乱れ

や欠落などの組織病変の変化を引き起こす(31)。これにより、腸からの水の吸収が阻

害され下痢を発症する(30, 100)。感染経路は、糞口感染が主なルートと考えられてお

り、下痢便 1 G 当たり 1010 個と多量のウイルスを排泄し、これが次の感染源となる(63)。

RV は由来動物種ごとにウシ RV、 ヒト RV 等と呼ばれて区別されている。 

RV 粒子は直径 80-100 nm の正十二面体構造をとり、コア、内殻および外殻の 3 層

のカプシドで構成され、エンベロープは持たない。ゲノムは 6 つのウイルスタンパク

(VP1～VP4、VP6 および VP7)および 5 または 6 つの非構造タンパク(NSP1～NSP5/6)

をコードする 11 本の 2 本鎖 RNA 分節から成っている。NSP5/6 をコードしている第

11 文節を除き、1 つの遺伝子文節が 1 つのウイルス蛋白をコードしている。コアは主

に VP2 で構成され、RNA 依存性 RNA ポリメラーゼである VP1、RNA キャッピング

酵素である VP3 とともに、ウイルス RNA を内包する。内殻を構成しているのは、VP6

である。外殻は、表面を取り囲む糖タンパクである VP7 とスパイク状に突出した VP4

によって構成される。また、VP4 はプロテアーゼ感作により VP8 と VP5 に開裂する。

非構造タンパクは、ウイルスゲノムの複製(NSP2、NSP5)、翻訳(NSP3)、粒子形成

(NSP4)、宿主の自然免疫系の抑制(NSP1)、エンテロトキシン活性を有し病原性への

関与(NSP4)が報告されている(29, 31)。 

 RV の内殻を構成するタンパクである VP6 には主要抗原が存在し、RV はその抗

原性および遺伝学的相違に基づいて複数の血清群に大別される(31)。現在、各血清群
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はウイルス種として分類されている。現在までに RV は、RVA(様々な哺乳類および鳥

類)、RVB(ヒト、ウシ、ブタ、ヤギ、ヒツジおよびラット)、RVC(ヒト、ウシ、ブタ、

イヌおよびフェレット)、RVD(鳥類)、RVE(ブタ)、RVF(鳥類)、RVG(鳥類)、RVH(ヒ

トおよびブタ)、RVI(イヌおよびネコ)および RVJ(コウモリ)の 10 種に区分され、括弧

内に示した生物の糞便から検出されている(3, 31, 78, 84, 106)。加えて、各血清群の

RV は、ポリアクリルアミドゲルを用いた RNA 電気泳動(RNA-PAGE)によって 11 本

の RNA 分節の特徴的な移動パターンを示すため、RV を鑑定および分類する方法の 1

つとして活用されてきた。検出頻度の高い RV の RNA 移動パターンとして、RVA が

4-2-3-2、RVB が 4-2-2-3、RVC が 4-3-2-2 パターンを示す(31)。 

RV の外殻を構成するタンパクである VP7と VP4には感染防御抗原として重要な血

清型抗原が存在し、ウイルス中和試験により検出される。そのため、RVA では疫学研

究に VP7 および VP4 の血清型別が従来用いられてきたが(31)、血清型別に用いる標

準血清の入手および作出が困難であることや遺伝子解析が比較的容易になったことを

受け、両タンパク遺伝子の塩基配列を基にした遺伝子型別が一般に実施されるように

なった(77)。VP7 および VP4 の遺伝子型をそれぞれ G および P 遺伝子型と呼び、RVA

では少なくとも 32 種類の G 遺伝子型および 47 種類の P 遺伝子型が報告されており

(111)、この G あるいは P 遺伝子型は、動物種特異的に分布していることが明らかと

なっている(31, 73)。このことから、RVA は基本的に同じ動物種内で感染環を形成し

ていると考えられている。しかしながら、ヒトあるいは動物において、他の動物種に

特徴的な遺伝子型株の検出も報告されており(19, 41, 72, 73, 75, 92, 118)、時に動物種

の壁を超えた感染(種間伝播)も起こすと考えられている。このように、RV は人獣共通

感染症の病原体としての可能性が指摘されており(73)、自然界において複雑な感染様

式を形成しているものと考えられている。また、近年、RVB や RVC においても複数
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の G および P 遺伝子型の存在が確認されている(80, 123, 140)。 

RV のゲノムは分節化した RNA であるため、インフルエンザウイルスと同様に、異

なる株の混合感染により RNA 分節の組換え(リアソートメント)が時に起きる。実際に、

ヒト-動物との種間感染により発生したと思われる組換え体(リアソータント)ウイル

ス株のうち、現在ではヒトにおける新型ウイルスとして定着した株も存在している

(110, 142)。このことから、リアソートメントは、遺伝的多様性を獲得する上で最も

重要なメカニズムであると考えられている。また、リアソートメント以外の変異機構

として単一の塩基が異なる塩基に置き換わる点突然変異や、RNA 分節内で部分的に重

複あるいは欠損を起こすリアレンジメントが上げられる(43)。リアレンジメントは、

第 5 文節(NSP1)及び第 11 文節(NSP5/6)において多く観察されている(31)。これらの

変異機構は RV の遺伝的多様性獲得に重要な役割を果たしていると考えられるが、自

然界においてその実態は不明な点が多い。また、ヒト RVA ワクチンの普及に伴い野外

株の性状を正確かつ詳細に解析することがより必要となってきた。このため、

Matthijnssens ら(76)は、VP4 および VP7 の 2 分節のみを用いていた従来の分類法に

代わって、RVA の全 11 遺伝子文節を対象とした新しい遺伝子型分類法を提唱した。

これに伴い、RVA の遺伝子認定機関として、ロタウイルスの専門家によって Rotavirus 

Classification Working Group (RCWG)が結成された(77)。その新たな分類法では、

RVA の遺伝子型は VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5 に

対応して、Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx(x は数字に相当する)と表記される。

各遺伝子分節の遺伝子型別を行うには、そのオープンリーディングフレーム(ORF)の

塩基配列を決定し、米国国立生物工学情報センターのサイト等で利用可能な BLAST

を用いて既知の類似配列を検索する。両者間の一致率が当該 RNA 分節における遺伝

子型のカットオフ値を超える場合、対象株の遺伝子型は既知配列の遺伝子型と同じで
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あると判定する。部分配列を用いる場合、ORF の少なくても 50％以上の配列を決定

することが必要とされる。新規の型と考えられる配列を発見した場合は、その配列を

RCWG のメンバーに送付して精査を受けた後、判定された遺伝子型番号が通知される

(76, 77)。一方、RVA 以外の RV については、11 分節の型別基準は定まっていないが、

RCWG の提唱している方法に準拠して RVC においても全 11 遺伝子文節を用いた遺

伝子型分類が Yamamoto ら(140)および Soma ら(125)によって試みられている。しか

しながら、これまでに RVC の全ゲノムの塩基配列が明らかになっているのはウシ由

来の 2 株(Shintoku 株および Toyama 株)、ブタ由来の 1 株(Cowden 株)、ヒト由来の

7 株(Bristol 株、v508 株、BS347 株、Wu82 株、YNR001 株、OH567 株および BK0830

株)そしてイヌ由来の 1 株(KE174 株)のみである(14, 67, 125, 140)。このように、非常

に少ない遺伝子情報に依るものであるために、厳密には RCWG の提唱している方法

による遺伝子型分類法になっていない。従って、様々な宿主からの多数の遺伝子情報

を明らかにすることが求められている。 

RVA は従来の定型的な RV であり、ヒトでは検出頻度が最も高く臨床的にも重要で

ある。感染性はきわめて高く、10～100 個の感染性ウイルス粒子により感染が成立す

る。環境中でも安定で、RVA を含む糞便を室温保存しても本ウイルスの感染性が 9

か月間維持されていたと報告されている(146)。また、畜舎消毒に多用されている第四

級アンモニウム塩素系消毒薬や両性界面活性剤では本ウイルスは不活化されない

(145)。したがって、衛生状態をいかに改善しても RV 感染の制御は困難であることか

ら、RVA 感染症は世界中で発生しており、先進国と発展途上国の間に差はなく、5 歳

までにほぼ全てのヒトが RVA に感染している(63)。世界中で 5 歳未満の乳幼児が RVA

感染に起因して年間約 50 万人死亡しており、特に、衛生環境や医療体制が十分に整

っていない発展途上国でその 80％を占めている(102)。先進国の代表として、米国の
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データを示すと、5 歳未満のロタウイルス感染者での年間の死亡例が 20～60 人、入

院が 5.5～7 万人、救急外来受診者が約 20～27 万人、外来受診者が 41 万人に上ると

推計されている(63)。我が国では、年間約 80 万人もの乳幼児が本症のため入院治療を

受けており、その医療費負担は総額 100 億円にのぼるとされている(95, 144)。このよ

うに先進国では、死亡率は高くないものの、その経済的負担は甚大である。また、RVA

は、ウシ、ブタ、ウマといった家畜においても幼齢期下痢症の主要な原因となってい

るが(12)、時に成牛下痢症の原因にもなっている(33, 121)。Sato らは 34 頭の搾乳牛

を飼養する酪農場で 3 頭の成牛の RVA による下痢発生例を(121)、Fukai らは 90 頭の

搾乳牛を飼養する酪農場で 8 頭の成牛の RVA による下痢発生例をそれぞれ報告して

いる(33)。RVA 感染によって生じる幼若個体の死亡、治療費、発育遅延、搾乳牛の乳

量減少そして肥育牛の増体量減少などは、大きな経済的損失となる(31, 62, 83, 108)。

このように、RVA 感染症は公衆衛生及び動物衛生の両面において、世界中で深刻な被

害をもたらしている。また、家畜やヒト等の様々な動物種において、臨床症状を示さ

ずに RVA を長期間糞便中に排出し続ける不顕性感染(31, 73, 82, 112, 126, 128)また

は腸間膜リンパ節に持続的に保持し続ける持続感染(18, 32, 61, 85, 90, 91, 103, 104)

を起こすことが報告されている。このような様式で RVA は、農場内に常在性を維持

していると考えられている。一方、RVA 以外に RVB および RVC はブタで高頻度に検

出されることが報告されているが(13, 17, 64, 69, 71, 116, 134)、培養細胞での増殖が

困難なため(50, 134, 137)、RVA に比べてウイルス学的および疫学的に不明な点が多

く残されたままとなっている。 

 RVC は、哺乳子豚における下痢症の原因ウイルスとして 1980 年に米国で最初に報

告され(114)、その後、ヒト、ウシ、ブタ、イヌおよびフェレットで集団発生や散発発

生例が報告されている(140)。ノトバイオート豚を用いた RVC の実験感染では、RVA
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と同程度の病原性を示すことが報告されている(5, 114)。近年、RVC の下痢症は、月

齢に関係なく RVA の下痢症と同様に世界中の多くの養豚農場で頻発していることが

明らかにされた(17, 116, 134)。また、ブタとヒトの間で種間伝播したことを示唆する

報告も認められる(39, 60)。本研究を開始するまで、ウシにおけるブロッキング ELISA

を用いた RVC の抗体保有率調査によると、北海道の乳用成牛で 56％そして米国の肉

用成牛で 47％といずれも高いことが確認されているにも関わらず(134)、RVC の検出

報告は、Shintoku 株(133)および WD534tc 株(12)のみであった。後に、Toyama 株が

検出され、全ゲノムの塩基配列が明らかにされている(125)。Shintoku 株は、1991

年に北海道の一酪農場の成牛の下痢便からアカゲザルの株化細胞である MA104 細胞

を用いて分離された。なお、当該下痢は成牛においてのみ集団発生した。そして、

MA104 細胞で増殖させた Shintoku 株を初乳未摂取の新生子牛に経口投与すると下

痢が発生し、下痢便から投与ウイルスが検出されることが確認されている。また、

Shintoku 株は、ウイルス中和試験ならびに VP4 および VP6 遺伝子塩基配列の解析結

果から、抗原学的ならびに遺伝学的にヒト RVC およびブタ RVC と区別されることが

明らかにされている(53, 54, 55, 134, 135)。一方、WD534tc 株は、1999 年に米国オ

ハイオ州において成牛の下痢便から RVA と同時に検出され、遺伝学的ならびに抗原学

的にブタ RVC Cowden 株と極めて近縁であることが報告されている。また、WD534tc

株の実験感染において、ウイルス排泄はノトバイオートウシでは殆ど確認されなかっ

たのに対し、ノトバイオートブタでは明確に認められた(12)。これらのことから、

WD534tc 株の本来の宿主はブタであると推測されている。このため、ウシを自然宿主

とする RVC の集団が存在するのかを含め、ウシ RVC による下痢症の疫学実態やウイ

ルスの遺伝学的性状等につて、不明な点が多く残されたままとなり、ウイルスの分類

学上、一般的にウシは RVC の自然宿主に含まれない状況であった。 
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ウシの下痢症の原因として、ウイルス、細菌、原虫等の病原微生物の感染が上げら

れる(62, 108)。子ウシの感染性下痢症においては、ウシ RVA、ウシコロナウイルス

(BCoV)、病原性大腸菌、クリプトスポリジウム、コクシジウム等が主要な原因病原微

生物と考えられている(20, 21)。特に、新生子ウシ多発する下痢症については、ウシ

RVA が主要な原因病原微生物として広く知られている(23)。成牛の感染性下痢では、

BCoV、牛ウイルス性下痢ウイルス(BVDV)、サルモネラ等が主な原因病原微生物とし

て報告されており(8, 25, 34, 56, 97, 115)、特に、冬季赤痢と称される寒冷な季節に集

団発生する下痢症は、BCoVが原因病原微生物であることが報告されている(34, 56, 97, 

115)。一方、ウシの下痢症の原因調査において糞便から病原微生物が検出されない例

も多数認められ、これらは環境および飼育管理の不適正によるストレス、過食、消化

不良、吸収障害等による非感染性の下痢症として区分されている(62, 108)。しかしな

がら、非感染性下痢症の一部は、これまで未検査あるいは未知の病原微生物に起因す

る例も含まれると考えられる。そのような病原微生物の一つとしてウシ RVC が挙げ

られる。 

これらのことから本研究では、ウシ RVC による下痢症の発生実態および本ウイル

スの遺伝学的性状を明らかにすることを目的に、ウシの下痢便から RVC の検出およ

び遺伝子解析を実施した。 

第一章では、山形県の一乳肉複合農場で集団発生した搾乳牛の下痢症例からウシ

RVC Yamagata 株が検出され、解析の結果、ウシは RVC の自然宿主の 1 つであるこ

とが裏付けられた。このことから、RVC は成牛の下痢症に関与し、ウシ RVC と呼ぶ

ことを提唱した。第二章では、野外におけるウシ RVC の発生実態を解明するために、

10 年間に山形県内の農場で発生した下痢症例から主要な下痢に関与する病原体を検

出し、また、発生状況や臨床症状などの得られた情報について整理した。第三章では、
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第二章で検出したウシ RVC6 株の全 11 遺伝子分節を解析し、遺伝的多様性、遺伝子

動態そして生態について考察した。 
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序論 

 

 国内外で、ウシから最初に検出された RVC は、1991 年に北海道において成牛の下

痢便から分離された Shintoku 株である(133)。Shintoku 株は遺伝学的および抗原学

的に既知のブタおよびヒト RVC と区別されたこと、さらに、初乳未摂取の新生子牛

に経口投与すると下痢が発生し、その下痢便から投与ウイルスが検出されることが確

認されたことから、ウシを自然宿主とする RVC である可能性が強く示唆されていた

(53, 54, 55, 134, 135)。しかしながら、それ以降、ウシが RVC の自然宿主であること

を示唆する症例はみつからなかった。唯一、1999 年に米国で成牛の下痢便から RVA

と同時に検出された RVC WD534tc 株が検出されたが、本株は遺伝学的および抗原学

的に Shintoku 株よりブタ RVCの Cowden 株とより近縁あることが報告された(12)。

さらに、実験感染において、ウイルス排泄はノトバイオートウシでは殆ど確認されな

かったのに対し、ノトバイオートブタでは明確に認められた(12)。従って、WD534tc

株の本来の宿主はブタであると考えられている。このことから、集団としてウシを自

然宿主とする RVC が存在するのかを含め、ウシ RVC の発生実態や遺伝学的性状等は

不明な点が多く残されたままとなり、ウイルスの分類学上、一般的にウシは RVC の

自然宿主に含まれない状況であった。 

2002 年 4 月、山形県の一乳肉複合経営農場で集団発生した乳用成牛の下痢症が発

生し、病性鑑定の結果、下痢を引き起こす主要な原因病原体としてウシ RVC のみが

検出された。本章では、本症例における臨床症状および発生状況を示すとともに、

Yamagata 株と命名したウシ RVC の遺伝子性状を解析し、ウシは RVC の自然宿主の

1 つであることを裏付け、RVC は成牛の下痢症に関与しウシ RVC と呼ぶことを提唱

した。 



11 
 
 
 
 
 

材料および方法 

 

１．調査農場 

調査農場は、山形県内の一乳肉複合経営農場であり、下痢発生時に乳用成牛 122 頭、

乳用子牛および乳用育成牛 17 頭、肉用種繁殖用成牛 12 頭、肉用種子牛 7 頭を飼養し

ていた。品種は、乳用種がホルスタイン種、肉用種が黒毛和種であった。乳用牛舎は

対尻式の繋ぎ牛舎で、同牛舎内の脇に乳用子牛および乳用育成牛の専用スペースを設

け飼養していた。また、肉用種繁殖用成牛および肉用種子牛は別棟の牛舎で飼養して

いた。疫学情報の収集は、調査農場の状況を確認しながら、畜主と診療獣医師から聞

き取り調査を行った。また、産乳量調査は、出荷伝票に記載されている 1 日当たりの

出荷乳量を 1 日当たりの産乳量とした。 

 

２．糞便材料 

糞便材料は、本農場で下痢が発生した当日の 2002 年 4 月 25 日に下痢を発症した 3

頭(No. 1, 2, 3)の乳用成牛から採取した。この 3 頭は、牛舎入口からみて左側の入口付

近に繋養されていた。No. 1 が 1997 年 7 月 27 日生れ(57 か月齢）、No. 2 が 1999 年 5

月 28 日生れ(35 か月齢)、No. 3 が 1998 年 2 月 15 日生れ(50 か月齢)であった。採取

した糞便材料は、重量の 4 倍量のリン酸緩衝液(PBS)を加えて 20％の糞便懸濁液を作

製した。糞便懸濁液を 750 × G で 10 分間遠心分離し、上清を糞便溶液としてウイル

ス検査に用い、残りの糞便溶液は使用時まで-80℃で保存した。また、採取した糞便材

料の一部は、細菌検査および寄生虫検査の使用時まで 4℃で保存した。 

 

３．細菌および寄生虫検査 
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サルモネラ属菌検査は、糞便材料 1 G をハーナーテトラチオン酸ナトリウム酸塩培

地 10 ml に接種し、43℃で 24 時間増菌培養した。その増菌培養液をノボビオシン(20 

μl/ml)加 DHL 寒天培地へ画線塗抹して 37℃で 24 時間分離培養を行った。中心部黒色

の円形コロニーを確認した場合は、性状検査を実施し菌を同定し、サルモネラの場合

は型別用抗血清を用いて血清型を同定した。 

病原性大腸菌の検査は、糞便材料を DHL 寒天培地に画線塗抹して 37℃で 24 時間

分離培養を行い、培地上に発育した赤色コロニー各 5 個から QIAamp DNA Mini 

KIT(QIAGEN)を用いて DNA を抽出し、PCR 法によって病原性に関連する易熱性エ

ンテロトキシン産性遺伝子(LT)、耐熱性エンテロトキシン産性遺伝子(ST)、ベロトキ

シン産性遺伝子(VT)、細胞侵入性遺伝子(inv)および外膜蛋白産性遺伝子(eaeA)の検出

を行った(49)。 

コクシジウム検査は、糞便材料 2 G を 58 ml の飽和食塩水に混和し、混和液をマッ

クマスター計算盤に満たして光学顕微鏡でオーシストの有無を観察し、1 G 当たりの

オーシスト数(OPG)を求めた。 

クリプトスポリジウム検査は、ショ糖遠心浮遊法を用いてオーシストの検出を実施

した。ショ糖溶液は、比重が 1.2 となるよう 500 G のショ糖を 650 ml の蒸留水で溶

解して作製した。試験管に糞便材料 1 G と 5 ml のショ糖溶液を加えて混和後、3 ml

のショ糖液を添加して試験管内を満たし、30 分間静置した。その後、混和液の最上面

の液をカバークラスで採取し、光学顕微鏡でオーシストの有無を観察した。 

 

４. 免疫クロマトグラフィー法および RT-PCR 法によるウイルス検査 

RVA およびアデノウイルス(AdV)については、免疫クロマトグラフィー法を原理と

した抗原検出キット(DIPSTIC Eiken ROTA および DIPSTIC Eiken ADENO; 栄研科
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学)を用いて検査した。RVA は、RT-PCR 法も併用した。 

作製した糞便溶液から SepaGeneRV-R(三光純薬)により抽出した RNA を用いて、

ウシコロナウイルス(BCoV) M 遺伝子、RVA VP7 遺伝子、RVB VP7 遺伝子、RVC VP7

遺伝子および牛ウイルス性下痢症ウイルス (BVDV)5’末端非翻訳領域の検出を One 

step RT-PCR Kit(QIAGEN)を使用して RT-PCR 法により行った。RT-PCR 法におけ

るプライマーの塩基配列は表 1-1 に示す。RVA、RVB および RVC を含めたロタウイ

ルス属(RVs)は、RT-PCR 前に、鋳型 RNA を 2 μl、Dimethyl sulfoxide(DMSO)を 1 μl、

RNase フリー蒸留水を 14 μl 加えて 95℃で 5 分加熱し、その後に、RT-PCR 反応液と

しては、5 × OneStep RT-PCR Buffer を 5 μl、dNTP Mixture を 1 μl、50 μM に調整

したプライマーを 0.25 μlずつ、RNase Inhibitor(40U/μl)を 0.5 μl、QIAGEN One Step 

RT-PCR Enzyme Mix を 1 μl 加えて全量が 25 μl となるように調整した。RVs 以外の

RT-PCR 反応液としては、5 × OneStep RT-PCR Buffer を 5 μl、dNTP Mixture を 1 μl、

50 μM に調整したプライマーを 0.25 μl ずつ、RNase Inhibitor(40U/μl)を 0.5 μl 、

QIAGEN One Step RT-PCR Enzyme Mix を 1 μl、鋳型 RNA を 1 μl 加えて混和した

ものを作成し、RNase フリー蒸留水を加えて全量が 25 μl となるように調整した。

RT-PCR の反応条件は、既報に従い実施した(表 1-1)。上記の反応は、GeneAmp® PCR 

System 9700(Applied Biosystems)を用いて行った。反応後、TAE バッファー(40 mM 

Tris-acetate/1 mM EDTA)を使用して作成したエチジジウムブロマイド(0.5 μg/ml)加

2％アガロースゲルを用いて PCR 産物の電気泳動を行い、UV トランスイルミネータ

ーにて PCR による遺伝子の増幅の有無を確認した。 

 

５．ウイルスの電子顕微鏡観察 

糞便溶液を 10,000 × G で 20 分間遠心分離し、その上清を 30％ショ糖溶液に重層
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して 100,000 × G で 2 時間遠心分離した。沈殿を少量の蒸留水に溶解し、2%モリブデ

ン酸アンモニウムで陰性染色して透過型電子顕微鏡(JEM-1011；日本電子)によるウイ

ルス粒子の観察を行った。 

 

６．ロタウイルス RNA のポリアクリルアミドゲル電気泳動法(RNA-PAGE) 

糞便溶液から抽出した RNA は、ミニスラブ電気泳動装置(ATTO)を用いて 10%ポリ

アクリルアミドゲルにて 40 mA で 2.5 時間電気泳動を行った。電気泳動終了後、ゲル

を Silver Stain Plus(Bio-Rad)を用いて染色し、ロタウイルス RNA 分節の確認を行っ

た。 

 

７．RVC VP7 および VP6 遺伝子塩基配列の解読および分子系統学的解析 

完全長の VP7 遺伝子は、前述の RVC 検出用 RT-PCR 法での増幅産物を用い (表 1-1)、

完全長の VP6 遺伝子は、Shintoku 株 VP6 遺伝子の 5’および 3’末端配列を基に設計し

たプライマー；Shintoku VP6-1(5’-GCA TTT AAA ATC TCA TTC ACA ATG-3’)および

Shintoku VP6-1352 (5’-AGC CAC ATA GTT CAC ATT TCA TCC T-3’)を用いて One 

step RT-PCR Kit(QIAGEN)により RT-PCR 法を行い、得られた増幅産物を用いた(7)。

これらの PCR 産物は、MicroSpin S-400 HR Columns(GE ヘルスケア・ジャパン)を

用いて精製した。そして。DNA シーケンサー(ABI PRISM310；Applied Biosystems)

を用いたダイレクトシーケンス法により塩基配列を決定した。ダイレクトシーケンス

法については、BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit(Applied 

Biosystems)を用いて行った。シーケンスプライマーには、RT-PCR と同一のプライ

マーを用いた。塩基配列の解読については、(独)動物衛生研究所七戸研究施設に委託

した。塩基配列データは Lasergene(DNASTAR)ソフトウエアを用いて Clustral W 法
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により多重整列解析を実施し(117)、Tree-View プログラムを用いた近隣接合法により

分子系統樹を作製した(101)。 
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結果 

 

１．調査農場での下痢の発生状況 

2002 年 4 月 25 日、乳牛舎入口からみて左側の入口付近に繋養されていた 3 頭の乳

用成牛が突然下痢を発症し、下痢の発生は数日のうちに農場内の全ての乳用成牛に拡

大した。下痢便は茶色水様で、血液は混入していなかった。下痢を発症した牛に死亡

例はみられず 3 日から 5 日以内に回復し、5 月 5 日には農場内で下痢はみられなくな

った。農場レベルでの産乳量減少は下痢確認の翌日である 4 月 26 日から認められ、

約一週間継続した。最も産乳量が減少したのは、下痢確認の 3 日後(4 月 28 日)であっ

た(図 1-1)。下痢を発症した牛において鼻汁漏出等の呼吸器症状は認められなかった。

同牛舎内の脇で飼養されていた乳用子牛および乳用育成牛、並びに、別棟の牛舎で飼

養されていた肉用種繁殖牛および肉用子牛においては、下痢を含めて臨床症状は確認

されなかった。また、同時期に近隣農場での下痢症の集団発生はみられなかった。 

 

２．病原学的検査結果 

いずれの材料からもサルモネラ属菌は分離されず、分離された大腸菌において病原

性に関与する主要な遺伝子は検出されず、コクシジウムおよびクリプトスポリジウム

のオーシストも検出されなかった。 

免疫クロマトグラフィー法あるいは RT-PCR 法によるウイルス検査において、いず

れの材料からも RVA、RVB、AdV、BCoV および BVDV は検出されなかった。一方、

RT-PCR 法により、RVC が 3 例中 2 例(No. 1 および No. 2)から検出された。なお、

PCR 産物のアガロースゲル電気泳動後のエチジウムブロマイド染色において No. 2 は

濃いバンドが確認されたが、No. 1 のそれは非常に薄かった。糞便材料の電子顕微鏡
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観察によりロタウイルス様粒子が No. 2 で観察された(図 1-2)。一方その他のウイルス

粒子はいずれの材料においても観察されなかった。糞便材料 No. 2 は、RNA-PAGE

により典型的な RVC の RNA 電気泳動パターンである 4-3-2-2 パターンを示し、RVC 

Shintoku 株のそれと非常に類似していた(図 1-3)。 

 これらの結果から、糞便中に確認されたロタウイルスは RVC であることが明らか

となり、材料 No. 2 の RVC を Yamagata 株と名付けた。 

 

３．VP7 遺伝子の塩基配列の解読および相同性解析 

RVC Yamagata 株の VP7 遺伝子は、全長 1,063 bp であり、332 アミノ酸をコー

ドしている１つの open reading frame(ORF)を含んでいた (DDBJ データベース

accession number：AB108681)。Yamagata 株 VP7 遺伝子の塩基配列をウシ由来の

RVC1 株(Shintoku)、ブタ由来の RVC3 株(Cowden、WH および HF)およびヒト由来

の RVC6 株(88-220、OK450、Bristol、208、Moduganari および Jajeri)の VP7 遺伝

子と比較した結果、Yamagata 株は Shintoku 株と最も高い相同性を示した(塩基配列

93.5％,アミノ酸配列 96.1％)(表 1-2)。一方、Yamagata 株とブタ由来の RVC との相

同性は、塩基配列で 73.9～76.1％、アミノ酸配列で 72.6～75.0％、ヒト由来の RVC

との相同性は塩基配列で 74.2～75.1％、アミノ酸配列で 72.9～73.8％といずれも低値

であった(表 1-2)。 

 

４．VP6 遺伝子の塩基配列の解読および相同性解析 

RVC Yamagata 株の VP6 遺伝子は、全長 1,352 bp であり、395 アミノ酸をコード

している 1 つの ORF を含んでいた (DDBJ データベース、accession number： 

AB108680)。Yamagata 株の VP6 遺伝子をウシ由来の RVC2 株(Shintoku および
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WD534tc)、ブタ由来の RVC1 株(Cowden)およびヒト由来の RVC4 株(Bristol、208、

Moduganari および Jajeri)の VP6 遺伝子と比較した結果、Yamagata 株の VP6 遺伝

子は、VP7 遺伝子と同様に Shintoku 株と最も高い相同性を示した(塩基配列 98.1％， 

アミノ酸配列 99.5％)。一方、ウシ由来の WD534tc 株やブタ由来の RVC、また、ヒ

ト由来の RVC との相同性は、塩基配列で 82.9％以下、アミノ酸配列で 91.6％以下で

あった(表 1-3)。 

 

５．分子系統学的解析 

RVC VP6 遺伝子の分子系統樹を作製した結果、Yamagata 株と Shintoku 株は同じ

クラスターに属し、他の株が形成するクラスターと明確に区別された(図 1-4)。一方、

ウシ由来の WD534tc 株はブタ由来の Cowden 株と同じクラスターに位置し、ヒト由

来株は独自のクラスターを形成した。すなわち、WD534tc 株以外の RVC は、由来動

物種に一致した 3 つのクラスターに区別された(図 1-4)。 
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考察 

 

国内外で、ウシから最初に検出された RVC は、1991 年に北海道において成牛の下

痢便から分離された Shintoku 株であり(133)、この症例が唯一、ウシを自然宿主とす

る RVC の存在を示唆するものであった(53, 54, 55, 134, 135)。そのために、集団とし

てウシを自然宿主とする RVC が存在するのかを含め、ウシ RVC の発生実態や遺伝学

的性状等は不明な点が多く残されたままとなり、ウイルスの分類学上、一般的にウシ

は RVC の自然宿主に含まれない状況であった。本章では、2002 年 4 月、山形県の一

乳肉複合経営農場で集団発生した乳用成牛の下痢症について、様々な下痢に関与する

病原微生物の検査および発生状況調査を行い、ウシは RVC の自然宿主の 1 つである

ことを裏付け、RVC は成牛の下痢症に関与し、ウシ RVC と呼ぶことを提唱する。 

始めに本症例の病原検索を行った。下痢を発症した牛の糞便材料を用いて、細菌検

査、寄生虫検査、免疫クロマトグラフィー法および RT-PCR 法によるウイルス検査に

より主要な下痢に関与する病原微生物の検出を試みた結果、RVC が唯一検出された病

原微生物であった。さらに、電子顕微鏡観察からもロタウイルス様粒子のみが観察さ

れ、その他のウイルス粒子は観察されなかった。この検出された RVC は、RNA-PAGE

で典型的な RVC の RNA 電気泳動パターンである 4-3-2-2 パターンを示し、Shintoku

株と非常に類似した電気泳動パターンを示した。これらの結果から、糞便中から検出

された病原微生物は RVC であることが明らかとなり、Yamagata 株と命名名した(79)。

RVC はブタやヒトにおいて、下痢を引き起こす重要な腸管病原体とみなされている。

そして、ウシにおいても、RVC Shintoku 株は、初乳未摂取の新生子牛に経口投与す

ると下痢が発生することが確認されている。以上の病原検索そして RVC に関するこ

れまでの知見から、本症例は RVC 感染に起因したと考えられ、本症を RVC 下痢症あ
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るいは RVC 病と診断した。そして、Shintoku 株の検出された症例に次いで、RVC が

成牛の下痢症に関与したことを示唆する 2 症例目となった。 

本研究で検出された RVC Yamagata 株の VP7 および VP6 遺伝子の塩基配列を解読

した。VP7 遺伝子は全長が 1,063 bp であり、332 アミノ酸をコードしている１つの

open reading frame(ORF)を含んでいた。また、VP6 遺伝子は全長が 1,352 bp であり、

395 アミノ酸をコードしている 1 つの ORF を含んでいた。このことは、ウシから検

出された Shintoku 株および WD534tc 株を含めてヒトおよびブタから検出された

RVC 株で共通していた。しかしながら、VP7 および VP6 遺伝子を相同性解析した結

果、Yamagata 株は、塩基配列およびアミノ酸配列共にウシ由来の WD534tc 株やブ

タ由来の RVC、また、ヒト由来の RVC との相同性よりも Shintoku 株との相同性が

非常に高かった。また、RVC VP6 遺伝子の分子系統学的解析において、Yamagata 株

と Shintoku 株は同じクラスターに属して、ウシ由来の WD534tc 株やブタ由来の RVC、

また、ヒト由来の RVC が形成するクラスターと明確に区別された。このことから、

Yamagata 株は遺伝学的に Shintoku 株と極めて近縁であり、両株はブタおよびヒト

RVC とは明確に区別されることが明らかとなった。これらの結果から、ウシは RVC

の自然宿主の 1 つであることが明らかとなり、ウシ RVC と呼ぶことを提唱した。 

RVC Yamagata 株の検出された本症例と Shintoku 株が検出された症例を比較する

ことで以下の 3 点が類似していた。第 1 点として、農場内に飼養されている全ての乳

用成牛に水様下痢と産乳量の低下が認められた。第 2 点として、死亡例は観察されな

かった。第 3 点として、乳用子牛および乳用育成牛は下痢を認めなかった。この病態

の類似点は、ウシ RVC 病の特徴であるのかもしれない。また、ウシ RVC 病の病態の

類似点として示した点は、成牛で多発する BCoV 病の病態とも類似している。すなわ

ち、本症例は 4 月下旬に発生したことから、発生時期が秋から春先にかけて頻発する
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冬季赤痢とも称される BCoV 病の好発季節と重なった(38, 56, 97, 115)。一方、ウシ

RVC 病の病態の類似点として示した点と BCoV 病の病態において相違点もみられた。

具体的には、BCoV 病で時に認められる血便の排出や鼻水漏出等の呼吸器症状はウシ

RVC 病では確認されなかった。これらの点は BCoV 病とウシ RVC 病を臨床的に鑑別

する一助となる可能性がある。しかしながら、ウシ RVC に起因する下痢症と呼ぶこ

とができるのは上記の 2 症例のみであり、今回、類似点そして相違点として示した点

が、RVC の普遍的な特徴であるか結論付けるには症例数が少なすぎる。引き続きウシ

RVC の下痢症に関する情報を集積していく必要がある。 

また、米国および日本のウシにおいて RVC に対する抗体が 47～56 ％の陽性率で

検出されたことが報告されている(134)。このことから、ウシにおいて RVC の感染は

頻繁に起きている可能性が高い。しかしながら、前述の通り本症例の発生以前にウシ

から検出された RVC は Shintoku 株のみである。このことは、BCoV 病と RVC 病に

類似点が多いために、RVC 病が臨床的に BCoV 病と診断されて見逃されてきた、また

は RVC に感染しても臨床症状を示さない不顕性感染が多い可能性も考えられる。こ

の点を明らかにすることは、本病の制御にとって重要である。下痢症の発生時には、

臨床症状だけで診断せずに、実験室検査で BCoV と RVC を含めた RV を鑑別するこ

とで明らかになってくると思われる。引き続きウシにおける RVC 病に関する情報を

集積していく必要がある。 

本症例において下痢が観察されたのは乳用成牛のみであり、同農場で飼養されてい

た乳用子牛、乳用育成牛、肉用種繁殖用成牛そして肉用種子牛では観察されなかった。

現在のところ、RVC の検出された症例は、乳用成牛のみである。このことから、品種

の違いによる抗病性の違いあるいは搾乳がストレス要因となり抵抗力の低下を引き起

こし、下痢発症に関与しているのかもしれない。また、RVA は、ウシ、ブタ、ウマと
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いった家畜において幼齢期下痢症の主要な原因となっており、ヒトにおいても RVA

は 6 か月齢から 2 歳をピークに 5 歳までに世界中のほぼ全ての小児に感染するのに対

して、RVC 下痢症は 5～14 歳の子供で確認されることが多いことが報告されている(6, 

65)。このことから、好発する年齢層に違いがあり、年齢層の高いことが RVC 下痢症

の特徴であるのかもしれない。発生実態を明らかにすることは、ウシ RVC による下

痢症の制御にとって重要である。これまでの RVC の検出症例から乳用成牛の下痢症

に注目しがちであるが、子牛、肉用牛にも注目して RVC 病に関する情報を集積して

いく必要がある。 

本症例において下痢の発生は、牛舎入口からみて左側の入口付近に繋養されていた

3 頭から始まったことから、ウイルスは、牛舎の出入りする物やヒトを介して侵入し

た可能性が示唆されるが、獣医師の聞き取り調査で同時期に近隣農場で集団下痢の発

生は見られなかったことが確認されているため、近隣農場からの伝播を証明すること

はできなかった。ウイルス動態を明らかにすることは、ウシ RVC 病の制御に重要で

ある。不顕性感染牛や持続感染牛の存在にも配慮しながら野外発生事例を集積し、遺

伝子解析の手法を活用してウシ RVC の生態について明らかにする必要がある。 

本章の結論として、ウシは RVC の自然宿主の 1 つであることを裏付けた。このこ

とから、RVC は成牛の下痢症に関与し、ウシ RVC と呼ぶことを提唱した。 
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表 1-1 下痢関連ウイルスの RT-PCR 検査に用いたプライマー 

Viral Primer Detection primers (5'→3') Gene Position 

Product 

size 

(bp) 

Reference 

BCoV 

F ACCACCAGTTCTTGATGTGG 

M 

26–54 

455 

(38) 

Fukutomi  

et al. 1999 
R GGCCTAACATACATCCTTCC 391–409 

RVA 

Beg9 
GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCC

GTCTGG 
VP7 

1–28 

1,062 

(45) 

 Gouvea  

et al. 1990 End9 
GGTCACATCATACAATTCTAAT

CTAAG 
1036–1062 

RVB 

9B3 CAGTAACTCTATCCTTTTACC 

VP7 

175–195 

288 

(15) 

Chinsangaram 

et al. 1994 
9B4 CGTATCGCAATACAATCCG 444–462 

RVC 
U1 

GGCATTTAAAAAAGAAGAAGC

TGT VP7 
1–24 

1,063 

(135) 

Tsunemitsu  

et al. 1996 U1063 AGCCACATGATCTTGTTTACGC 1042–1063 

BVDV 

324 ATGCCCWTAGTAGGACTAGCA Non 

structural 

regions 

108–128 

288 

(138) 

Vilcek  

et al. 1994 326 TCAACTCCATGTGCCATGTAC 375–395 
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図 1-1 1 日当たりの農場の産乳量の推移 縦軸：産乳量（kg）、横軸：日付（日） 
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図 1-2 電子顕微鏡によるロタウイルス粒子像 
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図 1-3 ロタウイルス二本鎖 RNA の PAGE 移動パターンの比較。 

レーン 1：RVC Yamagata 株、レーン 2：RVC Shintoku 株、レーン 3：RVA OSU 株 
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図 1-4 RVC VP6 遺伝子の関係を示した系統樹 
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表 1-2 RVC Yamagata 株と公表されている RVC 株の VP7 遺伝子の塩基配列および

翻訳アミノ酸の相同性 

 

Straina 

 Identity with Yamagata VP7 (%)  

Species of origin Nucleotide Amino acid 

Shintoku  Bovine   93.5     96.1  

Cowden Porcine    76.1     74.7 

WH Porcine    75.5    75.0  

HF Porcine    73.9    72.6 

88-220 Human    74.2    73.5 

OK450 Human    74.2    73.5  

Bristol Human    74.7     73.5 

208 Human    74.7    72.9 

Moduganari Human    75.1    73.8 

Jajeri Human    74.8    73.8 

a 使用した株の VP7 遺伝子配列の accession numbers は、 Shintoku, U31750; 

Cowden, M61101; WH, U31749; HF, U31748; 88-220, M61100; OK450, D87544; 

Bristol, X77257; 208, AB008671; Moduganari, AF323979; and Jejeri, AF323982 で

ある。 
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表 1-3  RVC Yamagata 株と公表されている RVC 株の VP6 遺伝子の塩基配列および

翻訳アミノ酸の相同性 

 

Straina 

 Identity with Yamagata VP6 (%)  

Species of origin Nucleotide Amino acid 

Shintoku  Bovine   98.1     99.5  

WD534tcb Porcine?      81.6     87.8 

Cowden Porcine    82.9    91.6 

Bristol Human    81.9    88.9 

208 Human    81.7    88.6 

Moduganari Human    81.9    88.4  

Jajeri  Human    81.7     88.6 

a 使用した株の VP6 遺伝子配列の accession numbers は、  Shintoku, M88768; 

WD534ts, AF162434; Cowden, M94157; Bristol, X59843; 208, AB008672; 

Moduganari, AF325805; and Jejeri, AF325805 である。 
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2002 年から 2011 年に山形県で採材されたウシ下痢便からのウシロタウイルス C の検
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序論 

 

ウシの下痢症発生には様々な病原微生物が関与している。その中で、第一章におい

て、2002 年 4 月に山形県内で集団発生した乳用成牛の下痢症例から採材した糞便か

ら、唯一 RVC が検出され Yamagata 株と命名された(79)。この株は、既報のブタ RVC

およびヒト RVC 株よりもウシの糞便から検出された RVC Shintoku 株と最も近縁で

あることが明らかとなった(79)。以上の結果からウシは RVC の自然宿主の 1 つである

ことが裏付けられた。このことから、RVC は成牛の下痢症に関与し、ウシ RVC と呼

ぶことを提唱した。それ以降、ウシ RVC が広く認知され、Fukuda らによってウシ

RVC を含む主要な下痢関連ウイルスを検出するマルチプレックス RT-PCR が開発さ

れたことも相まって(35)、家畜保健衛生所の業績発表会における 2004 年の石川県、

2010 年の富山県、2011 年の埼玉県および新潟県、2012 年の香川県、2013 年の福井

県、2014 年の青森県そして 2016 年の栃木県の報告(16, 59, 86, 87, 94, 99, 120, 131)、

そして、福田らによる 2004 年から 2009 年までの概ね 5 年間の全国 18 県の家畜保健

衛生所での成牛の下痢症の病性鑑定結果についてアンケート調査した報告により(36, 

37)、ウシ RVC が乳用成牛の下痢症に関与している実態が明らかになってきた。しか

しながら、品種や月齢との関連性等不明な点が多く残されており、引き続きウシ RVC

の下痢症に関する情報を集積していく必要がある。また、福田らのまとめた報告(36, 

37)は、統一的なフォーマットで発生状況や臨床症状などの情報を収集したものではな

く、また、症例によっては未検査の病原体も存在するため、正確性や客観性を欠く部

分もあると考えられる。そこで、本章では、野外におけるウシ RVC による下痢症の

発生実態を明らかにすることを目的に、2002 年から 2011 年の 10 年間に山形県内の

農場で発生した下痢症例から病性鑑定材料として得られた乳用牛、肉用牛そして乳肉
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用子牛を合わせた 302 症例 906 検体の下痢便を用いて、統一的な検査方法で主要な下

痢に関与する病原微生物の検出を行い、また、発生状況や臨床症状などの収集した情

報について整理した。 
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材料および方法 

 

１．ウシ糞便材料 

2002 年から 2011 年の 10 年間に、山形県内の農場において発生した下痢症例から

病性鑑定材料として得られた延べ 302 農場由来の 906 検体の下痢便材料を供試した。

下痢便材料の内訳は、乳用成牛下痢 123 症例 478 検体、肉用成牛下痢 40 症例 148 検

体、乳用子牛下痢 36 症例 77 検体および肉用子牛下痢 103 症例 203 検体であった。

成牛と子牛の区分は、乳用成牛が 24 か月齢以上、肉用成牛が 12 か月齢以上、乳用肉

用共に 6 か月齢以下を子牛とした。ウシの種類は、乳用牛がホルスタイン種、肉用牛

が黒毛和種である。 

採取した糞便材料より、重量の 4 倍量のリン酸緩衝液(PBS)を加えて 10％の糞便懸

濁液を作成した。糞便懸濁液を 750 × G で 10 分間遠心し、遠心上清を糞便溶液とし

てウイルス検査への使用時まで-80℃で保存した。また、採取した糞便材料の残りは、

細菌検査および寄生虫検査への使用時まで 4℃で保存し、使用後は-80℃で保存した。 

 

２．発生形態 

各症例の発病率(累積発生率)を次の数式で求めた(7, 141)。 

発病率(累積発生率)＝期間内に発生した患畜数／観察開始時点の感受性動物数。こ

の数値から、各症例を次の 3 つの発生形態(A 集団発生、B 散発発生、C 単独発生)

に分類した。 

 家畜衛生の分野において、集団発生について定義したものは 2012 年に福田の用い

た方法以外にみつからない(36)。そこで、本研究においても A の集団発生の定義は、

その方法に準拠して区分した。すなわち、収集した症例の平均発病率を成牛および子
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牛毎に上記の式から求め、飼養頭数の規模毎に集団発生に該当する頭数を決定し、そ

の条件に該当したものを集団発生とした。その他、同時期(概ね 7 日以内)に発生して

いること、空間的な集積性があることなども集団発生の条件として考慮した。これら

の条件に該当せず、2 頭以上の小規模な発症がみられる症例を散発発生、1 頭のみの

発生を単独発生とした。福田が用いた定義では、飼養頭数 5 頭以上の症例を集計対象

としていたが、本研究では子牛も調査対象としているため、小規模農場である飼養頭

数 5 頭未満の症例も集計対象とした。飼養頭数 5 頭未満で 2 頭以上の発症がみられた

症例は散発発生、1 頭のみの発症は単独発生とした。 

 

３．細菌学的検査、寄生虫学的検査および下痢関連ウイルス検査 

 サルモネラ、病原性大腸菌、コクシジウム検査は、第一章と同様の方法で行った。

すなわち、サルモネラ検査は分離培養後に培地上の疑わしいコロニーの性状検査を行

い、サルモネラの場合は型別用抗血清を用いて血清型を同定した。病原性大腸菌の検

査は分離培養後に培地上のコロニーから DNA を抽出し、PCR 法によって病原性遺伝

子の検出を行った。コクシジウム検査は、飽和食塩水を用いた浮游法によるオーシス

トの有無を観察し、1 G 当たりのオーシスト数(OPG)を求めた。 

下痢関連ウイルス、すなわち、BCV、RVA、RVB、RVC、Torovirus(ToV)および

BVDV については、作製した糞便溶液から、High Pure Virus RNA Kit(Roche 

Switzerland)を用いて RNA を抽出し、One step RT-PCR kit(QIAGEN, USA)を用い

て、これらウイルス遺伝子の検出を試みた。AdV(AdVⅠ及び AdVⅡ)については、作

製した糞便溶液から、QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, USA)を用いて DNA を抽出

し、TaKaRa Ex Taq (TaKaRa Bio, Japan)を用いてウイルス遺伝子の検出を試みた。

RT-PCR および PCR に用いたプライマーの塩基配列は、表 2-1 に示した。RV(RVA、
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RVB および RVC)は、RT-PCR 前に、鋳型 RNA を 2 μl、Dimethyl sulfoxide(DMSO)

を 1 μl、RNase フリー蒸留水を 14 μl 加えて 95℃で 5 分加熱し、その後に、RT-PCR

反応液として、5 × OneStep RT-PCR Buffer を 5 μl、dNTP Mixture を 1 μl、50 μM

に調整したプライマーを 0.25 μl ずつ、RNase Inhibitor(40U/μl)を 0.5 μl 、QIAGEN 

One Step RT-PCR Enzyme Mix を 1 μl 加えて全量が 25 μl となるように調整した。

RVs 以外の RT-PCR 反応液として、5 × OneStep RT-PCR Buffer を 5 μl、dNTP 

Mixture を 1 μl、50 μM に調整したプライマーを 0.25 μl ずつ、RNase Inhibitor 

(40U/μl)を 0.5 μl 、QIAGEN One Step RT-PCR Enzyme Mix を 1 μl、鋳型 RNA を

1 μl 加えて混和したものを作成し、RNase フリー蒸留水を加えて全量が 25 μl となる

ように調整した。PCR 反応液として、10 × EX Taq Buffer を 2.5 μl、dNTP Mixture

を 2 μl、50 μM に調整したプライマーを 0.25 μl ずつ、TaKaRa Ex Taq を 0.25 μl、

鋳型 RNA を 1 μl 加えて混和したものを作成し、RNase フリー蒸留水を加えて全量が

25 μl となるように調整した。RT-PCR および PCR 反応条件は、それぞれ既報に従い

実施した (表 2-1)。上記の反応は、全て GeneAmp® PCR System 9700(Applied 

Biosystems)を用いて行った。反応後、TAE バッファー(40 mM Tris-acetate/1 mM 

EDTA)を使用して作成したエチジジウムブロマイド(0.5 μg/ml)加 2％アガロースゲル

を用いて PCR 産物の電気泳動を行い、UV トランスイルミネーターにて PCR による

遺伝子の増幅の有無を確認した。なお、RVA および AdV 検査は、免疫クロマトグラ

フィー法を原理とした抗原検出キット (DIPSTIC Eiken ROTA および DIPSTIC 

Eiken ADENO; 栄研科学)も併用して検査を行った。RVA および AdV は、両方の方

法で検出された場合、検出数の多い方を検出数とした。検出された下痢関連微生物の

検出内訳については、乳用成牛、肉用成牛、乳用子牛、肉用子牛に分けて集計した。

さらに、主要な下痢に関与する病原微生物の年次別、月別の検出内訳についてまとめ、
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RVC の特徴について整理した。 

 

４．一酪農場で繰り返し集団発生した下痢症において検出された病原微生物、発生状

況および臨床症状の比較 

2002 年から 2003 年の間に山形県内の同一農場で乳用成牛の下痢症が 3 回集団発生

した。発生時期は、1 回目が 2002 年 1 月、2 回目が 2002 年 11 月、3 回目が 2003 年

12 月である。検査材料は、1 回目が下痢を発症した乳用成牛から糞便を 5 検体、2 回

目が下痢を発症した乳用成牛から糞便を 5 検体および乳用子牛から糞便を 2 検体、そ

して 3 回目が下痢を発症した乳用成牛から糞便を 4 検体採材した。検査は、上記の「3．

細菌学的検査、寄生虫学的検査および下痢関連ウイルス検査」と同様の方法で実施し

た。そして、各下痢症の発生時に検出された病原微生物、発生状況および臨床症状等

の収集した情報について整理した。 
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結果 

 

１．下痢に関与する病原微生物の検出内訳 

乳用成牛の下痢症例 123 症例 478 検体における病原微生物の検出成績を表 2-2 に示

す。1 種類の病原微生物のみ検出されたのが 98 症例(79.7％)246 検体(68.4％)、複数

の病原微生物が検出されたのが 4 症例(3.2％)5 検体(1.0％)であった。そして、21 症例

(17.1％)146 検体(30.6％)からは、病原微生物が検出されなかった。個々の病原微生物

に関しては、陽性症例数および陽性検体数が最も多かったのは BCoV であり、BCoV 

のみが検出されたのが 71 症例(57.7％)219 検体(45.8％)、複数の病原微生物が検出さ

れたのが 2 症例(1.6％)3 検体(0.6％)であった。その他の病原微生物については、多い

順に RVB、RVA、RVC、サルモネラ(血清型は、全症例ともに Salmonella Typhimurium

を検出)そして BVDV が検出された。RVC に関しては、7 症例(5.7％)27 検体(5.7％)

から検出され、複数の病原微生物の検出された症例はみられなかった。RVA 、RVB

および RVC を合わせた RV 全体としてみてみると、1 種類の RV のみ検出されたのが

22 症例(17.9％)94 検体(19.7％)であり、複数の病原微生物が検出されたのは 3 症例

(2.4％)3 検体(0.6％)であった。 

肉用成牛の下痢症例 40 症例 148 検体における病原微生物の検出成績を表 2-3 に示

した。1 種類の病原微生物のみ検出されたのが 31 症例(77.5％)89 検体(60.1％)、複数

の病原微生物が検出されたのが 3 症例(7.5％)3 検体(2.1％)であった。そして、6 症例

(15.0％)56 検体(37.8％)においては、病原微生物は検出されなかった。そして、RVC

に関しては、いずれの症例からも検出されなかった。個々の病原微生物関しては、

BCoV が乳用成牛と同様に最も多く、BCoV のみが検出されたのが 25 症例(62.5％)73

検体(49.3％)、複数の病原微生物が検出されたのは 3 症例(7.5％)3 検体(2.1％)であっ
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た。他の病原微生物については、多い順にコクシジウムそして RVA が検出された。 

乳用子牛の下痢症例 36症例 77検体における病原微生物の検出成績を表 2-4に示す。

1 種類の病原微生物のみ検出されたのが 22 症例(61.0％)30 検体(39.0％)、複数の病原

微生物が検出されたのは 1 症例 (2.9％ )3 検体 (3.9％ )であった。そして、13 症例

(36.1％)44 検体(57.1％)においては、病原微生物が検出されなかった。そして、RVC

に関しては、いずれの症例からも検出されなかった。個々の病原微生物関しては、RVA

のみが 13 症例(36.1％)21 検体(27.3％)から検出され、複数の病原微生物が 1 症例

(2.9％)3 検体(3.9％)から検出され、症例数および検出数が最も多かった。他の病原微

生物については、BCoV、コクシジウムそして病原性大腸菌が同じ陽性症例数および

陽性検体数で検出された。 

肉用子牛の下痢症例 103 件 203 検体における病原微生物の検出成績を表 2-5 に示し

た。1 種類の病原微生物のみ検出されたのが 44 症例(42.7％)66 検体(32.5％)、複数の

病原微生物が検出されたのは 1 症例(1.0％)1 検体(0.5％)であった。そして、58 症例

(56.3％)136 検体(67.0％)からは病原微生物が検出されなかった。そして、いずれの症

例においても RVC は検出されなかった。それぞれの病原微生物に関しては、RVA が

乳用子ウシと同様に最も多く RVA のみが 17 症例(16.5％)21 検体(10.3％)から検出さ

れ、複数の病原微生物が 1 症例(1.0％)1 検体(0.5％)から検出された。他の病原微生物

に関しては、多い順に病原性大腸菌、BCoV、コクシジウム、AdV、RVB そしてサル

モネラ(血清型は、Salmonella Typhimurium)が検出された。 

 

２．下痢の発生形態 

 福田の用いた方法(36)で、本研究における飼養規模ごとの集団発生に分類される頭

数を求めた。 
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乳用成牛と肉用成牛を合わせた成牛全体の平均発病率は 37.5％となった。飼養頭数

14 頭の 37.5％が 5 頭、飼養頭数 27 頭の 37.5％が 10 頭であることから、集団発生を、 

① 飼養頭数 5～14 頭：発症頭数 5 頭以上 

② 飼養頭数 15～27 頭：発症頭数平均発病率(37.5％)以上 

③ 飼養頭数 28 頭以上：発症頭数：10 頭以上 

と定義した。 

また、乳用子牛と肉用子牛を合わせた子牛全体の平均発病率は 30.2％となり、飼養

頭数 17 頭の 30.2％が 5 頭、飼養頭数 34 頭の 30.2％が 10 頭であることから、集団発

生を、 

① 飼養頭数 5～17 頭：発症頭数 5 頭以上 

② 飼養頭数 18～34 頭：発症頭数平均発病率(30.2％)以上 

③ 飼養頭数 35 頭以上：発症頭数 10 頭以上 

と定義した。 

病性鑑定を実施した 302 症例 906 検体における下痢の発生形態内訳を表 2-6 に示す。

集団発生に関して、乳用成牛では集団発生由来が 100 症例(81.3％)421 検体(88.1％)、

散発発生由来が 23 症例(18.7％)57 検体(11.9％)となり、肉用成牛では集団発生由来が

33 症例(82.5％)125 検体(84.5％)、散発発生由来が 7 症例(17.5％)23 検体(15.5％)とな

った。成牛は、全体的に集団発生が多く、散発発生が少ない傾向を示し、単独発生は

みられなかった。乳用成牛および肉用成牛共に、単独発生は 1 症例もみられず、大多

数は集団発生由来であった。一方、乳用子牛において集団発生由来が 3 症例(8.3％)17

検体(22.1％)、散発発生由来が 15 症例(41.7％)42 検体(54.5％)、単独発生由来が 18

症例(50.0％)18 検体(23.4％)となり、そして、肉用子牛において集団発生由来が 9 症

例(8.7％)53 検体(26.2％)、散発発生由来が 31 症例(30.1％)87 検体(42.8％)、単独発生
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由来が 63 症例(61.2％)63 検体(31.0％)となった。子牛は、全体的に集団発生に比べて

散発発生や単独発生が多い傾向を示した。 

 

３．下痢関連疾病の発生形態別の症例数と陽性頭数 

下痢便から病原微生物が検出された症例を当該病原体による下痢関連疾病と診断

した。そして、各下痢関連疾病の症例数と陽性検体数を発生形態別に区分した。 

乳用成牛の成績を表 2-7 に示す。BCoV 病においては、BCoV のみが検出された症

例の 90.1％が集団発生、残りが散発発生であり、そして、BVD または RVA と共に検

出された症例の全てが集団発生であった。RVB 病においては、RVB のみが検出され

た症例と RVA と共に検出された症例とに関わらず全てが集団発生であり、RVC 病に

おいては、全てが RVC のみが検出された症例であり、その全てが集団発生であった。

これらに対して、RVA 病においては、RVA のみが検出された症例の 60％が集団発生、

残りが散発発生であり、そして、前述した RVB と共に検出された症例では全て集団

発生であった。一方、サルモネラ症においては、全てがサルモネラのみ検出された症

例であり、その全てが散発発生であった。 

肉用成牛の成績を表 2-8 に示す。BCoV 病においては、BCoV のみが検出された症

例の 92％が集団発生、残りが散発発生であり、そして、コクシジウムはまた RVA と

共に検出された症例の全てが集団発生であった。コクシジウム病においては、コクシ

ジウムのみが検出された症例の 40.0％が集団発生であり、残りが散発発生であり、そ

して、前述のとおり BCoV と共に検出された症例全てが集団発生であった。また、RVA

病において、RVA のみが検出された症例と前述のとおり BCoV と共に検出された症例

とに関わらず全てが集団発生であった。 

乳用子牛での成績を表 2-9 に示す。RVA 病においては、RVA のみが検出された症例
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の 61.5％が散発発生を占め、30.8％が単独発生、7.7％が集団発生であり、BCoV と共

に検出された 1 症が散発発生であった。BCoV 病においては、BCoV のみが検出され

た症例の 66.7％が単独発生、残りが集団発生であった。コクシジウム病においては、

全てがコクシジウムのみ検出された症例であり、その 66.7％が散発発生であり、残り

が集団発生であった。大腸菌症は全てが大腸菌のみ検出された症例であり、その全て

が単独発生であった。 

肉用子牛での成績を表 2-10 に示す。RVA 病においては、RVA のみが検出された症

例の 58.8％が単独発生を占め、29.4％が散発発生、11.8％が集団発生であり、大腸菌

と共に検出された 1 症例が散発発生であった。BCoV 病においては、全てが BCoV の

み検出された症例であり、50.0％が散発発生、37.5％が単独発生、12.5％が集団発生

であった。コクシジウム病においては、全てがコクシジウムのみ検出された症例であ

り、その 50.0％が単独発生であり、集団発生と散発発生が 25.0％ずつであった。AdV

病および RVB 病においては、全てが 1 種類の病原微生物のみ検出された症例であり、

その全てが集団発生であった。サルモネラ症においても、全てがサルモネラのみ検出

された症例であり、その全てが散発発生であった。 

 

４．乳用成牛における下痢関連疾病の年別の症例発生件数 

 RVC 病は乳用成牛でのみ確認されたため、乳用成牛における下痢関連疾病の年別

(2002 年から 2012 年)の症例発生件数を図 2-1 に示した。BCoV 病は、毎年発生し、

発生件数が最も多く確認された。次いで、RVB 病が 2002 年に 1 症例、2004 年に 2

症例、2005 年に 5 症例、2007 年に 2 症例、2009 年に 1 症例、2011 年に 1 症例、計

12 症例で確認され、RVA 病が 2003 年に 2 症例、2004 年に 2 症例、2005 年に 4 症例、

計 8 症例で確認され、RVC 病が 2002 年に 1 症例、2003 年に 1 症例、2004 年に 3 症
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例、2008 年に 1 症例、2010 年に 1 症例の計 7 症例で確認された。RV 病としてみて

みると、RVA 病、RVB 病および RVC 病のいずれかが 10 年間を通じて 2006 年を除い

て毎年確認された。一方、サルモネラ症は 2005 年に 4 症例、2006 年に 1 症例、計 5

症例で確認された。 

 

５．乳用成牛における下痢に関与する病原微生物の月別の症例発生件数 

 乳用成牛における下痢関連疾病の月別の症例発生件数を図 2-2 に示した。BCoV 病

は毎月発生し、発生件数が 8 月を除いて最も多く確認された。特に 10 月から 5 月、

すなわち秋から春にかけての寒冷な季節に症例数が増加する傾向を示した。次いで、

RVB 病が 1 月に 1 症例、2 月に 2 症例、4 月に 5 症例、5 月に 1 症例、7 月に 1 症例、

11 月に 2 症例、計 12 症例で確認され、RVA 病が 2 月に 1 症例、3 月および 4 月に各

2 症例、11 月に 2 症例そして 12 月に 1 症例、計 8 症例で確認され、RVC 病が 1 月お

よび 4 月に各 2 症例、11 月、12 月および 6 月に各 1 症例、計 7 症例で確認された。

RV 病としてみてみると、RVC 病が 6 月に 1 症例、RVB 病が 7 月に 1 症例で確認さ

れ、温かい季節の発生もみられているが、傾向として秋から春先にかけての寒冷な季

節の発生が多かった。一方、サルモネラ症は 2 月に 1 症例、5 月に 1 症例、8 月に 3

症例、計 5 症例で確認され、温かい季節に発生する傾向を示した。 

 

６．RVC 病の発生概要 

 前述の通り、本研究において山形県内で RVC 病は乳用成牛でのみ 7 症例認められ

た(表 2-11)。この 7 症例の発生状況および臨床症状を整理したとこり、4 点の共通点

がみられた。①集団発生である点、②秋から春に発生する点、③下痢便はいずれも茶

褐色の水様性を呈した点、④産乳量の低下がみられた点である。また、興味深い点と
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して、①農場 C で集団下痢が発生した 8 日後に同じ市内の近隣農場である農場 D で

集団下痢が発生したこと、②2004 年と 2008 年の 2 回、同じ農場 C で集団下痢が発生

したことの 2 点が挙げられる。 

 

７．同一酪農場で繰り返し集団発生した下痢症において検出された病原微生物、発生

状況および臨床症状の比較 

 2002 年から 2003 年に乳用成牛を 25 頭～28 頭飼養する農場 B において、下痢症の

集団発生が 3 症例確認された。これらの発生状況および臨床症状の概要を下記および

表 2-12 に示した。 

＜1 症例目＞ 

2002 年 1 月 17 日、複数の乳用成牛が突然下痢を呈し、下痢の発生は 2 日以内に約

半数の乳用成牛に広がった。子牛においては下痢の発症はみられなかった。下痢便は

茶色水様性で、血便は認められなかった。また、下痢発症牛は産乳量減少（聞き取り

調査のみ）を示す一方、呼吸器症状は認められなかった。農場内での下痢の発生期間

は 8 日間であった。下痢を発症した 5 頭の乳用成牛から糞便を採材し、診断検査の結

果、5 頭全てから RVB が検出され、その他の主要な下痢関連病原体は検出されなかっ

た。 

＜2 症例目＞ 

2002 年 11 月 21 日、数頭の成牛が下痢を呈し、下痢は農場内の全ての成牛に 6 日

後までにまん延した。下痢便は水様性で血様を呈していた。また、下痢を発症した乳

用成牛は産乳量減少を示し、最大の乳量減少は 14％であった。さらに、鼻汁漏出等の

呼吸器症状もみられた。下痢の発症期間は 14 日間であった。下痢を発症した 5 頭の

乳用成牛から糞便を採材し、診断検査の結果、5 頭全てから BCoV が検出され、その
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他の主要な下痢関連微生物は検出されなかった。また、2 頭の同居子牛はいずれも同

時期に水様下痢を呈し、そのうちの 1 頭は BCoV と RVA の混合感染、もう 1 頭は RVA

のみが検出された。 

＜3 症例目＞ 

2003 年 12 月 15 日、数頭の成牛で下痢が発生し下痢は 4 日以内に農場内の全ての

乳用成牛に広がった。子牛においては下痢の発症はみられなかった。下痢便は褐色水

様性で血便は認められなかった。また、下痢を呈した成牛は産乳量減少を示し、最大

の乳量減少は 9％であり、呼吸器症状は示さなかった。農場内での下痢の発症期間は

9 日間であった。採材した 4 頭の糞便材料は診断検査で 4 頭全てから RVC が検出され、

その他の主要な下痢関連微生物は検出されなかった。また、同居していた育成牛 3 頭、

子牛 3 頭はいずれも下痢は認められなかった。 
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考察 

 

野外においてウシにおける RVC 病の発生実態を明らかにすることは、本症の制御

にとって重要である。第一章において、ウシは RVC の自然宿主の 1 つであることを

裏付けた。このことで、RVC は成牛の下痢症に関与し、ウシ RVC と呼ぶことができ

ることを提唱した。それ以降、全国各地からウシにおける RVC 病の発生が報告され(16, 

59, 86, 87, 94, 99, 120, 131)、乳用成牛の下痢症に関与している実態が徐々に明らか

になってきた。しかしながら、品種や月齢との関連性等不明な点が多く残されており、

引き続きウシにおける RVC 病に関する情報を集積していく必要がある。そこで、本

章では、乳用牛、肉用牛そして乳肉用子牛も含めてウシにおける RVC による下痢症

の発生実態について明らかにすることを目的に、10 年間わたって山形県内で収集した

下痢便を用いて統一的な検査方法で下痢に関与する病原微生物の検出を行い、発生状

況や臨床症状などの得られた情報について整理した。 

これまでウシにおける RVC の検出症例は、初検出の Shintoku 株(133)、第 1 章で

示した Yamagata 株(79)、Toyama 株(125)、家畜保健衛生所の業績発表会での報告(16, 

59, 86, 87, 94, 99, 120, 131)そして福田らが 2004 年から 2009 年までの概ね 5 年間の

全国 18 県の家畜保健衛生所での成牛の下痢症の病性鑑定結果をまとめた報告(5 症例

(2.5％)から検出)(36, 37)があるが、いずれも乳用成牛の下痢症からのものである。本

章の調査においても、RVC は乳用成牛の下痢便からのみ 7 症例(5.7％)検出され、肉用

成牛、乳用子牛、肉用子牛の下痢便からは検出されなかった。このことから、RVC は、

ウシの中でも乳用成牛の下痢症に関与している実態を強く示唆する結果となった。好

発する季節について、既報では秋から春先にかけて検出される傾向を示し、本章の調

査でも同様の傾向を示した(16, 36, 37, 59, 79, 86, 87, 94, 99, 120, 131, 133)。発生形
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態について分類しているのは、福田らの報告みである(36, 37)。それによると、RVC

の検出された 5 症例(2.5％)のうち 4 症例を分類し、3 症例が集団発生、1 症例が散発

発生であると報告している。また、家畜保健衛生所の業績発表会で症例報告では、発

生形態について定義して分類していないが、農場内で下痢症が蔓延した状況から集団

発生であったことが推察される。本章の調査でも福田らの定義(36, 37)に基づいて下痢

症の発生形態を分類した結果、全て集団発生であった。これまでの症例を総合してみ

ると、発生形態に関して散発発生もみられているが、大勢は集団発生である。このこ

とから、ウシ RVC は、主に秋から春先にかけての寒冷期に集団発生する乳用成牛の

下痢症に関与していることが強く示唆された。 

乳用成牛の下痢に関与する病原微生物の検出成績全体をみてみると、BCoV の検出

頻度が最も高く、混合感染も含めて 73 症例(59.3％)を占め、それに続いて、検出頻度

の高い順に RVB(9.7％)、RVA(6.5％)、RVC(5.7％)、サルモネラ(血清型：Salmonella 

Typhimurium)(4.1％)となった。BCoV は、成牛の下痢症において検出頻度が高く、

集団発生を引き起こすことが知られている(38, 56, 57, 58, 97, 115)。福田らも成牛の

下痢症において最も検出頻度が高く、70％以上が集団発生であると報告している(36, 

37)。本章の調査においても BCoV が最も多く検出され 90％以上が集団発生であり、

乳用成牛において集団発生する下痢症の主要な原因ウイルスであることが確認された。

次に、RVA についてであるが、ウシなどの家畜において幼齢期下痢症の主要な原因ウ

イルスとして知られており(23)、時に成牛下痢症の原因にもなっていることが報告さ

れている(33, 121)。福田らも成牛の下痢症から混合感染も含めて 11 症例検出し、集

団発生、散発発生そして単独発生と様々な発生形態をとることを報告している(36, 37)。

本症の調査においても乳用子牛から 14 症例(39.0％)検出されたのに対して、乳用成牛

からは 8 症例(6.5％)検出され、主に子牛の下痢症に関与しているが、乳用成牛の下痢
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症にも関与していることが確認された。因みに、肉用子牛からも 18 症例(17.5％)検出

されたのに対して、肉用成牛から 2 症例(5％)検出され、主に子牛の下痢症に関与して

いるが、肉用成牛の下痢症にも関与していることが確認された。発生形態に関しては、

混合感染も含めると集団発生が 75.0％そして散発発生が 25.0％となり、福田らの報告

(36, 37)と違いがみられた。本章の調査も福田らの調査も症例数が少ないため、発生形

態に関しては、引き続き情報を集積していく必要がある。 

次に RVB についてであるが、ウシにおける RVB 病は米国(11)、英国(124)、日本(46, 

47, 136)、インド(4, 42)で報告されている。海外では RVB による子牛の下痢症の報告

が散見されるが、日本での報告は成牛、特に搾乳牛での集団発生する下痢症に限られ

ている。ウシにおける RVB の浸潤状況に関して、Chang らは米国内の子牛下痢便お

よび成牛下痢便を用いて RT-PCR 法による検出を行った結果、子牛下痢便で 5.6％

(5/90)、成牛下痢便で 18.5％(15/81)が陽性となったことから、子牛および成牛の下痢

症に関与していること、特に成牛の下痢症に深く関わっている可能性を示した(11)。

日本では、Tsunemitsuらが 33農場のウシ血清 324検体について ELISA法による RVB

抗体検査を実施した結果、2 歳以上の成牛の抗体陽性率が 60％と比較的高率であるこ

とを報告している(137)。本研究においても、子牛に関しては肉用子牛から検出された

1 症例のみであり、乳用成牛から検出は混合感染も含めて 12 事例であったことから、

子牛および成牛の下痢症に関与していること、そして特に乳用成牛の下痢症に関与し

ていることが確認された。発生形態に関して本章の調査で 12 症例全て集団発生であ

ったのに対して、福田らの調査によると成牛の下痢症から 16 症例検出し、集団発生

が 2 症例、散発発生が 6 症例と報告しており(36, 37)、両調査に違いがみられた。RVB

の検出症例数はまだ少ないため、発生形態に関しては、引き続き情報を集積していく

必要がある。混合感染についてみてみると、RVA と RVB の検出された 2 症例(1.6％)、
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BCoV と BVD の検出された 1 症例(0.8％)そして BCoV と RVA の検出された 1 症例

(0.8％)のみであり、少ない傾向を示した。福田らの調査(36, 37)でも BCoV と RVA の

混合感染が 2 症例(1.0％)のみであり、少ない傾向を示している。このことから、乳用

成牛の下痢症は 1 種類の病原体が原因となって集団発生や散発発生を起こしていると

考えられた。ウシの下痢症の原因調査において糞便から病原微生物が検出されない症

例も多数認められる。本章の調査においても 21 症例(17.1％)から主要な下痢に関与す

る病原微生物が検出されなかった。福田らは、46 症例(23.0％)から主要な下痢に関与

する病原微生物が検出されなかったと報告している(36, 37)。このような場合、原因を

非感染性の要因に求めてしまっている(62, 108)。もちろん、不適正な環境および飼育

管理によるストレス、過食、消化不良、吸収障害等の非感染性の要因に起因している

場合もあるが、未知の病原微生物による下痢症、そして、下痢への関与が重要視され

てこなかったために検査が実施されていない病原微生物に起因する下痢症等が含まれ

ていると考えられている。そのような病原微生物の一つとして本研究ではウシ RVC

に注目した。これからも、固定概念に囚われず RV を含め様々な病原微生物に注目し

て、下痢の原因究明をしていく必要があると考える。 

乳用成牛の下痢に関与する病原微生物の検出頻度について興味深い点がみられた。

これまで成牛の下痢症の原因として注目されてこなかった RVA、RVB そして RVC の

検出頻度が、成牛の下痢に関与する主要な病原微生物として広く知られているサルモ

ネラよりも高く(27, 96)、さらに、RVA、RVB そして RVC を含めた様々な RV の検出

頻度は 25 症例(20.3％)を占め、BCoV の 73 症例(59.3％)に次ぐ大きな割合を占めた点

である(27, 96)。補足として、サルモネラには 2,200 種以上の血清型があり(28)、ウシ

において我が国では Salmonella Typhimurium が最も主要な血清型であり(119)、

Salmonella Dublin および Salmonella Enteritidis を含めた 3 種の血清型が家畜伝染
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病予防法で届出伝染病に指定されている。先行調査として福田らが成牛の下痢症に関

与する病原体の検出頻度について報告している(36, 37)。その報告においても、混合感

染も含めて BCoV が 101 症例(50.5％)、RVB が 16 症例(8.0％)、サルモネラが 16 症

例(7.0％)、RVA が 11 症例(5.5％)そして RVC が 5 症例(2.5％)から検出されており、

RVA、RVB そして RVC を含めた RV は 32 症例(16.0％)から検出され、大きな割合を

占めている。このことから、RVA、RVB そして RVC を含めた RV は BCoV やサルモ

ネラと同様に乳用成牛の下痢症に関与する主要な病原微生物であり、これまで考えら

れていたよりも大きな割合を占めて、乳用成牛の下痢症に関与している可能性が示唆

された。しかしながら、福田らは RV の検査頻度が低いことを指摘しており、注目度

はまだ低いことが窺える(36, 37)。一方、北海道および米国において RVC の抗体保有

率がブロッキング ELISA を用いて調査され、北海道の乳用成牛で 56％、米国の肉用

成牛で 47％といずれも高い抗体保有率が確認されている(134)。抗体保有率から推察

して、ウシにおいて RVC の感染は頻繁に起きており、成牛の下痢症に関与している

可能性が高い。しかしながら、これまでの RVC の検出症例数は、抗体保有率に比べ

て少なすぎる。その理由として次の 2 点が考えられる。1 点目として、RVC 病は BCoV

病と好発季節や発生形態が類似しているため、本病を臨床的に BCoV 病と診断されて

いる可能性が考えられる。2 点目として、感染しても発症しない不顕性感染が多い可

能性も考えられる。発生が見逃されてきたのか、あるいは不顕性感染が多いのか、こ

の点を明らかにすることは、本病の制御にとって重要である。下痢症の発生時には、

臨床症状だけで診断せずに、実験室検査で BCoV と RVC を含めた RV を鑑別して、

引き続きウシにおける RVC 病に関する情報を集積していく必要がある。 

RVC による下痢症の発生する季節について、前述のとおり BCoV および RVC を含

め RV は共に秋から春先に多く検出される傾向を示し、好発季節が重なっていた(38, 
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56, 57, 58, 97, 115)。一方、サルモネラは夏季に多く検出される傾向を示した。サル

モネラは成牛において不顕性感染が多く(26, 113)、栄養状態(119)、飼料給与内容(2)

そして暑熱ストレス(17)などの要因により、通常散発的にサルモネラ症が発生すると

いわれている。このことは、福田らの報告でも同様の傾向を示している(36, 37)。BCoV

および RV による下痢の好発季節とサルモネラによるそれとは異なると考えられ、好

発季節が類症鑑別の一助になる可能性を示した。 

RVC による下痢症の発症要因について、今回の成績を含めて RVC は肉用成牛から

検出されず乳用成牛からのみ検出されていること、それから、前述のとおり、米国の

肉用成牛の調査ではあるが、肉用成牛から 47％という高い抗体保有率が確認されてい

る(134)。このことから、品種の違いによる抗病性の違いあるいは搾乳、妊娠、出産な

どがストレス要因となり抵抗力の低下が下痢の発症要因と関連しているのかもしれな

い。また、前述のとおり北海道の乳用牛および米国の肉用牛において RVC の高い抗

体保有率が確認されている(134)。一方、家畜保健衛生所の業績発表会で報告された症

例の中で、間接蛍光抗体法による RVC の抗体検査により下痢発生前血清は低い抗体

価を示した一方、下痢回復後の血清では有意な抗体価の上昇が確認されている(36, 99, 

120)。このことから、ウシにおいて RVC の感染は頻繁に起きている可能性が高いが、

農場ごとの牛群でみてみると、感染歴のない牛群や感染から数年経過し抗体価の低い

牛群が存在していると考えられる。そのような牛群で発症しているのかもしれない。

また、本研究も含めてこれまでに子ウシの下痢症から RVC が検出されていない。そ

の理由を説明するヒントとなる事象として、ヒトでは、RVA 下痢症の多くは 0～2 歳

の乳幼児で確認されるのに対し、RVC 下痢症は 5～14 歳の子供で確認されることが多

く、年齢層に違いがみられている点が挙げられる(63)。ウシにおいても好発しやすい

年齢層があり、子牛よりも成牛、特に乳用成牛の下痢に関連しているのかもしれない。
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しかしながら、一方で、ヒトでは、RVC が子供も成人も含めて年齢に関係なく下痢を

引き起こす重要な腸管病原体とみなされている(66, 74, 98)。ブタにおいても RVC の

下痢症は、月齢に関係なく RVA の下痢症と同様に世界中の多くの農場で頻発している

ことが明らかにされている(17, 116, 134)。このことから、ウシにおいても、RVC の

下痢症は、年齢に関係なく下痢を引き起こす腸管病原体である可能性は否定できない。

既報および本章の調査結果からは、子牛よりも成牛、特に乳用成牛の下痢症に関与し

ていることが示唆されているが、既報および本章の調査も含め RVC の検出された症

例は、Shintoku 株を除いて発生した下痢症例のうち病性鑑定材料として家畜保健衛生

所で収集された下痢便を供試材料としている。この点を勘案すると、集まりやすい情

報を収集しているというバイアスがかかっている可能性も否定できない。具体的には、

乳用成牛の集団発生する下痢症は、冬季赤痢とも称される BCoV 病として広く認識さ

れていること(38, 56, 57, 58, 97, 115)、そして、牛群内での下痢の広がりが早く、乳

量減少も顕著であり、生産者の目につきやすいために多くの病性鑑定が依頼されやす

くなり、その結果として情報が集まりやすくなっているために、乳用成牛の集団下痢

からのみ RVC が検出されている可能性も否定できない。引き続き肉用成牛、乳用子

ウシ、肉用子ウシの下痢症への RVC の関与について注視していく必要がある。また、

本章の調査において散発発生あるいは単独発生の下痢症から RVC の検出はみられな

かった。これまでも福田らの報告で乳用成牛の散発下痢が 1 症例あるのみでる(36, 37)。

しかしながら、発生形態に関しても上記のとおり集まりやすい情報を収集していると

いうバイアスがかかっている可能性も否定できないため、引き続き単独発生あるいは

散発発生事例にも注視していく必要がある。 

本研究において検出された 7 症例の RVC 病の発生状況および臨床症状を整理した

ところ、共通点が 4 点みられた。①集団発生である点、②秋から春先に発生する点、
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③下痢便はいずれも茶褐色の水様性を呈した点、④産乳量の低下がみられた点である。

また、発生状況や臨床症状が類似している BCoV 病との違いもみつかった。必発では

ないが、BCoV 病は血便の排出おおび鼻汁漏出がみられるが、本研究において検出さ

れた 7 症例の RVC 病ではみられなかった。これらの共通点および相違点は、既報と

も共通しており(16, 36, 37, 59, 86, 87, 94, 99, 120, 131, 133)、RVC 病の特徴と考え

られ、BCoV 病と臨床的に鑑別する一助となる可能性がある。また、興味深い点とし

て、①農場 C で集団下痢が発生した 8 日後に同じ市内の近隣農場である農場 D で集

団下痢が発生したこと、②2004 年と 2008 年の 2 回、同じ農場 C で集団下痢が発生し

たことの 2 点が挙げられる。このように、RVC 病が近隣農場で続発した症例および同

一農場で再発生した症例に関する報告はこれまでに無い。①に関して、現場調査で、

農場 C と D の距離は 500ｍ程度であり、同じ診療獣医師が担当し、集乳経路が農場 C

を経由した後に農場 D へ向かうことが判明し、本症例は人的要因により RVC 病が広

がった可能性が考えられる。②に関しては、農場内に持続感染牛が維持されていたこ

とによる再感染あるいは農場内へ新たな株の侵入による再感染の可能性が考えられる

が、考察できる材料を持ち合わせていない。この上記 2 点に関しては、第 3 章におい

て検出された RVC 株の遺伝子解析を実施し、さらなる考察をしていく予定である。 

本章の調査において、B 農場で乳用成牛の集団下痢がくり返し 3 回発生した。そし

て、それぞれ異なる病原体(RVB、BCoV および RVC)が検出された。この B 農場の 3

症例を比較することで、発生状況および臨床症状の共通点と相違点について整理した

(表 2-12)。3 症例の共通点としては、①発生時期が秋から春先の寒冷な季節である点、

②糞の性状が水様である点、③乳量減少がみられた点、④発生形態が集団発生である

点が挙げられる。また、RVB と BCoV、RVC と BCoV の検出された症例の間では、

相違点がみられた。すなわち、BCoV の検出された症例において、①血便がみられた
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点、②鼻水漏出がみられた点、③乳量減少の割合が大きかった点、④下痢の最盛期間

が長かった点、⑤下痢の発症期間が長かった点が挙げられる。これらの共通点および

相違点は、RVB 病および RVC 病の特徴と考えられ、BCoV 病と臨床的に鑑別する一

助となる可能性がある。また、このような違いは、BCoV と RVB および RVC の組織

親和性に違いによるのではないかと考えられる。すなわち、BCoV は経口的あるいは

経鼻的に侵入し、鼻甲介、気管、肺等の呼吸器および小腸および大腸の絨毛および陰

窩の上皮細胞に感染する(36, 58)。特に、結腸の陰窩上皮細胞の壊死と剥離がみられる

(58)。このことから、BCoV 病は鼻水漏出や血便がみられるのではないかと考えられ

る。一方、RV 病は、経口的に侵入した RV は、小腸絨毛先端約 1/3 の成熟上皮細胞で

増殖し、陰窩の底部に存在する小腸上皮幹細胞には感染しない(147)。感染後、絨毛は

背が低くなり、幅が広くなって吸収面積が著しく減り、また、微絨毛の配列の乱れや

欠落などの組織病変を起こす。こうして、水の吸収能力が著しく傷害され下痢が起こ

る。しかし、小腸上皮細胞の再生が早く、陰窩からの新生と絨毛先端部での脱落によ

り、3～6 日で小腸絨毛の先端部は修復する(147)。このことから、BCoV 病に比べて

RV 病は、乳量減少の割合が小さく、下痢の最盛期間が短く、下痢の発症期間が短く

なると考えられる。 

本章の結論として、RVC は、秋から春先にかけて乳用成牛において集団発生する下

痢症に関与する主要な病原微生物の 1 つであることが示唆された。また、RVA、RVB

そして RVC を含めた RV は、BCoV に次いで大きな割合を占める乳用成牛の下痢症に

関与する主要な病原微生物であることが示唆された。また、RVC 病を含めた RV 病は、

BCoV 病と発生形態および発生時期に関して類似の傾向を示すことが明らかになった。

また、臨床症状に関して、RVC 病と RVB 病は共通点があり、RVC 病と BCoV 病では

相違点のあることが明らかになった。 



54 
 
 
 
 
 

 

図 2-1 乳用成牛における下痢関連疾病の年別症例発生件数 

縦軸：件数 横軸：年 
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図 2-2 乳用成牛における下痢関連疾病の月別症例発生件数 

縦軸：件数 横軸：月 
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表 2-1 ウイルス検出に用いたプライマー 

ウイルス プライマー プライマー配列(5'→3') 遺伝子 位置 PCR 産物(bp) 参照 

BCoV 
F ACCACCAGTTCTTGATGTGG 

M 
26–54 

455 (38) Fukutomi et al. 
1999 R GGCCTAACATACATCCTTCC 391–409 

RVA 
Beg9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 

VP7 
1–28 

1062 (45) Gouvea et al. 
1990 

End9 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1,036–1,062 

RVB 
9B3 CAGTAACTCTATCCTTTTACC 

VP7 
175–195 

288 (15) Chinsangaram et 
al. 1994 9B4 CGTATCGCAATACAATCCG 444–462 

RVC 
U1 GGCATTTAAAAAAGAAGAAGCTGT 

VP7 
1–24 

1063 (133) Tsunemitsu et al. 
1999a U1063 AGCCACATGATCTTGTTTACGC 1,042–1,063 

BVDV 
324 ATGCCCWTAGTAGGACTAGCA 

非構造蛋白 
108–128 

288 (138) Vilceket et al. 
1994 326 TCAACTCCATGTGCCATGTAC 375–395 

ToV 
S5 GTGTTAAGTTTGTGCAAAAAT 

S 
20,956–20,976 

742 (48) Hoetet et al. 
2003 S3 TGCATGAACTCTATATGGTGT 21,677–21,697 

AdVⅠ 

BALF (Fiest) GRTGGTCIYTRGATRTRATGGA 

Hexon 

19,235–19,256 
641 

(68) Maluquer de Motes 
et al. 2004 

BARF (Fiest) AAGYCTRTCATCYCCDGGCCA 19,852–19,872 
BALN (Nested) ATTCARGTWCCWCARAARTTTTTTGC 19,347–19,370 

430 
BARN (Nested) CCWGAATAHRIAAARTTKGGATC 19,747–19,769 

AdVⅡ 

Pr-BALF (Fiest) TCAGCTGGTAGTGCWRCRACATGAG 

Protease 

17,380–17,404 
677 

Pr-BARF (Fiest) GAAGAAGATGAWGAAGAMGAYTAA 18,032–18,056 
Pr-BALF (Nested) ACTTTTGATTGYMGATTTCCAGG 17,472–17,494 

625 
Pr-BARF (Nested) TTTTATTAADCCAAKYTTWGTATT 17,973–17,996 
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表 2-2 乳用成牛糞便材料から下痢関連病原体の検出成績 

下痢関連病原体 陽性症例数 
（陽性材料数） 

 
％ 
 

BCoV 71 57.7 a) 
（219） （45.8）b) 

RVB 10 8.1 
（53） （11.1） 

RVC 7 5.7 
（27） （5.7） 

RVA 5 4.1 
（14） （2.9） 

サルモネラ 5 4.1 
（14） （2.9） 

RVA＋RVB 2 1.6 
（2） （0.4） 

BCoV＋BVD 1 0.8 
（2） （0.4） 

BCoV＋RVA 1 0.8 
（1） （0.2） 

検出されず 21 17.1 
（146） （30.6） 

計 123 100 
（478） （100） 

a)陽性症例数の割合 
b)陽性材料数の割合 
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表 2-3 肉用成牛糞便材料からの下痢関連病原体の検出成績 

下痢関連病原体 陽性症例数 
（陽性材料数） 

 
％ 
 

BCoV 25 62.5 a) 
（73） （49.3）b) 

コクシジウム 5 12.5 
（14） （9.4） 

BCoV＋コクシジウム 2 5 
（2） （1.4） 

RVA 1 2.5 
（2） （1.4） 

BCoV＋RVA 1 2.5 
（1） （0.7） 

検出されず 6 15 
（56） （37.8） 

計 40 100 
（148） （100） 

a)陽性症例数の割合 
b)陽性材料数の割合 
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表 2-4 乳用子牛糞便材料からの下痢関連病原体の検出成績 

下痢関連病原体 症例数 
（材料数） 

％ 
 

RVA 13 36.1 a) 
（21） （27.3）b) 

BCoV 3 8.3 
（3） （3.9） 

コクシジウム 3 8.3 
（3） （3.9） 

病原性大腸菌 3 8.3 
（3） （3.9） 

BCoV＋RVA 1 2.9 
（3） （3.9） 

検出されず 13 36.1 
（44） （57.1） 

計 36 100 
（77） （100） 

a)陽性症例数の割合 
b)陽性材料数の割合 
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表 2-5 肉用子牛糞便材料からの下痢関連病原体の検出成績 

下痢関連病原体 症例数 
（材料数） 

％ 
 

RVA 17 16.5 a) 
（21） （10.3）b) 

病原性大腸菌 11 10.6 
（15） （7.3） 

BCoV 8 7.8 
（16） （7.9） 

コクシジウム 4 3.9 
（5） （2.5） 

AdV 2 1.9 
（4） （2.0） 

RVB 1 1 
（3） （1.5） 

サルモネラ 1 1 
（2） （1.0） 

RVA＋病原性大腸菌 1 1 
（1） （0.5） 

検出されず 58 56.3 
（136） （67.0） 

計 103 100 
（203） （100） 

a)陽性症例数の割合 
b)陽性材料数の割合 
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表 2-6 成牛および子牛における下痢の発生形態 

  症例数 集団発生 
(%) 

散発発生 
(%) 

単独発生 
(%) 材料数 

乳用成牛 
123 100 

(81.3) 
23 

(18.7) 
0 

（0.0） 

478 421 
(88.1) 

57 
(11.9) 

0 
（0.0） 

肉用成牛 
40 33 

(82.5) 
7 

(17.5) 
0 

（0.0） 

148 125 
(84.5) 

23 
(15.5) 

0 
（0.0） 

乳用子牛 
36 3 

(8.3) 
15 

(41.7) 
18 

(50.0) 

77 17 
(22.1) 

42 
(54.5) 

18 
(23.4) 

肉用子牛 
103 9 

(8.7) 
31 

(30.1) 
63 

(61.2) 

203 53 
(26.2) 

87 
(42.8) 

63 
(31.0) 

成牛計 
163 133 

（81.6） 
30 

（18.4） 
0 

（0.0） 

626 546 
（87.2） 

80 
（12.8） 

0 
（0.0） 

子牛計 
139 12 

（8.6） 
46 

（33.1） 
81 

（58.3） 

280 70 
（25.0） 

129 
（46.1） 

81 
（28.9） 

合計 
302 145 

（48.0） 
76 

（25.2） 
81 

（26.8） 

906 616 
（68.0） 

209 
（23.1） 

81 
（8.9） 
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表 2-7 乳用成牛における下痢関連疾病の発生形態別の症例数と陽性頭数 

疾病 
症例数 集団発生 

(%) 
散発発生 

(%) 陽性頭数 

BCoV 病 
71 64 

(90.1) 
7 

(9.9) 

219 210 
(95.9) 

9 
(4.1) 

RVB 病 
10 10 

(100) 
0 

(0.0) 

53 53 
(100) 

0 
(0.0) 

RVC 病 
7 7 

(100) 
0 

(0.0) 

27 27 
(100) 

0 
(0.0) 

RVA 病 
5 3 

(60.0) 
2 

(40.0) 

14 11 
(78.6) 

3 
(21.4) 

サルモネラ症 
5 0 

(0.0) 
5 

(100) 

14 0 
(0.0) 

14 
(100) 

RVA 病＋RVB 病 
2 2 

(100) 
0 

(0.0) 

2 2 
(100) 

0 
(0.0) 

BCoV 病＋BVD 病 
1 1 

(100) 
0 

(0.0) 

2 1 
(100) 

0 
(0.0) 

BCoV 病＋RVA 病 
1 1 

(100) 
0 

(0.0) 

1 1 
(100) 

0 
(0.0) 

不明 
21 12 

(57.1) 
9 

(42.9) 

146 115 
(78.8) 

31 
(21.2) 
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表 2-8 肉用成牛における下痢関連疾病の発生形態別の症例数と陽性頭数 

疾病 
症例数 集団発生 

(%) 
散発発生 

(%) 陽性頭数 

BCoV 病 
25 23 

(92.0) 
2 

(8.0) 

73 69 
(94.5) 

4 
(5.5) 

コクシジウム症 
5 2 

(40.0) 
3 

(60.0) 

14 6 
(42.9) 

8 
(57.1) 

BCoV 病＋コクシジウム症 
2 2 

(100) 
0 

(0.0) 

2 2 
(100) 

0 
(0.0) 

RVA 病 
1 1 

(100) 
0 

(0.0) 

2 2 
(100) 

0 
(0.0) 

BCoV 病＋RVA 病 
1 1 

(100) 
0 

(0.0) 

1 1 
(100) 

0 
(0.0) 

不明 
6 4 

(66.7) 
2 

(33.3) 

56 45 
(80.4) 

11 
(19.6) 
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表 2-9 乳用子牛における下痢関連疾病の発生形態別の症例数と陽性頭数 

疾病 
症例数 集団発生 

(%) 
散発発生 

(%) 
単独発生 

(%) 陽性頭数 

RVA 病 
13 1 

(7.7) 
8 

(61.5) 
4 

(30.8) 

21 1 
(4.8) 

16 
(76.2) 

4 
(19.0) 

BCoV 病 
3 1 

(33.3) 
0 

(0.0) 
2 

(66.7) 

3 1 
(20.0) 

0 
(0.0) 

2 
(80.0) 

コクシジウム症 
3 1 

(33.3) 
2 

(66.7) 
0 

(0.0) 

3 1 
(33.3) 

2 
(66.7) 

0 
(0.0) 

大腸菌症 
3 0 

(0.0) 
0 

(0.0) 
3 

(100) 

3 0 
(0.0) 

0 
(0.0) 

3 
(100) 

BCoV 病＋RVA 病 
1 0 

(0.0) 
1 

(100) 
0 

(0.0) 

3 0 
(0.0) 

3 
(100) 

0 
(0.0) 

不明 
13 0 

(0.0) 
4 

(30.8) 
9 

(69.2) 

44 14 
(31.8) 

21 
(47.7) 

9 
(20.5) 
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表 2-10 肉用子牛における下痢関連疾病の発生形態別の症例数と陽性頭数 

疾病 
症例数 集団発生 

(%) 
散発発生 

(%) 
単独発生 

(%) 陽性頭数 

RVA 病 
17 2 

(11.8) 
5 

(29.4) 
10 

(58.8) 

21 4 
(19.1) 

7 
(33.3) 

10 
(47.6) 

大腸菌症 
11 0 

(0.0) 
4 

(36.4) 
7 

(63.6) 

15 0 
(0.0) 

8 
(53.3) 

7 
(46.7) 

BCoV 病 
8 1 

(12.5) 
4 

(50.0) 
3 

(37.5) 

16 2 
(12.5) 

11 
(68.8) 

3 
(18.7) 

コクシジウム症 
4 1 

(25.0) 
1 

(25.0) 
2 

(50.0) 

5 1 
(20.0) 

2 
(40.0) 

2 
(40.0) 

AdV 病 
2 2 

(100) 
0 

(0.0) 
0 

(0.0) 

4 4 
(100) 

0 
(0.0) 

0 
(0.0) 

RVB 病 
1 1 

(100) 
０ 
(0) 

0 
(0.0) 

3 3 
(100) 

0 
(0.0) 

0 
(0.0) 

サルモネラ症 
1 0 

(0.0) 
1 

(100) 
0 

(0.0) 

2 0 
(0.0) 

2 
(100) 

0 
(0.0) 

RVA 病＋大腸菌症 
1 0 

(0.0) 
1 

(100) 
0 

(0.0) 

1 0 
(0.0) 

1 
(100) 

0 
(0.0) 

不明 
58 2 

(3.4) 
15 

(25.9) 
41 

(70.7) 

136 39 
(28.7) 

56 
(41.2) 

41 
(30.1) 
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表 2-11 山形県内の酪農場で検出された RVC 病症例の概要 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

症例

No. 農場 発生年月日 場所 成牛の  

飼養頭数 
RVC陽性数/

検査数 下痢発生形態 

１ A 2002 年   4 月 25 日 寒河江市 122 2/3 集団発生 

２ B 2003 年 12 月 17 日 山形市 23 4/4 集団発生 

３ C 2004 年   1 月 5 日 天童市 40 8/8 集団発生 

４ D 2004 年   1 月 13 日 天童市 31 3/6 集団発生 

５ E 2004 年  6 月 2 日 白鷹町 29 5/5 集団発生 

６ C 2008 年  4 月 8 日 天童市 40 5/6 集団発生 

７ F 2010 年 11 月 4 日 上山市 90 1/1 集団発生 
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表 2-12 BCoV 病、RVB 病および RVC 病の発生状況および臨床症状の概要 

疾病 RVB 病 BCoV 病 RVC 病 

発生時期 2002 年 1 月 2002 年 11 月 2003 年 12 月 

成牛の飼養頭数 28 26 25 

糞便性状 水様、茶色 水様、血様 水様、茶色 

乳量減少 a ＋ 14% 9% 

呼吸器症状 a － 鼻水漏出 － 

    

下痢発症数 乳用成牛の約半数 全ての乳用成牛お

よび子ウシ 全ての乳用成牛 

農場内の下痢最盛期 2 日後 6 日後 4 日後 

農場内の下痢発症期間 8 日 14 日 9 日 

 a＋:有 －:無    
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序論 

 

第一章において、2002年4月に山形県内で集団発生した乳用成牛の下痢症例から

RVC Yamagata株を検出し、ウシはRVCの自然宿主の1つであることを裏付けた。そ

のことから、RVCは成牛の下痢症に関与し、ウシRVCと呼ぶことを提唱した。それ

以降、ウシRVCが広く認知され、FukudaらによってウシRVCを含む主要な下痢に関

与するウイルスを検出するマルチプレックスRT-PCRが開発されたことも相まって

(35)、家畜保健衛生所の業績発表会において相次いで症例報告がされてきた(16, 59, 

86, 87, 94, 99, 120, 131)。そして、第二章において、主要な下痢に関与する病原微生

物の検出を行い、発生状況や臨床症状など収集した情報について整理し、ウシRVC

の検出された下痢症の発生実態について整理した。以上のように、ウシRVCの発生

実態について徐々に明らかになってきているが、現状として遺伝子情報は極端に少な

い。これまでにウシから検出されたRVCにおいて遺伝子情報が明らかになっている

株は4株のみである。すなわち、Shintoku株とToyama株は全11文節の遺伝子情報が

明らかになっているが (125)、Yamagata株はVP6とVP7遺伝子のみ (79)、そして

WD534tc株はVP6遺伝子のみである(12)。RVAは、リアソートメント、点突然変異

そしてリアレンジメントといった様々な遺伝的多様性獲得機構を有している(31, 43, 

110, 142)。RVCにおいても同様の機構を有していると考えられているが、限られた

遺伝子情報のために、野外におけるウシRVCの遺伝子性状についてほとんど明らか

にされていない。このことを明らかにすることは、本病の制御にとって重要である。

従って、数多くの遺伝子情報を明らかにすることが求められている。 

そこで、本章では、第二章でRVCを検出した7症例のうち、Yamagata株の検出さ

れた1症例を除く6症例から1株ずつ抽出した計6株の全11文節遺伝子を解析し、野外

におけるウシRVCの遺伝的多様性、遺伝子動態そして生態等について考察を行った。 
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材料と方法 

 

1．ウシ糞便材料 

第二章において、2002 年から 2011 年の 10 年間にわたって、山形県内の酪農場お

よび肉用牛農場で発生した成牛および子牛の下痢症例のうち、病性鑑定材料として得

られた延べ 302 農場由来の 906 検体の下痢便を用いて下痢に関与する微生物の検索を

した結果、乳用成牛の 7 症例 27 検体から RVC が検出された。そのうち 6 症例の乳用

成牛の下痢便を本章の調査に用いた。2002 年 4 月に Yamagata 株の検出された 1 症

例は、電子顕微鏡検査、ウイルス分離、RNA-PAGE 等様々な検査に繰り返し用いた

ため、遺伝子検査に十分な下痢便材料が残っていなかったため除外した。この 6 症例

から症例ごとに下痢便を 1 検体ずつ抽出し、計 6 株を遺伝子検査に供した。糞便溶液

の作製および保存は、第一章と同様の方法で行った。なお、この 6 症例は、第二章に

おいて発生状況や臨床症状などの収集した情報について整理している。 

 

2．RVC6 株の全 11 文節遺伝子の全長解析 

RT-PCR およびダイレクトシーケンス法を用いて、ウシ由来の RVC6 株の全 11 文

節遺伝子(VP1～VP4、VP6、VP7 および NSP1～5)の ORF 全長の解読を行った。糞

便溶液からの RNA の抽出は、第二章と同様の方法で行った。ウシ由来の RVC6 株の

NSP3、NSP4 および NSP5 遺伝子を除いた 8 遺伝子の全長配列は、既報のプライマ

ーセット(125)を用いて RT-PCR で増幅および塩基配列の決定を行った(表 3-1)。そし

て、NSP3、NSP4 および NSP5 遺伝子の全長配列は、ヒト RVC 株 Bristol の対応遺

伝子から独自に設計したプライマーセットを用いて RT-PCR で増幅および塩基配列の

決定を行った(表 3-2)。RT-PCR および塩基配列の決定は、第一章と同様の方法で行っ

た。 
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3．相同性解析 

 NCBI の GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)に登録されている RVC

株を BLAST により検索し、相同性解析に用いた。本章で決定したウシ由来の RVC6

株の全 11 文節遺伝子の塩基配列も、DNA Data Bank of Japan(DDBJ) 塩基配列デー

タベースに提出し GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)から入手するこ

とができる。その accession number は、表 3-3 に示した。それらの全 11 文節遺伝子

の ORF 全長配列データは Lasergene software(DNASTAR)の MEGALIGN program

の CLUSTAL W 法を用いて並べられた(132)。遺伝的距離は遺伝子レベルで Kimura 

two-parameter correction そしてアミノ酸レベルで Poisson correction パラメータを

用いて計算された(76)。 

 

4．分子系統学的解析 

NCBI の GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)に登録されている RVC

株を BLAST により検索し、分子系統学的分析に用いた。本章で決定したウシ由来の

RVC6 株を含め、それらの全 11 文節遺伝子の ORF 全長配列について、MEGA5 

program を用いて近隣結合法(neighbour-joining 法)による分子系統学的分析を行っ

た(129)。また、その信頼性を、1000 回反復による ブートストラップ確率により検証

した。 

 

5．遺伝子型分類 

近年、Matthijnssens ら(76)は、RVA の全 11 遺伝子文節を対象とした新しい遺伝

子型分類法を提唱した。そして、遺伝子分類は RCWG によって提案された定義に基

づくことが推奨されている(77)。簡潔に説明すると、分子系統学的解析でクラスター

になった株のクラスター内(遺伝子型内)とクラスター間(遺伝子型間)の塩基配列また

はアミノ酸配列の相同性の頻度を求め、遺伝子型内と遺伝子型間を分ける割合を見積
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もり、それを遺伝子型分類するカットオフ値を推定している。RVC においても、

Yamamoto らおよび Soma らがこの方法に準拠してカットオフ値を推定し全 11 分節

の遺伝子型分類を行っているが(125, 140)、遺伝子情報の少ない RVC ではカットオフ

値を明確に推定できない。従って厳密には RCWG によって提案された定義に従って

いないが、実情として分子系統学的解析で RVC 株は動物種ごとのクラスターに収束

することから、それぞれの遺伝子分節の遺伝子型を分けるカットオフ値は、動物種間

の塩基配列の最大の相同性よりもわずかに高い値、すなわち小数点以下を切り上げた

相同性をカットオフ値としている。従って、カットオフ値が低めに推定されてしまっ

ている。後に、Marthaler らが多数のブタ RVC 株のデータを用いて RCWG によって

提案された定義に基づいて VP7 遺伝子のカットオフ値に修正を加えている(70)。本章

で決定したウシ由来の 6 株の全 11 文節遺伝子のデータを追加し、上記の方法でカッ

トオフ値を推定し、各文節の遺伝子型分類を行った。 
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結果 

 

1. RVC 株の由来 

RVC6 株は、第二章において山形県内で集団発生した乳用成牛の下痢症例から採取

した下痢便から検出された。そして、6 症例から症例ごとに下痢便を 1 検体ずつ抽出

し、検出された RVC6 株をそれぞれ Y/03、Y/1/04、Y/2/04、Y/3/04、Y/08 そして Y/10

と命名した(80)。この 6 株を用いて、以降の解析を行った。なお、この 6 株の由来サ

ンプルについての情報を表 3-3 にまとめた。 

第二章でも述べたが、RVC の検出された 6 症例のうち下痢症の発生状況に興味深い

特徴が 2 点認められた。すなわち、1 点目は、2004 年に同じ市内にある近隣農場 C

と D において乳用成牛の下痢症が続けて集団発生した点である。1 月 5 日に農場 C で

Y/1/04 株が検出され、次いで、8 日後の 1 月 13 日に農場 D で Y/2/04 株が検出されて

いる。2 点目は、4 年間の時を経て同じ農場 C において乳用成牛の下痢症が集団発生

した点である。2004 年に Y/1/04 株そして 2008 年に Y/08 株が検出されている。以上

の 2 点については、RVC の検出された症例で初めて確認されたことである。 

 

2． RVC6 株の全 11 文節遺伝子の全長解析 

Y/03、Y/1/04、Y/2/04、Y/3/04、Y/08 そして Y/10 と命名した RVC6 株の全 11 文

節遺伝子(VP1～VP4、VP6、VP7、NSP1～5)の ORF 全長をダイレクトシーケンスに

より決定することができた。決定した全長塩基配列数および推定されたアミノ酸数は、

全 11文節遺伝子が解読済の既報株であるウシ由来の 2株(Shintoku および Toyama)、

代表的なヒト由来株(Bristol)およびブタ由来株(Cowden)と共に、表 3-4 に整理した。

新たに命名したウシ由来の 6 株、Shintoku 株および Toyama 株のアミノ酸数を比較

すると、VP4 遺伝子を除いた残りの文節遺伝子で同じであった。そして、Y/1/04 と

Y/2/04 の 2 株のみが、VP4 遺伝子のアミノ酸数が 2 個多かった。具体的に各文節遺伝
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子の推定されたアミノ酸数は、VP1 が 1,090 個、VP2 が 881 個、VP3 が 695 個、VP6

が 395 個、VP7 が 332 個、NSP1 が 395 個、NSP2 が 312 個、NSP3 が 402 個、NSP4

が 146 個、NSP5 が 209 個であり、そして VP4 だけが 733 個と 735 個に分かれた。

次に、由来動物種間で比較してみると、ウシ由来株の VP6、VP7、NSP2 および NSP3

はヒト由来株およびブタ由来株とも一致した。一方、残りの文節遺伝子は、由来動物

種によって違いがみられた。ウシ由来株の VP2、VP4、NSP4 および NSP5 は、ヒト

およびブタ由来株よりも少なく、逆にウシ由来株の VP3 および NSP1 は、ヒトおよ

びブタ由来株よりも多かった。そして、ウシ由来株の VP1 はヒト由来株とは一致した

がブタ由来株よりも多かった。 

 

3．RVC6 株の全 11 文節遺伝子の相同性解析 

新たに命名したウシ由来の RVC6 株の遺伝的関連性をゲノム全体で評価するために、

相同性解析を行った。全 11 文節遺伝子の ORF の塩基配列およびアミノ酸配列の相同

性は、全 11 文節遺伝子が解読済の既報株であるウシ由来の 2 株(Shintoku および

Toyama)、代表的なヒト由来株(Bristol)およびブタ由来株(Cowden)そして、ある文節

のみ明らかなウシ由来の 2 株(Yamagata および WD534tc)と共に、文節ごとに表 3-5 

a-j に示した。 

新たに命名した RVC6 株を含めたウシ由来株全体の各文節遺伝子の相同性を調べる

と、VP4 遺伝子を除いた残りの分節は、共に塩基配列レベルで 91.0～100％、アミノ

酸レベル 89.0～100％という高い相同性を示した。なお、WD534tc 株は、ウシ由来株

であるがブタ由来株と近縁であることが知られているため(12)、VP6 遺伝子の比較か

ら除外した。文節ごとに相同性を解析すると、最も高い相同性は VP6 遺伝子(塩基配

列レベルで 95.1～100％、アミノ酸配列レベルで 99.5～100％)であり、次いで VP1

遺伝子(塩基配列レベルで 93.9-～100％、アミノ酸レベルで 97.2～100％)そして VP2

遺伝子(塩基配列レベルで 95.0～100％、アミノ酸レベルで 97.8～100％)が比較的高い
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相同性を示した。対照的に、最も低い相同性は VP4 遺伝子であり(塩基配列レベルで

83.7～100％、アミノ酸配列レベルで 88.9～100％)、次いで、NSP4(塩基配列レベル

で 91.8～99.8％、アミノ酸配列レベルで 89.0～99.3％)は比較的低い相同性を示した。

以上のように、ウシ由来株の間で VP4 遺伝子を除いた 10 文節遺伝子は高度に保存さ

れているものの、文節ごとに解析すると相同性に違いがみられた。そして、最も相同

性の低い VP4 遺伝子では株間のばらつきも認められた。すなわち、Y/1/04 と Y/2/04

の株間の VP4遺伝子の相同性は、塩基配列およびアミノ酸レベルで共に 100％であり、

また、Y/03、Y/3/04、Y/08、Y/10、Shintoku および Toyama の株間の相同性も塩基

配列レベルで 96.0～98.0％、アミノ酸レベルで 96.9～98.8％と高い相同性を示した一

方で、Y/1/04 および Y/2/04 の系統と Y/03、Y/3/04、Y/08、Y/10、Shintoku および

Toyama の系統間では、塩基配列レベルで 83.7～84.8％とアミノ酸レベル 88.9～

89.9％と低い相同性を示した。さらに、ウシ由来株の VP4 遺伝子の推定されたアミノ

酸を CLUSTAL W で整列および分析を行った結果、Y/1/04 株と Y/2/04 株は、他の 6

株に存在しないアミノ酸 1 個の欠損と 3 個の挿入を有することが明らかになった(図

3-1)。また、Y/1/04 と Y/2/04 株の共通の分節の相同性は、VP4 遺伝子において塩基

配列レベルおよびアミノ酸レベルで 100％であることを前述したが、それ以外の文節

においても NSP4 遺伝子を除いて塩基配列レベルおよびアミノ酸レベルで 100％であ

り、NSP4 遺伝子が塩基配列レベルおよびアミノ酸レベルでそれぞれ 99.8％および

99.3％であった。 

ヒト、ブタおよびウシにおける由来動物種間の全長塩基配列および推定されたアミ

ノ酸の相同性解析を行った。由来動物種同士および由来動物種ごとの株間の全 11 文

節遺伝子の ORF の塩基配列の相同性は表 3-6 そして推定されたアミノ酸の相同性は

表 3-7 に示した。全 11 文節遺伝子の塩基配列レベルおよびアミノ酸レベルの相同性

は、ウシ由来株とヒト由来株間において塩基配列レベルで 64.9～82.1％およびアミノ

酸配列レベルで 54.3～89.1％、ウシ由来株とブタ由来株間において塩基配列レベルで
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66.9～82.6％およびアミノ酸配列レベルで 58.9～91.6％であった。このように全 11

分節遺伝子において、WD534tc 株を除くウシ RVC 株同士の相同性に比べて、動物種

間で比較的低い相同性を示した。 

 

4．全 11 分節遺伝子における分子系統学的解析および遺伝子型分類 

新たに命名したウシ由来の RVC6 株における遺伝的関連性を明らかにするために、

データベースから得られた既知のウシ RVC、ヒト RVC およびブタ RVC 株の塩基配

列を用いて文節ごとに分子系統学的解析および遺伝子型分類を行った。分子系統学的

解析の結果、11 分節遺伝子共に、新たに命名したウシ由来の RVC6 株は既報のウシ

RVC 株も含めて、ヒト RVC およびブタ RVC から区別され、ウシ RVC 株のクラスタ

ーを形成することを示した(図 3-2a-j)。VP4 遺伝子においてウシ RVC 株のクラスター

内で 2 つの明らかに区別される系統が存在した。この 2 つの系統は、相同性解析にお

いても相同性の高い 2 つの系統として分かれ、そのうちの 1 系統にアミノ酸 1 個の欠

損と 3 個の挿入を有していた。そして、Y/1/04 および Y/2/04 株の構成されている方

を系統Ⅰそして Shintoku、Toyama、Y/03、Y/3/04、Y/08、Y/10 株、Shintoku およ

び Toyama 株で構成されているもう一方を系統Ⅱと名付けた(図 3-2)。遺伝子型分類に

おいて、VP7 遺伝子を除いた 10 分節遺伝子は、新たに命名したウシ由来の RVC6 株

を加えて Soma らによって推定された塩基配列レベルでのカットオフ値(125)につい

て検討した結果、各文節遺伝子のカットオフ値はそれぞれ、NSP1 が 74％、NSP2 が

89％、NSP3 が 80％、NSP4 が 70％、NSP5 が 79％、VP1 が 86％、VP2 が 84％、

VP3 が 86％、VP4 が 77％、WD534tc 株を除いた VP6 が 85％のままで変更はなかっ

た(表 3-6)。従って、VP4 遺伝子において名付けた系統ⅠおよびⅡは、遺伝子型とし

て分けることはできなかった。また、VP7 遺伝子に対するカットオフ値については、

新たに命名したウシ RVC6株を加えて Marthalerらによって推定された塩基配列レベ

ルでのカットオフ値(70)について検討した結果、85％のカットオフ値に変更はなかっ
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た(表 3-6)。従って、ウシ由来の RVC 株は、全 11 分節遺伝子において 1 つの遺伝子

型に属することを示した(図 3-2a-j)。RCWG により提唱された RVA の新たな分類法に

準 拠 す る と (6, 41) 、 ウ シ 由 来 の RVC 株 の 遺 伝 子 型 は

VP7-BP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5 に 対 応 し て 、

G2-P[3]-I3-R3-C3-M4-A3-N3-T3-E3-H3 となった。一方、ブタ RVC は、Marthaler

らの示したとおり、VP7 遺伝子において 7 つのブタ遺伝子型(G1、G3 および G5～9)

に分かれ、残りの 10 文節の遺伝子型は全て P[1]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 に分

類された(70)。その文節ごとの遺伝子型内で、ウシ由来の RVC 株に着目すると、検出

された年ごとに分子系統学的に分かれる傾向はみられなかった。北海道で検出された

Shintoku 株、富山県で検出された Toyama 株、山形県で検出されたその他の株とい

った地域ごとに分岐する傾向もなく、ランダムに別れた。また、各文節は株ごとに同

じ傾向を示して分子系統学的に分かれることはなく、文節ごとにランダムに分かれた。

しかし、Y/1/04 と Y/2/04 株だけは同じ傾向を示して分かれた。 
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考察 

 

RVC は、様々な遺伝的多様性獲得機構を有していると考えられているが、限られた

遺伝子情報のために、野外におけるウシ RVC の遺伝子性状についてほとんど明らか

にされていない。そこで、本章では、第二章で乳用成牛の下痢便から検出した RVC6

株の全 11 文節遺伝子を解析し、野外におけるウシ RVC の遺伝的多様性、遺伝子動態

そして生態等について考察を行った。 

本章で新たに命名したウシ由来の RVC6 株と全 11 文節遺伝子の明らかな既報のウ

シ、ヒトおよびブタ RVC 株のアミノ酸数について比較を行った。文節ごとに解析す

ると、各文節のウイルスタンパクの機能上の役割(29, 31)が決まっていることに関係し

ていると思われるが、由来動物種に関わらずアミノ酸数は概ね同じであり、文節ごと

に固有のアミノ酸数が決まっていることが確認された。次に、由来動物種ごとに解析

すると、由来動物種に関わらず同じ文節もあるが、7 分節、すなわち VP1、VP2、VP3、

VP4、NSP1、NSP4 および NSP5 のアミノ酸数に違いがみられたことから、由来動

物種ごとに固有のアミノ酸数が決まっているようである。注目点として、Y/1/04 株と

Y/2/04 株の VP4 遺伝子分節のアミノ酸数が、他のウシ由来株より 2 個多かった点が

挙げられる。このような例は、ある文節の遺伝子情報だけ明らかなブタ由来株におい

て確認されており、VP4、VP6 そして VP7 遺伝子のアミノ酸数に多様性がみられて

いるが(52, 70, 127)、ウシ由来株において初めて確認された。 

全 11 文節遺伝子を相同性解析することで、文節ごとの塩基配列の相同性に違いが

みられることが明らかになっている。ヒト RVC は、VP6 遺伝子の最も高い相同性と

VP1 および VP2 遺伝子の高い相同性が確認され、対照的に VP3 遺伝子を除いて NSP4

および NSP5 遺伝子において同程度に最も低い相同性が確認されたことが報告されて

いる(140)。但し、この報告による VP3 遺伝子の相同性の低さは、リアソータントの

可能性が示唆されているため、ここでの考察材料からは除外する。そして、RVA にお
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いても、ヒト RVC の報告と類似のことが述べられている(76, 140)。尤も、RVA にお

いて VP7 および VP4 遺伝子を用いた分類法が長年用いられ、最も多様性のある 2 文

節であることは知られている(111)。また、ブタ RVC においても VP7 および VP4 遺

伝子における多様性が報告されている (52, 70, 125, 140)。本章で新たに命名した

RVC6 株の全 11 文節遺伝子の塩基配列において、VP6 遺伝子の最も高い相同性、VP1

および VP2 遺伝子の高い相同性が確認され、対照的に、VP4 遺伝子は別にして NSP4

遺伝子の最も低い相同性および NSP5 遺伝子の比較的低い相同性が観察され、概ね

RVA およびヒト RVC と同様の傾向を示した。また、注目点として、RVA およびブタ

RVC と同様に、ウシ由来の RVC の VP4 遺伝子において相同性の低い株(Y/1/04 およ

び Y/2/04)が見つかった点である。このように、ウシ由来の RVC において文節ごとの

塩基配列の相同性の違いは、個々のウイルスタンパクの機能上の役割と関連して RVA

およびヒト RVC と類似の様式で進化してきたことを示唆している。 

既報のウシ、ブタそしてヒト RVC 株との相同性解析により、本章で新たに命名し

たウシ由来の RVC6 株の全 11 文節遺伝子は共にブタおよびヒト RVC 株よりもウシ

RVC 株と高い相同性を示した。さらに、分子系統学的解析の結果から、この RVC6

株は、11 分節共にヒト RVC およびブタ RVC から明らかに分かれたウシのクラスタ

ーに収束した。以上の結果から、本章で 11 分節遺伝子配列を決定したウシ由来の

RVC6 株は、ウシ RVC であることが明らかとなったと同時に、いずれの遺伝子分節

においても他の動物種由来株とリアソータントを起こしていないことも明らかになっ

た。このことから RVA と同様に RVC においても、基本的に動物種内で感染環を形成

していることが示唆された。しかしながら、ヒト RVC 株において VP3 遺伝子配列に

明らかな多様性が確認され、動物由来の RVC あるいは新規の遺伝子型に属する未確

認のヒト RVC 株からのリアソータントの可能性が示唆されている(140)。また、VP6

遺伝子の部分的な遺伝子配列のみの解析も含まれるが、種間伝播を示唆する株の検出

が報告されている(12, 40, 51)。リアソータントおよび種間伝播に注意を払うことは、
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本病の制御に重要である。ウシ RVC においても引き続き全 11 遺伝子文節の遺伝子情

報を収集し、注視していく必要がある。また注目点として、ウシのクラスター内で

Y/1/04 株と Y/2/04 株系統と他の RVC 株の系統に分かれた点が挙げられる。この

Y/1/04 株と Y/2/04 株は、他のウシ由来株と比べて、アミノ酸が 1 個欠損し、3 個挿入

がみられている。ウシ RVC において VP4 遺伝子にリアレンジメントとまでは言えな

いが、挿入や欠損がみられ、多様性のあることが初めて確認された。このような VP4

遺伝子の多様性は、感染防御抗原として重要な血清型抗原の存在する外殻タンパクで

あるため(29, 31)、免疫などの選択圧を受けやすいことに関連しているのかもしれない。 

本章で決定した RVC6 株の全 11 遺伝子文節の遺伝子型を分類するためのカットオ

フ値を求めたところ、既報どおりであった。従って、ウシ RVC の全 11 分節は全て文

節ごとに 1 種類の遺伝子型に属することが今回のデータでも示された。今回、VP4 遺

伝子分節はウシのクラスターに収束したが、2 系統に分岐しため、カットオフ値の推

定を試みたが、株数が少なく明確に推定することができず遺伝子型として分けること

ができなかった。しかしながら、相同性の低さと挿入と欠損がみられることから、暫

定的に系統ⅠおよびⅡと分けることとした。後に、Jeong ら(52)が多くのブタ RVC 株

を用いてVP4遺伝子のカットオフ値を塩基配列の相同性を 77％(125)から 83％に修正

し、遺伝子型分類を行っている。本章で暫定的に分けた系統ⅠおよびⅡの間の塩基配

列の相同性は 83.7～84.8％であるため、ウシ RVC の VP4 遺伝子は 1 つの遺伝子型の

ままである。しかしながら、カットオフ値には変遷がある。VP6 遺伝子のカットオフ

値を Soma らが 85％と推定し(125)、日本のブタの遺伝子情報を収集し Suzuki らが

87％(127)、さらに韓国のブタの遺伝子情報を収集し Jeong らが 90％と修正している

(52)。また、VP7 遺伝子も最初に Soma らが 84％と推定していたが(125)、Marthaler

らが北米のブタの遺伝子情報を追加したことで 85％と修正している(70)。これまでの

VP4、VP6 そして VP7 遺伝子の解析から、ブタ RVC 株は、ウシおよびヒト RVC 株

よりも多様性に富むと考えられる。従って、様々な国からブタ RVC の遺伝子情報を
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集積することで、正確なカットオフ値を推定することができ、遺伝子型分類が発展し

ていくと考えられる。 

分子系統学的解析によると、ウシ RVC 株はそれぞれの文節遺伝子において同じ遺

伝子型に属しているものの、遺伝的関連性は文節ごとに異なっていることを窺わせた。

そこで、各文節を北海道系統、富山系統、山形系統、それらの混合した系統として系

統分類し、各株の各文節における遺伝子動態について考察した(図 3-3)。VP1 遺伝子

は、山形検出の 1 株と Shintoku 株が混在した北海道・山形混合系統、残りの山形検

出の 5 株と Toyama 株が混在した富山・山形混合系統に分類された。VP2 遺伝子は、

全ての株が北海道・富山・山形の混在した混合系統に属し、VP3 遺伝子は、山形県で

検出された 6 株が山形系統、北海道で検出された Shintoku 株が北海道系統、富山県

で検出された Toyama 株が富山系統に分類された。そして、残りの文節も文節ごとに

様々な株の組み合わせで系統分類された。以上のように、北海道で検出された

Shintoku 株、富山県で検出された Toyama 株、山形県で検出されたその他の株とい

うように地域ごとに分かれる傾向もみられず、また検出された株は年ごとに分子系統

学的に分かれる傾向はみられず、独立して複数の系統にランダムに別れているように

みえる。また、各文節は株ごとに同じ傾向を示して分かれずに、文節ごとにランダム

に別れているようにみえる。以上の系統分類から遺伝子動態を推察すると、各文節に

おいて同じ遺伝子型内に存在する株が、いくつかの系統間でリアソータントを起こし

た結果であると推測された。つまり、野外において各遺伝子分節は、株間で複雑にリ

アソータントを起こしていると考えられた。故に、異なった遺伝的背景をもつ複数の

RVC 株が国内に広く分布し、ウシの下痢症に関与していることが示唆された。 

RVC の検出された 6 症例は、第二章において発生状況や臨床症状などの収集した情

報について整理した。そして第二章でも指摘したが、興味深い 2 点の特徴に関して、

本章で決定した全 11 遺伝子分節の解析結果から遺伝子レベルでの考察を行った。1 点

目として、農場 C において乳用成牛の下痢症の集団発生があり、その 8 日後に近隣の
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農場 D において乳用成牛の下痢症の集団発生が観察された点である。これまでに RVC

病が近隣農場で続発した症例の報告は無かった。現地調査で、両農場には疫学的に関

連のあることが判明していた。本章での相同性解析の結果から、C の農場で検出され

た Y/1/04 と D 農場で検出された Y/2/04 株はほぼ同一の株であることが明らかになっ

た。本症例は遺伝子レベルでもウシ RVC が下痢症発生農場から持ち込まれて下痢症

の続発につながった可能性が示唆された。そして、冬季赤痢と称される BCoV 病と同

様に周辺地域で流行が拡大する可能性が示唆された。2 点目として、2004 年と 2008

年に同じ農場 C において乳用成牛の下痢症の集団発生が観察された点である。RVC

病が同一農場で再発生した症例に関する報告はこれまでに無かった。日本における

RVA の流行は、毎年冬期から春期にかけて、季節性に発生する。この特徴的な季節性

パターンは、日本に限らず、世界中の温帯気候の地域において普遍的に認められる(31)。

このような疫学的特徴は、下痢の非流行期においても RVA が自然界に存続している可

能性を示していると考えられる。また、家畜における RVA 病は、同一農場で本症の発

生が繰り返し認められるという疫学的特徴を示していることから、RVA は農場内に常

在化している可能性が指摘されている(22, 23, 44, 88, 89)。このような要因として、

環境中で安定であること、(24)、不顕性感染(31, 73, 82, 112, 126, 128)または持続感

染(18, 32, 61, 85, 90, 91, 103, 104)している個体が感染源になる可能性が指摘されて

いる。第二章において RVC も同様の季節性パターンが認められている。そして、当

初、VP7遺伝子の解析から 2004年に検出された Y/1/04株と 2008年に検出された Y/08

株の塩基配列の相同性が 95.1％、アミノ酸配列の相同性が 97.9％と高いことから、本

症例も農場内での RVC の常在化が原因ではないかと考えた。全 11 分節の遺伝子解析

をすることで、VP4 遺伝子は、遺伝子の欠損と挿入があり、相同性が低いことが明ら

かになった。また、VP4 遺伝子以外の文節遺伝子においても比較的高い相同性を示し

ているものの、分子系統学的に文節ごとに近縁な株が異なり、各文節は同じ傾向を示

して分かれずに、文節ごとにランダムに別れているようにみえる。このことから、



84 
 

Y/01/04 株と Y/08 株は、異なった遺伝的背景をもつ株であることが示唆された。以上

の結果から、本症例は、農場内での RVC の常在化が原因ではなく、新たな RVC 株が

農場内に侵入したとこで再発生したと推察された。存続様式の解明は、防疫対策を講

じる上で重要な情報になる。RVC においても存続様式を明らかにしていく必要がある。

そのためにも、引き続き全 11 文節遺伝子を解析し、遺伝情報を集積する必要がある。 

結論として、全 11 遺伝子分節を解析することにより、VP4 遺伝子において、欠損

と挿入のある相同性の低いウシ RVC 株の存在が明らかになった。また、ウシ RVC は、

文節ごとに独立してリアソータントを繰り返し、遺伝的多様性を獲得していることが

示唆された。このことから、異なった遺伝的背景をもつ複数の RVC 株が国内に広く

分布し、ウシの下痢症に関与していることが示唆された。また、人為的に広がりや同

一農場内で再感染が初めて確認され、RVC の生態の一端が確認された。 
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表 3-1  RVC の遺伝子解析に用いた既報プライマー 

 

Soma らの用いたプライマー 

 

開始 末尾

NSP1-FB3  GGCTTTAAAAAAGAGCTGG + Bristol 1 19
NSP1-FS1 CACAGTATATAGGTGCGCATT + Shintoku 984 1004
NSP1-RB GCCACATAGAGTTTAGTCTGTTG  – Bristol 1247 1269
NSP1-RB4 AGCCACATAGAGTTTAGTCTG  – Bristol 1250 1270
NSP2-FB2 GGCTTTTAAATTGCACGTCGG + Bristol 1 21
NSP2-FC1 TCCCAGCTGATCACTGGT + Cowden 2 19
NSP2-FS1 ATCGCGATCAGACTGCTT + Shintoku 597 614
NSP2-RB TGCTTGTAACCTTCACTCAC  – Bristol 989 1008
NSP2-RB2 AGCCACATATGCACAGCTG  – Bristol 1019 1037
NSP2-RS1 CCAACAAATCCGCAACTCTAC  – Shintoku 240 262
VP1-FB3 GGCTAAAAAAAATGG  + Bristol 1 15
VP1-FC1 TCCACAGTCGTGATGGACTAC  + Cowden 5 25
VP1-FC2 CACAATGGGATGCTTCTCAAC  + Cowden 1572 1592
VP1-FS2 TGCATTACGAGGTCTGACGA  + Shintoku 2043 2062
VP1-FS3 ACGTACCAAAAGCGGACGTT  + Shintoku 2783 2802
VP1-FS4 CCCAGATGTATAAGCATGAC  + Shintoku 2819 2838
VP1-FS5 AGGTATATAGCTGGAGGAA  + Shintoku 2052 2070
VP1-RB1 GTTTTCCGAGAACTGTCTG  – Bristol 1839 1857
VP1-RB2 GCCACAATATGCAATCCACT  – Bristol 3289 3308
VP1-RB5 AGCCACAATATGCAATCC  – Bristol 3292 3309
VP1-RB6 TAGCATACGCCACAGCTT  – Bristol 3210 3227
VP1-RS1 CACGCTGCTAAATGATACGG  – Shintoku 496 515
VP2-FB1 CAGTTGAGGACAAATCGTTC  + Bristol 14 33
VP2-FB3 GGCTTAAAAAGATCAGTTGAGG  + Bristol 1 22
VP2-FC3 GAATCGCTAGTTGCAATGCAGT  + Cowden 1250 1271
VP2-FS1 ACACTGATGGGTTGCAGA  + Shintoku 2205 2222
VP2-FT1 AAAACGCATGCCGACTAC  + Toyama 640 657
VP2-FT2 AACACTGATGGGTTGCAGA  + Toyama 547 565
VP2-RB1 CTCACTTCACCTGCTTGA  – Bristol 1389 1406
VP2-RB2 CAAAGTTTGAGGTCGTCACAAG  – Bristol 2710 2731
VP2-RB3 AGCCACAAAGTTTGAGGTCG  – Bristol 2717 2736
VP2-RS1 ACATAGTCAGGCATCTCCTCT  – Shintoku 550 570
VP2-RT1 CATAGTCAGGCATCTCCTCT  – Toyama 201 220
VP2-RT2 AGTCAATGTGCCCACCAA  – Toyama 70 87
VP3-FS1 CGTTCATTGCAATCCAGTTC  + Shintoku 26 45
VP3-FS2 CCGTCATGTACGATAATTGGAG  + Shintoku 919 940
VP3-FT1 TGGTTGGTGGGAAAGAGAAC  + Toyama 1779 1798
VP3-RS1 CTCACTTTTCCTGTACGTAG – Shintoku 1271 1290
VP3-RS2 AGCCACATCATACGGTAGAG  – Shintoku 2147 2166
VP3-RT1 TGCCAGTACTTAACCAGAAC  – Toyama 328 347
VP4-FS1 TCAGGATCAATGGCGTCCTCA  + Shintoku 13 33
VP4-FS2 TCAAAATTGGACGGTTCGAC  + Shintoku 1031 1050
VP4-FS3 AGCTTAAAAAAGTCAGGA  + Shintoku 1 18
VP4-FT2 GAGACTTGCTGGAAGATGTG  + Toyama 1726 1745
VP4-RS1  CTCCTGATGAATGCAACCCA  – Shintoku 1209 1228
VP4-RS2 GCCACATAATAAGTCGATCTCC  – Shintoku 2231 2252
VP4-RT1 TCTTCCCAATTGAAGCTATC  – Toyama 585 604
VP6-3299 GCATTTAAAATCTCATTC  + Bristol 1 18
VP6-3297 AGCCACATAGTTCACATT  – Bristol 1335 1352
VP7-U1 GGCATTTAAAAAAGAAGAAGCTGT  + Cowden 1 24
VP7-L1063 AGCCACATGATCTTGTTTACGC  – Cowden 1042 1063

位置
プライマー プライマー配列(5′–3′) 極性 参照株
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表 3-2 RVC の遺伝子解析に用いた独自に設計したプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

開始 末尾

NSP3-F1 GGCTTTTAAAAGCACTTGCTGG + Bristol 1 22
NSP3-R1331 AGCCACACTGTAAGCAGTCT  – Bristol 1331 1350
NSP4-F15 CAGATCACTTTGCTCCACGA + Bristol 15 34
NSP4-R547 CGGGTATGACGTTTTTCTCC  – Bristol 457 566
NSP5-F1 GGCTTTAAAAATTGCGAC + Bristol 1 18
NSP5-R709 AGCCACAGATCGGGTTGGGGA – Bristol 709 730

位置
プライマー プライマー配列(5′–3′) 極性 参照株
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表 3-3  2003 年から 2010 年までに山形県で検出されたウシ RVC の由来および文節ごとの GenBank accession number 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
1 2003年10月17日 B Y/03 AB874606 AB874612 AB874618 AB874624 AB874630 AB874636 AB874642 AB874648 AB874654 AB874660 AB874666
2 2004年1月5日 C Y/1/04 AB874607 AB874613 AB874619 AB874625 AB874631 AB874637 AB874643 AB874649 AB874655 AB874661 AB874667
3 2004年1月13日 D Y/2/04 AB874608 AB874614 AB874620 AB874626 AB874632 AB874638 AB874644 AB874650 AB874656 AB874662 AB874668
4 2004年6月2日 E Y/3/04 AB874609 AB874615 AB874621 AB874627 AB874633 AB874639 AB874645 AB874651 AB874657 AB874663 AB874669
5 2008年4月8日 C Y/08 AB874610 AB874616 AB874622 AB874628 AB874634 AB874640 AB874646 AB874652 AB874658 AB874664 AB874670
6 2010年11月4日 F Y/10 AB874611 AB874617 AB874623 AB874629 AB874635 AB874641 AB874647 AB874653 AB874659 AB874665 AB874671

No. 発生日 農場 株
Gene Bank accession number
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表 3-4  RVC 株の文節ごとの塩基配列数(nt)および推定されたアミノ酸数(aa) 

 

ND: Not determined 

nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

Y/03 3298 1090 2709 881 2141 695 2240 733 1352 395 1063 332
Y/04/1 3298 1090 2709 881 2141 695 2247 735 1352 395 1063 332
Y/04/2 3298 1090 2709 881 2141 695 2247 735 1352 395 1063 332
Y/04/3 3298 1090 2709 881 2141 695 2240 733 1352 395 1063 332
Y/08 3298 1090 2709 881 2141 695 2240 733 1352 395 1063 332
Y/10 3298 1090 2709 881 2141 695 2240 733 1352 395 1063 332
Shintoku 3309 1090 2727 881 2166 695 2253 733 1352 395 1063 332
Toyama 3309 1090 ND 881 ND 695 2253 733 1352 395 1063 332
Bristol 3309 1090 2736 884 2166 693 2283 744 1353 395 1063 332
Cowden 3290 1082 2736 884 2145 692 2246 736 1352 395 1063 332

nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa

Y/03 1273 395 1037 312 1350 402 540 146 719 209
Y/04/1 1273 395 1037 312 1350 402 540 146 719 209
Y/04/2 1273 395 1037 312 1350 402 540 146 719 209
Y/04/3 1273 395 1037 312 1350 402 540 146 719 209
Y/08 1273 395 1037 312 1350 402 540 146 719 209
Y/10 1273 395 1037 312 1350 402 540 146 719 209
Shintoku 1273 395 1037 312 1350 402 ND 146 719 209
Toyama ND 395 ND 312 ND 402 ND 146 ND 209
Bristol 1270 394 1037 312 1350 402 613 150 730 212
Cowden 1235 393 995 312 1348 402 613 150 693 210

VP7VP1 VP2 VP3 VP4 VP6

NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
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表 3-5 ウシ RVC8 株、代表的なヒトおよびブタ RVC 株の間の塩基配列および推定さ

れたアミノ酸の相同性 

 (a) NSP1 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 96.0 94.5 95.5 95.5 96.0 93.9 94.6 72.8 67.7

Toyama 96.5 93.1 94.0 94.0 94.1 91.9 92.4 73.3 67.2

Y/03 95.2 94.9 97.9 97.9 94.5 96.0 93.4 72.6 67.7

Y/1/04 96.2 95.7 98.2 100 95.5 97.1 93.9 72.8 67.9

Y/2/04 96.2 95.7 98.2 100 95.5 97.1 93.9 72.8 67.9

Y/3/04 97.0 95.4 95.2 96.5 96.5 93.7 94.3 73.0 67.2

Y/08 94.9 94.4 97.0 98.2 98.2 95.2 92.8 72.1 67.3

Y/10 95.2 94.9 94.7 95.7 95.7 94.9 94.4 72.1 67.9

Cowden 70.6 71.4 70.1 70.9 70.9 70.9 69.6 71.1 68.1

Bristol 62.1 62.4 61.6 61.9 61.9 61.9 60.6 61.4 61.9

ウシ
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(b) NSP2 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 98.4 97.8 98.1 98.1 97.4 95.7 96.2 82.6 81.5

Toyama 98.7 97.0 96.9 96.9 96.7 94.8 95.4 82.5 81.3

Y/03 98.7 98.7 97.3 97.3 96.7 95.0 95.6 81.9 80.6

Y/1/04 99.4 98.7 98.7 100 96.8 96.0 95.7 82.5 81.3

Y/2/04 99.4 98.7 98.7 100 96.8 96.0 95.7 82.5 81.3

Y/3/04 99.0 98.4 98.4 99.0 99.0 95.3 98.1 82.1 81.0

Y/08 97.4 96.8 96.8 97.4 97.4 97.8 94.5 81.8 80.6

Y/10 97.4 96.8 97.4 97.4 97.4 98.4 96.5 82.0 80.7

Cowden 87.5 87.5 87.5 87.5 87.5 87.8 88.1 86.9 87.1

Bristol 84.6 84.3 84.0 84.6 84.6 84.6 85.3 83.7 93.6

ウシ
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(c) NSP3 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 97.2 94.6 97.3 97.3 97.8 97.0 97.6 77.3 79.2

Toyama 97.8 92.9 95.1 95.1 96.6 98.2 96.3 77.7 79.1

Y/03 96.5 96.5 94.3 94.3 93.1 92.9 93.1 76.9 78.9

Y/1/04 98.5 97.3 97.0 100 95.9 94.9 96.0 77.8 79.4

Y/2/04 98.5 97.3 97.0 100 95.9 94.9 96.0 77.8 79.4

Y/3/04 98.3 97.5 96.0 97.8 97.8 96.4 97.2 77.4 78.4

Y/08 97.0 98.3 95.8 96.5 96.5 96.8 96.1 77.5 78.7

Y/10 97.8 96.5 95.8 98.3 98.3 97.0 95.8 77.5 78.9

Cowden 80.8 81.3 81.5 81.5 81.5 81.6 80.6 81.8 78.2

Bristol 81.3 81.1 79.8 80.3 80.3 80.8 80.1 80.8 78.6

ウシ
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(d) NSP4 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 92.5 94.1 94.1 93.9 91.8 92.5 93.4 66.9 64.9

Toyama 94.5 94.6 97.5 97.3 94.3 94.3 96.4 68.6 65.8

Y/03 95.2 97.9 95.9 95.7 93.7 94.3 95.2 68.5 68.0

Y/1/04 93.8 99.3 97.3 99.8 96.4 96.4 98.0 68.9 66.0

Y/2/04 93.2 98.6 96.6 99.3 96.1 96.1 97.7 68.9 65.8

Y/3/04 89.0 93.2 93.2 92.5 91.8 94.6 95.2 68.2 65.6

Y/08 91.1 94.5 93.2 93.8 93.2 90.4 95.2 69.1 65.1

Y/10 93.8 97.9 95.9 97.3 96.6 91.8 92.5 68.9 66.4

Cowden 58.9 60.3 60.3 60.3 59.6 60.3 62.3 60.3 69.5

Bristol 55.0 57.6 57.6 57.6 57.0 58.3 58.3 56.3 63.3

ウシ
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(e) NSP5 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 95.2 95.7 96.2 96.2 96.5 94.9 95.1 77.8 75.1

Toyama 94.7 94.1 94.6 94.6 97.1 94.4 94.6 78.1 74.6

Y/03 95.2 95.2 97.0 97.0 95.4 94.1 94.3 78.1 75.0

Y/1/04 95.7 95.2 96.2 100 95.6 94.0 94.1 77.2 75.6

Y/2/04 95.7 95.2 96.2 100 95.6 94.0 94.1 77.2 75.6

Y/3/04 96.7 98.1 96.7 96.2 96.2 95.2 95.4 78.4 75.0

Y/08 95.7 96.2 95.7 95.2 95.2 98.1 99.2 76.7 74.5

Y/10 95.7 96.2 95.7 95.2 95.2 98.1 98.1 76.9 74.8

Cowden 74.8 76.2 75.7 74.8 74.8 76.2 75.2 75.2 76.9

Bristol 67.0 67.9 66.0 67.9 67.9 67.0 65.6 66.0 71.2

ウシ
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(f) VP1 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 94.7 94.5 94.8 94.8 95.7 94.8 94.1 80.0 79.8

Toyama 98.3 95.3 95.9 95.9 94.3 95.5 95.2 80.5 80.6

Y/03 98.4 98.3 97.7 97.7 94.2 97.1 96.6 80.3 80.3

Y/1/04 98.1 98.2 98.3 100 94.6 97.9 97.1 80.2 80.0

Y/2/04 98.1 98.2 98.3 100 94.6 97.9 97.1 80.2 80.0

Y/3/04 98.6 97.6 97.7 97.2 97.2 94.4 93.9 79.5 79.7

Y/08 98.2 98.0 98.4 98.5 98.5 97.4 96.5 80.5 80.0

Y/10 98.1 98.3 98.4 98.0 98.0 97.5 98.1 80.3 80.1

Cowden 90.7 90.7 90.7 90.5 90.5 90.7 90.7 90.4 85.4

Bristol 89.0 88.9 88.7 88.4 88.4 88.6 88.5 88.3 92.6

ウシ
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(g) VP2 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 95.9 97.1 96.8 96.8 96.5 96.3 95.9 80.3 79.1

Toyama 99.5 95.0 96.0 96.0 95.8 95.9 95.4 80.2 78.9

Y/03 99.1 99.1 95.8 95.8 95.5 95.1 95.3 80.0 78.8

Y/1/04 99.7 99.7 99.2 100 97.2 96.7 96.3 79.8 79.5

Y/2/04 99.7 99.7 99.2 100 97.2 96.7 96.3 79.8 79.5

Y/3/04 99.5 99.5 99.1 99.7 99.7 97.7 95.8 80.0 79.4

Y/08 99.1 99.1 98.6 99.2 99.2 99.1 95.6 79.9 79.4

Y/10 98.3 98.3 98.3 98.4 98.4 98.3 97.8 79.4 78.8

Cowden 89.8 89.6 89.8 89.9 89.9 89.6 89.7 89.1 83.1

Bristol 88.2 88.1 88.3 88.5 88.5 88.2 87.9 87.7 92.6

ウシ
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(h) VP3 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 94.2 95.0 95.3 95.3 95.1 94.5 94.2 78.2 79.1

Toyama 95.4 93.8 94.0 94.0 93.7 93.3 93.0 78.0 78.0

Y/03 96.7 95.8 98.6 98.6 98.4 98.9 96.7 78.0 78.6

Y/1/04 97.1 95.8 98.6 100 98.7 98.0 97.1 78.4 78.6

Y/2/04 97.1 95.8 98.6 100 98.7 98.0 97.1 78.4 78.6

Y/3/04 96.3 95.4 98.1 98.1 98.1 97.9 96.8 78.2 78.6

Y/08 96.3 95.7 99.0 98.1 98.1 98.0 96.1 78.2 78.7

Y/10 95.4 95.1 97.3 97.4 97.4 96.8 96.8 77.9 78.3

Cowden 84.5 83.1 83.7 84.3 84.3 84.0 84.1 83.4 81.8

Bristol 83.5 82.3 83.1 83.3 83.3 83.3 83.4 83.1 84.4

ウシ
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(i) VP4 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 96.9 97.8 84.8 84.8 97.5 96.7 96.8 76.1 69.7

Toyama 98.1 96.9 83.7 83.7 97.1 96.0 96.0 75.7 69.7

Y/03 98.2 98.6 84.5 84.5 97.7 96.5 96.6 75.6 69.5

Y/1/04 89.9 89.7 89.8 100 84.3 84.0 84.1 76.8 70.8

Y/2/04 89.9 89.7 89.8 100 84.3 84.0 84.1 76.8 70.8

Y/3/04 97.8 98.4 98.8 89.4 89.4 96.8 96.9 75.3 69.6

Y/08 96.9 97.1 97.4 89.0 89.0 97.4 98.0 75.8 69.9

Y/10 96.9 97.1 97.4 88.9 88.9 97.4 97.8 75.3 69.9

Cowden 78.7 78.3 78.3 80.6 80.6 78.3 77.7 77.2 71.9

Bristol 72.0 71.6 72.2 72.8 72.8 72.2 71.6 71.9 73.4

ウシ
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(j) VP6 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Yamagata Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 WD534tc Cowden Bristol

Shintoku 97.0 98.0 97.1 97.9 97.9 97.2 97.1 96.0 79.9 80.8 81.2

Toyama 99.5 98.0 97.0 96.5 96.5 96.0 97.1 96.5 80.1 81.0 81.1

Yamagata 99.5 100 98.2 97.6 97.6 97.0 97.8 96.8 80.3 81.1 81.3

Y/03 99.5 100 100 96.9 96.9 96.0 97.1 96.3 80.4 81.3 81.4

Y/1/04 99.5 100 100 100 100 97.0 96.6 95.8 80.5 81.4 81.7

Y/2/04 99.5 100 100 100 100 97.0 96.6 95.8 80.5 81.4 81.7

Y/3/04 99.5 100 100 100 100 100 96.0 95.1 80.2 81.2 81.2

Y/08 99.5 100 100 100 100 100 100 96.1 80.7 81.7 81.3

Y/10 99.5 100 100 100 100 100 100 100 80.4 81.0 80.9

WD534tc 87.6 88.1 88.1 88.1 88.1 88.1 88.1 88.1 88.1 98.3 82.4

Cowden 91.1 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6 91.6 95.7 83.5

Bristol 88.4 88.9 88.9 88.9 88.9 88.9 88.9 88.9 88.9 88.1 91.6

ウシ



99 
 

(k) VP7 

 

斜め上段が塩基配列そして下段が推定されたアミノ酸の相同性(％) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブタ ヒト

Shintoku Toyama Yamagata Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Cowden Bristol

Shintoku 93.8 93.4 92.1 95.0 95.0 94.6 93.8 94.2 75.1 74.8

Toyama 96.7 92.4 91.0 95.4 95.4 97.1 97.5 96.0 74.2 73.5

Yamagata 96.1 97.0 95.3 93.5 93.5 93.3 92.1 93.1 74.9 73.4

Y/03 96.7 97.3 97.9 92.3 92.3 91.9 91.4 92.1 74.8 73.4

Y/1/04 96.4 97.9 96.7 97.0 100 96.4 95.1 96.2 75.3 74.6

Y/2/04 96.4 97.9 96.7 97.0 100 96.4 95.1 96.2 75.3 74.6

Y/3/04 96.1 98.5 97.0 97.3 97.0 97.0 97.0 97.5 74.4 73.2

Y/08 96.4 99.7 96.7 97.0 97.9 97.9 98.2 96.7 74.3 73.3

Y/10 96.4 98.5 96.7 97.0 97.6 97.6 97.6 98.2 74.6 74.2

Cowden 74.4 74.4 74.7 74.7 75.3 75.3 74.1 74.7 74.7 83.1

Bristol 73.8 73.2 73.5 73.5 74.4 74.4 73.5 73.2 73.8 87.7

ウシ
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表 3-6  ウシ、ブタおよびヒト RVC 株における動物種内および動物種間の塩基配列の

相同性 

 

※VP7 遺伝子の遺伝子型分類は Marthaler ら（2013）そして残りの遺伝子の遺伝子

型分類は Soma ら（2013）によって報告されたカットオフ値を用いた。 

株数：分子系統学的解析と同じ株を使用 

ND: Not determined 

 

遺伝子分節 畜種 株数 カットオフ値※（％）

ヒト ブタ ウシ

NSP1 ヒト 10 92.7-99.9 66.7-68.1 65.7-68.9 74
ブタ 1 72.1-73.3
ウシ 8 91.9-100

NSP2 ヒト 10 93.7-100 85.2-88.0 80.0-82.1 89
ブタ 1 81.8-82.6
ウシ 8 94.5-100

NSP3 ヒト 10 92.6-99.8 76.3-78.2 77.2-79.4 80
ブタ 1 76.9-77.8
ウシ 8 92.9-100

NSP4 ヒト 13 94.3-99.8 68.1-69.5 64.9-68.9 70
ブタ 1 66.9-69.1
ウシ 8 91.8-99.8

NSP5 ヒト 10 92.0-99.5 76.1-77.1 73.2-75.6 79
ブタ 1 76.7-78.4
ウシ 8 94.0-100

VP1 ヒト 8 94.4-99.7 85.0-85.7 79.3-80.7 86
ブタ 1 79.5-80.5
ウシ 8 93.9-100

VP2 ヒト 9 94.5-99.8 82.9-83.3 78.3-79.4 84
ブタ 1 79.4-80.3
ウシ 8 95.0-100

VP3 ヒト 8 83.5-99.3 81.8-85.3 76.5-79.1 86
ブタ 1 77.9-78.4
ウシ 8 93.0-100

VP4 ヒト 13 95.4-99.7 71.4-72.2 69.2-70.8 77
ブタ 1 75.3-76.8
ウシ 8 83.7-100

VP6 ヒト 13 96.1-100 82.8-84.3 80.6-83.2 ND
ブタ 1 80.8-98.3
ウシ 10 79.9-100

VP6（WD534tcを除く） ヒト 13 96.1-100 82.8-84.3 80.6-82.0 85
ブタ 1 80.8-81.7
ウシ 9 95.1-100

VP7 ヒト 14 94.2-99.7 73.2-84.4 72.7-75.3 85
ブタ 87 70.6-100 71.3-77.3
ウシ 9 91.0-100

Nucleotide sequence identity （%）
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表 3-7  ウシ、ブタおよびヒト RVC 株における動物種内および動物種間の推定された

アミノ酸の相同性 

 

株数：分子系統学的解析と同じ株を使用 

遺伝子分節 畜種 株数

ヒト ブタ ウシ

NSP1 ヒト 10 93.4-100 60.7-61.9 58.8-62.4
ブタ 1 69.6-71.4
ウシ 8 94.4-100

NSP2 ヒト 10 94.9-100 92.0-93.9 83.0-86.9
ブタ 1 86.9-88.1
ウシ 8 96.5-100

NSP3 ヒト 10 94.5-100 76.4-78.6 78.1-81.3
ブタ 1 80.6-81.8
ウシ 8 95.8-100

NSP4 ヒト 13 92.0-100 62.0-64.7 54.3-60.3
ブタ 1 58.9-62.3
ウシ 8 89.0-99.3

NSP5 ヒト 10 92.0-99.5 69.8-71.2 64.2-68.4
ブタ 1 74.8-76.2
ウシ 8 94.7-100

VP1 ヒト 8 97.2-99.8 92.6-93.2 88.1-89.1
ブタ 1 90.4-90.7
ウシ 8 97.2-100

VP2 ヒト 9 97.6-99.9 92.4-93.1 87.2-88.5
ブタ 1 89.1-89.9
ウシ 8 97.8-100

VP3 ヒト 8 85.4-99.3 84.4-90.3 80.4-83.7
ブタ 1 83.1-84.5
ウシ 8 95.1-100

VP4 ヒト 13 96.2-99.7 72.6-73.4 71.0-73.0
ブタ 1 77.2-80.6
ウシ 8 88.9-100

VP6 ヒト 13 98.2-100 90.6-91.6 87.6-88.9
ブタ 1 91.1-95.7
ウシ 10 87.6-100

VP6（WD534tcを除く） ヒト 13 96.1-100 82.8-84.3 87.8-88.9
ブタ 1 91.1-91.6
ウシ 9 99.5-100

VP7 ヒト 14 97.3-100 70.2-87.7 72.6-74.4
ブタ 87 69.9-100 71.4-80.1
ウシ 9 96.1-100

Amino acid sequence identity （%）
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図 3-1 ウシ RVC8 株の VP4 遺伝子アミノ酸配列 

一致するアミノ酸は点、空白はダッシュ、欠損および挿入は囲みで表示 
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(a) NSP1 

 

図 3-2 本章で決定したウシ株を含む RVC の全 11 分節遺伝子の分子系統学的解析 

B:bovine, H:human, P:porcine, GenBank accession number が記載されている。遺伝

子型を右側に記載、クラスター内の系統をローマ数字で記載 
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(b) NSP2 
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(c) NSP3 
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(d) NSP4 
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(e) NSP5 
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(f) VP1 
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(g) VP2 
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(h) VP3 
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(i) VP4 
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(J) VP6 
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(k) VP7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 IL10-46 (P) JX273343

 IL10-49 (P) JX273346

 IL10-44 (P) JX273341

 IL10-36 (P) JX273333

 IL10-43 (P) JX273340

 IL10-48 (P) JX273345

 IL10-45 (P) JX273342

 IL10-42 (P) JX273339

 IL10-41 (P) JX273338

 IL10-34 (P) JX273331

 IL10-37 (P) JX273334

 IL10-47 (P) JX273344

 IL10-40 (P) JX273337

 IL10-33 (P) JX273330

 IL10-32 (P) JX273329

 IL10-35 (P) JX273332

 IL10-39 (P) JX273336

 IL10-38 (P) JX273335

 IL10-31 (P) JX273328

 RV0143 (P) KC164678

 MB11-65 (P) JX273362

 MB11-56 (P) JX273353

 MB11-59 (P) JX273356

 MB11-57 (P) JX273354

 MB11-70 (P) JX273367

 MB11-69 (P) JX273366

 CO09-8 (P) JX273305

 CO09-29 (P) JX273326

 CO09-30 (P) JX273327

 CO09-28 (P) JX273325

 OH09-1 (P) JX273298

 MN09-7 (P) JX273304

 MN09-6 (P) JX273303

 MB11-58 (P) JX273355

 NE09-2 (P) JX273299

 MN09-22 (P) JX273319

 MN09-14 (P) JX273311

 MN09-24 (P) X273321

 IL09-18 (P) JX273315

 AR09-17 (P) JX273314

 MN09-11 (P) JX273308

 MN09-21 (P) JX273318

 MN09-19 (P) JX273316

 MN09-20 (P) JX273317

 MN09-16 (P) JX273313

 TN10-51 (P) JX273348

 NC09-3 (P) JX273300

 IL09-9 (P) JX273306

 NC09-4 (P) JX273301

 NC10-53 (P) JX273350

 NC10-54 (P) JX273335

 344-04-7 (P) EF464654

 43/06-16 (P) EF464656

 43/06-22 (P) EF464657

 134/04-2 (P) EF464655

 1GA/05/Cork (P) EU624403

 NE09-26 (P) JX273323

 NE09-25 (P) JX273322

 NE09-27 (P) JX273324

 MN09-12 (P) JX273309

 MN09-10 (P) JX273307

 MN09-15 (P) JX273312

 CO11-62 (P) JX273359

 CO11-60 (P) JX273357

 CO11-64 (P) JX273361

 CO11-63 (P) JX273360

 CO11-61 (P) JX273358

 CUK-5 (P) HQ833830

 134/04-18 (P) EF464653

 TN10-50 (P) JX273347

 AE53 (H) AB281655

 Wu82 (H) EF528571

 OH567 (H) AB281654

 BK0830 (H) HQ185678

 YNR001 (H) HQ185657

 CMH004/03 (H) EF641111

 208 (H) AB008671

 Bristol (H) X77257

 Belem (H) X77256

 Moduganari (H) AF323979

 BS347 (H) HQ185637

 Jajeri (H) AF323982

 BCN9 (H) AM118022

 v508 (H) AY803725

 42/05-21 (P) EF464650

 118-05-27 (P) EF464649

 118/05-18 (P) EF464648

 MN11-68 (P) JX273365

 MN11-67 (P) JX273364

 MN11-66 (P) JX273363

 CUK-6 (P) HQ323754

 118/05-4 (P) EF464652

 118/05-1 (P) EF464651

 NC10-52 (P) JX273349

 Cowden (P) M61101

 WH (P) U31479

 MN10-55 (P) JX273352
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図 3-3 ウシ RVC 株における各文節の遺伝子動態 

     

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Y/03 Y/1/04 Y/2/04 Y/3/04 Y/08 Y/10 Shintoku Toyama
VP1 TY TY TY HY TY TY HY TY
VP2 HTY HTY HTY HTY HTY HTY HTY HTY
VP3 Y Y Y Y Y Y H T
VP4 HTY Y Y HTY HTY HTY HTY HTY
VP6 TY HY HY HY TY TY HY TY
VP7 Y TY TY TY TY TY H TY

NSP1 Y Y Y HTY Y Y HTY HTY
NSP2 HTY HTY HTY Y Y Y HTY HTY
NSP3 HTY HTY HTY HTY HTY HTY HTY HTY
NSP4 HY TY TY TY TY TY HY TY
NSP5 Y Y Y HTY Y Y HTY HTY

H 北海道系統

T 富山系統

Y 山形系統（系統が分かれる場合数字で表現）

TY 富山・山形混合系統

HY 北海道・山形混合系統

HTY 北海道・富山・山形混合系統
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