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緒 言 

牛ウイルス性下痢ウイルス（bovine viral diarrhea virus; BVDV）は、豚コレ

ラウイルス（classical swine fever virus; CSFV）および羊のボーダー病ウイルス

（border disease virus; BDV）とともにフラビウイルス科ペスチウイルス属に分類

される。BVDV 感染症は、牛群の体重の低下、産乳量の減少、繁殖成績の低下な

ど慢性的な経済損失を招くことから、畜産経営に大きな経済損失をもたらす重

要疾病であると考えられている[Fourichon et al., 2005; Valle et al., 2005]。現

在、北欧諸国では BVDV の撲滅に成功しているが、日本を含む世界各地で発生

が報告されている。農林水産省統計[農林水産省, 2014]による日本における

BVDV 感染症の発生数は、2009 年から 2013 年で年間平均 100 件、頭数では 107

頭である。しかし、急性感染や持続感染の牛は臨床症状を示さないことが多い

ため、報告されている数よりも多くの感染牛が摘発を逃れている可能性が高い

と考えられる。BVDV 感染症の予防には、確実なワクチン接種による集団免疫

の向上と持続感染牛の摘発・淘汰が有効であると考えられている。そのため、

BVDV 感染症を撲滅するためには、迅速な診断・検査系及び効果的なワクチン

が必須であり、その開発や改良のためには BVDV の病態解明が求められている。 

BVDV のウイルスゲノムの塩基配列により BVDV-1 と BVDV-2 の遺伝子型に

大別され、BVDV-1 はさらに、1a～1r の 18 亜型に、BVDV-2 は 2a～2c の 3 亜

型に分類される[Peterhans et al., 2010; Yeşilbağ et al., 2014]。日本での流

行が確認されている亜型は 1a、1b、1c、2a である[Matsuno et al., 2007]。 本

ウイルスは、直径 40－60nm でエンベロープを有しており[Moennig et al., 1992]、

ウイルスゲノムとしてプラス鎖の一本鎖RNAを保有している[Colett et al., 1988]。

Internal ribosomal entry site (IRES) を含む 5’非翻訳領域 (5’UTR) と 3’非翻

訳領域の間に約 12kb のオープンリーディングフレームがコードされている。ウ

イルス RNA は、一本のポリプロテインとして翻訳された後、細胞およびウイル
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ス由来のプロテアーゼに切断され、成熟した構造および非構造蛋白になる。ゲ

ノムは、N 末端側から非構造蛋白 Npro、その後 4 種の構造蛋白 C、Erns、E1 及

び E2、次いで 7 種の非構造蛋白 p7、NS2-3、NS4A、NS4B、NS5A 及び NS5B

がコードされている[Colett et al., 1988; Neill, 2013]。非構造蛋白はウイルス

RNA の複製に重要であるが、Npro、p7、NS2 および構造蛋白はウイルス RNA

の複製には関与しないこと報告されている[Tratschin et al., 1995; Behrens et 

al., 1998]。 

 BVDV が健康な成牛に急性感染した場合、不顕性感染で終わるか、一過性の

下痢や発熱を示した後、宿主自身の免疫により回復へ向かう。しかし、急性感

染であっても、呼吸器症状や消化器症状、免疫抑制や繁殖障害、出血性の重篤

な症状など、様々な臨床症状を呈することが報告されており[Pellerin et al., 

1994; Baker. 1995; Hessman et al., 2012]、臨床症状の多様性が生じるメカニズ

ムは明らかになっていない。また、妊娠牛に感染した場合、経胎盤感染が高率

に起こり、感染時の胎齢により流産、死産、奇形等が見られ[Brownlie et al., 

1989; Ross et al., 1986]、免疫機能が形成される胎齢 100 日前後の胎子にウイル

スが感染した場合では、ウイルス抗原に対して免疫学的寛容になった子牛、す

なわち持続感染牛が娩出される。持続感染牛は、臨床症状をほとんど示さない

まま、自身の分泌物や排泄物から終生大量のウイルスを排出し続けるため、

BVDV の慢性的な汚染と流行拡大の重要なリスク因子となる。さらに、持続感

染牛は、致死的な粘膜病を発症するリスクを有することが分かっている

[Brownlie et al., 1984]。しかし、持続感染や胎盤感染が成立するメカニズムや、

粘膜病の発症機序は未だ不明な点が多い。 

 本ウイルスは、遺伝子型とは別に培養細胞に対する細胞病原性の有無によっ

て細胞病原性（cytopathogenic; CP）と非細胞病原性（noncytopathogenic; NCP）

の二つの生物型に分類される。一般的に、野外に流行している BVDV は NCP
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ウイルスである。持続感染を成立させることができるのは NCP ウイルスに限ら

れているが、粘膜病を発症した牛からは NCP ウイルスと共に CP ウイルスが検

出される[McClurkin et al., 1985; Howard et al., 1987] 。持続感染牛に、感染

している NCP ウイルスと同じ、或いは類似した抗原の CP ウイルスを実験的に

重感染させることによって、粘膜病を再現することが可能であるが[Brownlie et 

al.,1984; Boin et al., 1985; Shimizu et al., 1989]、野外における粘膜病の発症は、

持続感染しているNCPウイルスから変異したCPウイルスの出現が関与してい

ると考えられている[Corapi et al., 1988; Shimizu et al., 1989]。 

 NCP ウイルスは、さらに２つの生物型に分類される。BVDV と同属の CSFV

において、ニューカッスル病ウイルス（Newcastle disease virus; NDV）の増殖

を増強する END（exaltation of NDV）現象を示す END 陽性（END+）ウイル

スと、END 現象を示さずに異種ウイルスに対する干渉現象を示す END 陰性

（END－）ウイルスに大別できることが明らかとなり、同時にこれらの生物性状

を利用した END 法（END+ウイルスの検出・定量法）や干渉法（END－ウイル

スの検出・定量法）が確立された[Kumagai et al., 1958; Kumagai et al., 1960; 

Shimizu et al., 1970]。これらの生物性状は先に CSFV で見つかり、後に BVDV

にも合致できることが確認され、END 法や干渉法ともに BVDV の NCP ウイル

スの検出定量法としても応用されるようになった [Inaba et al., 1963; 

Nakamura et al., 1993; 1997]。さらに、ペスチウイルスの干渉現象を利用した

逆プラック (reverse plaque formation; RPF) 法が開発され、ウイルス株に混在

する NCP ウイルス、あるいは END－ウイルスを単離することが可能となった

[Fukusho et al., 1976; Itoh et al., 1983; Nakamura et al., 1993; Muhsen et al., 

2013]。その後、END＋ウイルスは感染細胞の I 型インターフェロン（interferon; 

IFN）の産生を抑制し、END－ウイルスは感染細胞の IFN 産生を誘導すること

が明らかとなった[Nakamura et al., 1995; Ruggli et al., 2009]。すなわち、END
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＋ウイルスと END－ウイルスの感染細胞における自然免疫応答は相反するため、

その分布や動態が本感染症の多様な病態に関連していると推察される。しかし、

これまでの END＋ウイルスや END－ウイルスに係る研究には培養細胞等で繰り

返し継代されている実験室株が用いられていたため、得られる知見が限られて

いた。そのため、野外で分離された流行株や感染動物においてこれらのウイル

スがどのような分布や動態をとっているのか、また BVDV 感染症の病態とどの

ように関連しているのかなど不明な点が多い。 

 一般的に、RNAウイルスは、RNA依存性RNAポリメラーゼの精確性が低く、

またプルーフリーディングを受けないことから遺伝子の複製エラーが高い頻度

で起こる。このような小変異が蓄積することで、同種同一株であっても遺伝的

多様性に富む動的なウイルス集団が形成される。これを quasispecies（準種）

と呼び[Eigen, 1993]、ウイルスの増殖環境や選択圧によって、新たな変異ウイ

ルスが生まれるため、病勢や薬剤感受性及び検査感度等が変化するリスクを有

している[Domingo et al., 2012]。準種は単に多様な変異の集団ではなく、相互

に作用し合う変異体の集合であり、それらは全体としてのウイルス株の特性に

寄与すると考えられている[Vignuzzi et al., 2006]。このような準種の概念は

RNA ウイルスである BVDV にも合致すると考えられ[Collins et al., 1999]、同

一株に CP ウイルスや END＋および END－ウイルスが混在するとの報告は、

BVDV の準種を生物学的に示している。これらの知見を踏まえ、本研究では

BVDV 感染が多様な病態や症状を引き起こす要因として、相反する生物性状を

示す準種の混在が関連するものと仮説を立てた。 

 本論文は４章から構成されている。第１章では、北海道で分離された野外流

行株と、石川県で分離された野外流行株を用いて、準種の分布調査を行うとと

もにその地域性を調べた。第２章では、野外流行株に含まれる準種を定量的に

解析するには、ウイルスの継代培養による準種量の変動を調べる必要があると
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考えられたため、野外株を培養細胞で繰り返し継代した際の END＋及び END－

ウイルスの量的変動を調べた。第３章では、BVDV に持続感染している牛の血

液を収集し、血清に含まれる END＋及び END－ウイルスの直接的な検出を試み、

牛と準種の直接的調査を行なった。最後の第４章では、3 頭の持続感染牛の経過

血清に含まれる END＋及び END－ウイルスの定量を行い、同一個体における経

時的な準種量の変動を調査し、準種構成の変動と病態との関連性について検討

を行なった。 
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第１章 

 

 

牛ウイルス性下痢ウイルス野外分離株を用いた準種の分布調査 
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要 旨 

 BVDV の実験室株には END＋ウイルスと END－ウイルスが混在しており、ま

た、著者らは、これまでに野外流行株にもそれら準種が様々な割合で混在する

ことを明らかにしたが、その調査範囲は北海道に限定されていた。そこで、調

査範囲を拡大し、END－ウイルスなどの準種が野外に恒常的に分布するかを調査

した。石川県で分離された BVDV 野外流行 39 株を収集し、細胞変性効果

（cytopathic effect; CPE）法、END 法、RPF 法を用いて生物性状の異なる準

種を検出、定量し、分離株内の準種構成を調べた。その結果、調査した 39 株は、

END－ウイルス優勢の 32 株（82.0%）、END＋ウイルスと END－ウイルスが同等

量検出された 2 株（5.1%）、END－ウイルスを含むが END＋ウイルス優勢の 1

株（2.6%）、CP ウイルスを含む 4 株（10.3%）に分類された。以上の結果より、

野外では稀であると考えられていた END－ウイルスは野外に恒常的に分布して

いることが明らかとなった。しかしながら、石川県の野外株の結果は、END＋

ウイルス優勢の野外株が半数以上を占めた北海道の結果とは大きく異なってお

り、野外分離株における準種の分布には地域差がある可能性が示唆された。 
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序 文 

 BVDV は、培養細胞に対する病原性の違いから、CP ウイルスと NCP ウイル

スに分類される。CP ウイルスは感染細胞に CPE を示すが、NCP ウイルスは

CPE を示さない。NCP ウイルスは、さらに、END 現象を示す END＋ウイルス

と、END 現象を示さず異種ウイルスを干渉する END－ウイルスに細分される。 

 ウイルス株に混在する END－ウイルスを検出する RPF 法が開発され、生物性

状の異なるウイルスが準種として同一株に混在していることが明らかになった

[Nakamura et al., 1993]。1980、1990 年代の日本で行われていた BVDV の準

種に関する研究は、実験室で維持・継代されている、いわゆる実験室株が用い

られていた。その結果、一般的に NCP ウイルス株を構成するウイルスの多くが

END＋ウイルスであり、END－ウイルスはマイナーな存在であると考えられてい

た[Itoh et al., 1983; Nakamura et al., 1993]。しかし、野外で流行する BVDV

においては、END－ウイルスの存在や分布については調査されておらず、実態は

不明であり、病態との関連性も未知であった。そこで、筆者らは北海道内の 5

地域で分離された野外流行90株を用いてEND＋ウイルス及びEND－ウイルスの

存在および分布の調査を行った[Nishine et al., 2014; 新井ら, 未発表]。その結

果、調査した野外流行株の 52.2%が END＋ウイルスを優勢に含んでおり、END

－ウイルスはマイナーであるという実験室株での知見を支持する結果が得られ

た。一方で、END－ウイルスが検出された株は全体の 86.7%に至り、END－ウイ

ルスで構成された流行株も存在したことから、野外には END－ウイルスが広く

分布している可能性が示唆された。準種構成と関連する明確な疫学特性は確認

されていないものの、野外流行株に生物性状の異なる準種が様々な割合で混在

しているという結果から、準種の混在が BVDV の多様な病態の形成に関連する

可能性が示唆された。この可能性を追求するためには、症例数を拡大した更な

る解析が必要であると考えられた。そこで本研究では、調査対象地域を拡大し、
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石川県で分離された BVDV 野外流行 39 株における各株の準種の検出及び定量

を行い、準種構成を求めた。 
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材料と方法 

１．培養細胞 

 初代培養細胞の牛精巣（bovine testicular; BT）細胞を使用した。BT 細胞の

維持・継代には Eagle’s minimum essential medium（MEM）（日水製薬，東京，

日本）基礎培養液に、牛胎子血清（fetal bovine serum; FBS）10%、NaHCO3 

0.1125%、L-glutamine 2mM、硫酸ペニシリン（Meiji Seika ファルマ，東京）

20 単位/mL 及び硫酸ストレプトマイシン (Meiji Seika ファルマ) 100µg/mL、

を添加した細胞増殖用培養液を使用した。BT 細胞は RT-PCR 法によりペスチウ

イルスの迷入がないこと、FBS はペスチウイルスおよび抗 BVDV 抗体がいずれ

も陰性であることをした[Kozasa et al., 2011]。 

 

２．ウイルス 

 野外材料に、石川県南部家畜保健衛生所で分離された BVDV 野外分離 39 株

を用いた。その内訳は、急性感染牛由来 3 株、持続感染牛由 29 株、粘膜病発症

牛由来 4 株であった。粘膜病発症牛由来のうち 3 株では、CP と NCP が両方単

離されており(IS25CP/01 と IS26NCP/01、IS27CP/01 と IS28NCP/01、IS30 

CP/03 と IS31NCP/03)、これらはそれぞれを 1 株としてカウントした。残りの

1 株（IS5CP/95）と同一の牛由来で粘膜病を発症する前の持続感染の分離株

（IS3NCP/95）も含まれており、それぞれを別の分離株としてカウントした。

これらのウイルス分離に用いられた培養細胞やウイルスの継代歴は分離株によ

って異なっていた。各株は本研究において BT 細胞を用いて、5 日間培養され、

その培養上清を調査材料とした。回収した培養上清は－80℃で保存し、解析時

に融解して使用した。BVDV の培養並びに感染価の測定には NaHCO3を 0.15%

の割合で加えた維持培養液を使用した。 

 NDV 宮寺株、VSV ニュージャージー株を使用した。NDV は SPF 発育鶏卵を
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用いて、VSV はアフリカミドリザル腎臓上皮由来（Vero）細胞でそれぞれ培養

し、攻撃用ウイルスとして使用した。 

 

３．準種の検出と定量 

３－１．CPE 法 

 CP ウイルスの検出及び定量は BT 細胞における CPE を指標とする限界希釈

法（CPE 法）により実施した。調査材料を維持培養液で 10－1から 10－8まで 10

倍階段希釈し、BT細胞浮遊液0.1mLと同時に96ウェルプレート（Corning, New 

York, USA）に 1 希釈当たり 5 ウェル、1 ウェルあたり 50µL ずつ添加した。37℃

の 5%CO2インキュベーターで 5 日間培養し、CPE の出現の有無を観察した。

CPE の出現したウェルを CP ウイルス陽性として Behrens-Kärber 法[Kärber. 

1931]により 50%組織培養感染価（50% Tissue Culture Infectious Dose; TCID50）

を算出し、CP ウイルス感染価とした。 

 

３－２．END 法 

 END＋ウイルスの検出及び定量はBT細胞におけるEND現象を指標とする限

界希釈法（END 法）で実施した。本法は Inaba ら[Inaba et al., 1963; 1968]の

方法に準じて実施した。CPE 法において培養 5 日目に CPE が確認されなかっ

た細胞に、106 TCID50に調整した NDV 浮遊液を 1 ウェルあたり 0.1mL ずつ加

えた。さらに 37℃の 5%CO2インキュベーターで 4 日間培養し、END 現象（NDV

の CPE の増強）の有無を確認した。END 現象が確認されたウェルは END＋ウ

イルス陽性として TCID50を算出し、END＋ウイルス感染価とした。 

 

３－３．ペルオキシダーゼ標識検査法（peroxidase-linked assay; PLA） 

 生物性状を問わない BVDV の検出・定量はペルオキシダーゼ標識検査法

（peroxidase-linked assay; PLA）で行った[OIE, 2014]。維持培養液で調査材
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料を 10－1から 10－8まで 10 倍階段希釈し、BT 細胞浮遊液 0.1mL と同時に 96

ウェルプレートに 1希釈当たり 4ウェル、1ウェルあたり 50µLずつ添加し、37℃

の 5%CO2インキュベーターで培養した。培養 5 日後の細胞をリン酸緩衝生理食

塩水(phosphate buffered saline; PBS）で洗浄し、乾燥させた後、75℃で 1 時

間熱固定した。一次抗体に抗ペスチウイルス NS3 モノクローナル抗体

JCU/BVD/CF10（TropBio, Queensland, Australia）を使用し、抗体希釈液

（Tween20 0.05％加 PBS、牛血清アルブミン（フラクション V）1％）で 1000

倍に希釈して使用した。一次抗体液は 1 ウェルあたり 50µL ずつ添加し、37℃

のインキュベーター内で反応させた。1 時間反応させた後、抗体液を除去し、

PBS で細胞を洗浄した。二次抗体には西洋わさびペルオキシダーゼ標識抗マウ

ス IgG ポリクローナル抗体（SurModics, Eden Prairie, MN, USA）を抗体希釈

液で 1000 倍に希釈して使用した。PBS を除去し、二次抗体液を 1 ウェルあた

り 50µL ずつ添加した後、再び 37℃のインキュベーター内で反応させた。1 時

間反応させた後、抗体液を取り除き、PBS で細胞を洗浄した。PBS を取り除き、

基質液（3-Amino-9-Ethyl-Carbazol 1 錠を N,N-Dimethyl formamide 2.5mL に

溶解したもの 0.25mL、50mM Acetate Buffer (pH5.0) 5mL、30% H2O2 7µL）

を 1ウェルあたり 50µL ずつ添加し、37℃のインキュベーター内で反応させた。

反応時間は約 30 から 40 分とした。発色した細胞が確認されたウェルを BVDV

陽性として TCID50を算出し、BVDV 感染価とした。 

 

３－４．逆プラック（RPF）法 

 END－ウイルスの検出及び定量は、Fukusho ら[Fukusho et al., 1976]及び

Nakamuraら[Nakamura et al., 1993]が報告したRPF法を一部改良して実施し

た。維持培養液で調査材料を 10 倍階段希釈し、END＋ウイルス感染価を参考に

任意の希釈域の材料を接種した。6 ウェルマルチプレートに単層に培養した BT
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細胞に 1 希釈あたり 2 ウェル、1 ウェルあたり 50µL ずつ接種した。なお、細胞

の乾燥を防ぐために各ウェルに 500µL の維持培養液を追加した。37℃・5%CO2

条件下で 1 時間静置した後に、接種液を取り除き、3%メチルセルロース加重層

培養液を 1 ウェルあたり 4mL 重層し、37℃・5%CO2条件下で培養した。培養

5 日目に、細胞面からメチルセルロース加重層培養液を除去し、multiplicity of 

infection (MOI) ≧2 plaque formation unit (PFU) となるように調整した VSV

浮遊液 1mL を添加し、37℃・5%CO2条件下で静置した。接種 1 時間後に、接

種液を除去し、2%メチルセルロース加重層培養液を 4mL 再び重層し、37℃・

5%CO2条件下で培養した。培養 3 日目に、メチルセルロース加重層培養液の上

からメタノールを加えて、3～4 時間室温で静置し、細胞の固定及びウイルスの

不活化を実施した。流水でメチルセルロース維持培地を除去し、0.25％クリス

タルバイオレット溶液（クリスタルバイオレット 0.25%、ホルマリン 7.5%、メ

タノール 10%、蒸留水）で染色後、逆プラックの数を測定した。逆プラックが

検出された最高希釈の 2 ウェルの平均逆プラック数から PFU を算出し、END－

ウイルス感染価とした。 

 

４．石川県の野外流行株のウイルス構成の決定及び北海道の野外流行株との比較 

 CPE 法、END 法、RPF 法、PLA で得られた感染価を比較し、各分離株の推

定主要ウイルスを決定した。なお、感染価の差が 2 倍以内の場合は同等量であ

ると判断し、PLA と同等量であった場合、そのウイルスを主要ウイルスとした。 

 次に、北海道 5 地域で分離された野外流行株の調査結果と[Nishine et al., 

2014; 新井ら,未発表]、石川県の野外流行株の準種定量の結果を比較した。北海

道の流行株調査では、PLA を実施していない株が存在したため、地域間の比較

には、END 法及び RPF 法による感染価の比較を行った。なお、CP ウイルスが

検出された場合、その感染価に関係なく CP ウイルス検出株と分類した。 
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結 果 

 

１．BVDV 野外分離株からの CP ウイルスの検出と定量 

 調査材料を作成するために野外分離 39 株を BT 細胞で 1 代継代した結果、

IS25CP/01、IS27CP/01、IS30CP/03 の 3 株で CPE が認められた。次に、1 代

継代して得た調査材料で CPE 法を実施した結果、IS5CP/95、IS25CP/01、

IS27CP/01 及び IS30CP/03 の 4 株で CP ウイルスが検出された（表１）。その

うち、IS5CP/95、IS25CP/01 及び IS27CP/01 では CP ウイルスを定量すること

ができたが、IS30CP/03 では、CP ウイルス陽性ウェルが少なかったため、感染

価を求めることができなかった。 

 

２．BVDV 野外分離株からの END＋ウイルスの検出と定量 

 CP ウイルスを含む材料で END 法を実施する場合、BVDV の CPE が出現す

るため END 現象の判定が困難となる。そのため、END 法は CP ウイルスが検

出された 4 株を除く野外分離株 35 株について実施した。その結果、19 株から

END＋ウイルスが検出された（表１）。19 株のうち 6 株で END＋ウイルス感染

価を求めることができたが、他の 13 株は、END＋ウイルス陽性のウェルは確認

できるものの、その出現が用量依存的でなかったため、感染価を求めることで

きなかった。 

 

３．BVDV 野外分離株からの END－ウイルスの検出と定量 

 野外分離株 39 株について、RPF 法による END－ウイルスの検出と定量を行

った。その結果、CP ウイルスが検出された分離株も含め、すべての分離株から

END－ウイルスが検出された（表１）。END－ウイルス感染価の幅は 103.0～107.7 

PFU/mL であり、もっとも高い感染価を示した株は IS25CP/01 であった。 
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４．BVDV 野外分離株の主要構成準種による分類と北海道野外株との比較 

 各検査法によって得られたウイルス感染価から、各野外分離株を構成する主

要なウイルスをもとに分類した。その結果、END＋ウイルスを主要ウイルスとす

る野外株が 1 株（2.6%）、END－ウイルスを主要ウイルスとする野外株が 18 株

（46.1%）、PLA によるウイルス感染価が最も高かった野外株が 20 株（51.3%）

であった。 

 次に、END 法と RPF 法によるウイルス感染価のみを用いて各野外分離株の

主要ウイルスを決定し、これまでに得られている北海道の 5 地域で分離された

野外分離株のウイルス構成と比較した（表２，図１）。北海道の地域 A、B 及び

C では、END＋ウイルスを主要ウイルスとして含んでいる株の割合が多く、END

－ウイルス優勢の分離株は地域 B の 2 株のみであった。地域 D と E では END－

ウイルス優勢の分離株が約半数を占め、同じ北海道内においても準種の分布に

差があることが判明した[Nishine et al., 2014; 新井ら, 未発表]。北海道全体と

石川県を比較すると、END＋ウイルス優勢の株は北海道では全体の 52.2%である

のに対し、石川県ではわずか 2.6%に留まり、END－ウイルス優勢株については

北海道では 26.7%であったのに対し、石川県では全体の 82.0%であった。 

  



表１ 野外分離株の各準種量と準種構成

ウイルス株名 生物型
ウイルス量

主要準種
PLA1) CPE法1) END法1) RPF法4)

IS1NCP/90 NCP 5.69 −2) +3) 5.00 BVDV5)

IS2NCP/95 NCP 5.69 − + 4.48 BVDV
IS3NCP/95 NCP 4.69 − + 5.30 END－

IS4NCP/95 NCP 4.94 − + 3.90 BVDV
IS5CP/95 CP 5.64 4.84 − 4.48 BVDV
IS6NCP/95 NCP 5.19 − + 6.00 END－

IS7NCP/97 NCP 6.69 − + 7.00 END－

IS8NCP/97 NCP 5.69 − 5.64 4.00 END＋

IS9NCP/97 NCP 4.69 − 4.24 4.00 BVDV
IS10NCP/98 NCP 5.94 − − 5.60 BVDV
IS11NCP/98 NCP 3.69 − − 4.48 END－

IS12NCP/98 NCP 5.19 − + 5.00 END－

IS13NCP/99 NCP 5.69 − + 6.00 END－

IS14NCP/99 NCP 6.19 − + 6.00 END－

IS15NCP/99 NCP 3.19 − − 4.48 END－

IS16NCP/99 NCP 6.19 − 5.44 6.00 END－

IS17NCP/99 NCP 4.94 − − 5.70 END－

IS18NCP/99 NCP 5.44 − − 4.00 BVDV
IS19NCP/99 NCP 5.19 − − 4.30 BVDV
IS20NCP/99 NCP 5.69 − − 3.00 BVDV
IS21NCP/00 NCP 6.69 − − 6.70 END－

IS22NCP/00 NCP 7.19 − + 7.60 END－

IS23NCP/00 NCP 7.19 − + 6.48 BVDV
IS24NCP/00 NCP 6.19 − − 5.00 BVDV
IS25CP/01 CP 7.24 7.24 − 7.70 END－

IS26NCP/01 NCP 6.94 − − 4.90 BVDV
IS27CP/01 CP 4.84 4.84 − 6.00 END－

IS28NCP/01 NCP 6.44 − − 6.60 END－

IS29NCP/03 NCP 6.69 − 5.24 6.60 END－

IS30CP/03 CP 4.44 + − 4.90 END－

IS31NCP/03 NCP 6.69 − − 6.60 BVDV
IS32NCP/03 NCP 6.94 − − 4.00 BVDV
IS33NCP/03 NCP 7.44 − + 4.70 BVDV
IS34NCP/03 NCP 6.44 − − 4.30 BVDV
IS35NCP/03 NCP 7.19 − − 4.78 BVDV
IS36NCP/04 NCP 7.44 − + 6.00 BVDV
IS37NCP/05 NCP 7.19 − 6.24 6.48 BVDV
IS38NCP/04 NCP 6.94 − 6.04 6.70 END－

IS39NCP/06 NCP 5.44 − − 4.60 BVDV

1) log10(0.69×TCID50)/mL  2) 不検出 3) 検出されたが定量不可 4) Log10PFU/mL
5) PLAによる感染価が最も高いため判定不能
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図１ BVDV野外分離株の主要構成ウイルスによる分類

北海道及び石川県の野外分離株を構成する主要な準種の分布。(A)石川県分離株

39株：END＋：1株、END－：32株、END＋=END－：2株、CP：4株。(B)北海道分離

株90株：END＋：47株、END－：27株、 END＋=END－：9株、不明：1株、CP：6株。
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考 察 

RNA ウイルスの RNA 依存性 RNA ポリメラーゼは、正確性が低く、プルー

フリーディング機能がないためゲノム複製中のエラー率が高い。そのため、複

製が繰り返されることで小変異が蓄積し、宿主体内では遺伝的に多様なウイル

ス集団が形成、維持されると考えられる。この現象は準種と呼ばれ、1971 年に

Eigen によって提唱された[Eigen, 1993]。この高い遺伝的多様性は、ウイルス

が宿主の免疫応答や抗ウイルス治療薬を回避することを可能にする、「適応」と

いう利点になると考えられている[Thiel et al., 2002]。また、口蹄疫ウイルス、

ポリオウイルス、ウエストナイルウイルス及び CSFV において、準種が病原性

に影響するという報告がある[Sanz-Ramos et al., 2008; Vignuzzi et al., 2006; 

Jerzak et al., 2007; Töpfer et al., 2013]。これらの報告では、いずれも準種の多

様性や動態をゲノム配列の多様性で捉えているが、それらを活性ウイルスとし

て捉えることは未だ困難である。日本における BVDV と CSFV の研究では、ウ

イルスが培養細胞に対していくつかの異なる生物学的性状を示すことが知られ

ており、CPE 法や END 法、RPF 法により、同一株内に混在する少なくとも 3

種類の準種を活性ウイルスとして検出、定量することが可能である[Nakamura 

et al., 1993]。 

BVDV 感染における NCP ウイルスによる持続感染の成立と、CP ウイルスの

出現による粘膜病の発症を考えると、本感染症が多様な病態や臨床症状示すメ

カニズムも準種の変動が関与している可能性が示唆されている。そのメカニズ

ム解明の基礎データを得るために、野外で流行する BVD ウイルス株に含まれる

END＋ウイルスや END－ウイルスの分布調査を継続的に行ってきた。これまで

の分布調査は、いずれも調査地域が北海道に限定されていたが[Nishine et al., 

2014; 新井, 未発表]、本章では、対象地域を拡大し、石川県で分離された野外

株を用いて END＋及び END－ウイルスの分布調査を行なった。 
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石川県で分離された野外流行株に含まれる CP ウイルス、NCP ウイルスであ

る END＋及び END－ウイルスのそれぞれの含有量を調査した。その結果、39 株

中4株からCPウイルスが検出され、うち3株（IS5CP/95、IS25CP01、IS27CP/01）

で定量することができた。これら 3 株から END＋ウイルスは検出されなかった

が、RPF 法で END－ウイルスが検出され、その感染価は CPE 法の感染と同等

か、それ以上であった。また、3 株中 2 株ではペアウイルス（IS26NCP/01、

IS28NCP/01）からも END＋ウイルスは検出されず、END－ウイルスのみが検出

された。これらの結果から、粘膜病発症時のウイルス構成は CP ウイルス及び

END－ウイルス主体で構成されている可能性が考えられた。CP ウイルスを定量

することができなかった株（IS30CP/03）は、BT 細胞で最初に培養した際に

CPE の出現が認められたが、その培養上清を用いた CPE 法では、CPE が確認

されなかった。これは、最初に BT 細胞で培養した際に、CP ウイルスよりも

NCP ウイルスが優勢になった可能性が考えられた。 

RPF 法では、調査した 39 株すべてから END－ウイルスが検出された。北海

道 5 地域の野外流行株においても END－ウイルスが全体の 83.3%から検出され

たことからも、END－ウイルスが野外に広く分布している可能性が高いと考えら

れた。一方、END 法によるウイルス定量では、CP ウイルス検出株を除く 35 株

中 19 株で END 現象が確認されたが、定量ができたのは 6 株のみであった。北

海道 5 地域の野外流行株では全体の 77.8%で END＋ウイルスが定量できたのに

対し、石川県の流行株で END＋ウイルスを定量できたのはわずか 15.4%に留ま

り、大きく異なる結果であった。END 現象が認められた分離株では、低希釈領

域で END 現象が消失するゾーン現象が認められた。ゾーン現象の出現は、END

－ウイルスの干渉作用により END 現象が消失することに起因すると考えられて

いる[Shimizu et al., 1971]。榎戸ら（未発表）は、END＋ウイルスと END－ウ

イルスが混在する状況下での END 法の検出限界は END＋：END－＝10：1〜50：
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1 の間にあり、これ以上差が近づくと END 現象が出現しにくくなると報告して

いる。このことから、END＋ウイルスの定量ができなかった 13 株は、END－ウ

イルスに対し、END＋ウイルス量が END 法の検出限界以下であると考えられた。

しかしながら、調査した 39 株の中には、END＋ウイルスと END－ウイルスの感

染価が同等の分離株が 2株存在し、END法の検出限界の報告に矛盾する。また、

このような分離株は、北海道の野外流行株調査でも確認されている[Nishine et 

al., 2014]。その原因は不明であるが、野外流行株は異なった性状のウイルスが

多様に混在するウイルス集団であると推察され、END－ウイルスの混在とは別の

要因が END 法の検出感度に影響していると考えられる。 

続いて、CPE 法、END 法、RPF 法および PLA の 4 種類の検査法で得られた

ウイルス感染力価を比較し、各野外流行株を構成する推定主要ウイルスを決定

したところ、PLA による感染力価が最も高い野外株が全体の半数以上を占める

結果となった。この結果は、END＋ウイルスと END－ウイルスの混在による生

物性状の相殺が生じ、得られた感染価が見かけ上の感染価になっている可能性

が考えられた。特に、先述したように END 法は END－ウイルスの影響を受け

るため、END－ウイルスが優勢である場合、混在する END＋ウイルスを定量す

ることは困難であり、見かけ上、不検出となる可能性がある。また、野外分離

株が多様なウイルス集団であることから、END 現象も VSV 干渉も示さない新

たな性状の BVDV が存在する可能性も考えられた。 

北海道の野外流行株を用いた調査では、PLA を実施していない野外株が存在

するため、CPE 法と END 法、RPF 法で得られたウイルス感染力価を用いて、

北海道と石川県の地域間での準種構成を比較検討した。その結果、石川県の野

外株は全体の約 8 割が END－ウイルス優勢で、やはり END＋ウイルス優勢が半

数を占める北海道の野外分離株の結果とは大きく異なる結果であった。準種の

分布に多様性及び地域差が生じる要因として、病原体側の要因（調査に用いる
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までの野外分離株の継代歴、遺伝子型など）や宿主側の要因（採材時の牛の年

齢、品種、ワクチン接種状況など）、時間的要因（分離された時期など）などが

関与する可能性が考えられるが、現段階では不明であり、今後さらなる解析が

必要であると考えられた。地域差が生じる要因についてより詳細な解析を行う

ためには、分離株に係る各特性を統一化する等より体系的な調査を行なってい

くことが必要であると考えられる。 
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小 活 

これまでに行なってきた BVDV 野外流行株を用いた準種の分布調査は、対象

地域が北海道に限定されていたため、石川県で分離された野外流行株を用いて

同様の調査を行なったところ、以下の成績を得た。 

 

１．CP ウイルスが定量できた 3 株は、いずれも CP ウイルスの感染価と同等か

それ以上のEND－ウイルスが検出された。また、ペアウイルスにあたるNCP

株からは END＋ウイルスが検出されず、END－ウイルス優勢であったこと

から、粘膜病発症時の分離株では CP ウイルス及び END－ウイルスが主要

構成ウイルスである可能性が考えられた。 

 

２．19 株において END 現象が認められ、そのうち 6 株で END＋ウイルスを定

量することができた。END＋ウイルスが定量できなかった 13 株は、END－

ウイルスの混在により END 現象が抑制されたと考えられた。 

 

３．調査したすべての野外流行株から END－ウイルスが検出された。この結果

から、北海道のみならず石川県の野外でも END－ウイルスが広く分布してい

ることが明らかとなった。 

 

４．ウイルス構成は、北海道の野外流行株では END＋ウイルス優勢株が 52.2%、

END－ウイルス優勢株が 30.0%であったが、石川県の野外流行株では END－

ウイルス優勢株が 82%を占めた。この結果から、野外流行株のウイルス構

成は地域間で差があることが明らかとなった。 
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第２章 

 

 

牛ウイルス性下痢ウイルスの継代培養が 

ウイルス株内の準種構成に及ぼす影響 
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要 旨 

 BVDV 野外流行株の多くに、END＋ウイルスと END－ウイルスが様々な割合

で混在しているが、本研究で用いた野外分離株は、いずれも培養細胞で数代継

代されている、或いはその可能性が高い。従って、使用した材料のウイルス構

成と、感染牛体内のウイルス構成が異なっている可能性が残され、準種と病態

の関連解析に支障をきたす恐れがある。そこで、ウイルス分離の際にのみ培養

細胞で培養されたことが明らかな野外分離 4 株を BT 細胞を用いて 4 日間隔で

20 代継代し、各継代時に採取した培養上清中の全 BVDV、END＋ウイルス及び

END－ウイルスの各感染価をそれぞれ測定し、ウイルス構成の変動を調べた。そ

の結果、継代10代目まではウイルス構成は大きく変動しないことが確認された。

本研究に用いた野外分離株は全て、家畜保健衛生所から分与されたウイルス株

であり、継代数は 10 代以下である可能性が高いと考えられたことから、野外流

行株における準種の分布に関する結果は、宿主体内のウイルス構成と反映して

いる可能性が強く示唆された。しかしながら、継代 10 代目以降から、END＋ウイ

ルスが優勢となり、END－ウイルスより 10～100 倍高い値で安定する傾向が認

められた。これらの結果から、準種を定量的に解析するためには、解析するウ

イルス株の継代歴を考慮する必要があると考えられた。 
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序 文 

 ペスチウイルスをはじめ多くの RNA ウイルスは、遺伝的に多様なウイルス集

団であると考えられ、準種と呼ばれる[Eigen, 1993]。従って、準種は様々な変

異ウイルスを含んでおり、様々な内的・外的要因で変異株の構成が変動してい

ると考えられる。特に、宿主から受ける様々な選択圧で準種の構成が変動する

ことはよく知られ、ウイルスの性状変化、病原性の変化[Vignuzzi et al., 2006; 

Töpfer et al., 2013]、薬剤耐性[Thiel et al., 2002; Sheldon et al., 2014]、ウイル

ス検査感度の変化に深く関わっていると考えられる。 

 非細胞病原性 BVDV は、END＋ウイルスと END－ウイルスの少なくとも 2 種

類の準種に分類され、両ウイルスが同一株内に混在していることが知られる。

実験室株を構成するウイルスの大部分を END＋ウイルスが占めていることから、

END－ウイルスは稀な準種と考えられていた[Nakamura et al., 1993]。しかし、

野外流行株の多くが END－ウイルスを含んでおり、END＋ウイルスとの割合も

様々であることが明らかとなった[Nishine et al., 2014]。この事実は、I 型 IFN

産生を抑制する END＋ウイルス[Nakamura et al., 1995; Ruggli et al.,2009]と、

IFN 産生を誘導する END－ウイルス[Ruggli et al., 2009]が同一株内に混在して

野外で流行していることを意味し、BVDV 感染症の多様な病態に関与している

可能性を有している。一方、野外流行株の分離において、通常 1 回から数回の

細胞を用いたウイルス継代を行う。従って、牛体内の元来のウイルス構成が宿

主としての培養細胞から受ける影響によって変動している可能性があり、病態

解析の支障になる可能性が残った。すなわち、株内のウイルス構成と BVDV 感

染症が引き起こす病態多様性との関連を解析するためには、培養細胞を用いる

ウイルス継代によってウイルス構成がどれだけ変動するかを予め調査する必要

があると考えた。そこで、継代歴が明らかな野外分離株を培養細胞で長期に亘

って継代し、継代毎の培養上清中の END＋ウイルス及び END－ウイルスの感染
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価を定量することで、ウイルス継代がウイルス構成に及ぼす影響を調べること

を目的とした。 
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材料と方法 

１．培養細胞 

 培養細胞には、BT 細胞を使用した。細胞増殖用培養液は、第一章で用いた培

養液と同じ組成のものを使用した。なお、BVDV の継代及び感染価の測定には

第１章で用いた維持用培養液と同様、NaHCO3を 0.15%の割合で加えた培養液

を使用した。 

 

２．ウイルス 

 石川県で分離された BVDV 野外流行株のうち、臨床材料からウイルスを分離

する操作でのみ細胞で培養したことが明らかな 4株（IS22NCP/00、IS36NCP/04、

IS37NCP/05 及び IS38 NCP/04）を用いた（表３）。 

 END 法を実施するために NDV の宮寺株を、RPF 法を実施するために VSV

のニュージャージー株を使用した。それぞれ、第１章に記載の方法で調整した。 

 

３．BVDV 野外株の継代培養 

 6 ウェルマルチプレートに単層に培養した BT 細胞に 500µL の新しい維持用

培養液を加え、BVDV 野外流行株 4 株を 50µL ずつそれぞれ接種し、37℃の

5%CO2インキュベーターに静置し。接種 1 時間後に接種液を吸引除去し、新た

に 2mL の維持用培養液を加え、37℃の 5%CO2インキュベーター内で 4 日間培

養した。培養上清を遠心管に回収し、1,000 revolution per minute (rpm)で 5 分

間遠心した後、遠心上清を passage number 2 （p.2）とした。遠心上清 100µL

を 6 ウェルプレートに新たに単層培養した BT 細胞に新しい維持用培養液

500µL と共に接種した。残りの上清は－80℃で保存した。遠心上清 p.2 を接種

した BT 細胞を、37℃の 5%CO2インキュベーター内で 1 時間静置した後、接種

液を吸引除去し、新たに 2mL の維持用培養液を加え、4 日間培養し、ウイルス
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継代を行った。この継代を培養上清 p.20 が得られるまで繰り返した。 

 

４．各準種の検出と定量（END 法、PLA、RPF 法） 

 END 法、PLA、RPF 法は、それぞれ第 1 章の「材料と方法」の「3－2．END

法」、「3‐3．ペルオキシダーゼ標識検査法（PLA）」、「3－4．逆プラック（RPF）

法」と同様に行った。 

 

５．Npro遺伝子配列の決定 

５－１．Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 ウイルス継代中に保存した各培養上清のうち IS22NCP/00 株、IS37NCP/05

株及び IS38NCP/06 株については p.2、p.10、p.20、IS36NCP/04 については

p.3、p.9、p.20 から全 RNA を抽出した。抽出には High Pure Viral RNA Kit 

(Roche, Basel, Switzerland)を使用し、添付のマニュアルに従い実施した。 

 抽出した全RNAを鋳型にRT-PCR法によるNpro遺伝子領域の増幅を行った。

RT-PCR 法には、Prime Script RT-PCR kit (タカラバイオ, 大津, 日本)を用い、

添付のマニュアルに従って実施した。プライマーは、既報の NADL 株[accession 

number M31182]および Osloss 株[accession number M96687]の塩基配列を基

に、I 型 IFN 産生制御を担っているとされる Nproをコードする領域を挟むよう

に、上流プライマーを 277F（5’－AGG GCA TGC CCA AAG CAC ATC TT－3’）、

下流プライマーを 1028R（5’－CCT GGT ATT TGA CTC CAT CTA CCA CTA T

－3’）と設計し、使用した。遺伝子の増幅は、PCR Thermal Cycler（タカラバ

イオ）を用いて、94℃で 3 分加熱した後、94℃･30 秒、56℃･30 秒、72℃･1 分

を 1 サイクルとして、30 サイクル反応させ、最後に 72℃･3 分の追加伸長反応

を行った。得られた PCR 産物は、2.0%アガロースゲル（関東化学，東京，日本）

を用いて、100V で 30 分間の電気泳動を行い、泳動後、紫外線照射撮影により

PCR 増幅産物の有無を確認した。 
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５－２．PCR 産物の塩基配列の決定 

 得られた PCR 産物は QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hiden, 

Germany)を用いて、添付のマニュアルに従って精製した。精製した PCR 産物

の濃度を分光光度計Nano Drop 1000（Thermo fisher scientific, Massachusetts, 

USA）を用いて濃度を測定した。濃度調整した精製 PCR 産物と 1.6µM に調整

した各プライマーをそれぞれ混合し、塩基配列の決定は ユーロフィンジェノミ

クス株式会社（ユーロフィンジェノミクス株式会社, 東京, 日本）に委託した。

塩基配列の解析は GENETYX version 9.0.7 ソフトウェア（Genetyx, 東京, 日

本）を用いて行った。 
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結 果 

 

１．ウイルス継代培養による全BVDV及びEND＋ウイルス感染価の定量 

 BVDV 野外流行株 4 株を 20 代まで継代し、各継代時の培養上清について、抗

NS3 モノクローナル抗体を用いた PLA および END 法による、全 BVDV 及び

END＋ウイルスの感染価をそれぞれ求めた。その結果、いずれの株も p.1 から

p.20 までの全てで PLA により BVDV が検出され、その感染価は 104.0～108.2 

TCID50/mL で推移した（図２）。END＋ウイルスの検出では、IS22NCP/00 およ

び IS38NCP/04 では p.1 から p.20 まで連続的に検出され、その感染価は 105.4

～108.0 TCID50/mL の範囲にあった（図２－A 及び D）。IS37NCP/05 では、p.1

およびp.4においてEND現象が用量依存的な出現ではないためにEND＋ウイル

スを定量できなかったものの、p.5 以降は持続的に END＋ウイルスが検出、定量

された（図２－C）。IS36 NCP/04 では、p.1 から p.11 まで END 現象が全く認

められない又は非用量依存的で定量できなかったものの、p.12 以降は断続的で

あるものの END＋ウイルスが定量可能な培養上清が増えた（p.12、13、15、17

及び 20）（図２－B）。 

 

２．ウイルス継代培養による END－ウイルス感染価の定量 

 継代培養した BVDV 野外分離 4 株の継代毎の培養上清について、RPF 法によ

る END－ウイルス感染価の測定を行った。その結果、全 4 株においていずれの

培養上清からも逆プラックが出現し、END－ウイルスが検出された（図２）。逆

プラックの出現は、用量依存的ではないものも多く、野外株や継代ポイントに

より様々であった。 
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３．ウイルス継代培養によるウイルス構成の変動 

 得られた継代毎の END＋ウイルス及び END－ウイルス感染価をもとに準種構

成を求め、ウイルス継代培養によるその変動を解析した（図２）。その結果、

IS22NCP/00、IS37NCP/05 および IS38NCP/04 の 3 株は、p.1 から p.20 まで

安定的に END＋及び END－ウイルスが検出され、継代の前半では全 BVDV の感

染価と、END＋及び END－ウイルスの感染価が近似していた（図２－A、C 及び

D）。しかし、p.10 以降には、END＋ウイルス感染価が、END－ウイルスのそれ

より約 10 倍高い値で推移した。IS36NCP/04 では、p.1 から p.11 まで END＋

ウイルスが検出されない、あるいは定量できなかったが、p.12 以降からは END

＋ウイルスの検出率が上がり、p.12、13、15、17、20 で定量することができた

（図２－B）。その時の準種構成は、いずれも END＋ウイルス感染価の方が優位

で、END－ウイルスは END＋ウイルスのそれより約 10 から 100 倍低い感染価で

あった。 

 

４．ウイルス継代培養ごとの Npro領域のアミノ酸配列の比較 

 ウイルス継代培養した 4株の継代初期（p.2または p.3）、中期（p.9または p.10）

および後期（p.20）の培養上清から RNA を抽出し、ダイレクトシーケンス法を

用いて Npro領域（504nt）の塩基配列を決定し、継代毎の推定アミノ酸の配列

（aa168）を比較した。その結果、最も感染価の高い準種が変化しているにもか

かわらず、Nproのアミノ酸配列に変化は認められなかった（表４）。また、同一

株由来のEND＋とEND－ウイルスの間でNproのアミノ酸の相違が報告されてい

るが[Muhsen et al., 2013]、本研究で得られたNproのアミノ酸配列においては、

報告されているアミノ酸相違点はいずれも END＋ウイルスで認められたアミノ

酸であった。 

  



ウイルス株名 生物型 遺伝子型 病態
ウイルス
継代歴

IS22NCP/00 NCP 1a 持続感染 1

IS36NCP/04 NCP 1b 持続感染 1

IS37NCP/05 NCP 1c 持続感染 1

IS38NCP/04 NCP 1c 持続感染 1

表３ ウイルス継代培養に供したBVDV野外分離株
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図２ ウイルス継代による培養上清中の準種構成の変動

BT細胞で上清継代したBVDV野外分離株4株(A) IS22NCP/00、(B) IS36NCP/04、
(C) IS37NCP/05、(D)IS38NCP/04の上清中の全BVDV（▲）、END＋ウイルス（○）

及びEND－ウイルス（■）の感染価の推移を示す。

継代歴

継代歴

継代歴
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株名 継代歴
感染価から

推定された主要ウイルス
p.2又はp.3のNproの

アミノ酸配列との相同性(%)

IS22NCP/00
p.2 END＋ 1) -
p.10 END－ 2) 100
p.20 END＋＝END－ 3) 100

IS36NCP/04
p.3 END－ -
p.9 END－ 100
p.20 END＋＝END－ 100

IS37NCP/05
p.2 END＋ -
p.10 END－ 100
p.20 END＋ 100

IS38NCP/04
p.2 END＋＝END－ -
p.10 END－ 100
p.20 END＋ 100

表４ 培養上清中の推定主要ウイルスの変動とNproのアミノ酸配列の相同性

1) END法による感染価がRPF法の感染価より2倍以上高い

2) RPF法による感染価がEND法お感染価より2倍以上高い

3) END法とRPF法による感染価が2倍以内
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考 察 

 野外分離 4 株を培養細胞に接種して得られた野外流行株（p.1）を、培養細

胞でさらに 19 回連続的に培養上清を継代し、継代毎に全 BVDV、END＋及び

END－ウイルス感染価を定量した。IS22NCP/00、IS37NCP/05、IS38NCP/04

の 3 株において、継代開始の p.1 の時点で既に END－ウイルス或いは END＋及

び END－ウイルスの両方がともに検出されたことから、これらの準種が感染牛

体内に既に混在している可能性が強く示唆された。また、継代培養したいずれ

の野外株も、数回の継代では大きなウイルス構成の変動は認められなかった。

本研究のために収集した野外流行株は、いずれも家畜保健衛生所から分与され

た株であり、ウイルス分離までに一般的な 3 代盲継代、あるいはその前後の回

数で継代されていると考えられる。また、石川県の家畜保健衛生所から分与さ

れた野外分離 39 株の継代歴は、最少で 1 回、最多で 7 回、平均 3.3 回であるこ

とがわかっている。すなわち、家畜保健衛生所における BVDV 検出・診断にお

いて野外流行株の継代数が 10 回を上回る可能性は極めて低いと考えられる。従

って、これまで及び本研究の「牛ウイルス性下痢ウイルス野外分離株を用いた

準種の分布調査」の結果は、BVDV 感染牛体内のウイルス構成と大きく違わな

い可能性が高いと考えられた。一方、4 株中 3 株において、継代数が増えると

END＋ウイルスが優勢になる傾向が認められたことから、準種を定量的に評価・

解析する際には、分離株の継代歴を考慮する必要性が示唆された。また、この

結果は、実験室内で維持、継代されているいわゆる「実験室株」を構成するウ

イルスは、END＋ウイルスが優勢であり、END－ウイルスは END＋ウイルスよ

りも少数であるとするこれまでの報告を支持する結果と言える。ウイルス継代

を重ねることで END＋ウイルスが次第に優位に変動する要因として、END＋ウ

イルスと END－ウイルスの I 型 IFN 産生制御能が関与していると考えられる。

END＋ウイルスは感染細胞の I 型 IFN 産生を抑制し、抗ウイルス反応を阻害す
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ることで自身を効率良く増殖させるが、END－ウイルスは I 型 IFN 産生を誘導

するため、自身の増殖も抑制してしまうものと推察される。その結果、END＋

ウイルスが優勢となり、END－ウイルスが低い感染価で推移したのではないかと

考えられた。一方で、全ての株のいずれの培養上清においても END－ウイルス

が検出限界以下になることはなかった。この結果から、END＋ウイルスが優勢の

状態であっても END－ウイルスが一定の割合で維持されるメカニズムが存在す

ること示唆され、END＋と END－ウイルスの割合の決定には、両ウイルスの I

型 IFN 制御能以外の要因も関与していると考えられた。また、ウイルス継代に

伴うウイルス構成の変動には、継代時のウイルスの感染多重度（MOI：感染を

受ける細胞に対する感染性ウイルスの比率）[Ojosnegros et al., 2010]や、培養

細胞の種類[Combe et al., 2014]も関与している可能性が考えられ、今後さらに

詳細な検討が必要であると考えられた。 

また、IS36NCP/04の継代の前半ではEND＋ウイルスがまったく検出されず、

継代の後半で検出されるようになっても断続的かつ非用量依存的であった。同

様の現象は、IS37NCP/05 の p.1 及び p.4 でも認められた。IS36NCP/04 と他の

3 株が明らかに異なるウイルス構成であったことから、感染牛によっても体内の

準種構成が異なることが推察された。また、IS36NCP/04 及び IS37NCP/05 で

認められた非用量依存的で断続的な END 現象は、END－ウイルスの混在に起因

するものと考えられた。そのため、準種の定量的解析を行う際は、ウイルス株

の継代歴に加え、IS36NCP/04 や IS37NCP/05 で認められたような準種の相互

反応による見かけ上の感染価にも注意する必要があると考えられた。ただし、

IS22NCP/00、IS37NCP/05、IS38NCP/04 では、野外分離株を用いた準種の分

布調査でも認められたような、END＋ウイルスと END－ウイルスの感染価が同

等の継代上清が多数存在したことから、END－ウイルスの混在以外の要因が関与

する可能性も考えられた。 
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 ウイルス継代を重ねたところ、ウイルス構成の変動が認められたため、それ

に伴うウイルスゲノム上の塩基配列の変化の探索を試みた。END＋ウイルスと

END－ウイルスは感染細胞の I 型 IFN 産生制御が異なることから、I 型 IFN 産

生制御に関与するとされているウイルスの非構造蛋白 Npro領域に着目し、継代

毎のアミノ酸配列を比較した。その結果、継代した 4 株の継代の初期、中期、

後期の培養上清中の主要な準種が変化したにも関わらず、その上清に含まれる

ウイルスが有する Nproのアミノ酸配列に、変化は認められなかった。CSFV を

含め、これまで同一株に由来する END＋と END－のペアウイルスでそれぞれア

ミノ酸配列が決定されたものがあり、両者の間で異なるアミノ酸も決定されて

いる[Ishikawa et al., 1995; Muhsen et al., 2013]。ペアウイルス間で異なって

いたアミノ酸に着目し、本研究で得られた 4 株の Nproの推定アミノ酸配列上で

調べたところ、いずれの株の配列も END＋ウイルスで認められたアミノ酸であ

った。すなわち、IS36NCP/04 のように END－ウイルスが推定主要ウイルスで

あったウイルス株においても、Npro遺伝子のアミノ酸配列はこれまでに報告さ

れている END－ウイルスの特徴は認められなかった。近年、ペスチウイルスの I

型 IFN 産生抑制のメカニズム解明が進み、Nproの関与や Npro内の責任アミノ酸

も推定されている[Gil et al., 2006; Ruggli et al., 2009; Szymanski et al., 2009]。

しかし、これまでの報告では END＋と END－ウイルス間で異なっているアミノ

酸部位は、全てのウイルス株に共通ではなく、さらに、既報で I 型 IFN の産生

抑制に重要とされる Nproのアミノ酸置換に一致しないウイルス株も多く見つか

っている。すなわち、すべての END＋ウイルス或いは END－ウイルスに共通の

アミノ酸配列またはアミノ酸は同定されていない。本研究の結果とこれまでの

知見を踏まえると、END＋ウイルスと END－ウイルスを区別する遺伝子学的特

徴は、複数のアミノ酸部位或いは Npro以外のウイルス蛋白領域も関与している

可能性があると考えられた。  
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小 括 

 継代歴の少ない BVDV 野外分離 4 株をそれぞれ BT 細胞で連続継代し、継代

毎の培養上清中のウイルス構成を調べることで、培養細胞を用いたウイルスの

継代培養がウイルス構成に与える影響を評価し、以下の成績を得た。 

 

１． 継代歴の少ない分離株からも、END＋ウイルスや END－ウイルスが検出さ

れた。性状の異なるこれらの準種が、既に牛体内に存在していることが示

唆された。 

 

２． 数回のウイルス継代（～p.10）では、ウイルス構成が大きく変動しないこ

とが明らかとなった。家畜保健衛生所から分与された野外分離株を用いた

準種の分布に関する結果は、感染牛体内のウイルス構成と大きく乖離して

いないと考えられた。 

 

３． 10～10 数代ウイルス継代を重ねると、END＋ウイルスが END－ウイルスよ

り優勢となって維持されることが判明した。従って、END＋ウイルスや

END－ウイルスの定量結果を解析に用いるためには、分離株のウイルス継

代歴を考慮する必要がある。 

 

４． ウイルス株を構成するウイルスの構成が変わったにもかかわらず、Nproの

アミノ酸配列に変化は見られなかった。END＋と END－ウイルスを区別可

能な遺伝的要因は、Npro領域だけでなく、複数の領域が関与する可能性が

示唆された。 
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第３章 

 

 

牛ウイルス性下痢ウイルス感染牛からの準種の直接的検出 
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要 旨 

 これまで準種の調査は、ウイルス分離後の野外流行株を用いて行われてきた。

本章では、野外で摘発された持続感染牛の血液から準種の直接的検出を試みた。

無症状の持続感染牛から採取した血液 50 検体を収集し、PLA 及び 5’非翻訳領域

の塩基配列を増幅する RT-PCR 法を実施し、活性ウイルスを含む血液材料 26

検体を選別した。それら検体について PLA、END 法および RPF 法の各々でウ

イルス感染価を測定したところ、13 検体から END－ウイルス、22 検体から END

＋ウイルスが検出された。ウイルス構成を調べたところ、END＋ウイルス優勢 5

検体、END－ウイルス優勢 1 検体、END＋と END－ウイルスが同量検出された 1

検体、PLA で測定した感染価が他法より高い 16 検体、PLA でのみ検出された

3検体に分けられた。以上の結果から、持続感染牛の体内には既に END＋や END

－ウイルスなどの準種が様々な割合で混在していることが明らかになった。自然

免疫反応の異なる準種が混在しているが、症状や持続感染期間との関係は不明

であり、今後さらなる解析が必要であると考えられた。興味深いことに、END

法や RPF 法ではウイルスが検出できない株が 3 株確認された。この結果から、

この 3 株は既存の生物学的方法では検出できない新たな性状を持ったウイルス

である可能性と、自然免疫応答が相反するウイルス同士の生物現象の相殺が生

じている可能性の両方が考えられた。 

  



42 

 

序 文 

  BVDV 野外分離株には、END＋ウイルスと END－ウイルスが様々な割合で

混在していることが明らかになった。また、継代数の少ない野外分離株からも

END＋ウイルス及び END－ウイルスが検出されたことから、感染宿主の体内に

は、既にこれらの準種が存在している可能性が高いと考えられた。しかし、こ

れまでの準種の分布調査に用いた野外分離株は、培養継代が施された調査材料

で評価されていたため、END－ウイルスが培養によって出現した可能性も否定で

きない。また、CSFV も含め、これまでにペスチウイルスに感染した動物から

END－ウイルスが検出された報告はほとんどない。 

 END＋ウイルスと END－ウイルスは、感染細胞において自然免疫応答が相反

することから[Nakamura et al., 1995; Ruggli et al., 2009]、牛体内に混在した

場合、病態や臨床症状に影響を及ぼすものと推察される。準種と病態との因果

関係を解明するためには、感染牛から直接準種を検出し、宿主体内における準

種の分布を検証する必要がある。そこで本章では、BVDV に持続感染している

牛の血液材料を用いて、感染牛体内における END＋および END－ウイルスの存

在の有無及びその分布を明らかにすることを目的とした。 
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材料と方法 

１．培養細胞 

 培養細胞には BT 細胞を使用し、増殖用培養液は、第１章で用いた増殖用培養

液と同じ組成の培養液を使用した。BVDV の分離及び感染価の測定には、第１

章で用いた維持用培養液と同じ組成のものを使用した。 

 

２．血液材料 

 北海道の大動物臨床獣医師及び民間検査センターによって BVDV 持続感染牛

と診断された牛 50 頭から採取された全血又は血清を解析に用いた。なお、これ

らの牛は、臨床症状を示していなかったことが確認されている。各試料は－80℃

で保存し、解析時に融解して用いた。 

 

３．ウイルス分離 

 試料中の活性ウイルスを検出するために、ウイルス分離を行った。24 ウェル

プレートに単層に培養した BT 細胞に各試料 0.5mL を接種した。細胞の乾燥を

防ぐため、各ウェルに維持用培養液 450µL を追加し、37℃・5%CO2条件下で 1

時間静置した。接種液を取り除いた後、新しい維持培養液を 500µL 添加し、

37℃・5%CO2条件下で 4 日間培養した。培養上清を除去し、PBS で細胞を洗浄

した後、75℃で 1 時間熱固定し、その後 PLA を実施した。PLA は、第１章の

「材料と方法」における「3－3．ペルオキシダーゼ標識検査法（PLA）」と同様

の手順で行った。なお、一次抗体は、抗ペスチウイルス NS3 モノクローナル抗

体#46/1 [Kameyama et al., 2006]を使用し、抗体希釈液、二次抗体及び基質液

は、第１章と同じものを使用し、第１章と同じ手順で実施した。陰性だった検

体は、培養上清を新たな BT 細胞に接種し、4 日間培養した。この細胞をについ

て再び PLA を実施し、陰性であった検体は活性ウイルス陰性と判断した。 
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４．血液材料中の各準種の検出と定量（PLA、END 法、RPF 法） 

 全血又は血清について PLA、END 法及び RPF 法を用いてウイルス分離と定

量を行った。各方法の手順は、第 1 章の「材料と方法」の「3‐3．ペルオキシ

ダーゼ標識検査法（PLA）」、「3－2．END 法」及び「3－4．逆プラック（RPF）

法」の記載に従って実施した。なお、END 法及び PLA は、各血液材料を階段

希釈し、1 希釈当たり 4 ウェル、各 50µL ずつ接種した。RPF 法は、12 ウェル

プレートを使用し、階段希釈した血液材料を、1 希釈当たり 2 ウェル、各 50µL

ずつ接種した。 

 

５．5’UTR 及び Npro遺伝子配列の決定と遺伝子型別 

５－１．RT-PCR 及び PCR 産物の塩基配列の決定 

 RNA 抽出、RT-PCR 法及び PCR 産物の塩基配列の決定は、第２章の「材料

と方法」の「5－1．RT-PCR」及び「5－3．PCR 産物の塩基配列の決定」に記

載の手順で実施した。なお、RNA 抽出には、活性ウイルスが分離された検体は

分離時の培養上清を、それ以外の検体は血液材料を用いた。5’UTR を増幅する

ためのプライマーは Vilcek らの報告に従い、上流プライマーは 324（5’－ATG 

CCC WTA GTA GGA CTA GCA－3’）、下流プライマーは 326（5’－TCA ACT 

CCA TGT GCC ATG TAC－3’）を使用し[Vilcek et al., 1994]、Npro遺伝子領域

の増幅は第２章で使用した 277F と 1028R を使用した。得られた塩基配列は、

No.12/E＋、No.12/E－、Nose/E＋（accession number: AB558133, 未公開）、Nose/E

－（AB558134, 未公開）、RK13/E＋（JX419398）及び RK13/E－（JX419397）

の Npro領域の塩基配列と共に Clustal W を用いてアライメントを実施した

[Thompson et al.,1994]。 
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５－２．分子系統樹解析による遺伝子型別 

 BVDV 遺伝子型は、5’UTR を用いて分子系統樹を作成し決定した。参照株として、

BVDV-1a型にNo12-43株（accession number: AB359923）、Nose株（AB019670）

及び NADL株（M31182）、BVDV-1b型に Osloss株（M96687）及び CP7株

（U63479）、BVDV-1c型に Bega株（AF049221）及び IS7NCP（AB359925）、

BVDV-2a型に 890株（U18059）及び KZ91CP株（AB359933）の塩基配列を用い

た。得られた塩基配列は参照株の塩基配列とともにClustal Wを用いてアラメン

トし、MEGA5 を用いて近隣結合法による分子系統樹解析を行った[Saito & Nei., 

1987; Thompson et al.,1994; Tamura et al., 2011] 。なお、ブートストラップ

値は 1,000 回に設定した。 
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結 果 

 

１．BVDV 持続感染牛からの活性ウイルス検出及びウイルス遺伝子型別 

 活性ウイルス分離を試みた結果、50 検体中 26 検体（52.0%）から BT 細胞に

感染するウイルスが検出された（表５）。また、活性ウイルスが検出された検体

については培養上清から、それ以外の検体は血液材料を用いて、ペスチウイル

スの 5’UTR を増幅する RT-PCR 法を実施した結果、50 検体中 45 検体（90.0%）

から約 290nt の PCR 増幅産物が得られた。PCR 産物の塩基配列を決定し、分

子系統樹解析を行った結果、45 検体はいずれも BVDV に分類され、その内訳は

BVDV-1a 亜型が 20 検体（44.4%）、BVDV-1b が 18 検体（40.0%）、BVDV-2a

が 4 検体（8.9%）、BVDV-1c が 3 検体（6.7%）であった。 

 

２．持続感染牛血液からの END＋及び END－ウイルスの検出  

 活性ウイルスが分離可能な血液材料 26検体について、PLA、END法及び RPF

法によるウイルス感染価の測定を行ったところ、PLA により 26 検体全てから

BVDVが検出され、その感染価は103.4～106.1 (0.69×TCID50)/mLのであった（表

６）。一方、END 法を用いた結果、26 検体中 22 検体（84.6%）から END＋ウ

イルスが検出され、その感染価は 102.1～104.9 (0.69×TCID50)/mL であった。4

検体には END 現象は認められなかった。RPF 法を用いた結果では、26 検体中

13 検体（50.0%）から END－ウイルスが検出され、感染価は 102.0～104.6PFU/mL

であった。 

 

３．持続感染牛の血液に含まれる準種の構成と分布 

 各手法によるウイルス検出の結果をまとめ、各検体のウイルス構成を求めた

ところ、END＋ウイルス主体が 5 検体（19.2%）、END－ウイルス主体が 1 検体
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（3.8%）、END＋と END－ウイルスが同量の 1 検体（3.8%）、PLA の感染力価が

END 法や RPF 法による感染価より 10 倍以上高い 16 検体（61.5%）、PLA での

み検出される 3 検体（11.5%）に分類された（表７）。 

 

４．Npro領域の推定アミノ酸配列の比較 

 活性ウイルスのウイルス蛋白 Nproの塩基配列を決定し、推定されるアミノ酸

配列とウイルス構成を比較し検討した。その結果、株を構成する主要なウイル

スが END＋ウイルスである 5 株でのみ共通するアミノ酸残基は認められなかっ

た。一方、PLA でのみ検出された 3 株（YL41、YL45、YL47）に特異的と考え

られるアミノ酸残基が 3 ヵ所（Val53、Leu118、Agr153）認められた（表８）。

No.12 株、Nose 株及び RK13 株のそれぞれの END＋と END－ウイルス間で認め

られた Nproのアミノ酸の置換部分においては、3 検体は、いずれも END＋ウイ

ルスで見られたアミノ酸であった。 

  



遺伝子型
陽性検体数 (%)

RT-PCR 活性ウイルス分離

1a 20 (44.4) 15 (57.7)

1b 18 (40.0) 9 (34.6)

1c 3 (6.7) 0 (0.0)

2a 4 (8.9) 2 (7.7)

計 45 26

表５ BVDV持続感染牛の血液からのBVDV遺伝子の検出
及び活性BVDVの分離
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表６ 持続感染牛の血液から検出された各準種の感染価及び推定される主要な準種

試料番号
ウイルス量

推定主要準種
PLA法1) END法1) RPF法2)

YL3 3.9 2.7 4.3 END¯

YL7 3.4 3.7 2.3 END+

YL10 4.7 4.4 4.6 END+ & END¯4)

YL14 4.7 2.9 3.6 BVDV5)

YL15 3.4 3.6 －3) END+

YL18 4.4 2.4 2.8 BVDV

YL23 5.4 3.1 2.5 BVDV

YL28 3.6 2.4 2.0 BVDV

YL31 4.1 3.1 － BVDV

YL32 3.6 3.6 － END+

YL33 4.9 4.9 － END+

YL34 4.9 3.9 － BVDV

YL35 4.1 2.9 － BVDV

YL37 4.6 2.9 － BVDV

YL38 4.6 － 3.5 BVDV

YL39 4.6 2.9 － BVDV

YL40 4.6 2.6 3.2 BVDV

YL41 4.1 － － BVDV

YL42 5.1 3.1 2 BVDV

YL43 6.1 2.6 4.6 BVDV

YL44 5.4 4.1 2.6 BVDV

YL45 4.1 － － BVDV

YL46 4.1 1.9 － BVDV

YL47 4.1 － － BVDV

YL48 4.1 3.9 － END+

YL50 6.1 2.1 3.9 BVDV

1) log10 (0.69 TCID50)/mL 2) log10 PFU/mL 3) 不検出 4) 全ての定
量法による感染価が同等 5) PLAの感染価が最も高くEND＋又はEND－の
いずれとも判定されない
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推定主要準種 株数 %
END＋ 5 19.2
END－ 1 3.8

END＋＝ END－ 1 3.8
判定不能* 16 61.5

PLAでのみ検出 3 11.5

表７ 持続感染牛の血液に含まれる準種の分布

*PLAの感染価が最も高くEND＋又はEND－の
いずれとも判定されない
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考 察 

 感染牛の組織や血清からのウイルス分離にEND現象を指標とするEND法が

用いられていたとの報告がある[大森ら, 1963; 1965]。一方、干渉法及び RPF 法

は、実験室株や純化された END－ウイルス株の分離などに用いられてきた

[Fukusho et al., 1976; Nakamura et al., 1993]。すなわち、牛血清等の臨床材

料から干渉法や RPF 法で END－ウイルスを検出した報告はない。また、CSFV

の調査研究によれば、野外株を異種動物の細胞で継代すると END－ウイルスが

出現又は優位に検出できるとの知見もある [Sasahara et al., 1969; Shimizu et 

al., 1970; 小川. 1981]。従って、BVDV の END－ウイルスが牛の体内に存在す

るという成果はないことから、持続感染牛からの END－ウイルスの検出を試み

た。 

 収集した 50 検体の BVDV 持続感染牛の血液材料のうち 45 検体（90%）から

BVDV 遺伝子が検出され、26 検体（52%）から活性ウイルスが検出された。両

者で検出率が一致しない理由として、血液材料の保存状態が影響している可能

性が考えられ、実際、保存期間が長い血液、冷蔵保存された血液の検出率が低

かった。しかし、増幅されたウイルス遺伝子を用いた分子系統樹解析は可能で

あり、亜型の分布は 1a、1b、1c および 2a に分類された。これらの遺伝子型の

分布は Matsuno らの報告（2007）を支持するものであり、使用したウイルス

が野外流行を反映しているものと考えられる。 

 活性ウイルスが検出された26検体についてEND＋及びEND－ウイルスの検出

を行い、そのウイルス構成を調べた。END＋ウイルスの検出率は 84.6%と高いも

のの、その感染価は PLA で得られた BVDV 総感染価よりも低い傾向にあり、

END 現象が全く確認されない検体も存在した。すなわち、細胞を用いて分離さ

れた後の野外株と同様、牛体内においても END 現象を示さないウイルスが存在

することが推察された。END 法では検出され難い NCP BVDV が存在すること
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から、これまで見逃されたウイルスもある可能性が高い。また、BVDV の診断

には、国際獣疫事務局（OIE）の Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 

Terrestrial Animals 2014 に収載される PLA を用いるのが適当であると考えら

れた。 

 RPF 法で BVDV を検出したところ、13 検体（50.0%）から END－ウイルス

が検出された。この結果は、END－ウイルスが感染牛の体内に既に存在し、その

割合も様々であることを示しており、また、そのうちの 12 株では END＋ウイル

スも検出されたことは、in vitro で I 型 IFN 産生を抑制する END＋ウイルスと I

型 IFN産生を誘導する END－ウイルスが持続感染牛体内で不安定に混在してい

ることを意味している。持続感染牛は、BVDV に対する抗体を産生しないもの

の、自然免疫応答は正常であるため[Yamane et al., 2008]、その体内で起きてい

る自然免疫応答は準種同士又は準種と宿主との相互作用で複雑に変化している

ことが推察され、多様な病態に影響している可能性も考えられた。 

 各検査法で得られた感染価をもとに、ウイルス構成を解析したところ、PLA

で得られた感染価が最も高い検体が 26 検体中 16 検体（73%）を占め、野外流

行株の調査結果と同様の傾向が認められた。これら 16 検体は、END＋ウイルス

と END－ウイルスの各々の生物性状の相殺が生じているものと推察された。注

目すべきは、END 現象も逆プラックも確認されない検体が 3 検体で発見された

ことである。これらは PLA で検出されていることから、準種同士の生物性状の

相殺の可能性があるものの、RPF 法が準種間の相殺に影響しない方法であるこ

とを踏まえると、新たな性状を持ったウイルスである可能性が残されていると

考えられた。今後、当該ウイルスのウイルス学的性状及び遺伝学的性状を明ら

かにしていく必要があると考えられる。 

分離された26の活性ウイルスのNproの推定アミノ酸配列とそれぞれのウイル

ス構成と比較して解析した。しかしながら、今回の結果では END＋ウイルスに
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特有又は END－ウイルスに特有のアミノ酸配列を見つけることができなかった。

RT-PCR 法及びダイレクトシーケンス法で得られる塩基配列は、プライマーの

結合が均一であるならば、最も優位に存在するウイルスのものであると考えら

れる。END 現象又は干渉現象を決定づけるアミノ酸配列は Npro領域内の単一置

換では無く、複数の置換又は他の遺伝子領域が関与する可能性が考えられた。

一方、PLA でのみ検出された 3 検体で共通する Nproのアミノ酸残基が 3 ヶ所確

認された。この 3 ヶ所のアミノ酸が 3 検体で認められた生物性状と関与するの

か、今後、生物性状と併せてさらに解析する必要がある。 
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小 括 

BVDV持続感染牛から直接 END＋ウイルス及び END－ウイルスの検出を試み

た結果、以下の成績を得た。 

 

１． 感染牛体内でも END 現象を示さないウイルス株が存在したことから、

BVDV の診断には END 法よりも PLA の方が適切であると考えられた。 

 

２． END－ウイルスが感染牛の体内に既に混在していることが証明され、その

割合も様々であったことから、これら準種の混在が BVDV 感染症の病態に

関与する可能性があると考えられた。 

 

３． PLA でのみ検出され、END 現象及び逆プラックが認められないウイルス

が 3 検体で存在した。ウイルス同士の生物性状の相殺が生じている可能性、

或いはこれまでに確認されていない新たな生物性状を示すウイルスである

可能性が示唆された。 
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第４章 

 

 

牛ウイルス性下痢ウイルス持続感染牛の血清中の準種構成の変動 
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要 旨 

 BVDV の野外分離株や持続感染牛の血液中には、END＋と END－ウイルスが

様々な割合で混在しており、BVDV 感染症の病態やウイルスの伝播様式に関与

するものと考えられる。本章では、END＋及び END－ウイルスが持続感染牛の

体内でどのように維持されているのかを明らかにすることを目的に、隔離飼育

されている 3 頭の持続感染牛の経過血清を用いて、ウイルス構成の経時的な変

動を調査した。 

 3 頭中、同一流行中に生まれた同月齢の 2 頭の持続感染牛間でウイルス構成の

変動を比較したところ、1 頭は END＋と END－の両ウイルスが連続的に定量で

きたが、もう 1 頭では END－ウイルスは連続的に定量できたものの、END＋ウ

イルスを定量することができなかった。この結果より、同一流行中に生まれた

同月齢の牛であっても個体間で準種構成に差があることが明らかになった。ま

た、これら以外の長期間生存しているもう 1 頭では、23 ヵ月齢までの血清では

連続的に END 現象が認められていたが、24 ヵ月齢以降の血清では END 現象

が一切認められず、END－ウイルスが優勢になる可能性が考えられた。さらに、

この長期生存個体の経過血清のうち 5 検体から RNA を抽出し、Npro領域につい

てディープシーケンシングを実施した。その結果、61 ヵ月齢以降の 2 血清にお

いて I 型 IFN 産生を誘導しうる塩基配列が増加する傾向が認められ、遺伝子配

列上でも END－ウイルスの増加を示唆する結果が得られた。以上の結果より、

持続感染牛体内の準種構成は経時的に変動し、個体間でもその構成に差がある

ことが明らかになった。さらに、長期生存個体になると次第に END－ウイルス

の性状が優位に現れる傾向にあることが示唆された。 
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序 文 

 粘膜病を発症した牛からは、NCP ウイルスと共に同じ抗原性を示す CP ウイ

ルスが分離される[Corapi et al., 1988; Shimizu et al., 1989]。また、隔離飼育さ

れ、外的影響を受けにくい環境におかれた持続感染牛でも自然発生的に粘膜病

を発症することから、CP ウイルスは NCP ウイルスが変異して生じるものであ

ると考えられている[Gunn & Weavers, 1992]。これらの知見から、粘膜病を発

症する要因として、細胞病原性の準種が出現する、という準種構成の変動が深

く関与している可能性が示唆される。NCP ウイルスは単一な性状のウイルスで

はなく、感染細胞の I型 IFN産生を抑制するEND＋ウイルスと[Nakamura et al., 

1995; Ruggli et al., 2009]、I 型 IFN 産生を誘導する END－ウイルス[Ruggli et 

al., 2009]が存在する。これら準種は野外流行株に混在し、持続感染牛の血清か

らも検出されている。検出された準種の構成はウイルス株や感染牛によって

様々であったことから、END＋ウイルスや END－ウイルスの混在が BVDV 感染

症の多様な病態形成に関与していることが推察される。しかし、野外流行株の

調査及び持続感染牛の血清を用いた調査は、いずれも採材された一時点だけを

解析した横断的な調査であったため、得られた結果から同一個体内における準

種の経時的な変化を解析することは不可能であり、さらに準種の動態や構成の

変化が粘膜病発症にどのように関与しているのかを明らかにすることも困難で

あった。そこで本章では、END＋ウイルスや END－ウイルスが持続感染牛の体

内でどのように変動し、そしてその構成の変化が病態形成とどう関与している

のかを明らかにすることを目的として、隔離飼育された持続感染牛の経過血清

に含まれる END＋ウイルス及び END－ウイルスを定量し、ウイルス構成の経時

的な変動を調査した。 
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材料と方法 

 

１．培養細胞 

 培養細胞には、BT 細胞を使用した。細胞増殖用培養液及び BVDV の感染あ

の測定に用いる維持用培養液は、第１章で用いた培養液と同じ組成のものを使

用した。 

 

２．ウイルス 

 END 法を実施するために NDV の宮寺株を、RPF 法を実施するために VSV

のニュージャージー株を使用した。それぞれ、第１章に記載の方法で調整した。 

 

３．持続感染牛及び血清材料 

 独立行政法人動物衛生研究所で隔離飼育されている BVDV持続感染牛 3頭の

（B113、B114、B115）の経過血清を解析に用いた。血清材料は、動物衛生研

究所で採材されたものを分与して頂き、－80℃で保存し、解析時に融解して用

いた。持続感染牛及び血清についての詳細は表９に示す。3 頭の持続感染牛は、

いずれも野外で摘発され動物衛生研究所に持ち込まれた牛で、B114 と B115 は

同一農場で同一の流行中、同じ日に出生したことが分かっている。なお、B115

は 2012/12 に動物衛生研究所にて安楽殺されている。 

 

４．各準種の検出と定量（END 法、PLA、RPF 法） 

 END 法、PLA、RPF 法は、それぞれ第 1 章の「材料と方法」の「3－2．END

法」、「3‐3．ペルオキシダーゼ標識検査法（PLA）」、「3－4．逆プラック（RPF）

法」と同様に行った。なお、RPF 法には 12 ウェルプレートを使用し、1 希釈あ

たり 2ウェル、1ウェルあたり 50µLの材料を接種し、細胞の乾燥を防ぐために、
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各ウェルに 200µL の維持培養液を追加した。 

 

５．ディープシーケンシング  

 B113 の 2009/1/27、2011/3/24、2012/6/25、2012/4/25 及び 2013/1/22 に採材

された 5 血清、B114 の 2012/5/1 及び 2012/6/25 に採材された 2 血清、B115 の

2012/5/1 及び 2012/6/25 に採材された 2 血清について、Npro領域のディープシ

ーケンシングを試みた。血清からの全 RNA の抽出には High Pure Viral RNA 

Kit（Roche）を使用し、添付のマニュアルに従い施した。抽出した全 RNA を

鋳型に RT-PCR 法による Npro遺伝子領域の増幅を行った。RT-PCR 法には、

PrimeScript RT-PCR kit （タカラバイオ）を用い、添付のマニュアルに従って

実施した。プライマーは、Npro遺伝子をコードする領域を挟むように設計し、

上流プライマーは第３章で使用した 324、下流プライマーは 1400（5’－ACC 

AGT TGC ACC AAC CAT G－3’）を使用した。遺伝子の増幅は、PCR Thermal 

Cycler（タカラバイオ）を用いて、94℃で 3 分加熱した後、94℃･30 秒、56℃･

30 秒、72℃･1 分を 1 サイクルとして、35 サイクル反応させ、最後に 72℃･3

分の追加伸長反応を行った。得られた PCR 産物は、2.0%アガロースゲル（関東

化学）を用いて電気泳動を行い、紫外線照射撮影により PCR 増幅産物（1341nt）

の有無を確認し、QIAquick PCR Purification Kit （Qiagen）を用いて精製し

た。 

 次に、精製した PCR 産物を用いて、DNA ライブラリーの作製を行った。作

製には Nextera XT DNA Sample Preparation Kit（Ilumina, San Diego, CA）

を使用し、操作は添付のマニュアルに従った。PCR 産物のタグメンテーション

を行った後、12 サイクルの PCR 反応を行うことでエンリッチ（濃縮）を行っ

た。その後、Agencourt AMPure Beads（Beckman Coulter, Pasadena, CA）

を用いて PCR産物を精製し、Qubit 2.0 Fluoromater（Invitrogen, Carlsbad, CA）
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を用いて濃度が 2nM になるよう調整した。MiSeq（Illumina）に 50 サイクル

でアプライし、得られたリードは、CLC Genomics Workbench software (CLC 

bio, Aarhus, Denmark)を用いてマッピング解析を行ない、Nproをコードする各

塩基についてデプスに対する割合を求め、経時的な変動を調べた。なお、これ

までに BVDV 及び CSFV で報告されている、END＋と END－ウイルス間で認め

られたアミノ酸の置換位置を重点的に比較解析した。 
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結 果 

 

１．BVDV 持続感染牛の血清中におけるウイルス構成の変動 

 隔離飼育されている 3頭の持続感染牛から経時的に採材された血清を用いて、

BVDV 全体量、END＋及び END－ウイルスをそれぞれ定量し、経時的なウイル

ス構成の変動を調査した。 

 B113 の血清は、15 から 68 ヵ月齢の間に採材された 28 検体を用いて解析し

た（表９）。END 法では最初の採材日 2008/8/29（15 ヵ月齢）から 2009/04/28

（23 ヵ月齢）までの 6 検体で連続的に END 現象が確認され、そのうち 1 検体

（2009/01/27：20 ヵ月齢）で END＋ウイルスを定量することができた（図３－

A）。しかしながら、2009/5/26 から 2013/1/22（24～68 ヵ月齢）までの 22 検体

では、END 現象が一切認められなかった。RPF 法では、28 検体中 26 検体にお

いて連続的に END－ウイルスが検出・定量されたが、2012/4/25 及び 2012/6/25

の 2 検体では END＋ウイルスも END－ウイルスも検出されなかった。 

 B114 の血清は、6 から 16 ヵ月齢の間の 13 検体を解析に用いた（表９）。END

法では、13 検体中 12 検体で比較的明瞭な END 現象が認められ、連続的に END

＋ウイルスを定量することができた（図３－B）。なお、END＋ウイルスが定量さ

れたいずれの血清においても低希釈領域で NDV の CPE が抑制されるゾーン現

象が認められた。END＋ウイルスが定量されなかった 1 検体（20012/05/21：8

ヵ月齢）においても END 現象は確認することができた。RPF 法では、13 検体

すべてから END－ウイルスが検出され、連続的に定量することができた。ウイ

ルス構成は、END＋、END－ウイルス量いずれも PLA の感染価と近似した値で

推移することはなかった。 

 B115 の血清は、6 から 15 ヵ月齢の間の 13 検体を解析に用いた（表９）。END

法では、13 検体すべてにおいて END 現象が確認されたが、いずれの検体も陽
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性ウェルが非用量依存的であり、その数も少なかったため、END＋ウイルスの定

量には至らなかった（図３－C）。一方、RPF 法では全検体において連続的に

END－ウイルスが検出定量され、PLA で得られた感染価と近似する値で推移し

た。 

 

２．Npro領域のディープシーケンシング 

 持続感染牛体内における準種構成の変動を遺伝子学的に捉えるため、経過血

清の中からウイルス構成パターンが異なる血清を選び、各血清から RNA を抽出

し、Npro領域のディープシーケンシングを試みた。 

 B114 及び B115 ではそれぞれ 2 検体ずつ解析した。得られたリードをマッピ

ングした結果、コンセンサス配列は各 2 検体間で完全に一致した。コンセンサ

ス配列以外の塩基についても、デプスに対する割合が経時的に変動した塩基は、

いずれも同義置換であった。 

 B113 の血清については、5 検体を解析に用いたが、コンセンサス配列は 5 検

体すべてで一致していた。しかし、Nproの 406 番目にあたる塩基が 2009/1/27

（20 ヵ月齢）の血清では、デプスに対するグアニンの割合が 99.92%で、アデ

ニンの割合がわずか 0.05%であったが、2012/6/25（61 ヵ月齢）では、グアニン

の割合が97.26%で、アデニンの割合が2.71%とわずかに増加していた。さらに、

2013/1/22（68 ヵ月齢）の血清ではグアニンが 95.99%となり、アデニンが 3.97%

まで増加していた。なお、406 番目の塩基がグアニンである場合、Nproの 136

番目のアミノ酸がアスパラギン酸（Asp）となり、アデニンである場合はアスパ

ラギン（Apn）となる非同義置換であった。 
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406番目
塩基

Rate (%) 136番目
アミノ酸09/01/27 11/03/24 12/04/25 12/06/25 13/01/22

G 99.92 99.92 99.93 97.26 95.99 Asp

A 0.05 0.04 0.04 2.71 3.97 Asn

表１０ Npro領域のPCR産物のディープシーケンスによる塩基の変動及び

推定アミノ酸

68

G: グアニン A: アデニン Asp: アスパラギン酸 Asn: アスパラギン
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考 察 

 持続感染牛から継続的に採材された血清に含まれる END＋ウイルス及び

END－ウイルスを定量し、持続感染間の牛体内のウイルス構成の変動を解析した。

解析した 3 頭の持続感染牛のうち B114 と B115 は、同一農場で同一の流行中に

感染し、同じ日に生まれている。この 2 頭のウイルス構成の変動を比較すると、

B114 の血清では END＋ウイルスが連続的に定量できたのに対し、B115 の血清

では連続的に END 現象が確認されたが、いずれの血清においても定量には至ら

なかった。また、B114 のウイルス構成は不規則な変動であったが、B115 の血

清では END－ウイルスが主要構成ウイルスとして維持された状態で推移した。

これらの結果から、同一の流行中に生まれた同じ月齢の持続感染牛であっても、

個体によって準種構成とその変動は異なると考えられた。 

 B114 と B115 の血清では、少なくとも 15、16 ヵ月齢まで連続的に END 現

象が認められた。最も長期間生存している B113 の血清においても、15 から 23

ヵ月齢まで END 現象が認められたが、24 ヵ月齢以降の 44 か月間の血清では、

一切の END 現象が認められなかった。すなわち B113 のウイルス構成は、23

ヵ月齢までは END－ウイルスが主要構成ウイルスで END＋ウイルスが混在して

いる状態であったが、24 ヵ月齢以降は、END－ウイルスのみで推移した。これ

らの結果から、長期生存した持続感染牛の体内では、END－ウイルスの量、或い

は性状が優位になることで END＋ウイルスの存在、或いは性状が消失している

可能性が示唆された。さらに、遺伝学的にこの変動を捉えるために I 型 IFN 産

生制御を担うとされる Npro遺伝子領域のディープシーケンスを実施した。その

結果、B113の血清において、Nproの 136番目のアミノ酸がアスパラギン酸（Asp）

となる塩基配列が大多数を占める中、アスパラギン（Asn）となる塩基配列の割

合が 61 ヵ月齢から 9 か月間で約 0.04％から 3.97%に増加する変動が見られた。

CSFV と BVDV の Nproは interferon regulatory factor 3（IRF3）をプロテアソ
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ーム系で分解することで IFN-α/βを抑制することが報告されているが[La Rocca 

et al., 2005; Hilton et al., 2006; Bauhofer et al., 2007; Chen et al., 2007; Seago 

et al., 2007]、なかでも Nproの 112 番目のシステイン（Cys）、134 番目の Cys、

136 番目の Asp 及び 138 番目の Cys で構成される亜鉛結合ドメインが Nproと

IRF3 との相互作用及び IRF3 の分解に重要であることがわかっている[Ruggli 

et al., 2009; Szymanski et al., 2009; Gottipati et al., 2013]。つまり、このモチ

ーフの構成の一つである 136 番目の Asp に置換が生じると、IRF3 が分解され

なくなり、I 型 IFN が産生される。これらの知見から、Npro136 番目のアミノ酸

が Asn となる割合の増加は、I 型 IFN の産生を誘導し得るウイルスの増加を示

唆するものと考えられ、長期間生存する持続感染牛の体内では次第に END－ウ

イルスの性状が優勢になっていく可能性が示唆された。これらの結果は、野外

分離株を培養細胞で連続継代すると、培養上清中のウイルス構成が次第に END

＋ウイルスが優勢になる第２章の結果とは異なるものである。この違いが生じる

要因は不明であるが、牛の体内と単一の組織由来の培養細胞ではウイルスに対

する選択圧が大きく異なることが予想され、その差異が影響していると考えら

れる。 

 ディープシーケンシングの結果から、長期生存個体の血清において I 型 IFN

産生を誘導し得る配列の割合が上昇したことが明らかになった一方で、宿主の

月齢に関係なくNpro領域のデプスの約 9割が IFN産生を抑制する配列であった

ことは、END 法及び RPF 法で求めたウイルス構成と矛盾する。この矛盾から、

END＋ウイルスと END－ウイルスを区別する遺伝学的要因が Npro領域だけでな

く他の蛋白領域も関与している可能性が考えられる。或いは、同量の END＋ウ

イルスと END－ウイルスであっても、それぞれが END 現象を引き起こす、又

は VSV 干渉を引き起こす能力が等しくない可能性が考えられた。つまり、ウイ

ルスの遺伝子配列の割合と生物学的手法で定量した準種の割合が相関してない
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可能性が考えられる。この矛盾を解明していくためには、END＋及び END－ウ

イルスの感染性クローンを作出し、人為的に混在させ、培養細胞における生物

現象と遺伝子配列の変動とを並行して解析していく必要がある。 

 本研究に用いた 3 頭の持続感染牛は、採材期間中、顕著な臨床症状は示して

おらず、粘膜病も発症しなかった。今後、持続感染牛の経過血清の解析を継続

し、粘膜病発症時やその前後のウイルス構成の変動を明らかにすることで、準

種と粘膜病発症との関連性が明らかになると期待される。特に、本研究で解析

した持続感染牛のうち長期生存している個体は 1 頭のみであったため、持続感

期間と END－ウイルスの含有率の関係についても、今後、症例数を増やした継

続的な調査が必要である。 
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小 括 

 隔離飼育された持続感染牛の経過血清に含まれるウイルス構成の経時的な変

動を調査し、以下の成績を得た。 

 

１． 同一の流行中に生まれた 2 頭の持続感染牛間で体内のウイルス構成の変動

を比較したところ、END＋ウイルスが持続的に定量できる牛とできない牛

が存在したことから、同一流行中に生まれた同月齢の持続感染牛の間であ

っても個体によって準種構成やその変動が異なることが分かった。 

 

２． 15、16 ヵ月齢までの持続感染牛血清では連続的に END 現象が認められた

が、長期間生存している持続感染牛の 24 ヵ月齢以降の血清では END 現象

が全く認められなかったことから、持続感染が長期化した場合、感染牛体

内では次第に END－ウイルスの性状が優勢になる可能性が示唆された。 

 

３． 長期生存個体の 61 ヵ月齢以降の血清で I 型 IFN の産生の誘導に関与する

アミノ酸配列を持つウイルス遺伝子の割合が増加する傾向にあり、遺伝学

的にも、次第に END－ウイルスが増加する傾向にあることが示唆された。 

 

４． 準種構成の変動と病態（特に粘膜病の発症）との関連性を明らかにするた

めには、経過血清調査の継続と症例数の拡大が必要である。 
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総 括 

 本研究では、BVDVの準種であるEND＋ウイルス及びEND－ウイルスが、野外分離

株においてどのように分布しているのか、また、持続感染牛の体内でどのように分布、

維持されているのかを調査し、以下の成績を得た。 

 

１． BVDV 野外分離株は様々な割合で END＋ウイルス及び END－ウイルスを含ん

でおり、END－ウイルスは北海道のみならず他県の野外においても広く分布して

いることが明らかとなった。 

 

２． 北海道と石川県では野外分離株のウイルス構成が異なっていたことから、野外

分離株における準種の分布には地域性があると考えられた。 

 

３． 数回のウイルス継代では、ウイルス構成は大きく変動しないことが明らかとなった。

本研究に供した家畜保健衛生所から分与された野外分離株は、継代歴が少な

いと予測されることから、調査で得られた結果は、感染牛体内のウイルス構成と

大きく乖離していないと考えられた。 

 

４． 10代以上のウイルス継代を行うと、END＋ウイルスがEND－ウイルスより優勢とな

って維持される傾向が認められたため、野外分離株を用いて準種の定量的な解

析を行う際には、ウイルス継代歴を考慮する必要がある。 

 

６． END－ウイルスが、実験室株や野外分離株だけでなく持続感染牛の体内にも

様々な割合で混在していることが証明され、病態と関連する可能性が高いと考

えられた。 
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７． 持続感染牛の血液から、PLA でのみ検出され END 現象も逆プラックも認めら

れないウイルスが見つかり、END＋ウイルスと END－ウイルスが混在することによ

る生物性状の混在が生じている可能性、或いはこれまで確認されていない新た

な生物性状の準種が存在する可能性のいずれかが考えられた。 

 

８． 持続感染牛体内に混在する準種の構成は、経時的に変動していることが判っ

た。 

 

９． 同一農場で同一流行中に出生した持続感染牛であっても、END＋ウイルスを定

量できる牛とできない牛とが存在するなど、血清中の準種構成及びその変動は

個体によって異なることが判った。 

 

１０． END法及びRPF法で得られた結果と、ディープシーケンシングの結果から、持

続感染期間が長くにつれて、持続感染牛の体内では END－ウイルスの in vitro

の性状が優位に現れる可能性が示唆された。 

 

１１． 以上の結果から、自然免疫応答が相反する準種の混在とその構成の変動が、

BVDVの病態の多様性の要因、又は粘膜病の形成の要因の一つである可能性

が高いと推察された。 

 

 現段階では、END＋ウイルスと END－ウイルスの混在が BVDV感染症の病態とどの

ように関連しているかは不明である。今後、病態との関連解析へ展開していくためには、

持続感染牛の経過血清の解析を継続するとともに、急性感染や胎子感染時、粘膜病

発症時等、症例数を拡大して解析する必要があると考えられる。 

 本研究で得られた成果は、BVDV 感染症の疫学的な基礎データとなるだけでな
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く、病態解明の基盤となる重要なデータであり、検査や予防及び撲滅に寄与す

るものである。 
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