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はじめに  

 牛の呼吸器病・下痢症に関連するウイルス検出のため、当所では従来、各病原体につい

て個別にコンベンショナル RT-PCR（cPCR）を用いた病性鑑定を実施してきたが、対象

ウイルスが多岐に及ぶことから、網羅的に実施するためには膨大な時間が必要であった。

しかし、岩手県五嶋らが設計した「牛呼吸器病及び下痢症に関連する病原体を検出するマ

ルチプレックスリアルタイム RT-PCR（既報）」[1]により、12 種のウイルスを同時検出

（4plex×3unit）することが可能となり、大幅な迅速化・コストダウンが可能となった。  

一方、SARS-CoV-2 の遺伝子検出において、遺伝子抽出作業を行わず、検体を直接テン

プレートとするダイレクトリアルタイム RT-PCR 試薬を用いた手法が簡便であるとの報

告がある[2,3]が、当該試薬をマルチプレックス検出に用いた報告は無い。 

今回、既報を基に更なる迅速化・コストダウンを図るため、上記の 2 手法を組み合わせ

たマルチプレックスダイレクトリアルタイム RT-PCR（MDr）を種々のウイルスについて

検証した。 

 

Ｉ MDr の構築と検証  

1 材料と方法 

検出対象は牛 RS ウイルス（BRSV）、牛コロナウイルス（BCoV）、牛ウイルス性下

痢ウイルス（BVDV）、D 型インフルエンザウイルス（IDV）、牛伝染性鼻気管炎ウイル

ス（IBRV）、牛鼻炎 A/ B ウイルス（BRAV、BRBV）、牛トロウイルス（BToV）、牛 A

～C 群ロタウイルス（GAR、GBR、GCR）とした。 

MDr の試薬は PrimeDirect Probe RT-qPCR Mix（タカラバイオ、滋賀）を、比較の

ため実施した cPCR には PrimeScript One Step RT-PCR Kit Ver.2（タカラバイオ、滋

賀）、既報には TaqPath 1-Step Multiplex Master Mix（Thermo Fisher Scientific、

アメリカ）をそれぞれ用いた。  

 MDr のプライマー・プローブセットは基本的に既報のものを使用したが、BToV と G

AR は MDr でバックグラウンドの影響を確認したため、2 次クエンチャー（Integrated 

DNA Technologies、アメリカ）で修飾したプローブを使用した。IDV 及び IBRV は MD

rで著しく PCR効率が低かったため、

IDV は Hause ら[4]、IBRV は Abri

l ら[5]の設計したものへ変更した。

また、既報で検証されていない BR

AV、BRBV は Kishimoto ら[6]の設

計したものを使用した。設計したマ

ルチプレックス検出系及び各標識蛍

光色素の対応を表 1 に示す。比較の

表 1 マルチプレックス検出系及び標識蛍光色素 



ための cPCR には当所で従来使用されていたプライマーセットを使用した。各プライマ

ー・プローブセットの引用文献番号の対応を表 2 に示す。 

各リアルタイム PCR は LightCycler96（Roche Di

agnostics、ドイツ）を用いて反応及び解析を実施した。 

検証には各ウイルス標準株または野外株より QI

Aamp Viral RNA Mini Kit（Qiagen、ドイツ）を

用いて抽出した核酸を段階希釈したものを用い、検

出感度、検査時間及び検査コストを比較した。 

（1）臨床検体を用いた MDr の予備試験  

BCoV を含む鼻腔スワブ乳剤及び糞便乳剤各

５検体について、検体を直接テンプレートとした

MDr を実施し、抽出核酸を用いた場合と比較し

た。 

（2）MDr における熱抽出条件の検討 

MDr の試薬は熱抽出と RT-PCR がワンステッ

プで実施可能であることから、各ロタウイルス検

出に必要な 2 本鎖 RNA の解離が可能となる熱抽

出条件を検討した。条件は、①90℃3 分、②90℃3 分+98℃30 秒の 2 種で実施し、前処

理として 98℃5 分処理を実施したものを基準として検出感度が低下しないものを良と

した。 

（3）MDr におけるマルチプレックス検出の検証  

MDr において、プライマー・プローブセットを 1 種類のみ含む場合（個別検出）と、

3～4 種類含む場合（マルチプレックス検出）の検出感度を比較した。 

（4）MDr と他の検査系の感度比較  

MDr と cPCR 及び既報について検出感度を比較した。  

（5）MDr と他の検査系の時間・コスト比較  

MDr と cPCR 及び既報について、1 検体 4 種病原体あたりの検査時間、作業時間、

検査コストを比較した。コスト計算の対象は、プライマー・プローブセット、遺伝子抽

出試薬、PCR 試薬とした。 

2 結果 

（1）臨床検体を用いた MDr の予備試験  

鼻腔スワブ乳剤の Ct 値は抽出核酸と比較し-0.2～1 の範囲であった。糞便乳剤は 0.

3～5.4 の範囲で低下した。 

（2）MDr における熱抽出条件の検討  

前処理を実施した場合と比較して、①では検出感度が 100～1,000 倍低下したが、②

では同等であった。このことから、以降の熱抽出は②の条件で実施した。  

（3）MDr におけるマルチプレックス検出の検証  

マルチプレックス検出と個別検出で検出感度に差は認められなかった。 

（4）MDr と他の検査系の感度比較  

各検査系での検出限界は表 3 のとおり。MDr は既報とほぼ同等の検出感度で、cPC

R とは全ての項目で検出感度が同等以上であった。  

（5）MDr と他の検査系の時間・コスト比較  

1 検体４種病原体検出にかかる検査時間は MDr：65 分、既報：95 分、cPCR：265

分、作業時間は MDr：5 分、既報：35 分、cPCR：55 分、検査コストは MDr：235 円

/検体、既報：819 円/検体、cPCR：1,160 円/検体であった。 

 

 

 

表 2 各プライマー・プローブ

セットの引用文献番号の対応 



表 3 各検査系の検出限界  

 

Ⅱ 野外検体を用いた検証  

1 材料及び方法 

平成 26 年～令和 2 年度に採材され、検査終了後-80℃で保管している病性鑑定材料の

うち、対象ウイルスを含む鼻腔スワブ乳剤 130 検体及び糞便乳剤 127 検体を直接テンプレ

ートとして MDr を実施した。各乳剤は核酸抽出を行い、抽出核酸をテンプレートとして

既報を実施し、MDr と既報の判定一致率を検証した。  

既報のみ陽性となった検体は、既報での Ct 値や付随する検体情報から MDr で陰性と

なった要因について検討した。反応阻害が疑われた場合には、蒸留水で検体を希釈し再試

験を実施した。 

2 結果 

各検体の検査結果は表 4 に示す。既報との陽性判定一致率は鼻腔スワブ乳剤で 88.3%、

糞便乳剤では 89.1%であった。  

MDr のみ陰性の検体の既報での平均 Ct 値は鼻腔スワブ乳剤（n=14）で 37.6、糞便乳

剤（n=12）は 31.3 で、糞便乳剤は全て 1 カ月齢以下の子牛由来で色調から乳成分を含む

と推察された。以上より糞便乳剤は反応阻害が疑われたため、蒸留水で検体を希釈し再度

MDr を実施した。その結果、10 倍希釈糞便乳剤で 12 検体中 10 検体を検出可能であった。

希釈しても MDr では検出出来なかった糞便乳剤の既報での Ct 値は 33.9 以上であった。 

 

Ⅲ まとめと考察  

今回構築した MDr は既報を簡易的にした手法だが、検出感度比較の結果、抽出核酸

を用いた場合は既報と同等であり、従来実施していた cPCR より全ての項目で高感度

であった。 

臨床検体を用いた予備試験の結果、鼻腔スワブは反応阻害が殆ど無く、直接テンプレ

ートとしても抽出核酸と同等の感度が得られると考えられたが、糞便乳剤は検体によっ

ては強い反応阻害が起こることから、感度及び定量性には注意が必要であると考えられ

た。 

MDr の熱抽出条件を検討した結果、煩雑な前処理が必要なロタウイルスを前処理不

要で検出することができた。一般的に RT 反応に用いる酵素は耐熱性が無く、本法のよ

うなワンステップ検出は行われていないことから、画期的な手法であると考えられた。 

既報は cPCR より迅速かつ低コストで検査可能との報告[16]があるが、今回比較し

表 4 野外検体の検査結果 



た結果、MDr はさらに大幅な時間短縮とコスト削減が可能であった。 

野外検体を用いた検証試験では、鼻腔スワブ乳剤、糞便乳剤ともに 9 割程度の検体

を検出可能であり、簡便な手法としては良好な成績であると考えられた。反応阻害の影

響が予想された糞便乳剤でも多くが検出可能であったのは、陽性検体の Ct 値の多くは

20 以下（データ示さず）でウイルス量が非常に多く、反応阻害の影響を上回るためと

考えられた。 

一方、約 1 割の野外検体は MDr では検出出来なかった。鼻腔スワブは検体中のウイ

ルス量が少ないことが原因と考えられたが、糞便乳剤はウイルスを多く含む検体でも検

出出来なかった。これら糞便乳剤は全て 1 カ月齢未満の子牛由来であり、色調から乳

成分による反応阻害が疑われた。これらの反応阻害の強い検体でも、一定以上のウイル

スを含む検体であれば、10 倍希釈することで反応阻害が弱まり検出可能であった。  

以上の成績から、MDr は、哺乳牛の糞便等の反応阻害の強い検体には検体の希釈が

必要であるが、ウイルス検出に十分な感度と迅速・経済性を兼ね備える有用な手法と考

える。 

北海道の家畜保健衛生所には、令和 3 年 11 月現在 14 箇所中 12 箇所にリアルタイム

PCR 機器が配備されており、試薬類を整備することで MDr が実施可能である。簡便な

本法を用いれば、イムノクロマト法等の簡易検査キットに匹敵する迅速検査体制が、よ

り安価に多種のウイルスに対し整備可能となることから、今後の活用を期待する。  

 

稿を終えるにあたり、MDr にご助言戴いた国立研究開発法人農業・食品産業技術総

合研究機構動物衛生研究部門   鈴木  亨先生、岩手県中央家畜保健衛生所  五嶋祐介先

生、並びに、野外検体の提供を戴いた北海道各家畜保健衛生所の皆様に深謝いたします。 
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