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研究成果の概要（和文）：牛ウイルス性下痢ウイルス(BVDV)による牛群汚染様式を解明するため、バルク乳検査によっ
て陽性となった農家と陰性であった農家を無作為に抽出して比較解析した。農家の立地と発生状況に統計学的な因果関
係が見出されたが、ウイルス遺伝学的には関連性が見出されなかった。発生農家の飼養牛の免疫学的解析において、BV
DVは卵胞液に局在する傾向が強いこと、子宮内感染を容易にする免疫学的バイアスをBVDVが誘導している可能性が高い
ことが疑われた。

研究成果の概要（英文）：In order to estimate the spread manner of bovine viral diarrhea virus (BVDV) in an
d among the dairy herd, epidemiological and immunological analyzes were done for the BVDV detected and fre
e herd discriminated by the bulk tank milk tests. Although the correlation between the geographical place 
of farm and outbreak of BVDV was recognized, prevalent viruses were not common based on the genetical anal
ysis of the detected virus gene. On the immunological analyzes, BVDV might prefer to localize in ovary flu
id in the infected cattle. Moreover, it was strongly suspected that BVDV might bias the immune status of i
nfected cattle for the easy transmission of virus in uterus. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

 牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）感染
症は世界各地で流行し、生産獣医領域におけ
る対策の重要性が認識されつつある疾病で
ある。子宮内感染によって BVDV に免疫寛容
状態で娩出された持続感染(PI)牛は, 牛群内
の汚染源として流行の重要な役割を担って
いる。PI 牛は無症状で経過することが多く、
さらに臨床症状も多様であることから、日常
診療における症状に基づく本症の摘発は容
易ではない。BVDV の一過性感染は牛に一時
的な免疫抑制状態を誘起し、牛群の感染症に
対する抵抗性を低下させている可能性があ
る。これらが、本感染症の防疫対策を複雑か
つ困難なものとし、畜産経営における経済的
被害の拡大をもたらしている。したがって、
より効果的な BVDV 予防法を確立すること
は、生産獣医療における重要課題の一つであ
る。BVDV は日本にも常在しており、牛の移
動、畜産関係者の出入り、畜産物の流通など
による伝播が指摘されている。さらに、BVDV

は野生反芻獣をも宿主としていることから、
牛群への侵入門戸は多いと考えられ、その経
路も含めて不明な点が多い。侵入伝播経路を
含めた感染成立機序を解明することは、症状
のみによって摘発が困難な感染症の場合に
は重要な課題である。欧米を含めた諸外国に
おいて、本症に関する対策は永年にわたり国
家規模でなされている。日本においても、PI

牛の存在が牛群の疾病発生率に影響を及ぼ
している可能性も認められる。さらに、国際
間で農畜産物の流通が盛んになっている現
在、感染症対策の遅れは国際社会における日
本の畜産物貿易の障害の一つになりうる。本
研究によって得られる結果は、国内における
BVDV 予防法の確立のみならず、諸外国にお
ける対策法と比較することによって、我が国
における生産獣医療に寄与するばかりでな
く国際的防疫対策確立のための基礎データ
としても貴重なものとなる。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究においては、BVDV の牛群への侵入
経路解明によって流行の危険因子を特定し
て、より効果的な BVDV 予防法を確立し、生
産性の向上をめざす。 

(1) 日本の乳牛の半数以上が飼養されてい
る北海道の酪農地帯を対象にしてバルク
乳を用いた BVDV 検査を実施し、BVDV

汚染牛群と非汚染牛群とを識別する。 

(2) 汚染牛群内の PI 牛を特定して、その個
体の感染経路を調査するとともに、疫学
情報を収集し危険因子を分析する。 

(3) 摘発された PI 牛体内のウイルス分布
を比較し、免疫担当細胞の発現程度を
解析することによって、PI 成立機序を
解明する。 

(4) BVDV汚染牛群における同居牛の急性
感染による影響を評価するため、同居
牛の末梢血白血球を用いて免疫能を分
析する。 

これらの検討から、PI 成立機序を免疫学的に
解明することによって、PI 牛発生阻止のため
に有効な免疫賦与法を確立できる。また、急
性感染における免疫応答能の評価結果は、汚
染牛群における同居牛の予後判定に際して
の、貴重な判断材料とすることができる。 

 

 

３．研究の方法 

 

 バルク乳検査を利用して、牛群への BVDV
浸潤状況を調査する。その結果に基づき汚染
牛群を特定し、汚染牛群内の PI 牛を摘発す
る。その PI 牛体内のウイルス分布状況を調
べ、局所における免疫細胞の機能との関係を
分析する。急性感染における牛の免疫応答能
を、サイトカインプロファイリングによって
比較検討する 

(1)牛群への BVDV 浸潤状況調査 
 北海道内の酪農家を対象として、BVDV 浸潤
状況を調査する。出荷直前のバルク乳約
500ml を採材し、それぞれの体細胞を回収し
て全 RNA を回収する。逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応(RT-PCR)法によって、RNA ウイルスで
ある BVDV の特異的遺伝子断片の有無を検査
する。バルク乳で陽性となった農家を対象に、
子牛、育成牛、未経産牛などの非泌乳牛を含
む全頭検査を、血清を用いた RT-PCR 法によ
って実施する。ウイルス遺伝子検出によって
陽性個体を特定し、PI を摘発する。PI 牛お
よび PI牛摘発農家に関する疫学情報を畜主、
農家担当獣医師、あるいは農協から得て、ウ
イルス侵入門戸を推定するとともに、牛群が
被った影響を評価する。 
(2)PI 牛体内のウイルス分布と免疫応答 
 摘発された PI 牛体内における BVDV の分布
状況を定量的 PCRによって検索するとともに、
同部位におけるサイトカイン発現量も定量
する。特に卵胞液および卵巣におけるウイル
ス量とサイトカイン発現量の解析によって、
PI 発生機序に関連が深いと考えられる因子
の抽出を試みる。 
(3)急性感染が及ぼす影響 
 陽性農家での PI 牛との同居牛について、
末梢血中のサイトカインプロファイルを解
析する。それに基づき、PI 産生や急性感染に
際して影響を受けていると思われるサイト
カイン種を選定する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）牛群への BVDV 浸潤状況調査 
 BVDV 浸潤状況を毎年約二千戸のバルク乳
検査を継続することによって調査し、汚染牛
群と清浄牛群を選別した。バルク乳検査で陽



性となった農家を対象に、子牛、育成牛、未
経産牛などの非泌乳牛を含む全頭検査を、血
清を用いた RT-PCR 法によって実施した。ワ
クチン接種状況、飼養牛導入の有無、公共牧
野使用歴および放牧時期、飼養形態および規
模、などの情報を畜主、農家担当獣医師、あ
るいは農協から得て、ウイルス侵入門戸の推
定を試みるとともに、摘発農家の地理的位置
関係を解析した。発生農家の立地に統計学的
に因果関係が認められたが、分離ウイルスの
遺伝子の比較では、同一感染源を疑わせる塩
基配列の相同生は確認されなかった。また、
すべての地域に共通する危険因子として、導
入牛が抽出された。 
 これまで実施してきている地域単位でのバ
ルク乳検査を、1 年ごとから 6 ヶ月ごとに短
縮したところ、より効率的な清浄化対策とな
ることが示されたが、地域によって汚染状況
がさまざまであり、侵入経路の特定は可能で
あった 
 また、摘発された PI 牛が子宮内感染を受
けた時期を限定し、その時期に母牛が飼養さ
れていた場所を特定した。その場所と母牛の
出生地を地図上にプロットすると、図 1 のよ
うなった。子宮内感染を受けた地域に偏りが
あり、当該地域に潜在的に PI 牛が飼養され
ていることが強く疑われた。すなわち、重点
監視地域の選別は可能であることが示唆さ
れ、今後も継続的に検査する必要性が示され
た。 
 

 
 
図 1．BVDV 持続感染(PI)牛発生地の分布 

摘発された PI牛の母牛の出生地と感染地を

示す。感染血は特定の地域に偏っているこ

とが示唆された。 

 
（２）PI 牛体内のウイルス分布 
 PI 牛は子宮内感染により出生するが、垂直
感染の詳細な機序は明らかとなっていない。
そこで、本研究では PI 牛において卵胞液、
血清および白血球中のウイルスを定量し、卵
子や胚への直接感染の可能性、繁殖障害に及
ぼす影響、有効な BVDV 対策を考察した。 
 摘発された PI 牛 12 頭について、それらの
血清、白血球および卵胞液中のウイルス量を
定量 RT-PCR 法を用いて BVDV 遺伝子コピー数

を基に算出した。単位体積あたりのウイルス
RNA 量で比較すると、図 2 に示すとおり卵胞
液中のウイルス RNA 量は血清および白血球中
のそれより有意に多かった。 

 

図 2．PI 牛の卵胞液、血清および白血球中の
ウイルス量の比較 

卵胞液中のウイルス量が血清や白血球
より有意に多かった。 
 

 また、血中と卵胞液中のウイルス RNA 量と
の間に有意な相関が認められなかったこと
から、血中のウイルス RNA 量に依存すること
なく卵胞液にウイルスが多く分布すること
が判明した。各 PI 牛体内でウイルス分布を
比較すると、12 頭中 11 頭で卵胞液中のウイ
ルス量が最も多かった。BVDV 遺伝子亜型の違
い、年齢、産歴、臨床症状によるウイルス分
布の程度の差は認められなかったことから、
常に卵胞液中に多量のウイルスが存在する
ことが判明した。 
 以上の結果から、ウイルスは卵胞液中に多
量に存在し、卵子や胚への直接感染や繁殖障
害に何らかの影響を与えていることが示さ
れた。また、急性感染や生ワクチン接種の際
に、ウイルスが血中から排除された後も、卵
胞内で残存する可能性があり、長期にわたっ
て繁殖障害に影響を及ぼしている可能性も
示唆された。このことは BVDV 対策に影響を
及ぼすため、定期的な牛群および出生牛のス
クリーニング検査の重要性が示された。 
 
(3)急性感染時の免疫応答と PI 産生の関係 
 PI 牛高率自然発生牛群(高発生牛群)にお
ける母牛の免疫状態を解析した。PI 牛産生に
関与するとされている C-X-C ケモカイン受容
体 4 型(CXCR4)およびインターロイキン
4(IL-4)、IL-6、IL-10、IL-12p40、インター
フェロンα(IFN-α)、IFN-γ、トランスフォ
ーミング増殖因子β(TGF-β)などのサイト
カイン遺伝子発現量を定量した。高発生牛群
内の PI 子牛を産出した母牛と正常子牛の母
牛との間に、CXCR4 およびサイトカインの遺
伝子発現量に有意差は認められなかった。PI
牛は摘発されたが 1 頭のみであった牛群(低
発生牛群)および PI牛が摘発されなかった牛
群(フリー牛群)の牛と比較すると、発生率の
高低に関係なく PI 牛発生牛群では、CXCR4 の



遺伝子発現量は有意に低かった。高発生牛群
とフリー牛群においては、IL-10 の遺伝子発
現量が低発生牛群より有意に高かった。高発
生牛群とフリー牛群は、サイトカインプロフ
ァイルはほぼ同様であった。以上をまとめる
と、図 3 のとおりである。 
 

 

図 3 牛群ごとのサイトカインプロファイル
および CXCR4 の比較 

 
 高発生牛群内の PI 子牛を産出した母牛と
正常子牛を産出した母牛との間に、CXCR4 発
現量の有意差は認められなかった。しかしな
がら、フリー牛群の牛と比較すると、発生牛
群の牛の CXCR4 発現量は有意に低かった。こ
れは、発生牛群で飼養されている牛は PI を
産出する危険性を有していることを示唆し
ている。サイトカインプロファイルでは、高
発生牛群の方が低発生牛群より IL-10発現量
が有意に高かった。この免疫状態の違いが、
PI 子牛発生率の違いに何らかの影響を及ぼ
していることが考えられた。すなわち、PI 牛
発生牛群において、CXCR4 の発現率が低く
IL-10 の発現量が高い牛群では、PI 子牛が産
出されてくる危険性が高いと推測できる。 
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