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研究成果の概要（和文）：　口蹄疫と類症鑑別が困難なパラポックスウイルス感染症を迅速に診断するため、パラポッ
クスウイルスに特異的なLAMP法を2種類デザインした。一つは、牛丘疹性口炎ウイルスを100コピー／反応あれば検出で
きるLAMP法、もう一つは、5種類のパラポックスウイルスをすべて検出できるLAMP法である。また、野外での診断を可
能にするため、電源を必要としないコードレス恒温維持装置を製作した。以上より、パラポックスウイルス感染症を野
外で迅速に遺伝子診断することが可能となった。

研究成果の概要（英文）：For rapid diagnosis of parapoxvirus infection, which symptom is similar to that 
of foot-and-mouth disease, a new LAMP assay to detect parapoxvirus envelope gene was developed. Moreover, 
a cordless incubator was developed for on-site visual diagnosis. It is considered that the diagnosis 
method using the LAMP assay with the cordless incubator could be a powerful tool for rapid outdoor 
diagnosis of parapoxvirus infection with no electricity.

研究分野：獣医感染症学
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１．研究開始当初の背景 
 産業動物や野生動物のパラポックスウイ
ルス感染症(PPV)の皮膚病変は、口蹄疫など
の重要な感染性皮膚疾病と類似しているた
め、類症鑑別が極めて重要である。本研究課
題を申請した 2010 年の 4 月に、国内で 10
年ぶりに口蹄疫が発生し、約 27 万頭の家畜
が殺処分され、経済被害は未曾有の 2,350億
円となった。それ以来、農場の発生状況等か
ら PPV 感染症と診断しながらも、万が一の
ことを考慮した口蹄疫の病性鑑定が急増し
た。病性鑑定により口蹄疫が否定されるまで
のあいだ、地域の社会生活が制限されること
から、現場の獣医師のみならず、畜産関連産
業、自治体の負担が過大となっていた。その
ため、簡単な作業のみで PPV 感染症を短時
間に検査可能な、新たな診断法の開発が求め
られていた。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、実験室外で利用可能な、
PPV 感染症の新たな迅速診断法を開発する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 新たな PPV迅速遺伝子診断法の開発 
 
結果が判明するまでに数時間を要する従
来の PCR 法に代わる、新たな迅速遺伝子診
断法として PPV遺伝子特異的な LAMP法の
開発を試みた。多くの遺伝子情報がデータベ
ース上に蓄積されている、ウイルスエンベロ
ープ領域を標的とした LAMP 用プライマー
を多数デザインした。BPSV標準株のエンベ
ロープ領域をプラスミドにクローニングし、
10^6～1コピー／反応の希釈列を作成し、検
出感度を従来の PCR法と比較した。 

PPV 属に属すすべてのウイルスを検出す
ることを目指し、牛丘疹性口炎ウイルス
(BPSV)、偽牛痘ウイルス(PCPV)、オーフウ
イルス(ORFV)、アカシカパラポックスウイ
ルス(PVNZ)、およびアザラシパラポックス
ウイルス(SPPV)の DNAを用いて、検出可能
か検討した。 
牛の臨床材料から分離されたウイルス株 4
株を用いて、野外のウイルス株も検出可能か
検討した。 
 
(2) コードレス恒温維持装置の開発 
 
 実験室の外でも遺伝子増幅反応を可能に
するため、電源を必要としないコードレス恒
温維持装置を製作した。保温型とバッテリー
型と 2種類の恒温維持装置を製作した。保温
型は、ヒーターで加温後、電源をはずし、航
空機の断熱材で包んだポットを発泡スチロ
ール箱に入れることにより、設定温度を保つ
ようにデザインした。バッテリー型は、バッ
テリーにより電源を確保し、設定温度を保つ
ようにデザインした。反応時間として 1時間

以上、設定温度が安定しているか評価した。 
 また、目視による判定を容易にするため、
検出試薬を 3 種類（Loopamp 蛍光目視検出
試薬 FDR、ハイドロキシナフトールブルー
HNB、D-Quick）を比較した。 
 
(3) 野外臨床材料 DNAでの実用性評価 
 
 丘疹性口炎を発症した牛の病変部スワブ
を採材し、DNAを抽出し、従来の PCR法で
PPV遺伝子が確認できた検体を、野外臨床材
料とした。複数の県から 13 検体を収集し、
上記の LAMP 法、コードレス恒温維持装置
を用いた診断法の実用性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 新たな PPV迅速遺伝子診断法の開発 
  
 BPSVプラスミドの希釈列を用いて、10^2
コピー／反応の検出感度を持ち、非特異的な
遺伝子の増幅がない、LAMPプライマーの組
み合わせをデザインすることができた。デザ
インした LAMP プライマーを用いて、リア
ルタイム濁度測定装置を利用すれば、40分以
内に BPSV遺伝子の検出が可能な、最適反応
条件を決定した（図 1）。従来の PCR法が、
反応をスタートさせてから、反応終了後に増
幅産物を泳動し、判定に至るまで、2～3時間
必要とすることから、反応から判定までにか
かる時間の大幅な短縮に成功した。 

 図 1．検出感度の向上と検出時間の短縮 
 
 デザインした LAMPプライマーを用いて、
5種類の PPV DNAの検出を検討したところ、
口蹄疫との類症鑑別で問題となる、牛丘疹性
口炎ウイルス (BPSV)、偽牛痘ウイルス
(PCPV)、オーフウイルス(ORFV)の 3種類に
ついては 1時間以内に検出することが可能だ
った。しかし、残りの 2種類、アカシカパラ
ポックスウイルス(PVNZ)、アザラシパラポ
ックスウイルス(SPPV)は検出ができなかっ
た。 
 そこで、5種類の PPVが検出可能な、新た
なプライマーをデザインし直した。検出感度
は劣るが 5 種類すべての PPV が検出できる
プライマーをデザインすることに成功した。 
 どちらの LAMP プライマーも、牛から分
離された野外分離株 4株を検出することがで
きた。 
 
(2) コードレス恒温維持装置の開発 
 

 



 保温型のコードレス恒温維持装置は（図 2）、
設定温度を一定に維持できず、温度が不安定
だった。また、内部が高温になり焦げてしま
い、安全性に問題があったため、実際に使用
するには不適と判断した。 

  図 2．保温型コードレス恒温維持装置 
 
 バッテリー型のコードレス恒温維持装置
は（図 3）、搭載したバッテリーにより設定温
度を 1時間以上安定して維持し、アルミブロ
ックのウェル間での温度差もなかったため、
野外での利用に適していると考えられた。 

図 3．バッテリー型コードレス恒温維持装置
のウェル間での温度比較と安定性 

 
 異なる 3種類の目視判定用検出試薬を用い
て、バッテリー型コードレス恒温維持装置に
より遺伝子増幅反応を行い、判定の容易さを
検討した。どの試薬も同程度に、陽性と陰性
の判定が目視で容易だった（図 4）。 

   図 4．目視判定用検出試薬の比較 
 

それぞれの試薬の特徴と実験者の状況に
より、以下のような使い分けが可能と思われ
た。 
・Loopamp蛍光目視検出試薬 FDR；実験
室ですでに LAMP を利用している場
合は、新しく準備する試薬が何もない
ため、導入が容易。 
・ハイドロキシナフトールブルーHNB；最
も安価。 
・D-Quick；常温保管可能なため、フリー
ザーがない環境でも導入可能。チュー
ブ内に塗布済みのため、試薬調整作業
が省力化。 

 
(3) 野外臨床材料 DNAでの実用性評価 
 
 デザインした LAMPプライマーを用いて、
野外臨床材料から抽出した DNA13検体から
PPV遺伝子が検出できるか検討した。3種類
のPPVを高感度に検出するプライマーでは、
13 検体中 10 検体で PPV 遺伝子を検出する
ことができた。感度は低いが 5 種類の PPV
すべてを検出するプライマーでは、13検体中
11検体で PPV遺伝子を検出することができ
た。それぞれのプライマーで共通して検出で
きなかった検体はなかったことから、2 種類
の LAMP プライマーを組み合わせれば、口
蹄疫に類似した症状を示す PPV 感染症も、
海棲ほ乳類やヒトの PPV 感染症も、野外臨
床材料からすべて検出可能であると思われ
た。以上より、実験室外での PPV 感染症の
迅速遺伝子診断に有用な LAMP 法、コード
レス恒温維持装置を開発することに成功し
た。 
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