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現在、本県の現場家保で行う牛白血病ウイル

ス（以下 BLV）検査は血液検査と ELISA 抗体検査

で実施しているが、地方病性牛白血病（EBL）を

疑う症例の中には血液検査所見だけでは判断し

難い事例が多く、また、ELISA は迅速な実施が困

難であるため、新たな補助的検査が求められて

いる。 

 近年、遺伝子増幅技術のひとつとして LAMP

（Loop-mediated isothermal amplification）

法が開発され、簡便な遺伝子検査法として多く

の分野で活用されている３）。本法は、一定温度

で遺伝子を増幅することが可能であり、PCR 法に

用いる様々な特殊機器を必要としない遺伝子検

査法である。2009 年には本法を活用した BLV 遺

伝子検査法に関する報告２）もなされ、感度の高

い検査法として注目されているが、既報１,２,４）

による遺伝子抽出法や増幅装置を用いた検査法

はコストや設備面から現場家保への導入に課題

がある。 

そこで今回、本法を現場家保でも実施可能と

するため、簡便な方法について検討を行ったの

で、その概要を報告する。 

 

１ 試験１：遺伝子抽出方法の検討 

 既報の遺伝子抽出法には市販の DNA 抽出キッ

トが用いられているが、これに代わる遺伝子抽

出方法について検討を行った。 

（１）材料と方法 

 EDTA 加血液（以下、全血）５頭分を用いて、

３通りの「前処理」と３通りの「抽出法」の組

み合わせの違いによる遺伝子抽出を行い、得ら

れた抽出産物を図－２に示す方法でLAMP法に供

し、検出率を比較した。 

前処理は、各検体毎に図－１の１に示す方法

で「洗浄 WBC」、「未洗浄 WBC」、「全血」の３

通りを用意した。抽出法は、各前処理材料につ

いて図－１の２に示す方法で「抽出キット」、

「加熱処理」、「凍結融解」による３通りの抽

出を行い、最終的に各検体あたり９通りの抽出

産物を得た。 

図－１ 遺伝子抽出方法
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２ 抽出法

１ ） 抽出キッ ト

２ ） 加熱処理

３ ） 凍結融解

100℃※、 8分 遠心分離（ 7,000rpm、 10分） 上清回収

DNeasy Blood &  Tissue K it(QIAGEN） を用い溶出液200μLにDNAを溶出

－20℃、 60分 遠心分離（ 7,000rpm、 10分） 上清回収室温で融解

※ド ライブロッ クインキュベータを使用

 

LAMP 法は LoopampDNA 増幅キットおよび

Loopamp 蛍光目視検出試薬（ともに栄研化学）と

komiyama ら２）の報告に基づく BLV 遺伝子の LTR

領域を増幅するプライマーを用い、増幅反応

（63℃、60 分）と酵素失活反応（80℃、５分）

には遺伝子増幅装置を使用した。また、結果判

定は目視、紫外線照射、２％アガロースゲル電

気泳動の３通りで行った。 

図－２ LAMP法
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※２ ： 遺伝子増幅装置を使用

○方法

※１ ： 遺伝子抽出方法（ 計９ 通り ）  
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また、９通りの遺伝子抽出方法のうち、抽出

キット（洗浄 WBC、未洗浄 WBC、全血）と加熱処

理（洗浄 WBC、未洗浄 WBC）の５通りについては、

同材料を用いた Nested PCR とリアルタイム PCR

（r-PCR）を実施し、LAMP 法との検出率を比較し

た（表－１）。 

表－１ 他検査との比較

抽出法
前処理

抽出
キッ ト

加熱
処理

凍結
融解

洗浄WBC
未洗浄WBC
全血

９ 通りの遺伝子抽出方法のう ち、 下表に で示す５ 通り
について、 Nested PCR※１およびリアルタイムPCR（ r-PCR） ※２

による検出率と比較

※１ ： Nested PCR・ ・ Fechner, et a l . 1997
※２ ： rPCR・ ・ Cycleave PCR Reaction M ix SPおよび

ウシ白血病ウイルス検出用Probe/Prim er/Positive control(TAKARA)

 

（２）成績 

図－３にLAMP反応の例として抽出キット使用

での LAMP 成績を示す。洗浄 WBC、未洗浄 WBC、

全血ともに、いずれの判定方法でも、５検体中

４検体で陽性を示した。なお、陰性となった検

体 No.３は事前の検査で最も遺伝子量が少ない

検体であった。 

図－３ 抽出キット使用でのLAMP成績の比較
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９通りの抽出産物を用いた LAMP 試験の結果、

抽出キット（洗浄 WBC、未洗浄 WBC、全血）と加

熱処理（洗浄 WBC、未洗浄 WBC）の LAMP 検出率

はいずれも 80％であり、すべて目視で十分判定

可能であった。一方、全血の加熱処理や凍結融

解による方法では検出率が低く、遺伝子抽出方

法として不適と判断された。 

表－２ LAMP成績まとめ
LAMP検出率（ ％）

目視 紫外線照射 電気泳動

抽出キッ ト 洗浄WBC 80 80 80
未洗浄WBC 80 80 80
全血 80 80 80

加熱処理 洗浄WBC 80 80 80
未洗浄WBC 80 80 80
全血 100 100 80

増幅反応前から蛍光発色（ 偽陽性反応）

凍結融解 洗浄WBC 20 20 20
未洗浄WBC 0 0 0
全血 0 0 40

 

抽出キット（洗浄 WBC、未洗浄 WBC、全血）お

よび加熱処理（洗浄 WBC、未洗浄 WBC）の LAMP

検出率と Nested PCR および r-PCR の検出率の比

較では、いずれの LAMP 成績も Nested PCR およ

び r-PCR と 100％一致した。また、洗浄 WBC と未

洗浄 WBC に関しては、加熱処理でも抽出キット

と同等の LAMP 成績が得られた（表－３、４）。 

抽出法 前処理
検体
No. LAMP Nested 

PCR
r-PCR

(copies/ 10ng)

検出率
（ ％）

一致率（ ％）

LAMP Nested 
PCR r-PCR

抽出
キッ ト

洗浄
WBC

1 + + 4,220.6 

80 100 100
2 + + 5,607.2 
3 － － ND
4 + + 934.4 
5 + + 1,519.9 

未洗浄
WBC

1 + + 3,110.2 

80 100 100
2 + + 3,179.6 
3 － － ND
4 + + 287.7 
5 + + 779.0 

全血

1 + + 983.9 

80 100 100
2 + + 3,060.0 
3 － － ND
4 + + 858.2 
5 + + 2,157.9 

表－３ Nested PCR、r-PCRとの検出率の比較
（抽出キット）

 

抽出法 前処理
検体
No. LAMP Nested 

PCR
r-PCR

(copies/ 10ng)

検出率
（ ％）

一致率（ ％）

LAMP Nested 
PCR r-PCR

加熱
処理

洗浄
WBC

1 + + 318.2 

80 100 100
2 + + 11.5 
3 － － ND
4 + + 18.8 
5 + + 176.4 

未洗浄
WBC

1 + + 347.3 

80 100 100
2 + + 264.3 
3 － － ND
4 + + 29.5 
5 + + 227.7 

表－４ Nested PCR、r-PCRとの検出率の比較
（加熱処理）

 

なお、抽出キットと加熱処理のどちらがより

BLV 遺伝子の抽出効率が優れているかを確認し

たところ、抽出キットを用いた方が有意に遺伝

子量が多く、加熱処理では遺伝子量が少なくな

ることが確認された（図－４）。 
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図－４ 抽出キットと加熱処理のBLV遺伝子量比較
（copies/10ng）
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※有意差あり （ P＜0.05）
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２ 試験２：BLV 遺伝子収量向上についての検討 

試験１の結果、操作性が簡便な未洗浄 WBC を

用いた加熱処理でもLAMP法が実施可能ではある

ものの、遺伝子収量に問題があることが明らか

となったことから、未洗浄 WBC の加熱処理にお

ける BLV 遺伝子収量の向上について検討を行っ

た。 

（１）材料と方法 

感染牛３頭の未洗浄 WBC を用いて、表－５に

示す６通りの抽出法（血液増量、抽出産物の希

釈、プロティナーゼ K によるタンパク分解処理

（PK 処理）、抽出キット）を行い、r-PCR によ

り BLV 遺伝子量を測定した。 

表－５ BLV遺伝子収量向上についての検討
全血の量 抽出法 方法

１ 2ｍＬ 加熱 加熱（ 100℃、 8分） →遠心分離（ 7,000rpm、 10分）
→上清回収

２ 200μＬ 加熱（ 原液） 加熱（ 100℃、 8分） →遠心分離（ 7,000rpm、 10分）
→上清回収

３ 〃
（ 10倍希釈）

加熱処理（ 原液） をDWで10倍希釈

４ 〃
（ 100倍希釈）

〃 100倍希釈

５ 200μＬ Ｐ Ｋ処理※１ PKを添加（ 0.4m g/m l） →加熱（ 56℃、 10分） ※２

→酵素失活処理（ 95℃、 10分） ※２→上清回収

６ 200μＬ 抽出キッ ト （ 試験１ と同様）

※１ PK処理： プロティ ナーゼK処理
※２ ド ライブロッ クインキュベータを使用

 

（２）成績 

６通りの抽出産物を用いた r-PCR の結果、抽

出キットでの収量が最も高かったが、PK 処理は

それに次ぐ収量があり、２つの間に有意差はな

いことが確認された（表－６）。 

表－６ 未洗浄WBC処理法別のBLV遺伝子量比較

検体No. No.９ No.13 No.19
全血の
量

抽出法 Nested
PCR

r-PCR
(copies/ 10ng)

Nested
PCR

r-PCR
(copies/ 10ng)

Nested
PCR

r-PCR
(copies/ 10ng)

１ 2ｍＬ 加熱 + ND + 5.05 + 18.31 

２ 200µＬ 加熱（ 原液） + 1.12 + 7.89 + 43.69 

３ 〃 （ 10倍希釈）
ー ND + 3.42 + 10.50 

４ 〃 (100倍希釈）
ー ND ー ND + ND

５ 200µＬ Ｐ Ｋ処理※ + 4.48 + 112.30 + 237.99 

６ 200µＬ 抽出キッ ト + 14.04 + 337.02 + 914.80 
※

※有意差なし （ P> 0.05）（ ND： 検出限界以下）

 

 

３ 試験３：未洗浄 WBC（PK 処理）を用いた LAMP

法と他検査との感度比較 

 未洗浄 WBCの PK処理による抽出産物でも問題

なく LAMP 法が実施できることを確認するため、

以下の検討を行った。 

（１）材料と方法 

感染牛８頭と非感染牛１頭の未洗浄 WBC の PK

処理材料を用いた LAMP 法を実施し、Nested PCR

および r-PCR による検出率と比較した。 

（２）成績 

抗体陽性検体の検出率は、LAMP 法（目視、紫

外線照射、電気泳動による判定）、Nested PCR、

r-PCR の順に 75％、75％、89％、89％、50％で

あり、現場家保で実施可能な目視および紫外線

照射判定での LAMP 検出率は、Nested PCR より低

いもののリアルタイム PCR より高かった（表－

７）。 

表－７ 未洗浄WBC（PK処理）を用いたLAMP法と
他検査との成績比較
病性鑑定成績 未洗浄WBC（ PK処理）

検体
No.

リ ンパ球数
（ / µｌ ） ELISA

r-PCR※
（copies/ 10ng）

Nested
PCR

LAMP法
（目視） （紫外線照射） （ 電気泳動）

1 3,444 ー NT ー ー ー ー

3 2,974 ＋ ND ー ー ー ー

4 3,906 ＋ ND ＋ ー ー/＋ ＋

5 6,643 ＋ ND ＋ ＋ ＋ ＋

6 3,567 ＋ ND ＋ ＋ ＋ ＋

8 4857 ＋ 17.35 ＋ ＋ ＋ ＋

9 2294 ＋ 56.57 ＋ ＋ ＋ ＋

13 5250 ＋ 527.33 ＋ ＋ ＋ ＋

19 4851 ＋ 2528.93 ＋ ＋ ＋ ＋

検出率 50% 89% 75% 75% 89%
※NT： 検査未実施
ND： 検出限界以下

 

４ 試験４：LAMP 変法の検討 

 PK処理とLAMP反応を現場家保にある機器を用

いて実施する方法について検討を行った。 

（１）材料と方法 

感染牛 12 頭の未洗浄 WBC を材料とし、ウォー
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ターバス（56℃、10 分）と沸騰水（100℃、10

分）を用いた PK 処理と LAMP 法（以下、LAMP 変

法と呼ぶ）を実施し、Nested PCR および r-PCR

による検出率と比較した（表－８）。 

表－８ LAMP変法の検討

PK処理

LAM P
反応

LAM P法 LAM P変法

WB※

（ 56℃、 10分）

WB
（ 63℃、 １ 時間→80℃、 ５ 分）

ド ライブロッ クインキュベータ
（ 56℃、 10分→95℃、 10分）

遺伝子増幅装置
（ 63℃、 １ 時間→80℃、 5分）

※WB： ウォーターバス

水中に
沈めるのが
ポイント ！

沸騰水
（ 100℃、 10分）

→

 

（２）成績 

各検査法による検出率は、LAMP 変法（目視、

紫外線照射、電気泳動による判定）、Nested PCR、

r-PCR の順に 83％、92％、92％、92％、75％で

あった。LAMP 変法の成績は Nested PCR の成績と

ほぼ一致したが、遺伝子量の少ない検体 No.７に

ついては目視による判定が困難であった（表－

９）。 

表－９ LAMP変法と他検査との成績比較
病性鑑定成績 未洗浄WBC（ PK処理）

検体
No.

リ ンパ球数
（ /μｌ ）

ELISA r-PCR
（ copies/10ng）

N ested
PCR

LAMP変法
（ 目視） （ 紫外線照射） （ 電気泳動）

2 3,360 + ND ー ー ー ー
5 6,643 ＋ ND ＋ ＋ ＋ ＋
6 3,567 ＋ ND ＋ ＋ ＋ ＋
7 2,736 ＋ 6.05 ＋ ー ＋ ＋
10 3,616 ＋ 89.59 ＋ ＋ ＋ ＋
11 5,338 ＋ 279.78 ＋ ＋ ＋ ＋
12 9,178 ＋ 516.61 ＋ ＋ ＋ ＋
14 6,138 ＋ 679.44 ＋ ＋ ＋ ＋
15 8,034 ＋ 1301.38 ＋ ＋ ＋ ＋
16 4,015 ＋ 1383.49 ＋ ＋ ＋ ＋
17 10,374 ＋ 1832.84 ＋ ＋ ＋ ＋
18 6,786 ＋ 1992.28 ＋ ＋ ＋ ＋

検出率75％ 92% 83% 92% 92%

 

５ まとめおよび考察 

試験１の結果、抽出キットを用いた方法が最

も遺伝子抽出効率が優れていたが、コストや設

備面から現場には不向きであることから、これ

に代わる方法について検討を行った。その結果、

未洗浄WBCの PK処理により得られた抽出産物を

用いた LAMP 法の検出感度は、Nested PCR には劣

るものの r-PCR より高く、操作性も簡便である

ことが確認された。さらに、今回検討した PK 処

理やLAMP反応をウォーターバスや沸騰水で実施

する LAMP 変法であれば、現場家保で十分検出可

能であり、BLV 遺伝子検査法として有用と考えら

れた。また、抽出産物中の BLV 遺伝子量が少な

い検体の中には目視判定が困難なものも確認さ

れたことから、判定時に紫外線照射器を使用す

ることで、より確実な判定が可能と思われた。 

今回、現場家保でも実施可能な BLV 遺伝子検

査法を考案したことにより、ELISA 検査が実施で

きない状況にあっても、迅速かつ的確な EBL 診

断や陽性牛と陰性牛の群分けが可能となり、ま

た移行抗体を保有する若齢子牛の感染状況も現

場で迅速に判断することが可能になると考える

（表－10）。 

表－10 まとめおよび考察

・ 目的に応じたBLV遺伝子検査の実施
→より迅速かつ的確なEBL診断や効果的な農場対策に繋げる

検査法 検査目的 実施場所

LAMP
変法

BLV感染の有無

EBL診断（ 否定）

現場家保陽性牛と陰性牛の群分け

若齢子牛の感染確認

Nested PCR

r-PCR

BLV感染の有無 ELISA（＋）かつLAMP（－）
となった場合の確認

検査課

BLV遺伝子量の把握
陽性牛群内の配置決め

淘汰・ 更新の順位付け

 

今後は、LAMP 変法を現場に普及させるととも

に、検査目的に応じて LAMP 変法、Nested PCR お

よび r-PCR の３つの BLV 遺伝子検査法を使い分

けることで、より迅速かつ的確な EBL 診断や効

果的な農場対策に繋げたい。 
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