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緒　言
　ブニャウイルス科オルソブニャウイルス属のウイル
ス （以下オルソブニャウイルス） は，蚊やヌカカなどの
吸血昆虫によって媒介されるアルボウイルスで，人や動
物に疾病を引き起こす様々なウイルスを含んでいる。我
が国では，オルソブニャウイルス属のアカバネウイル
ス （AKAV） とアイノウイルス （AINOV） による牛の異
常産 （流産，早産，死産および子牛の先天異常） が繰り
返し発生しており，流行の度に甚大な経済被害をもたら
しているほか，1990 年代後半からはピートンウイルス 

（PEAV） の関与が疑われる牛の異常産の発生も報告さ
れている 5,7）。また，2006 年と 2011 年には，AKAV の
生後感染による牛の脳脊髄炎の大規模な流行がみられる
など，従来とは異なる病態を示す変異株の侵入も認めら
れている 2,5）。さらに近年，これまで日本で確認されて
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　ブニャウイルス科オルソブニャウイルス属のアカバネウイルス（AKAV）やアイノ
ウイルス（AINOV），ピートンウイルス（PEAV）による牛の流産，死産，早産，先
天異常子の出産といった異常産が日本ではたびたび流行し，甚大な経済被害をもたら
している。さらに近年では，これまで国内で確認されていなかったオルソブニャウイ
ルス属のシャモンダウイルス（SHAV）やサシュペリウイルス（SATV）が相次いで分
離され，これらのウイルスの関与が疑われる牛の異常産の発生も報告されている。そ
のため，我々は既報をもとに，SHAV，SATV を含む国内で分離されたオルソブニャ
ウイルスを検出する RT-PCR 法の改良を行い，その有用性を検証した。国内外で分離
された AKAV 15 株，AINOV 4 株，PEAV 5 株，SHAV 3 株，SATV 4 株の培養上清
から抽出したウイルス RNA を用いて検証実験を行ったところ，すべての株で特異遺
伝子が検出された。検出感度はウイルス株によって差がみられたが，ウイルス感染価
10-1,000 TCID50/ml 程度から検出可能であったことから，これらのオルソブニャウイ
ルスの検出に有用であることが確認された。
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いなかったオルソブニャウイルス属のシャモンダウイル
ス （SHAV） やサシュペリウイルス （SATV） が相次いで
分離され，牛の異常産との関連が示唆されている 3,7,9,11）。
2011 年には欧州で，SHAV と SATV の遺伝子再集合体
と考えられるシュマレンベルクウイルスが出現し，牛や
山羊，めん羊に異常産の大規模な流行を引き起こすなど，
家畜衛生分野でのオルソブニャウイルスの重要度は世界
的にも高まりつつある 1,8,10）。
　国内では，牛に疾病を引き起こすアルボウイルスの浸
潤状況を把握するために，おとり牛やヌカカなどからの
ウイルス分離が試みられてきた。しかし，オルソブニャ

ウイルス属以外にも，レオウイルス科オルビウイルス属
や，ラブドウイルス科エフェメロウイルス属の多様な種
類のアルボウイルスが分離されるため，ウイルスの検出
と同定には複数の検査法を組み合わせるなど，多大な労
力と時間が必要とされている。2004 年には Ohashi et al.4）

により，AKAV および AINOV，PEAV に加えて牛に疾
病を引き起こす主要なオルビウイルス （チュウザンウイ
ルス，イバラキウイルス，ブルータングウイルス） を同
時に検出するマルチプレックス RT-PCR 法が開発され，
これらのウイルスを迅速かつ簡便に検出することが可能
になった。しかし，この方法では SHAV および SATV の

ウイルス 株名　　 遺伝子型 　　由来 分離年 　分離地 アクセッション番号
AKAV OBE-1* II ウシ胎子 1974 岡山 AB000851

Iriki* I ウシ小脳 1984 鹿児島 AB000863
KM-1/Br/06 I ウシ大脳 2006 熊本 AB426271
KM-2/Br/06 I ウシ大脳 2006 熊本 AB426272
YG-1/Br/07 I ウシ大脳 2007 山口
FI-1/Br/08 II ウシ大脳 2008 福井
KSB-5/C/08 II ウシヌカカ 2008 鹿児島
TT-1/E/08 II ウシ血球 2008 鳥取
NG-1/P/08 II ウシ血漿 2008 新潟
OS-1/Pl/08 II ウシ胎盤 2008 大阪
OY-1/P/08 II ウシ血漿 2008 岡山
ON-1/E/10 I ウシ血球 2010 沖縄
HG-1/P/10 II ウシ血漿 2010 兵庫
OY-1/Ne/11 I ウシ神経 2011 岡山
TS-1/Ce/11 I ウシ小脳 2011 徳島

AINOV JaNAr28* コガタアカイエカ 1964 長崎 M22011
ON-2/B/88 ウシ血液 1988 沖縄 AB334168
KS-1/P/98 ウシ血漿 1998 鹿児島 AB334178
SG-2/E/02 ウシ血球 2002 佐賀 AB334180

PEAV CSIRO110* オーストラリアヌカカ 1976 オーストラリア AY048678
OYE-56-8 ウシ血液 1987 沖縄 AB542962
NS-3/P/99 ウシ血漿 1999 長崎 AY048680
ON-1/P/05 ウシ血漿 2005 沖縄 AB542964
KSB-1/P/06* ウシ血漿 2006 鹿児島 AB542965

SHAV An5550* ウシ血液 1965 ナイジェリア AB362404
KSB-6/C/02* ヌカカ（種不明） 2002 鹿児島 AB183278
ON-3/P/07 ウシ血漿 2007 沖縄 AB698470

SATV OY-1/P/99 ウシ血漿 1999 岡山 AB125371
ON-1/P/06 ウシ血漿 2006 沖縄 AB698467
OI-1/P/07 ウシ血漿 2007 大分
KSB-2/C/08* ウシヌカカ 2008 鹿児島 AB698469

*：検出感度の比較に用いたウイルス株

表 1.　RT-PCR に供試したウイルス株
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M  1   2   3   4   5   6    7   8   9  M 10 11 12 13 14 15 16 17 18  M

AKAI206F + SimbuS637-656 AKAI206F + AKAI560R

485bp→ ←354bp

図 1．AKAV および AINOV，PEAV，SHAV，SATV の代表株の新規および既報のプライマー
セットを用いた RT-PCR による検出
AKAI206F と SimbuS637-656 （レーン 1 から 9，増幅産物 485bp），AKAI206F と AKAI560R （レー
ン 10 から 18, 増幅産物 354bp） のプライマーセットを使用した。レーン 1 および 10：AKAV OBE
‐ 1 株，レーン 2 および 11：AKAV Iriki 株，レーン 3 および 12：AINOV JaNAr28 株，レーン
4 および 13：PEAV KSB-1/P/06 株，レーン 5 および 14：PEAV CSIRO110 株，レーン 6 および
15：SHAV KSB-6/C/02 株，レーン 7 および 16：SHAV An5550 株，レーン 8 および 17：SATV 
KSB-2/C/08 株，レーン 9 および 18：陰性対照，レーン M：100bp DNA ラダー

検出は困難であったことから，遺伝子検査法の改良が必
要であると考えられた。本研究では，オルソブニャウイ
ルスの S RNA 分節を標的とした新規のプライマーセッ
トを作出し，国内で分離されたオルソブニャウイルス
の RT-PCR による検出を試みるとともに，既報のプライ
マーセットとの感度の比較を行い，その有用性を検証し
た。
 

材料および方法
　ウイルス株は，国内および国外分離株を含む AKAV 
15 株，AINOV 4 株，PEAV 5 株，SHAV 3 株，SATV 4
株の計 31 株を用いた （表 1）。ウイルスの増殖は HmLu-1
および BHK-21 細胞を用いて行い，培養上清中のウイル
スの感染価は 96 ウェルマイクロタイタープレートを使
用して定法に従い測定した。ウイルスRNAはViral RNA 
Purification kit （Roche Diagnostics） を用いて，培養上
清 200 µl から抽出し，50 µl の DEPC 処理水に溶解し
た。RT-PCR には，上流側プライマーとして AKAI206F 

（5’-CACAACCAAGTGTCGATCTTA-3’）4）を，下流側プ
ラ イ マ ー と し て， 国 内 で 分 離 さ れ た オ ル ソ ブ ニ ャ

ウ イ ル ス の S RNA 分 節 の 間 で 高 い 相 同 性 を 示 し
た 領 域 の 塩 基 配 列 を 基 に 設 計 し た SimbuS637-656

（5’-GAGAATCCAGATTTAGCCCA-3’）を用いた。また，
これらの新規プライマーセットと，既報の下流側プライ
マー AKAI560R（5’-AAGTTGACATCCATTCCATC-3’）
を使用したプライマーセット 4）との間で感度の比較を
行った。その際，検出感度の比較のため，S RNA 分節の
塩基配列の違いや分離年，分離場所に基づき，各ウイル
スの代表株，計 8 株を選択し，感染価を測定した培養上
清の 10 倍階段希釈液から抽出した RNA を RT-PCR のテ
ンプレートとして用いた。RT-PCR は，Titan One Tube 
RT-PCR kit （Roche Diagnostics） を使用して，添付のプ
ロトコールに従って実施した。反応条件は，逆転写反応
50℃ 30 分，熱変成 94℃ 2 分の後， 94℃ 30 秒→ 55℃ 30 秒
→ 68℃ 45 秒のステップを 10 サイクル，さらに 94℃ 30
秒→ 55℃ 30 秒→ 68℃ 45 秒 *（*1 サイクルごとに 5 秒ず
つ追加） のステップを 25 サイクル，最後に 68℃ 7 分の
加温とした。反応液は，1％ TAE アガロースゲルを用い
た電気泳動に供し，エチジウムブロマイド染色を行って
UV 光下で観察した。
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結　果
　図１に各ウイルスの代表株 8 株を用いて行った，新規
のプライマーセット （AKAI206F と SimbuS637-656） と
既報のプライマーセット （AKAI206F と AKAI560R） に
よる RT-PCR の結果を示す。新規のプライマーセット
では，供試したすべてのウイルス株で 485bp の増幅産物
が確認された。一方，既報のプライマーセットを用いた
場合，AKAV と AINOV では 354bp の増幅産物が明瞭
に確認されたのに対して，SHAV ではバンドが不鮮明で
あり，SATV では全く増幅産物が検出されなかった。次
に，同じ株を用いて行った，新規と既報の各プライマー
セットの検出感度を比較した結果を表 2 に示す。新規の
プライマーセットを用いた RT-PCR では，AKAV OBE-1
株および AINOV，SHAV，SATV のそれぞれの株が 10 
TCID50/ml 程度から検出され，既報のプライマーセット
を用いた場合よりも高感度であった。特に SHAV およ
び SATV は，既報のプライマーセットではほぼ検出不
可能だったが，新規プライマーセットでは 10,000 倍以上
の感度で検出された。一方，PEAV CSIRO110 株はいず
れのプライマーセットでもほぼ同等の感度で検出され，
100 TCID50/ml 程度の感染価があれば検出可能であるこ
とが示された。しかし，AKAV Iriki 株と PEAV KSB-1/
P/06 株は，新規のプライマーセットでは検出限界が感染
価 1,000 TCID50/ml 程度であり，既報のプライマーセッ
トの方が 10-100 倍程度高い感度を示した。また，図 1 で
供試したウイルス株に加えて，国内で分離された AKAV 
13 株，AINOV 3 株，PEAV 3 株，SATV 3 株，SHAV 1
株でも，新規のプライマーセットを使用した RT-PCR に
より，485bp の増幅産物が特異的に検出された （図 2）。
 

考　察
　新規プライマーセットを用いた RT-PCR により，こ
れまで検出が困難であった SHAV や SATV を含めたオ
ルソブニャウイルス国内分離株の検出が可能になった。
本法と，RT-PCR 増幅産物の塩基配列の解析や，既報の
AKAV および AINOV，PEAV を個別に検出する RT-
PCR6）などを組み合わせることにより，ウイルス種の迅速
な同定が可能になると考えられる。
　検出感度の比較において，新規のプライマーセット
を使用した場合，1/10 から 1/100 程度の感度の低下が
みられた AKAV Iriki 株と PEAV KSB-1/P/06 株では，
SimbuS637-656 と S RNA 分節上の結合部位にそれぞれ 2
および 3 塩基対のミスマッチが認められた（表 2）。これ
らの塩基対のミスマッチは，AKAV では Iriki 株と同じ
遺伝子型 I に分類されるすべての株に，また，PEAV で
はすべての国内分離株に認められたが，混合プライマー
の使用などによりミスマッチによる感度の低下を解消で
きると考えられる。また，新規プライマーセットとの結
合部位は，シュマレンベルクウイルスを含む国内未分離
のオルソブニャウイルスの間でも高い相同性が保持され
ている 1）ことから，これらのウイルスの検出の可否につ
いても，今後，検討する必要があると思われる。
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Summary

Improvement of RT-PCR assay for detection of orthobunyaviruses isolated in Japan.

Tomoko KATO 1）, Haruna MATSUMOTO 2）, Yoshimasa HIRASHIMA 3）, Hiroaki SHIRAFUJI 4）, 
Makoto YAMAKAWA 5）  & Tohru YANASE 4）

　Akabane virus (AKAV), Aino virus (AINOV) and Peaton virus (PEAV) of the family Bunyaviridae , the genus 
Orthobunyavirus have been confirmed as etiological agents of bovine abnormal deliveries, such as abortion, stillbirth, 
premature birth and calf deformities. The outbreaks caused by these viruses have been observed in Japan and severely 
affected Japanese livestock industry. Furthermore, Shamonda virus (SHAV) and Sathuperi virus (SATV) of the genus 
Orthobunyavirus have been isolated repeatedly in recent years in Japan, and are suspected causes of bovine abnormal 
deliveries. In this study, we have developed a new RT-PCR assay for easy and rapid detection of the above mentioned 5 
orthobunyaviruses. All of 15 AKAV, 4 AINOV, 5 PEAV, 3 SHAV and 4 SATV isolates were detected by the technique. 
The detection sensitivity was different in each isolates and was ranging from 10 to 1,000 TCID50/ml . These data indicate 
that our RT-PCR assay with the single primer set is useful for the detection of orthobunyaviruses which have been 
isolated in Japan.


