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私が獣医大学の学生だった遠い昔、微生物学の授業で「コッホの4原則」というのを習

いました。ドイツの細菌学者ロベルト・コッホ（1843～1910）が提唱した伝染病の病原体

を特定するための指針です。それは、「伝染病に罹患した動物の体内には特定の微生物が存

在する」「その微生物は体外で分離培養することができる」「分離培養できた微生物は感受

性のある動物に感染して同じ病気を引き起こす」「その動物から同じ微生物が分離培養でき

る」というものでした。コッホの時代はまだウイルスは発見されていなかったのでこれは

細菌病に関する考えでしたし、現在はこの原則に当てはまらない病原微生物も存在するこ

とがわかっていますが、今も伝染病を診断する上での大原則であることに変わりありませ

ん。 

 

では、動物検疫所ではどのように輸入家畜の検査を実施しているのでしょうか？ 

 

本日は、動物検疫所がどのように伝染病の検査と診断を実施しているのかをご紹介しま

す。私の課は遺伝子検査を担当していますので、遺伝子検査をどの場面で活用しているか、

結果をどのように解釈しているのかについて解説します。難しい専門用語はなるべく避け

ますので、学術用語とは異なる語句もあることをご了承ください。 

 

１ 何を検査しているの？ 

動物検疫所では、輸入家畜が「伝染病を拡げるおそれがない」ことを検査しています。

ですので内科や外科の病気は対象外です。そして、ここでいう伝染病というのは家畜伝染

病予防法でいう監視伝染病のことです。全ての伝染病を対象にしているわけではないので

す。 

監視伝染病は「動物種」と「伝染病名」の組合せで決まっていますが、全部で99疾病

もあります。輸入検疫期間は牛や豚は15日間、馬は10日間です。こんな短期間で全ての

対象疾病の感染の有無を総当たり戦で確認するなんて物理的に不可能ですよね。どうしま

しょう？ 

 

ちなみに、検疫の英語名quarantineは、イタリア語で40を指すquarantenaから来て

いるそうです。昔、ヨーロッパでは、外国から来た船を潜伏期間を見込んだ40日間停泊さ

せて、船内で伝染病が発生しないかを確認していたそうです。隔離検疫の原点ですね。 

 

現代の動物検疫所においても１つにはこの方法をとっています。急性の伝染病であれば、

輸出国での輸出検疫開始から日本国での輸入検疫終了までの間に、何らかの症状が出る（発

症する）だろうから、その症状を捉えて診断するというやり方です。 

でも、この方法は急性伝染病には有効ですが、潜伏期が長かったり、症状が乏しかった



りする疾病では見逃す可能性がありますよね？そこで、そのような疾病は、症状の有無に

かかわらず精密検査を実施することにしています。 

 

２ どんな検査方法があるの？ 

精密検査の方法には大きく分けて２つあります。病原学的検査と抗体検査です。 

 

病原学的検査とは、病原検索とも言い、感染している病原体を見つける検査のことをい

います。 

大前提は、感染動物から採取した材料を培養して、原因病原体を分離することです。冒

頭のコッホの原則がこれです。この方法は「感染していることが証明できる」確実な方法

なのですが、培養には時間がかかってしまったり、うまく培養できる方法がなかったりで、

時間制限がある動物検疫所にとっては不向きです。 

そこで、遺伝子検査や抗原検査でまずは病原体の「形跡」を見つけ、形跡が見つかった

ら培養して「生きている（感染性のある）病原体が居るか」を調べるという「２段階捜査」

を実施しています。遺伝子検査は病原体の遺伝子を探す検査、抗原検査は病原体を構成し

ている蛋白質を探す検査で、その蛋白質にだけくっつく抗体という物質を使います。抗原

検査の原理は次の抗体検査と同じです。 

 

抗体検査は、血清学的検査とか免疫学的検査ともいいます。 

動物は、体内に異物が侵入すると、免疫細胞が異物を認識し、その異物だけを標的とす

る特異的な抗体を産生して、抗体が異物を攻撃します。これを免疫反応と呼び、免疫源と

なる異物を抗原と呼びます。抗原と抗体が出会うと抗原抗体反応が起きます。 

動物が伝染病に感染すると、その病原体を撃退しようとして抗体が血液中に産生されま

すので、その抗体を検出する方法が抗体検査です。 

 

３ いろいろな検査方法があるけれど、どんなふうに選んでいるの？ 

いちばん大事なことは感染を見逃さないことです。いちばん適した時期にいちばん適し

た方法をどんぴしゃで実施するのが理想です。そのためにはまずは敵を知ることが大事で

す。典型的な感染経過を説明します。皆さんがインフルエンザに感染した時のことを思い

出してください。感染直後から潜伏期間中は症状もなく病原学的検査も抗体検査も陰性で

す。その間にも体内で病原体が増えて来て、発症する少し前から病原体が検出可能となり、

他個体への感染源にもなります。発症後しばらくすると免疫抗体が産生されて、抗体によ

って病原体が体内から駆逐され、症状が回復します。抗体が持続している間は同じ病原体

に感染することはありません。このような典型的な伝染病では、感染中盤までは病原学的

検査、感染終盤は抗体検査が適しています。 

これは1個体での話で、１つの検疫群（ロットと呼んでいます）の全ての個体が同じ感

染経過を辿っているわけではありません。ある個体は発病寸前、ある個体は発病中、ある

個体はもう治った後かもしれません。ですので、１つの疾病について、病原学的検査と抗

体検査を組み合わせることで、群内のいずれかの個体が検査で陽性になるように検査を組

んで、見逃しを防いでいます。 



 

４ 検査結果を解釈する 

検査で導き出された結果を解釈するには想像力が必要です。馬のインフルエンザ感染を

例にとってみましょう。 

 

例１ 

馬Ａはインフルエンザワクチンを接種していなかったので抗体を持っていませんでした。 

ある日、インフルエンザに感染してしまい、症状が現れたので遺伝子検査を実施したとこ

ろ陽性でした。そこで培養検査をした結果、馬インフルエンザウイルスが分離されました。

その後体調が悪化して死亡してしまいました。死亡時の抗体検査は陰性でした。 

 

例２ 

馬Ｂはインフルエンザワクチンを接種していなかったので抗体を持っていませんでした。 

ある日、インフルエンザに感染してしまい、症状が現れたので遺伝子検査を実施したとこ

ろ陽性でした。そこで培養検査をした結果、馬インフルエンザウイルスが分離されました。

その後回復し、回復後に抗体検査をしたところ、抗体が陽転していました。 

 

例３ 

馬Ｃはインフルエンザワクチンを接種していたので抗体を持っていました。ある日同じ畜

舎の馬が発病したため、遺伝子検査を実施したところ、陽性でした。そこで培養検査しま

したが、ウイルスは分離されませんでした。回復後に抗体検査をしたところ、前回の抗体

価よりも4倍高くなっていました。 

 

例４ 

馬Ｄはインフルエンザワクチンを接種していたので抗体を持っていました。ある日同じ畜

舎の馬が発病したため、遺伝子検査を実施したところ、陰性でした。後日抗体検査を実施

したところ、前回の抗体価よりも4倍高くなっていました。 

 

例５ 

馬Ｅは、インフルエンザワクチンを接種していたので抗体を持っていました。ある日同じ

畜舎の馬が発病したため、遺伝子検査を実施したところ、陰性でした。後日抗体検査を実

施したところ、前回の抗体価と同じ値でした。 

 

皆さんは、馬Ａ～Ｅの違いがわかりましたでしょうか？ 

馬ＡとＢは、生きた病原体が分離されているので感染が証明されています。抵抗力がな

かったＡは抗体を産生する前に死に、Ｂは産生した抗体によってウイルスを撃退して回復

しました。 

馬Ｃは遺伝子検査陽性でウイルス分離陰性です。この馬はインフルエンザに感染したの

でしょうか？答えはYES。抗体価が上昇しているのは、生体がウイルスを認識して免疫反

応が起きた証拠なのです。 



では馬Ｄは？これも抗体価が上昇しているのでYESです。 

ＣもＤもワクチンの抗体があったので、感染はしたけれど不顕性感染（症状が出ない）

でした。不顕性感染でもウイルスを排泄して感染源になりますが、ＣもＤも生きたウイル

スは分離されなかったので感染源になった可能性は低いです。ＣとＤで遺伝子検査の結果

が異なっているのは、不顕性の度合いがＤの方が軽かったからだと考えられます。 

では馬Ｅは感染したのでしょうか？答えはNOです。抗体価に変化がなく、感染した形

跡は認められません。 

 

どうでしょうか？検査結果の解釈の仕方のイメージが掴めたでしょうか？実際には疾

病の種類によって異なり、抗体が陽転しても持続感染する疾病もあります。また、発病馬

といつから同居していたのか、収容場所は近いのか、など、様々な要素がありますので、

検査結果を基に、客観的に解釈を進め、診断と検疫対応を決めて行きます。 

 

５ 遺伝子検査とは？ 

では、本日の本題である遺伝子検査についてお話していきましょう。 

遺伝子検査とは、生物が持っている遺伝子を検出したり、遺伝子の配列情報を調べるこ

とです。遺伝情報とは生物の構造や機能を掌るタンパク質のアミノ酸配列の情報をいいま

す。 

遺伝子のことを核酸といいます。核酸にはDNA（デオキシリボ核酸）とRNA（リボ核酸）

があります。DNAには4つの塩基（A：アデニン、G：グアニン、T：チミン、C：シトシン）

があり、塩基3つの組合せから20種類のアミノ酸が作られます。アミノ酸から様々な蛋白

質が合成されます。蛋白質は生命体の素材ですので、遺伝子は生命の設計図なのです。 

皆さんは遺伝子検査と聞いて何を想像しますか？私は「科捜研の女」とか「法医学教室

の午後」など警察の鑑識捜査を思い浮かべます。遺留物の血痕や髪の毛から犯人を特定し

ていくあれです。他に、遺伝病の検査や遺伝子組み換え食品の検査など、ひと言で遺伝子

検査と言っても、様々な目的に利用されているのです。 

 

では、動物検疫所では、どんな検査で遺伝子検査を実施しているのでしょうか？ 

「生体や畜産物から直接、病原体の遺伝子を検出する。」「培養した培地中に、目的の病原

体が発育したかどうかをその病原体遺伝子を検出することで確認する。」「畜産物の動物種

を調べる。」「飼料用魚粉中に反芻動物の蛋白質が含まれていないか確認する。」などに使っ

ています。 

 

輸入動物で、症状の有無にかかわらず実施している遺伝子検査 

動物種 疾病名 

牛 ヨーネ病、アナプラズマ病 

豚 豚流行性下痢 

馬 馬ピロプラズマ病、馬インフルエンザ、馬伝染性子宮炎 

初生ひな 鳥インフルエンザ、サルモネラ症 



輸入畜産物で、必要に応じて実施している遺伝子検査 

畜産物の種類 検査 

飼料用魚粉 反芻動物蛋白質の検出（BSEが対象） 

畜産物 動物種鑑別、病原体遺伝子の検出（アフリカ豚コレラ） 

 

遺伝子検査のメリット： 

・病原体の培養が難しかったり、培養に時間がかかる疾病に有効。 

・病原体遺伝子の存在の有無を確認することによって、培養結果を待たなくても迅速に

陰性か陰性でないかの判断が可能。 

・例え生きた病原体が分離できなくても、遺伝子の配列情報から、病原性の有無や遺伝

子型別やデータベース上の株との近縁性などがわかる。 

 

遺伝子検査の注意点： 

・死んでいる（感染源とはならない）病原体の遺伝子も検出される。 

・材料中に増幅を阻害する物質が含まれていると、偽の陰性となる場合がある。 

 ・似た遺伝子配列を持つ別の遺伝子を増幅させてしまうことがある（非特異的な増幅）。 

 

６ 遺伝子検査の原理 

動物検疫所が普段実施している遺伝子検査法には以下のようなものがあります。 

・PCR法、RT-PCR法 

・realtimePCR法、realtimeRT-PCR法 

・LAMP法 

 

「RT-○○」という方法を耳にすることがよくあると思います。ウイルスの遺伝子検査

で見かける方法です。私達人間や細菌はDNAを遺伝子として複製を行っていますが、ウイル

スの中にはRNAを遺伝子としているものがあります（インフルエンザなどがそうです）。RNA

を遺伝子としているウイルスの検査をする場合、逆転写反応（reverse transcription：略

してRT）という一手間をかけて、DNAを作ります。RT-○○と聞いたらああ、RNAウイルスの

検査なんだなぁと思うぐらいでいいと思います。 

このように遺伝子検査にはいくつかの方法がありますが、原理はどれも同じです。あま

り詳しく説明すると途中で聞くのが嫌になってしまうので、簡単に説明します。 

 

生体内でのDNAの複製方法を人工的に再現したのがPCR（Polymerase Chain Reaction）

法です。 

 

生体内では 

DNAは塩基が繋がった2本の鎖がくっついた二重らせん構造をしているという話は聞い

たことがあるでしょうか？DNAには4種類の塩基（A：アデニン、T：チミン、G：グアニン、

C：シトシン）があります。いつもペア（AとT、GとC）を組んでいて、決まった相手とし



か手を繋ぎません。DNAは塩基が連なった2本の鎖が、ペア同士が手を繋いだ状態で存在

しています。 

DNAが合成される時は、このペアの手繋ぎが酵素で離れて1本鎖になり、そこに増幅の

とっかかりとなる短い塩基配列（プライマーという）が相補的（AにはTが、CにはGがく

っつくこと）に結合して、そこから酵素により次々と相補的な塩基が合成されて鎖が伸び

ていきます。これで、2本鎖DNA 1組から2本鎖DNAが2組できました。合成された鎖が

伸びていく方向は決まっていますので、鎖がこんがらがってしまうことはありません。 

 

生体内の反応を人工的に再現すると 

人工的に再現するにはどうしているのでしょう？ 

2本鎖DNAは熱（94～98℃）をかけると塩基の手繋ぎが離れて1本鎖に分かれ、温度が

下がる（50～65℃）と再びペア塩基が手を繋いで2本鎖になるという性質があります。そ

こで、人工的に作ったプライマーと塩基を作る素材（DNA合成酵素）を混ぜて、人工的に

熱を上げ下げしてみれば？ 

プライマーとは、人工的に塩基（A、T、C、G）を繋げて作った1本の短い鎖です。プラ

イマーは増やしたい部分の遺伝子配列を挟むように2種類用意します。もし検査材料中に

目的とする病原体の遺伝子がいれば、病原体の遺伝子の鎖にプライマーがくっつきます。

温度を上げ下げしていくうちに、プライマーに挟まれた部分の遺伝子配列が、2倍、4倍、

8倍、16倍、32倍・・・と2倍算でどんどん増えて行きます。これがPCR法の原理です。 

 

遺伝子配列のどこを増やすのがいいか？ 

皆さんが何かの病原体の遺伝子をPCR法で検出したいとしたら、どんなプライマーが欲

しいですか？ 

・プライマーに挟まれて増幅される遺伝子の配列が、他の病原体と共通する配列だった

ら、区別がつかなくて嫌ですよね。 

・プライマーが結合する部分の塩基配列が、どんどん変異していくような部分だったら

プライマーがくっつかなくなってしまい、増幅しなくなってしまいます。これも嫌で

すよね。 

何かの病原体の遺伝子を検出したい時に使用するプライマーは、その病原体にしかない（特

異的な）配列で、塩基配列が簡単には変異しない安定的な部分が適しています。 

 

では、何の病原体かはわかっている遺伝子について、遺伝子の変異の確認や遺伝子型別

をしたい時に使うプライマーはどうでしょう？ 

プライマーが結合する部分は安定的な配列で、増幅される配列が病原体の株によってそ

れぞれ違ってくる、という方法もありですし、プライマー結合部が変異しやすい部分で、

増幅すれば何型、増幅しなければ何型という方法もありですね。 

 

遺伝子検査の目的によって、増幅させたい領域が異なるということをご理解いただけた

でしょうか？一番大事なのは、目的の遺伝子だけが増幅するということです。そのために

間違った増幅を防いだり、見分けたりする方法もあります。 



 

７ PCR法の手順 

検査材料には目的の病原体が入っていそうな材料を用います。血液、鼻腔スワブ、糞便、

臓器などです。「目的の病原体が入っていそうな材料を使う」というのは伝染病の診断では

一番重要なんです。当たり前なようで、案外難しいんです。 

 

まずは材料から遺伝子（=核酸）を抽出する作業を行います。市販の遺伝子抽出試薬で

細胞や核を壊して核酸を取り出します。この中には病原体の核酸もいるかもしれませんが

採材した動物の核酸も含まれています。 

ターゲットとする病原体を検出するためのプライマーと、DNAを合成するための原料に、

検体の核酸を添加して、サーマルサイクラーという温度を上げ下げする装置にかけます。 

温度を上げ下げする工程を40サイクル程度繰り返すと、プライマーで挟まれた部分の塩基

配列が1サイクル毎に2倍に増えて行きます。 

増幅工程終了後に、アガロースゲル電気泳動という方法で、目的の遺伝子が増えたかど

うかを確認します。増幅させた後の検体を、ゲル（四角い平べったい寒天の板みたいな物）

の中に入れて電気を流すと、小さいサイズの遺伝子ほど遠くへ流れていきます。プライマ

ーで挟まれた塩基数（増幅した遺伝子の鎖の長さ）はわかっていますので、そのサイズの

バンドが検出されていれば陽性、検出されていなければ陰性です。 

 

電気泳動せずに遺伝子の増幅を確認できるPCR法をリアルタイムPCR法といいます。 

試薬の中に蛍光を発する物質を入れておき、蛍光強度の増加で遺伝子の増幅状況がリアル

タイムでわかる、という方法です。 

 

PCR検査は、検査したい検体と、陰性とわかっているもの（陰性コントロール）と陽性

とわかっているもの（陽性コントロール）とを一緒に行います。陰性であるべきものは陰

性、陽性であるべきものは陽性という結果にならなければ、その検査は正しいとはいえま

せん。 

結果が陽性だった場合、シークエンサーという装置で増幅された遺伝子の塩基配列を読

むことができます。その配列をデータベースと比較することで、確かに目的の遺伝子が増

幅されていたという裏付けが得られますし、いつ、どこで分離された株と近縁か、などの

情報を得ることができます。 

 

８ ヨーネ病定量リアルタイムPCR法の紹介 

本日最後のお話になりました。 

現在動物検疫所が実施している遺伝子検査の中で、一番活躍しているのはやはりヨーネ

病でしょうか。どんな検査方法なのかご紹介したいと思います。 

ヨーネ病という病気は、だいたい生後6ヵ月以内に感染して、長い潜伏期に入ります。

分娩等のストレスで発症しますが、それまでの長い年月、病原学的検査でも抗体検査でも

見つけることが難しい病気です。潜伏期の間、間欠的に糞便中に菌を排菌しますが、採材

した時がちょうど排菌してる時とは限りませんし、ヨーネ菌の培養には12週間もかかりま



す。まったく動物検疫所泣かせの病気です。 

ヨーネ病は、生きている菌が分離培養されれば患畜です。ですが菌の培養には時間がか

かります。そこで、現在は、定量リアルタイムPCR法で、反応液（糞便から核酸を抽出し

た液）の遺伝子量が0.001pg以上あれば患畜と診断しています。 

定量リアルタイムPCR法というのは、目的の遺伝子の有無だけでなく、遺伝子量もわか

る方法です。検体と一緒に既知濃度の陽性DNAを増幅させて、検量線を作成します。ヨー

ネ病の場合は1pg、0.1pg、0.01pg、0.001pgのDNAで検量線を作成します。そして、検体

の遺伝子増幅を検量線へ当てはめることで、検体の遺伝子量を算出します。 

 

動物衛生研究部門の研究の結果、遺伝子量0.001pg以上で糞便培養陽性と高い一致率を

示します。このデータに基づき、遺伝子量0.001pg以上（定量陽性と呼んでいます）は糞

便培養陽性と同等とみなし、培養結果を待たずに患畜と診断しています。速やかに患畜を

牛群から排除することで、感染の機会を減らすことができます。 

 

定性陽性牛は、感染してるの？ 

遺伝子量が0.001pg未満（DNA陽性とか定性陽性と呼んでいます）だった場合、その牛

は感染してるの？してないの？ 

これは難しい判断です。わかることは、「牛の体内からヨーネ菌遺伝子が出てきた。」と

いう状況証拠だけです。真に感染していて、たまたまその日は排菌量が少なかったかもし

れないし、感染はしてないけれど菌をたまたま飲み込んでそれが排泄されただけかもしれ

ません（通過菌といいます）。 

「牛の体内からヨーネ菌遺伝子が出てきた。」という状況証拠から言えることは、「その

牛は、ヨーネ菌が存在する環境にいたことがある。」ということです。 

 

定量陽性牛や定性陽性牛を解剖して腸管付属リンパ節のPCRを実施すると、陽性になる

場合もならない場合もあります。通過菌であっても定量陽性にもなりますし、菌が生きて

いれば培養検査で陽性になりますので、本当に感染していたかを確認するためには、臓器

内からヨーネ菌を見つけるしかないのです。これでようやく「感染していた（体内の臓器

に菌が取り込まれていた）」という判断になります。 

 

輸入検疫中の検査でヨーネ菌の遺伝子が見つかった場合 

定量陽性又は定性陽性の牛が見つかった場合、「牛のヨーネ病防疫対策要領」に順じた

検疫対応をとっています。 

  

牛のヨーネ病防疫対策要領 

定性陽性牛は自主淘汰を推進。 

ヨーネ病発生農場（カテゴリーⅡ農場）から牛を導入する場合は、過去6ヵ月以内に最低

3ヵ月間隔を空けた2回以上の抗原検査（遺伝子検査又は培養又はその両方）により陰性

が確認すること。併せて導入後に1回以上の抗原検査を実施すること。 



定量陽性牛は患畜として殺処分します。 

定性陽性牛は、感染が成立しているかどうかは遺伝子検査だけでは判断できませんが、

菌が排泄されたのは明白ですので、将来の発症リスクを考慮して自主淘汰をお願いしてい

ます。 

ヨーネ病は6ヵ月齢以下の子牛で感受性が高い疾病であることから、生後6ヵ月齢まで

の間に定量陽性牛や定性陽性牛と同じ生産農場で飼育されていた牛は、ヨーネ菌が居た環

境下で育っているため菌に感染している可能性があります。ですので、同一生産農場由来

の牛については追加検査を行っていますが、果たして感染しているのかいないのか、その

結果が出るまでには長い月日がかかります。いちばん望ましいのは、ヨーネ菌が居ない環

境で生まれ育った牛を輸入することです。 

 

 

以上で本日のお話は終わりです。 

 

遺伝子検査が伝染病の診断に取り入れられるようになり、培養検査より格段に早く診断

ができるようになりました。鳥インフルエンザや豚コレラなど初動防疫が何より重要な疾

病にとって、遺伝子検査は最強の武器です。 

今では遺伝子診断によって将来の病気予測までできるようになり、疾病診断のあり方も

大きく変わろうとしています。 

 



資料：TaKaRaホームページ「PCR実験の手引き」抜粋 

    



 
 
 
 



 
 
 
 



資料：動物衛生研究部門ホームページ「ヨーネ病検査マニュアル」抜粋 



 



 


