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沖縄県では近年、新興アルボウイルスが相次いで

分離されてきたが、 2008 ～ 2009 年にかけて八重山
圏域で採取された牛血液から、国内で初めて Bunyip
Creek （ブニップクリーク）ウイルス（以下、 BCV ）が分
離された。 BCV は、チュウザンウイルス(CHUV)やディ
アギュラウイルス(DAGV)と同じ、オルビウイルス属パリ
アム血清群に分類され、 1975 年にオーストラリアでヌ
カカより初めて分離 1)された。これまで国内では確認さ

れておらず、病原性についても未だ明らかにされてい

ない。今回、分離ウイルス株の解析ならびに分離株を

用いた疫学調査、病性鑑定を実施し、本県における

BCV の流行状況や異常産等との関連について検討
を行ったので報告する。（図１、図２）

図１） BCVの分類

図２） BCVの分離報告等
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（同血清群の（同血清群のCHUVCHUV、、DAGVDAGVはいずれもチュウザン病をおこす）はいずれもチュウザン病をおこす）

BCVBCVの分離報告の分離報告

【 材料及び方法 】

(1)ウイルス分離と同定：おとり牛の血液につい

て、HmLu-1 細胞、BHK-21 細胞を用いた。分離株

の同定は動物衛生研究所九州支所へ依頼し、各種

アルボウイルス抗体を用いたイムノドットブロッ

ト法による抗原解析ならびに、RT-PCR 法と FLAC

法を用いた遺伝子解析を実施した。

(2)疫学調査：2008 年分離株を用い、1998 ～ 2009

年採材おとり牛血清について、中和試験により抗

体保有状況を調べた。なお、夏期は全国サーベイ

の 11 月採材血清（2009 年は 5、7、9 月採材も使

用）を、また冬期は移行抗体の消失した 6 ヶ月齢

以上の初越夏子牛について、1、3 月に採材した血

清を調査対象とした。

(3)牛異常産の病性鑑定：疫学調査によるウイルス

の流行時期を元に、牛異常産、新生仔牛の神経症

状等について、2008年 27例、2009年 22例および

2010年 3例（1月～ 3月）の計 52例についてウイ

ルス学的検査を実施した。

【 検 査 成 績 】

（１） ウイルス分離と同定： 2008 年 11 月与那国島、
2009 年 11 月石垣島で採材された牛の洗浄血球より、

図３） ウイルス分離成績

１．ウイルス分離１．ウイルス分離成績成績
採材時期 地域 材料 細胞  株名

2008年11月 与那国島 血球 BHK-21 ON-3/E/08株

2009年11月 石垣市 血球 BHK-21 ON-7/E/09株
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★2009年には鹿児島県でもBunyip Creekウイルスが分離されている。



BHK-21細胞でウイルスが分離された。（図３）
分離ウイルスの同定には、初めに、イムノドットブロッ

ト法を用いた。本法では、行にウイルス抗原を貼り付

け、列にモノあるいはポリクローナル抗体を流しいれた

後、二次抗体処理および発色処理を行うことで、抗原

解析を行った。分離株は、 CHUV のポリクローナル抗
体への反応を示した。同抗体は、全てのパリアム血清

群ウイルスを検出することから、本法により分離株はパ

リアム血清群のウイルスであることが同定された。(図４)

図４）イムノドットブロット法

図５） Multiplex RT-PCR

またイムノドットブロット法と平行して、大橋らによる

牛アルボウイルス multiplex RT-PCR2) も実施した。そ

の結果、イムノドットブロット法と同様、分離株ではパリ

アム血清群に特異的な遺伝子の増幅が確認された

が、 CHUVや DAGV では増幅されないブルータング

ウイルスの特異遺伝子が、 2008 年分離株ならびに

2009 年分離株のいずれにも確認された。さらに、パリ

アム血清群である CHUV と DAGVを識別するための

分離株分離株

１）１） ImmunoImmuno Dot blottingDot blotting

分離２株は、分離２株は、CHUVCHUVのの

ポリクローナル抗体ポリクローナル抗体に反応に反応

PalyamPalyam血清群ウイルス血清群ウイルスと同定と同定

２．分離ウイルスの同定①２．分離ウイルスの同定①
（動物衛生研究所）（動物衛生研究所）
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３）３） CHUVCHUVおよびおよびDAGVDAGVを特異的に検出するを特異的に検出するRTRT--PCRPCR 陰性陰性
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２．分離ウイルスの同定２．分離ウイルスの同定②②
（動物衛生研究所）（動物衛生研究所）

RT-PCR を実施した結果、分離株はいずれの特異遺
伝子も増幅されなかった。以上のことから分離ウイルス

は CHUV 、 DAGV 以外のパリアム血清群ウイルスで

あることが示唆された。（図５）

次に、 FLAC法を用いた遺伝子解析を行った。
ウイルスは極めて単純な構造であり、未知の細菌など

を同定する際に手がかりとなるリボゾーム RNA が存在
しないため、未知のウイルスについては遺伝子増幅が

困難で、同定には多くの時間と労力がかかり、分離ウ

イルスが同定に至るまでに、何年も費やされていた。

しかし、２００７年に Maan らが考案した FLAC法 3)で

は未知のウイルス遺伝子の増幅が可能となったことか

ら、今回、分離株の 2 本鎖 RNA を抽出し、 FLAC 法
を用いて遺伝子増幅を実施した。その結果、分離株の

cDNA の増幅に成功し、塩基配列の解析の結果、分
離株は、 1976 年にオーストラリアで分離されたＢＣＶ
CSIRO58 株と最も近縁であることが判明した。
分離株は日本で 3 番目のパリアム血清群ウイルスと
なる BCV と同定された。(図６、７)

図６） FLAC法を用いたシークエンス

図７） 分子系統樹解析

Anchor Primer

２．分離ウイルスの同定２．分離ウイルスの同定③③
（動物衛生研究所）（動物衛生研究所）

2本鎖RNAゲノムを抽出・精製

⇒ MaanらのFLAC法によりcDNAを増幅

⇒ 全塩基配列を解析。

(Full-length Amplification of c-DNAs)法

(J.Virol.Methods143 :132-139 ,2007)
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①アンカープライマーの結合
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プライミング

③cDNAの合成

④PCRによるcDNAの増幅

⑤シークエンシング
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分離株は分離株は19761976年にオーストラリアで分離された、年にオーストラリアで分離された、

BunyipBunyip CreekCreek VirusVirus CSIRO58CSIRO58株と最も近縁であると株と最も近縁であると判明判明。。

５）５）分子系統樹分子系統樹解析解析 （（RRNANA分節分節22の塩基配列に基づく分子系統樹）の塩基配列に基づく分子系統樹）

遺伝子解析、分子系統樹解析の結果、分離株をBCVと同定

2008年分離株と、2009年分離株は、同一のウイルスと確認
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Marondera

Bunyip Creek CSIRO58

ON-3/E/08 、 ON-7/E/09
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Marrakai
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Kasba G15534

DPP66

10%変異

２．分離ウイルスの同定２．分離ウイルスの同定④④
（動物衛生研究所）（動物衛生研究所）



（２）疫学調査：国内で初めて BCV が分離されたことを
受け、 BCV の流行実態を把握するため、おとり牛の
保存血清を用いて、過去 12 年間の遡り調査を実施し
た。その結果、 2008年以前に、ウイルスの流行は認め
られなかった。また、 2008 年以降に流行が確認された
のは八重山圏域のみであることが確認された。（図８）

図８）疫学調査①

図９）疫学調査②

与那国島でウイルスが分離された、 2008 年 11 月
時点では、まだ抗体陽性牛は確認されず、この時期に

BCV の流行が開始されたことが確認された。その後
も、 2008 年 1月、 3月に与那国島で抗体陽性牛が確
認されたが 2008 年度は与那国島以外での流行は確
認されなかった。一方、 2009 年に入ると 7 月、 9 月に
石垣島で陽転が確認され、 11 月以降は石垣・西表・
小浜島で順次確認された。

このことより、与那国島から石垣島にウイルスが浸潤

し、石垣島で流行後、その他の地域に広がった可能

３．疫学調査①
疫学調査
• 供試検体

県内全域（本島北部・中南部・宮古・八重山の4圏域）の
1998～2008年11月採材 (初越夏の子牛）

2009年5・7・9・11月採材 (同一初越夏の子牛）

2008、2009年1・3 月採材（移行抗体の切れた6ヵ月齢以上の子牛）

• 検体数 60～90頭/回 （平均約79頭/回）
• 方法 中和試験（マイクロタイター法）

• ウイルス BCV（ON-7/E/09株）

計19回

’98 ’99 ’00 ’07 ’08

BCV分離

11月 11月

流 行

八重山圏域でのみ11年間ウイルスの動き認められず
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３．疫学調査②
八重山圏域における陽八重山圏域における陽性性率率 （陽性頭数（陽性頭数//検査頭数）検査頭数）

石垣島石垣島

西表島西表島

与那国島与那国島

１月～3月 7月～9月 11月～翌3月

黒島黒島

小浜島小浜島

竹富島竹富島

(0/31)

(2/32) (1/31)
(0/29)

(2/28)

(4/28)

(7/27)

(4/28)

(5/25)

性が示唆された。（図９）

（３） BCV の病性鑑定成績：ウイルスの流行が認めら
れた 2008 年以降に、病性鑑定依頼のあった牛異常
産や新生子牛の神経症状等の 52 例について、抗体
検査ならびにウイルス分離により BCV の関与につい
て調査したが、 BCV の関与を示唆する症例は確認さ
れなかった。

【 ま と め 】

2008年、 2009年に八重山圏域で分離されたウイル
スは、ＢＣＶと同定された。 BCV の分離は国内初で、
国内では CHUV,DAGV に次ぐ第３のパリアム血清群
ウイルスになった。

疫学調査の結果、 BCV は 2008年 11月頃に初め
て県内に侵入されたと推測された。 2008 年の流行開
始当初は、与那国島だけの小規模な流行であった

が、 2009 年半ばより八重山圏域の他地域へ拡大が認
められた。宮古や沖縄本島など県内の他圏域への拡

大は認められなかったが、 2009年に九州南部で BCV
の流行が確認されている。

病原性について検証するため、流行時期を元に病

性鑑定の遡り調査を実施したが、牛異常産等へのＢＣ

Ｖの関与は認められなかった。

【 考 察 】

2008 年に本県でＢＣＶが確認された後、翌 2009 年
には九州でも流行が確認された。これは、 2006 年の
ピートンウイルス 4)や、 2007 年のサシュペリウイルス 5)

の時と同様の流行状況で、沖縄が流行予察に果たす

役割が大きいことが確認されるとともに、近年の新興ア

ルボウイルスの流行パターンである可能性が示唆され

た。 一方、 BCV の分離は国内初であったことに加
え、 アルボウイルスの流行が盛んな沖縄県において

過去に BCV の侵入形跡は認められなかったことは、
BCV が初めて国内に侵入した可能性が示唆された。

このように BCV は初めての侵入であり、かつ沖縄から
九州にかけて流行が見られているため、ＢＣＶのモニタ

リングを実施することにより、清浄地にアルボウイルス

が侵入した際の流行動態について、疫学的に解明す

ることが可能になると考えられる。近年、温暖化の影響

も受け、アルボウイルスの動きが活発化しており、新興

アルボウイルスの流行も頻繁に確認されており、アル

ボウイルスの流行にかかる疫学的な解析をさらに進め



るためにも、九州 や中国地方においても BCV の疫
学調査を行い、 BCV の流行実態 を把握することが

重要であると考える。(図９)

図９）今後の展望
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今後の展望

BCVBCVの流行実態を把握するため、九州・中国地方の流行実態を把握するため、九州・中国地方
を中心に、を中心に、BCVBCVのの流行状況調査が望まれる。流行状況調査が望まれる。

沖縄県で流行確認後、翌年九州でも流行。沖縄県で流行確認後、翌年九州でも流行。

20062006年年PEAVPEAV、、20072007年年SATVSATVの流行時も同じ状況。の流行時も同じ状況。

BCVBCVは今回がは今回が国内で初めての確認。国内で初めての確認。

疫学調査からも過去の流行を示す形跡は認められず。疫学調査からも過去の流行を示す形跡は認められず。

ＢＣＶＢＣＶの詳細なの詳細なモニタリングモニタリングによりにより
新興アルボウイルス侵入時の伝播実態新興アルボウイルス侵入時の伝播実態についてについて

疫学的な解明が可能疫学的な解明が可能


