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　山羊関節炎・脳脊髄炎 （CAE） の新たな診断法として，ELISA法およびリアルタイ
ムPCR法の開発を試みた。精製ウイルス （wCAEV） と大腸菌組換え蛋白質（rPr55gag） 
を抗原とした二種類の ELISA 法 （wELISA および rELISA） を開発し，その精度
をwCAEVを抗原としたウエスタンブロット法 （wWB） による野外血清 745 検体の
検査結果を基に分析した。wWBに対するwELISA の感度・特異度は 80.4% および
78.0% であり，rELISA の感度・特異度は 78.2% および 61.1% と低かった。しかし，
rPr55gag を抗原とした rWBの感度・特異度は，93.0% および 96.3% と現行の CAEV
診断法である寒天ゲル内沈降試験と同等の精度を有することが分かった。このことか
ら rWBは，抗原調製に時間を要するwWBに代わる CAEVの確定診断法として利
用可能と考えられる。また，各抗原を用いて単クローン抗体およびウサギ免疫血清を
作製した。各抗体は間接蛍光抗体法もしくは酵素抗体法において抗原と特異的な反応
を示したことから，病性鑑定等における抗原検出に利用可能と考えられる。さらに，
CAEVのコア蛋白遺伝子を標的としたリアルタイム PCR 法は，現行の nested PCR
法と同等の感度を有しており，多検体の検査における活用が期待される。

資 料

緒　　言
　山羊関節炎・脳脊髄炎ウイルス（CAEV）は，山羊に
終生感染し，慢性消耗性疾病を引き起こすレトロウイル
ス科レンチウイルス属のウイルスである。感染により成
山羊は関節炎，乳房炎および肺炎を，幼若個体は脳脊髄
炎を呈するが，発症する個体は全体の 10%程度とされる。
さらに，CAEVに感染した個体が抗体を産生するまでに
数ヶ月から数年，発症するまでにも数年かかるため，症
状を基にした監視や，一回のみの検査では本ウイルスの
蔓延を見逃してしまう恐れがある。従って，CAEVのコ
ントロールには，定期的な抗体検査や遺伝子検査による
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感染個体の摘発淘汰が重要となる。日本は長年，CAE未
発生国と考えられていたが，2002 年に国内の大規模農場
においてその存在が明らかとなった。我々は，平成 15 ～
16 年度の所内プロジェクトにおいて，寒天ゲル内沈降試
験 （AGID） による抗体検査法および nested PCR による
ウイルス遺伝子検出法を開発し，わが国における CAE
の診断法を確立した。しかし，AGID は操作が簡便であ
る反面，弱陽性の判定に習熟を要し，抗原作製に大量
のウイルス液が必要といった短所がある。また，nested 
PCR は反応に時間がかかる，コンタミネーションが起こ
りやすい，という点から多数検体処理には不向きであっ
た。一方で近年，両検査法を用いた調査によりCAEVの
国内浸潤状況が明らかとなるにつれ，大規模農場におけ
る CAE清浄化の実施や，陰性農場における定期検査の
ため，群単位での検査依頼が増加している。本研究では，
現行のCAEV検査法に代わり，多検体処理が容易な方法
を確立することを目的とし，ELISA法を用いた抗体検査
およびリアルタイム PCR法による遺伝子検出法の開発を
試みた。また，ELISA法開発の上で作製された抗原を用
い，単クローン抗体およびウサギ免疫血清を作製し，病
理組織学的検索のツールとして使用する方法を検討した。

材料と方法
Ⅰ．抗体検出法の開発
A．抗原作製
1．精製 CAEV抗原（wCAEV）
　国内で分離された CAEV40-8 株を羊胎児肺（FLL）
細胞に接種し，21～28日後に培養上清を回収した。ショ
糖密度勾配遠心法により精製したウイルスを 1%TNE・
Np-40 加 PBS により可溶化し，wELISA およびウエス
タンブロット法（wWB）用抗原とした。

2．組換え蛋白質抗原（rPr55gag）
　CAEV40-8 株感染 FLL 細胞より DNA を抽出し，
PCR により CAEV のプロウイルス DNA からコア蛋白
（Gag）前駆体（Pr55gag）をコードする遺伝子（gag）の
全領域を増幅した。増幅した遺伝子を大腸菌発現ベ
クター（pColdTF，タカラバイオ）にクローニングし，得
られたプラスミドを用いて大腸菌 JM109 株を形質転換
した。形質転換後の大腸菌に IPTGによる発現誘導をか
け，可溶性画分より回収した組換え蛋白質 （rPr55gag）
を，rELISA および rWB用抗原とした。また，陰性対
照として，何もクローニングされていない pColdTF に
より発現させた蛋白質（rPColdTF）を用いた。

3．AGID 用抗原
　CAEV40-8 株感染 FLL 細胞の培養上清を硫酸アンモ
ニウム沈殿法により濃縮し，AGID用抗原とした。

4．抗原特異性の確認
　wCAEV，rPr55gag お よ び rPColdTF に つ い て，
SDS-PAGE ならびに一次抗体に抗 CAEV 抗体陽性ヤ
ギ血清 （4,000 倍希釈），二次抗体にHRP標識ウサギ抗
ヤギ IgG 抗体 （5,000 倍希釈） を用いたWBを行い，抗
原のサイズと特異性を確認した。

B．コントロール血清および被検血清
　各WBおよびELISA法の陽性血清には，関節炎を呈し，
病理組織学的に手根関節の関節包膜に非化膿性炎症が認
められ，AGID および nested PCR が陽性であった山羊
の血清を用いた。陰性血清には，CAEの特徴的な臨床症
状を示さず，年に 2回，定期的にAGID による抗体検査
を受け，計 4回の検査で陰性であった成山羊 2頭の血清
を用いた。また，rELISA およびwELISA の精度の検証
には，11 県 16 農家から集められた山羊血清 745 検体を
用いた。

C．ELISA法の検証
1．反応条件の検討
　ELISA法は，常法の間接ELISA法に従って実施した。
ELISA法の抗原濃度，一次抗体および二次抗体の希釈
濃度は，陽性血清を用いたボックスタイトレーション
により決定した。

2．野外血清を用いたELISA法の精度の検証
　山羊血清 745 検体について，wELISA，rELISA，
AGID，wWBおよび rWBによる検査を実施した。血
清は，wWB で CAEV の構造蛋白である p16/19（マ
トリックス /ヌクレオカプシド），p28（カプシド）ま
たは gp90（トランスメンブレン蛋白の重合体）のい
ずれかを検出した場合を陽性とした。wWB の結果
に基づき，各 ELISA 法の結果を two-graph receiver 
operating characteristic （TG-ROC）法により分析し
た。各 ELISA 法についてのTG-ROC 曲線から ELISA
法のカットオフ値を決定し，その値における感度・特
異度を比較した。また，wWBの結果と rWB，AGID，
rELISA およびwELISA の結果をそれぞれ比較し，�

係数により検査法の一致度を評価した。
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Ⅱ．抗原検出法の開発
A．単クローン抗体およびウサギ免疫血清の作製
　wCAEV および rPr55gag に対する単クローン抗体
MAb194（抗 wCAEV 抗体）およびMAb294（抗 rPr55gag
抗体） を作製した。また，同抗原をウサギ各1羽に接種し，
得られた免疫血清を抗 CAEV血清および抗 rPr55gag 血
清とした。
　
B．作製抗体による抗原検出
　作製した各抗体は，wELISA，rELISA，間接蛍光抗体
法（IFA）および酵素抗体法（IPT）より抗原に対する特異
性を確認した。IFA には CAEV40-8 株感染 FLL 細胞を
用い，IPTには同細胞および非感染FLL細胞の凍結切片
アセトン固定標本，ならびにホルマリン固定パラフィン
包埋切片を用いた。また，CAEV感染および非感染山羊
各 1頭の関節および肺の凍結切片をアセトン固定し，同
様に IPTを実施した。

Ⅲ．遺伝子検出法の開発
　CAEV遺伝子の gag 領域を標的としたプローブおよび
プライマーを設計し，定量リアルタイム PCR 法を開発
した。遺伝子コピー数の指標として CAEV の gag 領域
をクローニングしたプラスミドDNA（pQE CAEVgag）
を用いて標準曲線を作成した。pQE CAEVgag をテンプ
レートとし，nested PCR 法とリアルタイム PCR法の検
出限界を比較した。さらに，山羊胎児肺 （FGL） 細胞に
CAEV40-8 株を接種し，接種後 1～ 5，7，10，14 および

gp90 p28 p16/19
+ + + 7 (1.9%)
+ + - 140 (37.6%)
+ - + 1 (0.3%)
+ - - 184 (49.5%)
- + + 6 (1.6%)
- + - 32 (8.6%)
- - + 2 (0.5%)

合計 372

陽性サンプル数検出抗原
表1．wWBにおいて検出された抗原の内訳

28 日目に培養上清から RNA，感染細胞から DNAを抽
出し，リアルタイム PCR 法，nested PCR 法および RT-
PCR 法による CAEV遺伝子検出を行った。また同時に，
感染細胞をギムザ染色し，CAEV感染によって形成され
る多核巨細胞を検出するシンシチウムアッセイを行い，
各検査法における抗原検出時期を比較した。

結　　果
Ⅰ．抗体検出法
A．抗原の反応性
　陽性山羊血清を用いたWBの結果，wCAEV抗原では
分子量約 90，55，28 および 20kDa の蛋白質が検出され
た。一方，rPr55gag は，分子量約 105kDa の蛋白質とし
て検出された。rPColdTF は，SDS-PAGE では分子量約
53kDa のバンドとして確認されたが，WBでは検出され
なかった（図 1）。陰性山羊血清は，これらのいずれの蛋
白質とも反応しなかった。
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B．ELISA法の反応条件
　条件検討の結果より，抗原濃度はwELISA で 133ng/ 
50�l/well，rELISA で 15ng/50�l/well，また，両 ELISA
法ともに山羊血清は 400 倍希釈，二次抗体は 10,000 倍希
釈と設定した。陰性ヤギ血清を用いて同条件で検査した
ところ，いずれのELISA法においても非特異的反応は認
められなかった。

C．ELISA法の検証
　山羊血清 745 検体のうち，372 検体がwWBで陽性を
示した。wWB陽性血清の多くが，gp90 のみ，もしくは
gp90 および p28 と特異的に反応した （表 1）。TG-ROC分
析により，各ELISA法のOD値による感度および特異度
の変化がTG-ROC 曲線として示され （図 2），両 ELISA
法ともにカットオフ値はOD450=0.8 と決定した。wWBの

表２. ．各検査法のwWBに対する感度，特異度および一致度（ κ係数）

検査法* wWB 感度† 特異度† κ 係数‡+ –

rELISA + 291 145 78.20% 61.10% 0.39
– 81 228 (74.9-81.3) (57.8-64.2) (0.33-0.46)

wELISA + 299 82 80.40% 78.00% 0.58
– 73 291 (77.3-83.1) (75.0-80.8) (0.47-0.60)

rWB + 347 15 93.30% 96.00% 0.89
– 25 358 (88.4-92.3) (90.6-94.5) (0.86-0.92)

AGID + 346 14 93.00% 96.30% 0.89
– 26 359 (91.2-94.3) (94.40-97.60)(0.86-0.92)

* + = positive;  – = negative.
†（ ）内は95% 信頼区間
‡  κ係数;  κ > 0.75：高い一致度，0.40<κ< 0.75：中程度の一致度，
κ< 0.40 ：低い一致度

抗

MAb 194 
MAb 294 
CAEV血

抗rPr55gag

抗体

+
+

清 +
－

表

wELIS

+

+

表3．作製抗体による抗原検出検査結果

SA rELIS

+

+

A IFA 凍結
（アセトン固定）

+

+

切片
（ホルマリン固定）

IPT

－

－

－

－
－

－

－

－
－

－

パラフィン切片

血清

図２．両ELISA法のTG-ROCによる分析
OD値による各ELISA法の感度 （Se） および特異度 （Sp）の変化を示す。
a: rELISAの TG-ROC　　b: wELISAの TG-ROC
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結果に対する両 ELISA 法，rWB およびAGID の感度・
特異度および �係数は表 2に示した。

Ⅱ．ウイルス抗原検出
　作製した単クローン抗体およびウサギ免疫血清を用い
て抗原に対する特異性を確認したところ，表 3の通りに
なった。CAEV感染細胞の凍結切片アセトン固定標本を
用いた IPT において，MAb294 および抗 rPr55gag 血清
は，CAEVを特異的に検出した（図３および４）。一方，
非感染細胞を用いた IPTでは，いずれの固定法において
も特異的な反応は認められなかった。

Ⅲ．遺伝子検出法
　プラスミド DNA を用いた検出限界の比較では，
nested PCR法およびリアルタイムPCR法ともに1コピー
まで CAEV遺伝子を検出した。また，CAEV40-8 株感染

FGL細胞から抽出したDNAを用いて，両 PCR法による
ウイルス遺伝子検出時期を比較したところ，リアルタイ
ム PCR 法では接種後 1日目から，nested PCR 法では接
種後 2日目から CAEV遺伝子が検出された。シンシチウ
ムアッセイ法では，接種後 4日目から多核巨細胞が観察
され，その数は感染日数とともに増加した（表 4）。培養
上清より抽出した RNAを用いた RT-PCR 法では，実験
期間中（接種後 28 日後まで）CAEV遺伝子は検出され
なかった。

考　　察
　CAEVの主要構造蛋白はコア蛋白（Gag）と，膜蛋白
（Env）である。CAEV 感染個体は感染初期に Gag に対
する抗体を産生し，その後，抗 Env 抗体を産生，維持す
るとされている。しかし，レンチウイルス属の Env 遺伝
子領域は変異性が高く，抗 Env 抗体または Env 遺伝子

図３．各抗体を用いた酵素抗体法
各抗体により，CAEV感染 FLL 細胞内の抗原が
特異的に検出された（矢頭）。
a: 抗 rPr55gag 血清，b: MAb294

図４．抗 rPr55gag 血清を用いた酵素抗体法
抗 rPr55gag 血清により，CAEV感染山羊の
手根関節包膜病変部に一致して抗原が検出さ
れた （矢印）。

� �

接

n
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リアル

※1 下
※2 N

接種後日数

nested PCR

RT-PCR

ンシチウム数

ルタイムPCR※1

下段はウイルス遺伝
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1 2

+ +
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- +

- -

0 0

表4．　
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3

+

02 1.5×103 1.4

+

-

0 5

各検査法に

ng）

4 5

+ +

×104 6.2×104 8

+ +

- -

55 289

によるウイル

7 10

+ +

8.8×104 5.8×10

+ +

- -

1,243 1,092

ルス検出時期

14 2

+ NT

04 2.5×104 N

+ N

-

2,721 5,3

の比較

21 28

T※2 +

NT 8.7×104

NT +

- -

393 3,586

NC（28）

-

0

-

-

0
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を検出の標的とするのは難しい。
　一方，gag 領域は遺伝子の保存性が高い。またGag は，
分子量 55kDa の前駆体 Pr55gag が開裂して生じる 3種類
の成熟蛋白質（p28，p16 および p19）から構成される。
Pr55gag は互いにオーバーラップせずに 3つに開裂する
ため，感染個体はこれらの蛋白質の全てまたはいずれか
に対する抗体を産生する。さらに，各抗体は Pr55gag も
検出することが確認されている。そこで本研究では，抗
原複合体である Pr55gag の組換え蛋白質を抗原として用
いることで，それ自身に対する抗体のみならず，3種の
成熟蛋白質に対する抗体も検出できるのではないかと推
測した。しかし，作製した両 ELISA 法は，wWBに比べ
て特異度・感度ともに低いことが明らかになった。wWB
で陽性となった血清の多くが gp90 と p28 に特異的な反
応を示していたことから，rELISA 法の感度を上げるた
めには，Gag のみではなく Env も抗原として組み合わせ
て用いる必要があると推察された。また，両 ELISA 法
では，低希釈倍率での陰性血清のOD値が高かったため，
血清の希釈倍率を 400 倍と通常の ELISA に比べてかな
り高く設定した。そのため，一部の検体が false-negative
となり，両 ELISA 法の感度が下がった可能性も考えら
れる。一方で，rWB は AGID 同様，感度・特異度とも
に両 ELISA 法より高く，wWBとの一致度も高かった。
rPr55gag の作製はウイルス精製より容易であり，rWB
は他のレンチウイルス同様，CAEV感染の確定診断に使
用できるものと考えられる。
　作製した単クローン抗体およびウサギ免疫血清は，抗
原検出において免疫抗原によって異なる反応性を示し
た。MAb194 および抗 CAEV 血清は IFA において，

MAb294 および抗 rPr55gag 血清は凍結切片アセトン固
定標本を用いた IPTにおいて特異的な反応を示した。い
ずれの検出法でも感染細胞はアセトン固定するが，IFA
では平面の細胞を固定するのに対し，IPT では細胞を
ペレット化した上で切り出し，これを固定する。この工
程によって，MAb294 および抗 rPr55gag 血清を用いた
IFAでは検出限界以下であった抗原の露出量が IPTでは
増加し，同抗体によって検出された可能性も考えられる。
しかし，MAb194 および抗 CAEV 血清が IPT で抗原を
検出しなかった点については，原因は不明である。組織
切片を用いた IPT において，抗 rPr55gag 血清以外では
特異的な反応が認められなかったのは，CAEVの体内に
おけるウイルス量が低いためではないかと考えられる。
MAb194 および抗 CAEV血清については，今後ウイルス
学的検査において IFAに利用したいと考えている。
　本研究で開発したリアルタイムPCR法は，現行の nested 
PCR 法と同等の検出感度を示した。このリアルタイム
PCR法を用いることにより，多検体を現行の nested PCR
よりも効率よく処理できると考えられる。今後，野外材
料を用いた両検査法の一致度を確認する予定である。
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Development of novel diagnostic methods of Caprine arthritis-encephalitis
virus infection

Misako KONISHI 1）, Hiroaki SHIRAFUJI 2）, Kumiko KIMURA 3）, Makoto HARITANI 3）,
Ken-ichiro KAMEYAMA 1） & Kenji MURAKAMI 1）

Two different enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) and real time PCR were developed as the new 
diagnostic tests of Caprine arthritis-encephalitis virus (CAEV) infection.  The ELISAs used the whole virus (wCAEV) 
and recombinant protein of major core protein of CAEV (rPr55gag) as the antigen, and were designated wELISA and 
rELISA, respectively.  The performance of each ELISA was evaluated by the western blot analysis using wCAEV 
as antigen (wWB).  wELISA had substantially low sensitivity (80.4%) and specificity (78.0%) compared to wWB, and 
rELISA had lower sensitivity (78.2%) and specificity (61.1%) than wELISA.  The lack of adequate sensitivity and 
specificity for rELISA and wELISA suggests that these assays need considerable modification.  However, the WB 
used rPr55gag as antigen showed excellent agreement with wWB and that it can be used as a confirmatory test for 
the presence of anti-CAEV antibodies.  The monoclonal and polyclonal antibodies against wCAEV and rPr55gag were 
tested by indirect immunofluorescence assay (IFA) and immunoperoxidase technique.  The results of these assays 
suggested that the antibodies would be available for CAEV detection.  The real time PCR had similar sensitivity to the 
preexisting nested PCR.
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