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Dembo (Detection of microbes from bovine diseases)
-PCR:  Primer/Probe/Positive Control Set

【Ⅰ -1】背景

　牛の下痢症、呼吸器疾病、流産は主要な感染性疾患として牛畜産業に甚大な経済的損失をもたらします [1,2,3]。牛の下痢症は

牛乳の生産量などを減少させます。特に、子牛は下痢の影響を強く受け、栄養失調と脱水のために死亡し、米国では死亡し

た離乳子牛の約 57％が下痢によることが報告されています [4]。同じく米国において、呼吸器疾病の罹患率は全ての肥育牛の

70 ～ 80％であり、全ての牛の死亡原因の 40 ～ 50％に達しています [3]。また後期流産のコストは一件あたり 500 ～ 900 US

ドルと推定されます [5]。これらの経済的損失については日本を含む全世界で同様の傾向がみられます。主要な感染性疾病の原

因微生物を網羅的に特定する検出法は構築されていませんでしたが、近年、東京農工大学農学部附属国際家畜感染症防疫研

究教育センター 水谷哲也教授のグループにより

（1）	 下痢症の原因となる 16 種類のウイルス・細菌・原虫 :

Bovine viral diarrhea virus, Bovine Enterovirus, Rotavirus A, Rotavirus B, Rotavirus C, Bovine torovirus, Mammalian 

orthreovirus, Bovine leukemia virus, Bovine herpesvirus 1, Bovine Adenovirus 4-7, Pan-Salmonella , Mycobacterium avium 
subsp. Paratuberuclosis, Clostridium perfringens, Enterotoxigenic Escherichia coli, Eimeria zuernii, Eimeria bovis

（2）	 呼吸器疾病の原因となる 13 種類のウイルス・細菌・原虫 :

Bovine coronavirus, Bovine parainfluenza virus 3, Bovine respiratory syncytial virus, Influenza D virus, Bovine rhinitis A 

virus, Bovine rhinitis B virus, Bovine adenovirus-3, Mannheimia haemolytica , Pasteurella multocida, Histophilus somni, 
Trueperella pyogenes , Mycoplasma bovis, Ureaplasma diversum

（3）	 流産誘発の原因となる 16 種類のウイルス・細菌・原虫 :

Bluetongue virus, Akabane virus, Chuzan virus, Aino virus, Ibaraki virus, Simbu group, Chlamydia abortus , Neospora 
caninum , Campylobacter fetus subsp. Venerealis , Toxoplasma gondii, Sarcocystis cruzi , Brucella abortus, Tritrichomonas 
foetus , Listeria monocytogenes, Pan-Aspergillus , Leptospira

* 本品は東京農工大学農学部附属国際家畜感染症防疫研究教育センター 水谷哲也教授の技術指導の下に製品化されました

を同一反応条件で簡便に検出できるリアルタイム PCR の検出系を開発しました [4,6,7]。

本製品は上記の合計 45 種類の牛感染性疾病病原体のうち、患畜における病原体の把握が特に重要と考えられる 18 種類をそ

れぞれ特異的かつ定量的に検出可能なリアルタイム PCR 用のプライマー / プローブ / 陽性コントロールのセットです。
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　本製品は、リアルタイム PCR 装置を用いてウシ下痢症、呼吸器疾病、流産誘発の病原体由来核酸を検出するために必要な

プライマー / プローブおよび陽性コントロールからなるセットです。検出は、PCR の伸長反応の際に Taq DNA polymerase の

5’ → 3’ エキソヌクレアーゼにより鋳型にハイブリダイズした加水分解プローブ ( いわゆる TaqMan プローブ ) が分解され、解

離した標識物質である FAM の蛍光によりおこなわれます。プライマー / プローブの優れた配列デザインにより、各病原体由

来核酸を特異的に検出可能であるとともに日本国内で見られる主要な病原体サブタイプは網羅的に検出することができます。

すべてのセットは少なくとも 10 コピーの対象病原体核酸を検出可能であることが確認されています。

　

　対象病原体名、検出核酸タイプ、ターゲット領域および参照文献は下表のとおりです。

【Ⅰ -2】製品の特長

メーカー略号：CSR

Cat. No. 疾病タイプ 病原体名 検出核酸タイプ ターゲット領域 Reference No.

DEMBO-P01 下痢 Bovine viral diarrhea virus RNA 5' UTR 8

DEMBO-P02 下痢 Pan-Salmonella DNA InvA 9

DEMBO-P03 下痢
Mycobacterium avium  subsp. 

Paratuberuclosis
DNA IS900 10

DEMBO-P18 呼吸器 Bovine coronavirus RNA Nucleocapsid 6

DEMBO-P04 呼吸器 Bovine parainfluenza virus 3 RNA M protein 11

DEMBO-P05 呼吸器 Bovine respiratory syncytial virus RNA Nucleocapsid 12

DEMBO-P06 呼吸器 Mannheimia haemolytica DNA sodA 6

DEMBO-P07 呼吸器 Pasteurella multocida DNA kmt-1 6

DEMBO-P08 呼吸器 Mycoplasma bovis DNA oppD 13

DEMBO-P09 呼吸器 Ureaplasma diversum DNA 16S rRNA 14

DEMBO-P10 流産誘発 Akabane virus RNA S segment 15

DEMBO-P11 流産誘発 Chuzan virus RNA VP7 7

DEMBO-P12 流産誘発 Aino virus RNA M polyprotein 7

DEMBO-P13 流産誘発 Ibaraki virus RNA Vp3 7

DEMBO-P14 流産誘発 Neospora caninum DNA NC5 7

DEMBO-P15 流産誘発 Listeria monocytogenes DNA iap 16

DEMBO-P16 流産誘発 Pan-Aspergillus DNA 18S rRNA 17

DEMBO-P17 流産誘発 Leptospira DNA lipL32 18
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【Ⅰ -3】製品構成品　(Cat. No. DEMBO-P01~P18　共通 )
保存温度：-20℃
[20ul 反応系、100 反応分 ]

内容 容量 仕様

Primer/Probe mix 40µL 10µM each mixture ( 反応終濃度 0.2µM each)

Positive control template DNA 10µL 1 X 107 コピー /µL

* 融解後、数日で使い切らない場合は適量に小分けの上、-20℃で保存してください。

* Primer/Probe mix は蛍光標識プローブを含みますので遮光に留意してください。

* 開封後は Positive control による汚染を避けるため、別な箱での保管を推奨します。

【 II 】本製品以外に必要な主な試薬・機器類

 [ 試薬 ]
	■ 核酸抽出試薬 ( 推奨 )

・High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics) 下痢・呼吸器 ( 鼻腔拭い液試料 )・流産 / ウイルス核酸用

・QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)　下痢・流産 / 細菌・プロトゾア核酸用

・QIAamp UCP Pathogen Mini Kit (Qiagen)　呼吸器 ( 鼻腔拭い液試料 ) / 細菌・プロトゾア核酸用

・QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)　呼吸器 ( 臨床試料 ) / ウイルス核酸用

・QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)　 呼吸器 ( 臨床試料 ) / 細菌・プロトゾア核酸

	■ 酵素類 ( 動作確認済み、推奨 )

・One step PrimeScript RT-PCR Kit (Perfect Real time) (TaKaRa Bio)　RNA ウイルス用

・TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermo Fisher Scientific)　RNA ウイルス用

・Premix Ex Taq (Perfect Real time) (TaKaRa Bio)　DNA ウイルス・細菌・プロトゾア用

・TaqMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific)　DNA ウイルス・細菌・プロトゾア用

 [ 器具 ]

・マイクロピペット (200µL ～ 2µL)

・マイクロピペット用フィルター付チップ

・マイクロチューブ (2mL ～ 0.5mL)

・96 ウェル PCR プレート / PCR チューブ

 [ 機器 ]

	■ リアルタイム PCR 装置 ( 動作確認済み )

・QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

・LightCycler 480 II (Roche Diagnostics)

・LightCycler Nano (Roche Diagnostics)
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（1）	 Primer/Probe mix および Positive control template DNA を分注する際は必ず新しいディスポーザブルチップを用い、コ

ンタミネーションを避けてください。

（2）	 同じくコンタミネーション防止の点から、検体からのサンプルの調製と反応液の調製は別のエリアでおこなうことを推奨

します。また汚染のリスクが非常に高くなりますので、反応後の増幅産物を同じエリアで扱わないようにしてください。

（3）	 検体からの核酸の抽出、PCR 反応液の調製に関してはそれぞれの試薬の取扱説明書に従ってください。

（4）	 リアルタイム PCR 装置の取扱いは、それぞれの装置の取扱説明書に従ってください。

【 III 】操作上の注意

【 IV 】操作

【IV-1】サンプルの調製

　本製品のうちのいくつかのセットは RNA サンプル用のものです。逆転写による cDNA 合成において良好な結果を得るため

には外部からの RNase の混入を避ける必要があります。試験操作は清潔なディスポーザブルグローブを着用し、実験器具に

関しては可能な限りディスポーザブルのプラスチック製品を使用してください。実験台、実験器具の RNase 除去には RNase 

DNase Away Solution ( 製品番号 : GD0339-500) 等 RNase 除去試薬の使用をおすすめします。

　以下、検体からの鋳型核酸調製例を示します。

[ 下痢症セット（P01~P03）、流産誘発セット（P10~P17）：糞便検体］

牛の糞便検体 ( 被検牛個体由来およびコントロールとなる健常牛個体由来 ) を採取し、糞便の重量比率 10% となるように
PBS(-) で懸濁する
検出対象がウイルスの場合は　　~　　、細菌およびプロトゾアの場合は　　~　　へ

　　の 10% 糞便懸濁液から 200µL をマイクロチューブへ分取し、卓上型遠心分離機で 10,000rpm、15 分間遠心、上清の全
量を High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics) による核酸抽出に供する

抽出は High Pure Viral Nucleic Acid Kit のプロトコルにしたがっておこない、最終的な溶出バッファーの液量は 50µL とする

　　の 10% 糞便懸濁液から 200µL をマイクロチューブへ分取し、QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) による核酸抽出
に供する

抽出は QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit の「Isolation of DNA from Stool for Pathogen Detection」プロトコルにしたがってお
こない、最終的な溶出バッファーの液量は 200µL とする
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[ 呼吸器疾病セット（P04~P09、P18）: 鼻腔拭い液検体 ]

牛の鼻腔拭い液検体（被検牛個体由来およびコントロールとなる健常牛個体由来）を採取し、PBS へ懸濁、懸濁液 1mL をマ
イクロチューブへ分取、卓上遠心分離機で 14,000g、5 分間遠心する
検出対象がウイルスの場合は　　~　　、細菌およびプロトゾアの場合は　　~　　へ

　　の検体上清から 200µL を High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics) による核酸抽出に供する
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抽出は High Pure Viral Nucleic Acid Kit のプロトコルにしたがっておこない、最終的な溶出バッファーの液量は 25µL とする

抽 出 は QIAamp UCP Pathogen Mini Kit の「Pretreatment of Microbial DNA from Biological Fluids or Cultures (up to 2 x 109 

Bacterial or 5 x 107 Yeast Cells) (Protocol without Pre-lysis)」プロトコルにしたがっておこない、最終的な溶出バッファーの液
量は 50µL とする

の検体上清を除去し、沈殿物を QIAamp UCP Pathogen Mini Kit (Qiagen) による核酸抽出に供する
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【IV-2】リアルタイム PCR 反応液の調製と反応

　製品に含まれる Positive control template DNA 溶液 1µL を nuclease free H2O 99µL に添加し、1X105 コピー /µL 濃度の溶液

100µL を調製する。この 1X105 コピー /µL 溶液 10µL に nuclease free H2O 90µL を加え (10 倍希釈 )、1X104 コピー /µL 溶液

を調製する。同様の操作で 10 倍希釈溶液の調製を繰り返し、1X103 コピー /µL、1X102 コピー /µL、1X101 コピー /µL、0 コピー

/µL(nuclease free H2O) の標準液を準備する。

　上記で調製した各濃度の標準液を【IV-1】で調製した健常牛由来の核酸サンプル ( 健常牛由来サンプルの用意がない場合は

nuclease free H2O) を等量混合し、検量線作成用の陽性コントロール溶液と陰性コントロール溶液とする。

* コントロール溶液は 2µL/ 反応使用しますので、n=2 で試験する場合は最低 4µL 必要です。調製量は必要に応じて調整して

ください。

　以下、本製品の RNA 用検出セットと One step PrimeScript RT-PCR Kit (Perfect Real time) (TaKaRa Bio) を用いた実施例、

DNA 用検出セットと Premix Ex Taq (Perfect Real time) (TaKaRa Bio) を用いた実施例を示します。

* 反応液は必要な反応数分を Master Mix ( バッファー、nuclease free H2O、Probe/Primer mix、酵素の混液 ) としてまとめて

調製することを推奨します。ピペッティング、分注などの操作を減らすことで実験間のばらつきを防ぐことができます。

（1）	 下記に示す反応液を氷上で調製する
鋳型核酸溶液 ( 抽出核酸液またはコントロール標準溶液 ) 以外の Master mix を調製し、PCR プレートのウェルに 18µL
ずつ分注する

[RNA 用検出セット ]

[DNA 用検出セット ]

試薬 内容 最終濃度

2 X One step RT-PCR Buffer III 10  µL 1 X

Takara Ex Taq HS (5U/µL) 0.4 µL

PrimeScript RT enzyme Mix II 0.4 µL

Probe/Primer mix 0.4 µL 0.2µM each

Nuclease Free H2O 6.8 µL

Total 18  µL

試薬 内容 最終濃度

Premix Ex Taq (2X)  10 µL 1 X

Probe/Primer mix 0.4 µL 0.2µM each

Nuclease Free H2O 7.6 µL

Total  18 µL
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（2）	  各ウェルに該当する鋳型核酸溶液を 2µL 分注する＊

プレートをシール後、プレートシェイカー等で軽く混和、スピンダウンをおこなってリアルタイム PCR 装置にセットし、
下記の温度条件で反応を開始する

  * 抽出核酸液の添加量を変更する場合は、最終液量が変わらないように希釈の変更や nuclease free H2O 量の増減をおこ 
     なってください

（3）	 反応終了後、陰性コントロールで増幅曲線が立ち上がっていないことを確認する
陽性コントロールの結果をもとに検量線を作成し、検体サンプルにおける病原体核酸量を判断する

温度 時間

45℃    5 min

95℃ 30 sec

95℃ 10 sec

55℃ 20 sec 40 cycles

72℃ 20 sec
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