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1．検査の概要 

 

ヨーネ病スクリーニング遺伝子検査法は、糞便中に含まれる PCR 阻害物質の影響で検査結果が

偽陰性となった場合に、インターナルコントロール（IC）の増幅を指標として確認することができ

る反応系となっている。リアルタイム PCR は蛍光色素（ResoLight）を用いたインターカレーション

法であり、DNA 産物の融解曲線解析により標的遺伝子および IC の増幅を確認する。IC を含む反応

系であるため、判定は陽性／陰性の定性判定とし、DNA 量の定量はできない。なお、PCR の標的遺

伝子はヨーネ菌 IS900 であるが、現行の確定診断法とは異なる位置にプライマーを設計している。 

また、スクリーニング遺伝子検査は、個体別の糞便だけでなく、複数の糞便をプールしたプール

糞便検体にも応用可能であり、効率的に牛群検査を行うことができる（図 1）。 

 

 

 

 
 

 

図 1．プール糞便を用いたヨーネ病スクリーニング遺伝子検査法の概要 

 
 

 

2．試薬・器具の準備 

 

試薬類 

1) ヨーネ菌 DNA 抽出キット「ヨーネスピン®ver2」（(株)ファスマック）：個別糞便用 

2) ヨーネ菌 DNA 抽出キット「ヨーネファース®」（共立製薬(株)）：個別糞便用 

3) ヨーネ菌 DNA 抽出キット「ヨーネ・ピュアスピン」（(株)ファスマック） 

：個別・プール糞便用 

4) ヨーネ病スクリーニング遺伝子検査キット「ヨーネプライマーセット RL」 

（(株)ファスマック） 

5) ResoLight PCR 用反応液「GeneAce RL qPCR Mix with UNG」（(株)ニッポンジーン） 

6) 滅菌生理食塩水 
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器具機材類 

1) リアルタイム PCR 装置 

 以下のリアルタイム PCR 装置について動作を確認している（表 1）。それ以外の機種について

は、参照陽性 DNA および陰性溶液（TE）を用いて、陽性および IC の解離温度を確認すること。 

 

 

表 1．リアルタイム PCR 装置およびソフトウェア 

 

メーカー名 機種名 備考 

アジレントテクノロジー Mx3000p  

アプライドバイオシステムズ 

ABI7300 手動解析のみ可能 

ABI7500/7500Fast 解析には Software v2.0 以上を用いる 

StepOnePlus  

QuantStudio 3/5  

タカラバイオ Dice TP800  

バイオラッドラボラトリーズ 

iQ5  

Chromo4  

CFX96  

ロシュ ダイアグノスティック 

LightCycler 480  

LightCycler 96  

LightCycler nano  

 

 

 2) 15 ml チューブ（プール検体作製用） 

 3) ビーズ式破砕装置 

 抽出キットにより使用可能装置および破砕条件が異なるので注意すること。 

・ミニビードビーター（和研薬株式会社）   

・マルチビーズショッカー（安井器械株式会社）  

・シェイクマスター（株バイオメディカルサイエンス）  

・シェイクマスターネオ（株バイオメディカルサイエンス） 

・マイクロスマッシュ（トミー精工）    

・ファーストプレップ（フナコシ）  

・プリセリーズ 24（エムエス機器株式会社） 

  ・その他、ビーズ式破砕機能を有する機器  

 4) 1.5 ml マイクロチューブ（DNA 低吸着チューブ） 

 5) ピペット、マイクロピペット、チップ（フィルター及び目盛り付き）等 

 6) PCR 用 96-well プレート及びキャップ（あるいはシール） 

 7) 遠心分離機（最高速度が 20,000×g 未満の機種については、最高速度で遠心分離を行い、遠

心時間は以下の式を参考に算出する） 

 

 

プロトコール指定の遠心加速度（×g）×プロトコール指定の遠心時間（分） 

遠心時間（分）＝ 

実際の遠心加速度（×g） 
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3．検査方法 

 

(1)プール糞便の作製および DNA 抽出 

 

「ヨーネ・ピュアスピン」を用いるプール糞便検体からの DNA 抽出 

 

1. 個体別に糞便およそ 1 g を 20 ml の滅菌蒸留水、あるいは滅菌生理食塩水で希釈し、激しく混
合攪拌した後、30 分間静置する（個別糞便懸濁液）。 

2. 1.で作製した個別糞便懸濁液上清のできるだけ上層部から 1.0 ml を採取し、新しい 15 ml チ
ューブへプールする（プール検体）。プール数は 10 検体までとする。 

3. 遠心（900×g、30 分間、室温）し、上清を 1.5 ml 残して除去した後、沈渣を残した上清で再
懸濁する。 

4. 2.0 ml チューブ（ビーズチューブ）に 3.の懸濁液を全量移し、遠心（20,000×g、5 分間、室
温）した後、上清を除去する。 

5. 400 l の抽出液①-A を添加する。 

6. ビーズ式破砕機に 5.のチューブをセットし、良く破砕する（破砕条件は下記の付記１参照）。 

7. 遠心（20,000×g、5 分間、室温）し、上清を新しい 1.5 ml チューブへ移す。この際、多少ビ
ーズを吸っても構わないので、上清はできるだけ多く回収する。 

8. 200 l の抽出液①-B を添加し、よく混和する。 

9. 75 l の抽出液②を添加し、直ちに 10～12 回チューブを転倒し、よく混和する。 

10. 遠心（20,000×g、10 分間、室温）する。 

11. 上清 500 l を新しい 1.5 ml チューブに移す。 

12. 400 l の吸着液③を添加し、よく混和する（ピペッティングあるいは転倒混和後スピンダウ 

ン）。 

13. 12.の混合液 900 l をスピンカラムに移し、遠心（13,000×g、60 秒間、室温）する。 

その後、スピンカラムを新しいコレクションチューブにセットする。 

14. 600 l の洗浄液④を 13.で使用したスピンカラムに添加した後、遠心（13,000×g、60 秒間、 

室温）する。 

注）遠心後、洗浄液④がカラム内に残っている場合は、再遠心して完全に除去する。 

15. スピンカラムを新しい 1.5 ml チューブにセットする。 

16. 50 l の溶出液⑤をスピンカラムに滴下した後、3 分間室温で静置する。 

17. 遠心（13,000×g、60 秒間、室温）し、濾液を回収する。 

 

注）抽出液①-B および吸着液③については、あらかじめチューブに分注しておくことも可能 

 

 

（付記 1．）ビーズ式破砕装置及び処理時間： 

・マルチビーズショッカー 4,000 rpm    2 分 

・シェイクマスターネオ 1,500 rpm    15 分 

・マイクロスマッシュ 4,600 rpm    3 分 

・ファーストプレップ  6 m/sec    90 秒（45 秒×2） 

 

 

 

(2)個別糞便からの DNA 抽出 

 

個別糞便の場合は、DNA 抽出キットとして「ヨーネスピン®ver2」、「ヨーネファース®」、「ヨー
ネ・ピュアスピン」が使用可能である。各キットの操作方法については、添付の取扱説明書ならび
にヨーネ病検査マニュアルを参照する。 

なお、個別糞便懸濁液は、プール糞便用に(1)-1.で作製したものを使用してもよい。その場合、懸
濁液は 4℃で保存（2 週間以内）し、DNA 抽出操作の直前に vortex 等で攪拌後 30 分間静置してか
ら上清を採取する。長期保存の場合は、(1)-1.で作製した糞便懸濁液の上清を採取して-20℃で保存
する。 

 

注）4℃に保存した糞便懸濁液は、培養検査には使用できない。 
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(3) リアルタイム PCR 検査（スクリーニング PCR） 

 

 1) 反応液の調製 

① 1 サンプルあたり以下のように反応液を調製する。 

 

 核酸増幅試薬（2×GeneAce RL qPCR Mix） 25.0 l 

 プライマー（IS900-3） 1.0 l 

 プライマー（IS900-32） 1.0 l 

 インターナルコントロール（3-32 IC） 1.0 l 

 ウラシル‐N‐グリコシラーゼ (UNG) 0.5 l 

 リボヌクレアーゼフリー水  16.5 l 

 合計 45.0 l 

 

② 反応液を 1 well あたり 45 l ずつ分注し、そこへ糞便抽出 DNA 液 5 l を添加してマイクロ

ピペットでよく攪拌する（50 l / well）。 

③ 2 種類の添付指示陽性 DNA（強陽性(SPC)および弱陽性(WPC)）、および陰性溶液（TE）各

5 l を反応液に添加し、よく攪拌する。 

④ キャップ、あるいはシールを用いて密封した後、ヨーネ菌遺伝子の増幅を行う。 

 

 2）反応条件 

リアルタイム PCR 装置を用いて、PCR 条件を以下のように設定する。蛍光色素は SYBR green 

I あるいは FAM を選択する。融解曲線解析は使用機種の自動設定とする。 

 

50℃ 2 分 

↓ 

95℃ 10 分 

↓ 

95℃ 30 秒 

↓↑        45 サイクル 

68℃ 1 分 

↓ 

60℃ 

↓ 融解曲線解析 

98℃ 

 

 3）試験成立条件 

試験成立条件は以下のとおりとする。 

①指示陽性 DNA（強陽性）：反応液の蛍光強度が上昇し、融解曲線解析において陽性の解離温度

の範囲内にピークを認める。 

②指示陽性 DNA（弱陽性）：反応液の蛍光強度が上昇し、融解曲線解析において陽性および IC

の解離温度の範囲内に二峰性のピークを認める。 

③陰性溶液（TE）：反応液の蛍光強度が上昇し、融解曲線解析において IC の解離温度の範囲内

にピークを認め、かつ陽性ピークを認めない。 

 

 リアルタイム PCR 終了後の解析は、基本的に使用機種の自動設定で行う。ただし、アプライ

ドバイオシステムズのリアルタイム PCR 装置を使用するときは、パッシブリファレンスダイを

（none）とし、ROX による補正を行わない設定で解析する。また、リアルタイム PCR の機種に

よっては複数の解離温度を自動検出できないものがあり、手動での解析が必要となる（別紙参照）。 

各リアルタイム PCR 装置における解離温度については表 2を参照すること。また、参考とし

て、典型的な融解曲線解析のグラフを下図に示す（図 2）。 
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図 2．融解曲線解析のグラフと判定 

 

 

 4）判定方法 

陽性：反応液の蛍光強度が上昇し、融解曲線解析において陽性の解離温度の範囲内にピークを

認める。 

陰性：反応液の蛍光強度が上昇し、融解曲線解析において IC の解離温度の範囲内にピークを認

め、かつ陽性ピークを認めない。 

判定不能：蛍光強度の上昇を認めない。蛍光強度の上昇が認められた場合も、融解曲線解析に

おけるピークが所定の解離温度の範囲外である検体は判定不能とする。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

強陽性 

弱陽性 

陰性対照 

ICピーク 陽性ピーク 

－         ＋   陽性 

＋         ＋   陽性 

＋         －   陰性 

－         －   判定不能 

判定 
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表 2．各リアルタイム PCR 装置における解離温度（参考値） 

 

メーカー名 機種名 IC の解離温度 陽性の解離温度 

アジレントテクノロジー Mx3000p 84.5℃±1.5℃ 90.0℃±1.5℃ 

アプライドバイオシステムズ 

ABI7300 83.0℃±1.5℃ 89.0℃±1.5℃ 

ABI7500/7500Fast 83.0℃±1.5℃ 88.5℃±1.5℃ 

StepOnePlus 83.0℃±1.5℃ 89.0℃±1.5℃ 

QuantStudio 3/5 83.0℃±1.5℃ 89.5℃±1.5℃ 

タカラバイオ Dice TP800 83.0℃±1.5℃ 89.0℃±1.5℃ 

バイオラッドラボラトリーズ 

iQ5 83.0℃±1.5℃ 89.0℃±1.5℃ 

Chromo4 82.0℃±1.5℃ 88.0℃±1.5℃ 

CFX96 82.0℃±1.5℃ 88.0℃±1.5℃ 

ロシュ ダイアグノスティッ

ク 

LightCycler 480 85.5℃±1.5℃ 91.5℃±1.5℃ 

LightCycler 96 85.5℃±1.5℃ 91.0℃±1.5℃ 

LightCycler nano 83.5℃±1.5℃ 89.0℃±1.5℃ 

 

上記以外のリアルタイム PCR 装置を使用する場合、指示陽性 DNA および陰性溶液（TE）を用い

て、陽性および IC の解離温度を確認する。 

 

 

 

 

参考文献： 
Mita A, Mori Y, Nakagawa T, Tasaki T, Utiyama K, Mori H. (2016). Comparison of fecal pooling methods 

and DNA extraction kits for the detection of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis. Microbiology 

open Feb;5(1):134-142. 
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（別紙） 

 

融解曲線解析で複数の解離温度を自動検出できない機種における手動解析方法 

 

 

（例：ABI7300） 

融解曲線解析の生データをエクセル等で解析（グラフ化）し、陽性および IC の解離温度をそれ

ぞれ求める。 

 

File → Export → Dissociation → Raw & Derivative Data → 保存（.csv 形式）  

 

→ エクセルでファイルを開く → 全 Derivative Data をプロットし融解曲線グラフを描画する  

 

→ 表からピークの解離温度を求める 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

83.3℃ 

89.2℃ 


