
北海道医療大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３０１１０

基盤研究(C)（一般）

2019～2016

地方病性牛白血病制御のための開発研究～予後診断法の改良とワクチン開発～

Developmental study for the control of enzootic bovine leukosis~Improvement of 
prognosis method and development of vaccine~

９０１６０６６３研究者番号：

岡崎　克則（OKAZAKI, Katsunori）

研究期間：

１６Ｋ０８０６０

年 月 日現在  ２   ７   ３

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：地方病性牛白血病の病因である牛白血病ウイルスのTax蛋白質223番アミノ酸がProで
ある晩発(P)型ウイルス感染牛と同アミノ酸がLeuであるL型ウイルス感染牛では、血中ウイルスコピー数に有意
差はなかったが、後者では生後間もなくに高値を示す個体が認められた。感染拡大及び発症を制御するため、こ
れらの優先的な淘汰が重要である。Tax発現細胞が血管内皮誘引因子アネキシンA3を大量に産生することを示
し、これに対する単クローン性抗体を作出した。新たな予後診断法として、これらを用いたサンドイッチELISA
を確立した。ワクチンシーズを得るため、P型ウイルスの感染性クローンを樹立した。

研究成果の概要（英文）：Bovine leukemia virus is a causative agent of enzootic bovine leukosis 
EBL). Cattle infected with the virus carrying Tax with Pro at aa233 (P-type virus) has prolonged 
incubation time for developing tumors, comparing to the animal infected with the virus carrying Leu 
(L-type virus). In this study, no difference of provirus load in blood was observed between the 
animals infected with P-type virus and those with L-type virus. However, some of the latter 
exhibited extremely higher load in neonatal period, suggesting that they should develop tumors. It 
order to control EBL, it is important to preferentially slaughter such animals. Tax-expressing cells
 were found to produce annexin A3, which attracts vascular endotherial cells. Monoclonal antibodeis 
against bovine annexin A3 were prepared to be used in pregnosis for the virus-infected animals. We 
also prepared infectious clones of P-type virus to provide novel vaccine seeds.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、国内の地方病性牛白血病症例数は急増している。経済的損失が大きく、その制御が急務であるが、原因ウ
イルス感染後の発症メカニズムは未解明である。本研究では、TaxによるアネキシンA3の産生誘導が白血病の発
症に重要な役割を果たすことを示した。また、血中アネキシンA3濃度の測定を可能にするサンドイッチELISAは
予後診断法として極めて有用である。L型ウイルス感染高コピー牛の優先淘汰によってEBL防除のみならず感染拡
大が抑制される。さらに、P型ウイルスを基礎とする生ワクチンは、少なくともEBLの発症を遅延させることが期
待できるため、経済損失の回避には有用と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９‐１、Ｚ‐１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 家畜の届出伝染病である牛白血病は牛白血病ウイルス(BLV)を病因とする地方病型(EBL)
と原因不明の散発型に大別されるが、その大部分は EBL が占める。ウイルス感染牛の多くは
無症状であり、約 3割がリンパ球増多症を呈する。さらに、感染牛全体の 2~3％が 5~7歳を
ピークとして B細胞性の白血病を発症し、諸臓器にリンパ肉腫を形成する。日本の症例の現状
は 7割近くが食肉検査時の摘発例であり、この場合は全廃棄処分となるため経済的な被害が大
きい。 
(2) EBLに対する有効なワクチンは存在しないが、デンマーク、ドイツなどのヨーロッパ諸国
では、抗体調査に基づく感染牛の摘発・淘汰によって BLV の清浄化に成功した。一方、我が
国における牛白血病の報告数は平成 10 年の 96 頭から平成 27 年の 2869 頭と急激に増加して
いた。さらに、平成 21~23 年度に実施された全国調査の結果、抗体陽性率は 6 ヶ月齢以上の
乳用牛で 40.9%、肉用繁殖牛で 28.7%を示し、BLVが国内にまん延していることが明らかとな
っている。そのため、ウイルス感染牛の淘汰による BLV の清浄化は困難になりつつあり、新
たな対策の構築が急務となっていた。 
(3) 平成 24~27 年度の科学研究費補助金事業によって、①BLV はウイルス転写活性化因子で
ある Tax の 233番アミノ酸によって L 型と P 型に大別されること、②P 型ウイルス感染牛の
EBL 発症月齢は L 型ウイルスのそれに比べ有意に高いこと、③L 型 Tax を発現するラット線
維芽細胞はP型Tax発現細胞に比べヌードマウス皮下に有意に大きな腫瘍を形成することを示
した。 
 
２．研究の目的 
(1) BLVによる白血病発症機構を明らかにする。 
(2) 食肉検査における摘発を防止するため、BLV 感染牛の EBL 発症前出荷を可能とする簡便
な感予後診断法を確立する。 
(3) EBLの発症予防あるいは発症遅延を目的としたワクチンを開発する。 
(4) EBL発生制御ための飼養管理方法を策定する。 
 
３．研究の方法 
(1) 疫学調査：2016 年~2019 年、北海道内の 15 農場において 4393 個体のウシから採血し、
血清および全血総 DNAを得た。血清を抗 BLV抗体検出キット(Takara)に供し、陽性検体の末
梢血ウイルスコピー数をリアルタイム PCR (Takara)により測定した。さらに、Inoue et al.の
方法 [1]に従いウイルス DNA陽性検体の Tax型を判別した。  
(2) Tax発現細胞培養上清の血管新生誘導能評価：L-Taxおよび P-Tax持続発現 Rat-1細胞[1]
ならびに pcDNA3.1(+) (Invitrogen)によりG417耐性を獲得した対照 Rat-1細胞を 80％コンフ
ルエントになるまで培養し、PBS で洗浄後、無血清培地に交換した。37℃48 時間培養して得
たコンディションドメディウム(CM)にヒト臍帯静脈血管内脾細胞(HUVEC)を懸濁し、µ-Slide 
Angiogenesis (ibidi)内のMatrigel (BD Biosciences) 上に播種した。20時間培養後、ゲル上に
形成されたチューブの長さを Image-Jにより計測した。 
(3) Tax 発現細胞培養上清の血管内皮細胞誘引能評価：HUVEC を m-Slide Chemotaxis 3D 
(ibidi)の観察領域に付着させ、第 1槽に L-Tax発現細胞、P-Tax発現細胞あるいは対照細胞 CM
を、第２槽に未処理培養液を満たした。37℃で細胞の位置を 1時間毎記録した（10回）。 
(4) Tax発現細胞培養上清のマススペクトロメーター解析：L-Tax発現細胞、P-Tax発現細胞あ
るいは対照細胞 CM を分画分子量 3000 の限外濾過によって濃縮した。還元、アルキル化、ト
リプシン消化後、iTRAQ試薬で標識し、LC-MS/MS解析に供した。還元~LC-MS/MS解析は
アプロサイエンスに委託した。 
(5) ウシアネキシン A3 の精製：化学合成したウシアネキシン A3 遺伝子（ファスマック）を
pCold ProS2 (Takara)にクローニングし、大腸菌を形質転換した。OD600=0.2まで培養後、15℃
に移し、１mM IPTG存在下 24時間震盪した。集菌し、溶菌後の遠心上清をヒスチジンカラム
にに添加した。500mM NaCl、20mMイミダゾールで洗浄後、500mM NaCl、500mmMイミ
ダゾールで溶出した。分画分子量 10000 の限外濾過による脱塩・濃縮後、HCV 3C protease 
(Takara)を加え、His-ProS2-タグを除去した。タグ混合物をヒスチジンカラムに添加して素通
り画分を得、精製アネキシン A3とした。 
(6) モノクローナル抗体の作出：精製アネキシン A3を Freund の完全アジュバントと混合後、
2週間隔で 2度 Balb/cマウスの筋肉内に投与した。さらに 2週後、アネキシン A3のみを静脈
内に投与し、3 日後に脾臓を摘出した。マウス骨髄腫由来 SP2/O 細胞と融合させ、HAT 培地
で選択してハイブリドーマを得た。ハイブリドーマ培養上清をタグ付きアネキシン A3 を抗原
とした ELISAに供し、抗体のスクリーニングを行った。 
(7) 交差結合競合試験：モノクローナル抗体産生ハイブリドーマ培養上清からプロテイン Gを
用いて IgGを精製し、Peroxidase Labeling Kit-NH2 (Dojindo)により HRPで標識した。上述
の ELISA に 2 倍階段希釈したハイブリドーマ培養上清を反応させた後、一定濃度の標識抗体
を反応させ、洗浄後、基質を加えた。競合％は 100ｘ(標識抗体のみの吸光度 - 競合抗体存在
下の吸光度)/ (標識抗体のみの吸光度 - 抗原なし時の標識抗体のみの吸光度)により求めた。 
(8) BLV 感染性クローンおよびウイルス持続産生細胞の作出：白血病肉腫検体から抽出した



DNAを鋳型とし、Murakami et al.の方法[2]に準じて BLVプロウイルス全長をクローニング
した。即ち、プライマー対 5'-GATATCTAGAGAATTTGTATGAAAGATCATGCCG-3'/ 
5'-ATATCAAGCTTGAATCCGGTTAGGAATAGGTCGAT-3'および 5'-GATATCTAGAGAA 
TTAGGGCGGAGAAACACCCAAGGGCTCTGAT-3'/5'-ATATCAAGCTTGAATTGTTTGCC
GGTCTCTCCT-3'を用いた PCR により各々BLV-F 断片および BLV-L 断片を得、In-Fusion 
HD cloning kit (Takara)を用いて pSMART-LCAmp (Lucigen)にクローニングした。両プラス
ミドを制限酵素 PvuIで消化し、各々に由来する 8.6kb断片と 2.1kb断片を連結して BLVプロ
ウイルス全長を含む感染性クローン pSMART-BLV を得、塩基配列を確認した。ついで、
pcDNA3.1(+)を鋳型に PCRで増幅した Neo耐性遺伝子を pSMART-BLVの SwaI切断部位に
挿入して pSMART-BLV-NeoRを得た。これをリポフェクトアミン 3000 (Invitrogen)によりブ
タ腎由来 CPK細胞に導入し、G418添加培地で薬剤耐性細胞を選択、クローニングした。 
 
４．研究成果 
(1) 疫学調査：2016年~2019年、北海道内の 15農場において採取された 4393個体のウシ血
液中 1442 検体（32.8％）に BLV 遺伝子が検出された。これらについて Tax タンパク質のア
ミノ酸型別を行ったところ、1321検体（91.7%）が L型であり、51検体（3.5%）が P型であ
った。黒毛和種 1 検体からは両型のウイルスが検出された。一方、69 検体（4.8％）は型別不
能であった。交雑種、肉専用種およびジャージーから検出されたウイルスは全てL型であった。
ホルスタイン 2検体から P型ウイルスが検出された（0.2％）。黒毛和種から検出された 462検
体では 49 検体（10.6％）が P 型であった。また、P 型はあり、それらは黒毛和種専門の牧場
でのみ検出された（表 1）。一方、ホルスタインおよび交雑種と一緒に飼養されていた黒毛和種
のウイルスは全て L型であった。また、異なる Taxタンパク質のアミノ酸型間において、BLV
に感染した黒毛和種の月齢とウイルスコピー数の分布を比較したところ、L 型ウイルス感染で
は極端に末梢血ウイルスコピー数の高い若齢個体が存在することが示された(図 1)。 
 
表 1. 牛種別のアミノ酸型別 

 L 型（％） P 型（％） 不明（％） 計（％） 

ホルスタイン  805（97.0）     2（0）   23（2.8）  830（100） 

交雑種・他  144（96.0）     0（0）    6（4.0）  150（100） 

黒毛和種  372（80.7）    49（10.6）   40（8.7）  461* (100） 

計 1321（91.7）    51（3.5）   69（4.8） 1441* (100) 

*他に L/P 両型に感染した 1 個体あり 
 

 
図 1. 黒毛和種の月齢とプロウイルスコピー数 

左パネル（赤）は L 型ウイルス感染牛、右パネル（青）は P 型ウイルス感染牛の成績を示す。
箱（着色部）の上端は第３四分位点、下端は第１四分位点、内部の直線は中央値、斜線部は
平均値の 95％信頼区間を示す。また、ヒゲの上端は最大値また第３四分位点に四分位範囲の
1.5 倍を加えた値を示し、後者を上回るものを外れ値（x）とした。 
 
(2) Tax発現細胞培養上清の血管新生誘導能および血管内皮細胞誘引能：L型 Tax発現ラット
線維芽細胞は、P型 Tax発現細胞および対照細胞に比べヌードマウス皮下に有意に大きな腫瘍
を形成したことから、HUVECを用いたチューブ形成試験に各々の培養上清(CM)を供し、血管
新生誘導能を調べた。その結果、HUVECはいずれの CM中においても網状のチューブを形成
したが、未処理培養液中ではほとんどチューブを形成しなかった（図２A）。さらにチューブ長
を計測したところ、3種の CM間では有意差は認められなかった（図 2B）。これらの成績から、

 



両 Tax発現細胞間のみならず対照のラット線維芽細胞も血管新生誘導因子を分泌し、その能力
には有意差がないことがわかった。 
 ついで、各 CMの血管内皮細胞誘引能を調べるため HUVECを標的とした走化性試験を行っ
た。図 3 に示すように、L型 Tax 発現細胞 CM に対しては 32 細胞中 21 細胞（65.5％）が正
の走化性を示したのに対し、P 型 Tax 発現細胞および対照細胞のそれに対しては各々14/35 
(40.0%) および 22 /41 (53.7%)であった。L型 Taxと P型 Tax間では Fisherの正確確率検定
で有意差が認められた（p<0.05）。したがって、少なくとも L型 Tax発現細胞は HUVECに
対する誘引物質を培養液中に放出していることが示唆された。 

 
 

 
図 2. Tax 発現細胞培養上清の  図 3. Tax 発現細胞培養上清の HUVEC に対する走化性試験 
 HUVEC チューブ形成誘導能 
 
(3) Tax 発現細胞 CM に含まれるタンパク質の相対定量：Tax 発現細胞が産生する HUVEC 誘引
物質を同定するため、Lおよび P型 Tax発現細胞ならびに対照細胞の CMを濃縮し、トリプシ
ン消化後、iTRAQ試薬で標識して LS/MS/MS解析に供した。その結果、各細胞の CM中には各々
2442 種（L 型 Tax 発現細胞）、2440 種（P 型 Tax 発現細胞）および 2452 種（対照細胞）のラ
ットタンパク質が検出された。L型 Tax 発現細胞 CMのみに HUVEC誘引作用が認められたこ
とから、L型 Tax発現細胞と他の 2細胞間で CM中のタンパク質濃度を比較した。その結果、
血管内皮細胞誘引活性の知られるアネキシン A3[3]が L型 Tax発現細胞 CMで P型 Tax発現細胞
および対照細胞 CMの各々12.２倍および 6.2倍濃度で検出されたことから、L型 Tax発現細胞
が分泌する HUVEC 誘引物質はアネキシン A3 であることが
示唆された。また、calcium homeostasis modulator protein 5およ
び dmX-like protein 1 isoform X2は L型 Tax発現細胞 CMにの
み含まれることがわかった。その他、plasminogen activator 
inhibitor 2 type Aおよび extracellular matrix protein 1 precursor
を含む 24 種のタンパク質が L 型 Tax 発現細胞 CM で他の 2
倍以上の濃度を示した。一方、8 種のタンパク質が L 型 Tax
発現細胞 CM で他の 1/2 以下の濃度を示した。興味深いこと
に、collagen alpha-1 (I) chain precursorの CM中濃度は L型 Tax
発現細胞：P型 Tax発現細胞：対照細胞＝11.2：51：100であ
った。 
(4) アネキシン A3 が BLV による白血病発症に関与する可能
性が示されたことから、BLV 感染牛の血中アネキシン A3 濃
度をモニタリングする目的でモノクローナル抗体を作出した。
大腸菌で発現したウシアネキシン A3 をマウスに免疫してハ
イブリドーマを得、その培養上清を免疫原でスクリーニング
後、MDBK細胞ライセートを抗原としたウエスタンブロット
に供した。その結果、5 クローンのハイブリドーマ培養上清
がMDBK細胞のアネキシン A3（矢印）と反応した。 
(5) ウシアネキシン A3のエピトープ解析：得られたモノクローナル抗体を用いてウシアネキシ
ン A3の定量サンドイッチ ELISAを確立するため、抗体の交差結合競合試験を実施した。図 5
に示すように、競合抗体 21-3および 34-1は標識抗体 21-3の結合は阻害したが、その他の標識
抗体の結合はほとんど抑えなかった。一方、抗体 67-1、72-3および 86-1は相互に各標識抗体
の結合を阻害したのみならず、標識抗体 21-3 の結合も阻害した。以上の成績から、抗体 21-3
と 34-1 は重複するエピトープを認識すること、抗体 67-1、72-3 および 86-1 が認識するエピ
トープも重複することがわかった。また、抗体 21-3および 34-1の阻害パターンから、これら
の認識するエピトープと抗体 67-1、72-3および 86-1が認識するエピトープは重複しないもの
と考えられた。 
(6) ウシアネキシン A3定量サンドイッチ ELISAの構築：抗体 21-3が標識抗体 67-1の結合を
阻害しなかったことから、抗体 21-3を捕捉抗体、抗体 67-1を検出抗体とした。捕捉抗体を吸

図 4. MDBK 細胞を抗原とした 
   ウエスタンブロット   



着後、3% BSAでブロックし、100.5倍階段希
釈した精製ウシアネキシン A3（大腸菌由来）
を加えた後、検出抗体を反応させた。その結
果、5ng/ml程度が検出限界であった。 
(7) BLV感染性クローンおよびウイルス持続
産生細胞の作出：L型ウイルス 3株および P
型ウイルス 1株の感染性クローンを樹立した。
これらをヒツジに実験感染して病原性を検
討し、弱毒生ワクチンの開発に繋げる予定で
あったが、分担研究者の死去により中止した。 
 
５．考察 
 疫学調査の結果、北海道における BLV 感
染ホルスタインおよび交雑種の大部分がL型
ウイルスに感染していることがわかった。一
方、黒毛和種ではその約 10％が P 型ウイル
スによるものであり、黒毛和種専門の牧場で
のみ検出された。さらに、ホルスタインおよ
び交雑種と一緒に飼養されていた黒毛和種
のウイルスは全てL型であった。したがって、
L型ウイルスがホルスタインから黒毛和種に
浸潤してきていることが示唆される。早期発
症のリスクファクターを除くため、BLV感染
の有無のみならずウイルスの型にも配慮し
た防疫対策が望まれる。 
 黒毛和種について Tax タンパク質のアミ
ノ酸型別に月齢とウイルスコピー数の関係
を調べた。その結果、P 型ウイルス感染牛が有意に高いコピー数を示した。P 型ウイルス感染
は L型のそれに比べ白血病の発症が遅いことから、P型ウイルス感染黒毛和種では発症に到る
コピー数の閾値が高い可能性がある。一方、L 型ウイルス感染牛では一般的な感染牛に比べ極
端にコピー数の多い個体が存在することがわかった。これらの個体は発症リスクのみならず感
染源となる危険性が高いことから、その摘発・優先淘汰が重要である。 
 L型 Tax発現細胞が産生する HUVEC誘引物質を同定するため、Lおよび P型 Tax発現細胞
ならびに対照細胞の CM を濃縮して LC/MS/MS に供し、含有タンパク質の相対定量を行った。
その結果、アネキシン A3 が HUVEC 誘引物質の本態と考えられた。アネキシン A3はヒトの
乳がん等でも血中濃度が上昇することから、BLVによる白血病発症のバイオマーカーとして有
用と考えられる。また、plasminogen activator inhibitor 2 type Aおよび extracellular matrix protein 1 
precursorが L型 Tax発現細胞 CMで他の 2倍以上の濃度を示した。前者はアポトーシスの抑制
[4]、後者は血管内皮細胞の分化と血管新生を促進する[5]ことから、これらも BLV による白血
病発症に関与している可能性が高い。一方、collagen alpha-1 (I) chain precursorの CM中濃度は L
型 Tax発現細胞 < P型 Tax発現細胞 < 対照細胞であった。コラーゲンの分泌抑制によって腫
瘍組織の張力が低下し、転移ならびに成長が助長されるのかもしれない。 
 アネキシン A3が BLV による白血病発症に大きな役割を果たすことが示唆されたことから、
モノクローナル抗体を作出してウシアネキシン A3 の定量系を構築した。異なるエピトープを
認識する抗体 21-3および 67-1を用いたサンドイッチ ELISAでは、これまでのところ 5ng/ml
程度が検出限界であった。今後、用いる抗体の組合せや標識方法の再検討あるいはイムノ PCR 
[6]を適用するなどによって検出感度を上げる必要がある。 
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