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研究成果の概要（和文）： 
我々は以前に、ウシ主要組織適合遺伝子(BoLA)-DRB3 遺伝子のタイピング法（PCR-SBT）を
開発して牛白血病ウイルス(BLV)誘発性牛白血病の発症に対して感受性および抵抗性を示すア
リルを同定した。 本研究では、南米に生育するウシ品種に適応した新規タイピング法を開発し、
日本のウシを用いて同定した感受性・抵抗性アリルのアメリカ大陸（米国、アルゼンチン、ボ
リビア、パラグアイ、ペルー、チリ）における分布調査と BLV 感染の有無を調査した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We established a new sequence-based typing method for bovine major histocompatibility complex 
(BoLA)-DRB3 gene of cattle in South America and examined the diversity of alleles of associated with 
resistance and susceptibility to bovine leukemia virus-induced lymphoma in American Continent. 
 
交付決定額                           （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 10,400,000 3,120,000 13,520,000 

2007 年度 5,700,000 1,710,000 7,410,000 

2008 年度 8,200,000 2,460,000 10,660,000 

    2009 年度 8,200,000 2,460,000 10,660,000 

 計 32,500,000 9,750,000 42,250,000 

 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：畜産学・獣医学 ・基礎獣医学・基礎畜産学 
キーワード：ウシ MHC(BoLA)、アメリカ大陸、BoLA クラスⅡ対立遺伝子、PCR-STB 法、 

牛白血病、牛白血病ウイルス(BLV)、疾患感受性、多型性 
 
１．研究開始当初の背景 

主要組織適合遺伝子複合体(MHC)分子は、細
胞内で蛋白質抗原が分解されて出来た抗原ペプ
チドと結合し、これを T 細胞に提示する膜糖蛋
白であり、クラス I とクラス II に大別される。
MHC の最大の特徴は、他に類を見ない高度な
多型性を持つ点であり、ここの多型は MHC 分
子と結合しうる抗原ペプチドを変化させること
から、結果として免疫応答と疾患感受性の個体
差をもたらす。事実、ヒトでは自己免疫疾患を

はじめとする 100 にもおよぶ疾患と MHC との
相関が報告されている。一方ウシでは乳房炎、
タイレリアおよびウイルス性下痢等の発症とウ
シ MHC（BoLA）に相関があることが報告され
ているものの、タイピング法の立ち遅れから発
症を規定する BoLA遺伝子の同定には至ってい
ないのが実情である。 
そこで、申請者らは迅速かつ簡便な BoLA タ

イピング法の開発に取り組んだ結果、118 種類
の アリ ルに およ ぶ高 度に 多型 性に 富む



BoLA-DRB3 遺伝子のタイピング法（PCR-SBT
法）を世界に先駆けて開発し、その方法を用い
て、黒毛和種における牛白血病ウイルス(BLV)
誘発性地方病性牛白血病の発症に対して感受性
および抵抗性を示すアリルの同定に成功した。 

 
４．研究成果 
 我々の開発した PCR-SBT 法を用いて南米各国
で採取したサンプルの BoLA-DRB3 タイピングを
行ったところ、日本で見いだされるアリルの種
類と著しく異なるアリルが多く見いだされ、
PCR-SBT 法の改良が必要であることがわかった。
そこで、南米のサンプルを用いてプライマーの
設計およびシークエンス条件の検討を行い、よ
り多様な品種のタイピングが可能な PCR-SBT 法
の開発に成功した。 

 
２．研究の目的 
乳牛と肉牛の生産で世界の 25～40％を占め

るアメリカ大陸の主要な畜産国である、米国、
アルゼンチン、ボリビア、パラグアイ、ペルー
およびチリを対象にして以下の四つの項目につ
いて検討する。①牛白血病の発症に対して抵抗
性と感受性を規定するBoLAクラス IIアリルを
申請者らが開発した PCR-SBT 法を用いて同定
する。②日本で同定されたアリルのアメリカ大
陸における分布を明らかにする。③抵抗性・感
受性を規定するアリルに特徴的な配列を正確に
絞り込んで、その配列を利用して迅速・簡便に
疾患感受性アリルを決定できるタイピング法を
開発する。④開発した技術のアメリカ大陸での
実用化の可能性を検討する。 

 
 次に、改良した方法を用いて、南米各国の各
品種における BLV の発症感受性および抵抗性を
示す BoLA-DRB3 アリルの頻度の調査を行った。
発症感受性アリル BoLA-DRB3*1601 を赤,抵抗性
アリル BoLA-DRB3* 0101, *1401,*0701, *0902, 
*2703, *1101, および*0601 を緑で示した（図
１）。特にチリ和牛および日本の和牛において疾
患感受性遺伝子は高頻度に見いだされた。また、
チリのジャージーやレッドアンガスでも中程度
の感受性遺伝子の頻度が認められた。一方、各
国のホルスタイン、オベロコロラド、オベロネ
グロ、ブラックアンガスなどは感受性アリル頻
度は低くなっており、とくに Bos indicus に属
するZebuやNelore, Girなどおよび日本短角種
にはほとんど見いだされなかった。さらに、ボ
リビアの Bos indicus 種である Gir や Nellore
では抵抗性遺伝子もほとんど見いだされないこ
とが示された。 

 以上の研究は、塩基配列を決定することによ
ってBoLAクラス IIアリルをタイピングする初
めての大規模な試みである。また国内で実用化
が進められてきたウシの疾患感受性と MHC と
の相関解析がアメリカ大陸を皮切りにして世界
的規模に進展しゆく突破口となるものと確信す
る。 
 
３．研究の方法 
各国のウシについて、ウシ尾部より約 1ml の

ヘパリン血を採取し、ワットマン FTA カードに
添加し、国内に輸送した。FTA カードより DNA
を精製し、BLV プロウイルスの検出および
BoLA クラス II の PCR-SBT によるタイピング
を行った。 

 
 
 
 
 
 

  
表 1 アメリカ大陸のサンプリング（2006～2009
年） 

 
 

国 総サン

プル数

有効サン

プル数 

品種 

ペルー 329 頭 328 頭 ホルスタイン 

ネローレ 

ブラーマン 

パラグアイ 139 頭 99 頭 ホルスタイン 

ボリビア 511 頭 485 頭 ホルスタイン 

ジル 

ネローレ 

乳牛兼種 

チリ 942 頭 942 頭 ホルスタイン 

オベロネグロ 

ジャージー 

オベロコロラド 

アンガス 

チリ和牛 

ヘレフォード 

アルゼンチン 1055 頭 964 頭 ホルスタイン 

 

米国 100 頭 10 頭 ホルスタイン 

 
 
図１ 品種別のBLV感受性アリル頻度（赤）とBLV
抵抗性アリル頻度（緑） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ BoLA-DRB3 のアリル頻度に基づくウシ品
種の系統樹 

 
続いて、南米で収集した各品種の BoLA-DRB3

アリル頻度を用いて、品種の系統樹を作成した。



Nellore や Zebu, Gir といった Bos indicus に
属する牛品種とBos taurusの品種は明らかに別
の枝を形成することが明らかとなった。さらに、
ホルスタイン種は、飼育されている国が異なる
にもかかわらず、非常に近いアリル頻度を有す
ることが示された。また、チリ和牛と日本の和
牛も比較的近くに位置し、DRB3 のアリル頻度は
保存されていることが示された。 
 
 収集された DNA を用いてペルー、ボリビア、
パラグアイ、アルゼンチン、チリにおける BLV
感染率を調査した（図３）。ペルーでは Lima お
よびアマゾンに近い Pucalpa では中程度の感染
率であったが、3,500m の高地である Huancayo
では感染率は著しく低くかった。ボリビアでは、
Yapacani および Montero といった、都市部から
離れた牧場では、都市部に近い Portachuelo よ
りも感染率が低い傾向にあることが見いだされ
た。パラグアイおよびアルゼンチンでは都市部
近郊においてサンプリングを行ったが、いずれ
も高い感染率であることが見いだされた。チリ
は、他の南米の各国に比べて、全体に BLV の感
染率は著しく低く抑えられている傾向が認めら
れた。しかし、一部の農場で非常に高い感染率
であることが示された。 
        
地域  感染；赤 非感染；緑   
（ペルー） 
Lima   
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図３南米大陸におけるBLV感染率(牧場ごと） 
 各品種における BLV 感染率を調べた。チリに

おいて、ホルスタイン 51 頭、オベロネグロ 104
頭、オベロコロラド 139 頭、チリ和牛 201 頭、
ジャージー72 頭、レッドアンガス 92 頭、ブラ
ックアンガス83頭およびヘレフォード100頭か
ら DNA を抽出し、BLV のプロウイルスを検出し
た（図４）。ジャージー、ホルスタイン、オベロ
コロラド、オベロネグロなどの乳用種および乳
肉兼用種では、肉専用種と比較して高い感染率
を示すことが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  図４ チリの主要なウシ品種別BLV感染率 
 
 次に、各国で流行している BLV 株についての
調査を行った。BLV env 塩基配列に基づく系統
樹を図５に示した。2007-2010 年にかけて日本
で分離された株 (Fujita 1, Fujita 2, saitou1, 
saitou2, KHC207, nasu245)と 1990-1998 年にか
けて分離された株(KU-1, U7, pr2297)はほとん
ど同じ配列を有することがわかった。一方、南
米で分離された株は、日本と同様のものの他、
大きく塩基配列の異なるものを多数分離された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 5 BLV env 塩基配列に基づく系統樹 
 図 6はアミノ酸配列情報に基づく系統樹を示
す。日本ではほぼ同じアミノ酸配列を有する



BLV 株が流行しているのに対し、南米では日本
で流行しているものとは別の枝を形成する株も
多く見いだされる事が判明した。この南米特異
的な株はさらに別の枝を形成し、南米では多様
な BLV 株が流行している可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 BLV Env アミノ酸配列に基づく系統樹 
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