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研究成果の概要（和文）：Downstream of tyrosine kinase(DOK)ファミリー分子は癌化抑制に働く。そこで、ま
だよく検索されていない健常牛の血液細胞におけるDOK遺伝子の発現、牛白血病腫瘍およびその腫瘍株における
発現に関しても検索した。健常牛血液細胞では、T細胞でDOK1/2、B細胞ではDOK1/3が発現しており、マウスでの
報告と同様であった。一方、B細胞由来である牛白血病細胞株KU-1のDOK3遺伝子発現量は正常B細胞と比較すると
4倍以上発現していた。野外牛リンパ腫のDOK3遺伝子も正常B細胞の平均2倍程度高く発現していた。一方、
DOK1/2遺伝子は、健常牛と発現は変わらなかった。

研究成果の概要（英文）：Downstream of tyrosine kinase (DOK) family molecules act suppressively on 
cancer development. Therefore, we also searched for the expression of the DOK gene in the blood 
cells of healthy cattle, which has not been well known, and the expression in bovine leukemia tumors
 and their tumor lines. In healthy bovine blood cells, DOK1 / 2 was expressed in T cells and DOK1 / 
3 was expressed in B cells, which was similar to the report in mice. On the other hand, the 
expression level of the DOK3 gene in the bovine leukemia cell line KU-1, which is derived from B 
cells, was more than 4-fold higher than that in normal B cells. The DOK3 gene in field bovine 
lymphoma was also expressed about twice as high as normal B cells on average. On the other hand, the
 expression of the DOK1 / 2 gene was the same as that of healthy cattle.

研究分野： 実験動物学

キーワード： ウシ　牛白血病　DOK1遺伝子　DOK2遺伝子　DOK3遺伝子　HTLV-1　BLV
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DOK1/2/3遺伝子は血液細胞に発現し白血病の発生を抑制すると考えられている。健常牛ではB細胞では、DOK/3の
発現が認められるが、牛白血病を発生するとさらにその発現が増加する。本来DOK3はがん発生を抑制するはずで
あるが、その抑制機構が暴走している可能性がある。この機構を探索することにより牛白血病の発症のメカニズ
ムを解明できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



１． 研究開始当初の背景 
 

 ヒトT細胞白血病ウイルス（Human T cell leukemia virus type 1：HTLV-I）は、主に母乳を
介して感染し、約60年間もの長い潜伏期間の後、感染キャリアのおおよそ5％に腫瘍疾患である成
人T細胞白血病（Adult T-cell leukemia: ATL）を引き起こす[１]。また、近縁のウイルスであるウ
シ白血病ウイルス（Bovine leukemia virus：BLV）は感染後、長い潜伏期間の後、約30％がリンパ
球増多症もしくは持続性リンパ球増多症を示し、病態が進むと2～3％にウシ白血病を引き起こす[2]。
HTLV-IおよびBLVはデルタレトロウイルス属に分類され、ウイルスの構造遺伝子およびアクセサ
リー遺伝子は非常に良く似ている[1, 2]。これらのことから、BLVはHTLV-Iとウイルス性状、宿主
に対する病原性等が類似しており、HTLV-I感染症のモデルとして有用であると考えられる[2]。 

Downstream of tyrosine kinase (DOK)ファミリー分子は、チロシンキナーゼシグナル伝達にお
いて、抑制的に働くホスト側のアダプター分子である[3]。DOKファミリー分子はNH2末端にプレ
クトリン相同（PH）ドメイン、中央にホスホチロシン（PTB）ドメイン、そして、COOH 末端に
プロリンまたはチロシンが続く類似の構造を持つ。DOK ファミリー分子は、DOK1-7 までが同定
されており、DOK1-3は主に造血細胞および骨髄細胞に発現し、DOK4-6は神経系、DOK7は骨格
筋および心筋に優位に発現する[3]。DOK 遺伝子のうち、DOK1-3 は、種々の癌の発生に抑制的に
働く遺伝子であることが報告されている[3]。HTLV-I感染症においてもDOK1-3が抑制的に関与し
ていることが示唆されている[4, 5]。一方、近縁のウイルスである BLV については、ウシでの正常
なDOK遺伝子の発現を含め、詳細は良くわかっていない。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、HTLV-Iと近縁であるBLVが誘発するリンパ腫において、その癌化機構にDOK遺

伝子の関与があるかどうかを検討するために健常牛末梢血単核球(peripheral blood mononuclear 
cell: PBMC)、T細胞rich、B細胞rich、牛白血病細胞株KU-1および野外牛リンパ腫を用いてDOK1-
3遺伝子の発現量について比較検討し、BLVにおけるDOK遺伝子の関与について調べた。 
 
３． 研究の方法 
 

1) 材料 
酪農学園大学動物医療センターで飼育されている健常な実習牛 10 頭の頸静脈から、血液を採取

し、PBMCを分離した。PBMCは、magnetic cell sorting (MACS)法を用いてさらにCD21－（T細
胞 rich）およびCD21＋（B細胞 rich）分画に分けた。BLV感染の材料としては、ウシB細胞白血
病細胞株 KU-1 および野外リンパ腫検体（北海道医療大学薬学部免疫微生物学岡崎克則教授提供）
を使用した。 

 
2) 各細胞および組織からの total RNAの抽出 
分離したPBMC、CD21－、CD21＋およびKU-1細胞培養液を total RNA抽出用試薬 ISOGENⅡ

（NIPPON Gene社）を使用してRNAを抽出した。RNAlaterに浸して保存していた40検体の牛
リンパ腫細胞は、5mm角に切り出し、ISOGENⅡを添加し、RNAを抽出した。 
 

3) 定量PCR 
 抽出RNAよりReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Removerキット(TOYOBO)
を用い、cDNAを合成した。 
各 cDNAからKOD SYBR® qPCR Mix(TOYOBO)、表１に示したプライマーを用いてリアルタイ
ムPCRを実施し、各遺伝子を定量した。 
 

表１. 定量PCRに用いたプライマー 

 

 

 

 



4) BLV感染確認のためのPCR解析 
QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）を用いて、採取したリンパ腫からDNAを抽出後、BLV tax

遺伝子を標的としたPCRを行った。用いたプライマーは表2に示してある。 
 

表2．BLV tax遺伝子プライマー 

 
 

 
 

5) 統計解析 
各細胞の DOK1、DOK2 および DOK3 の発現比率はβ-actin を内部標準として補正し、健常牛

PBMCにおける各DOK遺伝子の発現量を1としたときの相対的な発現量で算出した。統計処理に
は、フリーの統計ソフト R を用い Steel-Dwass 検定を使用し、信頼区間 95％、有意水準が両側で
5％にて分析を行った。 

 
 

４． 研究成果 
 

１） 健常牛PBMC、CD21－分画、CD21＋分画およびウシ白血病細胞株KU-1におけるDOK
遺伝子の発現量の比較 

 
① DOK1 遺伝子の発現量の比較 
   
 各細胞および牛白血病細胞株KU-1株において健常牛PBMCと比較してDOK1遺伝子平均発

現量は有意な差は見られなかったが、健常牛CD21－分画においてやや増加傾向が見られた（図
１）。 
 

                                                 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

② DOK2 遺伝子の発現量の比較 
 
各細胞および牛白血病細胞株KU-1におけるDOK2の平均発現量では、健常牛PBMCと比較

し、健常牛CD21－分画は有意な上昇を示す一方、CD21＋分画およびKU-1において顕著な減少を
示した（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

図１．健常牛PBMC、CD21-分画、CD21+分画および牛白
血病細胞株KU-1におけるDOK1遺伝子の発現. PBMC、
CD21-、CD21＋およびKU-1の平均発現量と標準誤差を示
す。縦軸は、健常牛PBMCでの平均発現量を1としたとき
の相対的発現量として示し、横軸は各細胞およびKU-1を
示す。 

図２．健常牛PBMC、CD21-分画、CD21+分画および牛白
血病細胞株KU-1におけるDOK1遺伝子の発現. PBMC、
CD21-、CD21＋およびKU-1の平均発現量と標準誤差を示
す。縦軸は、健常牛PBMCでの平均発現量を1としたとき
の相対的発現量として示し、横軸は各細胞およびKU-1を
示す。 



③ DOK3 遺伝子の発現量の比較 
 
各細胞におけるDOK3の平均発現量では、健常牛PBMCと比較して健常牛CD21＋分画、牛白

血病細胞株KU-1は有意な増加がみられた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
健常牛におけるDOK1の発現は、PBMC、CD21－分画(T細胞 rich) CD21＋（B細胞 rich）とも

に発現量に差はなかった。DOK2の発現は、CD21－分画で有意に高く、CD21＋分画では低かっ
た。DOK3の発現は、CD21＋分画で有意に高く、CD21－分画では低かった。一方、牛白血病由来
細胞株であるKU-1（B細胞）は、DOK2の有意な低下、DOK3の有意な上昇が特徴的であっ
た。これらのことより、ウシの血液細胞におけるDOK1/2/3の発現は、マウスの報告と同様にＴ細
胞ではDOK1/2が、Ｂ細胞ではDOK1/3が発現していると考えられる[3]。また、B細胞の腫瘍細
胞株であるKU-1は、DOK1/3が発現しB細胞の特徴を示しており、DOK３の高発現が特徴的で
あった。 
 
２) 野外牛リンパ腫におけるDOK3の発現 
 

① 野外リンパ腫からのBLVプロウイルスの検出 
 
次に、野外においてリンパ腫と判断された牛のリンパ腫におけるDOK1/2/3 の発現を検討した。

まずBLVのプロウイルスが検出されるか、BLV tax領域を標的としたPCRを実施した。図７に示
すように40例中39例にBLVが検出され、１例（No.9）が陰性であった（図４）。 

 
 

 
 
 
 
 
 

② 野外牛リンパ腫におけるDOK3 の発現 
  
健常牛CD21＋分画（B細胞 rich）と野外牛リンパ腫におけるDOK3の平均遺伝子発現量を比較

すると、KU-1では4倍以上発現し、野外牛リンパ腫でも2倍程度高く発現していた（図５）。野
外牛リンパ腫各サンプルで見てみると、BLV陰性リンパ腫（No.9）を含めた７検体を除き、健常
牛B細胞分画と比較して増加傾向であった（図６）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．健常牛PBMC、CD21-分画、CD21+分画および牛白
血病細胞株KU-1におけるDOK3遺伝子の発現. PBMC、
CD21-、CD21＋およびKU-1の平均発現量と標準誤差を示
す。縦軸は、健常牛PBMCでの平均発現量を1としたとき
の相対的発現量として示し、横軸は各細胞およびKU-1を
示す。 

図5. 健常牛CD21+分画（B細胞rich）、牛白血病細胞株
KU-1および野外牛リンパ腫におけるDOK3遺伝子の平均
発現量.CD21＋分画、KU-1およびリンパ腫におけるDOK3
遺伝子の平均発現量と標準誤差を示す。縦軸は、健常牛
CD21+分画での平均発現量を1とした時の相対的発現量とし
て示し、横軸は、各細胞を示す。 
 

図４．野外牛リンパ腫4からのBLVプロウイルスの検出 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DOK３が低値を示したサンプルのうち、BLV陰性サンプル（No.9）は、DOK1が健常牛と同等

の発現であったが、DOK2の値が健常牛の2倍程度を示し、T細胞系の腫瘍であった可能性が示
唆される。BLV陽性39サンプルのうち、DOK３が低発現を示した6サンプル（No.11, 12, 18, 
19, 37および39）は、再検査でもDOK３が低値を示し、6サンプルともにDOK1は健常牛と同
等、DOK2は低値を示した。 

HTLV-Ｉ感染細胞株を使用したDOK1/2/3遺伝子発現量を検索した研究ではHTLV-Ｉ感染細胞
株は、ヒトT細胞株Jurkatと比較するとDOK1/2/の顕著な低下がみられ、DOK遺伝子とHTLV-
Ｉ感染症の関連が示唆されている[5]。Tax遺伝子ががん抑制遺伝子であるDOK遺伝子の発現を抑
制し、白血病や癌化を促進している可能性が考えられた[4]。このことから、BLV感染症において
も、DOK遺伝子発現量の低下が予想されたが、BLV陽性リンパ腫39検体中33検体（約85%）
でDOK3遺伝子の発現が逆に増加しており、その機能面での検索が必要と思われた。一方、6検
体（約15%）には、DOK3の低発現がみられた。他DOK1/2に関しては、B細胞系の性質を示し
ていた。このDOK3の低発現は、リンパ腫の採取部位における各ステージの違いなどを反映して
いるのかもしれない。今後、白血病の進行、各ステージにおけるDOK3の発現さらにはその機能
に変化がないかを検索する必要がある。 

 
成果まとめ 
 
１． 健常牛の血液細胞における、DOK1/2/3 の発現は、マウスで報告されていたものと同様であっ

た。 
２． 牛白血病における DOK1/2/3 の発現は、DOK1 および DOK2 の発現は B 細胞系の性質を示

し、正常牛と同様であった。一方 DOK3 は、正常 B 細胞より高く発現していた。 
３． 一方、DOK3 の低発現を示すリンパ腫（約 15%）も存在し、白血病進行のステージの違いを反

映しているのかもしれない。 
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図6．健常牛CD21+分画(B細胞rich)と野外牛リンパ腫に
おけるDOK3遺伝子発現量の比較.CD21+分画、リンパ腫各
サンプルにおけるDOK3遺伝子発現量を示す。縦軸は、
PBMCのDOK3遺伝子発現量を1とした時の相対的発現量
を示し、横軸は各サンプルを示す。 
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