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研究成果の概要（和文）：牛伝染性リンパ腫ウイルスの株ごとのウイルス性状とそれを決定づける遺伝的特徴に
ついて解析を行った。伝播性および病原性についてin vitroでウイルス産生量および形質転換誘導能を評価し、
それぞれ伝播性および病原性に関連する一塩基多型を検出した。その結果、伝播性と病原性で異なる結果になっ
た。さらに、キメラウイルスによる伝播性および病原性関連領域を解析し、上記結果と統合して解析を行った。
その結果、伝播性には175番目塩基の多型が、病原性には複数の多型の関与が示唆された。さらなる解析では、
病原性に関連する多型が複数存在するにも関わらず、細胞に与える影響が類似していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Specific genetic variations associated with viral traits were analyzed to be
 applied for the control of bovine leukemia virus (BLV). Viral productivity and transformability in 
vitro, which are related to transmissibility and pathogenicity, respectively, were analyzed. These 
results were shown different specific polymorphisms related to transmissibility and pathogenicity. 
Next, transmissibility and pathogenicity-related genome region in BLV were analyzed using chimeric 
viruses. The above both data suggested that the nucleotide 175 in the LTR region would be associated
 with transmissibility, while the pathogenicity is influenced by multiple genetic polymorphisms. 
Further study demonstrated that the same gene expression pattern was detected in each group such as 
mock, low, and high pathogenicity strains regardless of different genetic character. Therefore, the 
transmissibility and pathogenicity could be estimated by viral genetic characters and host gene 
expression levels, respectively.

研究分野： 分子ウイルス学

キーワード： 牛伝染性リンパ腫ウイルス　伝播性　病原性　変異　感染性分子クローン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
牛伝染性リンパ腫ウイルスは日本国内に蔓延しているウイルスであり、経済的損失が拡大しているため、その制
御が非常に重要である。本研究では、感染拡大リスクが高い高伝播性株である175C株を同定したため、簡便な検
査が可能となった。一方、病原性に強く関連する変異は認められなかったが、強毒株感染において特異的な宿主
反応が認められたことから、宿主因子を標的とした簡便な検査法の確立が有用であることが考えられた。上記の
結果は、BLVの感染拡大および発症リスクを簡便に検査することが可能であることを示していることから、BLV感
染制御の新たな手法を提示する基礎的知見になりうる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
我が国における牛伝染性リンパ腫(BL)の発生件数は届出伝染病に指定された 1998 年と比較す
ると約 40倍以上に激増しており、2021年は 4,375頭の発生がある。EBLの大部分は、牛伝染性
リンパ腫ウイルス(BLV)感染に起因する地方病性 BL(EBL)である。さらに、国内の BLV 感染牛
の割合は全飼養牛の 30～40%(120～160 万頭)にのぼり、経済的損失が今後も増加し続けること
が懸念されている。BLV は一度感染すると染色体にプロウイルスとして組込まれ、体内から排
除することが不可能なウイルスであるため、経済的損失を軽減させるためには BLV の感染拡大
阻止および EBL発症予防が必要である。そのためには、BLV感染牛の摘発淘汰や分離飼育が有
効であるが、感染率が高く狭い飼育面積の農場が多い我が国では、隔離や BLV 感染牛の全淘汰
は物理的・経済的に困難である。そのため、高汚染地域でも有効かつ実行可能な対策の確立が望
まれている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、我々の最近の報告から明らかになってきた BLV 株間の伝播性および病原性の違

いに着目し、その伝播性と病原性を決定する遺伝的特徴を特定する。この事により、感染拡大や
経済的損失に大きく関与する株を農場から効率的に排除することが可能となる。本研究を達成
することにより、感染率が高い農場であっても効率的に BLV の感染制御および経済的損失を低
減させる新たな BLV 対策を確立することが可能となる。 
 
３．研究の方法 
(1)ウイルス性状の評価 

EBL 発症牛および未発症牛の血液または腫瘍塊から DNA 抽出後、BLV ゲノムを PCR により
増幅し、pSMART-LC-Amp に BLV全長ゲノムを挿入し、感染性分子クローンを作出し、ウイル
ス性状解析に用いた。ウイルス産生量の測定では、上記分子クローンを 293T細胞に導入し、ウ
イルス上清から RNA抽出し、それら RNAから cDNA合成後、定量 PCR(qPCR)を行い、ウイル
ス RNAコピー数を測定した。ウイルスの病原性評価では、分子クローンを NMuMG細胞に導入
後、マトリゲルを用いた 3 次元(3D)培養を行い、ウイルスの形質転換誘導能の有無を評価した。
上記のウイルス性状とウイルスゲノム配列をもとに遺伝子多型を検出し、それら多型とウイル
ス性状の関連性について、ソフトウェア Rを用いて統計解析を行った。 
(2)遺伝子改変ウイルスの作製 
キメラウイルスの作出には、異なるウイルス性状を示した感染性分子クローンを鋳型として、

各遺伝子、micro RNA (miRNA)領域を PCR で増幅後、各増幅領域を In-Fusion によりライゲーシ
ョンした。 
変異導入ウイルスの作出には、塩基置換を導入したプライマーを用いて、感染性分子クローン

全長を PCR で増幅し、上記と同様の手順でライゲーションすることにより行った。 
レポーターウイルス作出には、HiBiT タグ配列および GS リンカー配列を導入したプライマー

を用いて、感染性分子クローンを PCR で増幅し、上記と同様の手順でライゲーションした。 
上記のプラスミドは大腸菌に導入後、プラスミド抽出を行い、感染性分子クローンを生成した。 
 

 
(3)遺伝子改変ウイルスのウイルス産生量の評価 
キメラウイルスおよび変異導入ウイルスに HiBiT 配列を導入後、レポーターウイルスを作出

し、それらのウイルスを 293T 細胞に導入し
た。ウイルス産生量は Nano Glo HiBiT Lytic 
Detection System を用いて、その化学発光を
ルミノメーターで測定した。 
 
４．研究成果 
(1)ウイルス性状に関連する遺伝的特徴の
解析 
感染性分子クローンを用いて、ウイルス

産生量および形質転換誘導能を測定した結
果、株により異なるウイルス性状を示すこ
とが明らかになった。そこで、ゲノムの欠
損が認められないクローン 107 株を選抜
し、ウイルスゲノム全長解析を行った結果、
222 箇所に多型が認められた。 



次に、伝播性に関連するウイルス産生量と多
型について解析した結果、87 箇所の一塩基多
型が有意にウイルス産生量に影響をもたらす
ことが明らかになり、最も P 値が低い多型は
175 番目塩基であった(P = 2 ✕ 10-6) (図 1)。 
次に上記222箇所の多型とウイルスの形質転

換誘導能を解析した結果、gag 領域の 104 番目
のアミノ酸置換を伴う 1 箇所の多型が有意に
(P = 0.0108)影響をもたらすことが明らかにな
った(図 2)。しかし gag 領域が 104D の株の多
くが形質転換陰性を示すわけではないため、
病原性に関連する共通した変異ではない可能
性も考えられた。 
以上の結果から、伝播性および病原性に関連

する遺伝的特徴は異なることが示唆された。 
 
(2)伝播性に関連する遺伝的特徴の解析 
伝播性に関連する遺伝的特徴を詳細に解析するため、ウイルス産生量の異なる 2 株を用いて、

各ゲノム領域を組換えたレポーターキメラウイルスを作出した。それらウイルス産生量を評価
した結果、LTR 領域がウイルス産生に関与することが明らかになった。また、LTR 領域の 1 塩
基の置換がウイルス産生量を大きく変化させることを明らかにした。この置換の位置はゲノム
の 175 番目塩基の T から C への置換であり、上
記の解析と一致した。そのため、175 番目塩基
が T である(175T)株と C である(175C)株は異な
る伝播性を示すことが示唆された。 
農場において伝播性が異なるかを明らかにす

るため、175 番目塩基置換を検出する簡易検査
法の確立を行い、rhAmp 法により簡便に検査で
きることを明らかにした。その手法を用いて、
2013 年から 2019 年に 1 農場から経時的に採血
して得られたサンプルのジェノタイピングを
した結果、2013 年から 175C 株が有意に増加し
ていることが分かった(図 3)。175C 株のウイル
ス産生量は 175T 株よりも高いことから、in vitro
で得られた結果と一致しており、175C 株が高伝
播性株であることが明らかになった。 
 
(3)病原性に関連する遺伝的特徴の解析 
病原性に関連する遺伝的特徴を詳細に解析

するため、病原性の異なる 2 株を用いて、各
ゲノム領域を組換えたキメラウイルスを作出
し、その病原性を評価した。その結果、親株
により病原性に関連する領域がgag-pro-pol領
域である場合や miRNA 領域である場合など、
病原性に関連する共通した領域が認められな
いことが明らかになった。そのため、病原性
に関連する領域および多型は複数存在するこ
とが示唆された一方、gag-pro-pol 領域の組換
えで病原性が変化することは、gag の 104 番
目のアミノ酸置換と病原性に関する解析と一
致している。この結果は、主な病原性関連領
域として推定されている Tax や miRNA 領域
以外に、gag 領域も病原性に関連することを
示唆する新たな知見となった。 
病原性に関連する領域が複数存在すること

から、異なる位置の多型により、病原性発揮
メカニズムが異なることが考えられた。そこ
で、遺伝的に近い強毒および弱毒株を 3 株ず
つ NMuMG 細胞に導入し、その遺伝子発現パ
ターンを次世代シークエンスにより解析し
た。その結果、遺伝的に近い株同士でも異な
る遺伝子発現パターンを示し、さらに、病原
性ごとに類似した遺伝子発現パターンを示すことが明らかになった(図 4)。このことは、病原性



に関連する多型が複数存在しても、細胞に与える影響は類似していることを示している。以上の
結果から、病原性に関連する遺伝的特徴は gag 領域の 104D が最も強く関連するが、多くの強毒
株に共通したものではなかった。一方で、強毒株の細胞への影響は共通性が見いだせることから、
病原性の評価には、感染により発現量が変化する宿主因子の検出が有用であることが示唆され
た。 
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