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研究成果の概要（和文）：地方病性牛白血病の原因は牛白血病ウイルス(BLV)である。本ウイルスの転写活性化因子で
あるTaxの233番アミノ酸がPro(P233)のウイルスに感染した牛では、L233のそれに比べ白血病の発症が2年遅いことを報
告した。また、ヒト癌関連遺伝子プロモーターに対する転写調節能及びヌードマウス皮下における発現細胞の腫瘍形成
能を比較し、P233の低い腫瘍原性を実証した。従って、Taxの型別は白血病発症の予後診断に有用と考えられる。
さらに、初乳の凍結によりBLVの感染性が失われることを示し、本操作が初生牛の感染防止に有効なことを報告した。
これらの成績は、地方病性牛白血病の防除に極めて有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Bovine leukemia virus (BLV) is a causative agent of enzootic bovine leucosis. 
Cattle infected with the virus carrying Tax with Pro at amino acid position 233 (P233-Tax) had 2-year 
longer incubation period for developing tumors than those with the virus carrying L233-Tax. P233-Tax 
significantly downregulated the human oncogene jun and had poorer transactivation activity against cdk4 
promoter than L233-Tax. P233-Tax expressing cells also formed smaller tumors in murine xenograft study 
than L233-Tax expressing cells. It is, therefore, considered that Tax descrimination might be useful for 
determining the prognosis of cattle with inapparent infections of BLV.
Freezing treatment on colostrum inactivated the infectivity of BLV-infected lymphocytes to prevent the 
transmission of BLV among neonatal calves.
These findings are expected to be useful for the control of enzootic bovine leucosis.

研究分野： Virology

キーワード： enzootic bovine leucosis　bovine leukemia virus　control　Tax　colostrum
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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。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
呈し、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。日本における現状
は症例の 7割近くが食肉検査時の摘発例であ
り、この場合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 22年の 1775頭と急激
に増加していた。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 20~22 年度の厚生労働科学研究費
補助金事業によって、ウイルスの転写活性化
因子である Taxの変異が EBL発症年齢と相
関する可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
(1) BLV 感染牛の EBL 発症前出荷によって
食肉検査での摘発を防止するため、Taxの変
異を検出することに依る感染牛の予後診断
法を確立する。 
 
(2) 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ための基礎的知
見を得る。 
 
(3) BLV感染拡大を防ぐための飼養管理方法
を策定する。 
 
３．研究の方法 
(1) EBLの疫学調査：2008年~2012年、北
海道帯広、早来及び八雲食肉衛生検査所、青
森県十和田食肉衛生検査所、岩手県食肉衛生
検査所、宮城県食肉衛生検査所、栃木県県北
食肉衛生検査所、群馬県食肉衛生検査所、茨
城県県西及び県北食肉衛生検査所、静岡県東
部食肉衛生検査所、横浜市食肉衛生検査所、
岐阜県食肉衛生検査所、京都市衛生環境研究
所、奈良県食品衛生検査所、岡山県食肉衛生
検査所、香川県食肉衛生検査所、徳島県食肉
衛生検査所、大分県食肉衛生検査所、熊本県
食肉衛生検査所及び熊本市食肉衛生検査所
において牛白血病あるいはその疑いと診断
され、廃棄された腫瘍組織 428検体から常法
に従いゲノム DNA を抽出した。BLVtax 遺
伝子第 2エクソン部分を含む領域を増幅する
プライマー対 BLVtaxFW 及び BLVtaxRV 

(5'-AGCCCAGCAGAGACATTCC-3'及び 5'- 
TTCTCTGGCAGCTGACGTYT-3')  10μM
各 1.5μL、10X AccuPrime Pfx DNA poly- 
merase buffer (Invitrogen) 5μL、精製水 37
μL、鋳型 DNA 4μLをマイクロチューブに
取り、2.5U/μL AccuPrime Pfx DNA poly- 
merase (Invitrogen) 1μLを加えた。反応は
95℃で 2分加熱後、95℃/15秒、60℃/30秒、
68℃ /1分の反応を 35回繰り返した後、68℃
に 3 分間放置した。一部の PCR 産物は、
5'-CGGGATCCATTACCTGATAACGA-3'、
5'-CCGAGGGCAATTGGCATTGGTA-3'、5'- 
CCCGACGACTCTGGATCAACT-3'、5'-GG 
AAAGCGGCATATGGGGACAT-3'、5'- GCC 
CAGTTACTTGTATTCTACCC-3'、 5'-GCG 
CCTAGGCCTGCATGATCTTTC-3' を プラ
イマーとして用いたダイレクトシークエン
スに供し、塩基配列を決定した。得られた配
列を最尤法に供し、系統樹を作成した。 
 
(2) tax 遺伝子変異検出マルチプレックス
PCR：ゲノム DNAあるいは増幅した tax遺
伝子断片を 3 種のプライマーTaxF (5'-GGC 
GAGCCCTTCTCTCCTAA-3')、TaxRP (5'- 
CCGGGCGTTTGIATGG-3') 、TaxPL  (5'- 
TTAATTAATTATAATTACAGCCGGGCGT 
TTGIATAA-3')各 0.5μM及び 1X KAPA2G 
Robust HotStart ReadyMix (KAPA 
BIOSYSTEMS)を含む反応液に加えた。95℃
で 2分加熱後、95℃/30秒、64℃ /30秒、の
反応を 30回繰り返した後、72℃に 2 分間放
置した。産物を 4％アガロースゲル電気泳動
によって確認した。 
 
(3) Taxによる BLV LTR 及びヒトがん関連
遺伝子プロモーターの調節：L233-Tax 及び
P233-Tax 発現プラスミドを構築するため、
プライマー対 rTaxFw (5'-GGATCCGCC 
ACCATGGCAAGTGTTGTTGGT-3') 及 び
rTaxRv (5'-CTCGAGTCAAAAAAGGCGG 
GAGAGCCATTCATTTTC-3')を用いて PCR
を行い、その産物を BamHI 及び XhoI で処
理し、pcDNA3.1(+)の BamHI/XhoIサイトに
挿入した。塩基配列を決定して 233番アミノ
酸以外は同一であることを確認し、各々を
pcL233及び pcP233とした。 
BLV LTR の下流にホタルルシフェラーゼ
(FL)遺伝子を挿入したレポータープラスミ
ド pGL-LTRluc と pcL233あるいは pcP233
をヒト子宮頸がん由来HeLa細胞にコトラン
スフェクとした。48 時間後に Dual-Glo 
Luciferase Reporter Assay System
（Promega）に供した。FL による発光量を
同時に細胞へ導入したウミシイタケルシフ
ェラーゼ(LL)遺伝子に依る発光量で除して
FL発現量を標準化した。 
ヒトがん関連遺伝子 c-fos、c-jun、c-kit、 
c-myb、c-myc、IL-6、cdk4、Bcl-2、p53 及
び p53AIP1 のプロモーター下流に FL ある
いは LL 遺伝子を挿入したレポーターベクタ



 

 

ーを RIKEN BRC から購入した。これらと
pcL233 あるいは pcP233 を HeLa 細胞にコ
トランスフェクとした。上記と同様にしてレ
ポーター遺伝子の発現量を求めた。レポータ
ーに FL 遺伝子を用いた場合には LL による
発光量で、LL 遺伝子を用いた場合には FL
による発光量を用いてレポーターの発現量
を標準化した。 
 
(4) Tax の腫瘍原性評価：ラット株化線維芽
（Rat-1）細胞に pcL233あるいは pcP233を
トランスフェクとし、G418耐性細胞を得た。
各々に pGL-LTRluc をトランスフェクトし
て Tax の発現を確認した。これら及び
pcDNA3.1(+)によって薬剤耐性となった細
胞 5 × 106 コを 5 週齢♀BALB/cヌードマ
ウスの後背部皮下に接種した。6 週後に安楽
殺し、皮下に形成された腫瘍を摘出して重量
を計測した。 
 
(5) 18歳の白血病発症牛から分離されたBLV
のゲノム解析：220 ヶ月齢で EBL と診断さ
れた♀の黒毛和種牛由来肉腫からゲノム
DNA を抽出した。これを鋳型に既報の塩基
配列に基づいて合成したプライマーを用い
て、重複する5断片に分けてPCRによりBLV
プロウイルスゲノムを増幅した。プライマー
伸長法によって各断片の塩基配列を決定し
た。 
 
(6) BLV 感染牛初乳の凍結融解処理： BLV
感染ホルスタイン初乳を-25℃で一晩凍結し
た後、融解した。凍結融解初乳及び未処理初
乳からリンパ球を単離し、各々4.8及び 3 × 
108 コをヒツジ静脈内に接種した。9 週間観
察し、PCRによってウイルス遺伝子を、市販
ELISA キット及び受身赤血球凝集試験によ
って血中抗体を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) BLV tax 遺伝子の進化系統解析：BLV 国
内流行株の遺伝的背景を明らかにするため、
tax 遺伝子の進化系統解析を行った。全国の
食肉衛生検査所から提供を受けた428 検体の
肉腫中 414 検体（96.7％）から BLV 遺伝子が
検出された。したがって、国内における牛白
血病の大部分は BLV 感染による EBL であるこ
とが確認された。BLV 遺伝子陽性 414 検体の
うち、50 検体について tax遺伝子の塩基配列
を決定して系統樹を作成した。 
図 1 に示すように、国内分離 BLV は tax遺伝
子に基づき4群に分かれることが分った。A、
B 及び C 群は genotype 1 に属していたが、D
群のウイルスは genotype 3 に属すると考え
られた。一方、C 群ウイルスの Tax は全て 233
番アミノ酸が Pro であったのに対し、その他
はいずれも Leu であった。また、データベー
ス上の Tax のアミノ酸配列を調べたところ、
233 番アミノ酸は全て Pro か Leu のいずれか
であった。したがって、BLV は genotype に関

わらず Tax の 233 番アミノ酸によって 2 つの
アリル（P233-Tax 型及び L233-Tax 型）に分
けられるものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. tax遺伝子に基づく BLV の系統樹 

 
 
 (2) Tax の L233P 変異と白血病発症年齢：Tax
の L233P 変異を迅速に検出するため、
multiplex PCR を開発した。図 2 に示すよう
に、A 群、 B 群及び D 群に属する#1、#29 及
び #209 では 120bp の断片が増幅され、C 群
に属する#8 及び #110 では 100bp の断片が増
幅された。さらに、これらの 5 検体を除く全
ての C 群ウイルスでは 100bp 断片が、その他
では 120bp 断片が増幅された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. Tax の L233P 変異検出 multiplex PCR 

レーン 1、2、3、4 及び 5 は、各々検体#1、#29、

#209、#8 及び#110 由来産物を示す。 

 
BLV 感染が確認された白血病肉腫 414 検体全
てを本 multiplex PCR に供したところ、329
検体(79.5%)が L233-Tax 型に属し、75 検体 
(18.1%)が P233-Tax 型に属することが分った。 
次いで、各アリル毎に白血病発症月齢の頻度
分布を調べた。Kolmogorov-Smirnov 検定の結
果、両アリル共に発症月齢は対数正規分布す
ることが分った（図 3）。この成績は、生後特
定の時期（恐らく生後間もなく）に BLV に感
染したウシが一定の潜伏期を経て白血病を
発症するということを示唆する。さらに、両
アリル間で白血病発症月齢の相乗平均を比
較した。その結果、L233-Tax 型ウイルスに感
染したウシでは 74 ヶ月であったのに対し、
P233-Tax のそれは 96 ヶ月であった。両者間
には有意差（p＜0.01）が認められたことか



 

 

ら、Tax の L233P 変異の検出は BLV 感染牛の
予後診断に有用と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. BLV のアリルと白血病発症月齢 

(a)は L233－Tax 型、(b)は P233－Tax 型 BLV 感

染牛の白血病発症月齢の分布を示す。白いカ

ラムはホルスタイン、黒いカラムは黒毛和種

を示す。 

 
(3) Tax によるヒトがん関連遺伝子プロモー
ターの転写調節：地方陽性牛白血病の肉腫形
成における BLV Tax の役割を推定するため、
レポーターアッセイによってヒトがん関連
遺伝子プロモーターに対するTax の転写調節
能を調べた。図 4(a)に示すように、L233-及
び P233-Tax 共に転写調節因子をコードする
c-fos 遺伝子プロモーターを有意に(p＜
0.05)活性化した。また、細胞増殖制御に関
わる cdk4 遺伝子プロモーターに対しては
L233-Tax は有意に活性化した(p＜0.05)のに
対し、P233-Tax では対照との有意差は認めら
れなかった。一方、jun 遺伝子プロモーター
に対しては両者とも抑制的に働き、P233- Tax
は抑制的に作用した(p＜0.05)。ヒトのがん
原遺伝子 Bcl-2 プロモーターに関しては
P233-Tax は有意に抑制した(p＜0.05)が、
L233－Tax では対照との有意差は認められな
かった〔図 4(b)〕。myc 及び c-myb 遺伝子プ
ロモーターに対しては両者ともに有意な抑
制作用を示した(p＜0.05)。 c-kit プロモー
ターに対しては両者とも抑制傾向にあった
が、対照との有意差は認められなかった。が
ん抑制遺伝子 p53 及び p53AIP1遺伝子に対し
ては、両者とも対照に対して有意な差は認め
られなかった。以上の成績から、BLV による
肉腫形成には、Tax の cdk4 及び c-fos遺伝子
プロモーターの活性化が重要である可能性
が示された。また、P233-Tax の cdk4 遺伝子
プロモーターに対する活性化の低下ならび
に jun遺伝子プロモーターに対する抑制効果
が、白血病発症遅延の原因となっているのか
もしれない。さらに、Bcl-2 遺伝子プロモー
ターに対する抑制作用も P233-Tax 型ウイル
ス感染牛の白血病発症遅延に関与している
可能性がある。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4. Taxによるヒトがん関連遺伝子プロモー

ターの転写調節 

斜線カラムは L233-Tax、白カラムは P233-Tax

を示す。pcDNA3.1(+)をコトランスフェクとし

た際の発光量を 1 とした。**は対照に対して

有意差有（p＜0.05）、*は両 Tax 間で有意差有

（p＜0.05）。 

 
(4) Tax の L233P 変異と腫瘍原性：BLV Tax
の腫瘍原性を明らかにするため、Tax 発現
Rat-1 細胞をヌードマウスの皮下に接種した。
対照を含む 3 種の G418 耐性 Rat-1 細胞は、
接種した全てのマウスで腫瘍を形成した（図
5）。P233-Tax 発現細胞の平均重量は 0.57±
0.10g (n=7)であったのに対し、L233-Tax 発
現細胞のそれは3.23±0.83g (n=7)であった。
また、対照は 0.25±0.15g (n=8)であった。
L233-Tax 発現細胞由来腫瘍は P233-Tax のそ
れに比べ有意 (p＜0.01) に重量が大きかっ
たことから、L233-Tax は P233-Tax に比べ腫
瘍原性が高いものと考えられる。また、
P233-Tax 発現細胞由来腫瘍の平均重量と対
照のそれとの間には有意差が認められなか
った(p＞0.05)ことから、P233-Tax の腫瘍原
性は極めて低いことが示唆された。以上の成
績は、P233-Tax 型 BLV に感染したウシの白血
病発症平均年齢が L233-Tax 型のそれに比べ
有意に高い事実と良く一致する。P233-Tax 型
BLV は EBL 発症予防のための弱毒生ワクチン
への応用が期待される。 
 
 
 



 

 

 

 
図 5. 腫瘍の外観 

 
(5) 18 歳で白血病を発症したウシから分離さ
れた BLV のゲノム解析：BLV による白血病発
症機構を明らかにするため、その好発年齢か
ら大きく外れた高齢白血病牛由来ウイルス
の全ゲノム解析を行った。ダイレクトシーク
エンシングによって 5断片の塩基配列を決定
したところ、pro-pol 遺伝子を含む断片にお
いて特定部位から塩基の重複が認められた。
そこで、本断片をプラスミドにクローニング
して塩基配列を決定したところ、正常な逆転
写酵素（RT）及びインテグラーゼをコードす
るクローンと RNaseH ドメインを欠く RT をコ
ードし、インテグラーゼ ORF を欠くクローン
が混在していることが分った。さらに、肉腫
細胞が発現している µ鎖遺伝子可変部の解析
結果から、調べた腫瘍は単一クローンの B細
胞からなることが分った（図 6）。即ち、この
高齢白血病牛は野生型 BLV と RNaseH(-)RT を
コードし、インテグラーゼを欠く変異ウイル
スに重感染したB細胞腫を発症していたこと
が示された。市販の Moloney マウス白血病ウ
イルス RNaseH(+)RT の DNA ポリメラーゼ活性
を RNaseH(-)RT 存在下で測定したところ、著
しい活性の低下が認められた。このようなド
ミナントネガティブ現象が重感染細胞内で
も生じ、その結果野生型 BLV の増殖が抑えら
れたのかもしれない。感染初期の BLV は RT
依存性の cell-to-cell 感染によって増殖す
る。この初期増殖の遅れが EBL 発症遅延の原
因となったのかもしれない。本変異型 BLV も
弱毒生ワクチンへの応用が期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. 検出された pol遺伝子の塩基配列と RT 

(a)上段は野生型 pol遺伝子、下段は変異型 pol

遺伝子の塩基配列およびアミノ酸配列を示す。

(b)上段は野生型 RT、下段は変異型 RT を示す。

黒い部分は DNA ポリメラーゼドメイン、斜線部

分は RNaseH ドメインを示す。波線部分はフレー

ムシフトによって生じた部位。 

  

(6) BLV 感染牛初乳の凍結融解処理によるウ
イルスの不活化：未処理初乳由来リンパ球を
接種されたヒツジは、4 週目で BLV 遺伝子陽
性、5 週目で抗体陽性になった。一方、凍結
融解処理リンパ球を接種されたヒツジでは、
観察期間中ウイルス、抗体共に検出されなか
った。次いで、後者に別の BLV 感染牛初乳リ
ンパ球を凍結融解処理なしで接種したとこ
ろ、4 週目にウイルス陽性、6 週目に抗体陽
性となった。本成績は、凍結融解処理によっ
て初乳中のBLVが不活化されることを示して
いる。初乳の凍結融解処理は、初生牛の BLV
感染予防に極めて有効と考えられる。 
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