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研究成果の概要（和文）：黒毛和種の有する牛白血病感受性・抵抗性遺伝子と日本在来牛である口之島牛および見島牛
の遺伝子領域を次世代シークエンサーを用いてリシークエンスし、その比較により疾患感受性遺伝子の起源を探った。
12頭の口之島牛、11頭の見島牛および10頭の黒毛和種のBoLA領域のSNPを解析したところ、感受性BoLAハプロタイプは
日本在来牛が有するハプロタイプと近縁の遺伝子であったが、抵抗性遺伝子遺伝子は共通性が乏しく、海外から流入し
てきた可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We sequenced bovine major histocompatibility complex region for 12 of 
Kuchinoshima cattle, 11 of Mishima cattle and 10 Japanese black cattle by target re-sequencing method 
using Next generation sequencer to determine whether the susceptible/resistant genotype for bovine 
leukemia virus were originated from Japanese native cattle or not. PCA analysis showed that susceptible 
gene were came from Japanese native cattle but resistant gene were introduced from foreign country.

研究分野： 免疫遺伝学

キーワード： 日本在来牛　ウシ主要組織適合遺伝子複合体（BoLA)　疾患感受性　ゲノムリシークエンス　牛白血病ウ
イルス　口之島牛　次世代シークエンサー　見島牛

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

牛白血病ウイルス（BLV）は悪性 B リンパ腫で

ある地方病性牛白血病(EBL)を惹起するレトロウ

イルスである。BLVは抗体が陽転しても体内から

排除されずに持続感染し、大きく 3 つの病態を

示す。①感染牛のおよそ 70%は長期間、全く臨

床症状を示さない無症候性キャリアー、②30%は

CD5 陽性 B リンパ球が増加する持続性リンパ球

増多症（PL）、そして③一部の感染牛（5%以下）

は 5 年から 10 年の潜伏期間を経て白血病を発

症し、必ず死に至る。また、免疫機能の低下し、

他の感染症に対する易感染性や、産肉・繁殖力

の低下を伴うことから、畜産界に与える被害は甚

大である。しかし、発症率は低いため、牛白血病

浄化対策が軽視されてきた結果として、最近そ

の発生件数が世界的に急増しており、更なる増

大が懸念されている。 

実際、国内では 1980 年および 1982 年にそれ

ぞれ，乳牛で3.7 ％、 4.2 ％、肉牛では7.4 ％、

6.0 ％であったのに対し、2007 年度の調査では

平均抗体陽性率は 28 ％，そのうち乳用牛は

35 ％，肉用牛は 12 ％と急激な感染率の上昇

が確認されている。それに伴い、牛白血病の発

生件数は 1999 年の 169 件から 2008 年の 1040

件への急増している。また、BLV は我が国だけ

でなく、世界中に分布しており、現在、地方病性

牛白血病は国際獣疫事務局（OIE）のリスト疾患

の一つに挙げられている。申請者らは、BLV 感

染の世界的動向を知るために、牛生産で世界

有数の南米大陸のアルゼンチン、ペルー、パラ

グアイ、ボリビア、チリにおいて、平成 16 年から

平成 19 年の 4 年間に亘り、12 品種、約 3000 頭

の採材を行い、BLV 検出を実施した。その結果、

アルゼンチンで約 60%、ペルーで約 40%、ボリビ

アで約 40%、パラグアイで 70%、チリで約 25%の牛

に BLV 感染が認められた。また、フィリピンでの

調査報告によるとスイギュウで 27.6%もの BLV の

感染率が報告されており、ウシは更に高い感染

率である事が予想されている。このように、BLV

感染は世界的レベルで拡大している。 

このように BLV の感染が蔓延してしまった結

果、隔離／淘汰によるBLVの排除が大変困難と

なってきており、近年有効な BLV 対策が切実に

求められるようになってきた。 

申請者らはこれまで、EBL の発症に抵抗性／感

受性を示す遺伝性の要因としてウシ主要組織適

合遺伝子複合体（BoLA）クラス II DRB3 遺伝子

の多型性が強く関連していることを明らかにして

きた。BoLA-DRB3 遺伝子はウシゲノムのなかで、

最も多型性に富む遺伝子で、現在 130 種類もの

対立遺伝子が報告されている。そこで我々は、

日本で飼育されている主要な肉牛である黒毛和

種、および主要な乳牛であるホルスタイン種に

おいて、それぞれ白血病に抵抗性および感受

性を示す BoLA-DRB3 アリルの探索を行った。

その結果、ホルスタイン種において明確な発症

感受性アリルおよび抵抗性アリルは見いだされ

なかったが、黒毛和種においては明らかに抵抗

性 を 示 す ア リ ル と し て BoLA-DRB3*0701 、

DRB3*1101、DRB3*0902 を、そしてホモで有す

る と 有 意 に 白 血 病 を 発 症 し や す い

BoLA-DRB3*1601 を見いだすことに成功した。

さらに、申請者らの開発した BLV プロウイルスロ

ードを正確に定量可能な BLV-CoCoMo-qPCR

法を用いて、抵抗性個体および感受性個体のウ

イルスロードを測定したところ、抵抗性個体では

有意にウイルスロードが低く、感受性個体では

逆にウイルスロードが高い事を明らかにした。こ

の事は、抵抗性牛は自らが発症しにくいだけで

なく、他のウシへ感染させる可能性も低く、逆に

感受性牛は発症しやすいだけでなくその牛群の

感染源となる危険性を孕んでいる事を示してい

る。 

 一方、申請者らは、黒毛和種の BoLA-DRB3

アリルのアリル頻度はホルスタイン種のアリル頻

度と非常に良く似ている事を明らかにした。しか

しながら、ホルスタイン種では発症／抵抗性に

関与する BoLA-DRB3 遺伝子が見つからない事

から、ウイルスロードの制御能を有する MHC アリ

ルは黒毛和種特有のものである可能性が考えら



れた。そこで、さらに詳細に DRB3 遺伝子周辺に

存在する多型遺伝子 DQA1 のタイピングも行い、

ハプロタイプを決定し、頻度を解析したところ、

DRB3-DQA1 ハプロタイプはホルスタイン種と黒

毛和種でかなり異なっていることを明らかにした。

加えて、感受性 DRB3*1601 アリルを有するハプ

ロタイプは1601A、1601B、1601C の3種類存在

するが、このなかで BLV プロウイルスロードの上

昇 に 関 与 す る の は 1601B (DRB3*1601- 

DQA1*10012)のハプロタイプのみであることを

明らかにした。一方、同じく黒毛和種牛の調査

において BLV プロウイルスロードの上昇を有意

に抑制する効果を示す 0902B/C および 1101A

ハプロタイプも同定された。牛白血病を制御する

遺伝子の本体を探るためには、これらのハプロ

タイプの起源を探ることが非常に有効であると考

えられる。 

 黒毛和種牛は、明治以降日本在来種に西洋

種を掛け合わせて各地域で作製された改良和

種をもとに役肉兼用種として改良が進められ、そ

の過程で黒毛和種、褐毛和種、無角和種の和

牛３品種が成立したとされている。 

  

２．研究の目的 

 本研究では、褐毛和種や無角和種、そして、

現在まで残されている、祖先種である日本在来

種の鹿児島県口之島産・口之島牛および山口

県見島産の見島牛の BoLA-DRB3 遺伝子およ

び DQA1 遺伝子の頻度調査、および BLV の感

染状況を調査し、疾患感受性／抵抗性 MHC ハ

プロタイプの起源を探ると共に、その遺伝子の

本体を突き止め、BLV 抵抗性遺伝子を指標とし

た牛白血病を発症しにくいウシを作出するという

育種戦略、および発症前診断技術の開発の基

礎を築くことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

  黒毛和種、その祖先種および日本在来牛をも

とに成立した和種のゲノムを収集し、牛白血病

抵抗性および感受性を示すＢｏＬＡクラスＩＩハプ

ロタイプを有する個体をそれぞれの品種から特

定する。これらのハプロタイプを有するウシのクラ

スＩＩ領域の全塩基配列を次世代シークエンサー

により決定し、牛白血病感受性および抵抗性遺

伝子の起源を探る。 

黒毛和種、口之島牛および見島牛のゲノムを収

集し、BoLA-DRB3 および BoLA-DQA1 遺伝子

のタイピングを行い、BoLA クラス II ハプロタイプ

の予測を行った。 

  

１）和牛および日本在来種のサンプリング 

 黒毛和種 10 頭、口之島牛 39 頭および見島牛

11 頭のゲノム DNA を収集した。 

２）BoLA-DRB3 および DQA1 タイピング 

 １）で得られたゲノム DNA を用いて、申請者ら

の開発した PCR-sequence based typing (SBT)

法を用いて DRB3 および DQA1 遺伝子のアリル

をタイピングした。ウシゲノムより PCR にて DRB3

および DQA1 遺伝子の exon 2 の増幅を行い、

ABI キャピラリーシークエンサーを用いてダイレ

クトシーケンスにより塩基配列を決定する。得ら

れた配列は母方および父方由来の 2 種類の塩

基配列を含んでいるため、申請者らがウシ用に

調整した AssignATF ソフトウェアを用いて解析を

行い、アリルの決定を行う。 

３）DRB3-DQA1 クラス IIハプロタイプの決定 

 ２）で得られたアリル情報と、これまで申請者ら

が収集したホルスタイン種および黒毛和種のも

つハプロタイプ情報、さらに次世代シークエンサ

ーを用いた古典的 BoLA 遺伝子タイピング法を

用いて、収集したウシサンプルの BoLA ハプロタ

イプを決定した。 

４）摘発とプロウイルスロードの測定 

 3 つの品種の中から感受性／抵抗性ハプロタ

イプを持つ個体を選定し、次世代シークエンサ

ーを用いた MHC クラス II 領域のリシークエンス

により感受性/抵抗性 BoLA 遺伝子の起源を推

定した。 

 

４．研究成果 



A) 口之島牛、見島牛および黒毛和種のゲノム

遺伝子の収集と遺伝子タイピング 

 口之島牛 39 頭、見島牛 11 頭および黒毛和種

10 頭のゲノム DNA を収集し、それらの BoLA 遺

伝子型およびプロウイルス量の測定を行った(表

1)。その結果、興味深いことに 1 頭を除く全ての

個体で DRB3*0201 ホモ型であり、3314 の一頭

のみ、DRB3*2801 ホモ型であった。 

（表 1）口之島牛 39 頭の BoLA-DRB3 アリル型 

牛番号 BoLA-DRB3 アリル型 
3247-1   
4553  
4686  
4491  
3366  
4624  
4556  
4665  
3265  
3865  
3314  
4228  
4687  
TM23  
TM47  
TM53  
TM55  
TM57  
TM59  
TF16  
TF28  
TF32  
TF34  
TF36  
TF38  
TF40  
TF48  
TF50  
TF54  
TF56  
TF60  

*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*2801/*2801 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 
*0201/*0201 

 さらに、日本在来牛で、海外の遺伝子の交配

が行われていない見島牛 11 頭(M-1～M-11) 

のゲノム DNA も入手した。 

 続いて、感受性遺伝子型を有する黒毛和種お

よび抵抗性遺伝子型を有する黒毛和種 10 頭に

ついて、次世代シークエンサーをもちいて BoLA

クラス I およびクラス II 遺伝子のアリルタイピング

を行った（表 2）。 

 

 

(表 2)黒毛和種の BoLA 遺伝子型 

牛
番
号 

BoLA 遺伝子型(クラス I-クラス
II)  

抵 抗
性/感
受性 

S1 
S2 
S3 
S4 
S5 
S6 
N1 
N2 
N3 
N4 

AH128A-DH1601D ホモ型 
AH128A-DH1601D ホモ型 
AH128A-DH1601A/AH020B-DH1601D 
AH128A-DH1601A/AH020B-DH1601D 
AH128A-DH1601A/AH020B-DH1601D 
AH128A-DH1601D ホモ型 
AH020B-DH1501A/AH???-DH2703F 
AH020B-DH1501A/AH121A-DH0503A 
AH020B-DH1501A/AH???-DH1201D 
AH020B-DH1501A/AH???-DH2703F 

感受 a 
感受 a 
－ 
－ 
－ 
感受 a 
抵抗 b 
－ 
－ 
抵抗 b 

a, DH1601D が 1601B に相当する感受性クラス
II ハプロタイプ。ホモ型で感受性遺伝子型。 
b, DH2703F が抵抗性遺伝子 BoLA-DQA1*0204
を含むクラス II ハプロタイプ。ヘテロ型/ホ
モ型両者とも抵抗性型。 
 

B) ウシ主要組織適合遺伝子複合体のリシーク

エンス法の確立 

  ウ シ ゲ ノ ム リ フ ァ レ ン ス と し て 、

bostau6(UMD_3.1) を 選 択 し 、 23 番 染 色 体

25,155,544-31，621，350 までの、BoLA 領域全

長を含む ELOVL5 から HFE 遺伝子までの領域

にプローブを設計した。繰り返し配列を除いた

Coverage は 71.2%、全標的領域の塩基配列は

4,868,659bp であった。本プローブを用いて、ウ

シゲノムより作製した次世代シークエンス用のラ

イブラリーから BoLA 領域を含む配列をハイブリ

ダイゼーションにより抽出し、Mi-seq により 300bp 

pair-end でシークエンスを行った。得られたショ

ートリードシークエンスは bwa により UMD_3_1 リ

ファレンスゲノムに貼り付けた。 

C)ウシ BoLA 領域のリシークエンスと主成分分析

による感受性/抵抗性遺伝子の起源の推定 

 

図 1 BoLA 領域の主成分分析 



 口之島牛 39 頭のほぼ全頭が同じクラス II 遺伝

子のホモ型であったため、ほぼ全ての遺伝型が

同じである可能性が強く示唆された。そこで、表

1 の太字で示した 12 サンプルを選択し、次世代

シークエンス解析に用いた。また、見島牛 11 頭

および黒毛和種 10頭も同様に BoLA 領域のリ

シークエンス解析に供した。全 33 サンプル

の BoLA 領域の変異情報の取得に成功し、そ

れらを用いて、主成分分析を行った（図 1）。 

 今回使用した感受性遺伝子は、見島牛 11

頭中 7 頭、口之島牛 12 頭全ておよび黒毛和

種 10頭中 5頭が有する BoLA 遺伝子型と最も

近縁な遺伝子である事が示され、感受性遺伝

子は日本在来牛全体に浸透している遺伝子

である事が示唆された。 

 一方、抵抗性の 2 頭(N1 および N4)は BoLA

全体ではあまり共通性は見られなかったが

（図 1）、クラス II 領域は共通である事が示

された(図 2)。この抵抗性遺伝子は、口之島

牛や見島牛で検出された遺伝子型とは大き

く異なる遺伝子型である事が示さた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 BoLA クラス II 領域の主成分分析 
 
 

以上の解析から、抵抗性遺伝子は日本在来牛

由来ではなく、明治以降に海外から流入して

きた遺伝子であるノに対し、感受性遺伝子は

日本在来牛が古来から有する遺伝子である

可能性が考えられた。 
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