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研究成果の概要（和文）：ネコ白血病ウイルス（feline leukemia virus：FeLV）は猫に免疫不全や白血病を引
き起こす。猫はFeLV感染後数年でほとんどが死に至るため、FeLV感染症は獣医臨床上大きな問題となっている。
FeLVに対するワクチンは90年代から市販されているものの感染防御能は低い。感染防御能の低さは、ワクチンが
中和抗体を誘導しにくいことによるが、その原因はFeLVの外被糖タンパク質のグリカン（糖鎖）にある。本研究
ではグリカンによって隠されていた中和エピトープを露出させたシュードタイプウイルスを作製することに成功
した。本研究により、感染防御能の高いFeLVワクチンの開発に道を拓いた。

研究成果の概要（英文）：Feline leukemia virus (FeLV) is a feline leukemia virus (FELV) that affects 
cats with immune deficiency and It causes leukemia. Because most cats die within a few years of FeLV
 infection, FeLV infection is a major veterinary clinical problem and Vaccines against FeLV have 
been available on the market since the 1990s, but they offer poor protection against infection. . 
The poor protection against infection is due to the vaccine's difficulty in inducing neutralizing 
antibodies to FeLV It is located in the glycan (glycans) of the outer coat glycoprotein. In this 
study, a pseudotypic virus that exposes a neutralizing epitope hidden by glycans The researchers 
succeeded in producing a vaccine for FeLV. This study paved the way for the development of a FeLV 
vaccine with high protection against infection.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ネコ白血病ウイルス（FeLV）は猫に免疫不全や白血病を引き起こし獣医領域で大きな問題となっている。FeLVに
対するワクチンは90年代から市販されているものの感染防御能は低い。本研究では隠されていた中和エピトープ
を露出させたシュードタイプウイルスを作製することに成功した。本研究により、感染防御能の高いFeLVワクチ
ンの開発に道を拓いた。本研究成果は他のウイルスにも応用可能であり、効率良いワクチンの開発が期待され
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ネコ白血病ウイルス（FeLV）はウシ白血病ウイルスやヒト免疫不全ウイルスと同じくレトロ
ウイルス科に分類されるウイルスである。猫が FeLVに感染すると、多くは持続性ウイルス血症
となり、唾液や糞便に大量にウイルスを排出、接触感染により感染が拡大する。持続性ウイルス
血症を呈した猫のほとんどは、およそ 4から 6年で、免疫不全、貧血、リンパ腫、白血病などを
呈して死亡する。そのため、FeLVは小動物獣医臨床上もっとも怖れられている感染症の一つで
ある。 
一般にレトロウイルスに対するワクチンは開発が困難であり、ヒトや家畜においては FeLV以
外にはワクチンは市販されていない。FeLVに関しては、1975年に試作ワクチン（不活化ワクチ
ン）が開発、一定の有効性が確認され 1)、1985年にアメリカで初の FeLVワクチンが認可された。
国内においても 1996 年に販売が開始された。ところが現行の FeLV ワクチンは感染を完全に防
御する効力は低く、ワクチンの効能も、血中ウイルス量を低くとどめる「持続性ウイルス血症」
の抑制、すなわち発症率の低下を謳ったものにとどまっている。さらにワクチン接種率の低さか
ら、国内での FeLVの感染率は上昇傾向にあり、現在では国内平均でおよそ 10%、地域によって
は 30%を超える感染率に達し、危機的状況に陥っている。 
 ワクチンにより中和抗体が誘導された猫の個体の血清をワクチン非接種猫に移入すると、
FeLV に対する感染防御効果がみられることから 2)、ワクチンにより中和抗体が誘導されれば、
感染防御効果は十分に期待できると考えられる。ところが、現行のワクチンを接種した猫では中
和抗体が検出されない場合が多く、検出されても抗体価がごく低くとどまっている。その主な原
因は、FeLVのエンベロープタンパク質（Env）がグリカン（糖鎖）に覆われていることにある。
グリカンは自己成分と同一であるために抗原性はなく、基本的に免疫系に認識されない。そのた
めに FeLVに対する中和抗体は誘導されにくい。 
 
２．研究の目的 

FeLV は猫に免疫不全や白血病を引き起こす。猫は FeLV 感染後数年でほとんどが死に至るた
め、FeLV感染症は獣医臨床上大きな問題となっている。FeLVに対するワクチンは 90年代から
市販されているものの感染防御能は低く、ワクチン接種率の低さと相俟って、国内の猫の FeLV
感染率は上昇し続けている。感染防御能の低さは、ワクチンが中和抗体を誘導しにくいことによ
るが、その原因は FeLVの外被糖タンパク質上のグリカン（糖鎖）にある。本研究ではグリカン
によって隠された中和エピトープを露出させたシュードタイプウイルスを作製し、感染防御効
果能の高い FeLVワクチンを作出する。本研究成果は FeLVワクチンのみならず、広く伴侶動物
や家畜、ヒトのレトロウイルスのワクチン開発に寄与する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞 
 本研究で使用した細胞はすべて、動物用細胞培養液（Dulbecco’s modified Eagle’s medium）に
10％のウシ胎児血清、100 µg/mlのストレプトマイシンと 100 U/mlのペニシリンを加えた溶液で
培養した。また細胞はすべて炭酸ガス培養器内で培養した。炭酸ガス培養器内の気体は二酸化炭
素が全体の 5％で、庫内の温度は 37℃に保った。 
 
(2) ゲノム DNAの採取  
 FeLV感染 HEK293細胞を QIAamp DNA Blood Mini Kitにより細胞のゲノム DNAを精製した。 
 
(3) FeLV F8701株の感染性クローンの作製 
 本実験では FeLV F8701株を使用した。また感染性分子クローンの作製にあたり、その方法に
ついて Miyazawa らの方法 3)に従った。F8701 株感染細胞のゲノム DNA から F8701 株のプロウ
イルス DNA を PCR 法で増幅させるために、Watanabe らの 2013 年の先行研究 4)で使用された
clone33（GenBank accession No. AB060732）を基にプライマーを設計した（図 1A）。PCRのプラ
イマーは 5′ half側の DNAについて 5′ half Fw、5′ half Rv、3′ half側の DNAについて、3′ half Fw、
3′ half Rvを用いた。PCRについて、溶液の全量を 25µlとし（表 1B）、条件については表 1-Cの
通りである。PCR はサーマルサイクラー（C1000：バイオラッドラボラトリー社製）で行った。
二種類の PCR産物（FeLV F8701株の 5′ half側のゲノム DNAと 3′ half側のゲノム DNA）は pSP73
ベクター（プロメガ）に組み込んだ。その後二種のプラスミドを組み合わせることにより、プロ
ウイルス型 DNAに組換えた。制限酵素処理後のクローニングには、ライゲーション・ハイ（東
洋紡）を使用し、ライゲーション反応は東洋紡が推奨するプロトコールに従った。 
 
(4) PCR産物の組み込みの確認 
 プロウイルス型 DNAに組換えたプラスミドを大腸菌に導入し、Mini Prepを行うことで、大腸
菌内で増幅したプラスミドの精製を行った。その後、制限酵素処理を行った後、電気泳動により、
DNA 長を確認することで、F8701 株全長の DNA 導入を確認した。使用した制限酵素は EcoRI、
BamHI、HindIII、XbaI、PvuI（NEB）である。 
 
(5) プラスミドの細胞への導入 



 方法 4で精製を行ったプラスミドついて、感染性と増殖性を調べた。まず、HEK293T/LacZ細
胞（LacZ遺伝子が導入されたヒト胎児腎細胞）に Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）
を用いて、プラスミドをトランスフェクションした。トランスフェクションは Thermo Fisher 
Scientificのプロトコール通りに使用した（図 2A）。プラスミド導入から一週間後、0.45 µm径の
メンブレンフィルター（PALL）で培地上清をろ過し、HEK293細胞にろ過した上清を接種した。
接種した細胞は Sakaguchiら 5)の方法に基づき 2日後に X-Gal染色を行った。また、方法 6で培
養上清を接種した。 
 
(6) 上清接種  
 方法 5 で培養上清を接種した HEK293 細胞（ウイルス接種後 2 日）から培養上清を回収し、
ろ過を行った後、HEK293T/LacZ細胞に再度接種した。上清接種を行った細胞はその後、2週間
37℃の炭酸ガス培養器内で培養した。その後、培養上清を、0.45 µm径のメンブレンフィルター
でろ過し、HEK293細胞に接種した（図 3A）。 
 
(7) LacZ マーカーレスキューアッセイ 
 LacZ マーカーレスキューアッセイは、Sakaguchi ら 5)の方法に従った。培養上清接種前日に、
標的細胞である HEK293細胞を、96穴プレートに１穴につき 2.0 × 105個撒いた。翌日に、方法
5、6の通りに培地上清を接種した。上清接種から 2日後、プレート内の細胞に 5ブロモ 4クロ
ロ 3インドリル Β-D-ガラクトピラノサイト（X-Gal）を添加した。X-Gal添加 2時間後に、LacZ
マーカーの有無を顕微鏡下で確認した。 
 
４．研究成果 
(1) PCR  
 PCRを行った結果、3′ half側で約 3kbpの PCR産物、5′ half側で約 6kbpの PCR産物が得られ
た。FeLV F8701株の 3′ half側、5′ half側の PCR産物をプラスミド pSP73に組み、DNA組換えに
よりプロウイルス DNA型に組換えた。 
 
(2) 目的遺伝子の組み込み 
 プロウイルス DNA型の FeLV F8701株全長 cDNAを組み込んだプラスミドについて、制限酵
素 HindIII、EcoRI、XbaI、PvuI、BamHIで制限酵素処理を行った結果、FeLVのプロウイルス DNA
の全長が導入できたと考えられるプラスミドが 11 クローン得られ、それぞれ pSPFeLV(F8701) 
clone #1-#11と命名した。  
 
(3) 感染性の確認 
 結果 2で得られた 11種類のプラスミドクローンについて、感染性を確認した。方法 5、7を行
った結果、11 クローンすべてで感染性を確認出来た。また陰性対照としてウイルス粒子の入っ
ていない培地上清を HEK293 細胞に接種し、同様に X-Gal 染色を行った結果、非特異的な染色
反応は確認されなかった（図 2B）。 
 
(4) 増殖性の確認 
 結果 3で感染性を確認した clone#1-#11について、その増殖性を確認した。方法 6、7を行った
結果、感染性を確認したすべての pSPFeLV(F8701)クローンにおいて、ウイルスの増殖が確認で
きた。また結果 3と同様に、非特異的な染色反応は確認されなかった（図 3B）。 
 
 本研究では、作製した 11 個の pSPFeLV(F8701)クローンの感染性ならびに増殖性を確認でき
た。このことから、FeLV F8701株の感染性分子クローンの作製に成功したと結論づけられた。 
一般的に FeLV-Aはネコ以外の細胞には感染せず、同種指向性であるとされてきたが、現在は
同種指向性でなく、異種細胞にも感染することが Nakata らの先行研究 6)などで示されている。
本研究でも、FeLV F8701株はネコ由来の細胞のみならず、ヒト由来細胞（HEK293細胞）にも感
染することが分かった。FeLV F8701株は FeLV-Aであると Nakamuraらの 2010年の先行研究で
示されているが、FeLV F8701株が FeLV-Aであると断定できない 7)。Nakamura らの研究では、
FeLV F8701株に感染した FEA細胞に対し、FeLV-A、-B、-Cシュードタイプウイルスを接種し、
FeLV F8701株を FeLV-Aと結論づけたが 7)、FeLV-A、-B、-Cに感染した FEA細胞（ネコ由来細
胞）に FeLV F8701株を接種する実験を行っていない。この場合、FeLV F8701株が FeLV-Aの受
容体である THTR-1 を介して FEA細胞に感染するウイルスを含むことは明らかであるが、それ
以外の受容体も同様に利用して、細胞に感染していないとは断言できない。宮沢の 2009年の報
告 8)によると、FeLVは生体内で感染する場合、FeLV-Aの単独感染は見られるが、FeLV-B、-Cの
単独感染は見られず、感染が起こる場合、必ず FeLV-Aとの混合感染が見られる、とある。その
ため、FeLV F8701株が FeLV-Aと FeLV-B、-C以外のウイルス株との混合感染が起きた生体から
分離されていた場合、本実験で作製された感染性分子クローンは FeLV-Aの感染性分子クローン
のみならず、FeLV-A、-B、-C 以外のサブグループに属する感染性分子クローンを作製している
可能性がある。Shalevらの 2009年の報告 9)によると、FeLV-Aと FeLV-Cのキメラ分離株（FY981
株）が存在している。Shalevらによるとこのキメラ分離株が、THTR-1のみならず、FeLV-Cの受



容体である FLVCR1 もしくは FLVCR2 の受容体を利用して細胞に感染している。今後、本研究
で作製された 11種の感染性分子クローンについて、干渉試験や発現クローニング法を駆使して、
受容体の解析を行いたい。 

 
図１ PCRについて 

(A) FeLV F8701株の全ゲノム長とプライマーの位置 
(B) 得られると予想されるプラスミド産物 

図２ pSPFeLV(F8701)の感染性の確認 
（A）pSPFeLV(F8701)を HEK293T/LacZ細胞にトランスフェクション法にて導入、培
養上清を回収した後 HEK293細胞に接種した。2日後に X-Galで染色し、感染を LacZ
マーカーレスキューアッセイで確認した。 
（B）LacZマーカーレスキューアッセイ後の顕微鏡写真。（a）は
pSPFeLV(F8701)を HEK293T/LacZ細胞にトランスフェクションした上清を
接種したもの。（b）は上清中にウイルス粒子が入っていない陰性対照。 

 



図３ pSPFeLV(F8701)の増殖性の確認 
(A) HEK293細胞に pSPFeLV(F8701)由来ウイルスを接種した後、上清中の
ウイルス粒子を回収した。その後、回収した培養上清を HEK293T/LacZ細
胞に接種し、さらにその上清を HEK293細胞に接種した。 
(B) HEK293細胞における LacZマーカーレスキューアッセイ。（a）は
FeLV F8701株を接種したもの。（b）はウイルス粒子が入っていない培地
上清を接種したもの（陰性対照）。 
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