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研究成果の概要（和文）：本研究は牛白血病や乳房炎、寄生虫血症など様々な牛疾患と相関するとされるウシ主
要組織適合遺伝子複合体（BoLA)領域の解析を行うための手法の開発を目的として開始した。BoLA領域は極めて
多様性が高いため、本研究では特に牛白血病に関連するハプロタイプを収集し、それらの個体を用いたターゲッ
トリシークエンス法の解析に取り組んだ。本研究の最終年度において15年ぶりに改訂されたウシゲノムリファレ
ンスシークエンスも検討し、10種類の遺伝子型を有する個体において、x70～x148倍と、十分なシークエンス深
度が得られる、BoLA領域内の疾患関連SNPの探索に適していたタイピング法の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was developing a method to analyze the bovine major 
histocompatibility complex (BoLA) region, which is believed to be correlated with various bovine 
diseases such as bovine leukemia, mastitis and parasitemia. Because the BoLA region is extremely 
diverse, in this study, we collected haplotypes related to bovine leukemia in particular, and worked
 on the analysis of target resequencing using those individuals. In the final year of this study, we
 also examine the bovine genome reference sequence that has been revised for the first time in 15 
years. We succeeded in developing a typing method that was suitable for searching for related SNPs.

研究分野： Immunogenetics
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研究成果の学術的意義や社会的意義
主要組織適合遺伝子（MHC)はヒトにおいても100にも及ぶ疾患との相関性が示されており、極めて重要な遺伝子
領域である。ウシにおいても、数多くの疾病との相関性が示されており、遺伝子領域の多様性の全容をタイピン
グする事は重要である。本研究により示された新たなタイピング法により、これまでウシMHCのうち、一部しか
明らかにできなかった多様性の全容が解析可能となり、既に多く報告されている牛白血病や、乳房炎、寄生虫血
症など、真に相関する遺伝子の特定が可能となる。ワクチン戦略や抵抗性遺伝子の情報を使用したウシのブラン
ド化、感染症対策や、これまで飼養困難だった地域でのウシの飼育などその応用範囲はとても広い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまで申請者らはウシ宿主因子である主要組織適合抗原（BoLA）クラス IIが牛白血病ウ
イルス(BLV)の病態進行と強く相関する事を明らかとしてきた。しかしながら BoLA 遺伝子領
域は 4MB にわたり高度に多型に富む遺伝子が密に連鎖して存在しており、ハプロタイプによ
りその遺伝子数や多型性が大きく異なる事から、2004年に報告されたゲノムシークエンス配列
では詳細な BoLA領域の配列は得られておらず、BoLA領域の解析は困難であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、全ゲノム解析では多様性の全貌を明らかにするのが困難なBoLA領域に対して、
網羅的解析手法を用いて BoLA領域に絞った解析を行い、その多様性を明らかにすることを目
的とした。特に、BLVに対して疾患感受性を示す事が知られている主要な BoLAハプロタイプ
に集中して解析する事で、BLV 発症や BLV プロウイルス量上昇に関わる遺伝子の絞り込みを
行うための基盤技術を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
無数に存在するハプロタイプの中から明らかに BLV 病態進行に関与しているハプロタイプ
を選び出し、その多型の全貌を次世代シークエンサーをもちいて明らかにすることにより、疾
患関連遺伝子の同定および疾患関連ハプロタイプの簡易タイピング法の開発を行う。 
初年度は感受性および抵抗性アリルを有するウシゲノムの収集および BoLA 領域の次世代シー
クエンサーによるターゲットリシークエンスの条件設定を行うため、（1）黒毛和種牛およびホ
ルスタイン種のゲノム DNA、500 頭の収集、（2）DRB3 および DQA1 遺伝子のアリルタイピング、
（3）収集したウシサンプルの BoLA クラス II ハプロタイプの予測、および（4）BLV 抵抗性ア
リルを有する個体を収集した。これらの個体を使用して次世代シーケンサーによる BoLA 領域の
ターゲットリシークエンス法を開発すると共に、BoLA 領域の RNAseq による発現遺伝子の解析
を行った。最終年度には新規に公開されたウシゲノムリファレンスシークエンスを用いたター
ゲットリシークエンス法の改良を行った。 
 
４．研究成果 
はじめに黒毛和種 340 頭およびホルスタイン種 504 頭より抽出した DNA を計 844 頭収集し、
クラスIIハプロタイプおよびクラスIハプロタイプをNGS法により推定した。本サンプルより、
抵抗性として DH0902A(11/1), DH0902C(0/13), DH0701A(2/11), DH1101A(86/15), DH1101D(0/4), 
DH1401A(29/0), DH1401C(0/8)が検出され、感受性として DH1501A(316/86), DH1501B(8/0), 
DH1601A(2/56), DH1601D(4,128)が検出された（ホルスタイン種頭数/黒毛和種頭数）。これらの
個体から DH1601D を有する個体 3頭、DH1601A を有する個体 3頭、そして DH1501A を有する個
体 4 頭の計 10 頭の黒毛和種を選抜し、全 MHC 領域を含む、chr22:27,135,779-27,138,024, 
chr22:27,240,001-27550000 および chr23:25,155,545-31,621,350 の領域にプローブを設定
し、Miseq によるターゲットリシークエンスを行った。得られたデータをウシゲノム UMD3.1 に
アライメントし変異情報を検出するパイプラインを構築した。 
一方、BoLA 領域は非常に多型に富み、重複遺伝子も多く存在する事から、リード長の長い
Miseq によるシークエンスを行うが、十分なシークエンス深度を得るためには、BoLA 全体、約
6M 塩基対をターゲットにしてプローブを設定するとコストが莫大になってしまうという欠点
があった。そこで、多検体のシークエンスを行うために、シークエンス領域をよりコンパクト
にすることを目的として、牛白血病ウイルス（BLV）感染前および BLV 感染後の MHC 領域内の遺
伝子発現を RNA-seq によって解析する事で、各遺伝子の発現の有無の調査を行った。
PCR-Sequence Based Typing 法を用いてウシ主要組織適合遺伝子複合体(BoLA)-DRB3、BoLA-DQA1
を、SNP1 および SNP2 をタイピングし、牛白血病プロウイルス量を増加させるアレルである
BoLA-DRB3*1601:DQA1*12011:SNP1*A、SNP2*A をホモで有する黒毛和種 5頭について、BLV 感染
牛由来白血球を静脈内注射して感染させ、そのプロウイルス量の増加を CoCoMo-qPCR 法で測定
し、全ウシ遺伝子の mRNA の発現を次世代シークエンサーを用いて解析した。抗原提示に関与す
る MHC 遺伝子の中で、発現が強くみられたものは、BoLA-A、JSP.1、DQB, DRB3, DQA5, DQA2, DRA, 
NC1, DMA, DMB, TAP1 などであった。一方、BoLA-DYA, DYB, DSB といった、反芻動物特異的な
MHC 遺伝子や発現が弱いとされている DRB2 の発現は非常に弱かった。驚いたことに BoLA-DQA1
遺伝子の発現は殆ど見られず、この感受性ハプロタイプの特徴である可能性が考えられた。 
最終年度では、国内のウシの BoLA-DRB3 タイピングを行い、異なるハプロタイプを有する個
体 10 頭（DRB3*12:01/14:01, *14:01/*16:01, *16:01/*16:01, *05:03/*12:01, *02:01/*15:01, 
*07:01/*10:01, *07:01/*09:02, *07:01/*14:01, *11:01/*12:01, *10:01/*11:01)を選抜し、
次世代シークエンサーを用いて BoLA 領域のターゲット・リシークエンスを実施した。最終年度
ではリファレンスとなるウシゲノムシークエンスとして 2018 年に新たに報告された
ARS-UCD1.2 と 2004 年から用いられている UMD3.1 の比較を行った。さらに、BoLA 領域全長をカ
バーするプローブ設計を、遺伝子領域のみ、あるいは遺伝子のない領域も含む全領域の二種類
について行い、そのタイピング効率を比較した。最終的に BoLA 領域内の疾患関連 SNP を見いだ
すために用いる最適なターゲットリシークエンス法として、リファレンスゲノムは ARSUCD1.2
を用い、遺伝子のない領域も含めた、ウシ 23 番染色体 6.98Mbase-7.59 および



25.40Mbase-28.96Mbase の領域に設定したプローブを選定した。これらのプローブを用いたタ
ーゲットリシークエンスを、10種類の遺伝子型を有する個体を用いて実施し、10頭でx70～x148
倍と、十分なシークエンス深度が得られた。また、得られたシークエンス情報と、サンガー法
による BoLA-DRB3 遺伝子の塩基配列を比較したところ、全ての固体について正確に SNP がタイ
ピングできていたことが確認され、本方法が BoLA 領域内の疾患関連 SNP の探索に適している事
が示された。 
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