
帯広畜産大学・畜産学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０５

挑戦的萌芽研究

2018～2016

エピジェネティクス解析による地方病性牛白血病の若齢発症機構の解明

Elucidation of early onset mechanism of enzootic bovine leukosis by epigenetics 
analysis

７０２６３８０３研究者番号：

猪熊　壽（Inokuma, Hisashi）

研究期間：

１６Ｋ１５０４４

年 月 日現在  元   ６ １９

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：若齢肥育牛の地方病性牛白血病（Enzootic bovine leukosis: EBL）症例では、アポ
トーシス関連遺伝子BMP-6のプロモーター領域のメチル化が3歳以上の症例に比較して高頻度に生じていた。若齢
肥育牛におけるEBL早期発症には肥育牛特有の飼養管理など、後天的な環境要因によるエピジェティックな変化
の関与が考えられた。また、若齢EBLでは牛白血病ウイルスがプロモーター領域や転写活性領域へ組込まれる頻
度が高く、組込み部位の相違も早期発症に関与すると思われた。

研究成果の概要（英文）：The frequency of methylation of promoter region of the apoptosis related 
gene BMP-6 in enzootic bovine leukosis (EBL) cases of young fattening cattle less than 3 years was 
found to be higher compared to EBL cases more than 3 years old. In the early onset of EBL in young 
fattening cows, environmental factors such as feeding management specific to fattening cows were 
considered to be involved by affecting epigenetics change to the animal genome. Furthermore, bovine 
leukemia virus (BLV) was frequently integrated into the promoter regions and transcriptionally 
active regions of host genome in young EBL less than 3 years old. This finding also suggested that 
BLV integration sites are involved in the early onset of EBL.

研究分野：獣医内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
若齢肥育牛の成牛型牛白血病発症に発がん関連遺伝子であるBMP-6のエピジェネティックな変化が明らかにされ
たことにより、飼養管理、とくに栄養学的観点からウイルス発がんを制御する手掛かりを見出すことが期待され
る。また、研究成果は畜産・獣医学において牛白血病の発症予防に資するだけではなく、医学領域における成人
T細胞型白血病の動物モデルとして、発症メカニズムの解明および発症予防に貢献できる可能性が高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
地方病性牛白血病（Enzootic bovine leukosis: EBL）は牛白血病ウイルス（Bovine leukemia 
virus: BLV）感染が原因で生じる牛の感染性疾患である。BLV は発がん遺伝子を有しない
ため，発症に至るのは感染牛のうち数％であり、潜伏期も長い。このため一般には，EBL
は 3 歳以上の牛で発症し，教科書的には「成牛型牛白血病」と呼ばれ，若齢牛発症は非常
にまれである。近年，3 歳未満の若齢肥育牛における EBL 発生が増加しているが，この原
因については明らかではない。肥育牛の生産者を中心に発症予防対策の確立が期待されて
いる。 
 
２．研究の目的 
 EBL若齢発症には，BLV感染後の肥育という特殊な飼養管理と栄養状態が強く関与する
のではないかと考えるに至った。すなわち，若齢 EBL 発症には，後天的な遺伝子修飾（エ
ピジェネティクス）により発がん抑制遺伝子などの発現抑制が早期に生じるという仮説を
考えた。本研究では若齢牛の EBL発症機構を解明するために，EBL発症牛のエピジェネテ
ィクス解析を中心として以下のことを明らかにすることを目的とした。 
(1) 若齢 EBL発症牛における発がん抑制に関与する遺伝子修飾：若齢 EBL症例におけるが
ん抑制遺伝子、アポトーシス遺伝子などの発がん関連遺伝子のメチル化状況を解析 
(2) 若齢 EBL発症牛におけるBLV-provirus 挿入部位の特異性解析 
 
３．研究の方法 
【材料】家畜診療施設及び食肉検査センターと連携し、若齢 EBL発症牛の腫瘍化リンパ節
または末梢血、または生体を材料とした。 
【方法】 
(1) EBL 発症の証明：inverse-PCR を用い、BLV のモノクローナルな組込みが認められた
発症牛を EBLとした。 
(2) メチル化解析：EBL発症牛の特定ゲノム遺伝子をバイサルファイト処理し、PCR 増幅
後にシーケンス解析することで、各症例のメチル化割合を算定した。 
(3) BLV-provirus 挿入部位解析：inverse-PCR 産物の遺伝子解析による、BLV 組込み部位
を決定し、BLV-provirus 挿入部位を解析した。 
 
4. 研究成果 
(1) 若齢肥育牛の地方病性牛白血病（EBL）発症における発がん関連遺伝子のエピジェネテ
ィックな変異の有無を検証するため，アポトーシス関連遺伝子である DAPK1 および
BMP-6 に着目し，そのメチル化解析を行った。DAPK1プロモーター領域CpG island の
メチル化割合は EBL牛 0.0～12.1%，非 EBL牛 0.4～13.3%であり，両者に差が認められ
なかった。いっぽう、BMP-6 プロモーター領域のCpG island メチル化割合を解析したと
ころ、EBL発症牛（5.4%）では健常牛（1.8%）より有意に高値を示した。また、3歳齢
未満肥育 EBL 牛 8.5%、3 歳齢未満乳用 EBL 牛 3.2%、3 歳齢以上乳用 EBL 牛 1.8%、3
歳齢未満肥育健常牛2.1%、3歳齢未満乳用健常牛0.0%および3歳齢以上乳用健常牛2.1%
であり、3 歳齢未満の肥育 EBL 牛はその他の牛に比べ有意にメチル化割合が高かった。
BMP-6 プロモーター領域の高メチル化は若齢肥育牛における EBL 早期発症に関与する
可能性が示唆された。 



(2) BLV-provirus 挿入部位解析：3歳齢未満 EBL34 頭、3歳以上 EBL30 頭の BLVプロウ
イルスの組込部位及び組込部位周辺の宿主遺伝子を解析したところ、3 歳齢未満 EBL で
は特定の染色体や A/T 含量の特徴はないが、プロモーター領域や転写活性を持つ領域へ
の組込頻度が 3 歳齢以上 EBL に比べ有意に高かった。転写に関わる領域への BLV プロ
ウイルスの組込が早期発症に関与する可能性が示唆された。 
(3) 前白血病段階でのオリゴクローナル症例：EBL 発症牛症例を収集する過程で、迅速簡
便な地方病性牛白血病証明法としてB細胞のモノクローナリティーPCRを検討していた
ところ、発症前の持続性リンパ球増多症の牛でも末梢血リンパ球のオリゴクローナルを
示す個体が見出された。一部の感染牛では持続性リンパ球増多症の段階で既に腫瘍化し
ていることが示唆された。 
(4) 地方病性牛白血病発症牛症例を収集する過程で、リンパ節の腫大がない非典型的な牛白
血病、尿中に腫瘍細胞が認められた牛白血病、B細胞型の胸腺型牛白血病、牛白血病との
鑑別が必要な心膜由来中皮腫、子牛の赤芽球勞症例に遭遇した、いずれも臨床的にはた
いへん希少であるため、症例報告として発表した。 
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