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研究成果の概要（和文）：牛伝染性リンパ腫ウイルス（BLV）感染症に対する新規制御法への応用を目指して、
免疫抑制受容体を標的とした複数の阻害抗体を樹立し、免疫活性化効果と抗ウイルス効果を検証した。その結
果、これらの阻害抗体を併用すると、ウシの免疫細胞におけるTh1サイトカインの応答が増強され、強力な抗ウ
イルス効果を示した。さらにこれらの阻害抗体を生体投与が可能な治療用抗体に改変し、哺乳類細胞の発現系を
用いた大量生産に着手した。今後は、本研究で開発した治療用抗体について大規模な臨床研究を行い、BLV感染
症の新規制御法への応用を進めていきたい。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel control strategy against bovine leukemia virus (BLV) 
infection, we established several blocking antibodies targeting immunoinhibitory receptors and 
tested their immune-activating and antiviral effects. As a result, the combination of these blocking
 antibodies enhanced the response of Th1 cytokines in bovine immune cells and showed a strong 
antiviral effect. We have also modified these inhibitory antibodies into therapeutic antibodies that
 can be administered in vivo, and have begun mass production using a mammalian cell expression 
system. In the future, we would like to conduct large-scale clinical studies of the therapeutic 
antibodies developed in this study and apply them to novel methods for controlling BLV infection.

研究分野：獣医免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、国内の農場ではBLV感染が拡大しており、日本国内の35%以上のウシがBLVに感染している。BLV感染の蔓延
に伴い牛伝染性リンパ腫の発生も急増している。牛伝染性リンパ腫は届出伝染病に指定されており、その発生数
は過去21年間で42倍に増加した。腫瘍を発症したウシは淘汰（全廃棄）の対象となるためその経済的被害は大き
い。しかしながら、BLVに対する有効なワクチンや治療法は存在しないため、新規制御法の開発が求められてい
る。本研究で開発した免疫抑制受容体を標的とした治療用抗体は、免疫活性化によって抗ウイルス効果を発揮す
ることができ、BLVが国内に広く蔓延した現状を打破する新規制御法として有望である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
牛伝染性リンパ腫ウイルス（牛白血病ウイルス, bovine leukemia virus; BLV）は、ウシの B細
胞に感染し、長い潜伏期間を経て感染牛に B 細胞性リンパ腫である地方病型牛伝染性リンパ腫
（地方病型牛白血病）を引き起こす。近年、日本国内の農場では BLVの感染牛が急増しており、
2009-2011年の調査によると全国の肉牛の 28.7%、乳牛の 40.9%が BLVに感染している。BLVの
蔓延に伴い、牛伝染性リンパ腫（牛白血病）の発生が国内で急増している。実際に農林水産省
の発表によると、2019年の牛伝染性リンパ腫の発生数は 21年前の 41倍 に達している。牛伝染
性リンパ腫は家畜伝染病予防法により届出伝染病に指定されており、腫瘍（リンパ腫）を発症
した牛は淘汰（全廃棄）の対象となるため、その経済的被害は大きい。 
 

BLV感染症をはじめとする慢性感染症では、抗ウイルス応答の中心を担う T 細胞を機能的に
疲弊化させ、ウイルスが宿主の免疫応答を回避し、感染を持続している。T 細胞の疲弊化は、
病原体抗原による過剰なＴ細胞の活性化に対する負のフィードバックとして、programmed death 
1 (PD-1) などの免疫抑制受容体が T細胞表面に過剰発現し引き起こされる（図 1）。免疫抑制受
容体 PD-1は感染細胞などに発現したリガンド programmed death-ligand 1 (PD-L1) と結合するこ
とにより、T細胞の活性化シグナルを阻害し、細胞増殖、サイトカイン産生、細胞傷害能等のT
細胞の機能を抑制する。その結果、T 細胞は免疫応答を十分に発揮できず、病原体の持続感染
を許してしまう。しかしその一方で、免疫抑制受容体とそのリガンドとの結合を特異的抗体に
よって阻害することで、疲弊化 T 細胞が再活性化され、本来発揮するべきエフェクター機能を
回復できることも知られている。実際に医学領域では PD-1、PD-L1 に対する抗体医薬品が発売
され、ヒトの腫瘍疾患に対する新たな治療法として利用されている。 
 
我々は、BLV 感染症をはじめとするウシの慢性感染症に対する新規制御法とするべく、免疫
抑制受容体 PD-1とそのリガンド PD-L1を標的とした抗体薬の開発を進めてきた。申請者らは、
BLV感染牛では T細胞における PD-1の発現と、B細胞（BLV感染細胞）における PD-L1の発
現が上昇し、T 細胞の疲弊化が誘導されることで、病態進行が助長されることを明らかにした。
さらに、抗ウシ PD-L1 キメラ抗体ならびに抗ウシ PD-1 キメラ抗体を開発し、BLV 感染牛に対
する抗体投与試験を実施した。これらのキメラ抗体薬の投与により、生体内で抗ウイルス T 細
胞応答が活性化され、プロウイルス量を減少させることに成功した。しかし、BLV 感染牛の中
でもプロウイルス量の高い、持続性リンパ球増多症（persistent lymphocytosis; PL）牛に対しては、
抗 PD-L1 キメラ抗体の単独投与では十分な抗ウイルス効果を発揮できなかった。プロウイルス
量の高い PL牛においても、免疫活性化効果ならびに抗ウイルス効果を発揮させるには、さらな
る戦略が求められる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、BLV 感染症に対してより効果的な治療法を確立するため、抗 PD-L1 抗体・抗
PD-1抗体と他の治療用抗体を併用し、BLV感染牛において免疫活性化効果および抗ウイルス効
果を検証する。併用法の標的としては、T 細胞の疲弊化に促す PD-1 以外の免疫抑制受容体
CTLA-4、TIM-3、LAG-3 を候補とする。我々はこれまでに、BLV 感染牛において、複数の免疫
抑制受容体が PD-1と同様に発現上昇していることを既に確認しており、治療標的として有望で
あると考えている。 
 
３．研究の方法 
 まず、我々が樹立した抗 CTLA-4 抗体、抗 TIM-3 抗体および抗 LAG-3 抗体について、ウシ
PBMCに対する T細胞活性化効果を評価した。BLV感染牛あるいは非感染牛の血液から分離し
た末梢血単核球（PBMC）を、BLV抗原、抗 CD3抗体＋抗 CD28抗体、あるいはスーパー抗原
の刺激下で、抗 CTLA-4抗体、抗 TIM-3抗体または抗 LAG-3抗体を添加して培養した。T細胞
応答を評価するために、刺激培養した PBMCにおける IFN-γ産生 T細胞の割合をフローサイト
メトリーにより測定した。また、PBMC の培養上清に分泌された Th1 サイトカイン（IFN-γ、
TNF-αあるいは IL-2）の量を ELISAにより測定した。さらに、抗 PD-L1抗体あるいは抗 PD-1
抗体との併用による T 細胞活性化効果を検証した。上記の PBMC 培養試験と同様にして、抗
PD-L1抗体または抗 PD-1抗体と、抗 CTLA-4抗体、抗 TIM-3抗体または抗 LAG-3抗体を２種
類ずつ併用して培養に添加した。その後、上述の方法に従って T細胞の応答を解析した。 
 次に、T 細胞活性化効果の高かった抗 CTLA-4 抗体あるいは抗 TIM-3 抗体について、抗ウイ
ルス効果をシンシチウム形成阻害試験により評価した。BLV感染牛由来 PBMCと BLV感受性細
胞（CC81細胞株）の共培養に、抗 CTLA-4抗体、抗 TIM-3抗体あるいはあるいは抗 PD-L1抗体
およびを添加して培養し、シンシチウム（合胞体）の形成を顕微鏡下で計測した。 
 そして、将来的な臨床応用を視野に入れて、各標的分子に対する治療用抗体を樹立した。そ
れぞれの治療用抗体の発現プラスミドを哺乳類細胞に導入し、抗体発現細胞を構築した。抗体



発現細胞の培養上清から Protein Aを用いたアフィニティークロマトグラフィーにより治療用抗
体を精製した。精製した抗体の純度は SDS-PAGE にて確認した。次に、それぞれの治療用抗体
の標的受容体に対する結合性をフローサイトメトリーまたは Biacoreによって評価した。また、
標的分子とリガンドとの結合に対する治療抗体の阻害活性を、フローサイトメトリーまたは
ELISAを用いて測定した。さらに、治療用抗体による T細胞活性化効果を上述の PBMC培養試
験の方法に従って解析した。 
 
４．研究成果 
 まず、抗 CTLA-4抗体、抗 TIM-3抗体および抗 LAG-3抗体を単剤で用いて T細胞活性化効果
を評価したところ、いずれの抗体もウシ T細胞からの Th1サイトカイン産生を活性化した。次
に、それぞれの抗体を抗 PD-L1抗体あるいは抗 PD-1抗体と併用すると、T細胞の活性化効果が
増強されることが明らかになった。特に、抗 CTLA-4 抗体または抗 TIM-3 抗体において、T 細
胞の活性化効果が顕著に認められた。さらに、抗 CTLA-4 抗体あるいは抗 TIM-3 抗体によって
シンシチウム形成が阻害された。抗 TIM-3抗体と抗 PD-L1抗体を併用すると、より顕著にシン
シチウム形成が阻害された。 
 さらに、これらの抗体を改変し、生体に投与可能な治療用抗体を樹立した。治療用抗体の発
現には、大量生産が可能な哺乳類細胞の発現系を用いている。一部の治療用抗体については抗
体高発現細胞の取得を完了しており、今後、治療用抗体を大量に生産することが可能となった。
また、樹立した治療用抗体については、標的受容体への結合性、標的受容体とリガンドの結合
阻害活性、T 細胞活性化効果を評価し、改変前の抗体と同等の活性を維持していることを確認
した。 
以上の研究成果から、免疫抑制受容体を標的とした阻害抗体を併用することで、ウシの T 細
胞応答を活性化し抗ウイルス効果を強力に発揮することが明らかになった。さらに、本研究で
はウシの生体に投与可能な治療用抗体の樹立に成功した。今後は、本研究で樹立した治療用抗
体について臨床研究を行い、BLV感染症に対する新規制御法へと応用することが期待される。 
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