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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）は、地方病性牛伝染性リンパ腫（EBL）の原因ウ
イルスであり、感染牛においてBリンパ球の1種であるB-1a細胞を選択的に腫瘍化する。本研究はBLV感染による
B-1a細胞選択的腫瘍化機序の解明を目的とした。BLV感染牛ではEBL非発症の段階で体腔内脂肪組織（大網、腸間
膜、心冠部）に存在するリンパ球の集積Fat-associated lymphoid cluster（FALC）が腫大し、同部位でB-1a細
胞が選択的に増殖していた。さらに同部位でBLV RNAの発現が確認され、BLV感染によるFALCに限定したB-1a細胞
選択的増殖の存在が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Bovine lymphoma virus (BLV) is the causative agent of bovine epidemic 
lymphoma (EBL) in infected cattle. Although BLV can infect not only B-cell but also T-cells, 
monocytes, and granulocytes, BLV causes the development of B-cell lymphoma derived from CD5-positive
 B-1a cells. This study aimed to elucidate the mechanism of B-1a cell-selective tumorigenesis in 
BLV-infected cattle. B-1a cells are mainly located in fat-associated lymphoid clusters in the body 
cavity, therefore, pathological findings of FALCs were observed in the present study. As a result, 
B-1a cells were selectively proliferating at FALC in BLV-infected cattle at the asymptomatic and 
persistent lymphocytosis stage. Furthermore, BLV RNA expression was confirmed in the same area. 
These findings were not observed in the lymph node. This study indicated that the existence of 
selective proliferation of B-1a cells is restricted to FALC due to BLV infection.

研究分野：獣医病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　EBLの発生は30年前の40倍以上に急増し、国内で飼養される牛約400万頭の30～40%がBLVに感染しているとされ
ることから、EBL発症リスクを持つ牛は120万頭以上と推定される。発症機序の解明は発症予防法の確立のための
喫緊の課題であり、B-1a細胞に着目した研究は新しいアプローチである。本研究により、BLV感染後、体腔内
FALCにおけるB-1a細胞の選択的な増殖、BLV RNA発現が明らかになった。腫瘍化を促進する微小環境の解明は発
症予防法の開発に貢献する知見である。

※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（BLV）は、牛の地方病性牛伝染性リンパ腫（EBL）の原因

ウイルスであり、国内の 30～40%の牛が感染し、その被害は 30 年前の 40 倍以上と急拡

大しており、BLV 感染による腫瘍化進展機構の解明が急がれている。BLV 感染は、Bリン

パ球の 1 種である B-1a 細胞を選択的に腫瘍化する。B-1a 細胞はその局在及び特性が特

殊な B リンパ球であり、胸腔及び腹腔内の脂肪組織に存在するリンパ球の集積 Fat-

associated lymphoid cluster（FALC）に少数が維持され体腔内免疫に重要な役割を果た

す一方、異常増殖・活性化しやすい性質により自己免疫疾患や腫瘍の発生に関与するこ

とが知られる。 

 

２．研究の目的 

BLV は、B-1a 細胞以外に、T細胞、マクロファージ、顆粒球等の様々な細胞に感染する

にもかかわらず、B-1a 細胞を選択的に腫瘍化させる。また、腫瘍化までの期間、BLV は

循環血中でほとんど検出されず、感染牛の多くは臨床症状を示さないものの（無症状ス

テージ）、数年間の時間をかけて、約 30%の牛が持続性リンパ球増多症（persistent 

lymphocytosis: 以下、PLステージ）に，そして、約 1～5%の牛で腫瘍化する（腫瘍化ス

テージ）。本研究は、腫瘍化以前の B-1a 細胞の増殖部位を明らかにし、B-1a 細胞の異常

増殖に働く要因を同定することで、B-1a 細胞選択的な腫瘍化機構を解明することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

（１）BLV 感染牛における体腔内 FALC の解析 

①病理解剖：BLV 陰性牛 10 頭、BLV 感染 EBL 未発症牛 14 頭（無症状期 12 頭、持続性リ

ンパ球増多症期（PL 期）2頭）、BLV 感染 EBL 牛 3頭を病理解剖し、大網、腸間膜、心嚢

膜における FALC の腫大の有無、リンパ節、脾臓、扁桃等全身のリンパ装置を観察した。 

 

②病理組織学的解析：大網、腸間膜、心嚢膜、リンパ節、脾臓、扁桃などの主要なリンパ

組織を 10%中性緩衝ホルマリンで固定し、定法に従ってパラフィンブロックを作製、3µm

で薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。リンパ球の性状解析のため、Anti 

Bovine CD5 Mouse 抗体(1:100; BIO RAD)、Anti CD20 Rabbit 抗体(1:400; Thermo Fisher 

Scientific)を用いて CD5, CD20 に対する蛍光抗体法二重染色を行った。 

 

③BLV 局在解析： BLV に持続感染した培養細胞（FLK-BLV）より抽出した RNA を用いて

BLV Tax および AS1 領域に特異的なプローブを作製し、in situ hybridization (ISH)を

実施した。大網、体腔リンパ節、体表リンパ節、脾臓、扁桃のパラフィン切片を用い、

IsHyb In Situ Hybridization Kit (BioChain)により実施した。発色には ImmPACT Vector 

Red Alkaline Phosphatase Substrate（Vector Laboratories）を用いた。 

 

（２）EBL 発症牛の腫瘍発生部位の解析 

当施設または食肉衛生検査所で病理解剖を実施した EBL 発症牛 120 頭について、臓器



ごとの腫瘍発生頻度を解析した。 

 

４．研究成果 

（１）BLV 感染牛における体腔内 FALC の解析 

①病理解剖 

陰性牛（10 頭）では、大網、腸間膜、心嚢膜のいずれでも FALC の腫大は認められなか

った（図 1A）。無症状期牛（12頭）では、83%で大網、83％で腸間膜 、58%で心嚢膜の FALC

の腫大が観察された（図 1B）。PL期牛（2頭）では、いずれにおいても大網、腸間膜、心

嚢膜の FALC の腫大が見られた。また、リンパ節の一部では、割面で限局的な乳白色部を

認めた。発症牛（3頭）では、いずれにおいても大網、腸間膜、心嚢膜の FALC の腫大が

見られ、多中心性にリンパ節が腫大していた。 

 

図１ 陰性牛及び無症状期牛の大

網。無症状期牛では大網 FALC の腫大

を認める。 

 

 

 

 

 

 

 

②病理組織学的解析 

 陰性牛では、大網において血管周囲に細胞集簇がみられるが、リンパ球だけでなく好

酸球やマクロファージなど多様な細胞により構成されていた（図 2A）。無症状期牛では

血管周囲を中心としてリンパ球の集簇巣がみられ、陰性牛と比較してリンパ球の比率が

増加していた（図 2B）。PL 期牛では、大網 FALC でリンパ球の集簇を認め、血管周囲で高

度であった（図 3）。リンパ節では発達したリンパ濾胞を認め、髄質側では核が大型で淡

明なリンパ球が高頻度に分裂し増殖する像が島状にみられた。脾臓では、リンパ濾胞の

高度な発達を認めた。濾胞内では高頻度な分裂像がみられた。扁桃では発達したリンパ

濾胞が観察された。発症牛では、FALC において腫瘍性リンパ球が増殖し、リンパ節にお

いて既存の構造を置き換えるように腫瘍性リンパ球が敷石状に増殖していた。 

図２ 陰性牛及び無症状期牛の大網 HE

染色。 

 



 

図３ PL 期牛の大網 HE染色。 

 

③BLV 局在解析 

陰性牛の大網において、Tax、AS1 ともに陽性シグナルは認められなかった。無症状期

牛では大網 FALC において Tax、AS1 ともに陽性であり、組織所見で示した血管周囲を中

心としたリンパ球の集簇巣に一致して陽性を示した。体表リンパ節（浅頚リンパ節）、体

腔リンパ節（腸間膜リンパ節、肺門リンパ節）は陰性であった（図 4）。PL期牛では大網、

体表リンパ節（浅頚リンパ節、乳房上リンパ節）、体腔リンパ節（縦隔リンパ節）、脾臓、

扁桃において Tax、AS1 ともに陽性を示した。リンパ節では、皮質において異型なリンパ

球の増殖巣と一致した染色パターン、そしてリンパ濾胞の中心とその周囲を囲むような

的状の染色パターンが観察された。髄質においても強い陽性シグナルが認められた。脾

臓、扁桃では、リンパ濾胞に一致して陽性シグナルが観察された。発症牛では腫瘍化し

た腸間膜リンパ節において、Tax、AS1 ともに強い陽性シグナルが観察された。 

 

 

図４ 陰性牛及び無症状期の大網 ISH。無症状期牛の大網 FALC において Tax、AS1 の陽

性シグナルを認める。 

 

④リンパ球の性状解析 

ISH で陽性シグナルが観察された無症状期牛の大網、PL 牛の大網およびリンパ節（浅

頚リンパ節、乳房上リンパ節）で抗 CD5 及び抗 CD20 抗体による蛍光抗体法二重染色を実

施した結果、ISH で観察されたウイルスの局在と一致して CD5/CD20 両陽性の B-1a 細胞

の存在が認められた（図 5）。 



 

図５ 陰性牛及び無症状期の大網蛍光抗体法二重染色。無症状期の大網 FALC において

CD5 及び CD20 に両陽性を示す細胞の増殖を認める。 

 

（２）EBL 発症牛の腫瘍発生部位の解析 

発症牛では、多中心性のリンパ節の腫瘍化に加え、94%で心臓、83%で第四胃、51%で腎

臓、48%で子宮、41%で肺、38%で膀胱、34%で小腸、10%で結腸にも腫瘤形成が見られた。

心臓では心耳、心基底部で腫瘤形成が多く見られた。 

 

５．総括 

無症状期において、BLV 感染に関連した B-1a 細胞選択的な増殖は、体腔内 FALC で部

位特異的に起こることが示された。同部位では BLV RNA が検出され、BLV 刺激が選択的

増殖機序に関与することが示唆された。PL 期では、B-1a 細胞の増殖が FALC に加えリン

パ節でも見られ、BLV RNA も FALC 及びリンパ節で観察されたことから、ウイルス増殖、

B-1a 細胞増殖の場が全身のリンパ組織に広がることが示唆された。腫瘍発生部位は B-1a

細胞増殖部位と一致し、発症前における B-1a 細胞の選択的増殖部位で腫瘍化が進展する

ことが示された。 
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