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研究成果の概要（和文）：牛に感染してリンパ腫を引き起こす牛伝染性リンパ腫ウイルス（BLV）は、養牛産業
における重要感染症の一つである。一度BLVに感染した牛は他のBLVに感染しないことから、BLVにはあとから感
染するウイルスに対して感染を阻害する機能が備わっていると考えられる。本研究では、BLVが発現する遺伝子
マイクロRNA（miRNA）やアンチセンスRNAがこの阻害機能を担っていると仮説を立てて検証を行った結果、これ
らの遺伝子は後から感染するBLVの増殖に影響を与えないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Bovine leukemia virus (BLV) infects bovine B cells and causes malignant 
lymphoma, resulting in severe economic losses in the livestock industry. BLV is hypothesized to have
 unknown viral interference mechanisms because only one BLV genotype is detected in one BLV infected
 cattle. In this study, we hypothesized that viral microRNA (miRNA) or antisense RNA is responsible 
for the interference and examined the hypothesis in vitro. As the result, neither miRNA nor 
antisense RNA affected BLV replication. Further studies are required to clarify mechanisms 
underlying viral interference in BLV infection. 

研究分野： 獣医微生物学、獣医ウイルス学、家畜感染症学、動物衛生学

キーワード： Bovine leukemia virus　干渉現象　マイクロRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BLVは、いまだ有効なワクチンや治療法が開発されていない。これは、BLVに感染した個体、あるいは感染細胞が
どのようなメカニズムで病態を進行させるのかが詳細に解明されていないためである。本研究で解明を試みた
BLVの同種ウイルスに対する感染阻害機能は、牛へのBLV感染を防除するメカニズムとも言い換えることができる
ため、将来的にBLV感染症を制御するための新たな技術開発における重要な知見となることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 Bovine leukemia virus（BLV）感染により引き起こされるウシの B 細胞性腫瘍「牛伝染性リン
パ腫（EBL）」は、畜産業界に大きな経済被害をもたらす疾病の一つである。国内における EBL
発症牛の報告件数や BLV 感染牛の割合は年々増加しており、BLV 感染を制御する防除方法の開
発は極めて重要な課題である。しかしながら、レトロウイルスである BLV は生涯にわたり感染
が持続すること、持続感染中の BLV の病態進行メカニズムにはいまだ不明な点が多いことなど
から、その感染を予防可能なワクチンあるいは病態進行及びリンパ腫発症を制御可能な治療法
は実用化されていない。 
 BLV には様々な遺伝子型が存在し、日本国内においても複数の遺伝子型が流行している。し
かしながら、感染個体からは基本的に 1 つの遺伝子型しか検出されず、複数の遺伝子型が同時に
検出されることは極めて稀である。すなわち、一度 BLV に感染すると後から侵入する BLV に
対して個体が非感受性になる、という同種ウイルスに対する干渉作用の存在が示唆される。ウイ
ルスにおける干渉作用の一般的なメカニズムとして、初感染時の免疫誘導による獲得免疫や、感
染細胞内の自然免疫応答による抗ウイルス状態への移行などがあるが、現在までに BLV の感染
防御に有効なワクチンを確立できていないこと、また、持続感染中の BLV は宿主の免疫応答を
回避するためにウイルス由来のタンパク質を発現しない潜伏状態となることから、一般的な干
渉作用とは異なるメカニズムが存在する可能性がある。 
 BLVは、そのゲノム中に 5種類のマイクロ RNA（miRNA）をコードしており、これらのmiRNA
は潜伏感染状態の細胞においても持続的に発現している。miRNA は、標的となる配列を持つ
mRNA を直接切断する、あるいは翻訳を抑制することで、細胞の遺伝子発現を制御する機能を
持つ。BLV のゲノムは、RNA から DNA に逆転写されたのちプロウイルスとして宿主ゲノムに
組み込まれるため自身の miRNA の標的とはならないが、後から細胞内に侵入する BLV の逆転
写前のゲノム RNA は、先に感染した BLV が発現する miRNA の標的となる可能性がある。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、「BLV 感染個体からは、なぜ 1 つの遺伝子型しか検出されないのか」という問い
について、BLV が発現する miRNA が後から侵入する BLV の感染を阻害するという仮説のも
と、個体レベルで観察される干渉現象を担う分子メカニズムの実態を明らかにすることを目的
とした。 
  
３．研究の方法 
（1）BLV 由来 miRNA を発現するプラスミドの作出と転写抑制活性評価試験の構築 

BLV がコードする 5 種類の miRNA（miR-B1、-B2、-B3、-B4、-B5）について、各 miRNA
をコードする領域を miRNA 発現用プラスミドにクローニングした。また、miRNA による
翻訳抑制活性を評価するため、各 miRNA の標的配列をルシフェラーゼ遺伝子 mRNA の 3’
非翻訳領域（untranslated region: UTR）に付加したレポータープラスミド 5 種類をそれぞ
れ作出した。作出した miRNA 発現プラスミドとレポータープラスミドを 293T 細胞にコト
ランスフェクションし、miRNA 発現プラスミド導入細胞と空ベクター導入 mock 細胞のル
シフェラーゼ活性を比較することでクローニングした miRNA の翻訳抑制活性を評価した。 

 



（2）BLV 感染後の転写活性を定量可能なレポーターアッセイの構築 
細胞に感染した BLV の増殖活性を定量するため、BLV がコードする転写因子 TAX に反

応してルシフェラーゼを発現するレポーター細胞を作出した。具体的には、BLV の long 
terminal repeat（LTR）配列のうち TAX 応答配列を持つ U3 領域のみをルシフェラーゼ遺
伝子の上流に組み込んだレポータープラスミドを作出し、このプラスミドを感染性 BLV 検
出に用いられる指示細胞 CC81（ネコ繊維芽細胞株）に導入したのち薬剤セレクションを行
うことでレポーター細胞 CC81 LTR U3 luc を作出した。作出したレポーター細胞に BLV
持続感染細胞株 FLK-BLV（ヒツジ腎臓由来細胞株）の培養上清から調製した cell free BLV
を異なる接種量及びウイルス吸着時間条件で感染させ、各接種条件下でのルシフェラーゼ
活性を測定した 

 
（3）miRNA による干渉現象の評価試験 

(1)で作出した miRNA 発現プラスミドのうち、翻訳抑制活性があった miR-B1、-B2、-
B4、-B5 を(2)で作出したレポーター細胞に導入して数日間培養し、その後 cell free BLV を
感染させてルシフェラーゼ活性を測定した。各 miRNA 発現プラスミド導入細胞と空ベクタ
ー導入 mock 細胞のルシフェラーゼ活性を比較することで、miRNA が後から感染した BLV
の転写活性を低下させるか評価した。 

 
（4）BLV アンチセンス RNA を用いた評価試験 

BLV は潜伏期間中、miRNA に加えてタンパク質をコードしない RNA をゲノムのアンチ
センス鎖から発現している。このアンチセンス RNA である AS1-S 及び AS1-L を発現する
プラスミドを作出し、（3）と同様の方法で後から感染した BLV の転写活性に影響を与える
か評価した。 

 
４．研究成果 
（1） BLV がコードする miRNA 5 種類のうち、miR-B1、-B2、-B3、-B5 の 4 種類は単独発現

プラスミドを構築することができた。miR-B4 のみ単独発現可能なプラスミドを構築でき
なかったため、隣り合う miR-B4 と miR-B5 両方を発現するプラスミドを作出して評価に
用いた。レポータープラスミドを用いた翻訳抑制評価試験の結果、miR-B1、-B2、-B4、
-B5 については miRNA の導入によりルシフェラーゼ活性の顕著な低下を認め、翻訳抑制
活性を有していることが確認された。一方 miR-B3 については、miRNA の導入によるル
シフェラーゼ活性の変化が認められなかった（図 1）。 

 
図 1  miRNA による翻訳抑制活性評価試験 
miRNA 発現プラスミド及び miRNA 標的配列を持つレポータープラスミドを 293T 細胞に導入



した後、ルシフェラーゼ活性を測定した。測定結果はプラスミド導入効率で補正した後、各
miRNA 導入細胞について mock 細胞のルシフェラーゼ活性を 1.0 とした場合の相対値として示
す（各プロットは繰り返し 3 回の実施結果）。アスタリスクは p < 0.05 を示す。 
 
（2） CC81 LTR U3 luc 細胞に 2 倍段階希釈した cell free BLV を感染させてルシフェラーゼ活

性を測定した結果、接種ウイルス量依存的なルシフェラーゼ活性の減少が認められた。ま
た、BLV 接種後の吸着時間を比較した実験においては、吸着時間依存的にルシフェラー
ゼ活性の増加が認められ、吸着時間 6 時間が最も高い活性を示した。24 時間吸着の場合
は、細胞融合に伴う細胞剥離により細胞数が減少したため、ルシフェラーゼ活性が低下す
る傾向が認められた。以上の結果から、構築したレポーターアッセイが BLV 感染に伴う
転写活性を定量的に検出可能であることが示された（図 2）。 

 
図 2  CC81 LTR U3 luc 細胞への BLV 接種試験 
BLV TAX に反応してルシフェラーゼを発現する CC81 LTR U3 luc 細胞に対して、接種量（A）
または吸着時間（B）の条件を変えて cell free BLV を感染させ、ルシフェラーゼ活性を測定した
（n=3）。 
 
（3） CC81 LTR U3 luc 細胞に miRNA 発現プラスミドを導入したのち cell free BLV を感染さ

せた結果、miRNA 発現細胞、mock 細胞、プラスミド非導入細胞すべてにおいて BLV 感
染によるルシフェラーゼ活性の増加が認められ、miRNA の導入による BLV 転写活性の
抑制を認めなかった（図 3）。 



 
図 3  miRNA 発現プラスミドを導入した CC81 LTR U3 luc 細胞における BLV 接種試験 
CC81 LTR U3 luc 細胞に各 miRNA 発現プラスミド又は空ベクター（pmR ZsGreen）を導入し
たのち、cell free BLV を感染させてルシフェラーゼ活性を測定した（n=3）。 
 
（4） CC81 LTR U3 luc 細胞に AS1-S 及び AS1-L 発現プラスミドを導入したのち cell free BLV

を感染させた結果、アンチセンス RNA 発現細胞と mock 細胞どちらにおいても BLV 感
染によるルシフェラーゼ活性の増加が認められ、アンチセンス RNA の導入による BLV
の転写活性の抑制を認めなかった（図 4）。 

 
 
本研究は、個体レベルで観察される干渉現象について、細胞レベルでのウイルス感染の阻害が

その実態であるとの仮説の元検証を行った。その結果、BLV 本来の感染様式とは異なる”異種動
物細胞への cell free BLV 感染“という限定的な条件ではあるものの、培養細胞を用いた BLV 重
複感染モデルにおいて、miRNA は後から感染した BLV の転写活性に影響を与えないことが確
認された。また、潜伏感染時に持続発現する miRNA 以外のウイルス因子であるアンチセンス
RNA についても評価を行ったが、アンチセンス RNA も後から感染した BLV の転写活性に影響
を及ぼさないという結果が得られた。BLV の干渉現象は未だ謎に包まれており、その解明には
さらなる研究が必要と考えられる。 

図 4  アンチセンス RNA発現プラスミ
ドを導入した CC81 LTR U3 luc 細胞に
おける BLV 接種試験 
CC81 LTR U3 luc 細胞にアンチセンス
RNA 発現プラスミド又は空ベクター
（pCAG）を導入したのち、cell free BLV
を感染させてルシフェラーゼ活性を測
定した（n=3）。 
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