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研究成果の概要（和文）： 
日本及びアメリカ大陸のウシ材料を用いて独自に開発した sequence-based typing(PCR-SBT)
法を、フィリピン牛の DNA を用いて、東南アジアのウシにも適応できるように改良し、牛白

血病発症に対して抵抗性・感受性の牛主要組織適合性遺伝子複合体(BoLA)クラス IIDRB3 遺伝

子のアジア地域における分布調査を行った。最初に、フィリピンの 5つの島に生育するHolstein、
Sahiwal、Brahman、固有種およびその交雑種の計 981 頭の DNA を収集し、nested PCR により

BLV の検出を行ったところ、BLV 感染率は 1.6％～11％と島によって異なるものの全体的に低

かった。次に、フィリピン牛に適応できるように改良した PCR-SBT 法に 6 種類の新規を含む

81 種類の BoLA-DRB3 アリルが検出されたことから、アジア牛の MHC が高度な多様性を示す

ことが示された。また、白血病発症を規定するアリルはフィリピンのウシ品種では非常に低い

頻度であることも示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously demonstrated that bovine leukocyte antigens (BoLA)-DRB3 alleles associated with 
resistance or susceptibility to development of bovine leukemia virus (BLV)-induced B lymphoma and 
analyzed distribution of these alleles in Japan and South-America.  
However, until now, none of the South-east Asian breed had been characterized for BoLA-DRB3 genes 
by PCR-sequence based typing (SBT). Hence, we here sequenced exon 2 of the BoLA class II DRB3 
gene from 981 cattle including Holstein, Sahiwal, Brahman, Philippine Native and its cross breed, 
corrected from five islands of Philippine using modified SBT method which is suitable for Philippine 
cattle. In addition, we detected BLV by a new BLV-CoCoMo-qPCR. We identified the 75 previously 
reported alleles and 6 novel alleles. Interestingly, the number found in each breed is extent high level, 
indicating that that Asian breeds reveal extent high level of polymorphism for BoLA-DRB3 distributions. 
Our result also showed BLV-infected cattle with the susceptibility-associated allele was significantly 
lower than that in Japan. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 5,300,000 1,590,000 6,890,000 

2011 年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

2012 年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

年度  

年度  

総 計 13,900,000 4,170,000 18,070,000 

 
研究分野：農学  
科研費の分科・細目：細目：畜産学・獣医学・応用獣医学 

機関番号：82401 

研究種目：基盤研究（B）（海外） 

研究期間：～2012 

課題番号：22405040 

研究課題名（和文）  

東南アジアにおける疾患感受性ウシ主要組織適合遺伝子の同定と実用化           

研 究 課 題 名 （ 英 文 ） Clinical application of diagnosis method of bovine major  

histocompatibility complex genes associated with resistanceand susceptibility to bovine 

leukemia virus-induced lymphomain East Asia  
研究代表者：間陽子（YOKO AIDA） 

独立行政法人理化学研究所・分子ウイルス学特別研究ユニット・ユニットリーダー  
研究者番号：50182994 



キーワード：BoLA クラスⅡDRB3、 PCR-Sequence based typing（SBT）法、BLV,  
BLV nested PCR、フィリピン、ホルスタイン、ブラーマン､ Native cattle 

 
１．研究開始当初の背景 
以前に申請者らは、ウシの難治疾患である牛
白血病ウイルス(BLV)による白血病発症と免
疫応答に重要なウシ主要組織適合性遺伝子
複合体(BoLA) クラス II DRB3 遺伝子との相
関性を日本特有の黒毛和種牛を用いて申請
者 ら が 独 自 に 開 発 し た
PCR-SBT(sequence-based typing)法を用いて
解析し、白血病発症に対して感受性・抵抗性
のアリルを同定した。一方、MHC アリルは
牛品種によりその分布に大きな偏りがある。
従って、世界に先駆けて申請者らが黒毛和
種牛を用いて見出した白血病発症に対して
抵抗性と感受性を規定するアリルの世界的
な分布を様々なウシ品種を用いて解析する
ことが急務である。 
２．研究の目的 
東南アジアに生育するウシを対象にして、抵
抗性・感受性を規定する BoLA-DRB3 対立遺伝
子をさらにアメリカ大陸で生育するウシを
用いて改良した PCR-SBT 法を用いて同定し、
その対立遺伝子の東南アジアにおける分布
を明らかにすると同時に、開発した技術の東
南アジアでの実用化の可能性を検討する。 
３．研究の方法 
フィリピン固有種およびその交雑種の計 981
頭の DNA サンプルを収集し、nested PCR によ
る BLV プロウイルスの検出および PCR-SBT 法
により BoLA-DRB3 アリルを同定した。 
４．研究成果 

フィリピン諸島・Bohol 島において 72 頭、
Cebu島において62頭、Iloilo島において160
頭、Luzon 島において 202 頭、Leyte 島にお
いて 372 頭のウシより採血を行い（表 1）、ゲ
ノム DNA を精製し、Nested PCR による牛白血
病ウイルスのプロウイルスの検出、および
PCR-SBT を用いた BoLA-DRB3 遺伝子のタイピ
ングを行った。図１に各島での BLV 感染率を
示した。 

 
図 1 フィリピン諸島における BLV 陽性率 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1 サンプリングした品種と地域 
 
また、BoLA-DRB3 遺伝子のタイピングの結

果、82 アリルが検出され、そのうち 9アリル
は新規アリルであった。 
サンプリングした品種集団の BoLA-DRB3の

アリル頻度をもとに Fst系統樹を作成すると、
図 2 に示すように、Holstein 交雑種系と
Brahman 交雑種系に大きく分かれるが、在来
種は Brahman に近い事が示された。 
 

図 2 品種間の BoLA-DRB3 アリル頻度の違い 
 

 HolsteinxSahiwal

 NativexHolstein

 Brahman

 Native

 NativexBrahman

 Brahmancross

0.05

    地域       

品種 Bohol Cebu Iloilo Luzon Leyte計 

Brahman    52 52

Brahman cross 6 6

Brahman x 

Sahiwal 1 1

Holstein 3 3

Holstein x 

Jersey 1 1

Holstein x 

Sahiwal 58 151 209

Holstein x 

Brahman x 

Sahiwal 3 3

Isian Victoria 1 1

Native 66 120 267 453

Native x Brahman 5 26 48 47 126

Native x 

Holstein 1 4 2 7

Native x 

Holstein x 

Brahman 1 1

Native x 

Holstein x 

Sahiwal 2 2

Sahiwal x 

Brahman 2 2

Simbrah x 

Brahman 1 1

総計 72 62 160 202 372 868



 
続いて、各島におけるウシの BoLA-DRB3 ア

リル頻度の比較を行った（図 3）。系統樹から、
Cebu 島と Luzon 島で飼育されている個体は、
Iloilo や Leyte, Bohol のウシと特徴が異な
っていることが示された。 
 

図 3 各島で飼育するウシの BoLA-DRB3 アリ
ル頻度の系統樹 
 
これは、Cebu や Luzon 島で使用されているウ
シは、Holstein と Sahiwal を掛け合わせた外
来種が主要であるのに対して、Bohol、Iloilo、
Leyte のウシはフィリピン固有種が多い事が
原因であると考えられる。一方、BLV 感染率
が最も高かったのは Luzon 島(11%)で、Cebu
島は比較的低率であった (3.2%)ことから、
BLV 感染率とウシの品種はあまり相関してい
ないことが伺えた。 

 
続いて、フィリピン固有種の BoLA-DRB3 ア

リル頻度を地域毎に比較した。 
各地域の固有種は外来種と交雑されて飼育
されているため、交雑種を含めた解析を行っ
た。（図４） 

図４ フィリピン固有品種の各地域の比較 
 
その結果、Luzon 島の固有種は、その他の地
域で飼育している固有種と BoLA-DRB3アリル
頻度が大きく異なる事が明らかとなった。
Luzon では、他地域よりも積極的に外来種を
用いており、固有種も外来種との交雑種を用
いているためであると考えられる。 

 
本研究では、9 種類もの新規アリルが新た

に発見され、フィリピン固有種がこれまで解
析されてきたヨーロッパ種やインド原産種
などの世界に広く分布しているウシと大き
く異なる事が強く示唆された。表２には、各
地域の固有種で発見された新規 BoLA-DRB3ア
リルを有する頻度を示した。425c１および
5001new538 は、3島全てで高頻度に見いださ
れた新規アリルであった。また、6201new は

新規アリルであるが、最近、中国の黄牛から
も発見されたことが、データベースの検索に
よって確かめられた。このアリルも 3島全て
より見いだされており、中国のウシがフィリ
ピンの固有種の形成に関与している事が確
かめられた。これら 3 地域の中では Iloilo
島、Leyte 島は新規アリルの頻度、種類とも
に Bohol 島を大きく上回っており、よりフィ
リピン固有種の色合いが強い事が推察され
た。 
 
表２ 固有種における新規 BoLA-DRB3アリル
の頻度（％） 

DRB3 Bohol Iloilo Leyte 

1701new478
2002new475
425c1 
5001new538
6201new 
clo523c6 
pcc232 

0.0 
0.0 
3.8 
3.0 
0.8 
0.0 
1.5 

2.9 
2.5 
5.8 
2.9 
0.8 
2.1 
0.0 

0.4 
0.0 
2.1 
4.9 
2.8 
1.7 
0.0 

 
 
本研究で検出された BLV 感染牛の内訳は、

Brahman 種より 6頭、Holstein x Sahiwal で
24 頭、Native で 26 頭、Native x Brahman で
1 頭、Native x Holstein x Sahiwal で 1 頭
であった。フィリピン固有種の感染率は、
Bohol 島 9.1%(6/66)、 Iloilo 島 10.8％
(13/120) で あ る の に 対 し 、 Leyte 島 は
2.2%(6/267)と低かった。全体での BLV 感染
率も Leyte島においても非常に低く抑えられ
ていることから、BLV 感染の拡大は Luzon 島
を皮切りに、Iloilo島、Bohol島へと広がり、
フィリピン固有種も同様に感染しているが、
Leyte 島はまだ感染が広がっていないことが
明らかとなった。 
 
本研究では、フィリピン固有種を含めた解

析により、これまで知られていなかった多く
の新規アリルを同定することができた。
PCR-SBT 法による BoLA-DRB3 の簡易タイピン
グには、BoLA-DRB3 遺伝子のアリルの塩基配
列を予め網羅しておく必要があり、本研究で
得られた 9種類のアリル情報は、未だ解析の
進んでいないアジア地域のウシ遺伝子の解
析に非常に有用な情報を提供できる。また、
フィリピンにおいて、BLV 感染は欧米や日本
ほどには拡大していない事が確かめられた
が、Luzon 島を中心に徐々に拡大している事
が示唆された。注意深く今後の動向を観察し、
感染の拡大を防ぐ手段を早期に講じること
で、BLV による汚染を防ぐことが可能である
と考えられた。 
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