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研究成果の概要（和文）：牛白血病ウイルス感染牛の約7割が無症状のまま一生を終えることから、本ウイルス感染に
対する抵抗性遺伝子の存在が考えられてきたが、当該研究で、和牛および乳牛におけるこの遺伝子の存在を確認した。
抵抗性遺伝子を持つ牛を伝播防御の壁として利用した感染防御の実験にも成功した。また、世界初の牛の免疫学的「テ
トラマー」という免疫解析試薬の開発に成功し、それを利用した本遺伝子による抵抗性メカニズムの研究に取り組んで
いる。

研究成果の概要（英文）：Because approximately 70% of cattle infected with bovine leukemia virus remain 
healthy for their lives, it has been thought that there exist resistant genes exist against this disease. 
This study confirmed one of the resistant genes in both dairy and Japanese black cattle. The field study 
has demonstrated that cattle with the resistant gene could be utilized as a protectiveon wall for the 
infection. The investigator also developed the first immunological analytic tool, a bovine immunological 
“tetramer”, and is currently studying the resistant mechanisms using the tool.

研究分野： 動物感染症学
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１．研究開始当初の背景 
(１) 牛白血病ウイルス(BLV)感染症は、日本

で毎年増加の一途をたどっており、畜産
業の経済的損失が年々大きくなってい
るため、清浄化が望まれる（①）。 
 

(２) 牛の MHC class II, DRB3 の多形性解析
により、ある特定の DRB3 を持つ牛が、
BLV 感染による持続性リンパ球増多症
に対して抵抗性を示す事が示されてい
る。しかしながら、その抵抗性メカニズ
ムは不明である。 

 
(３) MHC class II 分子は CD4+T 細胞（ヘル

パーT 細胞）に抗原を提示し、細胞性免
疫を誘導する。このヘルパー機能は感染
症防御免疫に極めて重要な役割を担う。 

 
(４) 本研究は、牛の MHC class II, DRB3 の対

立遺伝子型 DRB3*0902 が提示するエピ
トープは BLV 感染に対して強い防御免
疫を担うという仮説を立てて行う研究
である。 

 
(５) 独自で牛 MHC class II テトラマーを開

発（②）しており、蛍光色素標識したテ
トラマーを使った抗原特異的 CD4+T 細
胞をフローサイトメトリーにより解析
できる。 

 
２．研究の目的 
MHC class II DRB3*0902 対立遺伝子型を持つ
牛は、牛白血病ウイルスの感染による持続性
リンパ球増多症に対して抵抗性を示す事が
1993 年に報告されたが、私の感染予備実験で
もそれを裏付けるような結果が出ている。一
方私は、牛の DRB3 及び DQ 分子のテトラマ
ーを作製し、そのテトラマーを使って末梢血
の抗原特異的 CD4+T 細胞の頻度を解析し、こ
れらのテトラマーがワクチン接種効果の解
析、または病原体感染後の抗原特異的 CD4+T
細胞動態の解析に非常に有用であることを
明らかにした。これらの事から、まず持続性
リンパ球増多症に対する抵抗性を持つ
DRB3*0902 が提示する BLV 抗原エピトープ
を同定し、その情報を基にテトラマーを作製
し、いかにこの抗原提示が有意に防御免疫機
構に関与しているかを解析する。さらに、宿
主体内のウイルス増殖、サイトカイン、特異
抗体の変化、抗原特異的 CD4+T 細胞表面抗原
の変化等を総合的に解析することにより、持
続性リンパ球増多症に対する抵抗性及び持
続感染の機序を免疫学的手法で研究する。 
 
３．研究の方法 
(１) 蔓延している BLV 株の全塩基配列の決

定する。宮崎県内で近年感染が拡大して
いるBLVの株におけるCD4+T細胞エピ
トープを同定するため、まず BLV 感染
が蔓延している農家の複数の感染牛か

ら血液を採取し、その PBMC ゲノム
DNA からウイルスの全塩基配列を決定
する。その全塩基配列から予想される構
造蛋白及び無構造蛋白のアミノ酸配列
を、既に報告されているアミノ酸配列と
比較し、抗原蛋白として保存された部位
あるいは変異部位等を特定する。 
 

(２) 牛 MHC class II の型判別をする。塩基配
列を決定した BLV 株が採取された宿主
牛及び同じ農家で飼われている他の牛
の MHC class II の型を決定する。また宮
崎大学附属牧場の肥育牛（約 50 頭）、乳
牛（約 20 頭）、繁殖牛（約 20 頭）の
MHC class II の型を決定する（この牧場
の牛は、過去の検査では BLV フリーで
あった）。それぞれの牛の末梢血からゲ
ノ ム DNA を 抽 出 し 、
PCR-RFLP(PCR-restriction fragment 
length polymorphism)法（③）により
DRB3 の型を決定すると同時に、そのエ
クソン 2 の PCR 産物の塩基配列を確認
する。MHC class II DQ についても、そ
の塩基配列を確認していく（方法につい
ては、④）。完了後、さらに他の農場に
ついても、常に MHC class II の型を決定
し、県内における牛の MHC 型の傾向と
BLV の感染状況を調査する。 
 

(３) リアルタイム PCR による感染ウイルス
量の測定をおこなう。感染牛については、
末梢血ゲノムDNAを鋳型としてリアル
タイム PCR によって感染ウイルス量を
測定する。リアルタイム PCR は
cycleavePCR ウ シ 白 血 病 ウ イ ル ス
（BLV）検出キット（TaKaRa）を使用
する。このキットは既にその有用性を確
認している。 
 

(４) BLV の構造蛋白の組換え蛋白を作製す
る。得られた BLV 塩基配列のデータを
基に、envと gag 遺伝子を PCR 増幅し、
発現ベクター（ pBAD202 Directional 
TOPO Expressions Kit、Invitrogen）にク
ローニングする。組換え蛋白はその C
末端 His タグを使って、HiTrap TALON
カラム（GE）で分離精製する。また無
構造蛋白についても、同様の方法で、組
換え蛋白を作製し抗原性の有無を検査
する。抗原性が確認された場合、envや
gag と同様に、その精製蛋白からエピト
ープの同定へと進む。 

 
(５) CD4+T 細胞エピトープを含む領域を決

定する。この組換え蛋白を利用して
CD4+T 細胞反応性を測定し、CD4+T 細
胞エピトープを含む領域を決定する。ま
ず感染牛の PBMC を全 BLV 蛋白（5-10 
g/ml）で１週間培養し、増殖した細胞
をさらにマイトマイシン C 処理した自



己 PBMC と一緒に培養し（抗原無しで
休ませる）、この２週間培養細胞をエピ
トープ反応細胞として使う。CD4+T 細
胞の反応である事を確認するため、
PBMC からのT 細胞、CD8+T 細胞の除
去、または抗原特異的 CD4+T 細胞のク
ローン化についても適時検討していく。 

 
(６) 合成ペプチドをデザインし作製する。同

定された CD4+T 細胞エピトープを含む
領域のアミノ酸配列（ENV 蛋白は
Leader を含めて約 300 アミノ酸、GAG
蛋白(p15 及び p24)は約 400 アミノ酸）
に基づいて、20 アミノ酸の合成オリゴ
ペプチドを、10 アミノ酸オーバーラッ
プするように連続的にデザインし、作製
する。それぞれのオリゴペプチドを抗原
として、前述した２週間培養細胞を使っ
た T 細胞増殖アッセイを繰り返す。ま
た必要に応じて新しい合成オリゴペプ
チドを作製し、最少の CD4+T 細胞エピ
トープを決定する。 

 
(７) エピトープを提示する MHC class II 分

子の決定する。決定されたそれぞれの
CD4+T 細胞エピトープについて、293 細
胞に牛 MHC class II と CD80（あるいは
CD86）を発現させた人工の抗原提示細
胞を使って、エピトープを提示している
MHC class II分子を同定する。すなわち、
293 細胞に MHC class II 鎖、鎖、そ
して CD80 をコトランスフェクション
した細胞をマイトマイシン C 処理して
抗原提示細胞として使う。また MHC 
class II タイピングの過程で、新しい
MHC class IIが見つかる事が十分に考え
られるので、その都度その MHC class II
をクローニングし、発現ベクターのレパ
ートリーを増やしていく。MHC class II
発現の有無は、特異モノクローナル抗体
を使ってフローサイトメトリーで確認
する。 

 
４．研究成果 
(１) 宮崎県北西部の西臼杵郡では、古くから

牛の閉鎖的導入（郡内導入）を行ってお
り、特に BLV 清浄化対策をしていない
にもかかわらず、極めて低い BLV 感染
率（約１％）を保っていたことから、導
入システムの進歩による導入源範囲の
拡大が他の地域における感染を広げた
ことが示唆された。県内拡大している
BLV ゲノムを解析した結果、若齢牛発
症例において、BLV env 遺伝子が約
500bp 欠損している株が見られたが、未
発症感染牛では、県内の株は主にゲノタ
イプ１で、稀にタイプ３であることがわ
かった。すなわち、海外からの新しい株
の侵入は見られなかった（⑤表、Page 2
右）。 

(２) 宮崎県内で飼育されている牛の MHC 
class II, DRB3 対立遺伝子には様々な型
が見られ多様性が保たれていることが
わかった。これにより、本研究ができる
フィールド環境が確認できた。また
DRB3*0902 遺伝子を持つ牛で BLV に感
染している個体をこれまで約 60 確認し
た。これらの牛は、BLV に感染しても
極めて低いウイルス量を維持すること
がわかった。本成果は、論文投稿中であ
る。 

 
(３) DRB3*0902 遺伝子を持つ牛は、BLV に

感染しても極めて低いウイルス量を維
持することから、感染源になりにくいと
考えられたため、本牛を感染率が 90%
の農場に導入し、陽性牛と数少ない陰性
牛に配置した結果、陽転がなくなり陽性
率を 60%に下げることに成功した。ま
た、BLV に感染した妊娠母牛から生ま
れた子牛は、妊娠母牛のウイルス量が高
い程感染して生まれて来る確率が高い
ことがわかった。（⑥図 1、Page 3 左）                   

 
(４) MHC class II DRB3*0902 テトラマーを

作製し、BLV env 蛋白をカバーするペプ
チドを合成した。これにより BLV 抗原
特異的 CD4+T 細胞の動態を解析するこ
とが可能となった。 

 
(５) 農家の牛を使用するため、出荷などの農

家の都合で一定期間安定的に特定の牛
の材料を確保するのに工夫が必要なこ
とがわかった。現在、農家および現場獣
医師との細かい情報の交換により、採材
予定の可視化ができるようになり、感染
牛の BLV 抗原特異的 CD4+T 細胞動態の
解析をする牛を確保できる。今後、本研
究で作製した免疫学的ツールを使って
抵抗性のメカニズムを解明したい。 

 
表：⑤ Mekata et al., 2015 
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