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緒⾔ 
 

 レト ロ ウ イ ルス は 特 有の 逆 転 写 酵素 を 持 ち , 宿 主 細胞 の 核 内 に侵 ⼊ す る と, 宿

主ゲノムに組み込 まれ, プロウイルスの形を と り, ⽣涯持続感染 する（図 0-1）と

いうユ ニー クな 感染 様式の ウイ ルス であ る。 そのレ トロ ウイ ルス 科はさ らに, オ

ルトレ トロ ウイ ルス 亜科と スプ ーマ レト ロウ イルス 亜科 に分 類さ れ, ⿂類か ら霊

⻑類まで幅広く分 布している。  

 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 疾 患 は 悪 性 腫 瘍 , 免 疫 不 全 , ⾃⼰免 疫病 , 下位運動 ニュ

ーロ ン疾 患, 組織障害を伴う急性 疾患 など多様で ある[94]。 レト ロウ イル スが惹

き起こす代表 的 な 疾 患 と し て , ヒト で はヒト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 1 型  (HIV-1: 

Human immunodeficiency virus type 1)による CD4+T 細胞の破壊に起因する後

天性免疫不全症候群 (AIDS : Acquired immunodeficiency syndrome)やヒト T 細

胞性⽩⾎病ウイル ス 1 型  (HTLV-1: Human T-cell leukemia virus type 1)による

CD4+T 細 胞 のモノ ク ロ ーナル増殖に起因 す る成⼈ T 細 胞⽩⾎病/リ ン パ 腫

(ATLL: Adult T-cell leukemia/ lymphoma)がある。HIV-1 に対してはプ ロテアー

ゼ阻害剤と逆転写 酵素阻害剤を併⽤した , 多剤併⽤療法（HARRT : Highly active 

anti-retroviral therapy）による早期治療が性 感染や臨床兆候の発⽣の減少[14]に

寄与し, 1995 年以降死亡率は減少している[32]。HTLV-1 に対しては, 感染経路

が主に 経乳感染 であ ること から, ⼈⼯乳によ る代替で伝播を防ぐことができるこ

とが⽰唆された[108]。このように, ヒト分野のレトロウイルス 感染動態や予防治

療の研究が活発に され て い る⼀⽅ で, 獣医学 領域 , と りわけ⼤動物に お ける レ ト

ロウ イ ル ス感 染 は , 予防・治療法が確⽴さ れ てお らず , そ の 感 染動 態や病態も解

明され てい ない部分が多い 。⾺で問題と なる⾺伝染 性貧⾎は, ⾼熱と貧⾎を 主徴

とする致死的な 疾病で, 予防法 およ び治療法 はない 。⽇ 本で は家畜伝染病予防法

施⾏規則第９条で その検査が義務付けられ, 摘発・淘汰を推進した結果, 2011 年

を最後に発⽣は確認されておらず , 2017 年に清浄化が確認された。  

 ⽜に お け る レト ロ ウ イ ルス と し て ,	 ⽜伝 染 性 リン パ 腫 （旧: ⽜⽩⾎病） ウ イ ル

ス （ BLV: Bovine leukemia virus ） , ⽜ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ BIV: Bovine 

immunodeficiency virus）, ⽜フォーミーウ イ ルス （BFV: Bovine foamy virus）

が国内でも確認さ れている。BIV はオルトレトロウイルス亜科 レンチウイル ス属
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のウイルスであり , 	 実験感染で はリンパ球増多症が認められたと いう報告[5, 12] 	

があるが , 	 ⾃然感染での病原性 は未だ不明となっている。国内で は 1996 年の北海

道でのウエスタンブロットを⽤いた抗体検査で 9/120 頭（7.5%）の感染が初めて

確認 	 [30]されて以降 , 	 抗体検査で北海道 12 農場に 72/611 頭（11.7%	 ）[62], 	 北

海道 10 地区の抗体検査で 0%-25%の範囲で平均 11%（43/390 頭）[110], 	 北海道

2 地区と京都府の PCR 検査で 0.49%（2/407 頭）のホルスタイ ン⽜が感染し てい

たという報告[101]があるが , 	 検出は現在の ところ北海道の み に限局さ れ て い る 。	

 BLV はオル トレト ロウイ ルス亜 科デル タレ トロウイ ルス属のウイ ルスで , 	 ゲノ

ムは構造タン パク と逆 転写 酵 素をコードす る 領域 , 	 調節タ ンパ ク質やアクセサリ

ータンパク質をコードする領域 と , 	LTR（Long	terminal	repeat）を合わせた 8,714	nt

（塩基）から成る（図 0-2）。構造タンパクと逆 転写酵素をコードする領域に は gag,	

pro,	pol,	envがあり ,	 ウイルスのライフサイク ルや感染性 , 	 ビリオンの形成に重要

な役割を持つ[21]。このうち , 	BLV 抗体検査に は ,	env 遺伝⼦がコードし , 	 ウイルス

の外殻を構成す る gp51 に対する抗体が標的と されている。調節タンパク質の Tax,	

Rex,	 アクセサリータンパク質の R3,	 G4 は転写制御因⼦ CREB	 (cAMP)の活性化や

細胞増殖の調節に 関与する Ha-ras 遺伝 ⼦と の共作⽤を介して, ウ イル スの複製

や細胞の癌化に関与している[17, 49, 85, 112, 113]。この BLV が主要な原因であ

る⽜伝染性リンパ 腫は , 	 ⽇本において , 	 平成 10 年の家畜伝染病予防法の改正に伴

い ,	 届出伝染病に指定された。⽜伝 染性リンパ 腫は , 	 ⽩⾎球増加や全⾝性の悪 性リ

ン パ 腫/⽩⾎病を 主徴と す る 疾病で , 	 ⾮ウ イ ル ス 性 の散発型と ウ イ ル ス 性 の地⽅

病性⽜ 伝染 性リ ンパ 腫（EBL:	 Enzootic	 bovine	 leucosis）の⼆つに⼤別さ れるが , 	

EBL がその⼤半を占めている。BLV は種々の末梢単核球に感染 し , 	 宿主細胞に組

込まれ[82], 	 ⽣涯持続感染するが , 	 感染⽜の⼤部分は無症状で , 	 約 30%が BLV-Tax

と細胞増殖の調節に関与する Ha-ras 遺伝⼦と の共作⽤や IL-2 発現誘導により B

細胞の異常増殖を呈する持続性 リンパ球増多症を惹き起こす[41, 85, 113]。さら

に 2-3%では病態が進⾏し EBL を発症する[24]。また ,	 無症状期であっても ,乳量

の低下[16, 75, 80]や , 	 淘汰率の上昇[10, 104] , 	 他の感染性疾病の発⽣頻 度が増加

する[15, 106]などといった疫学研究が報告さ れており , 	 経済的な損失の原因 とな

っている。2009 年から 2011 年にかけて⾏われた市販の ELISA キットを使⽤した

20,835頭の全国的な⾎清疫 学調査による と , 	 国内の⽜の約 35%が既に BLV に感染
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しており , 	 特に乳⽜にお いては抗体陽性 率が 40.9%にのぼっていた[70]。⽜伝 染

性 リ ン パ 腫は現在 ,	 有効な治療法やワクチンがな く , 	 ヨーロッパ諸国で は国家が

主導して摘発淘汰によ る根絶に取り 組み , 	 清浄化に成功し てい る[1, 76]が ,	 ⽇本

のよ うに⾼い 陽性 率で ある現在 ,	 ⾺伝 染性貧⾎の際に⾏ったよ うな摘発淘汰での

制御は現実的では ない。報告に よると BLV のプロウイルス量（PVL:	Proviral	load）

が病態や同居⽜への伝播可能性 に関与してい る[36, 64, 78, 96, 116]とされ , 	 PVL

による淘汰順位の決定や隔離に よる制御が提案されてきて いる[31]。それにもか

かわらず , 	 ⽇本では依然とし て BLV の届出件数が増加しており （図 0-3） , 	 平成

17 年度以降 , 	 ⽜のウシの監視伝染病では最多の届出数（2019 年 : 	 4,113 頭）を記

録し て い る （農林⽔産省消費・安全局動物衛⽣課 	 監視伝 染病発⽣年報 : 	

https://www.maff.go.jp/j/syouan/douei/ka nsi_densen/kansi_densen.html）。BLV

感染制御が求められる中 , 	 ウイルス の動態を知り , 	 伝播を防ぐことが重要となる 。

BLV の感染経路は⼤きく分 けて接触・医原性・吸⾎昆⾍を介した⽔平感染 と , 	 ⼦

宮内・産道・乳汁を介した⺟⼦ 感染があるが , 	 前述の通り , 	 伝播の頻度は PVL に

依存しているとさ れている[64, 116]。PVL の他に ,	BLV の⽔平伝播にはウイルス側

の要因として , 	G4 の関与が考えられてい る。⾮構造タンパクであ る G4 は , 	 ウイル

ス複製や Ha-ras 遺伝 ⼦ を介した細 胞 の 不死化に 関与す る と さ れて い る [17, 49, 

112]が ,	G4遺伝⼦の変異によるウイ ルスの産⽣能⼒の減少が報告されており[69] , 	

G4 遺伝⼦による伝播能⼒の影響が⽰唆されて いる。また , 	 ウイルス側の因⼦に加

えて , 	 宿主側の 因⼦も病態への 感受性に 関与して いる とさ れ , 	 そのひとつと して , 	

bovine	leukocyte	antigen（BoLA）と呼称され るウシ主要組織適合性遺伝⼦複合体

（MHC）が挙げられる。BoLA 領域はウシ第 23 染⾊体に存在し , 	 外来抗原由来の

ペプチドを T 細胞に提⽰する働きがあ る class	II 分⼦は , 	 多型性に富み , 	 疾患に対

する免疫応答に関与する。特に class	 IIa 領域 に存在する BoLA-DRB3 対⽴遺伝⼦

（アレル）の 70-71 位の極性アミノ酸 Glu–Arg の存在がウイルスペプチドとの結

合に影響を及ぼす とされ[115] ,	 BLV のプロウ イルス量[39, 55, 66, 103]や BLV 誘

導性の悪性リンパ 腫/⽩⾎病に関係している[55, 74]と考えられている。これ らの

⾼ PVL ⽜や EBL 発症⽜ ,	 低 PVL ⽜のアレル の調査を基に , 	 アレルの型によって , 	

感受性（S） , 	 抵抗性（R） , 	 中性（N）と分類されている。ヒト の分野では HIV-1

において , 	 ヒトにおける MHC,	 ヒト⽩⾎球抗原（HLA）について , 	 ⺟⼦の HLA	class	
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II 型の不⼀致が⺟⼦ 感染リスクを減少させる という報告がある[56]。また , 	BLV と

同じデルタレトロ ウイルス属に属する HTLV-1 では , 	 BLV と同様 , 	 ほとんどの患者

が臨床症状を呈さず , 	 無症状キャリアーと なるが ,	 1-5%で ATLL を発症する[20]。

ATLL の発症について , 	ATLL 患者は⺟親から⺟ ⼦感染の経路で HTLV-1 に感染して

いるという報告があり[9, 71] ,	 ⺟⼦感染が重要視されている。し かし , 	BLV の⺟⼦

感 染 について ,	 ウ イ ル ス 要 因や宿 主 因⼦が影響す る か , 	 ⺟⼦ 感 染や早 期 感 染 後 の

動態について解析 は現在のところ⾏われてい ない。最近では若齢での EBL 発症の

報告もされ てお り[77] ,	 ⺟⼦ 感染 を含む早期 感染 に よる影響に注⽬が集まって い

る。また , 	 ⺟⼦感染⼦⽜・早期 感染⼦⽜は BLV 感染後 ,	 ⻑期間飼養さ れることが

考えられるため , 	BLVの⺟⼦感染や早期感染の 特性を知ることは , 	 ⽜伝染性リ ンパ

腫の制御の上で重要だと考えら れる。 	

 BLV と同じレト ロウ イルス 科だが , 	 スプー マウイ ルス亜 科に 分類 される[43]フ

ォーミーウイルス （FV:	 Foamy	 virus）で ,	 ゲノムは構造タンパ ク質と逆転写 酵素

をコードする領域 の gag,	pol,	env,と , 	2つのアクセサリータンパ ク質をコードする

領域が存在し , 	 ゲノムサイズは約 12	 kb となっている（図 0-2）。5ʼLTR にはウイ

ルスプロモーターが存在し, gag, pol, env の mRNA 転写を促進す るが , それに加

えて FV は内部プロモー ター（IP）を有してい る。IP はアクセサリータンパク質

の Tas および Bet をコードする RNA の転写 を制御する。Tas は転写活性因⼦で, 

LTR や IP から開始する転写 に必要となる[54, 83]。Bet の機能は未だ明らか とな

っていない部分も多いが , ヒトフォーミーウ イ ルス （HFV: Human foamy virus）

で Bet 発現により培養細胞での細 胞障害性が失われたことから FV 複製の負の調

節に 関わることが⽰唆さ れた[92]が , ネコフ ォ ー ミ ー ウ イ ル ス 	 （ FFV: Feline 

foamy virus）におい て Betの変異体はネコの腎臓細胞でウイルス の⼒価を約 1,000

分の 1 に低下させたと いう報告があ り[6], FFV の複製には必須となってい る可能

性がある。FV は⿂類から哺乳類まで幅 広く存在しており[4, 26, 27, 38, 57, 87, 89, 

105, 114], 	 ⻑ 期間持 続 感 染 す る 。 また , 	 多様 な初代細 胞や株化細 胞 に 感 染 し [2, 

51] ,	 多核巨細 胞 を 形成す る [91]。 FV は単独で は⾮病原性だと 考えら れ て い る 

[91]が , FV の病原性の可能性を⽰す報告がさ れている。プロ トタイプ FV （PFV: 

Prototype foamy virus）は, トランス活性化因 ⼦である Tas を介した  LTR の活性

化によって同じレ トロウイルス である, HIV-1 の転写を活性化したという報告が
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ある[42]。FFV とネコ⽩⾎病ウ イルス（FeLV: Feline leukemia virus）感染の相

関関係が報告され ており, 特に進⾏性の FeLV に感染した猫は FFV に感染しやす

いとされる[13, 84]。また , FFV/FeLV に同時感染した猫の定 量 PCR によって測

定された FFV ウイルス量は, FFV 単⼀感染猫よりも⾼かった[13]。さらに, 実験

的に感 染した猫は臨床的に は正常に⾒えたが ,  腎臓で は⽷球体 とボー マン嚢の癒

着 , 腎細 管 の好酸球性 のシンシチウ ム 形成 , 肺で は , リ ン パ球お よ び マ ク ロ ファ

ージの間質性浸潤 , 気道および 主気管⽀への好酸球浸潤などの組織病理学的変化

が観察さ れた[19]。培養細胞 にお ける⾼い 細 胞障害性 の⼀⽅, 宿主 動物で⾮病原

性であるメカニズムは解明され ておらず , FV の病原性やその特徴については まだ

不明な点も多い。 また , FV では種を越えた感 染として, SFV のヒトへの感染が報

告されている。SFV はサルが⾃然宿主とされ ているが , 職業的に類⼈猿と接触し

たヒトからの SFV 抗体が検出された[29, 67, 68, 98, 99]。ヒトに対する病原性は

報告さ れ て い ないが , 同じレ ト ロ ウ イル ス で あ る HIV-1 がチン パ ンジー由来の

SIVcpz からヒト に馴化し, 病原性を⽰した例もある[95]ため , ⾮⾃然宿主での病

原性については検 討の余地があ る。FV の中で⽜を⾃然宿主とす る BFV は ,	 ⻄欧諸

国や中国で報告さ れている[11, 28, 34, 35, 86]。⽇本でも ,	2018 年にはじめて , 	 臨

床的 に健康だが , BFV に 感 染 した⽜ の末梢⾎リ ン パ球を ウシ胎仔筋⾁（ BFM: 

Bovine fetal muscle）細胞と共培養し, BFV 株 No.43 が分離された[25]。しかし, 

No.43 株の全⻑ゲノム配列の解 析は⾏われず , BFV の感染率に関す る情報も限ら

れているため , ⽇本の BFV の疫学とゲノ ムの 特徴は明らかにさ れていない。  

 この よ う に , 	 レ ト ロ ウ イ ル ス は畜産衛⽣上 , 	 無視できな い存在で あ るが , 	 ⼀⽅

で そ う した , 	 宿 主 免 疫 か ら の回避 , 	 抑制 , 	 利⽤を⾏い ,	 症状が顕在化せずに 宿 主

DNA に組み込 まれ , 	 ⽣涯 持続感 染する といったユニー クな特徴・動態のため , 	 そ

の病原性や特徴につい ては未解明の部分も多い。 そこで ,	 著者はレ ト ロウ イルス

の中で ,	 治療予防法がな く , 	 未解明な⽜ レト ロ ウイ ルス に焦点を当てた。さ らに , 	

⽇本で現在も感染が確認されて おり , 	 広く浸潤している可能性の ある BLV と BFV

につい て , 	 感染 経路や浸潤状況と いった感 染 動 態 と , 	 感 染や病原性 に影響を与え

る因⼦を究明す ること を⽬的 として , 	 BLV の主な伝播様式のひとつである ⺟⼦感

染における動態 と BFV の関与 , 	 BFV の⽣体内および試験管内の両⽅でその動 態を

調査した。 	
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 本論⽂は次の 3 章 から構成され る。第 1 章では⺟⼦感染を介して⾃然に感 染し

た⽜お よび妊娠⽜に おける BLV 関連 因⼦ の 動態を明ら かに するために, 妊娠⽜

およびその⼦⽜について BLV 関連因⼦の経時 的解析と BoLA-DRB3 型を解析し

た。次に, 第 2 章では BFV の⽇本における浸潤状況の把握 , 侵⼊経路の推測 , お

よび BFV の⽣物学的機能や病原性を考 察するために, ⽇本における BFV 疫学と

ゲノム・系統樹解 析を⾏い, ⽣体内での BLV との相関について記載した。さ らに

第 3 章では, 未解明の BFV の試験管内および ⽣体内での動態, その⾮病原性 のメ

カニズムや他のレ トロウイルス との相関の⼀端を明らかにするために, BFV 陽性

⽜とその分離株につい て試験管 内および ⽣体 内での BFV の動態につい て検討し

た。 
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図 0-1 レトロウイルスの複製  

細胞表⾯の 特異的レセプタ ーを介した細 胞への吸着 , 脱殻と 逆転 写に よるウ イル

ス RNA からの DNA 合成をして, インテグラーゼの働きで宿主 細胞の DNA に組

み込まれる。この 状態をプロウ イルスという 。プロウイルスは 細胞の RNA ポリ

メラーゼを利⽤し てウイルスゲ ノム RNA とウ イルスタンパクを作る mRNA を転

写する。mRNA から作られたウイルス タンパ クとウイルス RNA は再集合し, 出

芽によって細胞か ら放出される[54, 83, 94]。 
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図 0-2  BLV および BFV のゲノム構造  
（A）BLV はオルトレトロウイルス 亜科デルタ レトロウイルス属のウイルスで , 	 ゲ

ノム は構造タ ンパ クと 逆転 写 酵素 をコードす る領 域 ,	 調節タン パク質やア クセサ

リータンパク質をコードする領 域 , 	LTR を合わせた 8,714	nt から成る。構造タン パ

クと逆転写酵素をコードする領 域には gag,	 pro,	 pol,	 env があり , 	 ウイルスのライ

フサイクルや感染 性 , 	 ビリオンの形成に重要な役割を持つ。（B）FV はスプーマウ

イル ス 亜科 に分 類 され[43] ,	 ゲノ ム は構造タ ンパ ク質と 逆転 写 酵素 をコードす る

領域の gag,	pol,	envと ,	2つのアクセサリ ータン パク質をコードす る領域が存在し , 	

ゲノムサイズは約 12	kb となっている。 	
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図 0-3  ⽇本の⽜伝染性リンパ腫届出⼾数/頭数の推移  
（ 農 林 ⽔ 産 省 消 費 ・ 安 全 局 動 物 衛 ⽣ 課 	 監 視 伝 染 病 発 ⽣ 年 報 : 	

https://www.maff.go.jp/j/syou an/douei/kansi_densen/kansi_densen.html）より

作成。⽜伝染性リンパ腫 は , 	 ⽇本において , 	 平成 10 年の家畜伝 染病予防法の改正

に伴い , 	 届出伝染病に指定された。⽇本で は依然として BLV の届出件数が増加し

て お り ,	 平成 17 年度以降 ,	 ⽜ の ウシの監視伝 染病で は最多の届出数（2019 年 : 	

4,113 頭）を記録している。 	
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第 1 章 

⽜伝染性リンパ腫ウイルスの 

⺟⼦感染における性状解析 
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1-1. 序⽂  

 

 BLV はレトロウイルス科デルタ レトロウイ ルス属のウイルス で, 悪性リンパ腫

/⽩⾎病を⽰す EBL の原因となっている。ほとんどの感染⽜は無症状のまま 経過

し, キャリアーと なるが , 約 30%で BLV の Tax タンパク質と , 	 細胞増殖の調節に

関与する Ha-ras 遺伝⼦や前癌遺伝⼦ c-fos と の共作⽤ , 	 IL-2 発現誘導により B 細

胞の異常増殖を呈する持続性リ ンパ球増多症を惹き起こす[41, 85, 113]。さらに, 

1-5%の 感染 ⽜ で は病態が進⾏し, 致死的 な 悪 性 リン パ 腫/⽩⾎病と な る[24]。 ま

た , 最近の研究で は, 無症状期であっても , 乳量の減少[16, 75, 80] , 淘汰率の上

昇[10, 104], ⽇和⾒感染症や乳房炎など他の 感染症の⾃然治癒率の低下や重症化

による経済的損失が⽰唆されて おり[15, 93, 106, 111], BLV の制御は畜産を守る

上で重要な課題と なっている。  

  BLV は⽣涯持続感染し, 有効なワクチンや治療薬が今までの ところ存在し ない

ため , フィンランド , リ ト ア ニ ア , イ タ リ ア などヨー ロッパ諸国で は国に よ る 検

査・隔離淘汰によって根絶が⾏われてきた[1, 76]。しかし, 近年⽇本では乳⽜で

の抗体陽性率が約 40%にのぼり[70], EBL の発⽣は年々増加し ている。この よう

な⾼い陽性率 において は, 摘発淘汰によ る撲滅は困難と考えられる 。BLV 感染制

御が求めら れ る中 , 	 ウ イル ス の 動 態 を知り ,	 伝播を防ぐことが重要と な る 。 BLV

の感染 経路は⼤きく 分けて⽔平感染 と垂直感 染（⺟ ⼦感 染）があ り, 伝播の 頻度

はウイルスロードに依存してい るとされてい る。BLV は 14,000 コピー/105 細胞

以上のコピー数の⽜ で⿐汁や唾液に放出され るが , ⿐汁や唾液等を介する接触は

農場内 での BLV 感染拡⼤に影響を及ぼすことが⽰唆さ れ, ⽔平感染 伝播リス ク

に関与している可能性がある[116]。また , 400 コピー/10 ng DNA 以上で⺟⼦感

染頻度が有意に⾼いという報告がある[64]。このように, BLV 感染⽜の体内ウイ

ルス 量で ある PVL が伝播リ スク に関与し て いる と考えら れて おり, 陽 性率が⾼

い⽇本においては, PVL を利⽤して隔離・淘汰順位を決定することによる対策が

提案されている [31]。 

 BLV の⽔平伝播に関わるウイルス側の要因 として, ⾮構造タンパクであ る G4

がある。G4 は, ウイルス複製や Ha-ras 遺伝⼦を介した細胞の 不死化に関与する

とされている[17, 49, 112] が , その G4 遺伝⼦の変異によるウ イルスの産⽣能⼒
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の減少が報告され ており[69], G4遺伝⼦による伝播能⼒への影響が⽰唆され てい

る。BLV の遺伝⼦変異頻度 は低いとされ てい る[58]が , こうしたわずかな変異が

BLV の伝播に関与する可能性がある 。ウイル ス側の因⼦に加えて, 宿主側の因⼦

も伝播や病態への 感受性 に 関与し て い る と さ れ , そ のひとつと し て , bovine 

leukocyte antigen（BoLA）と呼称されるウシ主 要組織適合性遺伝 ⼦複合体（MHC）

が挙げられる。BoLA 領域はウシ第 23 染⾊体に存在し, 外来抗原由来のペプチド

を T 細胞に提⽰する働きがあるクラス II 分⼦で, 多型性に富み, 疾患に対する免

疫応答に関与する 。特にクラス IIa 領域に存在する BoLA-DRB3 遺伝⼦アレルが

BLV のプロウイルス量[39, 55, 66, 103] や BLV 誘導性の悪性リンパ腫/⽩⾎病に

関係している[55, 74] と考えられ, アレルの型によって, 感受性（S）, 抵抗性（R）, 

中性（N）と 分類されて いる[39, 55, 66, 103]。ヒトの分野ではヒトにおけ る MHC, 

ヒト⽩⾎球抗原（HLA）が HIV-1 の⺟⼦感染に かかわるとされ, ⺟⼦の HLA class 

II 型の不⼀致が⺟⼦感染リ スクを減少させる という報告があ る[56]。また , BLV

と同じデルタレト ロウイルス属に属する HTLV-1 では, BLV と同様, ほとんどの

患者が臨床症状を呈さず , 無症状キャリアー と なるが , 1-5%で ATLL を発症する 

[20]。ATLL の発症について, ATLL 患者は⺟親から⺟⼦感染 の経路で HTLV-1

に感染していると いう報告があ り[9, 71], ⺟⼦感染が重要視さ れている。し かし

⼀⽅で, BLV の⺟⼦感 染については, ウイ ル ス要因や宿主因 ⼦が影響する か, ⺟

⼦感染や早期感染 後の動態についての解析は現在のところ⾏われていない。最近

では若齢での EBL発症の報告もさ れており, ⺟⼦感染を含む早 期感染による影響

に注⽬が集まって いることや ,  ⺟⼦感染⼦⽜・早期感染⼦⽜は BLV 感染後, ⻑

期間飼養されることが考えられ ることから, BLV の⺟⼦感染や早 期感染の特性 を

知ることは, ⽜伝染性リンパ腫 の制御の上で重要だと考えられる 。  

 そこで, 本章では, BLV ⾃然感染例におけ る経時的観察を⾏い, BLV の⺟⼦感

染・早期感染の特 性や BLV 関連因⼦の動態を究明した。  
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1-2. 材料と⽅法  

 
動物・サンプリング  

 茨城県 1 農場のホルスタイ ンまたは交雑種（F1）の⽜ 41 頭を使⽤した。⺟ ⽜

18 頭から⽣まれた⼦⽜ 22 頭と, 分娩をしてお らず , 観察途中に ELISA および定

量リアルタイム PCR で BLV 陰性から陽転が確認された⽜ 1 頭が含まれた。サン

プリングは 2017 年 8 ⽉から 2020 年 9 ⽉の期間で⾏い, 基本的に毎⽉ 1 回の採⾎

を⾏った。分娩前後の 動態を調べるために, 出産時に⺟⽜と⼦ ⽜ 11 頭の採⾎を⾏

い, 出産時に採⾎できなかった⼦⽜ 11 頭は 1 ヶ⽉以内に採⾎した。⺟⽜が BLV

陽性の場合、⽣ま れた⼦⽜は速やかに⺟⽜と 分離し, BLV 感染リンパ球を破壊す

ることで初乳から の感 染を防ぐ  [40]ため , 凍結融解処理を施した初乳を与えた。

全⾎は各⽜の頸静脈あるいは尾静脈から採材 し, EDTA 管を⽤いた。⾎清は 同様

に収集し, プレーン管を⽤いて 1,200 xg で 10 分間遠⼼を⾏った。 全⾎および⾎

清の採材は東京⼤学動物実験実施規則に基づき動物実験専⾨委員会の承認を受け

(承認番号 : P18-081), 東京⼤学動物実験実施マニュアルに従って⾏われた。  

 

BLV 関連因⼦の測定  

 収集した全⾎は, ⾃動⾎球計数装置  pocH-100iV（Sysmex, Hyogo, Japan）を⽤

いてリンパ球数を測定した。ゲ ノム DNA の抽出は全⾎から直接 DNA Mini kit

（QUIAGEN, Hilden, Germany）を説明書通り⽤いて全頭について⾏い, 抽出し

た DNA は Nano-Drop（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）を⽤いて濃度を測

定した。BLV の定量は⼩熊らの ⽅法 [77]で⾏い, BLV プロウイルスの pol 領域

の⼀部と beta-actin（ACTB）の⼀部を当量含むスタンダードプラスミドを⽤いた。

スタンダードプラスミドは EASY-Dilution（Takara Bio, Shiga, Japan）で 10 倍階

段希釈を⾏った。Taqman probe 法を⽤いて, Applied Biosystems Step One Plus

（Thermo Fisher Scientific）, Thunderbird Probe qPCR Mix（TOYOBO, Osaka, 

Japan）を使⽤して⾏った。抗体検査は抗 BLV-gp51 抗体を測定する市販の⽜⽩

⾎病エライザキット（ JNC, Tokyo, Japan）を説明書通り⾏い, S/P 値を以下の式

で求め , 0.3 以上を BLV 抗体陽性と判定した。  
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S/P ＝  {S（P）−S（N）}/{PC（P）−PC（N）} 

PC（P）：抗原陽性ウェル中の指⽰陽性⾎清の平均吸光度  

PC（N）：抗原陰性ウェル中の指⽰陽性⾎清の平均吸光度  

S（P）：抗原陽性 ウェル中の 試料⾎清の吸光度  

S（N）：抗原陰性ウェル中の 試料⾎清の吸光度 

 

BoLA-DRB3 アレル解析  

 調査した⺟⽜お よび⼦⽜ 32 頭の BoLA-DRB3 アレルの型は⽵嶋ら の⽅法[102]

を⽤いて nested-PCR とダイレクトシークエン スを⾏って決定した。DNA ポリメ

ラーゼには KOD FX Neo（TOYOBO）を使⽤した。⽤いたプライマーおよ びサ

イクル条件は表 1-1 に記載した。PCR 産物は 2%アガロースゲルで電気泳動を⾏

い, NucleSpin Gel and PCR Clean up（Macherey-Nagel, Düren, Germany）で精

製した。BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific）

を⽤いて, Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific）

によってシークエンスを⾏い, データの解析 は MEGA software version 7.0[48]を

⽤いて, IPD-MHCデータベース上の BoLA-DRB3 alleles library（https://www.ebi. 

ac.uk/ipd/mhc/allele/list/?group= BoLA）にある既報の 330 種の配列と⽐較した。 

 

BLV-G4 領域の塩基解 析  

 G4 領域の 7,140 -7,251 nt の塩基⽋失が , ウイルス複製に必要であるとさ れる

G4 機能の喪失 を惹き起こし , ウ イ ル ス産⽣能⼒を下げること で , 伝播を減弱さ

せる可能性がある という報告[69]から, 定量リアルタイム PCR で BLV 陽性が確

認された⽜ 20 頭について BLV-G4 領域の塩基解析を⾏った。 まず , 全⾎から抽

出した DNA をテンプレートとして, 6,530-7,521 nt の領域を PCR で増幅 した。

使⽤したプライマ ーは G4-992F 5′- AGATTGTCGCTTCTGCGTGT -3′およ

び G4-992R 5′- GGCAGTTGATCCAGAGTCGT-3′で, PCR 条件は 94 ℃  2 分

の後, 98 ℃  10 秒 , 65.5 ℃  30 秒 , 68 ℃30 秒を 45 サイクル反復した。増幅産物

は 2%アガロ ー ス ゲ ル を⽤い て電気泳動 を⾏い , 予想さ れ る増幅サイズで あ る

992 bp の バ ン ド を 切 り 出 し , NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

（ MACHEREY-NAGEL ） で精製した。精製ができた 12 サン プ ル につい て , 
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BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific）および

Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific）を使⽤し

てシークエンス解 析した。得られた配列は MEGA software version 7.0[48]を⽤い

て既報の配列（GenBank 登録番号 : AP018030）との⽐較を⾏い, 7,125 nt-7,166 nt

の配列を確認した。  

 

統計解析  

 分娩前後 1ヶ⽉の PVL, S/P値 , リンパ球数について, ウィルコクソンの符号順

位和検 定 を⾏った。 また , 分 娩時 の ⺟ ⼦ 感 染 ⺟ ⽜群 と⾮⺟ ⼦ 感染 ⺟ ⽜ 群 の PVL, 

リン パ球数⽐ 較 につい て , シャピロ・ウィル クの正規性検 定 を⾏い , データ の正

規性が確認されな かった(p < 0.05)ため , マンホイットニーの U 検定を⾏った。  

BLV 遺伝⼦陰性, 陽 性⼦ ⽜の S/P 値の ⽐較 には t 検定 を⽤いた。PVL および

BoLA-DRB3 型に基づく⺟⼦感 染頻度の⽐較 はカイ⾃乗検定に よって⾏った。い

ずれの検定も , p 値 0.05 以下を有意と判断した。 
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1-3. 結果  

 
⺟⼦感染の頻度  

 出⽣から 13 ⽇以内に採材した全⾎サンプル から BLV 遺伝⼦が検出され, ⼦宮

内感染が疑われた⼦⽜が 22 頭中 9 頭存在し, ⺟⼦感染の頻度は 41%（95%信頼

区間[95%CI]: 23-62%）だった。また , 陽性 ⽜群と隔離して飼っていた⼦ ⽜ 1 頭

について, 出⽣ 5 ヶ⽉で BLV 遺伝⼦が検出さ れた。調査した 19 頭の⺟⽜は, ⽬

堅らの 分類[63, 65]を参考に 分娩 時のコピー数に基づき⺟⼦感 染リ スク で超ハイ

リスク群（> 400 コピー/10 ng DNA）, ハイリスク 群（100-400 コピー/10 ng 

DNA）, 低リスク群（20 コピー以上 100 コピー未満/10 ng DNA）, 超低リスク 群

（< 20 コピー/10 ng DNA）の 4 つに分類 した。超ハイリスク ⽜が 8 頭 , ハイリ

スク⽜が 5 頭 , 低リスク⽜が 5 頭 , 超低リスク⽜が 4 頭存在し, それぞれのカテ

ゴリーにおける⼦ ⽜への⺟⼦感 染頻度は表 1-2 に⽰した。⺟⼦ 感染は, 超ハイリ

スク群では 63%（95%CI: 30-86%）, ハイリスク群では 40% (95%CI: 12-78%), 低

リスク群では 20%（95%CI: 2-60%）, 超低リスク群では 25%（95%CI: 3-67%）

の頻度 で認めら れたが , 超ハイ リス ク群・ハイリス ク群 と低リス ク群・超リ スク

群との間で有意差は認められな かった（p > 0.05）。  

 

⺟⼦感染と MHC class II- BoLA-DRB3 アレルの関連  

 19 頭の⺟⽜につい て, BoLA-DRB3 アレル を調査した。PVL が⾼い（> 400 コ

ピー / 10 ng DNA ） 群 で 有意に ⺟ ⼦ 感 染が⾒ら れたと い う報告 [64]か ら , 

BoLA-DRB3 アレル型が PVL を介して⺟⼦感 染に影響を及ぼすことを考慮し, 既

報[39, 55, 66, 103]を参考に,⾼ PVL ⽜で有意に⾒られる BoLA-DRB3 * 15:01 と

*12:01 を感受性（S）, 低 PVL ⽜で有意に⾒られる BoLA-DRB3 *14:01:01, と

*11:01 を抵抗性（R）, PVL の値に影響せず , S や R のアレルの影響を受けるとさ

れる BoLA-DRB3* 01:01 と*06:01 を中性（N）とした。  

 さらに, 調査した⺟⽜を SS, NS, RS, NR の 4 つの遺伝⼦型に分類し, それぞれ

の BoLA-DRB3 型と PVL で各カテゴリーに おける個体数と⺟ ⼦感染を起こした

個体数 , ⺟⼦感染頻度を表 1-3 に⽰した。調査した⺟⽜ 19頭には, SS 型が 1頭 , NS

型が 4 頭 , RS 型が 8 頭 , NR 型が 6 頭存在した。SS, NS, RS, NR の 4 つの遺伝 ⼦
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型のうち, N は S や R アレルの影響を受ける[39]ことから, SS と NS を 1 つのグ

ループにまとめた（SS/NS）。さらに, PVL の値によって, HPVL（≧  100 コピー

/10 ng DNA）と LPVL（＜  100 コピー/10 ng DNA）の 2 つで分けた。⺟⼦感染

は SS/NS 群では 60％（95%CI: 22-88%）, RS 群では 63％（95%CI: 30-86%）, NR

群で 0%（95%CI: 0-35%）の頻度で認められた。SS/NS 群, RS 群では HPVL 群

が LPVL 群より⺟⼦感染の頻度が⾼かったが ,  頻度の差に有意差は認められなか

った(p > 0.05)。NR 群では⺟⽜の PVL 値にかかわらず , ⺟⼦感染は認めら れな

かった。さらに, 感受性アレル（S）を有する SS/NS, RS 群では 13 頭中 8 頭 , 62% 

（95%CI: 35-82%）の頻度で⺟⼦ 感染が認められたが , 感受性アレルを持たない

NR 群と⽐較すると, 感受性アレルを 持つ群で ⺟⼦感染頻度が有意に⾼かった（p  

< 0.05）。  

 また , ⼦⽜の BoLA-DRB3 アレルで遺伝⼦型を SS/NS, RS, NN, NR/RR の 4 つ

に分類した場合の個体数と⺟⼦ 感染を起こした個体数 , ⺟⼦感染頻度を表 1-4 に

⽰した。SS/NS 群は 63%（95%CI: 30-86%）, RS 群は 100%（95%CI: 37-100%）, 

NN 群は 50%（95%CI: 9-91%）, NR/RR 群は 33%（95%CI: 6-80%）の頻度で⺟

⼦感染が認められた。SS/NS および RS 群と NN および NR/RR 群で頻度の⽐較

を⾏なったが , 両群の⺟⼦感染 頻度に有意な差は認めら れ な かった（p  >  0.05）。 

 

BLV-G4 領域の解析  

 解析した 12 頭の⽜では, BLV-G4 領域（7,140 -7,251 nt）の⽋失は認められ な

かった（図 1-1）。このこと から, 今回調査した⽜群に感染した BLV では G4 領域

の⽋失によるウイ ルスの伝播能⼒の違いは無いことが⽰唆された。また , G4 領域

の配列は, 7,145 番⽬の塩基が T, 7,153 番⽬の塩基が A の個体, 7,145 番⽬の塩基

が G, 7,153 番⽬の塩基が A の個体, 7,145 番⽬の塩基が G, 7,153 番⽬の塩基が T

の個体の 3 パターンが存在した（ 図 1-1）ことから, 茨城県 1 農場には異なる配

列を持つ BLV が少なくとも 3 種存在すると考えられる。  

 

⺟⽜の分娩前後 の BLV 関連因⼦の動態  

 ⺟⽜の分娩前後 の BLV 関連因⼦の動態を 図 1-2 に⽰した。⺟⼦感 染群, ⾮⺟⼦

感染群について, 分娩を 0 として, 前後 1 ヶ⽉における BLV の PVL, S/P 値 , リ
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ンパ球数の変動を⽰した。分 娩前後で PVL およびリンパ球数に⼤きな変動は なか

った（p > 0.05）。このこと から, 分娩前後で BLV 伝播リスクは変動しないと 考

えられる。S/P 値は⺟⼦感染⽜群 で分娩時と ⽐較して分娩前後 1 ヶ⽉で有意に⾼

く, ⾮⺟⼦感染⽜ 群で分娩 後 1 ヶ⽉に有意に⾼かった（p < 0.01）。また , 分娩時

の⺟⼦感染群（+）と⾮⺟⼦感染群（-）の PVL およびリンパ球数を⽐較したと

ころ , ⺟⼦感染群と⾮⺟⼦感染 群で PVL（p < 0.01）およびリンパ球数（p < 0.05）

に有意な差が⾒ら れ, PVL およびリンパ球数が⾼い⺟⽜で, ⺟⼦感染が起こるこ

とが⽰唆された。このため , ⺟⼦感染の有無を ⽬的変数 , PVL およびリンパ球数

を説明変数とする ロジスティック回帰分析を 試みたところ , PVLが 10倍増えると

⺟⼦感染のオッズは 19.1（95%CI：1.04-350.2）倍となることが明らかと なった

（P=0.047）。  

 

⼦⽜の BLV 関連因⼦の動態  

 ⽣まれた⼦⽜で追跡調査ができた 8頭のう ち, 出⽣時に BLV遺伝⼦が検出され, 

⼦宮内感染と考えられるもの（No.7828）が 1 頭 , 5 ヶ⽉齢で BLV 遺伝⼦が検出

され, 早期感染したもの（No.7823）がそれぞれ 1 頭存在した。その他の 6 頭は

観察した 11ヶ⽉の期間中は BLV遺伝⼦の検出は確認されず , 陰性のままだった。

4 頭については初乳摂取前 と初乳摂取後の⾎清を⽤いて, 初乳摂取前に ELISA で

陰性判定（S/P < 0.3）だったが , 初乳摂取後に抗体が上昇した（S/P > 1.4）こと

を確認した。⾎中の抗体 S/P 値は 6 ヶ⽉以降で陽性群と陰性群 に有意な差（p < 

0.01）が⾒られた（ 図 1-3）。また ,  8 ヶ⽉以降で陰性群は完全 に ELISA キットの

プロトコル上で陰性の判定となった。  

 

早期感染と陽転群 における BLV 関連因⼦の動 態⽐較  

 ⺟⼦感染を含め , 1 歳齢未満で BLV に感染（早期感染）した⽜ 2 頭（No.7828, 

7823）と 1 歳 6 ヶ⽉齢以降で BLV に⽔平感染 した（陽転）⽜ 4 頭（No.7796, 7803, 

7800, 7819）で PVL, S/P 値 , リンパ球数の変動を⽐較した。陽 転群は,検出時に

PVL が⾼かった（74 コピー/100 細胞以上） 群（No.7796, 7803, 7819）と低か

った⽜ No.7800（14 コピー/100 細胞以下） の 2 つに⼤別された（図 1-4A, B）。

⾼ PVL 群はその後も⾼い PVL 量を維持し続 け, 低 PVL ⽜は低い PVL 量を維持
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し続けた。低 PVL ⽜のリンパ球数は期間を通してあまり変動し なかった⼀⽅ で, 

⾼ PVL 群のリンパ球数は増加した。いずれの 群でも S/P 値は不規則に増減を繰

り返していた。PVL の値は⾼ PVL の陽転群 3 頭 , 早期感染群 2 頭 , 低 PVL の陽

転群 1 頭の順で⾼かった。さ らに, 早期感染 群 2 頭と陽転群 4 頭の計  6 頭の⽜に

ついて PVL の値と BoLA-DRB3型の相関を調べたが , 有意な差は認められな かっ

た（p > 0.05）。また , 早期感染群と陽転 群で PVL の増加率を⽐較した結果を図

1-4C, D に⽰した。両群に有意な差は認められ なかった（p > 0.05）が , 早期感染

群では陽転群と⽐べて検出時より PVL 量が増加しており, 早期感染群, 陽転群の

中でも SS/NS 群, RS 群のほうが RR/NR 群よりも増加率が⾼い傾向が⾒ら れた。 
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1-4. 考察  

 

⺟⼦感染  

  ⽣ ま れた⼦ ⽜ は出⽣時 または出⽣ か ら１ヶ⽉以内 に⾏った定 量 リ ア ル タ イ ム

PCR において 41%（95%CI: 23-62%）で BLVpol 遺伝⼦の⼀部が検出された。⺟

⽜が BLV 陽性 の場合 , 出⽣ 後そ の⼦ ⽜は ⺟ ⽜から 分離 し凍結融解処理を⾏った

初乳を給与したが , 分離ま での間に ⺟⽜ の初乳を摂取した可能性は否定 できない 。

また , BLV の⺟⼦感染経路とし て⼦宮内感染 の他に産道感染が考えられる。 しか

し, 以前の報告で, ⽜ 8 頭を使⽤した実験感 染において, 静脈内接種を⾏なって

から⾎中に BLV遺伝⼦が検出さ れるまで, 2週間程度かかったと され[72] ⾃然感

染で は実験感 染 に ⽐べ , 曝露ウ イ ル ス量も少ない と推測さ れ ること か ら , １ヶ⽉

程度の時間を要す ると考えられ ている[63]。よって, 出⽣から 13 ⽇以内に採材し

た全⾎サンプルか ら BLV遺伝⼦が検出された 9頭の⼦⽜は, 出⽣時の産道感染や

経乳感 染に よる BLV 感染の可能性は低く, 妊娠後 期に ⼦宮内感 染の 経路で⺟ ⽜

から BLV に感染したと考えられ る。また , 9頭のうち追跡調査を⾏なった No.7828

については, 初乳摂取前の抗体が陰性（S/P = 0.0761）であり, 妊娠末期に 感染

したと⽰唆された。既報で, ⺟⼦感染超ハイリ スク群（PVL > 400 コピー/ 10 ng 

DNA）に お ける ⼦宮内 感 染の 頻 度が 34.4%と報告さ れて お り[64], 今回は 63%

（95%CI: 30-86%）と, その数値を上回ったが , 有意差は認められなかった(p > 

0.05)。有意差が⾒られなかった原因として, サンプルサイズが⼩さかった（n =22）

ことが影響した可能性があ る。既報との違い を検証する には, よ り多くのサンプ

ルの収集が求めら れる。今回 , 超低リスク群に おいても 25%（95%CI: 3-67%）で

⺟⼦感染が確認さ れたことから, PVL によってある程度⺟⼦感 染のリスクを評価

することは できるが , 超低リ スク 群で あっても完全 に BLV の⺟ ⼦感 染を防ぐこ

とはできないことが⽰された。  

解析した 12 頭の⽜では, いずれも BLV-G4 領域（7,140 -7,251 nt）の⽋失は認め

られず , 調査した⽜群ではウイ ルス要因であ る G4 領域を介した伝播能⼒の違い

は無いことが⽰唆さ れたことか ら, 今回⾒ら れた⺟ ⼦感 染の 頻度 には影響し てい

ないことが確認さ れた。G4 領域の配列か ら, 茨城県 1 農場には配列の異なる BLV
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が少なくとも 3種存在すると考えられ るが , ⺟⼦感染頻度や PVL に影響を及ぼし

ていなかった（いずれも p >  0.05）ことから, 塩基の相違による影響は確認され

なかった。  

 ⺟⼦感染に影響を及ぼした要 因として, 宿主 因⼦である BoLA-DRB3 アレルが

関連する可能性がある。調査した 1農場におい て, 感受性アレル を持つ⽜が 13/19

頭 , 68%（95%CI: 46-85%）の割合で存在した。感受性型がより⾼ PVL になりや

すいとされており[39, 55, 66, 103], 今回の結 果も SS 群, NS 群, RS 群の HPVL の

⺟⽜では LPVL よりも⺟⼦感染の 頻度が⾼い傾向が⾒られたが , 有意差は認めら

れなかった。⼀⽅で, 抵抗性型の NR 群で は PVL の値に関わらずに⺟⼦感染が⾒

られなかった。また , 感受性アレル（S）を有 する SS/NS, RS 群では 13 頭中 8 頭 , 

62%（95%CI: 35-82%）の頻度で⺟ ⼦感染が認められたが , 感受性アレル を持た

ない NR 群と⽐較すると, 感受性アレルを持つ群で⺟⼦感染頻 度が有意に⾼かっ

た（p < 0.05）。このこと から, ⺟⼦感染には PVL だけでなく, ⺟⽜の BoLA-DRB3

アレルが関係して いることが⽰唆された。⼀⽅, ⼦⽜の BoLA-DRB3 アレルで遺

伝⼦型を分類した場合 , SS/NS および RS 群と NN および NR/RR 群で両群の⺟⼦

感染頻度に有意な差は認められ なかった（p > 0.05）ことから, 今回の結果 から

は⼦⽜の BoLA-DRB3 アレルの⺟⼦感染への影響は認められな かった。BLV につ

いて BoLA-DRB3 アレ ルと⺟ ⼦感染 の関 連を調査した研究は知ら れてい ないが , 

ヒトの分野ではヒト免疫不全ウ イルス 1型（HIV-1）において, ヒトにおける MHC, 

ヒト⽩⾎球抗原（HLA）について, ⺟⼦の HLA class II 型の不⼀致が⺟⼦感染の

リス クを減少させると いう報告がある[56]。今回 , ⺟ ⽜と ⼦⽜ のア レル の⼀致が

1 頭のみであったため , 詳細な解析は⾏わなかったが , ⺟⽜の BoLA-DRB3 アレ

ル 分 類 に お い て , 抵抗性型で ⺟ ⼦ 感 染が⾒ら れ な かったことや ,感受性 ア レ ル を

持つ群で感受性ア レルを持たな い群と⽐較し てより⾼い頻度で ⺟⼦感染が確認さ

れたことからも , 農場での⺟⼦ 感染を防ぐ上で , ⺟⽜の BoLA-DRB3 アレルに注

⽬し, 繁殖の際には⺟⽜の PVL だけでなく, BoLA-DRB3 アレルにも留意し てい

くことが必要だと考えられ る。⽔平感 染の防除として, BoLA-DRB3 アレル に基

づき , BLV 陰性⽜と感受性型の ⽜群との間に緩衝材として抵抗性型の⽜群を配置

す ることが提案さ れ て い る [3]が , そ れ と平⾏し て , 抵抗性型の ⽜ を繁殖に供す

ること で , ⺟⼦ 感 染を防除することが可能だと考えら れる 。今回の 結 果 から , 農
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場において, 抵抗性型の⽜の割合を増やして い くことは, BLV の⽔平感染および

⺟⼦感染を防ぐ上で重要となることが⽰唆さ れた。  

 また , 陽性⽜群と隔離して飼養していた⼦ ⽜ 1 頭（No.7823）について出⽣ 5

ヶ⽉で 陽転が確認さ れた。 陽転 の理由につい ては, 感染 から⾎中のプ ロウイ ルス

検出ま でが１ヶ⽉程度だと 考えら れて い る[63, 72]こと か ら, ⼦宮内お よ び産道

感染 に よ る経路は除外可能だと 考えられ る 。 また , 初乳を介した感 染 は , 凍結融

解処理を⾏なった初乳を⽤いること で防除さ れていたことを 考慮すると, ⺟ ⼦感

染ではなく, 出⽣後, 早期に⽔平感染を起こした可能性がある 。さらに, BLV 陽性

群と の隔離飼育に より , 接触感 染 の可能性が除外さ れ ると , 考えら れ る 経路と し

ては, アブなどの吸⾎昆⾍によ る機械的 伝播がある 。陽 転した時 期が⽇ 本で は気

温や湿度が⾼く, アブなどの吸⾎昆⾍が活発に活動する 6 ⽉だったことや , 陽性

⽜群と陰性⽜群の間が 1 空房しか なかったことから, 直接の接触はなかったもの

の, 吸⾎昆⾍は容易にそれを越えられた可能性がある。夏季の吸⾎昆⾍の存在は, 

BLV 伝播のリスク要因とされ ており[44], 農場での BLV 感染防御の観点から, 吸

⾎昆⾍による⽔平感染を防ぐことも⼤切だと 考えられる。  

 

⺟⽜における分娩 前後の BLV 動態 

 ⺟⼦感染群と⾮⺟⼦感染群の いずれも , PVL の値は分娩時と分娩 前後 1 ヶ⽉で

⼤きな変動は⾒ら れなかった（p > 0.05）。PVL 値の増加は, ⿐汁や唾液への BLV

放出 , ⺟ ⼦ 感 染 頻 度 の増加などに よ る⽔平・垂直伝播リ ス ク の増加[64, 116]や , 

病態の進⾏に関与しているとさ れる[36, 45, 78, 96]が , 今回 , 分娩前後で PVL が

増加しなかったことから, 分娩時のストレス は PVL の増加によ る BLV 伝播およ

び発症リスクに影響しないと考えられる。また , ⺟⼦感染群 の PVL 値およびリン

パ球数は⾮⺟⼦感 染群よりも有意に⾼かったことから, PVL およびリンパ球数が

⾼い個体で⺟⼦感 染が起きてい ると⽰唆され、ロジスティック回帰分析でも PVL

が増加する と⺟ ⼦感 染のリ スクが⾼まることが確認された。既報におい ても , ⺟

⽜の PVL 値が⺟⼦感 染頻度に影響する[64]とされており、今回の結果 はそれに⼀

致していた。また , ⺟⼦感染群 および⾮⺟⼦ 感 染群のいずれも , ELISA の S/P 値

は分娩後 1 ヶ⽉で有意に⾼かったが , これは, ⽜において, 分娩前に イムノグロ

ブリン（Ig）が⾎液から選択的に乳腺に蓄積す る[18, 46, 47]ことに起因している
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と可能性があり, 分娩時に⼀時 的に減少した Ig が分娩後に回復したといった , ⽣

理的な増加と考えられる。今回の結果より, 分 娩は PVL 増加による BLV 発症リ

スクに影響しないことが⽰唆さ れ, 分娩による ストレスがトリガーとなって EBL

を発症する可能性 は低いことが明らかとなった。 

 

 

⼦⽜の BLV 関連因⼦動態  

 BLV 遺伝⼦陰性⼦⽜ の⾎中抗体 の S/P 値は 6 ヶ⽉で明らかに減衰し, 8 ヶ⽉以

降で完全 に陰性の判定 となった。これ は既報[23]と⼀致して おり, 移⾏抗体 の⽣

理的 な減少に よ るものだと 考えら れ る 。この 結 果 か ら , ELISA の み を⽤い て の

BLV 陽性/陰性の判別は 8 ヶ⽉齢以降に可能であると⽰唆された。また , ⼦宮内

感染を起こした No.7828 と 5 ヶ⽉齢で陽性が確認された No.7823 はいずれも早

期から, 伝播⾼リスクであると される[116], 14,000 コピー/105 細胞 （14 コピー

/100 細胞）の値を超えてため , 若齢での感染 は早期に BLV 感染源となることが

⽰唆さ れた。 特 に乳⽜ の場合 , 若齢の雌は そ の後出産・⽜乳⽣産に供し , ⻑ 期間

農場に存在することが予想さ れるため , 農場内または放牧時 に BLV 陰性 ⽜に伝

播する機会が多い と考えられる 。また , HTLV-1 では ATLL 発症または臨床症状

の顕在化に⺟⼦感 染が影響することが⽰唆さ れている[9, 71, 109]ため , ⼦宮内感

染を含む , 早期の感染は, 農場での BLV 感染制御の上で重要な 要因となるだろう。 

 

早期感染と陽転群 における BLV 関連因⼦の動 態⽐較  

 今回の結 果では実験感 染例にお ける感 染後 の PVL のピークや減少[22]は⾒ら

れず , ⽔平感染 を起こしたと考えら れる 陽転 群３頭およ び⺟ ⼦感 染を含む早 期感

染群２頭で PVL 値は増加し続けた。 陽転群は ,検出時に PVL が⾼かった（74 コ

ピー/100 細胞以上）群（No.7796, 7803, 7819）と低かった⽜ No.7800（14 コピ

ー/100 細胞以下）の 2 つに⼤別されたが , ⽜での BLV 実験感染で接種 250 ⽇後

の５頭の PVL を⽐較すると, 個体によって 100 細胞あたり 1コピー未満の低 PVL

の⽜と 40-100 コピーの⾼ PVL に分かれたと いう報告[22]があることから, 今回

⾃然感染においても同じような挙動が⾒られたと考えられる。  

 さらに, PVL の値と BoLA-DRB3 型の相関を調べたが , 有意な差は認めら れな
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かった。また , いずれも両群に有意差は認めら れなかった（p > 0.05）が , PVL の

増加率 は , 早 期 感 染 群 で は 陽 転 群 と ⽐べて⾼く , 早 期 感 染 群 , 陽 転 群 の中でも感

受性アレルを持つ SS/NS 群, RS 群のほうが RR/NR 群よりも⾼い傾向が⾒られた。

早期 感染 群と 陽転 群で PVL の増加率 を⽐ 較 した今回の結 果は, 感受性 アレ ルを

持つ⽜で PVLが⾼く, 抵抗性アレルを持つ⽜ で PVLが低いという報告[39, 55, 66, 

103]と⼀致する結 果は得られ なかったが , そ の要因 として まずサンプ ルサイズが

影響した可能性がある。経時的 に追跡可能だった早期感染⽜が 2 頭 , 陽転⽜が 4

頭のみであったため , アレルの違いによる PVL の差を検出するために, 今後, よ

り多くのサンプル の収集が求められる。もうひとつの要因とし ては, BoLA-DRB3

以外の宿主因⼦ による影響が考えら れる。BoLA 領域として, DRB3 以外に同じ

MHC クラス IIa に属する BoLA-DQA1 の多型が BLV 感受性に関連して いるとい

う報告があり [103], 今回解析を⾏わなかった BoLA-DQA1 領域について, PVL

や増加率に影響を与えた可能性がある。  

 ⾼ PVL は前述の通り[64]⽔平感 染のリス クだけでな く⺟⼦ 感染へのリスク 要

因にもなり, PVL の値は EBL 発症リス クに 関わることが⽰唆されている[96]。

BLV の⺟⼦感染につい て将来の発症との関連 は知られていないが , HTLV-1 の⺟

⼦感染が確認された 3ケースのうち, 症状を⽰さなかった 2ケースが⼀定の PVL

を⽰した⼀⽅で, リンパ節腫脹や脂漏性⽪膚炎などの症状を⽰した 1 ケースで急

激な PVL 上昇が⾒られたとい う報告がある[109]。BLV 感染制御の観点から, 感

染時期や感染経路 , 宿主因⼦と PVL の動態の関連について, より詳細な解析 を⾏

い, 明らかにして いく必要があ ると考えられ る 。 

 以上よ り, ⺟ ⼦ 感染や早 期感 染 の例で は⽔平感 染 と ⽐べ , 早 期か ら 持 続的 な 感

染源となり, PVL の増加を介し て発症にも関与する可能性があ ることが考えられ

た。⺟⼦感染 を含め , 早期の感染には⼗分に注意を払うべきであ ると考えられ る。

また , ⺟⼦感染の頻度は PVL やリンパ球数に 関連しており, BoLA-DRB3 アレル

との関与も⽰唆さ れた。従来から知られて いた PVL やリンパ球数の値を測定する

ことによ るリ スク分 類に加えて, BoLA-DRB3 アレルに注⽬ することが⽔平感 染

だけでなく⺟⼦感 染を防除する意味でも重要 になることが⽰唆された。今回の結

果は農場での BLV 感染制御に寄与することが期待される。  
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1-5.  要旨 

 

 ⽜伝染性リンパ腫は BLV を主な原因とする代表的な⽜レトロウイルスによる疾病

で, ⽇本では近年全国の乳⽜における平均陽性 率が 40%以上にのぼっている 。⽇本で

の摘発淘汰に よ る撲滅は困難で あ る と 考えら れ , 伝播の 頻 度や発症に 関与す る と さ

れる PVL に基づいた隔離・淘汰順位付けによ る対策が提案されている。近年 ,  若齢

で の発症の報告もさ れ て お り , ⺟ ⼦ 感 染 を含む早 期 感 染 に よ る影響に注⽬が集まっ

ている。BLV の⽔平伝播にはウイルス側の要因 として, ウイルス複製に関与する G4

遺伝⼦の変異 , 宿主側の因⼦として BoLA と呼称されるウシ主要 組織適合性遺伝⼦

複合体 （ MHC ） の影響が論じら れ て い る 。 特 に クラス IIa 領 域 に存在す る

BoLA-DRB3 多型が , プロウイルス 量（PVL）の増加に関与する とされ, アレルの

型に よって, 感受性 （S）, 抵抗性（R）, 中性 （N） と 分類 され て いる 。し か し,

⺟⼦ 感 染 につい て , ウ イ ル ス要 因や宿主 因 ⼦が影響す るか , ⺟ ⼦感 染や早期 感 染

後の動態について の解析は現在のところ⾏われていない。⺟⼦ 感染⼦⽜・早 期感

染⼦⽜は BLV 感染後, ⻑期間飼養されることが考えられるため , BLV の⺟⼦感染

や早 期 感 染 の 特 性 を知ること は , ⽜ 伝 染 性 リ ン パ 腫 の制御の上で重要だと 考えら れ

る。本章では⺟⼦感染を介して⾃然に 感染した⽜における BLV 関連因⼦の動態を知

る⽬的で茨城県の農場で飼育された 41 頭の⽜について, BLV の PVL, 抗 BLVgp51

抗体およびリンパ球数の経時的解析を した。感受性アレル（S）を持つ群で抵抗性ア

レル（R）を持つ群 より有意に⺟⼦感 染頻度が⾼かったことや ,  抵抗性型の⺟⽜ では

PVL にかかわらず⺟⼦感染が⾒られな かったことから, BoLA-DRB3 アレルは, ⽔平

感染だけでなく⺟⼦感染にも重要であ ることが⽰唆された。1 歳齢以上で BLV に⽔

平感染した陽転群とそれ未満で感染した早期感 染群で BLV の動態を調査し, PVL 値

を ⽐ 較 したところ ,  有意差は⾒ら れ な かったもの の , 早 期 感 染 群 で よ り増加率が⾼

く, 感受性型 ,  中間型で抵抗性型の ⽜ よ り PVL 増加率が⾼い傾向だったこと か ら , 

早期感染⽜が BLV 感染源となる可能性が考えら れた。本研究は BLV ⺟⼦感染におい

て BoLA-DRB3 の関与を⽰した最初の研究とし て, 農場での BLV 感染制御への貢献

が期待される。  
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1-6. 表および図 
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ERB3N: 1s tPCR フ ォワードプライ マ ー  

HL031 : 1s tPCR リバー ス プライ マ ー  

ALL : 2ndPCR フ ォワードプライ マ ー  

DRB3B:  2ndPCR リバー ス プライ マ ー  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

プライマー名

ERB3N GGAATTCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC 1st PCR

HL031 TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT

反復35サイクル

ALL TGTAAAACGACGGCCAGTATTCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCTG 2nd PCR

DRB3B CAGGAAACAGCTATGACCCGCCGCTGCACAGTGAAACTC 反復30サイクル

68℃、15秒

表1-1 BoLA-DRB3 解析に⽤いたプライマーリストおよびサイクル条件

サイクル条件配列 (5'->3')

94℃、2分

98℃、10秒

65℃、30秒

68℃、15秒

94℃、2分

98℃、10秒

65℃、30秒
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カテゴリー 頭数 ⺟⼦感染頭数 頻度（％） 95%信頼区間 [CI]（%)

超ハイリスク1) 8 5 63 30-86

ハイリスク2) 5 2 40 12-78

低リスク3) 5 1 20 2-60

超低リスク4) 4 1 25 3-67

合計 22 9 41 23-62

1)  全⾎中BLVプロウイルス量  > 400 コピー/ 10ng

2) 全⾎中BLVプロウイルス量  100-400 コピー/ 10ng

3) 全⾎中BLVプロウイルス量   20コピー以上100 コピー未満/ 10ng

4) 全⾎中 BLVプロウイルス量  < 20 コピー/ 10ng

表1-2 ⺟⽜のBLVのプロウイルス量に基づくステータス分類と⺟⼦感染頻度
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BoLA-DRB3 遺伝⼦型
1) BLV PVLステータス ⺟⼦感染頭数/ ⺟⽜頭数 ⺟⼦感染頻度  (％) 95%信頼区間 [CI]（%）

SS, NS HPVL2) 2/3 67 20-94

LPVL3) 1/2 50 9-91

RS HPVL 4/6 67 30-91

LPVL 1/2 50 9-91

NR HPVL 0/2 0 0-84

LPVL 0/4 0 0-60

1)  感受性アレルをS 、抵抗性アレルをR 、中性アレルをN とした分類

2)  HPVL (High proviral load) :  全⾎中のプロウイルス量 100コピー/ 10 ng以上

3)  LPVL (Low proviral load) :  全⾎中のプロウイルス量 100コピー/ 10 ng未満

表1-3 ⺟⽜のBoLA-DRB3 アレル分類と⺟⼦感染頻度
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BoLA-DRB3 遺伝⼦型1) ⺟⼦感染頭数/ ⼦⽜頭数 頻度（％） 95%信頼区間[CI]（%)
SS/NS 5/8 63 30-86

RS 2/2 100 37-100
NN 1/2 50 9-91

NR/RR 1/3 33 6-80
合計 9/15 60 36-80

1)  感受性アレルをS 、抵抗性アレルをR 、中性アレルをN とした分類

表1-4 ⼦⽜のBoLA-DRB3 アレル分類と⺟⼦感染頻度
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図 1-1 G4 領域塩基解析 
定量リアルタイム PCR で BLV 陽性が確認さ れた 12 頭について BLV-G4 領域

（7,125nt-7,166nt）塩基配列を既報の配列（ GenBank 登録番号：AP018030.1）

と⽐較した。解析 した 12 頭の⽜では, BLV-G4 領域の⽋失は認められな かった。

G4 領域の配列は, 7,145 番⽬の塩基が T, 7,153 番⽬の塩基が A の個体, 7,145 番

⽬の塩基が G, 7,153 番⽬の塩基が A の個体, 7,145 番⽬の塩基が G, 7,153 番⽬の

塩基が T の個体 の 3 パターンが存在した。  
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図 1-2 ⺟⽜の分娩後の BLV 関連因⼦動態 

 
（A）-（F）⺟⼦感染群（n=9）の PVL（A） , S/P 値（ B） , ⺟ リ ン パ球数（ C）

と⾮⺟⼦感染群（n=13）の PVL（D）, S/P 値（E）, ⾮⺟⼦感染群リン パ球数（F）。

それぞれ分娩時（day0）と分娩前（-1）およ び後（＋1）の前後１ヶ⽉の ⽐較を

表す。（G）-（H）分娩時の⺟⼦感 染群（＋） と⾮⺟⼦感染群（-） の PVL（G）

およびリンパ球数（H）。⺟⼦ 感染群および⾮⺟⼦感染群ともに 分娩前後 で PVL

およびリンパ球数に⼤きな変動 はなかった（p > 0.05）。S/P 値は⺟⼦感染⽜ 群で

分娩時と⽐較して 分娩前後 1 ヶ⽉で有意に⾼く, ⾮⺟⼦感染⽜ 群で分娩 後 1 ヶ⽉

に有意に⾼かった（p < 0.01）。分娩 時の⺟⼦ 感染群（+）と⾮⺟⼦感 染群（-）の

PVL およびリンパ球数を⽐較したところ , ⺟ ⼦感染群と⾮⺟⼦ 感染群で PVL（p < 

0.01）およびリンパ球数（p < 0.05）に有意な差が⾒られた。  
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図 1-3 BLV 遺伝⼦陽性⼦⽜と陰性⼦⽜の抗体価（S/P 値）推移  

⽣まれた⼦⽜で追跡調査ができた 8 頭のうち, 出⽣時に BLV 遺伝⼦が検出され, 

⼦宮内感染と考えられる 1 頭と, 5 ヶ⽉齢で BLV 遺伝⼦が検出され, 早期感染 し

た１頭を qPCR-positive, 観察した 11 ヶ⽉の 期間中 , BLV 遺伝⼦の検出が確認さ

れず , 陰性のまま 6 頭を qPCR-positive とし て分類した。4 頭については初乳摂

取前と初乳摂取後 の⾎清を⽤い て, 初乳摂取前 に ELISA で陰性判定（S/P < 0.3）

だったが , 初乳摂取後に抗体が上昇した（S/P > 1.4）ことを確認した。⾎中の抗

体 S/P 値は 6 ヶ⽉以降で陽性 群と陰性群に 有意な差（p < 0.01）が⾒られた。ま

た , 8 ヶ⽉以降で陰性群 は完全に ELISA キットのプロトコル上で陰性の判定 とな

った。  
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図 1-4 BLV 早期感染群と陽転群における PVL 推移  
1歳 6ヶ⽉齢以降で BLV に⽔平感染した（陽転 ）⽜ 4頭（No.7796, 7803, 7800, 7819）

の PVL（A）および PVL 増加率（C）と 1 歳齢未満で BLV に感染（早期感染）

した⽜ 2 頭（No.7828, 7823）の PVL（B）および PVL 増加率（D）を表す。⽔

平伝播⾼リスク の 14 コピー/100 細胞を⾚線で⽰した。陽転群 は, 検出時に PVL

が⾼かった（74 コピー/100 細胞以上）群（No.7796, 7803, 7819）と低かった⽜

No.7800（14 コピー/100 細胞以下）の 2 つに⼤別された。⾼ PVL 群はその後も

⾼い PVL 量を維持し 続け, 低 PVL ⽜は低い PVL 量を維持し続けた。早期感染群

と陽転群について PVL の値と BoLA-DRB3型の相関を調べたが , 有意な差は認め

られなかった（p > 0.05）。また , いずれも両群 に有意差は認めら れなかった（p > 

0.05）が , PVL の増加率は, 早期感染群では陽 転群と⽐べて⾼く, 早期感染群, 陽

転群の中でも感受性アレルを持つ SS/NS 群, RS 群のほうが RR/NR 群よりも⾼い

傾向が⾒られた。  
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第 2 章 

⽇本における⽜フォーミーウイルスの 

ゲノム解析および⽜伝染性リンパ腫との 

相関 
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2-1. 序⽂  

 
 FV は BLV と同じレトロウイル ス科に属し ているが , その亜科はスプーマ レト

ロウイルス亜科で あり, ウイルスゲノムは約 12 kb の⻑さがある。 FV は, 1955

年に アカゲザル の腎臓細 胞 を使⽤し て最初に 分 離 お よ び 同 定 さ れ [90], 哺乳類  

[38, 57, 87, 105, 114], 両⽣類[4], ⿂類[4, 26, 27, 89]を含む多くの脊椎動物で確

認されて いる。 FV は, 多様な初代細胞 と株化細胞に 感染し, 多核巨細胞 を形成

するが , その培養細胞 を顕微鏡で観察す ることで泡末状の CPE を確認すること

ができるため , FV の名の由来となった[91]。 FV ゲノムは, 3つの構造遺伝⼦, gag, 

pol, env, および 2 つの⾮構造遺伝⼦ bel-1 と bel-2 をエンコードし ており, bel-1

産物である Tas タンパク質はトラン ス活性化因⼦の役割があるが , bel-2 産物と

bel-1 産物の⼀部の複合体で ある Bet タンパク質の機能は未だ明らかとなってい

ない部分も多いが , FFV の複製には必須となっている可能性があ る[6, 92]。 

 BFV は⻄欧諸国と中国で報告されており[11, 28, 34, 35, 86], 広範囲に広がっ

ていることが⽰唆されている。 ⽇本では 2018 年に神奈川県で臨床的に健康だが , 

BFV に 感 染 した⽜ の末梢⾎リ ン パ球を ウシ胎仔筋⾁（ BFM） 細 胞 と共培養し , 

BFVNo.43 株が分離された[25]。その報告によ ると, ⽇本の BFV 感染率は神奈川

県で 8.8％（57 頭中 5 頭）であり, LTR, env および bel-1-bel-2 配列の⼀部が報告

された。最近の研究では, ⽇本の関東地⽅（神奈川県 , 茨城県）の⽜で BFV が検

出され, 平均の BFV 感染率は 16.7％（545 頭中 91 頭）だった[33]。しかし, No.43

株の全⻑ゲノム配列の解析は⾏われず , BFV 感染率に関する情報は関東地⽅ のみ

に限定さ れて いるため , ⽇本の BFV の疫 学 とゲ ノム の特徴は明ら かに さ れてい

ない。  

 FV は単独では⾮病原性だと考えら れている [91]が , FV の病原性の可能性を⽰

す報告がされてい る。PFV は, トランス活性化機能のある Tas タンパク質を介し

て LTR を活性化することによって同じレ トロ ウイルスである, HIV-1 の転写を活

性化したという報告がある[42]。また , FFV と FeLV 感染の相関関係が報告され

ており, 特に進⾏性の FeLV に感染した猫は FFV に感染しやすい とされる [13, 

84]。また , FFV/FeLV に同時感染した猫の 定 量 PCR によって測定された FFV ウ

イルス量は, FFV 単⼀感染猫よ りも⾼かった[13]。さらに, 実験的に感染した猫は



 
 

40 

臨床的 に は正常に⾒えたが , 腎臓で は⽷球体 とボー マ ン嚢の癒着 , 腎細 管の好酸

球性 のシンシチウ ム 形成 , 肺で は ,リ ン パ球お よ び マ ク ロ ファージの間質性浸潤 , 

気道および主気管⽀への好酸球浸潤などの組織病理学的変化が観察 された[19]。 

このように, FV の病原性について はまだ不明な点も多い。BLV の Tax タンパク

質は以前の研究で 同じレトロウ イルスであ る HTLV-1 転写を活性化することが⽰

唆され[100], BLV 感染が BFV 感染を変化させる可能性も考えられる。また , ⽇

本において, BLV⾎清陽性率は乳⽜で約 40％に達し[70], 農場における BLV の感

染制御は⽇本で最⼤の関⼼事と なっている 。し かし, BFV と BLV の関係に焦点を

当てた報告は少な く , その影響について は未だ不明であ る 。そこで 第 2 章 で は, 

BFV の検出 , 分離, およびゲノム解析を実施し , ⽇本におけ る BFV の疫学とゲノ

ムの特徴を明らか にするとともに, レトロウイ ルスである FV が他のレトロウイ

ルスとの疾患発現に影響を与える可能性を考慮して, BFV 感染と BLV との関係を

調査した。  
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2-2. 材料と⽅法  

 

動物  

 使⽤した全⾎サンプルは, 2017 年 6 ⽉から 2019 年 4 ⽉までの期間で, 茨城県 ,  

⿅児島県 , 北海道 , 宮城県のそれぞれ 1農場で飼育されている計 181頭の 10歳齢

までのホルスタイ ン⽜または F1（交雑種）⽜から採材した（表 2-1）。全⾎は EDTA

を含む採⾎管を⽤い て頸静脈または尾静脈採⾎を⾏った。全⾎に加えて, 茨城県

で飼育されている ⽜からは⾎清も採材した。 全⾎および⾎清の採材は東京⼤学動

物実験実施規則に基づき動物実験専⾨委員会の承認を受け(承認番号 : P18-081), 

東京⼤学動物実験実施マニュア ルに従って⾏われた。  

 

BFV サーベイラン ス  

 茨城県 , ⿅児島県 , 北海道県 , 宮城県におけ る BFV の感染率は, PCR によって

決定した。ゲノ ム DNA は, QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）を使⽤して, マニ

ュアル通り 181 頭の⽜の⾎液サンプル（表 2-1）から直接抽出された。BFV 参照

配列（GenBank 登録番号：U94514）を基に, pol から bel-1 領域までの 6,781 bp

を増幅するプライ マー（8F, 8R）を設計して PCR を⾏った。プライマーの配列は

表 2-2 に記載した。PCR は, KOD Fx Neo（TOYOBO）を使⽤し, PCR 条件は, 94 ℃  

2 分の熱変性の後, 98 ℃  10 秒 , 68 ℃  3.5 分のサイクルを 45 回反復した。PCR 産

物を 1％アガロースゲル で電気泳動し, 6,781 bp のバンドの存在を確認した。  

 

BFV の分離  

 BFV 感染を調べるために, 茨城県の農場で採材した 34 頭の⽜⾎清サンプル を

⽤いて, 以前報告された⽅法 [25]に従ってゲ ル内沈降反応（AGID: Agarose gel 

immunodiffusion）を⾏った。AGID に⽤いた陽性⾎清およ び BFV 抗原は, ⽇本

⼤学の泉對教授か ら分与されたものを⽤いた。 AGID 試験で明瞭な沈降線を⽰し

た茨城県の⽜か ら 3 株（No.5266, 5270, 7800）を分離し, 分離したウイルス の全

ゲノム配列を決定 した。BFV 分離のために, AGID 陽性を⽰した 3 頭から EDTA

管を⽤いて採⾎し 4 ℃で保存 , 採⾎から 24 時間以内に Lymphopep（Cosmo Bio, 

Tokyo, Japan）を⽤いて末梢⾎単核細胞（PBMC：Peripheral blood mononuclear 
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cell）を分離した。分離 した  PBMC を 6 ウェルプレートで 10％ウシ胎児⾎清（FBS: 

Fetal bovine serum）を加えたダルベッコ改変イーグル培地（DMEM: Dulbecco's 

Modified Eagle 's Medium）（ Sigma-Aldrich Co., MO, USA ） を⽤い て , HFV

（Human foamy virus）で明瞭な細 胞変性効果 （CPE: Cytopathic effect）を発現

させるハムスター腎由来（BHK21: Baby hamster kidney）細胞と 37 ℃で共培養

した。48 時間後, 細胞を DMEM で洗浄し, 新鮮な無⾎清培地を加えた。2 ⽇ 後, 細

胞をトリプシン処理により剥離 し, 新しいプレ ートに継代した。CPE が観察され

るまで, 2 ⽇または 3 ⽇の間隔で盲継代を⾏った。陰性対照として, BHK21 細胞の

み, および BFV 陰性⽜の PBMC と同様に共培養した BHK21 細胞を観察 した。

AGID 陽性の 3 サンプル に加えて, 泉對教授か ら提供された No.43 株を, BHK21

細胞と 5 代共培養し, BHK21 細胞に馴化させた。CPE が出現したウェルは, メタ

ノールで固定した後, ギムザ染⾊して, 多核巨細胞を観察した。  

 

ゲノム配列の分析   

 茨城県 1 農場の⽜由来の BFV 感染 PBMC と 12 代共培養した BHK21 細胞, 

No.43株を BHK21 細胞と 5代共培養した BHK21 細胞から DNA を抽出した。DNA

抽出に際して, 細胞を PBS で 2 回洗浄した後, トリプシン-EDTA で剥離し PBS

で懸濁した。懸濁液は, QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）を使⽤して, 製造元

の指⽰に従って DNA 抽出を⾏った。各遺伝 ⼦の検出には, 図 2-1 に記載されて

い る 3 対の プライ マ ー を使⽤した。 すべて の プライ マ ー は , BFV 参照配列

（GenBank 登録番号：U94514）を基に設計した。gag 領域から pol 領域にかけ

ての 1,869 bpを増幅するために gagpolF, gagpolR プライマーを使⽤した。pol, env, 

および bel-1 の⼀部領域まで の 6,781 bp は, 8F, 8R プライマーを使⽤して増幅 し

た。残りの 3,665 bp は, レトロウイルスがプ ロウイルスの形を とる前の中間体に

お い て環状 DNA の 形 態 を と ること を利⽤し て 3ʼLTR に設計したプライ マ ー

（ ipcrF）をフォワードプライマー, gag 領域に設計したプライマ ー（ ipcrR）をリ

バースプライマー としてインバース PCR 法を⾏った。gagpolF/R プライマーを使

⽤した PCR の条件は, 94 ℃  2 分の後, 98 ℃  10 秒 , 56 ℃  30 秒 , 68 ℃で 1 分の

サイクルを 45 回反復した。bel-1 から gag 領域を増幅するための PCR サイクル

は, 94 ℃  2 分の後, 98 ℃  10 秒 , 68 ℃  4.5 分を 45 サイクル反復した。8F/R プラ
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イマーの PCR 条件は, BFV サーベイランス の項と同じプロトコルで⾏った。PCR

産物を 1％アガロ ー ス ゲ ル で電気泳動 し , NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

（MACHEREY-NAGEL）を使⽤して精製した。茨城株の pol から bel-1 以外の領

域と No.43 株の全配列をダイレクトシー クエンスした。pol から bel-1（env）領

域に関して, 茨城株 , BH47（北海道）株 , お よび K7（⿅児島）株の精製 PCR 産

物を, TOPO XL PCR クローニングキット（Thermo Fisher Scientific）または Zero 

Blunt TOPO PCR クローニングキット（Thermo Fisher Scientific）を使⽤してク

ローニングした。茨城株の env 領域のダイレ クトシークエンス およびクロー ンの

配列の同⼀性が確認された。茨城株および No.43 株の gag から pol の領域および

bel-1 から gag 領域に対応する他の精製 PCR 産物は, TOPO XL PCR クローニン

グキット（Thermo Fisher Scientific）または Zero Blunt TOPO PCR クローニン

グキット （Thermo Fisher Scientific） を使⽤し て ク ロ ー ニ ングした。配列は

BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific）および

Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific）を使⽤し

て解析し, 得られた配列は, 茨城株（LC510606）, No.43 株（LC510607）, K7 株

（LC510608）, BH47 株（LC510609）の登録番号で GenBank に登録した。  

 

系統樹解析  

 MEGA software version 7.0 の ClustalW を使⽤して, マルチプルアライメント

と系統樹解析を⾏った[48]。各遺伝⼦またはゲ ノムの塩基配列に基づく系統樹 は, 

gag, pol, env および全ゲノ ムについては ⻑⾕川-岸野-⽮野モデル, bel-1, bel-2 は

⽊村の 2 パラメー タ ーモデル に基づく最尤法 で作成し , ブー ト ス トラップ 法 で

1000 回反復した。系統樹には GenBank に登録された参照株の BFVbta_BSV11（ア

メリカ , U94514）と, BFVbta_100（ポーランド , JX307861）, BFVbta_Riems（ド

イツ , JX307862）, および BFV3026（中国 , AY134750）の 4 株を含めた。  

 

BLV の定量  

 定量リアルタイム PCR による BLV の定量 は, 第 1 章で⽤いた⼩熊らの⽅ 法 

[77]に従って⾏った。当量 の分⼦⽐で BLV の pol とベータアクチン（ACTB）の

両⽅を含むスタンダードプラス ミドサンプル は, EASY Dilution（Takara Bio）を
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使⽤して 10 倍段階希釈した。BLV プロウイル ス量を定量化するために, Applied 

Biosystems Step One Plus（Thermo Fisher Scientific）および Thunderbird Probe 

qPCR Mix（TOYOBO）を使⽤した Taqman probe 法を⾏った。  

 

BFV 定性 PCR と BLV 定量リアルタイ ム PCR で得たデータの統計学的解析  

 合計 153 頭分のサンプルか ら得たデータ を 統計学的解析した。BFV 感染と BLV

感 染 と の 関 連 を調査す るためにピアソン のカイ⼆乗検 定 を⾏った。 BFV 感 染 と

BLVpol コピー数 , BFV 感染または BLV 感染と年齢の相関はマ ンホイットニ ーU

検定を使⽤した。  
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2-3. 結果  

 

BFV の感染率  

 ⽇本における BFV 感染率を表 2-1 に⽰した。各地点の感染 率は茨城県で 11.8%

（95%CI: 4.07-27.2%） , ⿅児島県で 13.8%（95%CI: 4.88-31.2%） , 北海道で

15.3%（95%CI: 9.39-23.8%）, 宮城県で 0.00%（95%CI: 0.00-16.8%）であり, 合

計で 181 頭中 23 頭 , 12.7％（95%CI: 8.56-18.4%）の⽜が BFV に 感 染 し て いた。 

 

BFV の分離  

 BHK21 細胞を BFV 感染 PBMC と共培養し, 12 代まで継代した。12 代⽬まで

に, 3 つの AGID 陽性⽜サンプル（No.5266, 5270, 7800）から分離した PBMC と

共培養した BHK21 細胞 は, 多核巨細胞 を⽰した。CPE は, BFV 陰性⽜由来の

PBMC と共培養した陰性対照ウェルで は観察 されなかった（ 図 2-2）。  

 

相同性⽐較と系統 樹解析  

 PCR の結果は, 図 2-2 に⽰した増幅サイズを⽰す PCR 産物の電気泳動によっ

て確認した。各分 離株の全⻑配列の相同性は, NationalCenter for Biotechnology 

Information（NCBI）の BLASTN および MEGA software version 7.0 を使⽤して

算出した[48]。茨城県⽜由来分離株（No.5266, 5270, 7800）は, BFV の参照配列

（GenBank 登録番号：U94514）と最も相同性が⾼く, 99.6％（11,949/12,001 nt）

だった。 同 様 に No.43 株（ LC510607） を 参照配列と ⽐ 較 した場合の 相 同 性 は

99.5％（11,945/12,001 nt）だった。茨城県⽜由来分離株（No.5266, 5270, 7800）

の中で, LTR（5 'LTR で 1,099 nt, 3 'LTR で 11,792 nt に相当する領域）または gag

（1,699 nt）にある 3 つの塩基置換が⾒られたが , アミノ酸配列には影響を与え

なかった。 系統 樹は, アメリカ株と中国株を含むクラス ター とヨーロッパ株のク

ラスターの 2 つに⼤別された（図 2-3）。本研究で同定された分 離株は, ウイルス

構造遺伝⼦, gag, pol, および env が BFV 参照株 , ⾮構造遺伝⼦ は BFV3026 株と

最も近縁だった。  
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env 領域の系統樹解析  

 ⽇本の株は, ⽜ No.5266 に由来する「茨城株」, ⿅児島で検出された「K7 株」,  

北海道で検出された「BH47 株」として図 2-3 に⽰した。全⻑ env シークエンス

の系統解析では, 茨城株 , No.43 株 , K7 株 , 参照株（U94514）, および BFV3026

株（AY134750）が同じクラスタ ーに分類され , BH47 株がヨーロッパの分離株で

ある BFVbta_100（ポーランド , JX307861）, BFVbta_Riems（ドイツ , JX307862）

と同じクラスター に分類された。  

 

BFV と BLV の関係  

 検査をした 153 頭の⽜のうち, 51 頭が BLV 陽性で, 感染率は 33.3%（95%CI: 

26.3-41.1%） で あ ることが判明した。 BLV コピー数の範囲は , 100 細 胞 あたり

2.000-1,188 コピーだった。BFV と BLV の感染状態を表 2-3 にまとめた。ピアソ

ンのカイ⼆乗検定 では, 2 つのウイルス 感染の間に相関関係はな かった（p > 0.05）。 

BFV 感染に関係な く, BLV コピー数に差はな かった（p = 0.597 > 0.05）。BFV と

BLV の感染率に関し ては, 年齢に有意差があ り, ⾮感染⽜は感 染⽜よりも若齢だ

った（図 2-5）。 
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2-4. 考察  

 

BFV の感染率  

 BFV 感染は地理的に 離れた 3 地点で確認さ れ, 平均の感染率 は 12.7％（95%CI: 

8.56-18.4%）だった。今回 , 中部地⽅, 近畿地⽅, 中国・四国地⽅など , 網羅する

ことが出来な かったことか ら, ⽇ 本の BFV の詳細な 分布 状況を知るためにはよ

り 広 い範囲で調査を⾏なって い く必要 性があ る と 考えら れ る 。以前 の報告で は , 

BFV の⾎清陽性率は神奈川県で 8.8％[25], 関東地⽅で 16.7％であり, BFV 感染

の割合は農場間で差があった[33]。⽇本 に お ける BFV の感 染率 は, ポーランド

（41.5％）[88]およびカナダ（39.6％）[34]よ りも有意に低かった（いずれも p < 

0.05）が , これ は新⽣ ⼦⽜ に対す る処置の違いに よるもので ある可能性があ る。

調査したポーランドの農場では , ⺟ ⽜と ⼦ ⽜ を隔離飼育す ることな く , ⺟⽜ の初

乳を ⼦ ⽜ にそ の ま ま給与し ていたと され , ⺟ ⽜と ⼦ ⽜ の接触に よる 感 染や , ⺟乳

を介した感染が起こった可能性が考えられる 。また , BFV の主要な感染経路とし

て経乳感 染が考えられ てい る[7, 34, 88]が , 茨城県の農場では, あ らかじめ凍結

融解処理をした初乳を⼦⽜に与えていた。BFV 感染は, BLV と同様に, 細胞と密

接に関連している[8]ことから,  BLV の場合[40]と同様に, 初乳の凍結・融解は, 

初乳中に含まれる BFV 感染細胞の破壊により , 初乳を介した BFV 感染のリスク

を減らした可能性がある。さらに, 北海道 , 茨城県の農場では, 出⽣直後に新⽣⼦

⽜の⺟親か らの 分離 を⾏っていたことか ら, ⺟⽜か らの⽔平感染が防がれた可能

性がある。今回 , ⽇本においても BFV 侵⼊・浸潤が確認されたことから, 農場で

の畜産衛⽣ を考える上で, 分娩 後の ⺟⽜ と⼦ ⽜の迅速な隔離や凍結融解処理をし

た初乳の供与など , ⺟⽜か ら⼦ ⽜への感 染を防ぐことは重要 である と考えら れる 。 

 

系統樹解析  

 ⼀部お よ び 全 ⻑ のシー クエン ス に基づく 系 統 樹 解 析 に よって , 明確な 2 つの

BFV クラスターの存在が⽰された。この研究で同定された分離株は BFV 参照株

に最も近く, 茨城県の分離株（No.5266, 5270, および 7800）は, pol, env および

全⻑で ⽐較 した場合 , アメリカ株に最も近縁だった。最近の 分類 法と命名法 に関

するレビューによ ると, pol および env 遺伝⼦の配列を FV 分類に使⽤することが
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提案されたが[43], 今回の結果も , 全⻑, pol および env の系統樹が互いに類似し

ており, BFV pol および env塩基配列に基づく 解析は, BFV 全⻑の関係を反映して

いると考えられる 。このことか ら, 今後, pol または env の塩基配列を基に BFV

の系統分類を⾏うことが可能だと考えられる 。 

 今回 env 遺伝⼦配列を使⽤し国内株につい て⾏なった系統樹 解析では, ⿅児島

（K7）株と No.43 株がアメリカと中国株を含むクラス ター に 分類 さ れ, 北海道

（ BH47）株がヨー ロッパ株を含む別の クラス タ ー に分 類 さ れた。これら の 結 果

は, BFV の⽇本への侵⼊にはいくつかの経路があることを⽰唆し ている。BFV は

単独で臨床症状 を⽰さない とさ れて いるため ,  ⽜の輸⼊の際に海外か ら持 ち込ま

れる可能性もある と考えられる 。BFV が⽇本でどのように侵⼊・浸潤したか を評

価するには, さらなる研究が必要だと考えら れ る。 

 茨城県で同定さ れた BFV 分離株 3株は, gagおよび LTR 領域に 3つの塩基の相

違を⽰したが , アミノ酸配列は 同⼀だったこと から, 農場単位の BFV 塩基配列が

⾼度に保存されて いる可能性が⾼い。また , 本研究では, gag 領域（96.0％）は env

領域（94.6％）の相同性よりも⾼かったこと から, 他のレトロウイルスと同 様に, 

BFV の env 領域が gag 領域よりも変異しやすいことを⽰唆し ている。HTLV や

BLV は変異頻度が極端に低いとさ れている[58]が , これらの結果から, BFV につ

いてもその 性質が当てはま る可能性があ る。 また , 各タ ンパ ク質のア ミノ酸レベ

ル の 相 同 性 に 関 し て , Gag は ウ イ ル ス タ ン パ ク質の中で最も保存さ れ て お り

（98.2％）, Tas（94.8％）は最も少なかった。Gag はレトロウイルスで最も保存

されているタンパ ク質であると報告されてお り[61, 88], それに⼀致して いた。ま

た , すべての FV は Tas-Bel2 融合タ ンパ ク質を産⽣す るが[53], この研究では

Tas の保存性が低いことがわかった。これら の置換がウイル ス複製 , 感染性 およ

び病原性に影響を与えるかどう かを調べるに は, さらな る研究が必要だと考えら

れる。  

 

BFV および BLV と年齢の関係  

 この研究では, ⽇本での以前 の報告[33]と同様, BFV に感染した⽜の数は BLV

に感染した⽜よりも少なかった。BFV と BLV の感染の間に相関関係が⾒られな

かったことから, BFV と BLV の感染経路が独⽴している可能性が考えられるが , 
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BFV 感染⽜が 22 頭 , BFV および BLV 感染⽜が 6 頭のみであったため , より正確

に相関を分析するためには, 今後サンプルを増やして解析する必要がある。また , 

BFV 感染と BLV コピー数の間に 相関は⾒られ なかった（p = 0.597 > 0.05）が , ⽜

の年齢と BFV または BLV 感染との間に有意差が⾒られた。BFV または BLV 感

染⽜は⾮感 染⽜ よりも⾼齢であ り, 両⽅ のウ イルスが⽔平感 染で 伝播し てい るこ

と を⽰唆し て い る 。以前 の報告で は , ⺟ ⽜ か ら ⼦ ⽜への 経乳感 染や接触感 染が

BFV 感染の主な原因であるとさ れており[7, 34, 88], BFV 感染は若齢⽜で起こる

[7]か, 年齢に依存しない[88]と考えられて いたが , 今回の結果は, ⽇本の BFV 感

染が⺟ ⽜か らの 感染 より, ⽔平感染 によって ⽜群間に感 染し てい ること を⽰唆し

ている 。これは, 出⽣直後の新⽣⼦ ⽜の ⺟親からの 分離や初乳の凍結融解を⾏う

ことで, ⺟ ⽜か らの 感染が防がれて いたこと による可能性がある 。⽔平感染 の経

路と して は, 既報で, BFV が感染 ⽜の唾液か ら検出さ れて いる[60]ことや , BFV

⾎清陽性⽜に由来する唾液から BFV 陰性⽜への咽頭への接種で陽 転が確認され

た[37]ことから, 唾液を介した感染が考えられ る。 

 以上より, BFV は⽇本では地理的に離れた地点で検出され, 各地域にはさ まざ

まな ゲノ ム特 性があることが明ら かと なり, ⽇本 にお いて BFV は様々な 経路で

侵⼊・浸潤してい ることが⽰唆された。また ,  BFV と BLV 感染の間に明確な相

関関係は⽰さ れ な かったが , 感 染 ⽜ は⾮感 染 ⽜よ りも⾼齢で あ り, 両⽅ のウ イ ル

スの伝播について, ⽔平感染が重要な経路で あ ることが考えられ る。BFV の単独

で の病原性 は未だ不明だが , 宿 主 細 胞 に 組 み 込 ま れ , ⽣ 涯 持 続 感 染 す る 性質上 , 

畜産衛⽣ を考える うえで BFV 感染の 感染 状況を把握し, 宿主への影響や性質を

究明する必要があ る。本研究は, ⽇本におけ る BFV ゲノム全⻑を明らかにした最

初の研究であり, BFV ゲノム情報の蓄積と⽇本 における BFV の特徴の解明に寄与

することが期待さ れる。  
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2-5. 要旨  

 
 BFV は広く世界の⽜に分布し ているウイル スで, BLV と同じレトロウイルス 科

に分類 され てい る。 ⽣物学 的な機能はよ く知られて いな いが , 他の微⽣物と共感

染することによる病原性が⽰唆されている。⽇ 本では BFV が分離され, その存在

が証明さ れたが , ゲノ ム情報や疫 学 につい て の情報は少な い 。 本章 で は , ⽇ 本 に

おける BFV 疫学およびそ の塩基配列の 特徴を調査し, BLV 感染状況との相関を解

析した。茨城県 , ⿅児島県 , 北海道 , 宮城県の４農場で全⾎サン プルを採材し, env

領域の PCR で感染率を調査した。また , BFV 感染⽜の末梢⾎単核細胞をハム スタ

ー腎由来（BHK21）細胞と共培養することで BFV を分離し, 全⻑ゲノム の塩基配

列を決定した。その結 果, BFV は⽇本の地理的 に離れた 3 地域の農場で検出され, 

個体レベルでの BFV 感染率は平均 12.7%だった。今回分離さ れた茨城株および神

奈川県由来の No.43株の塩基配列を参照株と ⽐較した場合の相 同性は 99.6%だっ

た。env 領域についての系統 樹解析の結果, 茨城株 , No.43 株 , ⿅児島株はアメリ

カ株と中国株と 同じクラス ター に分 類さ れたが , 北海道株はヨー ロッパ株を含む

別のクラスターに 分類された。これらの結果 から, BFV の⽇本への侵⼊には いく

つかの経路があることが⽰唆さ れた。BFV は単独で臨床症状を⽰さないとさ れて

いるため , ⽜の輸⼊の際に海外から持ち込ま れ る可能性がある。BFV が⽇本でど

のように侵⼊・浸潤したか を評価するに は, さらなる研究が必要だと考えられ る。

また , BLV 感染およ び BFV の PVL と BFV 感染の相関は⾒られ なかったが , どち

らのウイルスも年齢の増加とともに感染率が上がっていたこと から, ⽇本の BFV

感染が⺟⽜ から の感 染よりも , ⽔平感染 によって⽜ 群間に感 染し ていることが⽰

唆された。本章から⽇ 本では BFV が地理的に離れた地点におい ても分布して いる

ことが明らか とな り, 国内の BFV ゲノム にバリエーションが存在することが⽰

された。本研究は, ⽇本における BFV ゲノム全⻑を明らかにした最初の研究であ

り, BFV ゲノム情報の蓄積と⽇本にお ける BFV の特徴の解明に寄与することが期

待される。  
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2-6. 表および図 
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地域 品種 年齢（歳） 陽性頭数/頭数 BFV陽性率（%） 95%信頼区間[CI]（%)

茨城県
ホルスタイン⽜/

交雑種（F1）
0-10 4/34 11.8 4.07-27.2

⿅児島県 ホルスタイン⽜ 0-2 4/29 13.8 4.88-31.2

北海道 ホルスタイン⽜ 0-6 15/98 15.3 9.39-23.8

宮城県 ホルスタイン⽜ 0-1 0/20 0.00 0.00-16.8

合計 0-10 23/181 12.7 8.56-18.4

表2-1  サンプル情報
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図 2-1  BFV 分離と全⻑解析⽤プライマー設計  

（A）-（B）PBMC と BHK21 細胞を共培養 , 9 代盲継代をして, ギムザ染⾊を⾏

なった。 BFV 感染⽜（No.5266）の PBMC と共培養したもの （A）で特徴的な

多核巨細胞が形成された（⽮印）。陰性対照の BHK21 細胞は, BFV 陰性⽜の PBMC

と共培養した（B）。（C）BFV ゲノム構造とプライマーターゲット。 各プライマ

ーターゲットの位置と, BFV 参照配列（GenBank 登録番号：U94514）を参照し

た場合に予想され る PCR 増幅産物サイズを⽰す。 
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図 2-2 既報株と⽐較した分離株の各遺伝⼦および全⻑に基づく系統樹 
 本研究で特定した分離株を⿊丸（●）で⽰す 。系統樹は（A）gag, （B）pol, （C）

env, （D）bel-1, （E）bel-2, （ F） 全⻑ に基づい て作成した。各領 域 お よ び 全

⻑を基にした系統 樹は明確な 2 つの BFV クラスターを⽰した。本研究で同定さ れ

た分 離株は全 ⻑配列で ⽐較 した場合 , アメリカ由来の BFV 参照株に最も相同性

が⾼く, 茨城県⽜由来分離株（No.5266, 5270, 7800）は 99.6％（11,949/12,001 nt）, 

No.43 株は 99.5％（11,945/12,001 nt）の相同 性だった。 茨城県⽜由来分離株は, 

ウイルス構造遺伝 ⼦である gag, pol, および env が BFV 参照株 , ⾮構造遺伝⼦で

ある bel-1, bel-2 が中国由来の BFV3026 株に最も近縁だった。  
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図 2-3 国内株を含む BFV の env 領域に基づく系統樹 
 系統樹は env 全⻑の塩基配列を基に作成した。本研究で特定した国内分離株は

⿊丸（●）で⽰す。国内株は, 神奈川県由来の No.43 株（LC510607）の他に, 茨

城県の⽜ No.5266 に由来する茨城株（LC510606）, ⿅児島で検出された K7 株

（LC510608）, 北海道で検出された BH47 株（LC510609）を使⽤した。全 ⻑ env

塩基配列に基づく 系統樹では, 茨城株 , No.43 株 , K7 株 , 参照株（U94514）, およ

び BFV3026 株（AY134750）が同じクラスタ ーに分類され, BH47 株がヨーロッ

パの分離株であ る BFV100 株（ JX307861）,BFV Riems 株（ JX307862）と同じク

ラスターに分類さ れた。  
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図 2-4 BFV 感染と BLV のコピー数および⽉齢との相関 

（A）BFV 感染の有無（+/-）と BLVpol コピー数。y 軸は, 定量リアルタ イム PCR

法で算出された 100 細胞あたりの BLV-pol コピー数を⽰す 。（B）BFV 感染の有

無（+/-）と⽜の⽉齢 , （C）BLV 感染の有無と⽜の⽉齢。y 軸は, ⽜の⽉齢を⽰

す。 BLV コピー数と BFV 感染の間に有意差はなかった（p > 0.05）が , BLV 感

染⽜, BFV 感染⽜はそ れぞれ⾮感染 ⽜と ⽐ 較 し て 有意に⾼齢だった（p  <  0.05）。 
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第 3 章 

⽜フォーミーウイルスの⽣体内および 

試験管内の動態解析 
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3-1. 序⽂  

 

 FV は レ トロ ウ イ ルス 科 ス プー マ レ ト ロウ イ ルス 亜 科 に分 類 さ れ, ゲ ノ ム構造

は, gag, pol, env, bel-1, bel-2 と両端に LTR がある（図 3-1）。サルの腎細 胞から

最初に 分離 され[90], 多く の哺乳類[38, 57, 87, 105, 114]や両⽣ 類[4], ⿂類[4, 

26, 27, 89]などで報告がされ ている。FV は細胞障害性が⾼く, 様々な細胞に おい

て特徴的な多核巨細胞 を形成する[2, 51, 91]。細胞での障害性に対して, ⽣体に

おいての単独の病原性はないと 考えられてい る [91]。試験管内と⽣体内での障害

性の違いがなぜ起こるのか について は明らか になってい ない 。⼀⽅で, いくつか

FV の病原性を⽰唆する報告がある。チンパンジーを⾃然宿主と し, ヒトの⿐咽頭

癌細胞から分離さ れた PFV が試験管内に おい て転写活性因⼦と して働く Tax を

介して HIV-1 の LTR を活性化したと いう報告[42]や , FeLV と共感染した猫で

FFV の PVLがより⾼いという報告[13, 84], 実験感染で FFV を接種した猫は臨床

的に は正常に⾒えたが , 腎臓で は⽷球体 とボーマ ン嚢の癒着 , 腎細 管 の好酸球性

のシンシチウム 形成 , 肺では,リ ンパ球および マクロファージの間質性浸潤 , 気道

および主気管⽀への好酸球浸潤などの組織病理学的変化が観察 されたという報告

[19]がされており, FV との共感染が他のウイ ルスに影響を与えることが⽰唆され

ている。近年 , FV のベクターへの利⽤も考えられている[52, 73, 97, 107]ことか

ら, ⽣ 体 内 での変動や培養細胞中の 動態 を知り, 病原性を究明すること は重要 で

あると考えられる 。  

 BFV は欧⽶や , 中国などで報告されてお り[11, 28, 34, 35, 86],広く存在してい

ると考えられる。 ⽇本では 2018 年に, No.43 株がはじめて分離 され, その存在が

確認された[25]。⽇本の BFV 感染率は神奈川県の AGID を⽤いた⽜ 57 頭の抗体

検査で 5 頭（8.8%）, AGID と PCR を⽤いた茨城県と神奈川県の調査で 91/545

頭（16.7%）, 筆者らが 2 章で調査した北海道 , 宮城県 , 茨城県 , ⿅児島県の ⽜ 181

頭の pol-env 領域の PCR で 23/181 頭（12.7%）が報告されており[25, 33, 79], ポ

ーランド[88]やカナダ[34]などの諸外国に⽐べて有意に低い値となっている（p < 

0.05）。これ らの疫学調査には AGIDやプロウイルスをターゲットにした定 性 PCR

が使⽤さ れて い るが , ⽅ 法 は調査に よって異なり , そ の感 度や特異度 につい て は

論じられていない 。  
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 そこで, 今後の疫学調査 , BFV 研究の推進に貢献するために, SYBR Green 法を

⽤いた⾼感度の定 量リアルタイム PCR の構築を⾏い, BFV の試験管内 および⽣体

内の両側⾯におけ る BFV の動態を究明した。  
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3-2.  材料と⽅法 

 

スタンダードプラスミドの作製  

 2 章 で使⽤した BFVNo.43 感 染 BHK21 細 胞 を鋳型に , 今回設計した

polenv531F/ polenv531R（表 3-1）を⽤いて pol-env 領域を増幅した。両プライ

マーは全⻑解析した際の No.43 株のシークエンス（GenBank 登録番号 : LC510607）

を基に設計した。PCR は KOD Fx Neo（TOYOBO）を⽤い て⾏い, サイクル条件

は 94 ℃  2 分, 98 ℃  10 秒 , 67 ℃  30 秒 , 68 ℃  17 秒のステップを 45 サイクル反

復した。PCR 産物は 2%アガロースゲ ルで電気泳動した。531 bp の明瞭なバンド

を確認し, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up （MACHEREY-NAGEL）を⽤いて

精製した。精製した PCR 産物は Zero Blunt TOPO PCR cloning Kit （Thermo 

Fisher Scientific）を⽤いてクロ ーニングし, 作製したプラスミドは NU531 とし

た。プラスミドの濃度を Nano-Drop（Thermo Fisher Scientific）で測定し, 推定

されるコピー数を以下の式で計算した。  

 

コピー数  = [DNA 濃度（ng/μL） × 6.022 × 1023］/[増幅産物の⻑さ × 1 × 

109 × 650] 

 

 また , 内部標準として, 1 章-2 章で BLV 定量 PCR に使⽤した⽜ベータア クチン

（ACTB）を含むプラスミドを使⽤した。  

 

定量リアルタイ ム PCR 条件検討  

 定量リアルタイ ム PCR のプライマー濃度検 討として, 最終濃度を 0.3 μM, 0.6 

μM, 0.9 μM に調製した。既報[81]の pol から env 領域をターゲット としたプラ

イマーで, 定性 PCR に⽤いられてきた Pol/Env-1 および Pol/Env-2（表 3-1）の

プライ マ ーセット を⽤いた。テン プ レ ー ト と し て NU531 を 10 倍階段希釈し , 

101-106コピーに調製したものを使⽤した。SYBR Green 法は Applied Biosystems 

Step One Plus（Thermo Fisher Scientific）と, Power SYBR Green PCR Master Mix

（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて, 説明書通り⾏った。PCR 条件は, 95 ℃  10

分の後, 95 ℃  15 秒 , 60 ℃  1 分を 40 サイク ル反復した。  
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BFV 定量リアルタ イム PCR の従来法との ⽐較  

 構築した BFV 定量リアルタイ ム PCR について, 検査法の精度を明らかに する

ために, BFV の検出に従来使⽤され てきた AGID および定性 PCR と⽐較した。

2017 年 6 ⽉から 2017 年 12 ⽉の期間に茨城県 1 農場のホルスタイン⽜ 34 頭から

採材した全⾎およ び⾎清サンプ ルを使⽤した。AGID は⾎清サンプルを⽤い て, 2

章で⾏なった⽅法[25]に従って⾏った。陽性⾎清と繋がる明瞭な沈降線を⽰した

ものを陽性と判定 した（図 3-2）。定性 PCR は Pol/Env-1, Pol/Env-2（表 3-1）を

⽤いて KOD Fx Neo（TOYOBO）によって全⾎から抽出した DNA を鋳型として

⾏った。ネガティブコントロール にはサンプル の代わりに DW を加えたもの使⽤

した。サイクル条 件は 94 ℃  2 分の熱変性の後 , 98 ℃  10 秒 , 63 ℃  30 秒 , 68 ℃  7

秒の条件で 45 サイクル反復した。PCR 産物は 2%アガロースゲルで電気泳動し, 

明瞭な 210 bp のバンドを確認した（図 3-3）。さらに, 定量リアルタイム PCR お

よ び 定 性 PCR に つ い て は , そ の 検 出 限 界 を 調 べ る た め に , NU531 を

EASY-Dilution（Takara Bio）で 10 倍階段希釈し, 10-1-103コピー/μL に調整し

たものを PCR の鋳型として⽤いた。  

 

BFV 試験管内動態 解析  

 細胞培養における BFV の動態を調べるために, 2 章で⽤いた BHK21 細胞に加

え , ⾃然宿 主 で あ る ⽜由来細 胞 の ⽜腎由来株化（ MDBK: Madin-Darby bovine 

kidney）細胞と, 初代細胞の⽜胎⼦筋⾁（BFM: Bovine fetal muscle）細胞を使⽤

して継代を⾏なった（図 3-4）。AGID で BFV ⾎清陽性が確認された茨城県 1 農

場のホルスタイン⽜ 3 頭の尾静脈から EDTA 管で採⾎を⾏い, 採⾎から 24 時間

以内に Lymphopep（Cosmo Bio）を⽤いて末梢⾎単核細胞（PBMC）を分離した。

分離した  PBMC を 6 ウェルプレー トにフルシートにした BHK21 細胞, MDBK細

胞, BFM 細胞に接種し, 37 ℃で 48 時間共培養した。その後細 胞を培養液で洗浄

し, 1-2%FBS を加えた培養液を維持液として⽤いた。BHK21 細胞はその時点で細

胞の剥離が⾒られたため新し い BHK21 細胞を添加した。5 ⽇後, 細胞をトリプシ

ン処理により剥離 し, 新しいプレートに継代した。剥がれやすい BHK21 細胞は

3-6 ⽇, MDBK 細胞および BFM 細胞は 5-7 ⽇の間隔で盲継代を⾏った。陰性対照

と し て , PBMC を接種せず継代を⾏なった細 胞 を 同 様 に培養した。培養液は , 
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BHK21 細胞には 10％FBS 加 DMEM（Sigma-Aldrich Co.）, MDBK 細胞には

5%FBS, 10%Tryptose Phosphate Broth（TPB）加イーグル最⼩必須培地（Eagleʼs 

MEM: Eagle 's minimal essential medium）, BFM 細胞には 10%FBS 加えた Eagleʼs 

MEM を使⽤した。各継代（Passage 1-10）について DNA Mini kit（QIAGEN）

を⽤いて, DNA 抽出をした。抽出した DNA を鋳型として, BFV 定量リアルタ イ

ム PCR で各細胞の継代ごと の PVL を測定した。BHK21 細胞には⽜ベータア クチ

ンが含まれていな いため , PVL 値の算出は, Nano-Drop（Thermo Fisher Scientific）

で測定した鋳型 DNA の濃度を基に, 100 ng あたりのコピー数で求めた。  

 

継代細胞での⽋失 解析  

 ２章で継代細胞 から抽出した BFV-DNA を基にした全⻑シー クエンス解析 でバ

リエーションが認められた env から bel-1 にかけての 9,363-10,201 nt の領域の

PCR を BHK21 細胞から抽出した DNA を鋳型として⾏った。使⽤したプライマ

ーは env839F, env839R で, 両プライマーは２章で分離した茨城株  （GenBank 登

録番号 : LC510606）を基に設計した。PCR は KOD Fx Neo（TOYOBO）を⽤

いて⾏い, サイクル条件は 94 ℃  2 分, 98 ℃  10 秒 , 70.5 ℃  30 秒 , 68 ℃  30 秒の反

応を 45 サイクル反復した。PCR 産物は 3%アガロースゲルで電気泳動して, ⽬

的バンドであ る 839 bp 付近の 3 箇所のバンドを切り出し, NucleoSpin Gel and 

PCR Clean-up （MACHEREY-NAGEL）を⽤いて精製した。精製した PCR 産物

は Zero Blunt TOPO PCR cloning Kit （Thermo Fisher Scientific）を⽤いてクロ

ーニングした。ク ローニングしたサンプルは, M13 プライマーを⽤いてシークエ

ン ス を⾏い , 配列を決定 した。BLAST を⽤い て以前⾏った全⾎か ら のサン プ ル

で決定した , ⽋失のない全⻑配列（GenBank 登録番号 : LC510606） と ⽐ 較 した。 

 

⽣体内 BFV 経時的解析  

 AGID で BFV ⾎清陽性, １章で⾏った BLV 定量リアルタイム PCR で BLV 陽

性が確認された茨城県 1 農場のホルスタイン ⽜ 3 頭について, 2017 年 12 ⽉から

2020 年 9 ⽉の期間 , EDTA を含む採⾎管を⽤いて基本的に毎⽉ 1 回の頸静脈また

は尾静脈採⾎を⾏なった。DNA は, QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）を使⽤し

て, 全⾎から直接抽出された。抽出した DNA を鋳型に BFV 定量リアルタイム
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PCR を⾏い, PVL を測定した。BFV プロウイ ルス量は以下の式 で 100 細胞あたり

の値に調整した。  

[BFV コピー数/（ACTB コピー数/2）] × 100 

 

動物実験倫理  

全⾎および⾎清の採材は東京⼤学動物実験実施規則に基づき動物実験専⾨委員会

の承認を受け(承認番号 : P18-081), 東京⼤学動物実験実施マニュアルに従って⾏

われた。  
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3-3.  結果 

 

BFV 定量リアルタ イム PCR 条件検討  

 定 量 リ ア ル タ イ ム PCR の プライ マ ー濃度 検 討 と し て , Pol/Env-1 お よ び

Pol/Env-2（表 3-1）のプライマーセットを⽤いて, 最終濃度を 0.3 μM, 0.6 μ

M, 0.9 μM に調製した結果, それぞれ, 値が 1 に近いほど信頼性の⾼い検量線で

あることを⽰す相 関係数（R2）が 0.993, 0.999, 0.998 となった。また , PCR 増幅

効率（Eff %）は 92.3, 96.2, 105 %を⽰した。この結果から, R2が最も 1 に近く, 

Eff %が最も 100%に近いプライマー濃度 0.6 μM の条件を採⽤した。  

 

従来法と BFV 定量リアルタ イム PCR の⽐較  

 ⽜ 34 頭について⾏った AGID, 定性 PCR, リアルタイム PCR の結果 を表 3-2

に⽰した。真の陽性の判定には定量 リアルタ イム PCR 増幅産物を 2%アガロース

ゲルで電気泳動し, 明瞭な 210 bp のバンドを確認したものと, 定性 PCR 産物を

2%アガロースゲルで電気泳動し, シークエン ス解析によって BFV 遺伝⼦を確認

したもの, 合計 18 頭を真の陽性とした。感度 は定量リアルタイ ム PCR（0.833）, 

定性 PCR（0.389）, AGID（0.222）の順に⾼く, 特異度は全て 1.00 だったこと

から , 陽 性 と判定 された場合の 結 果 の正確性が⽰さ れた。 また , ス タ ンダードプ

ラスミドを 10 倍階段希釈し, 定性 PCR の検出限界を求めた。10-1 -103コピーの

スタンダードプラスミドを⽤いて PCR を⾏い 2%アガロースゲルで電気泳動した

結果, 101コピーまで明瞭なバンドが確認さ れた（図 3-2）⼀⽅で, 定量リアルタ

イム PCR では 10-1コピーまで検出さ れた（ 図 3-5）。今回構築した定 量リアルタ

イム PCR の特異度, 感度がいずれも各検査の中で⾼く, より少ないコピー数でも

検出することができたことから, 従来法と⽐べて, 定量リアルタ イム PCR でより

正確に BFV の検出が可能で あることが⽰唆さ れた。  

 

BFV 試験管内動態 解析  

 BHK21 細胞, MDBK 細胞, BFM 細胞の Passage 2-10（継代２週⽬-6 週⽬ ）か

ら抽出した DNA を⽤いて定量を⾏った結果を 図 3-6 に⽰した。BFM 細胞におい

ては 2 週⽬（平均 2.06×105コピー/100 ng DNA）と⽐較し て 6 週⽬（平均 5.55
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×106/100 ng DNA）で PVL が有意に増加し ていた。MDBK 細胞, 2 週⽬（平均

3.05×104）と 6 週⽬（平均 4.19×106）と BHK21 細胞の 6 週⽬（平均 1.57×103/100 

ng DNA）と 6 週⽬（平均 4.12×106/100 ng DNA）の PVL に有意差は⾒られ な

かったものの , 値の増加が⾒ら れたこと か ら, どの細 胞 にも馴化したことが考え

られる。BFV に特徴的な多核巨細胞は PVL が 105コピー/ 100 ng DNA を超える

BHK21 細胞の 3.5 週⽬以降（cow 1: 3.5 週⽬, cow 2: 4 週⽬, cow 3: 5 週⽬）での

み認められ, ⽜由来細胞では⾒られなかった。また , ⽜由来細胞である MDBK 細

胞および BFM 細胞では陰性対照に おいても BFV-DNA が検出されたが , PVL は

サンプル群と⽐べ , 低い値のま ま維持されて いた。 

 

env-bel-1 領域の⽋失  

 BHK21 細胞で継代した BFV について, 全⻑シークエンス解 析でバリエーショ

ンが認められた env 領域から bel-1 領域にかけ ての 9,363-10,201 ntの領域につい

て解析した結果, 全⾎ , 2 代⽬（継代 1 週⽬） では⽋失が⾒られ なかった⼀⽅ で, 

CPE 出現が確認さ れた時期とな る 4 週⽬以降では 9,412-9,535 nt, 9,655-9,961nt

の領域で⽋失が⾒られた。  

 

⽣体内 BFV 経時的解析  

 BFV および BLV 陽性が確認された茨城県 1 農場の⽜ 3頭について 29ヶ⽉間の

⽉ごとの BFV の経時的解析を⾏った。 いずれ の⽜も BFV-PVL の値は 0.147-272

コピーで, 100 細胞あたり に換算すると, 0.060-22.0 コピーの範囲と なり, 不規則

に増減を繰り返し ていた（図 3-7）。BLV の PVL と⽐較すると BFV の PVL は低

い傾向が⾒られたが有意差はな かった（p > 0.05）。B の⽜で 15 ヶ⽉⽬に⼤きな

ピークが存在したが , すぐに減少し, 全体を通して変動も少ない傾向だった。  
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3-4. 考察  

 

BFV 定量リアルタ イム PCR 

 以前の研究で Taqman probe assay を⽤いた BFV の定量が報告されて いた[50]

が , Taqman probe 法は SYBR Green 法と⽐較 してランニングコストが⾼く, BFV

特異的 MGB プローブが必要となる 。また , 報告によると, その検出限界は 9 コピ

ーとされている 。別の研究で SYBR Green 法を⽤いた BFV の定量が報告さ れてい

るが , その 検出限界は 10 コピーだった[60]。今回⽜を使って の⽣ 体サンプル で

は全⾎の PVL は 0.147-272 コピーの範囲で, 10 コピーを下回る値が検出された。

さらに, 報告によると, ⽜乳や唾液で BFV の DNA が検出されなかった⼀⽅ で, 

共培養により BFV 分離がされた[60]。このことから, BFV は低いコピー数で⾎液

中や分泌物に存在し, 従来の⽅法で検出され て いなかった可能性が考えられる 。  

 また , ⽇本ではこれまで 8.8%（神奈川）, 16.7%（関東）, と筆者が２章で報告

した 12.7%（3 地点）の BFV 感染率が報告さ れているが[25, 33, 79], いずれも

AGID または定 性 PCR によって調査された。今回の研究におい て, 従来⽤いられ

てきた AGID, 定性 PCR では, 特異度は 1.00 であり, 陽性判定の信頼性は⾼いこ

とが⽰唆された⼀⽅, 定性 PCR の検出限界は 10 コピーであり, ゲル内沈降反応

では検出感度が定性 PCR（0.389）よりもさ らに低い （0.222）ことが⽰された。

このことから, AGID や定性 PCRが陰性であっても , 実際には BFV に感染してい

る可能性がある。今回構築したリアル タイム PCR では, 特異度, 感度がいずれも

各検査の中で⾼く , 検出限界が 10-1 コピー で あったこと から , 従来法 と ⽐べて , 

定量リアルタイム PCR でより正確に BFV の検出が可能であることが⽰唆された。

本⽅法は, BFV 陽性でありながら 検出されて いなかった動物や , 唾液や⽜乳など

の分泌物中に微量 に存在す る BFV を調査す るために 有⽤であ ると 考えら れ, 今

後, より正確な疫 学調査や BFV 動態解析に寄与することが期待される。  

 

BFV 試験管内動態 解析  

 BFV は盲継代を⾏うことで特徴的な CPE が⾒られるが , その動態は詳細 に研

究さ れ てこな かった。今回 , ⾮⾃然宿主 のハム ス タ ー由来の 細 胞 と し て BHK21

細胞, ⾃然宿主である⽜の細胞 として MDBK細胞と BFM 細胞を⽤いて BFV の細
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胞培養における PVL を調査した。BFM 細胞においては 2 週⽬と⽐較 して 6 週⽬

で PVL が有意に増加しており, MDBK 細胞と BHK21 細胞において有意差は⾒ら

れなかったものの, 全ての細胞で PVL の増加が⾒られたことか ら, どの細胞にも

馴化したことが考えられる。また , MDBK 細 胞で, 継代 3 週⽬から 4.5 週⽬にか

けて PVL の減少が⾒られたことから, 4.5 週⽬までは馴化することなく, ウイル

スの複製もさ れ な かったため , 細 胞 の増殖に伴い , 割合が減じた可能性があ る 。

BFV に特徴的な多核巨細胞 は PVL が 105コピー/ 100 ng DNA を超える BHK21

細胞の 3.5 週⽬以降でのみ認めら れ, ⽜由来細胞では⾒られな かった。この 結果

から , ⾃然宿主 細 胞への障害性が抑えら れたことが⽰され , ⾃然宿 主への⾮病原

性に関与している可能性がある。⽜お よび⽺に おける BFV の実験感染によ り, 唾

液腺 , リンパ節 , 肝臓 , 肺 , 脾臓 , 筋⾁ , ⼤脳⽪質など全⾝の臓器で BFV-DNA が

確認さ れた⼀⽅, 臨床症状や⽩⾎球数など⾎液性状 に変化が⾒ら れなかったとい

う報告がある[59]が , 今回 , 培養細胞中で⾼ PVL であっても障害性が確認されな

かったことが⾃然宿主への⾮病原性の要因のひとつであると考えられる。種々の

細胞に馴化した⼀⽅, ⾮⾃然宿 主で あるハム スター にお ける病原性を⽰唆す る結

果だったこと か ら , 種を越えた感 染 で の病原性 につい ても考える必要があ る 。

SFV はサルが⾃然宿 主 と さ れ て い るが , 職業的 に 類⼈猿と接触したヒト か ら の

SFV 抗体が検出されている[29, 67, 68, 98, 99]。ヒトでの病原性は⽰さ れなかっ

たが , FV は 試 験 管 内 で⾃然宿 主以外に ,イヌ , ネコ ,	 マ ウ ス ,	 ⽺ ,	 ニワト リ など

様々な由来の 細 胞 にも馴化す る と 考えら れ て い る [51]こと か ら ,種を越えた感 染

の可能性も考えら れる。同じレトロウイ ルスで ある HIV-1 がチンパンジー由来の

SIVcpz からヒト に馴化し, 病原性を⽰した例もある[95]ため , ⾮⾃然宿主での病

原性については検 討の余地があ る。  

 また , ⽜由来細胞である MDBK 細胞および BFM 細胞では陰性対照におい ても

BFV-DNA が検出されたが , PVL はサンプル 群と⽐べ , 低い値のまま維持さ れて

いた。PFV においては , 	 細胞継代を続けると , 	 ウイルス産⽣が減少し , 	 CPE を⽰さ

なくなる , 	 持続感染株への変異が知られて いる [92] 	 。PFV 持続感染株においては

ウイルス複製を抑制する Bet	 が過剰発現され るとされ , 	 BFV の持続感染株につい

ては明らかに なっていな いが , 	 	 同様のことが BFV でも起きている可能性がある

ため , 	 より詳細な解析が求めら れる。  
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 BFV に特徴的な多核巨細胞 は BHK21 細胞の 3.5 週⽬以降での み認められたが , 

env 領域から bel-1 領域にかけて の 9,363-10,201 ntの領域について解 析した結果, 

全⾎ , 2 代⽬（継代 1 週⽬）で は⽋失が⾒ら れ なかった⼀⽅で, CPE 出現が確認さ

れた時期となる 4 週⽬以降で は 9,412-9,535 nt, 9,655-9,961nt の領域で⽋失が⾒

られた。BFV100（GenBank 登録番号 : JX307861.1）において,9,411-9,416 の領域

が env ス プライ ス供与部位 , 9,541-9,545 の 領 域が env ス プライ ス受容部位 , 

9,656-9,659 の領域が bel-1 スプライス供与部位 , 9,967-9,976 の領域が bel-1 スプ

ライス受容部位で あると報告さ れており, 今回の⽋失が env, bel-1 スプライス供

与部位に影響して いる可能性がある。Env, Bet 遺伝⼦領域ではな いため , Env, Bet

の構造変化には直接関与しない と考えられるが , 既報で, 細胞継代による env 領

域のアミノ酸変異や gag 領域の⽋失によって無細胞ウイルスの 侵⼊効率や感 染性

が増強さ れ ると い うことが知られ て お り[8, 117], ウ イル ス 動 態に影響を及ぼす

ことが考えられる 。詳細な解析 は⾏わなかったが , BFV は種々の動物の細胞 に適

応し , 増殖することができること か ら, 今回⾒ら れた⽋失 は培養細 胞への適応と

関係している可能性があり, ⽋失が CPE 出現と⼀致したことか らも , 病原性への

影響を考える必要がある。  

 

⽣体内 BFV 経時的解析  

 培養細胞中にお ける⾼い PVL に対して, ⽣体内における BFV の全⾎ PVL は

BLV と⽐べて低い値（< 22.0 コピー/100 細胞）のまま推移し ていた。⾎液中の

BFV の PVL が低く抑えられて いることは培養細胞中において 細胞障害性が⾼い

⼀⽅, ⽣体 内で病原性を⽰さな いことと 関係してい る可能性があ る。このことか

ら, 免疫抑制によ り, ウイルスが増殖しやすい 条件が揃えば , ⽣体内でも BFV は

増殖し, ⾼ PVL になった場合 , 病原性を⽰す可能性は⼗分に考えられる。  

 以上より, 本研究で構築した BFV 定量リア ルタイム PCR による解析で, BFV

は ⽣ 体 内 で安定 し , 低い値で維持 さ れ て い るが , 細 胞への馴化に よ り , 急速に増

殖し細胞を障害す る能⼒を持ったこと, ⾮⾃然宿主であるハムス ター細胞で CPE

とともに env から bel-1 の⼀部領域の⽋失が⾒られたことから, BFV の種を越え

た感染や病原性の可能性が⽰唆された。今回得られた試験管内 および⽣体内 にお

いての BFV の動態につい ての知⾒は, 今後の BFV の病原性の解析に貢献するこ



 
 

71 

とが期待される。  
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3-5. 要旨  

 

 2 章で分離および解析を⾏った BFV につい て, 3 章では BFV 陽性⽜とその分 離

株について BFV の動態を解析した。⽇ 本では⼀部の地域で BFV の分離と疫学が

報告されているが , その検出⽅ 法は AGIDや定性 PCR で, それぞれ異なっていた。

そこで, BFV の検出法として従来⽤いられてきた AGID と定性 PCR に加え , 定量

リアルタイム PCR の感度と 特異性を確認した。従来⽤いられてきた AGID, 定性

PCR では, 特異度は 1.00 であり, 陽性判定の信頼性は⾼いことが⽰唆された⼀⽅, 

定性 PCR の検出限界は 10コピーであ り, AGID では検出感度が定性 PCR（0.389）

よりもさらに低い（0.222）ことが⽰された。このことから, AGID や定性 PCR が

陰性であっても , 実際には BFV に感染してい る可能性が考えら れる。今回構築し

たリアルタイム PCR では, 特異度, 感度がいずれも各検査の中で⾼く, 検出限界

が 10-1 コピーであったこと から, 従来法と⽐べて, 定量リアルタイム PCR でよ

り正確に BFV の検出が可能であることが⽰唆された。これを⽤いて BFV 陽性⽜

の末梢⾎中の BFV を定量した結果, ２年半に渡って PVL が低い値で維持されて

いた。⼀⽅, ⽜由来の⽜腎由来株化（MDBK）細胞と⽜胎仔筋⾁（BFM）細胞, ⾮

⾃然宿主細胞であり HFV で特徴的な多核巨細 胞を⽰すハムスタ ー由来の BHK21

細胞との共培養で は継代の過程で PVL の増加が⾒られた。また , ⽜由来細 胞であ

る MDBK 細胞および BFM 細胞では陰性対照においても BFV-DNA が検出され, 

持続感染株の存在が⽰唆された。さらに, BHK21 細胞では CPE の出現に対応し, 

env から bel-1 領域への⽋失が観察されたが , MDBK 細胞と BFM 細胞では CPE

は⾒られなかった。このように, BFV は細胞への馴化により, 急速に増殖し 細胞

を障害す る能⼒を 持ったこと, ⾮⾃然宿 主で あるハム スタ ー細 胞で CPE ととも

に env から bel-1 の⼀部領域の⽋ 失が⾒られたことから, BFV の種を越えた感染

や病原性の可能性が⽰唆された。本研究で得ら れた BFV 定量による試験管 内およ

び⽣体内においての BFV の動態につい ての知⾒は, 今後の BFV の病原性の解析

に貢献することが期待される。  
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3-6. 表および図 
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検査＋/ BFV感染＋ 検査＋/BFV感染− 感度 特異度
AGID 4/18 0/16 0.222 1.00

定性PCR 7/18 0/16 0.389 1.00
定量リアルタイムPCR 15/18 0/16 0.833 1.00

定量リアルタイムPCRおよび定性PCR増幅産物のシークエンスにより判定した真のBFV陽性に基づき算出

表3-2  各検査の精度⽐較
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図 3-1 BFV のゲノム構造  

各オープンリーディングフレー ム（ORF）の位置と構造をボックスで⽰す。構造

タンパクをコードする gag, pol, env と⾮構造タンパクをコードする bel-1, bel-2

が存在する。  
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図 3-2 ゲル内沈降反応（AGID） 
 茨城県 1 農場のホルス タイン/F1 ⽜ 34 頭か ら採材した⾎清について AGID を

⾏なった。A: BFV 抗原 . BFV 感染 MDBK 細胞を 0.1% triton X-100 含有 PBS に

懸濁 , 超⾳波破砕し作製した。  P: 陽性⾎清 . 予め明瞭な沈降線を 形成す ること

が確認された⽜⾎清。BFV 抗原および陽性⾎清は⽇本⼤学の泉對教授から分与さ

れた。AGID は以前報告された⽅法[25]で⾏った。中央のウェル に BFV 抗原 , そ

の左右に陽性⾎清 , 残りの 4 ウェルにサンプ ル⾎清を 50μL ずつ添加した。プレ

ートは 2 ⽇間室温で静置した。陽性⾎清が作る沈降線と繋がる明瞭な沈降線を描

く（⽮印）サンプ ルを陽性と判定した。  
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図 3-3 スタンダードプラスミドの定性 PCR 増幅産物の電気泳動像  
 BFVNo.43 感 染 BHK21 細 胞 を鋳型に , polenv531F/ polenv531R を⽤い て

pol-env 領域を増幅し作製したプラスミドは NU531 とした。定性 PCR の検出限

界を調べるために, NU531 を EASY-Dilution（Takara Bio）で 10 倍階段希釈し, 

10-1-103 コピー/ μL に調整したもの を  PCR の鋳型と し て⽤いて , Pol/Env-1, 

Pol/Env-2 のプライマーセットで増幅した。増幅産物を 2%アガロースゲルで電気

泳動した結果, 210 bp 付近に明瞭なバンドが 101コピーまで確認された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NU531 プラスミド  
100 bp  
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図 3-4 試験管内 BFV 解析タイムコース 
PBMC 接種の 2 ⽇前に細胞 を 2.20×105-3.00×105/mL に調製し, 6 ウェルプレー

トに接種した。AGID で BFV ⾎清陽性が確認された茨城県 1 農場のホルスタイ ン

⽜ 3 頭の尾静脈から EDTA 管で採⾎を⾏い, 採⾎から 24 時間以内に Lymphopep

（Cosmo Bio）を⽤いて末梢⾎単核細胞（PBMC）を分離した。分離した  PBMC

を 6 ウェルプレート にフルシート にした BHK21 細胞, MDBK 細胞, BFM 細胞に

接種し, 37 ℃で 48 時間共培養した。その 後細 胞を培養液で洗浄し,1-2%FBS を加

えた培養液を維持液として⽤いた。BHK21 細胞はその時点で新しい BHK21 細胞

を添加した。5-6 ⽇後, 細胞をトリプシン処理により剥離し, 新しいプレート に継

代した。剥がれやすい BHK21 細胞は 2-5 ⽇, MDBK 細胞および BFM 細胞は 5-7

⽇の間隔で盲継代を⾏った。BFV に特徴的な多核巨細胞は BHK21 細胞の 3.5 週

⽬以降（⽮印）で のみ認められ, ⽜由来細胞 で は⾒られなかった。  
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図 3-5  定量リアルタイム PCR 標準曲線  
（A）⽜ベータアクチン（ACTB）,（B）BFV PolEnv プライマーを使⽤した定量

リアルタイム PCR の標準曲線。ACTB は 101-105コピーの範囲 , PolEnv は 10-1-104

コピーの範囲で標準曲線を作成した。  
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図 3-6 培養細胞における BFV PVL の推移  

（A）BFM 細胞, （B）MDBK 細胞, (C)BHK21 細胞における BFV の動態。AGID

で BFV ⾎清陽性が確認された茨城県 1 農場のホルスタイン⽜ 3 頭（cow 1, 2, 3）

の PBMC と共培養し盲継代を⾏った。陰性対照として, PBMC を接種せず継代を

⾏なった細胞 （Ct） を同 様に培養した。各継代（Passage 1-10）について DNA

抽出をして, BFV 定量リアルタイム PCR で各細胞の継代ごとの PVL を測定した。

PVL 値は, 100 ng あたりのコピー数で求めた。BFV に特徴的な多核巨細胞 は PVL

が 105コピー/ 100 ng DNA を超える BHK21 細胞の 3.5 週⽬以降（⽮印）でのみ

認められ, ⽜由来細胞では⾒ら れなかった。また , ⽜由来細胞で ある MDBK 細胞

および BFM 細胞では陰性対照におい ても BFV-DNA が検出された。BHK21 細胞

の Ct は検出限界以下となった。  
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図 3-7 ⽣体内における BFV/BLV の動態 
 BFV 陽性かつ BLV 陽性の茨城県 1 農場のホルスタイン⽜ 3 頭（cow 1, 2, 3）

における 29 ヶ⽉間の BFV（A）および BLV（B）の PVL 推移を⽰す。DNA は,

全⾎から直接抽出され, 抽出した DNA を鋳型に BFV 定量リアルタイム PCR を

⾏い, PVL を測定した。BFV プロウイルス量 は 100 細胞あたりの値に調整した。

いずれの⽜も BFV-PVL の値は 0.147-272コピーで, 100 細胞あたりに換算すると, 

0.060-22.0 コピーの範囲となり, 不規則に増減を繰り返していた BLV の PVL と

⽐較すると BFV の PVL は低い傾向が⾒られたが有意差はなかった（p > 0.05）。  
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総括 
 

 ⽜ レ ト ロ ウ イ ル ス の 性 状 解 析 につい て ,⽇ 本 で現在も感 染が確認さ れ て お り , 

広く浸潤している可能性のあ る BLV と BFV について, その感染経路や浸潤状況

といった感 染動 態を究明す ると ともに, 感染や病原性に影響を与える因 ⼦につい

て分⼦疫学的解析 を⾏い, その特徴や動態について検討し, 以下の結果を得た。  

 

1. ⺟⽜と⼦⽜の BLV 関連因⼦を出産前後で測定し, BLV の⺟⼦感染の頻 度に

PVL, リンパ球数および BoLA-DRB3 アレルの型が関与してい ることを明ら かに

した。⺟⽜の BoLA-DRB3 アレル分類におい て, 抵抗性型で⺟ ⼦感染が⾒ら れな

かったことや , 感受性ア レルを 持つ群で 感受性アレ ルを 持たない 群と⽐ 較し てよ

り⾼い 頻 度 で ⺟ ⼦ 感 染が確認さ れたこと か らも , 農場で の ⺟ ⼦ 感 染 を防ぐ上で , 

⺟⽜の BoLA-DRB3 アレルに注⽬ し, 農場において, 抵抗性型の⽜の割合を増や

していくことは, BLV の⽔平感染および⺟⼦ 感染を防ぐ上で重要となることが⽰

唆された。  

 

2. 分娩前後で分娩 は PVL 増加による BLV 発症リスクに影響しないことが⽰唆

され, 分娩によるストレスがト リガーとなって EBL を発症する可能性は低いこと

が明らかとなった。また , ⺟⼦感染群 の PVL 値およびリンパ球数は⾮⺟⼦感 染群

よりも有意に⾼かったことから, PVL およびリンパ球数が⾼い個体で⺟⼦感 染が

起きていると⽰唆された。  

 

3.  BLV 早期感染は⼦⽜が持 続的な BLV 感染源となることに加え , PVL 増加に

伴う, 将来の発症のリスクへの 関与が⽰唆さ れた。⺟⼦感染を含む BLV 早期感染

⽜について BLV 関連因⼦を経時 的に測定する と, BLV 早期感染⽜では早期か ら⾼

い PVL であり, 急速に増加した。特に乳⽜の場合 , 若齢の雌はその後出産・⽜乳

⽣産に供し, ⻑ 期間農場に存在す ることが予想さ れ るため , 農場内 または放牧時

に BLV 陰性⽜に伝播する機会が多いと考えら れる。また , 早期感染⼦⽜は持 続し

た PVL 増加が⾒られたことから, 増加に伴う発症へのリスクも考えられた。これ

らの結果から, ⼦宮内感染を含む , 早期の感染 は, 農場での BLV 感染制御の上で
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重要な要因となることが明らか となった。  

 

3. 地理的に離れた 4地点における env 領域 PCR を基にした疫学調査によって⽇

本の農場において BFV が広く存在して いることが証明された。BFV 感染は地理

的に離れた 3 地点で確認され, 平均の感染率 は 12.7％（95%CI: 8.56-18.4%）だ

った。今回 , 中部地⽅, 近畿地⽅, 中国・四国地⽅など , 網羅することが出来なか

ったこと から, ⽇ 本の BFV の詳細な 分布 状況を知るためには より 広い範囲で調

査を⾏なっていく必要性がある と考えられる。⽇本における BFV の感染率は, ポ

ーランド（41.5％）お よ びカナダ（39.6％） よりも有意に低かったが , これ は新

⽣ ⼦ ⽜ に対す る処置の違い に よ るもの で あ る可能性があ る 。茨城県の農場で は , 

あ ら かじめ凍結融解処理を した初乳を ⼦ ⽜ に与えて いたことが , 初乳を介した

BFV 感染のリスク を減らした可能性がある 。さらに, 北海道 , 茨城県の農場では, 

出⽣直後に新⽣ ⼦⽜ の⺟親から の分 離を⾏っていたこと から, ⺟ ⽜か らの⽔平感

染が防がれた可能性がある。今回 , ⽇本におい ても BFV 侵⼊・浸潤が確認さ れた

こと か ら , 農場で の畜産衛⽣を 考える上で , 分娩 後 の ⺟⽜ と ⼦ ⽜の迅速な隔離や

凍結融解処理を した初乳の供与など , ⺟ ⽜か ら⼦⽜への 感染 を防ぐこと は重要で

あると考えられる 。  

 

4. ⽇本の BFV の env 全⻑についての系統 樹 解析の結果, 茨城株 , No.43 株（神

奈川県）, K７株（⿅児島県）が同じクラスタ ーに分類された⼀⽅, BH47 株（北

海道）がヨーロッパ株を含む別の クラスター に分類されたこと から, 国内の BFV

で ゲ ノ ム にバリエーションが存在す ることが明ら か に なった。これ ら の 結 果 は , 

BFV の⽇本への侵 ⼊にはいくつかの経路があ ることを⽰唆して いる。BFV は単独

で臨床症状 を⽰さな いとさ れて いるため , ⽜ の輸⼊ の際に海外か ら持ち 込ま れる

可能性もあると考えられる。  

 

5.  SYBR Green 系を利⽤した BFV 定量リア ルタイム PCR の構築を⾏い, BFV

の検出に従来⽤い られてきた定性 PCR と AGID と検査精度を⽐較 し, 定量リアル

タイム PCR の⾼い感度と特異度を確認した。今回の研究におい て, 従来⽤いられ

てきた AGID, 定性 PCR では, 特異度は 1.00 であり, 陽性判定の信頼性は⾼いこ
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とが⽰唆された⼀⽅, 定性 PCR の検出限界は 10 コピーであり, ゲル内沈降反応

では検出感度が定性 PCR（0.389）よりもさ らに低い （0.222）ことが⽰された。

このことから, AGID や定性 PCRが陰性であっても , 実際には BFV に感染してい

る可能性が考えら れる。今回構築したリアル タイム PCR では, 特異度, 感度がい

ずれも各検査の中で⾼く, 検出限界が 10-1 コピーであったこと から, 従来法と⽐

べて, 定量リアルタイム PCR でより正確に BFV の検出が可能であることが⽰唆

された。本⽅法は, BFV 陽性でありながら検出されていなかった動物や , 唾液や

⽜乳などの分泌物中に微量に存在する BFV を調査するために有⽤であると 考え

られ, 今後, より正確な疫学調査や BFV 動 態 解 析 に寄与す ることが期待さ れ る 。 

  

6. BFV 定量系を⽤いて⽜由来細胞（BFM 細胞, MDBK 細胞）とハムス ター由来

細胞（BHK21 細胞）での BFV 試験管内動態 を調査し, BFV の細胞指向性の 広さ

と BFV の培養細胞中の持続感 染成⽴が⽰唆さ れた。BFM 細胞において は 2 週⽬

と⽐較して 6 週⽬で PVL が有意に増加し てお り, MDBK 細胞と BHK21 細胞にお

いて 有意差は⾒ら れな かったものの, 全て の 細胞で PVL の増加が⾒られたこと

から, どの細胞にも馴化したことが考えられた。また , ⽜由来細胞である MDBK

細胞および BFM 細胞では陰性対照においても BFV-DNA が検出されたが , PVL

はサンプル群と⽐べ , 低い値のまま維持され て いた。PFV においては, 持続感染

株への変異が知ら れて いることか ら, 同様 のことが BFV でも起きて いることが

⽰唆された。  

 

7.  BFV 試験 管 内 動 態か ら , ⾃然宿 主 細胞への障害性が抑えら れたことが⽰さ

れ , ⾃然宿 主への⾮病原性 に 関与し て い ることが⽰唆さ れた。培養細 胞中で の

BFV に特徴的な多核巨細胞 は PVL が 105コピー/ 100 ng DNA を超える BHK21

細胞の 3.5 週⽬以降でのみ認めら れ, ⽜由来細胞では⾒られな かった。培養細胞

中で⾼ PVL であっても障害性が確認され な かったことが⾃然宿主への⾮病原性

の要因 のひとつであ ると考えら れる 。種々の 細胞に馴化した⼀⽅, ⾮⾃然宿 主で

あるハムス ター にお ける病原性 を⽰唆す る結 果だったことか ら, 種を越えた感染

での病原性の可能性が明らかと なった。  
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8.  BFV に特徴的な多核巨細 胞は BHK21 細胞の 3.5 週⽬以降でのみ認められた

が , env 領域から bel-1 領域にかけての 9,363-10,201 nt の領域について解 析した

結果, 全⾎ , 2 代⽬（継代 1 週⽬） では⽋失が⾒られなかった⼀⽅で, CPE 出現が

確認された時期と なる 4 週⽬以降では 9,412-9,535 nt, 9,655-9,961nt の領域で⽋

失が⾒られた。今回の⽋失が env, bel-1 スプライシングに影響している可能性が

ある。BFV は種々の動物の細胞に適応し, 増殖することができることから, 今回

⾒ら れた⽋失 は培養細 胞への適応と 関係して いる可能性があり, ⽋ 失が CPE 出

現と⼀致したこと からも , 病原性に影響する可能性が⽰唆された。  

 

9.  BFV 定量系を⽤いて BFV に⾃然感染した 3 頭のホルスタイン⽜の経 時的観

察を⾏うことで, ⾃然宿 主の⾎液中では低い値で維持さ れて いることが明ら かと

なった。培養細胞中における⾼い PVL に対して, ⾎液中の BFV の PVL が低く抑

えられ てい ることは培養細 胞中にお いて 細胞障害性が⾼い⼀⽅, ⽜の ⽣体内 で病

原性を⽰さないことと関係して いることが⽰唆された。  

 

 以上より, 第１章の BLV の宿主因⼦との関係 , ⺟⼦感染や早 期感染の動態 の調

査か ら , ⺟ ⼦感 染や早 期 感 染の例で は⽔平感 染と ⽐べ , 早 期 か ら持 続 的 な感 染源

となり, PVL の増加を介して発症にも関与す る可能性があることが考えられた。

⺟⼦感 染を含め , 早 期の 感染に は⼗分に注意を払うべきであ ると 考えら れる 。ま

た , ⺟⼦感染の頻 度は PVL やリンパ球数に関 連しており, BoLA-DRB3 アレルと

の関与も⽰唆された。従来か ら知られていた PVL やリンパ球数の値を測定するこ

とによる リス ク分類 に加えて, BoLA-DRB3 アレルに注⽬ することが⽔平感 染だ

けでなく⺟⼦感染 を防除する意味でも重要に なることが⽰唆さ れた。今回の 結果

は農場での BLV 感染制御に寄与す ることが期待される。第２章の⽇本に おける

BFV 分⼦疫学と感 染動態の調査から, BFV は⽇本では地理的に 離れた地点で 検出

され , 各地域に は さまざま なゲ ノ ム 特性があ ることが明ら か と なり , ⽇ 本に お い

て BFV は様々な経路で侵 ⼊・浸潤していることが⽰唆された。また ,  BFV と BLV

感染の間に明確な相 関関係は⽰され なかったが , 陽性⽜ は陰性⽜ よりも⾼齢であ

り, 両⽅ の ウイ ル スの 伝播につい て , ⽔平感 染が重要 な経路で あることが考えら

れる。BFV の単独での病原性は未だ不明だが ,  宿主細胞に組み込まれ, ⽣涯持続
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感染する性質上 , 畜産衛⽣を考えるうえで BFV 感染の感染状況を把握し, 宿主へ

の影響や性質を究明する必要がある。本研究は , ⽇本におけ る BFV ゲノム全⻑を

明らかにした最初の研究であり, BFV ゲノム情報の蓄積と⽇本に おける BFV の特

徴の解明に寄与す ることが期待される。第３章 の本研究で構築した BFV 定量リア

ルタイム PCR による BFV の試験管内および ⽣体内の動態解析 により, BFV は⽜

の⽣ 体 内 で安定 し , 低い値で維持 さ れて い るが , 培養細胞中で 細胞への馴化に よ

り, 急速に増殖し 細胞 を障害す る能⼒を 持ったこと , ⾮⾃然宿 主で あ るハム ス タ

ー細胞で CPE とともに env から bel-1 の⼀部領域の⽋失が⾒られたことか ら, 

BFV の種を越えた感染や病原性 の可能性が⽰唆された。今回得ら れた試験管内 お

よび⽣体内におい ての BFV の動態についての知⾒は, 今後の BFV の病原性の解

析に貢献す ることが期待さ れる 。これら のレ トロウ イル スの知⾒は, 今後の レト

ロウイルス研究の推進とともに畜産衛⽣管理の観点から有⽤で あると考えら れる。 
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