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牛白血病ウイルス（BLV）の感染では病態の進行にと

もない，リンパ節や末梢血中にB細胞が増多して，リン

パ節の腫脹や諸臓器へのリンパ球の浸潤とそれにともな

う機能傷害を誘発し，地方病性牛白血病（EBL）を発症

すると陶汰対象となる．牛への実験的なBLV感染では

末梢血中のB細胞割合の上昇にともなってT細胞割合が

低下する［1］．またBLV高率感染牧場において無作為

に選出した搾乳牛の末梢血B細胞が増多，NK細胞数が

減少していることが報告されている［2］．BLV感染し

た牛では単核球の ILh10遺伝子発現が低下するが［3］，

リンパ球増多症の症例ではそうではない症例に比べて単

核球のインターロイキン（IL）h12 p40やインターフェロ

ン（IFN）hγ等のサイトカイン遺伝子発現が低下する

［4］．さらにBLV感染牛では，免疫応答の抑制的制御を

司るFoxp3＋CD4＋T細胞とリンパ球数並びにBLVウイ

ルス量とに正の相関性があり，BLV感染牛の IFNhγ遺

伝子発現が低下していることが報告されている［5］．こ

れらのことから，牛へのBLVの感染後のEBL発症に

IFNhγや ILh12の低下により細胞性免疫機能の低下が

関与していることが示唆されるが，EBLを発症した臨

床例での末梢血の免疫状態に関する報告は見当たらな

い．
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要　　　　　約

牛白血病ウイルス（BLV）に感染した黒毛和種雌牛における免疫状態を明らかにするため末梢血白血球ポピュレーシ

ョンと単核球のサイトカイン並びに免疫関連因子を解析した．供試牛は黒毛和種成牛32頭で，BLV抗体陽性で地方病

性牛白血病（EBL）を発症した発症群（N＝9），BLV抗体陽性であるが臨床上異常の認められなかった保因群（N＝

13）とBLV抗体陰性で臨床的に健康であった非保因群（N＝10）である．供試牛の末梢血を採取し，白血球表面抗原

を解析するとともに，サイトカイン並びにT細胞の細胞傷害因子であるパーフォリン（perforin : Pf）及びグラニュラ

イシン（granulysin : Gl）並びに抗ウイルス物質MXh1とMXh2のmRNA発現量を解析した．発症群のWC1hN1＋T

細胞数は非保因群に比べ有意に低く，CD14＋細胞数並びにMHC classh蠡＋CD14－細胞は有意に高値であった．また発

症群のPf並びにMXh2 mRNA発現量は非保因群と比べて有意な低値を示した．このことから，EBLであった黒毛和種

牛ではγδT細胞の減少と細胞傷害及び抗ウイルス因子の遺伝子発現が低下していることが示唆された．
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パーフォリン（perforin : Pf）やグラニュライシン

（granulysin : Gl）は，ナチュラルキラー（natural

killer : NK）細胞，細胞傷害性 T細胞（cytotoxic T

cell : CTL）が産生する細胞傷害性因子で，ウイルス感

染細胞や腫瘍細胞に対して放出され，アポトーシスを誘

導する［6, 7］．人のウイルス性T細胞白血病（HTLVh1）

発症患者では保因者に比べて，抗HTLVh1CD8＋T細胞

の細胞内Pf発現が低下していると報告されている［8］．

またウイルス抵抗性遺伝子（MX）は IFNによって活性

化されRNAウイルスの増殖を抑制する物質であり，ウ

イルス感染症において産生誘導される［9］．これらのこ

とから，ウイルス感染性腫瘍性疾患である地方病性牛白

血病ではサイトカイン以外にも抗腫瘍や抗ウイルス作用

の異常が発症に関与する可能性がある．しかし現在まで

のBLV感染牛における免疫動態として，免疫細胞数や

サイトカインに関する報告はあるものの，EBL牛にお

ける抗腫瘍因子や抗ウイルス因子に関しては明らかにさ

れていない．特に黒毛和種牛におけるBLV感染例に関

しては病理学的な報告はあるものの［10］，免疫動態に

関してはほとんど知られていない．そこで，EBLを発症

した黒毛和種牛の免疫状態の特徴を明らかにするため，

臨床例を対象に末梢血白血球ポピュレーション及び細胞

傷害因子，抗ウイルス因子を解析した．

材 料 及 び 方 法

供試牛：宮城，岩手，青森県内の牧場で飼育されてい

た黒毛和種成牛の雌31頭を用いた．このうち寒天ゲル

内免疫沈降反応（AGID）検査にて陽性でありEBLであ

った症例を発症群（n＝9），AGID検査陽性であるが臨

床的な異常の認められなかった個体を保因群（n＝12），

並びにAGID検査陰性で臨床的に健康であった個体を非

保因群（n＝10）とした．なお，EBL群では，沈衰，食

欲廃絶，起立難渋あるいは起立不能であり，可視粘膜の

蒼白，体表または腹腔内リンパ節の硬結・腫脹など，

EBLの典型的所見が観察された．

採血と血球の測定：供試牛の血液は頸静脈または尾静

脈から採血し，白血球表面抗原及びサイトカイン並びに

細胞傷害因子，抗ウイルス因子のmRNA発現量の解析

に供した．白血球数の測定は全自動血球計数器

（MEKh6450，セルタックα，日本光電工業譁，東京）

により実施した．

末梢血白血球ポピュレーションの解析：白血球表面抗

原の解析は間接蛍光抗体法にて牛の白血球に対する抗体

（VMRD, U.S.A.）を使用して実施した．抗CD3（MM1A），

抗 C D4（C A C T138A），抗 C D8（B A Q111A），抗

WC1hN1（B7A1）及び抗MHC classh蠡（CAT82A），

抗 CD335（MCA2365）（AbD Serotec, U.K.）及び抗

ヒトCD14（MYh4，ベックマン・コールター譁，東京）

を反応後，PBSで洗浄し，二次抗体として（FITC標識

抗マウス IgM抗体，ICN Biomedicals，U.S.A.）及び

（ PE標識抗マウス IgG1抗体， ICN Biomedicals，

U.S.A.）を加え，4℃で30分間反応させ，細胞解析装置

（Cytomics FC500, Beckman Coulter, U.S.A.）で測定

した．成績はこれまでの方法［11］に準じて単核球と顆

粒球を区分，計算して実数値を示した．

real-time PCR解析： real-time PCR解析はこれま

での方法［12］と同様に行った．ヘパリン血から細胞分

離用試薬（リンホセパール蠢，譁免疫生物研究所，群

馬）を用いて単核球を分離し，5×106 個/mlの細胞浮

遊液を10μg/m lの phytohemagglutininhP（PHA,

SIGMA CHEMICAL Co., U.S.A.）を添加した 10％

FCS加 RPMI Medium 1640にて 37℃，5％ CO2 の条

件下で12時間培養した．培養後，分離用試薬（TRIzol

R e a g e n t，インビトロジェン譁，東京）を用いて総

表 1　real-time PCRで利用したプライマーデザイン 

Product LengthGene Accession Number Primer Designation Sequence（5'h3'） 

CCCAGATCATGTTCGAGACC 
GAGGCATACAGGGACAGCAC 

TCAAATTCCGGTGGATGATCT 
CTTCTCTTCCGCTTTCTGAGG 

GGACATCATCAAACCAGACCC 
AGGGAGAAGTAGGAATGCGG 

GAGATCAGCCCGATGAGAATAC 
TTTCCAGCTACGATGTCCTCA 

ACTCCGAGGATGCCAACTTC 
TGTGCACCAGGTGAAAACTGTA 

AGGATCACGCACATTTCAGG 
CAACAGGGGCAGAGTTTTACAA 

CCTACAAGTGCACAGGTGACAAC 
CTCTACGCTTCCACGGGAGA

Forward 
Reverse

Forward 
Reverse

Forward 
Reverse

Forward 
Reverse

Forward 
Reverse

Forward 
Reverse

Forward 
Reverse

76 
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mRNAを抽出し，キット（GoScript TM Reverse Transcrip-

tase, Promega Corp, U.S.A.）を用いて逆転写反応を行

った．合成した cDNAをReal-time PCR試薬（SYBR 獏

Green PCR Master Mix, Applied Biosystems,

U.S.A.）を用いて定量PCRに供した．使用したプライ

マーのデザインは表 1に示した．PCR（Step One

PlusTM Real Time PCR System, Applied Biosystems,

U.S.A.）により得られた測定値は以下の計算式を用いて

標準化したのち，各解析項目ごとにすべての数値の最小

値を用いて除し，Log変換による補正を行った．

サイトカインmRNA発現量＝

2 （^－（対象mRNAの⊿CT値－βactinの⊿CT値））

統計：各測定値の統計・推計学的比較は，平均値及び

標準偏差で表示し，Bonferroni法により多重比較を行

い，5％以下の危険率で有意な差とした．

成　　　　　績

発症群の単核球数は非保因群に比べて有意に高かっ

た．単核球，CD3＋細胞数，CD4＋細胞数，CD8＋細胞数

及びCD335＋細胞数には3群間において有意な差は見ら

れなかった．CD14＋細胞数は発症群，保因群，非保因

群の順に高い傾向にあり，発症群と保因群との間には有

意な差が認められた．発症群のWC1hN1＋T細胞は非保

因群に比べ有意に少なかった．発症群のMHC classh

蠡＋CD14－細胞数は非保因群に比べ有意に高かった．

発症群の IFNhγmRNA発現量は保因群並びに非保因

群に比べ低い傾向にあったものの有意差は認められなか

った．発症群のPf並びにMXh2 mRNA発現量は非保因

群と比較し有意に低かった．ILh12，Gl並びにMXh1

mRNA発現量においては各群間に有意な差を認めなか

った．

考　　　　　察

EBLでは末梢血やリンパ節等にB細胞性の腫瘍性増

殖がみられ［13］，本研究でも発症群のMHC classh蠡＋

CD14－B細胞数が非保因群に比べて高く，黒毛和種に

おいてこれまでの黒毛和種以外でのEBLの報告と同様

にB細胞の増殖が示された．また発症群ではγδT細胞

であるWC1hN1＋T細胞が非保因群に比べて低かった．

γδT細胞はウイルスの初期感染防御を担うとされ［14,

15］，Lundbergら［16］は，無症状のBLV感染牛で

は，γδT細胞がBLVエンベロープを発現している標的

細胞に対して特異的に細胞傷害性の免疫応答を誘導する

ことを報告している．BLV感染しリンパ肉腫を発症し

た羊では，相対的に末梢血γδT細胞の割合が低下する

［17］．本研究の発症群における低γδT細胞数はEBLに

ともなった変化であったものと示唆された．一方，EBL

群並びに保因群では単球であるCD14＋細胞数が非保因

群に比べて有意に高かった．これまでAGID検査陽性の

臨床上健康なホルスタイン種乳牛においてCD14＋細胞

数の上昇が観察されており［17］，本研究ではこの報告

と類似した成績であった．BLVはB細胞だけでなく単

球にも感染するとされているが［18］，BLVの転写はB

細胞にのみ見られることが報告されているため［19］，

本研究におけるCD14＋細胞数の上昇における詳細は不

明であり，今後の研究が必要である．

BLV感染牛への組み換え IFNhγの投与により末梢γ

δT細胞の増加と IgM＋細胞の減少が観察されており

［20］，本研究において発症群の IFNhγmRNA発現反応

が他の2群に比べ低下傾向にあったことは，低γδT細

胞数や高MHC classh蠡＋CD14－細胞数に影響した可能

性がある．またリンパ球増多にあるBLV感染牛では増

多のない個体に比べて IFNhγや ILh12 mRNA発現が低

いことが明らかにされているが［3］，これらのサイトカ

インは保因群に比べリンパ球増多にあったEBL群にお

表 2　末梢血免疫細胞数の比較 

項　目 

単核球 
顆粒球 
CD3＋ 
CD4＋ 
CD8＋ 
CD14＋ 
CD335＋ 
WC1hN1＋ 
MHC classh蠡＋ 

CD14－ 

発症群 

97.20±53.08a 
31.79±14.59 
16.28±8.27 
5.81±3.52 
6.44±2.97 
17.76±6.41a 
2.06±1.99 
2.10±0.80a 

60.68±56.35a

保因群 

36.31±18.02 
63.11±21.22 
9.21±5.74 
4.94±3.25 
20.00±1.16 
7.00±2.25a 

1.38±1.12 
2.53±1.12 
23.22±21.65

非保因群 

37.08±6.68b 
44.52±20.19 
13.30±2.50 
7.90±1.28 
4.27±1.28 
2.85±1.94b 
0.94±0.49 
3.03±0.81b 
13.13±5.08b

平均±標準偏差 
異符号間に 5％未満の有意差あり 
単位は×102/μl

表 3 　末梢血単核球のPHA刺激による各免疫関連因子
の遺伝子発現量の比較 

ILh12 
IFNhγ 
Gl
Pf
MXh1 
MXh2

項　目 

1.65±1.50 
23.36±23.64 
1.85±1.45 
0.76±0.44a 
1.74±2.54 
1.01±1.66a

4.17±3.74 
119.38±74.39 
1.88±0.71 
0.85±0.48 
0.74±0.53 
1.35±1.08

2.04±1.36 
192.56±217.50 
3.21±2.14 
1.76±1.11b 
1.08±1.05 
4.74±3.75b

発症群 保因群 非保因群 

平均±標準誤差 
異符号間に 5％未満の有意差あり 
単位は遺伝子発現量の相対値 
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いて低い傾向にあり，発症群の免疫状態はこれまでの報

告に類似した成績であった．

本研究では発症群における単核球のPf mRNA発現が

非保因群に比べて有意に低かった．同じレトロウイルス

に属するヒトT細胞白血病ウイルス感染症においては，

NK細胞の細胞傷害活性が低下する［21］．IFNhγはキ

ラーT細胞やNK細胞を活性化してPfやGlなどの細胞

傷害因子の産生を誘導する［22, 23］．またMX1は核に

局在しMX2は細胞内に存在するウイルス増殖抑制物質

である［24, 25］．本研究では発症群のMX2遺伝子発現

量が非保因群に比べ低下していたが，レトロウイルスは

細胞質にて転写・複製を行って増殖するため，発症群で

はウイルスが増殖しやすい状態であったかもしれない．

しかしBLV感染におけるMX蛋白の動態に関しては報

告が無く，発症群のMX2遺伝子発現量だけが有意に低

下したメカニズムは不明であり，詳細な研究が必要であ

る．

本研究ではEBLに至った黒毛和種牛において細胞性

免疫機能の低下にあることが示唆され，これまでのBLV

感染における報告と類似した．一方，本研究では黒毛和

種のEBL牛ではPf並びにMX2 遺伝子量が低下してい

ることが明らかとなり，病態の進行に細胞傷害機能並び

に抗ウイルス機能の低下が関与する可能性があった．
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SUMMARY

To clarify the immune status of Japanese Black (JB) cattle infected with bovine leukemia virus (BLV), the
peripheral leukocyte population and immune-related factors were analyzed.  Thirty-two JB cattle were used for
this investigation, and these cattle were divided into three groups: cattle with enzootic bovine leucosis (EBL)
(EBL group, N=9), clinically healthy cattle infected with BLV (Carrier group, N=13), and clinically healthy cat-
tle not infected with BLV (non-Carrier group, N=10).  Leukocytes were analyzed for cell surface antigens as
well as mRNA expressions of cytokines, pertorin, granulysin, MX1 and MX2.  The number of WC1-N1＋T cells
in the EBL group was significantly lower than in the non-Carrier group, but the number of CD14＋cells and MHC
class-蠡＋CD14－ cells in the EBL group was significantly higher than in the non-Carrier group.  The levels of
perforin and MX-2 mRNA in the EBL group were significantly lower than in the non-Carrier group.  These
results suggest that there are decreased peripheral γδT cells in terms of number, and cytotoxic and antivirus
functions might be reduced in JB cattle with EBL.
― Key words : bovine leukemia virus, cytokines, immune-related factors, Japanese Black cattle, leukocyte population.
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