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牛白血病は，bovine leukemia virus（以下「BLV」）

により引き起こされる地方病性牛白血病（enzoo t i c

bovine leukosis，以下「EBL」）と散発型（子牛型，胸

腺型，皮膚型）に大別される．現在のところ，本疾患に

対する有効な予防法や治療法は存在せず，と畜場に搬入

され牛白血病と診断された場合は全部廃棄となるため，

畜産農家や酪農農家にとって経済的損失は甚大である．

本邦ではEBLの発生率が増加傾向にあり［1］，EBL

の診断と疫学的解析が重要である．PCRhRestriction

Fragment Length Polymorphism（RFLP）法は EBL

の遺伝子型別の解析に有効な手段であり，近年各都道府

県で本法を利用した遺伝子型別の解析が進んでいる．こ

れまで，多くの都道府県で流行しているBLVの遺伝子

型が1型あるいは3型であることが明らかになっている

［2, 3］．しかしながら，山形県内で流行しているBLVの

遺伝子型については，いまだ調査されておらず，他の都

道府県のBLVの遺伝子型との疫学的関連性についても

わかっていない．そこで，本研究では，PCRhRFLP法

を用いて近年山形県で流行しているBLVの遺伝子型を

調査し，遺伝子型と発症牛の飼養履歴，遺伝子型と腫瘍

発生部位との相関性並びに腫瘍細胞の由来について調べ

た．

材 料 及 び 方 法

症例：検索対象は2009 年 4月～2011 年 12 月まで，

当所所管と畜場に搬入され，牛白血病と診断された13

頭（雌12頭，去勢雄1頭）である．月齢は21～177カ

月齢，13頭中8頭は牛白血病以外に諸疾患を併発して

いた（表1）．

一般検査：発症牛13頭の末梢血及び腫瘍組織の塗沫

標本についてギムザ染色を施した．また，寒天ゲル内沈

降反応及びnestedhPCR法を用いてBLVの感染の有無

を調べた．

PCR–RFLP法によるBLVの遺伝子型別：発症牛13

頭中9頭については，腫瘍組織から抽出したDNAを用

いたPCRhRFLP法を実施し，残り4頭についてはパラ

フィン包埋切片からDNAの抽出を試みた．市販のDNA

抽出キット（QIAamp DNA mini Kit，譁キアゲン，東

京）を用い，説明書に従い全DNAを抽出した．また，

パラフィン包埋切片からのDNAの抽出は市販の抽出剤

（Takara DEXPAT，タカラバイオ譁，滋賀）とHuijis-

mansら［5］の方法を併用して実施した．抽出した

DNAはFencherら［4］のプライマー設計に基づいて，

95℃ 5分（1回），94℃ 30秒（35回），52℃ 30秒（35
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回），72℃ 1分（35回），72℃ 7分（1回）の反応条件

でEBLのプロウイルスを検出するnestedhPCRを行っ

た．次に，プロウイルスの env遺伝子gp51領域の一部

である444bpの増幅産物を得た後，増幅産物を制限酵

素 Bcl ，Hae ，Pvu （Roche Diagnostics, Ger-

many）で37℃，1晩反応させた．制限酵素処理後，ポ

リアクリルアミドゲル（ehPAGEL，EhT12.5L，アトー

譁，東京）を用いて切断パターンを電気泳動で確認し

た．最後に，Licursiら［3］の報告に従って遺伝子型を

決定した．

遺伝子型と飼育履歴：発症牛の飼育管理簿から，出生

地及び飼育地を確認し，その地域で流行しているBLV

の遺伝子型を調査した．また，各都道府県で明らかにな

っているBLV遺伝子型と地域特異性について確認した．

遺伝子型と腫瘍形成部位：と畜検査記録を基に，発症

牛における腫瘍形成部位と遺伝子型との相関性について

調べた．

病理学的検索：発症牛13頭の腫瘍組織の一部を用い

て，定法に従いパラフィン包埋後ヘマトキシリン・エオ

ジン染色切片を作製し，病理組織学的検索に供した．さ

らに，連続切片を用いて免疫組織化学的手法を用いて腫

瘍細胞の由来について検討した．一次抗体として，抗

CD3（T細胞マーカー，ダコ・ジャパン譁，東京），抗

CD20（B細胞マーカー，Spring Bioscience，Fre-

m o n t，U . S . A .）及び抗 C D79α（B細胞マーカー，

Thermo，U.S.A.）抗体を使用した．

成　　　　　績

一般検査：発症牛の末梢血及び腫瘍組織のギムザ染色
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表 2 　発症牛13頭の腫瘍形成部位，腫瘍細胞の由来及
び遺伝子型の一覧 

体表リンパ節：浅頸，耳下，咽頭，腸骨下，下顎，乳房，
鼠径リンパ節のいずれかが腫瘍化． 

内臓リンパ節：縦隔，気管支，胃，腸間膜，パイエル板，
肝門，腎門リンパ節のいずれかが腫瘍化． 

体幹リンパ節：内外腸骨，肋間，膝窩，腋窩，前・後胸
骨リンパ節のいずれかが腫瘍化． 

NT：実施せず． 

腫瘍形成部位 品種 Nos. 腫瘍 
由来 

遺伝 
子型 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 
9 
10 

11 
12 

13 
 

JB 
 

JB 
 
 
 

JB 
 
 

JB 
 

JB 
 
 

JB 
 

Hol 
 

JB 
F1 
JB 
 
 

F1 
Hol 
 

Hol

リンパ節（体表，内臓，体幹），
心臓，第 4胃，後肢筋肉 
リンパ節（体表，内臓，体幹），
胸膜，心臓，腎臓，第 1，3，4
胃，大腸，腹膜，大網，子宮，
膀胱 
リンパ節（体表，内臓，体幹），
胸膜，心臓，第 3，4胃，小腸，
腰椎椎間板 
リンパ節（体表，体幹），第 4胃，
子宮，膀胱，副腎 
リンパ節（体表，内臓，体幹），
頸部筋肉，横隔膜，第 1～4胃，
小腸，大腸，副腎 
リンパ節（体表，内臓，体幹），
心臓，肝臓，脾臓，子宮 
リンパ節（内臓），心臓，肝臓，
第 4胃，大網 
リンパ節（体表，体幹） 
リンパ節（体表，内臓），腎臓 
リンパ節（体表，内臓，体幹），
心臓，脾臓，第 1～4胃，小腸，
大腸，子宮，膀胱 
リンパ節（体幹），子宮 
リンパ節（体表，内臓，体幹），
心臓，第 4胃，子宮，膀胱 
リンパ節（体表，内臓，体幹），
頸部筋肉，横隔膜，心臓，腹膜，
腎臓，第 4胃，膀胱 

B細胞 

B細胞 

B細胞 

B細胞 

B細胞 

B細胞 

B細胞 

T細胞 
B細胞 
B細胞 

B細胞 
B細胞 

B細胞 
 
 

1 型 

NT 

1 型 

NT 

NT 

3 型 

NT 

1 型 
1 型 
3 型 

1 型 
1 型 

1 型 
 

1

1

3

3，5

2＋3，3

1

1，3

1–3，3＋4

1，3

1
1
1

1，3，4

2＋3，3

1，5

1，3，5

1–3，5

13

1，2，6

図1 本邦におけるBLVの遺伝子型の地域分布図
全国的に1型及び3型の流行が最も多く認められる．

表 1　調査に供した 13頭の品種，性別，月齢，出生地，
飼育地及び諸疾患名 

 1 JB 雌 31 宮城県 山形県 病畜 
 2 JB 雄 21 山形県 山形県 病畜    （去勢） 
 3 JB 雌 177 不　明 山形県 一般 
 4 JB 雌 30 沖縄県 山形県 一般 
 5 JB 雌 104 不　明 山形県 病畜 
 6 JB 雌 37 宮城県 山形県 病畜 
 7 Hol 雌 136 不　明 山形県 病畜 
 8 JB 雌 33 栃木県 山形県 一般 
 9 F1 雌 33 北海道 北海道 一般 
 10 JB 雌 79 栃木県 山形県 病畜 
 11 F1 雌 35 北海道 北海道 一般 

 12 Hol 雌 77 山形県 山形県 病畜  
 13 Hol 雌 65 北海道 山形県 病畜 

股関節脱臼 

腰椎骨折  
 
 
肺　炎 
肝　炎 
第 4 胃潰瘍 
 
 
腸閉塞 
 
創傷性心内
膜炎 
放線菌症 

 Nos. 品種 性別 月齢 出生地 飼育地 区分 病名 

JB：黒毛和種，Hol：ホルスタイン，F1：交雑種， 
病名：白血病以外の諸疾患名を表す． 



では，異型リンパ球が多数観察された．寒天ゲル内沈降

反応では抗BLV抗体陽性を示し，nestedhPCR法では

BLVの遺伝子が検出された．この時点で発症牛のすべ

てがBLVに罹患していることが判明した．

PCR–RFLP法による遺伝子型別：パラフィン包埋切

片からDNAの抽出を試みた4頭では，nestedhPCR法

で遺伝子の増幅が認められなかったため，これ以降の遺

伝子型別は実施できなかった．遺伝子型別が実施された

9頭中7頭では，Bcl 制限酵素にて225bpと220bp，I

Hae で220bp，100bp及び85bp領域で切断されたが，

Pvu では切断されなかった．このことより，7頭が

BLV1 型に感染していると判断した．残り2 頭では，

Bcl で220bp，120bp，105bp，Hae で285bp及び

95bp領域で切断されたが，Pvu では切断されなかっ

たため，この2頭はBLV3型に感染していると判断され

た（表2）．

飼育履歴と遺伝子型：発症牛の中で6頭は，若齢（10

～11カ月齢）で北海道，宮城県，栃木県及び沖縄県か

II
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III
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図2 心臓（No. 10）
2A：心筋線維の間に好塩基性の腫瘍細胞が多数浸潤増殖している．（HE染色　Bar＝500μm）
2B：腫瘍細胞は単調なリンパ球から構成され，大小不同の類円形核と僅かな細胞質を有する．（HE染色 Bar＝50μm）
2C：心筋線維の間に抗CD20抗体陽性細胞がび漫性に観察される．（免疫染色　CD20 Bar＝500μm）
2D：腫瘍細胞の細胞質が強陽性を示す．（免疫染色　CD20 Bar＝50μm）
2E：腫瘍細胞は抗CD3抗体ではほとんど陰性を示す．（免疫染色　CD3 Bar＝500μm）
2F：僅かな腫瘍細胞が抗CD3抗体陽性（矢印）を示す．（免疫染色　CD3 Bar＝50μm）



ら山形県に導入されていた（表1）．これらの地域では過

去に1型（北海道，栃木県，沖縄県），2型（宮城県，栃

木県），3型（宮城県），6型（栃木県）の遺伝子型がそ

れぞれ報告されている（図1）が，遺伝子型と地域特異

性は見出せなかった．

遺伝子型と腫瘍形成部位：腫瘍は体幹リンパ装置と子

宮に限局するものから，全身諸臓器に多発性に分布する

ものまで多様であったが，浅頸リンパ節，腸間膜リンパ

節，内・外腸骨リンパ節，心臓，第3胃及び第4胃が好

発部位であった（表2）．なお，遺伝子型と腫瘍形成部位

との相関性は認められなかった．

病理学的検索：いずれの腫瘍も単調なリンパ球から構

成されていた．腫瘍細胞は大小不同，核膜不整な異型核

と僅かな細胞質を有し，時折核分裂像が観察された．免

疫組織学的検索では，13頭中12頭の腫瘍細胞がB細胞

のマーカー（CD20，CD79α）にび漫性に陽性（図2，

表2）を示し，残り1頭はT細胞のマーカー（CD3）に

び漫性に陽性（図3）を示した．

考　　　　　察

今回の調査の結果，山形県におけるEBL発症牛の大

半がBLV1型もしくは3型に感染しており，これらのウ

イルスがEBL発症のおもな原因になっている可能性が

示された．しかしながら，BLVの山形県内への侵入経

路や地域特異性については特定できなかった．その理由

として，県外から導入された発症牛は移行抗体が消失し

た時期に導入されていること，また発症牛の多くが少な

くとも1年以上にわたって県内で飼育されていることが

あげられる．今後，BLVの侵入経路を明らかにするた

めには，PCRhRFLP法に比較し，より解析感度の高い

塩基配列を基にした系統樹解析［6h9］などが必要と思

われる．

本邦におけるBLVの遺伝子型は地域によって異なる

が，これまで1型もしくは3型が最も多く，次に2型，4

型，5型が報告されている［2, 3］．また，複数の遺伝子

型が同じ地域で混在する場合も存在する．今回の山形県

の調査では，1型が大半を占めており，同じ遺伝子型で

あっても腫瘍形成部位は一致しなかった．このことか

ら，BLVの遺伝子型の違いが腫瘍の形成部位を規定す

る可能性は低いと思われる．この点については，今後症

例数を増やしさらなる検証が必要と思われる．また，腫

瘍の好発部位については，過去のEBLの報告例と類似

し，リンパ装置を始め，心臓，第3胃，第4胃，子宮な

ど多臓器性に形成されていた．しかし，1例（No. 8）で

は体表及び体幹リンパ節に限局していた．この症例の腫

瘍細胞は他の12例とは異なり，T細胞由来であること

が判明した．このことから，比較的若齢牛では，BLV1

型を保因していてもEBLを発症しない可能性が示唆さ

れた．また，EBL以外の散発型牛白血病には，子牛型，

胸腺型，皮膚型が含まれるが，この症例はいずれの分類

にも該当しない非定型牛白血病である可能性が疑われ

た．本事例の検索結果より，EBLを最終診断するため

には，遺伝子型別の検索の他に，腫瘍細胞のマーカーを

用いた免疫組織学的手法の併用が必要と思われる．

今回の調査はEBL発症牛のみであるが，今後は現在

飼育されている未発症牛を対象にBLVの感染状況を調

査し，感染牛を順次淘汰していくことがEBLの発生拡
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図3 浅頸リンパ節（No. 8）
3A：腫瘍細胞は単調なリンパ球から構成され，大小

不同の類円形核と僅かな細胞質を有し，時折核

分裂像（矢印）が観察される．

（HE染色　Bar＝50μm）
3B：腫瘍細胞は抗CD3抗体にび漫性に陽性を示す．
（免疫染色　CD3 Bar＝50μm）

3C：一方，抗CD79α抗体には少数の細胞が陽性（矢
印）を示す．

（免疫染色　CD79α Bar＝50μm）



大防止に最も有効な手段である思われる．これには食肉

衛生検査所のみならず，他の行政機関や産業界との連携

が必須であり，EBLの清浄化に向けて各機関のさらな

る協力態勢が肝要であると考える．

最後に，本調査の実施に当たり，ご理解とご協力をいただいた

山形県内陸食肉衛生検査所の所員の皆様と関係各位に深謝する．
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Genotyping of Bovine Leukemia Virus Circulating in Yamagata Prefecture 
and Pathological Study

Asuka SUTO＊, Ryuji IWATA and Chun-Ho PARK†
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SUMMARY

From 2009 to 2011, we genotyped the proviral DNA of bovine leukemia virus (BLV) extracted from the tumor
tissue of bovine leukemia (BL) cases in Yamagata prefecture using the PCRhRFLP method.  We also confirmed
the origin of tumor cells by immunohistochemistry.  The results of these studies indicate that most BL cases
featured BLV genotypes 1 or 3, and that the tumors of 12 of 13 cases originated from B cells.  Based on the
present study, it is suggested that BLV genotype 1 or 3 is linked to enzootic bovine leukosis in Yamagata pre-
fecture. ― Key words : Bovine leukemia virus, genotype, PCRhRFLP.
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