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ここ数年，牛白血病の届出頭数が増加しており，その

多くが牛白血病ウイルス（BLV）感染によるB細胞性リ

ンパ肉腫いわゆる地方病性牛白血病（EBL）と考えられ

ている［1, 2］．加えて，その発見場所は農場段階でなく

食肉検査段階であることも少なくない．そこで，兵庫県

中部における現状の把握を目的に，牛白血病の病態調査

を行った．さらに対策の一助に資するために，発症要因

調査として，癌抑制遺伝子の核内蛋白として知られ多く

の腫瘍で変異を認めるP53 の関与［3h6］，抗病性の低

下を招くとされる牛免疫不全ウイルス（BIV）感染の有

無［7h9］，発症に関与すると考えられる牛主要組織適合

抗原（BoLA）DRB3座の遺伝子型別［10h12］を実施

した．

材 料 及 び 方 法

臨床及び一般血液検査： 2009年7～11月に兵庫県中

部で白血病を発症したホルスタイン種（29～140月齢）

18戸 18例（No. 1，2：農場発見，No. 3h18：食肉検

査センター発見，確定診断は病理組織学的検査による）

について，体表リンパ節の腫大等の外貌検査及び血液中

の白血球数，異型リンパ球の有無を検査した．

病理学的検査：発症牛18例の腫瘍化した臓器につい

て10％リン酸緩衝ホルマリン液で固定，常法により組

織学的検査を行った．HE染色で形態分類を，さらに以

下の免疫染色を実施した．B細胞マーカーとして抗

CD79α抗体（HM57，譁ニチレイ，東京），T細胞マー

カーとして抗CD3抗体（PS1，譁ニチレイ，東京）を用

い，SAB法（ヒストファイン SABhPO，譁ニチレイ，

東京）にて腫瘍細胞の由来を分類した．P53蛋白の検出

は，抗P53抗体（DOh7，譁ニチレイ，東京）を用い，

対照としてホルスタイン種（59～129月齢）の非腫瘍

化リンパ節22戸22例（No. 19h40）について，同様に

兵庫県中部でみられたホルスタイン種における

牛白血病の病態及び発症要因の検討
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要　　　　　約

2009年7～11月に，牛白血病を発症したホルスタイン種18戸18例の病態及び発症要因を調査した．発症牛の外貌

異常は22％，血液中の異型リンパ球出現は56％，腫瘍の形態は全例び漫性大細胞リンパ肉腫，29月齢の1例はT細胞

由来で牛白血病ウイルス（BLV）陰性，45月齢以上の17例はB細胞由来ですべてBLV蠢型陽性であった．免疫染色で

のP53蛋白の検出は，発症牛で29％陽性，未発症牛の0％に対し有意に高かった．牛免疫不全ウイルス（BIV）検出

PCRはすべて陰性であった．牛主要組織適合抗原（BoLA）hDRB3 1501の遺伝子を保有する牛の割合は発症牛で75％

であった．その対立遺伝子頻度は発症牛で41％と，BLV感染未発症高齢牛の22％に対し有意に高かった．以上より，

発症牛の94％がBLV蠢型による地方病性牛白血病（EBL）であった．また，BLV発症にはBIV感染は必ずしも必要で

ないこと，P53蛋白とBoLAhDRB3遺伝子型が，発症に関与する可能性が示唆された．

―キーワード：牛免疫不全ウイルス，牛白血病ウイルス，牛主要組織適合抗原，地方病性牛白血病，P53．
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免疫染色を実施した．

ウイルス学的検査：抗BLV抗体検査は，発症牛18戸

18例及びBoLA遺伝子型別の対照としたホルスタイン

種未発症BLV感染高齢牛（107～153月齢）の血液9戸

39例（No. 41h79）について，BLVのゲル内沈降反応

（AGID）・受身赤血球凝集反応（PHA）を実施した．

BLV検出 PCRは，発症牛 17戸 17例（No. 1h8，

10h18）及びBoLA遺伝子型別の対照牛9戸39例（No.

41h79）の白血球について，市販キット（Q I A a m p

DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, U.S.A.）にてDNAを

抽出後，BLVの env遺伝子 gp51を標的としたプライマ

ーにて［13］，市販キット（PureTaq Ready-to-Go PCR

Beads, GE Healthcare, U.K.）を用い実施した．BLV

遺伝子型別は，得られた PCR産物を3 種の制限酵素

（Bcl蠢，Pvu蠡，Hae蠱）を用い，RFLP法により実施

した［14］．

BIV検出PCRは，同様にDNAを抽出後，pol遺伝子

を標的としたプライマーにて［7］実施した．

BoLA遺伝子型：発症牛16戸 16例（No. 1h8，11h

18），対照としてホルスタイン種のBLV感染未発症高齢

牛（107～153月齢）の9戸39例（No. 41h79）の白血

球にて同様にDNAを抽出，BoLA DRB3遺伝子に対す

るPCRhsequence based typing法［15］にて実施した．

統計解析：P53蛋白の発現の有無並びにBoLA遺伝子

型について，発症牛群と未発症牛群の成績をフィッシャ

ーの正確確立検定を用い解析，P＜0.05を有意な差とし

た．

成　　　　　績

臨床及び一般血液検査：発症牛では体表リンパ節の腫

大等の外貌異常が22％（4/18），白血球増加（13,000/μl

以上）が検査可能であった 56％（9/16）（No. 1h8，

10h15，17，18）（13,400～1,181,000/μl）血液中の異

型リンパ球の出現が検査可能であった57 ％（8/14）

（No. 1h3，6h8，10h13，15h18）（図 1）でみられた．

また，血液中に異型リンパ球のみられた個体の白血球百

分比では，リンパ球の割合は68～99％，リンパ球中の

異型リンパ球の割合は12～92％であった．

病理学的検査：HE染色では全例（18/18）び漫性大

細胞リンパ肉腫に分類された（表1，図2）．免疫染色で

は，CD3陽性のT細胞性リンパ肉腫が6％（1/18）（29月

齢），CD79α陽性のB細胞性リンパ肉腫が94％（17/18）
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表 1　発症牛の病理検査成績 

 No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
 発見場所 農場 農場 食検 食検 食検 食検 食検 食検 食検 

 月　齢 29 45 50 51 62 67 68 78 82 

 増殖性＊ び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 
 大きさ＊＊ 大 大 大 大 大 大 大 大 大 

 CD3（Thcell） + － － － － － － － － 
 CD79（Bhcell） － + + + + + + + + 
 P53＊＊＊ － － － － + － － － +

一般 
染色 

免疫 
染色 

 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
 食検 食検 食検 食検 食検 食検 食検 食検 食検 

 82 82 83 84 90 98 117 128 140 

 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 び漫 
 大 大 大 大 大 大 大 大 大 

 － － － － － － － － － 
 + + + + + + + + + 
 + + － － + － － － － 

＊：び漫性とは，病変部分が限定されず広い範囲に浸潤・増殖している様相． 
＊＊：腫瘍性に増殖しているリンパ球の大きさにより，大中小の 3段階で区分した． 
＊＊＊：発症牛28％（5/18）陽性，対照（No. 19h40）すべて陰性（0/22）で有意差あり（P＜0.05）． 

図1 発症牛の血液塗抹像（症例10）

N/C比の高く，核及び細胞質辺縁が不正な異型リン
パ球（矢頭）がみられる（ヘマカラー染色　×1000）．

図2 発症牛のリンパ節病変（症例16）

び漫性増殖がみられる．挿入図では，大型リンパ細

胞が主体を占める．

（HE染色　×200 挿入図：×1000）



（45～108月齢）であった（表1）．P53蛋白は，B細胞

性リンパ肉腫の29％（5/17）で検出，対照の未発症牛

の0％（0/22）に対し有意差を認めた（P＜0.05，フィ

ッシャーの正確確立検定）（表1）．

ウイルス学的検査：BLV抗体検査は，T細胞性リン

パ肉腫の1例（No. 1）はAGID試験陰性であったが，B

細胞性リンパ肉腫は検査が可能であった全例でAGID試

験（15/15）（No. 2h8，10h15，17，18），PHA試験

（16/16）（No. 3h18）陽性であった．BLV検出PCRは，

T細胞性リンパ肉腫の1例は陰性であったが，B細胞性

リンパ肉腫は検査が可能であった全例（16/16）（No.

2h8，10h18）陽性，遺伝子型は，全例（16/16）蠢型だ

った（表2，図3）．BoLA遺伝子型別の対照とした，未

発症高齢牛は，BLV検出PCRは，全例（39/39）陽性，

遺伝子型は，判定のできなかった1例（No. 69）を除き

全例（38/38）（No. 41h68，70h79）蠢型であった（表

2）．BIV検出PCRは発症牛（0/18）及びBLV感染未発

症高齢牛（0/39）ともにすべて陰性であった（表2）．

BoLA遺伝子型：発症牛では，結果の得られた75％

（12/16）が1501対立遺伝子をホモかヘテロの組み合わ

富田啓介　中条正樹　加茂前優花　他
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図3 BLVのRFLP解析結果（症例4）
Bcl蠢により225bp，220bp（非常に近い分子量のた
め重なってみえる），Pvu蠡により444bp，Hae蠱に
より220bp，100bp及び85bpに切断され蠢型に分類
される．

表 2　ウイルス検査成績 

 　　腫瘍由来 T B －    （17/17） 

 BLV抗体検査 
　　AGID陽性率 0 ％ 100 ％ 56 ％ 

  （0/1） （15/15） （22/39） 
　　PHA陽性率 NT 100 ％ 74 ％ 

   （16/16） （29/39） 
 BLV抗原検査 
　　PCR陽性率 0 ％ 100 ％ 100 ％ 

  （0/1） （16/16） （39/39） 
 　　遺伝子蠢型 NT 100 ％ 100 ％ 
   （16/16） （38/38） 
 BIV抗原検査 
　　PCR陽性率 0 ％ 0 ％ 0 ％ 

  （0/1） （0/16） （0/39） 

NT：未実施 

 No. 1 2～18 41～79 
 月齢 29 45～140 107～153

表 3 　発症牛並びに BLV感染未発症高齢牛の個体別の BoLAhDRB3 遺伝子型成績 

白血病発症牛 BLV感染未発症高齢牛 BLV感染未発症高齢牛 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18

T
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B

 29 1501 0101 
 45 14011 0101 
 50 1501 0101 
 51 251 1501 
 62 1501 1501 
 67 1101 1501 
 68 1101 1501 
 78 1501 2703 
 82 
 82 
 82 1201 1501 
 83 1501 101 
 84 1501 2703 
 90 14011 2703 
 98 1001 14011 
 117 1501 2703 
 128 1001 1001 
 140 1101 1501

 41 110 1501 2703 
 42 127 1501 1501 
 43 112 1001 14011 
 44 115 14011 1501 
 45 114 0201 2703 
 46 115 0701 0101 
 47 116 1101 2703 
 48 116 0701 20012 
 49 119 1101 1501 
 50 129 0201 2703 
 51 134 1201 2703 
 52 131 1201 1501 
 53 134 0902 1701 
 54 135 1201 2703 
 55 153 0601 902 
 56 114 0101 0101 
 57 141 1201 1501 
 58 122 1201 1101 
 59 124 1101 0101 
 60 144 1201 0101

 61 109 1501 0101 
 62 107 1201 1101 
 63 108 0101 0101 
 64 135 2703 0101 
 65 116 14011 0101 
 66 135 1201 1501 
 67 127 1001 0201 
 68 114 1101 1501 
 69 107 1101 1501 
 70 131 2703 0101 
 71 124 1001 1801 
 72 124 1101 14011 
 73 118 0201 1501 
 74 111 1201 1101 
 75 109 0902 1501 
 76 107 1001 1501 
 77 122 1501 1501 
 78 108 1101 2703 
 79 124 1101 1501

遺伝子型 月齢 No.遺伝子型 月齢 No.遺伝子型 月齢 No. 腫瘍由来 

NT：未実施　　＊：遺伝子増幅されず 

NT
＊ 



せで保有していた（表3）．発症牛と未発症牛のBoLAh

DRB3対立遺伝子ごとの出現頻度の比較では，発症牛で

の1501 の出現頻度は41％と，BLV感染未発症高齢牛

の22％に対し有意に高かった（P＜0.05，フィッシャ

ーの正確確立検定）（表4）．

考　　　　　察

兵庫県中部における牛白血病の病態調査では，発症牛

の外貌異常は22 ％，血液中の異型リンパ球の出現は

57 ％と，臨床検査では異常を示さない例が存在した．

血中リンパ球増多症を示さない非白血性白血病の存在や

［16］，体表リンパ節の腫大や血液検査異常を認めない例

があるとの報告に合致し［17］，生前診断が困難な例が，

食肉検査段階で摘発されているものと推察された．生前

診断の一助として，坂本ら［18］は発症牛において血清

チミジンキナーゼ値の上昇を応用している．また，宗村

ら［19］は，BLV感染牛の血液では，EBL発症牛と比

較し，リアルタイムPCRを用いたBLV遺伝子のコピー

数に有意差は認めなかったものの，中央値はEBL発症

牛のものと比べて低い傾向が認められたとしている．今

後，本研究においても，これらについても検討が必要で

ある．

腫瘍の形態は，T細胞性リンパ肉腫が29月齢の1例で

BLV陰性，B細胞性リンパ肉腫が45～140月齢の17例

ですべてBLV陽性であった．これより今回の牛白血病

の94％がEBLであることが判明した．

BLVの遺伝子型はすべて蠢型であった．Asfawら

［20］は，日本では蠢型が48.3％，蠱型が32.7％，南ら

［21］は石川県では蠢型が86.5％蠱型が4.1％と報告し

ている．当地域も石川県同様，蠢型が主流であることが

明らかになった．今回の成績では全例が蠢型であったた

め，BLV遺伝子型による発症差の比較はできなかった．

免疫染色による P53 蛋白の検出は，EBL発症牛で

29％（5/17）陽性，未発症牛に対し有意差を認めた．

P53蛋白には，野生型と変異型があり，変異型のみ核内

に長期に蓄積されるため，免疫染色では，変異型P53蛋

白を検出することになる［5］．BLV性リンパ肉腫細胞

において，P53遺伝子の変異が50～66％でみられ，こ

れが発症に関与しているとの報告［3, 4］がある．今回

は変異型P53蛋白の検出であるが，これらの報告を裏付

けるものであった．さらにヒトでは血液中P53抗体の検

出は，変異型P53蛋白の検出に有効とされており［6］，

同様に牛白血病の発症の生前診断に応用可能と思われ

る．

BIV検出PCRはすべて（0/18）陰性であった．BIV

感染による免疫系変化による抗病性の低下や［8］，BLV

発症農家でのBIV感染例［9］の報告があるが，BLVの

発症には必ずしもBIVの感染は必要でないことが確認

できた．

BoLA遺伝子型は，発症牛の75％（12/16）で1501

を保有，その出現頻度は40.6％と，BLV感染未発症高

齢牛に対し有意に高かった（P＜0 .05）．BoLA遺伝子

型が白血病発症に関わっているとの報告や［10h12］，

BoLA 1501型は有意に高くプロウイルス量の増加へ導

くとの［12］報告がある．一方，未発症牛でのBoLA

1501型の割合は21.8％，ホモで持ちながら129月齢ま

で健康に生存している例もある．今後はより精度を増す

ために，サンプリングの地域を広げ，さらに例数を増や

した調査が必要である．

以上より，今回の発症例の94 ％はBLV蠢型による

EBLであった．また，BLVの発症には必ずしもBIVの

感染は必要でないこと，P53蛋白の変異とBoLA遺伝子

型の相違が，発症に何らかの役割を担っている可能性が

示唆された．

EBL対策の第一選択肢は，BLVの清浄化である．一

方，BoLA遺伝子型情報などを活用した発症リスク低減

策も活用したいと考える．
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Investigation into the Conditions and Factors Associated with the Onset 
of Bovine Leukosis in Holstein Cows in Middle Hyogo Prefecture
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Kyoya URAMOTO, Shinnosuke TAKESHIMA and Yoko AIDA

＊Himeji Livestock Hygiene Service Center of Hyogo Prefecture, 2h10h16 Taderahigashi, Himeji,
670h0081, Japan

SUMMARY

We investigated the conditions and factors associated with the onset of bovine leukosis in 18 Holstein cows
from July to November 2009.  Physical examinations revealed abnormalities in 22% cows, while blood tests
revealed abnormal lymphocytes in the peripheral blood of 57% cows.  Histological examinations revealed dif-
fuse, large cell lymphosarcoma in all cows.  Thcell lymphoma was detected in a 29-month-old cow without bovine
leukemia virus (BLV) infection, while Bhcell lymphoma was observed in the remaining 17 cows aged ≥45
months with BLV genotype蠢.  Immunohistochemical examinations detected p53 proteins in 29% of leukemic
cows with a significant difference compared with that in the control.  PCR analysis did not detect bovine immun-
odeficiency virus (BIV) in any cow.  Bovine leukocyte antigen (BoLA) DRB3 allele 1501 was detected in 75% of
leukemic cows; allelic frequency was 41% and there was a significant difference compared with that in the con-
trol.  These findings suggest that nearly all cases of bovine leukosis in this study were enzootic bovine leuko-
sis with BLV genotype蠢, that onset of bovine leukosis does not necessarily require BIV infection, and that p53
and BoLAhDRB3 alleles play some role in the onset of bovine leukosis.
― Key words : Bovine immunodeficiency virus, Bovine leukemia virus, Bovine leukocyte antigen, Enzootic bovine leuko-
sis, p53.
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