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略語一覧  

 

AGID ゲル内沈降反応（ agar gel immunodiffusion）  

BLV   牛白血病ウイルス（ bovine leukemia virus）  

EBL   地方病性牛白血病（ enzootic bovine leukosis）  

EDTA エチレンジアミン四酢酸（ ethylene-diamine-tetra-acetic acid）  

ELISA エライサ（ enzyme-linked immune sorbent assay）  

HE ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin-Eosin）  

PCR  ポリメラーゼ連鎖反応（ polymerase chain reaction）  

PHA 受身赤血球凝集反応（ passive hemagglutination）  

qPCR 定量 PCR（quantitative polymerase chain reaction）  
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緒  言  

 

牛白血病は，牛白血病ウイルス（ bovine  leukemia  v i rus，  BLV）の関与

する地方病性牛白血病（ enzoo t i c  bovine  l eukos is，  EBL）と BLV の関与し

ない散発性牛白血病に大別される (44 )。  

牛白血病に関しての初めての学術的な所見記録は 1871 年まで遡る。

Leiser ing (54 )は末梢血の白血化を起こした牛の脾臓に黄色結節が認められ

たと記載している。しかし，牛白血病の病因論についての研究が活発化した

のは 20 世紀半ばになってからであった。 1950 年代以降，ヨーロッパにおい

て牛白血病の発生報告が相次ぎ (6，  32，  78 )， 1966 年には B endixen (8 )が

長年にわたるデンマークでの発生状況調査から，牛白血病の多くは地方病的

に発生するものであり，それとは別に，子牛型や皮膚型といったものが散発

的に発生していると報告している。さらに B endixen (8 )は，地方病的に発生

する牛白血病には，血統あるいは飼養管理面での違いは影響していないこと，

繁殖牛売買に伴う移動により本疾病が拡がることなどを示し，牛白血病の原

因としてウイルスなどの感染性因子を強く推察していたが，これは証明に至

らなかった。その後， 1969 年に Mil le r ら (60 )は牛のリンパ肉腫由来リンパ

球およびそれを接種した牛などから C -type  v i rus に似たウイルス様粒子を回

収し，1972 年にはこのウイルス様粒子を接種した牛において同様の粒子が回

収されることおよび持続性リンパ球増多が起こることを確認し，EBL の原因

がウイルスであることを証明した (61 )。  

BLV はレトロウイルス科オルソレトロウイルス亜科デルタレトロウイル

ス属に属する一本鎖 RNA ウイルスで，プロウイルスゲノムに約 8，700 の塩

基を持つ (91 )。粒子の直径は 100～ 120 nm でエンベロープを有し，正二十面
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体構造をとる (図 1 )。 BLV はゲノム構造，プロウイルスの塩基配列などから

ヒト T リンパ球向性ウイルス 1 型（ Human  T–lymphotrop i c  v i rus  typ e1，  

HTLV -1），同 2 型（ Human T– lymphotrop ic  v i ru s  typ e2，  HTLV -2）およ

びサルリンパ球向性ウイルス 1 型 (Simian  T‒ lymphotrop ic  v i rus  type1，  

STLV -1 )と近縁とされる (20，  24 )。 BLV 遺伝子の両端には l ong  termina l  

rep eat  (LTR )領域があり，遺伝子中にはウイルス合成に必須である gag，p ol，

env の 3 種類の遺伝子を持つ  ( 21， 89， 90 )  (図 2 )。 gag 遺伝子はコアタンパ

ク質を， pol 遺伝子は逆転写酵素を， env 遺伝子はウイルスエンベロープを

それぞれコードする (24 )。また，エンベロープ領域と 3 ’LTR の間には X 領域

があり，ここには Tax， R ex， R3 および G4 の非構造タンパク質をコードす

る領域がある。  

BLV 粒子中には RNA が二量体として存在し，主要な構造タンパク質とし

てカプシドを構成する CA タンパク質（ p24），ヌクレオカプシドを構成する

NC(p 12 )があり (図 1 )，このうち p24 は感染牛に対して強い免疫原性を示す

(19 )。また，逆転写に関与する RT およびウイルスゲノムのインテグレーシ

ョンに関与する IN といった酵素タンパク質がカプシド中に存在する。マト

リックスタンパク質 MA (p 15 )はカプシドとエンベロープの脂質層の間にあ

り，エンベロープ中には SU(gp 51 )および TM(gp 30 )の二種類の糖たんぱく質

が見いだされている。gp51 は宿主に強い免疫を誘導することから診断に有用

である。 X 領域に存在する遺伝子のうち Tax および Rex は同一の R NA の異

なるフレームにコードされており，Tax はウイルス遺伝子の転写活性を有し，

Rex は転写後の調整因子である (24， 113 )。  

本ウイルスは宿主のリンパ球，単球・マクロファージ系の細胞に感染し

（ 111），感染した動物では，ウイルスは排除されることなく生涯持続感染
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を続ける。牛は本ウイルスの自然宿主であるが (31 )，羊，水牛においても感

染が起こる  ( 11， 56 )。また，実験的には山羊  ( 79 )，豚 (55 )，ウサギ  ( 80，

112 )，チンパンジー (105 )など多くの動物種において感染が認められている。

BLV が HTLV -1 および HTLV -2 と近縁であること (20，24 )，ヒトの血清中に

BLV に対する抗体が高率に見つかったとの報告 (10 )があることから，ヒトへ

の本ウイルスの感染について危惧する意見もあるが，現在までに BLV がヒト

に感染するという証明はなされていない。  

牛では，本ウイルスに感染しても約 70%は臨床上症状を示さない無症状キ

ャリアーとなる (88 )。感染牛の約 3 分の 1 程度が持続性リンパ球増多症

（ Pers i s tent  l ymphocytos i s，  PL）となるが， PL 牛でも末梢血の B リンパ

球が増加すること以外には臨床的な異常を示すことはない。ごく一部の牛が

年余を経て EBL を発症する。 EBL が成牛型牛白血病と称されることもある

ように，好発年齢は 4～ 5 歳 (11，  27 )あるいは 5～ 8 歳 (81 )とされる。発症前

に PL を示していたものは 3 分の 2 程度であり， EBL 発症に PL は必ずしも

必要な条件ではない (11， 94 )。また，BLV 感染牛のうちどの程度の割合の個

体が EBL まで進行するかについては，  1%以下  ( 66 )， 5～ 10%(87 )， 5%未満

（ 114）などとされ，文献により多少の差があるが，いずれにせよ発症に至

る牛は数 %程度と考えられる。  

BLV は，ウイルスに感染したリンパ球を含む血液や乳汁を介して水平 伝播

する  ( 44 )。このため，除角，直腸検査，注射針など器具の使い回しといった

人為的な処置や吸血昆虫が感染源となりうる  ( 35，  75，  84 )。また，垂直

伝播もあるが，子宮内感染が起こる確率は４～ 18%程度である  ( 25， 53，85 )。

しかし，母牛が PL 牛である場合は感染リスクが高まる  ( 2 )。精液や卵子を

介した感染も考えられているが，大橋ら (82 )は，BLV 感染牛の卵巣から回収
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した卵子および BLV 感染妊娠牛の胎子血液からの BLV 遺伝子の検出を試み

たが，いずれからも検出されなかったことから，卵子を介しての垂直感染の

可能性は低いと考えられる。また，ウイルスに汚染された乳により感染が拡

大する可能性があることが指摘されているが (35 )， Ferrer ら (26，  28，  29 )

は BLV 感染母牛からの乳給与を行うグループと行わないグループについて

子牛の BLV 感染率を比較した結果，乳汁感染の可能性は接触感染に比較し少

ないとしている。初乳中の移行抗体の存在は，摂取子牛の感染に対して予防

的に働くとされる ( 5 2， 106 )。 BLV 感染に関与する様々な飼養要因が考えら

れているが，近年の日本においては，「つなぎ飼いではない」こと，「除角

を実施する」こと，「夏季にアブが非常に多い」ことが感染伝播リスク要因

であり，反対に「初乳給与」は感染率を抑える要因であることが示唆されて

いる  ( 46 )。  

BLV 感染牛は臨床的な著変を示さないが，乳牛では泌乳量の減少，乳脂肪

率の低下などを引き起こすとされ  ( 9 ,  17 )， BLV 感染によりもたらされた経

済損失は米国において年間 4 ,200 万ドル (17 )あるいは 5 億 2 ,500 万ドルと見

積もられている  ( 83 )。一方で， BLV 感染と非感染牛の間に乳量や乳脂肪率

の違いはないとする報告  ( 34， 36 ,  39 )および PL 牛では乳量が増加するとい

う報告もある  ( 110 )  。このように， BLV 感染による乳牛の生産性の低下に

ついては結論が出ていないが，予防プログラム導入や感染牛の淘汰や更新回

数の増加，商取引上の制限などから，B LV 感染は生産者側に経済的な負担を

もたらす。 Rhodes ら (87 )は， 100 頭規模の乳牛農場で BLV 陽性率が 50%の

場合では，感染予防のコストに年間 6 ,406 ドル，検査や飼養管理などに必要

な費用として 1 ,765 ドルがかかると見積もっている。また，BLV 高率感染農

場では，消化器，代謝性疾患の発生件数が多くなることも示されている  ( 41 )。 
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BLV の起源はヨーロッパ，より限定的にはバルト海沿岸の現在のリトアニ

ア付近とされ (93 )，牛の輸出の活発化により，過去 500 年の間にヨーロッパ

から世界各国に広まった (20 )。ヨーロッパにおいては，かつて EBL の発生報

告が相次いでいたものの，摘発淘汰を主体とする政府主導のコントロール策

が成功し清浄化に成功した国も多い  ( 1，  45， 72 )。欧州委員会は， 2013 年

12 月 31 日現在，西欧および北欧の大多数は EBL 清浄国であると宣言してい

る (図 3 ) (23 )。しかし，イタリアの一部地域や東欧の多くの国は未だ EBL 清

浄国とはなっていない。  

アメリカでは， 1996 年の調査では 89 .0%の乳牛農場が B LV に汚染されて

おり，2007 年では 83 .9%が BLV 陽性とされ，高い BLV 汚染率が続いている  

(104 )  (表 1 )。カナダにおける BLV 陽性率は，乳牛で 20 .8%( 107 )あるいは

26 .9%(95 )との報告がある。南米でも B LV の陽性率は高く，アルゼンチンで

は 15 の乳牛農場を調べた結果，抗体陽性率はいずれの農場も 66%以上であ

ったという報告や (3 3 )，84%の農場が陽性であり個体レベルでは 32 .85%が陽

性であるという報告がある (103 )。また，ウルグアイにおいては乳牛の 50%

以上が BLV に感染しているとされる  ( 86 )。エジプトでは， 1996 年に EBL

の発生が初めて報告されたが，発生農場はアメリカ輸入牛を起源とした牛群

であり，牛群内での 2 歳以上の抗体陽性率は 72 .8%であった  ( 115 )。しかし，

その他のアフリカ地域での BLV 浸潤状況についての報告は極めて少ないも

のとなっている。中東地域に関しては，トルコの乳牛で 59 .6%(42 )，イラン

では 29 .9％ (63 )あるいは 81 .9% (65)，また，シリアでは 62 .9～ 69 .2% ( 50 )

が抗体陽性であったとの報告があり，概して高い陽性率と考えられる。パキ

スタンでは水牛で 0 . 3%，牛においては 0 %との報告がある ( 57 )。韓国では，

乳牛で 28 .3%，韓国土着牛で 2 .4% (14 )，台湾では 1985 年で 8 .4%， 1986 年
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で 5 .6% (108 )，また，カンボジアでは牛で 5 .3%，水牛では 0% (58 )との報告

があるが，いずれも調査年代が古く，また，調査頭数も少なく，日本以外の

アジアでの近年の B LV 感染率は不明な点が多い状況となっている。  

 日本における牛白血病の初報告は 1927 年であり，岩手県に輸入された種

雄牛での発生であった  ( 49 )。その後，国内でも 1976 年には EBL 症例から

BLV が分離され (73 )，1980 年には農林水産省家畜衛生試験場により初めての

全国的な B LV 浸潤状況調査が実施された (38 )。 1998 年に牛白血病は家畜伝

染病予防法に基づく届出伝染病に指定されたが，その年の届出数は 99 頭で

あったものが，漸増を続け， 10 年後の 2008 年には 1 ,040 頭と 10 倍以上と

なり， 2013 年には 2 ,310 頭となった  ( 7 1 ) (図 4 )。  

伊藤 (38 )による調査では，国内牛の BLV 陽性率は 1980 年には乳用牛で

5 .8%，肉用牛で 11 . 3%であった。その 2 年後，再び同様の調査が実施された

が，その際には，乳用牛および肉用牛でそれぞれ 4 .2%および 6 .0%であった

(38 )。全国的な BLV 浸潤状況調査はその後 25 年間実施されていなかったが，

2007 年に 209 農場 5 ,420 頭を対象にした調査の結果，乳用牛で 34 .7%，肉

用牛で 11 .9%が BLV 陽性となり，特に乳用牛での BLV 感染率が高まってい

ることが示された  ( 69 )。さらに， 2010～ 2011 年に行われた全国調査におい

ては乳用牛で 40 .9%，肉用繁殖牛で 28 .7%となり，BLV 感染率が更なる上昇

を見せていることが明らかになった  ( 70 )。  

と畜検査では，家畜伝染病予防法に規定する家畜伝染病および届出伝染病

も検査対象疾病となっており，牛白血病は，と畜検査により摘発されればと

畜禁止あるいは全部廃棄処分となる重要な疾病である。平成 23 年に全国で

見つかった牛白血病発症牛 1 ,731 頭のうち， 66 .5%にあたる 1 ,151 頭がと畜

場で見つかっており，しかもその 70%以上 (820 頭 )は生体検査においては異
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常を呈していなかったとされる (47 )。このことは，と畜検査における牛白血

病診断の重要性の高まりを示している。全国の食肉衛生検査所から報告され

る牛白血病症例も増加しているが (43， 51， 92， 101 )，これら牛白血病発症

牛について品種や年齢などの詳細を示す基礎的なデータはない。特に，生後

2 年半から 3 年程度でと畜される肥育牛については，乳牛と比較して国内症

例報告も少なく (98， 99， 100， 102 )，と畜検査における疾病排除に支障をき

たしている。  

現在，と畜検査において本疾病が疑われる場合は，生体所見，剖見所見，

血液所見および病理組織所見等を総合して診断し，検査の合否を判断してい

る (116 )が，症例の中には診断に苦慮するものもある。抗 B LV 抗体検査や PCR

による BLV 遺伝子検出などのウイルス学的検索では BLV 感染の有無は診断

できても，発症と未発症を区別することはできないことから，病理組織検査

を補助する新たな病原学的な検査法の開発が求められている。  

近年，病原体の微量検出法として，定量リアルタイム PCR 法 (qPCR 法 )が

用いられるようになってきた (13 ,  15 )。リアルタイム PCR では，増幅産物量

に比例して得られる蛍光強度を，目的遺伝子の量が既知である標準物質の蛍

光強度と比較することで遺伝子の定量が可能となる。EBL を発症している牛

では BLV 感染牛に比較し BLV 遺伝子量が有意に高いことが示され，本方法

の EBL 診断への応用が期待されている  ( 96 )。  

そこで本研究では，最初に，と畜場に搬入された肥育牛における EBL 発

生状況ならびにと畜検査の過程で発見された EBL 牛についての病理学的検

査，白血球数算定， BLV 遺伝子検査および抗 BLV 抗体検査を実施し，その

結果について考察した。さらに，肥育牛についての BLV 浸潤状況に関する情

報が乏しいことから（ 69， 70），搬入された肥育牛を対象として抗 BLV 抗
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体保有状況調査を行い，年度および品種間での差異について比較検討を行っ

た。次に，qPCR 法の EBL 診断への応用の可能性を検討するため，EBL 牛と

BLV 感染牛の血液，リンパ節および脾臓中の BLV 遺伝子量を qPCR 法によ

り比較し考察を加えた。  

 



図1 牛白血病ウイルスの模式図 

（文献番号31より改変引用） 

9 



図2 牛白血病ウイルスの遺伝子構造 

（文献番号31より改変引用） 

10 



図3 ヨーロッパにおける地方病性牛白血病の清浄化状況 

             （文献番号23より改変引用） 

11 



地域 国 調査対象 陽性率 調査頭数 調査法 調査年 文献番号

北米 カナダ 乳牛 20.8% 900 ELISA
3)

 (2001)
5) 107

乳牛 26.9% 2,814 ELISA (2006) 95

アメリカ 乳牛農場 89.0% 1006
1)

AGID
4) 1996 104

バルク乳 83.9% 534
2) ELISA 2007 104

南米 アルゼンチン 乳牛 66.0～99.0% 15
1) ELISA (2012) 33

乳牛農場 32.85% 363
1) ELISA 1999 103

中東 トルコ 乳牛 59.6% 109 ELISA 2002～2005 42

イラン 乳牛 29.9% 137 ELISA 2010～2011 63

乳牛 81.9% 403 ELISA (2012) 65

シリア 乳牛 69.2% 237 ELISA 1999 50

アジア パキスタン 牛 0% 76 AGID (2000) 57

水牛 0.3% 370 AGID (2000) 57

カンボジア 牛 5.3% 544 AGID (2000) 58

水牛 0% 42 AGID (2000) 58

韓国 乳牛 28.3% 106 AGID 1981 14

土着牛 2.4% 699 AGID 1981 14

台湾 乳牛 8.4% 4,459 AGID 1985 108

乳牛 5.6% 22,190 AGID 1986 108

黄牛 0% 142 AGID 1985～1986 108

水牛 0% 134 AGID 1985～1986 108

5)　（　　）は調査年が不明のため，報告年を記載したことを表す。

表1　諸外国における抗BLV抗体陽性率

1)　農場数

2)　バルク数

3)　エライサ（enzyme-Linked immuno sorbent assay）

4)  ゲル内沈降反応（agar gel immunodiffusion）
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図4 我が国における牛白血病届出数と牛の飼養頭数の推移（1998年～2013年） 

総務省統計局畜産統計調査（http://www.e-stat.go.jp/SG1/estat/List.do?lid=00000111508）および農林水産省消費安全局監視伝染

病発生状況の累年比較http://www.maff.go.jp/j/syouan/douei/kansi_densen/pdf/h25_ruinenn_todokede.pdf）をもとに作成 
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第一章 東京都のと畜牛における地方病性牛白血病 

発生状況と牛白血病ウイルス浸潤状況 

 

序  論  

 

牛白血病の多くは，牛白血病ウイルス（ bovine  leukemia  v i rus ,  BLV）の

感染による地方病性牛白血病（ enzoo t i c  bovine  leukos is ,  EB L）である。牛

白血病は 1998 年に家畜伝染病予防法における届出伝染病に指定されたが，

その年の届出数は約 100 頭であったものが漸増を続け， 2013 年には 2 ,310

頭となった (71 )。我が国においては，と畜場法に基づき，食用になる家畜を

と畜する際には，一頭毎にと畜検査を経なければならないが，と畜検査では，

家畜伝染病予防法に規定する家畜伝染病および届出伝染病も検査対象疾病と

なっており，牛白血病は，と畜禁止あるいは全部廃棄処分となる重要な疾病

である。  

近年，全国の食肉衛生検査所から報告される牛白血病症例も増加している  

(43，51，92 )。富田 (102 )は、牛白血病発症牛のうち，生前に外貌異常を呈し

ていたものは 22%，異型リンパ球の出現が認められたものは 57%であったこ

とを報告し，臨床検査で異常を示さなかったため生前診断が困難であった例

がと畜検査段階で見つかると推察している。牛白血病が国内において増加し

続ける中，と畜検査における牛白血病診断の重要性はますます高まると思わ

れるが，と畜牛における EBL の発生率の推移や，発症牛の品種や年齢などの

詳細に関する全国的なデータはないため  ( 48 )，と畜検査における EBL の迅

速な診断や EBL 牛の排除に支障をきたしているのが現状である。そこで本研

究では，肥育牛の検査頭数が国内最大規模である東京都芝浦食肉衛生検査所
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における 1997 年度から 2012 年度までの 16 年間の牛白血病発生状況につい

て回顧的調査を実施した。また，と畜検査の過程で発見された EBL 牛につい

ての病理学的検査，白血球数算定， BLV 遺伝子検査および抗 BLV 抗体検査

の結果について考察した。さらに，と畜場搬入牛における B LV 浸潤状況を知

るため，搬入された肥育牛を対象として抗 BLV 抗体保有状況調査を行い，年

度および品種間での差異を比較した。  

 

 

材料および方法  

 

１  E BL 発生状況  

1997～ 2012 年度（ 1997 年 4 月～ 2013 年 3 月）の東京都芝浦食肉衛生検

査所における牛の検査頭数，全部廃棄数，EBL による全部廃棄数から，EBL

の発生率，全部廃棄頭数に占める EBL による全部廃棄数の割合を算出した。 

 

２  E BL 牛  

2005～ 2012 年度に，東京都芝浦食肉衛生検査所にてと畜検査された牛

743 ,974 頭のうち，EBL と診断されて全部廃棄となった 1 63 頭を供試材料と

した。血液は枝肉の腕頭静脈より e thy lene -d iamine -te t ra -ace t i c  ac id  

(E DTA )またはヘパリンを含む採血管に採取し，このうち約 5ml を 3 ,000 回

転 15 分遠心後，分離した血清を抗体検査に用いた。リンパ節は浅頸リンパ

節，内側腸骨リンパ節，膝窩リンパ節などの体幹リンパ節または空腸リンパ

節，縦隔リンパ節などの臓器附属リンパ節を採材した。検体は採材直後また

は凍結保存（血液および血清は－ 27℃，リンパ節は－ 80℃）した後，試験に
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供した。  

 

３  病理学的検査  

血液塗抹標本および病変部のスタンプ標本を作製した後，ディフ・クイッ

ク染色を行い観察に供した。また， 10%中性緩衝ホルマリン固定パラフィン

切片を作製した後，ヘマトキシリン・エオジン（ HE）染色を行い観察に供し

た。  

 

４  白血球数算定およびリンパ球比率の測定  

EBL 牛 163 頭のうち， 96 頭について実施した。白血球数は血球算定板あ

るいは自動血球算定装置「 pocH-100iV」（シスメックス㈱，兵庫 )により算

定した。血液塗抹標本において白血球の分類を行い，リンパ球比率を求めた。  

 

５  血液およびリンパ節からの DN A 抽出  

血液は 50  μ l を，リンパ節は 25  mg を秤量し， DNA 抽出キット「 DNeasy 

Blood  & Tis sue  Ki t」（㈱キアゲン，東京 )あるいは自動核酸抽出器「 PNE -2080」

（㈱マルコム，東京）を用いて DNA を抽出した。抽出した DNA は直ちに使

用するか，または使用まで－ 20℃で凍結保存した。抽出された DNA の濃度

は分光光度計 N D-1000（ NanoDrop  te chnol ogi es ,  Wi lmington  DE ,  USA）に

て OD260 および OD280 を測定し， DNA100  n g を試験に供した。  

 

６  リアルタイム PCR 検査  

「 C ycl eavePCR ウシ白血病ウイルス（ BLV）検出キット」（タカラバイオ

㈱，滋賀）を使用して反応液を調整し，リアルタイム PCR 装置「 AB I Pr ism 
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7900HT Sequence  Detect ion  Sys tem」  (Appl i ed  B iosys tems ,  Fos ter  C i ty ,  

CA,  USA )を用いて PCR 反応を実施した（図 1 -1）。反応条件は「 C ycl eavePCR

ウシ白血病ウイルス（ BLV）検出キット」の仕様書に準じた。得られた結果

は Sequence  Detec t i on  Sys tem ソフトウェアー (A ppl i ed  B iosys tems ,  Fos ter  

C i ty ,  CA ,  USA )を用いて解析を行った。  

 

７  抗体検査  

牛白血病診断キット (牛白血病アッセイキット「日生研」，日生研㈱，東京）

を用いて受身赤血球凝集反応 (PHA）を行った。同キットの仕様書に従い，階

段希釈した血清を用いて定性試験を行い 16 倍以上となったものについて定

量試験および阻止試験を実施した。定量試験の凝集終末価が 16 倍以上でか

つ阻止試験の凝集終末価が定量試験のそれより低いときに陽性と判定し、定

量試験の凝集終末価をもって抗体価とした。  

 

８  と畜牛の抗 B LV 抗体保有調査  

2005～ 2007 年度に搬入された肥育牛 2 97 頭（黒毛和種 132 頭，黒毛和種

とホルスタイン種の交雑種（交雑種） 6 0 頭，ホルスタイン種 99 頭，ジャー

ジー種 6 頭）および 2012 年度に搬入された肥育牛 300 頭（黒毛和種 194 頭，

交雑種 106 頭）を対象とし前述の牛白血病診断キットを用いて PHA を行っ

た。 (表 1 -1 )。  

抗 BLV 抗体陽性率の有意差検定はカイ二乗検定（エクセル統計 2010）に

より行い p <0 .05 のとき有意差ありとした。  
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結  果  

 

１  E BL 発生状況  

1997～ 2004 年度は牛白血病の型別を行っていなかったため， EBL 単独で

の発生率は不明であるが，この間の牛白血病の発生数は年間 0～ 4 頭の範囲

で推移し，大きな変動はなく，8 年間の牛白血病発生率の平均は 0 .002 %であ

った (表 1 -2 )。しかし， 2005 年度には EBL 発生数は 11 頭と増加し，  2012

年度には 30 頭となり，同年の EBL の発生率は 0 .03 %と著しく増加した。2005

～ 2012 年度に発見された EBL は 163 例であったが，これら EBL 牛の月齢

は 18～ 38 ヶ月齢に分布し，中央値は 30 ヶ月齢であった。また，品種別では，

黒毛和種 127 例，交雑種 35 例，ホルスタイン種 1 例であった。 EBL の発生

率にすると，和種 0 . 0238%，交雑種 0 .0173%，ホルスタイン種 0 .0138%とな

り，和種が最も高かった。  

 

２  E BL 牛の病理学的・臨床病理学的所見  

生体検査において，何らかの異常所見が認められたものは 1 63 例中 24 例

(14 .7%)であった（表 1 -3）。最も多かった所見は体表の腫脹・腫瘤であり 10

例で認められた。また，起立不能が 7 例，眼球突出が 6 例，削痩および呼吸

速拍がそれぞれ 3 例であった。解体後にはリンパ節の腫大が全例で認められ

たが，その大きさは様々であり，正常よりやや大きい程度から人頭大まで認

められた（図 1 -2 -1 および図 1 -2 -2）。 82 例について最大のリンパ節を検索

したところ，内側腸骨リンパ節が 42 例（ 51 .2%）と半数以上を占め，次いで

浅頚リンパ節が 16 例（ 19 .5%），空腸リンパ節が 10 例（ 12 .2%）であった。

病理組織検査においては，複数の核小体を持ち，核形が不整の中型から大型
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のリンパ球のびまん性増殖が確認された（図 1 -3 -1 および 1 -3 -2）。白血球数

を算定した 96 例の白血球数は 2 ,000～ 451 ,600 個 /μ l に分布し，中央値は

15 ,050 個 /μ l であった。 EC の鍵の正常値を下回ったものは 18 頭 (18 .8％ )で

あった (表 1 -4 )。また，これらのリンパ球比率は約半数の 4 9 頭で 90%以上で

あったが，白血球数が多くなるに従ってリンパ球比率が高まる傾向にあった 。 

 

３  E BL 牛の BLV 遺伝子保有状況  

1 例を除き，EBL と診断された牛の血液から BLV 遺伝子が検出された。血

液で不検出であった例を含め，全てのリンパ節検体から BLV 遺伝子が検出さ

れた。  

 

４  E BL 牛の抗 B LV 抗体保有状況  

抗 BLV 抗体は 3 例では検出されなかった（ 1 例は未実施）。PHA 抗体価は

16 倍から 2 ,048 倍以上の広い範囲に分布し中央値は 512 倍であった。  

 

５  と畜牛の抗 B LV 体抗保有状況  

2005～ 2007 年度の抗 BLV 抗体陽性率は肥育用肉用種で 1 9 .8%，肥育用乳

用種では 23 .8%で，有意差は認められないものの乳用種の方が抗体陽性率は

高かった。PHA 抗体価の中央値は肉用種および乳用種いずれも 128 倍であっ

た。肉用種のうち，黒毛和種の陽性率は 14 .4%，交雑種のそれは 31 .7%とな

り交雑種のほうが有意に高かった (図 1 -4 )。 2012 年度に肥育用肉用種のみの

調査を行ったところ，陽性率は 12 .7%であり，PHA 抗体価中央値は 258 倍で

あった。このうち黒毛和種の陽性率は 5 . 7%，交雑種では 25 .5%となり， 1 回

目の調査と同様に交雑種において有意に高かった。 2012 年度と 2005～ 2007
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年度の黒毛和種と交雑種の抗体陽性率を比較すると，いずれも低下しており，

特に黒毛和種においては 2 分の 1 以下と顕著な低下が認められた。  

 

 

考  察  

 

国内では年間約 120 万頭の牛がと畜されているが (18 )，食肉衛生検査によ

り見つかる牛白血病数の推移や，EBL 牛の品種や年齢などの詳細に関する全

国的な統計資料はないため (48 )，と畜場での発生状況については不明な点が

多い。今回調査を行った東京都芝浦食肉衛生検査所管轄のと畜場は国内最大

規模であり，年間約 9 万頭前後の牛が搬入されている。搬入牛のほとんどが

30 ヶ月齢前後の肥育牛であり，約 7 割を黒毛和種が占め，それらはほぼ全国

から出荷されている。従って，東京都芝浦食肉衛生検査所における EBL 発生

状況を調査することは，国内肥育牛における EBL 発生動向を明らかにするこ

とに寄与できると考えられることから，本研究では過去 16 年間の牛白血病

発生状況について回顧的調査を実施した。その結果， EBL 検出率は 2005 年

度から増加傾向に転じ，2012 年度には 0 .0318%と 1997～ 2004 年度の平均牛

白血病発生率の約 1 4 倍となっていたが，今回の調査の中で増加の原因を明

らかにすることはできなかった。  

東京都芝浦食肉衛生検査所では高齢牛の搬入はないことから，他の検査所

に比較して遭遇する EBL 症例も少ないと考えられるが (4 3，51，92 )，そのよ

うな条件下において近年 EBL として摘発される牛は増加し続けている。EBL

の好発年齢は 4～ 5 歳 (11，27 )あるいは 5～ 8 歳 (81 )といわれているが，近年，

3 歳未満での発症例も報告されている (9 8， 99， 100， 102 )。本研究でみられ
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た発症牛のうち最も若齢のものは 18 ヶ月齢であった。 BLV 感染から発症ま

では 3～ 4 年あるいはそれ以上かかるとされる  ( 44 )。胎児期を含めて早い時

期に感染した個体では発病に至る期間が短いとされ（ 68），本研究対象とし

た 2～ 3 歳の EBL 発症個体は，胎子あるいは幼齢期に BLV に感染した可能

性が考えられた。  

牛白血病は冒された臓器組織の部位により症状が異なるため，慎重な鑑別

診断が求められる。臨床においては，体表のリンパ節腫脹が認められないな

ど，当初 EBL が疑われない例も報告されている (99，100 )。富田 (102 )は，牛

白血病発症牛のうち，外貌異常は 22%にしか認められず，そのような牛では，

生前診断が困難であるため食肉衛生検査段階で初めて見つかると推察してい

る。本研究においても，EBL 牛のうち，生体検査時に異常所見が得られたも

のは約 15%とわずかであり，しかもいずれも起立不能など非特異的な所見で

あった。これらの結果から，外貌から E BL と診断することは難しいと考えら

れる。  

Bur ton ら (12 )は，牛白血病牛の 10 .4 %にのみ末梢血の白血化が認められ，

また，いわゆる Bendixen の鍵 (7 ,  30 )  によるリンパ球増多は 25%にしか認め

られなかったと報告している。また，血液中への異型リンパ球の出現は 57%

との報告 (102 )もある。このように，腫瘍性病変とリンパ球の増数や異型リン

パ球の出現といった血液変化は一致しないとされるが，本研究においても，

EBL を発症していても白血球数は正常値を示す例も 18 .8%でみられた。抗体

検査において抗体価は広い範囲に分布し， 3 例では陰性であった。よって，

血液検査や抗体検査は，BLV 感染牛の発見には有用な検査法であるが，EBL

診断をする上での有用性は高いとは言い難い。EBL は腫瘍性病変であること

から，と畜検査において病理検査は主たる検査法となっているが (116 )，診断
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に苦慮する症例もあり補助的な検査方法が必要とされている。本研究ではリ

アルタイム PCR 法により BLV 遺伝子は全例で認められた。血液中から B LV

遺伝子が検出されなかった例が 1 例あったが，これは血液中に BLV 感染リ

ンパ球が少なかったためと考えられる。したがって本検査法は EBL 診断の有

効な手段となることが示唆された。リンパ節中には血液中に比べ，より多く

のリンパ球が存在することから，EBL 診断のための検体はリンパ節が適切で

あると考えられた。  

Murakami ら (70 )により 2010～ 2011 年に行われた全国抗体調査によれば，

2 歳未満の繁殖用肉牛の抗 BLV 抗体陽性率は 15 .2%であった。調査方法，対

象および規模に違いはあるものの，今回行った調査において肉用肥育牛の抗

体陽性率は 2012 年度で 12 .7%となり，全国調査の成績に近い値を示した。

また，2 歳未満の乳用種の陽性率は，2007 年で 19 .3%，2010～ 2011 年で 24 .1%

との報告 (69， 70 )もあり，今回の調査における 2005～ 2007 年度の乳用種の

抗体陽性率の 23 .8%はこれに近い値であった。これらのことから，芝浦食肉

衛生検査所における調査結果は BLV 感染率に関して全国調査と同様の傾向

があることが明らかになり，と畜場搬入牛の定期的な抗体調査は国内の BLV

感染状況の把握に寄与できる可能性が示された。  

国内において BLV 感染率は肉用種に比較して乳用種が高いと報告されて

いる (69， 70 )。本研究でも，乳用種の抗体保有率は肉用種に対し高く，同じ

肉用種でも交雑種は黒毛和種に比較して有意に高かった。BLV の感染経路と

しては不衛生な処置や吸血昆虫を介しての血液による水平感染が挙げられる

(35 )。また，乳汁を介した母子感染もあり， BLV に対する移行抗体を含まな

い代用乳やウイルスに汚染されたプール乳により感染が拡大する可能性があ

ることが指摘されている (35 )。一方， BLV 感染実験より初乳中の移行抗体が
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十分であれば感染防御が成立することが示されるなど  ( 59， 106 )，垂直感染

予防に果たす初乳の重要性が指摘されている。 Kobayashi ら (46 )も，牛群内

での BLV 感染拡大を防御する因子として母牛からの初乳給与を挙げている 。

Murakami ら (69，70)は，乳用種において肉用種より高い B LV 感染率を示す

原因は，初乳および常乳の給与方法にある可能性を指摘している。すなわち，

乳用種は母牛から初乳や乳を直接摂取することはまれであり，プール乳など

を給与される機会が多いことが感染を拡大させていることを示唆している。

黒毛和種では初乳を含め，母牛から母乳を直接摂取することが多い。一方，

交雑種は，母牛にホルスタイン種を用いて産出されるため，プール乳を与え

られる機会が黒毛和種に比較して多い。黒毛和種と交雑種では育成期および

肥育期における飼養状況に顕著な違いはないことから，本研究で認められた

黒毛和種と交雑種間の BLV 感染率の違いは，母牛の品種の違いおよび哺乳期

における初乳や乳の給与方法の差異に起因する可能性が考えられた。  

EBL の発症に対して感受性・抵抗性を規定する牛主要組織適合性抗原

（ B oLA）の対立遺伝子が同定されるなど， EBL 発症には宿主側要因が重要

であることが示唆されている (3 )。また，黒毛和種とホルスタイン種では B oLA

のハプロタイプの分布が異なっていることが示されている ( 6 2 )。今回の調査

により BLV 感染率は黒毛和種では交雑種に比較して有意に低かったが，EBL

の品種ごとの発生率は和種 0 .0238%，交雑種 0 .0173%，ホルスタイン種

0 .0138%となった。すなわち，和種が最も高い結果となり，品種あるいは血

統による感染率や発症率の差異が解明されることが待たれる。  

以上，と畜場に搬入された肥育牛について回顧的調査を試み ，2005 年度よ

り EBL が増加していることを示した。また，従来報告されているよりも若齢

で EBL が認められること，発症牛の中には外貌上健康であるものや血液に異
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常所見を示さないものもあるなど非典型的な症例もあることを明らかにした。

さらに，と畜場搬入肥育牛での BLV 浸潤状況を調査し，和種に比較し交雑種

において抗体陽性率が高いことを示した。これら実態の解明は，と畜検査に

おける EBL 発症牛の適切な排除のために，非常に有用かつ重要な知見を与え

てくれるものと考える。  

従来，飼養期間が 2 年半から 3 年程度の肥育牛については，BLV 感染があ

まり問題にされてこなかったが，今後は肥育牛についても，EBL 発症例の詳

細の把握，有効な予防プログラム確立，また，と畜検査で応用可能な診断法

の開発が必要と考える。  



 

25 

 

 

① 反応液量（1 反応あたり） 

 

2 × CycleavePCR Reaction Mix SP1  12.5 μl 

Probe/Primer Mix for BLV（5 ×）  5 μl 

検体サンプル(DNA100ng に調整) 5 μl 

ROX Reference Dye II  0.5 μl 

RNase Free dH2O  2 μl 

Total  25 μl 

 

 

② 反応条件 

Stage 1： 初期変性（Hold） 

Reps：1, 95℃ 10 秒 

↓ 

Stage 2： 2step PCR 

Reps：40, 95℃ 5 秒 → 64℃ 30 秒 

 

Reporter は FAM，Quencher は None，Passive Reference は  ROX で設定した。 

 

 

図 1-1 Cycleave®PCR Reaction Mix SP 

によるリアルタイム PCR 検査フローチャート 

 



乳用種

黒毛和種 交雑種
(ホルスタイン種および

ジャージー種)

29ヶ月齢1) 27ヶ月齢 23ヶ月齢

(26-40) (23-32) (16-35)

2005～2007 297 132 60 105

2012 300 194 106 0

合計 597 326 166 105

1)　月齢の中央値，(　　）はその範囲

表1-1　抗BLV抗体保有調査対象としたと畜牛の内訳

年度 検査数

肉用種
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発生率(%)
3)

1997 88,212 29 3 (10.3) 0.0034 NT
5) NT

1998 87,637 25 1 ( 4.0) 0.0011 NT NT

1999 86,472 19 0 ( 0  ) 0 0 0

2000 85,403 26 2 ( 7.7) 0.0023 NT NT

2001 73,011 15 1 ( 6.7) 0.0014 NT NT

2002 78,959 14 1 ( 7.1) 0.0013 NT NT

2003 84,688 35 4 (11.4) 0.0047 NT NT

2004 83,215 53 3 ( 5.7) 0.0036 NT NT

2005 94,383 55 11 (20.0) 0.0117 11 1 (胸腺型）

2006 94,078 41 19 (46.3) 0.0202 19 1 (胸腺型）

2007 93,965 43 22 (51.2) 0.0234 22 0

2008 92,564 44 20 (45.5) 0.0216 20 1 (胸腺型）

2009 90,741 34 14 (41.2) 0.0154 14 0

2010 94,758 40 23 (57.5) 0.0243 23 1 (胸腺型）

2011 89,162 47 24 (51.1) 0.0269 24 0

2012 94,323 44 30 (68.2) 0.0318 30 1 (胸腺型）

合計 1,411,571 564 178 (31.6) 0.0126 163

1)　1997～2004年度の全部廃棄数は牛白血病全数

2)　全部廃棄数に占めるEBLによる全部廃棄の割合（1997～2004年度は牛白血病による全部廃棄の割合）

3)　検査数に対するEBLによる全部廃棄の割合（1997～2004年度は牛白血病による全部廃棄の割合）

4)　リアルタイムPCR検査によりリンパ節から検出された頭数

5)　NTは未検査

表1-2　地方病性牛白血病(EBL)の発生状況(1997～2012年度）

散発性牛白
血病発生頭
数

BLV遺
伝子検
出頭数

4)
全部廃棄数1)

(%)
2)年度 検査数 全部廃棄数

EBL
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有 24 (14.7)

(内訳) 体表の腫脹・腫瘤 10 (6.1)

起立不能 7 (4.3)

眼球突出 6 (3.7)

削痩 3 (1.8)

呼吸速拍 3 (1.8)

発熱2) 1 (0.6)

姿勢異常 1 (0.6)

元気消失 1 (0.6)

眼瞼部外傷 1 (0.6)

切歯の脱落 1 (0.6)

無 139 (85.3)

1) 複数の所見を持つ例もあるため内訳の合計は163頭より多い。

2) 40.0℃以上

表1-3　EBL牛163頭に見られた生体所見

頭数(%)
1)異常所見
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図 1-2-1 EBL 牛のリンパ節  

（雌 黒毛和種 25 ヶ月齢 空腸リンパ節）  

図 1-2-2 EBL 牛のリンパ節  

（去勢 黒毛和種 31 ヶ月齢 内側腸骨リンパ節）  

図 2-2-1 EBL 牛のリンパ節  

（雌 黒毛和種 25 ヶ月齢 空腸リンパ節）  
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図 1-3-1  EBL 牛の末梢血  (ﾃﾞｨﾌｸｲｯｸ染色）  

図 1-3-2  EBL 牛の末梢血中に見られた異型リンパ球   

(ﾃﾞｨﾌｸｲｯｸ染色）  

 



50未満 50～60 60～70 70～80 80～90 90以上 未測定

正常 18( 18.8) 1 2 3 4 4 4 0

偽陽性 11( 11.5) 0 0 0 5 1 5 0

陽性 67( 69.8) 1 2 0 8 15 40 1

合計 96(100) 2 4 3 17 20 49 1

2)白血球数に占めるリンパ球比率(％)

表1-4　EBL牛の白血球数とリンパ球比率

分類1) 頭数(％)
リンパ球比率2)

1)ECの鍵による分類に従った。1歳以上2歳未満で正常値は<9,000，擬陽性は10,000～

12,000，陽性は12,000<,2歳以上3歳未満で正常値は<7,500，擬陽性は7,500～9,500，

陽性は9,500<,3歳以上4歳未満で正常値は<6,500，擬陽性は6,500～8,500，陽性は

8,500<である（単位個/μl）。
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14.4 

31.7 

23.8 

5.7 

25.5 

0

0

0

0

0

0

0

0

黒毛和種 交雑種 乳用種 

保
有
率(

%)

 

2005-07年度 

2012年度 

* 

* 

* 

30 

20 

10 

0 

図1-4 と畜牛の抗BLV抗体保有率 （*p<0.05) 

3
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第二章 地方病性牛白血病発症牛と牛白血病ウイルス感  

染牛のリンパ節中の牛白血病ウイルス量の比較  

 

序  論  

 

第一章において，と畜検査の段階において摘発される EBL が 2005 年以降

増加傾向にあることを明らかにした。また外貌異常を示さない例が 85 . 3％，

白血球数が正常値であるものが 18 .8%認められたことやリンパ節の腫脹の程

度には差異があり診断に苦慮する症例も多いことを示した。  

出荷した牛が全部廃棄となることは，生産者にとって大きな経済的損失と

なるため，と畜検査において，牛白血病が疑われる例では慎重に検査しなく

てはならない。また，と畜検査における合否判断は生鮮流通が基本となる食

肉生産に直結するため，迅速であることも求められる。BLV 感染牛のスクリ

ーニングにはゲル内沈降反応 (A GID)やエライザ法（ ELISA）といった抗体検

査法が用いられる  ( 77 )。しかしながら，抗体検査では，抗体量が少ない個体

や感染初期の抗体上昇以前の個体では陰性となる場合もある (16 ,  22 )。従っ

て，BLV 感染診断には PCR 法により宿主細胞内に蓄積された BLV プロウイ

ルス遺伝子を検出することが一般的である (4， 64， 112 )。しかし，抗体検査

や PCR 法では感染の有無は判定できても発症と未発症を区別することはで

きないため，と畜検査における EBL 牛の診断に応用することはできない。現

在，と畜検査において本疾病が疑われる場合は，生体所見，剖見所見，血液

所見および病理組織所見等を総合して診断し，検査の合否を判断している

(116 )。脂肪壊死症あるいは好酸球性筋炎，心嚢炎などの炎症性疾患との類症

鑑別が必要とされるが (116 )，中には診断に苦慮する症例もあり，また，病理
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検査では標本作成等に時間がかかることや技術的習熟が必要なことから ，病

理検査を補助する病原学的な検査法の開発が求められていた。  

近年，病原体の微量検出法として，定量リアルタイム PCR 法 (qPCR 法 )が

用いられるようになり，疾病診断の迅速化や検査精度の向上が図られるよう

になってきた (13 ,  15 )。C yc leave  PCR 法は，サイクリングプローブ法を使用

したリアルタイム PCR であるが， RNA と DNA からなるキメラプローブと

RNase  H の組み合わせによる検出法で，増幅中や増幅後の遺伝子断片の特定

配列を効率良く検出することができる (5 ,67 )。  

そこで，本章では q PCR 法が牛白血病診断法の一つとして有効であるかを

検証するため， C ycl eave  PCR 法を用いた qPCR 法により E BL 牛と BLV 感

染牛および健康牛の血液細胞および組織における B LV 遺伝子量を定量比較

した。  

 

 

材料および方法  

 

１  対象牛および抗体検査  

東京都芝浦食肉衛生検査所において解体後の肉眼所見，病理組織所見およ

び血液所見などを総合し EBL と診断された牛 (EBL 牛 )102 頭から得られた血

液 90 検体，リンパ節 144 検体，脾臓 35 検体および BLV 感染牛 37 頭から得

られた血液 37 検体，リンパ節 39 検体（空腸リンパ節 36 検体，内側腸骨リ

ンパ節 3 検体），脾臓 12 検体を材料とした（表 2 -1）。 EB L 牛のリンパ節の

部位および数の内訳は浅頸リンパ節 38 検体，膝窩リンパ節 13 検体，内側腸

骨リンパ節 47 検体，空腸リンパ節 25 検体，縦隔リンパ節 15 検体，第一肋
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間リンパ節 2 検体，腸骨下リンパ節 3 検体および耳下リンパ節１検体であっ

た (表 2 -1 )。 EBL 牛は，と畜解体後検査においてリンパ節の腫脹，脾腫肝腫

あるいは臓器における黄白色腫瘤形成など牛白血病を疑う所見が認められた

もので，病理検査においては病変部に中型から大型で複数の核小体を持つ異

型リンパ球のびまん性増殖が確認され，牛白血病診断キット (牛白血病アッセ

イキット「日生研」，日生研㈱，東京）を用いた受身赤血球凝集反応（ PHA）

による抗体検査により BLV 抗体陽性であったものを対象とした。  

このうち 6 個体は，リンパ節の腫脹の程度および病理組織所見と BLV 遺伝

子量を比較する目的で複数のリンパ節を検体とし，その腫脹の程度を－から

3＋までの４段階で評価した上で，病理組織切片上の腫瘍細胞浸潤の程度と

BLV 遺伝子コピー数を比較した。 BLV 感染牛は PHA による抗体検査により

BLV 抗体陽性であり，かつ，と畜検査においてはリンパ節の腫脹，脾腫肝腫

あるいは臓器に黄白色腫瘤の形成などの牛白血病の症状が認めらなかったも

のを対象とした。また，BLV 抗体陰性牛 76 頭から得られた血液 76 検体，リ

ンパ節 128 検体（空腸リンパ節 76 検体，内側腸骨リンパ節 52 検体），脾臓

52 検体を陰性コントロールとした。さらに，胸腺に大型腫瘤が認められ，病

変部の病理組織検査においては大型の異型リンパ球のびまん性増殖が確認さ

れ免疫組織学的検査において C D3 陽性であったことから胸腺型牛白血病牛

と診断した 3 頭から得られた血液 2 検体，リンパ節 2 検体，脾臓 1 検体につ

いても対象としたが，このうち 1 検体は BLV 抗体陽性であった。  

 

２  血液，リンパ節および脾臓からの D NA 抽出  

血液は 50  μ l を，リンパ節および脾臓は 25  mg を秤量し， DNA 抽出キッ

ト「 DNeasy  血液  &  Ti ssue  Ki t」（㈱キアゲン，東京 )あるいは自動核酸抽出
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器「 PNE -2080」（㈱マルコム，東京）を用いて DNA を抽出した。抽出した

DNA は直ちに使用するか，または使用まで－ 20℃で凍結保存した。抽出され

た DNA は分光光度計 N D-1000（ NanoDrop  technol og ies ,  Wi lmington  DE ,  

USA）にて OD260 および OD280 を測定し， DNA 100  ng を試験に供した。  

 

３  定量リアルタイム PCR 検査  

「 C ycl eavePCR ウシ白血病ウイルス（ BLV）検出キット」（タカラバイオ

㈱，滋賀）を使用して反応液を調整し，リアルタイム PCR 装置「 AB I Pr ism 

7900HT Sequence  Detect ion  Sys tem」  (Appl i ed  B iosys tems ,  Fos ter  C i ty,  

CA,  USA )を用いて PCR 反応を実施した。反応条件は「 C ycl eave  PCR ウシ

白血病ウイルス（ B LV）検出キット」の仕様書に準じた (図 1 -1 )。定量のため

の検量線の作成は同キット仕様書に準じ，付属の Pos i t i ve  C ontro l を希釈し

て作成し，各検体の抽出 DNA 10ng あたりの BLV 遺伝子コピー数を算出した。

得られた結果は Sequence  D etec t i on  System ソフトウェアー (App l i ed  

Biosys tems )を用いて解析を行った。  

 

４  統計処理  

EBL 牛および B LV 感染牛の血液，リンパ節および脾臓の B LV コピー数の

比較および EBL 牛の各リンパ節間の B LV コピー数の比較には，統計ソフト

JMP (Vers ion  5 .0 ,  SAS Ins t i tute ,  Tokyo ,  Jap an )を用いた

Wil coxon /Kruskal–Wal l i s  t es t  ( rank  sum tes t )を実施し， p<0 .05 のとき有

意差ありとした。  
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結  果  

 

１  E BL 牛と BLV 感染牛の B LV 遺伝子コピー数の比較  

血液およびリンパ節，脾臓のいずれにおいても， EBL 牛の B LV 遺伝子コ

ピー数は， BLV 感染牛に比較し有意に高かった  ( p <0 .0001 ,  図 2 -1 )。   

血液中の B LV 遺伝子コピー数は抽出 D NA 10  ng あたり EB L 牛では 25～

2 .3×10 4  コピーの間に分布し，中央値は 1 ,700 コピーとなった。一方， BLV

感染牛の B LV 遺伝子コピー数は  0  ～  2 ,600  コピーに分布し，中央値は 110

コピーであった。血液では，EBL 牛の 65 .6%が 1 ,000 コピーを超えていたが，

BLV 感染牛では 1 ,000 コピーを超えたものは 10 .8%であった。   

リンパ節中の BLV コピー数を比較すると， EBL 牛では 32  ～  1 .7×10 4 コ

ピーの間に分布し，中央値は 1 ,900 コピーであったのに対し，BLV 感染牛で

は 0  ～  2 .3×10 2 コピーとなり中央値は 6 .8  コピーであった。また，EBL 牛

では， 70 .1% が  1 ,000 コピーを超えていたが， BLV 感染牛では 1 ,000 コピ

ーを超えたものはなかった。  

脾臓では，EBL 牛の BLV  コピー数  は  1 .1  ～  1 .1×10 4  コピー数に分布し ,

中央値は 2 ,200 コピーとなり，BLV 感染牛では 0  ～ 5 ,200  コピーに分布し中

央値は 61  コピーとなった。EBL 牛の脾臓では  65 .7%が 1 ,000 コピーを超え

ていたが， BLV 感染牛では全ての検体が 1 ,000 コピー未満であった。  

 

２  E BL 牛の各リンパ節間の B LV 遺伝子コピー数の比較  

EBL 牛の各リンパ節間のコピー数には有意差は認められなかったが ，

1 ,000 コピーを超えたものの割合は以下の順で高くなった：浅頸リンパ節
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(76 .3%)  >  空腸リンパ節  ( 76 .0%)  >  内側腸骨リンパ節  ( 70 .2%)  >  縦隔リン

パ節  ( 66 .6%)  >  膝窩リンパ節  ( 61 .5%)  >  その他のリンパ節 (33 .3%) (表 2 -1 )。 

また，EBL 牛ごとに BLV 遺伝子コピー数をみると，採取したリンパ節が 1

か所であった 56 頭では 47 頭 (83 .9%)が 1 ,000 コピーを超えた。採取したリ

ンパ節が複数であったもののうち，いずれかが 1 ,000 コピーを超えた個体の

割合を見ると， 2 カ所では 75 .9%(22 /29 )， 3 か所では 66 .7%(2 /3 )と 1 ,000 コ

ピーを上回る個体の割合は低下したが， 4 あるいは 5 か所であった個体では

いずれかの部位で 1 , 000 コピーを超えていた（表 2 -2 および 2-3）。  

複数個のリンパ節を採取した 6 個体 17 リンパ節について，リンパ節の腫

脹の程度を評価し，BLV 遺伝子コピー数を比較したところ，腫脹の程度が顕

著なリンパ節（ 2＋ないし 3＋）は 90%(9 /10 )が 1 ,000 コピー以上となったの

に対し，腫脹が軽度（＋）であった場合は 5 か所のうち 1 リンパ節でのみ 1 ,000

コピーを超えた。腫脹が認められなかった 2 つのリンパ節はいずれも 100 コ

ピー以下となった。これら腫脹が認められず低コピー数を示したリンパ節で

は，病理組織検査において腫瘍細胞の浸潤増殖は認められず，正常なろ胞構

造が維持されていた。  

 

３  胸腺型牛白血病牛における B LV 遺伝子コピー数  

胸腺型牛白血病の牛 3 頭のうち， BLV 抗体陽性であった 1 頭からは B LV

遺伝子も検出された。しかし，血液およびリンパ節の BLV 遺伝子コピー数は

それぞれ  5 .2 および 9 .3  コピーと僅かであった (表 2 -1 )。  
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考  察  

 

EBL 牛と BLV 感染牛の血液，リンパ節および脾臓の BLV 遺伝子コピー数

には有意差が認められたことから，EBL 牛と BLV 感染牛を BLV 遺伝子コピ

ー数により区別することが可能であると考えられた。三部位のうち，中央値

が最も大きな差異を示したものはリンパ節であった。また，  1 ,000 コピーを

超えたものが 70 .1%と最も多かったものもリンパ節であった。よって，発症

診断のための検体として最も適しているものは，リンパ節であると考えられ

る。EBL の本態は悪性リンパ腫であり，多くの場合原発部位はリンパ節とな

り，腫瘍細胞の急激な増殖はリンパ節で起こっている可能性が考えられてい

る (96 )が，今回の結果はそれを裏付けている。  

同一個体においてもリンパ節の腫脹および腫瘍細胞の浸潤の程度が異な

ることは知られている (76， 97 )。本研究において，EBL 牛の各リンパ節間の

BLV 遺伝子コピー数には有意差が認められなかったが，腫脹の程度といった

肉眼所見観察結果と病理組織学的所見は BLV 遺伝子コピー数と相関する傾

向にあることが示された。よって，検体として用いるリンパ節は部位で選定

するのではなく，腫脹の程度を勘案して採材するべきと考えられる。EBL 牛

では BLV コピー数が 1 ,000 を超えたリンパ節は全てにおいて腫瘍性腫大が認

められた。しかし，十分な腫脹が認められたにも関わらず， 1 ,000 コピーに

満たないものも 17 検体中 1 検体とわずかながら認められた。また， BLV 感

染牛においても 200 コピー数程度を示すものもみられた。したがって，リン

パ節に腫瘍性の腫大が認められ，かつ B LV 遺伝子コピー数が 1 ,000 を超える

ものは EBL と診断できるが，一方で， BLV コピー数が 1 ,0 00 未満ものにつ
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いては本法で EBL と診断することは難しく，病理組織検査結果と併せての総

合的な診断が必要となると考えられる。  

以上の結果， qPCR 法によるリンパ節の BLV 遺伝子量の定量結果は EBL

診断の根拠の一つとなると考えられ， 1 , 000 コピーが診断をする際の基準と

なると結論づけられる。  

EBL においては末梢血リンパ球の増加が認められる白血型と認められな

い非白血型が存在するが (12， 74， 99 )，これら両者の違いを起こす発生機序

は明らかにされていない。非白血型 EBL では脾臓において腫瘍細胞の浸潤が

認められないと報告されている (74 )。このため，脾臓では B LV が 1 ,000 コピ

ーを超えていたものが 65 .7%とリンパ節に次いで多かったが，非白血型例で

は，脾臓は診断材料としての価値はより低いと考えられる。  

BLV 感染牛の中には，持続性リンパ球増多症を示さなくても末梢血中の

BLV 遺伝子量が多い個体が存在すること (40 )，BLV 感染牛の白血球数と BLV

遺伝子コピー数の間には強い相関がないこと (37 )など， BLV 感染牛の血液中

の B LV 遺伝子量には差異が大きいことが示されている。本研究において BLV

感染牛のリンパ節および脾臓では 1 ,00 0 コピーを超えたものは見いだせなか

ったが，血液では BLV 感染牛においても 10 .8%にあたる個体で 1 ,000 コピー

を超え，また，最大値は 2 .6×10 3 コピーと発症牛の中央値を上回った。従っ

て，末梢血液での BLV 量を指標として E BL 牛と BLV 感染を区別することは

難しく，発症診断材料としては不適当であると考えられる。  

須藤  ( 98 )は， BLV を保有していても E BL ではない牛白血病を発症する可

能性があることを示している。今回の研究においても，胸腺型牛白血病 3 頭

の材料を用いて qPC R 法を実施したところ，1 頭から BLV 遺伝子が検出され

たが，リンパ節における BLV 遺伝子コピー数は B LV 感染牛と同様のレベル
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であり，本例では，BLV に感染していた牛が感染とは関係なく胸腺型牛白血

病を発症したものと考えられた。qPCR 法による BLV 遺伝子量の定量結果は，

EBL と散発型牛白血病両者の鑑別を容易にする可能性が示された。  

我が国が西欧諸国のように BLV 清浄化を目指すためには，農場において感

染伝播リスクが高い個体すなわち血中 B LV プロウイルス量の多い個体から

優先的に淘汰していくことが効率的である (68 )。そのためには，高感度で簡

易な診断法が重要であり，ELISA による抗体検査と qPCR 法を組み合わせた

方法が提唱されている (68 )。今回の調査から未発症牛の中に血中 BLV コピー

数が発症個体と同等あるいはそれ以上に高い個体がいることが明らかになり，

本法による血中 BLV 遺伝子量の測定が感染伝播リスクの高い個体の検出に

有効であることが確認できた。さらに，本研究ではと畜検査における qPCR

法の応用について検討したが，穿刺技術により得られたリンパ生検材料を用

いれば，家畜臨床分野での EBL 発症診断への応用も期待できる  ( 109 )。  

これまで，BLV に対するワクチン開発の試みが続けられているが，未だ成

功していない (88 )。牛白血病届出数は増加しており，今後もと畜検査におい

て遭遇する EBL 症例が増加し続ける可能性が考えられる。 EBL の病態はバ

リエーションに富み，発症牛の中には，白血化を伴わない症例 (74 )や，体表

リンパ節の腫大を伴わない症例 (97， 99， 100 )など，典型的でない症例も見

受けられる。本研究において検討した q PCR 法は BLV の関与といった病理検

査では得られない結果を示すことができる。また，操作が簡便であり，診断

までの時間が短縮され省力化および迅速化が期待できる。よって，今後，と

畜検査において導入が図られるべきである。  



浅頸 膝窩 内側腸骨 空腸 縦隔 その他
1)

検体数 90 35 38 13 47 25 15 6

平均値 2.8×10
3 2)

2.8×10
3

2.2×10
3

1.9×10
3

2.6×10
3

3.8×10
3

2.1×10
3

1.3×10
3

中央値 1.7×10
3

2.2×10
3

2.0×10
3

2.0×10
3

2.2×10
3

2.7×10
3

1.5×10
3

8.0×10
2

最小値 2.5×10
1

1.1×10
0

3.8×10
1

1.1×10
2

3.2×10
1

7.9×10
1

3.4×10
2

3.1×10
2

最大値 2.3×10
4

1.1×10
4

6.8×10
3

4.1×10
3

1.0×10
4

1.7×10
4

9.3×10
3

3.4×10
3

10
3コピー

以上(%)
3)

65.6 65.7 76.3 61.5 70.2 76.0 66.6 33.3

検体数 37 12 0 0 3 36 0 0

平均値 3.3×10
2

1.4×10
2 - - 9.2×10

1
3.2×10

1 - -

中央値 1.1×10
2

6.1×10
1 - - 2.1×10

1
7.4×10

0 - -

最小値 0 0 - - 2.1×10
1 0 - -

最大値 2.6×10
3

5.2×10
2 - - 2.3×10

2
2.2×10

2 - -

10
3コピー

以上(%)
3)

10.8 0 0 0

検体数 76 52 0 0 52 76 0 0

平均値 0 0 - - 0 0 - -

中央値 0 0 - - 0 0 - -

最小値 0 0 - - 0 0 - -

最大値 0 0 - - 0 0 - -

10
3コピー

以上(%)
3)

0 0 0 0

検体数 2 1 0 0 1 1 0 0

平均値 2.6 0 - - 9.3 0 - -

中央値 2.6 0 - - 9.3 0 - -

最小値 0 0 - - 9.3 0 - -

最大値 5.2 0 - - 9.3 0 - -

10
3コピー

以上(%)
0 0 0 0

表2-1　EBL牛，BLV感染牛，健康牛ならびに胸腺型牛白血病発症牛の

血液，脾臓およびリンパ節におけるBLV遺伝子コピー数

牛

1)   第一肋間リンパ節 (2検体)，腸骨下リンパ節 (3検体) ， 耳下リンパ節(1検体)

2)　BLV copeis / 10 ng DNA

3)　1,000コピー以上となった検体数が全検体数に占める割合を示す。

胸腺型牛白血病牛

健康牛

BLV感染牛

リンパ節

EBL牛

血液 脾臓
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図2-1  EBL牛とBLV感染牛の血液，リンパ節および脾臓における
BLVプロウイルス量の比較  *** p<0.0001 
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◆EBL牛 
◇BLV感染牛 



浅頸 膝窩 内側腸骨 腸間膜 縦隔 その他

1 10
3
≦

1) 1
2 10

3
≦ 1

3 <10
3

<10
3 1 ＊

2)

4 <10
3

10
3≦ 1

5 10
3
≦ <10

3
<10

3 2 ＊
6 <10

3
<10

3
<10

3 2 ＊
7 10

3≦ 1
8 10

3
≦ 1

9 <10
3 0

10 10
3≦ 1

11 10
3
≦ 1

12 10
3
≦ 1

13 10
3≦ 1

14 10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ <10

3
10

3
≦ <10

3
10

3
≦ 5

15 10
3
≦ 10

3
≦ <10

3
<10

3
<10

3 4
16 <10

3
<10

3
10

3
≦ 2

17 <10
3 0

18 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

19 10
3
≦ 0

20 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

21 <10
3 0

22 10
3≦ 0

23 10
3≦ <10

3
10

3≦ 1
24 10

3
≦ 10

3
≦ <10

3
10

3
≦ 2

25 10
3≦ 10

3≦ 1
26 <10

3
<10

3
10

3≦ 10
3≦ <10

3
<10

3 4
27 10

3
≦ 10

3
≦ 0

28 10
3
≦ 0

29 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 10

3≦ 2
30 10

3≦ 10
3≦ 0

31 10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 2

32 <10
3

10
3≦ 10

3≦ 1
33 <10

3
<10

3 1 ＊
34 10

3≦ <10
3

10
3≦ 1

35 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

36 <10
3 0

37 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ <10

3
10

3≦ 4
38 10

3≦ <10
3

<10
3

<10
3

10
3≦ 3

39 <10
3

<10
3

10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 3

40 <10
3

10
3≦ <10

3 2
41 <10

3
<10

3
<10

3
<10

3
<10

3 3 ＊
42 <10

3
<10

3 1 ＊
43 10

3≦ <10
3

<10
3

10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 4

44 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

45 <10
3

<10
3

<10
3 2 ＊

46 <10
3

10
3≦ 10

3≦ 2
47 10

3≦ 10
3≦ 1

48 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

49 10
3≦ <10

3
<10

3
10

3≦ 2
50 <10

3
10

3≦ 1
51 <10

3
<10

3 1 ＊
52 10

3≦ 10
3≦ 10

3≦ 2
53 <10

3
10

3≦ 10
3≦ 2

54 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 2

表2-2　EBL牛の血液，脾臓およびリンパ節のBLV遺伝子コピー数(n=102)

個体番号
リンパ節 採取リン

パ節数
備考血液 脾臓
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55 <10
3

10
3
≦ 1

56 10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 2

57 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 2

58 10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 2

59 <10
3

<10
3

10
3
≦ 2

60 <10
3

10
3≦ 10

3≦ 2
61 10

3
≦ <10

3 1 ＊
62 <10

3
<10

3
10

3
≦ 2

63 10
3
≦ 10

3
≦ 1

64 10
3≦ 10

3≦ 1
65 10

3
≦ <10

3 1 ＊
66 10

3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 2

67 10
3
≦ 10

3
≦ 1

68 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

69 10
3
≦ 10

3
≦ 1

70 10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 2

71 <10
3

10
3≦ 10

3≦ 2
72 10

3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 2

73 10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 1

74 <10
3

<10
3

<10
3 2 ＊

75 10
3≦ <10

3
<10

3 2 ＊
76 10

3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 1

77 10
3
≦ 10

3
≦ 1

78 <10
3

10
3≦ 1

79 <10
3

<10
3 1 ＊

80 10
3
≦ 10

3
≦ 10

3
≦ 2

81 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

82 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

83 <10
3

<10
3

10
3
≦ 1

84 10
3≦ 10

3≦ 10
3≦ 1

85 10
3
≦ 10

3
≦ 1

86 10
3≦ 10

3≦ 1
87 <10

3
<10

3
<10

3 2 ＊
88 <10

3
<10

3 1 ＊
89 <10

3
<10

3 1 ＊
90 10

3≦ 10
3≦ 1

91 10
3≦ <10

3
<10

3 2 ＊
92 <10

3
10

3≦ 10
3≦ 1

93 10
3≦ 10

3≦ 1
94 10

3≦ 10
3≦ 10

3≦ 1
95 10

3≦ 10
3≦ 10

3≦ 2
96 10

3≦ 10
3≦ 1

97 10
3
≦ 10

3
≦ 1

98 10
3≦ <10

3
10

3≦ 1
99 10

3≦ 10
3≦ 10

3≦ 1
100 10

3≦ 10
3≦ 1

101 10
3≦ 1

102 10
3≦ 1

1)　10
3≦　は1,000コピー以上，　<10

3は1,000コピー未満

2)　リンパ節におけるBLV遺伝子コピー数が個体として1,000 / 10ng DNA 未満であった個体を示す。
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表2-3　採取リンパ節数とBLV遺伝子コピー数（EBL牛，n=93）

採取リンパ節数 検査頭数

1 56 47 ( 83.9）

2 29 22 ( 75.9)

3 3 2 ( 66.7)

4 4 4 (100)

5 1 1 (100)

合計 93 76 ( 81.7)

1)　抽出DNA10ngあたり1,000コピー以上となった個体の数を示す
（複数のリンパ節を採取しているものではいずれかのリンパ節）。

1,000コピー以上頭数1)
(%)
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総 括 

 

牛白血病は，地方病性牛白血病（EBL）および散発性牛白血病に分類されるが，

その多くは牛白血病ウイルス（BLV）の感染を原因とする EBL である。 1998 年

に牛白血病が家畜伝染病予防法の届出伝染病に指定されたことから，全国規模で

その発生が把握できるようになった。当時は 100～ 200 頭の発生であったが，以

降増加を続け 2013 年には 2,000 頭を超えた。牛白血病は，と畜場法においてと

畜禁止や全部廃棄といった行政措置がとられる疾患であることから，EBL の増加

は家畜衛生上の問題であるだけではなく，公衆衛生上の課題でもある。  

EBL の好発年齢は 4～ 8 歳であることから，成牛でのデータは多いが 3 歳未満

の肥育牛に関しては発生状況などの基礎的データはない。また，と畜検査では

EBL が疑われる牛が発見された場合，生体所見，剖見所見，血液所見および病理

組織所見等を総合して診断し，検査の合否を判断しているが類症鑑別に苦慮する

症例もあり，診断の向上のためには，新たな検査法の開発が求められていた。  

本研究では，第一章で国内における EBL 発生状況の一端を明らかにするため

に，1997～ 2012 年までの過去 16 年間にと畜場に搬入された肥育牛における EBL

発生状況の回顧的調査を実施した。その結果， 1997～ 2004 年度までは，牛白血

病の発生率は 0～ 0.005%（平均 0.002%）で推移していたが，2005 年度にはその

発生率は 0.01%となり，この年度を境に増加傾向に転じた。その後発生率はさら

に上昇を続け，2012 年度には 0.03%に達したことが明らかになった。また，2005

～ 2012 年度に摘発された EBL 症例の品種ごとの発生率は和種 0.024%，交雑種

0.017%，ホルスタイン種 0.014%と和種が最も高くなり，品種により発生率に差

異がある可能性が示唆された。さらに，EBL を発症していた牛（EBL 牛）の約

85％は搬入時の生体検査において症状を示していなかったこと，約 19%の例では

EC の鍵で淘汰の基準とされる白血球数を下回っていたこと，リンパ節の腫脹の
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程度には差異があることを明らかにし，症例の中には解剖所見や血液検査，病理

検査では診断には苦慮する場合もあることを示した。さらに，EBL 増加の背景を

探る目的で，と畜場に搬入された肥育牛の抗 BLV 抗体保有状況を調査し， 2005

～ 2007 年度では 21.2%， 2012 年度では 12.7%が陽性であったことを示した。ま

た，EBL 発生率に品種間での差異があったことから，和種，乳用種および交雑種

の BLV 抗体保有率を比較したところ，肉用種に比較し乳用種の方が高かった。さ

らに，肉用種においては，交雑種の方が黒毛和種に比較して抗体陽性率が有意に

高いことが明らかとなった。  

第二章では，と畜検査における EBL 診断への応用を目的としてサイクリング

プローブを用いた定量リアルタイム PCR 法 (qPCR 法 )を検討した。第一章にて得

られた EBL牛 102 頭および BLV に感染しているが未発症である牛（BLV 感染牛）

37 頭を供試材料とし，血液，リンパ節，脾臓のそれぞれにおける BLV プロウイ

ルス量を比較した。その結果，いずれの部位においても EBL 牛の BLV 遺伝子コ

ピー数は，BLV 感染牛に比較し有意に高かったが， 3 部位のうち，両者の中央値

の差が最も大きかったものはリンパ節であり，また， 1,000 コピーを超えた個体

の割合が最も多かったものもリンパ節であった。BLV 感染牛のリンパ節で BLV

遺伝子数が 1,000 コピー /DNA 10 ng を超えたものはなく，EBL 牛では 70%以上

の症例で 1,000 コピーを上回っていたことから，EBL を疑う症例において，その

リンパ節の BLV 遺伝子コピー数が 1,000 コピー以上であったものは EBL と診断

できると考えられた。 qPCR 法の導入は，と畜検査における EBL 診断の迅速化，

省力化ならびに診断技術の向上につながると期待できる。また，胸腺型牛白血病

3 頭についても BLV 遺伝子量を測定したところ，1 頭から BLV 遺伝子が検出され

たが，BLV 遺伝子コピー数は BLV 感染牛と同様のレベルであり，本例では，BLV

に感染していた牛が感染とは関係なく胸腺型牛白血病を発症したものと考えられ，

qPCR 法は EBL と散発性牛白血病の鑑別を容易にすると考えられた。今後，我が
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国が西欧諸国のように BLV 清浄化を目指すためには，農場において血中 BLV プ

ロウイルス量の多い個体を検出するための高感度で簡易な診断法の開発が重要で

あるが，今回の調査から未発症牛の中に血中 BLV 遺伝子コピー数が発症個体と同

等あるいはそれ以上に高い個体がいることが明らかになり， qPCR 法による血中

BLV 遺伝子量の測定が感染伝播リスクの高い個体の検出にも有効であることが

確認できた。  

以上，本研究によりと畜牛における EBL の発生状況および BLV 浸潤状況の一

端が明らかとなった。また，EBL 診断法の一つとして qPCR 法の有用性を示した。

本研究により得られた知見は，病畜を適切に排除するというと畜検査の目的にお

いて有益な情報を提供できると結論した。  
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