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緒論 
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地⽅病性⽜⽩⾎病(enzootic bovine leukosis : EBL)はレトロウイルス科デルタレトロウイ

ルス属に分類される⽜⽩⾎病ウイルス( bovine leukemia virus : BLV) によって起こる B 細

胞の腫瘍である。BLV 感染⽜の多くは無症状であるが、約 30％の⽜は持続性リンパ球増多

症(persistent lymphocytosis)を呈し、感染⽜のうち数%のみが⽩⾎病やリンパ腫を発症する

EBL ⽜となる(14)。 

BLV は他のレトロウイルスと同様に、ゲノムの両末端に末端反復配列（long terminal 

repeat : LTR）を持ち、宿主ゲノムにプロウイルスとして組み込まれる(11、19、20)。BLV

はがん原遺伝⼦を持たず、BLV の感染による EBL 発症機序は未だ不明な点が多い。BLV

がもつ Tax による転写活性化因⼦の働きや、宿主細胞のがん原遺伝⼦近傍に BLV ゲノムが

挿⼊されることによる転写活性化などにより細胞の形質転換が⽣じ、腫瘍化することが⽰唆

されている(61、62)。⼀⽅で、宿主免疫や宿主遺伝⼦、転写活性機能を持つそのほかの宿主

由来因⼦などが腫瘍の発⽣やその存続に関与することも報告されている(31、34 )。 

哺乳類の細胞には様々なタンパク質と相互作⽤を⾏う熱ショックタンパク質(heat shock 

protein : HSP) がある。HSP は変性したタンパク質の修復や、正常な折りたたみ構造の維

持に重要な役割を担っているが、⼀⽅で細胞内タンパク質の安定化やアポトーシスの回避に

よるがん細胞の保護機能や、ウイルス由来タンパク質との相互作⽤が報告されている(30)。

HSP 遺伝⼦の上流に位置するプロモーター領域には heat shock element (HSE) と呼ばれ
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る塩基配列が存在し、これらの HSE に特定の heat shock factor 1 (HSF1)が結合すること

で下流の遺伝⼦の転写が開始される(44、52、64)。 

 本研究では EBL における HSP の関与を解析するために、EBL 発症⽜における HSP 遺

伝⼦発現量の解析を⾏なった。また、BLV-LTR 中における HSE 配列の同定を試み、さら

に HSF1 による転写活性機能や、ウイルス由来タンパク質と相互作⽤する HSP の特定を試

みた。さらに、BLV と同様にシンシチウム形成能を持つレトロウイルスである⽜フォーミ

ーウイルス( Bovine foamy virus : BFV)の分離を試み、BFV が BLV の LTR 転写活性化を

起こす可能性を解析した。 
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第 2 章 

EBL 発症⽜の腫瘍組織における HSP 遺伝⼦発現解析 
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2.1 序論 

 

HSP は細胞が⾼温暴露や放射線照射などによる細胞障害を受けた際に誘導されるタンパ

ク質の総称であり、1962 年にショウジョウバエにおける熱ショック応答によって確認され、

その後、原核⽣物から哺乳類まで類似した機能を持つタンパク質が同定された(48、49、54)。 

HSP はその分⼦量ごとに HSP27、HSP70、HSP90 などと呼称されており、HSP は分⼦シ

ャペロンとしてタンパク質を正しい⽴体構造に折りたたむことで、タンパク質機能を正常に

維持する上で中⼼的な役割を担っている(9、12、13)。通常、⾮ストレス環境下では細胞に

おける発現は認められないか、極めて低いレベルで制御されているが、熱や酸化ストレスな

どの環境変化による刺激で発現誘導される。分⼦シャペロンとして機能する HSP は、変性

したタンパク質やミスフォールドしたタンパク質の蓄積を防ぎ、強い細胞保護効果をもたら

すとされている。しかしながら、正常細胞とは対照的に、ヒトにおけるがん細胞では HSP

の構成的な⾼発現が報告されており、がんの発症や悪化に関与すると⾔われている(1、47、

50)。HSP70 の作⽤として、アポトーシス促進タンパク質である Bax のミトコンドリアへ

の移⾏、アポトソームでのアポトーシスプロテアーゼ活性化因⼦ 1(Apaf-1)やプロカスパー

ゼ 9 などの多段階的なアポトーシス経路の抑制、がん抑制タンパク質 p53 による細胞⽼化

の阻害などが報告されている(65)。さらに、Heat shock cognate (HSC) 70 は、HSP70 とよ
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く似た構造を⽰しており、がん細胞で特異的にリソソーム膜に局在してリソソーム膜の安定

化を介してオートファジー経路を活性化することで、がん細胞の⽣存にとって有利に働くと

考えられている(33）。HSP90 は、BLV の近縁ウイルスである T 細胞性⽩⾎病ウイルス

(human T-cell leukemia virus-1) が発現する Tax と結合してプロテアソーム系から回避す

ることで、核内への Tax の移⾏を促進するとの報告がある(32）。さらにアデノウイルスで

は宿主細胞の HSP70 発現を誘導することが報告され、HSP のウイルスやがん遺伝⼦に対

する作⽤の重要性が認識されつつある(55)。 

⽜⽩⾎病に関しては、BLV 感染⽜では⾮感染⽜と⽐較して HSP70 が⾼発現しているとの

報告や(58)、BLV-LTR を活性化する変異型 Tax によってストレス関連遺伝⼦が⾼発現して

いることがマイクロアレイによって判明している(6、56)。しかしながら、⽜⽩⾎病におけ

る BLV と HSP との発病の関連性の全容については未解明である。そこで本研究では、関

東地⽅の⾷⾁衛⽣検査所で EBL と病理診断された⽜の腫瘍組織から total RNA を抽出し、

HSP の遺伝⼦発現量を測定し、健康⽜と⽐較した。 
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2.2 材料および⽅法 

 

2.2.1  サンプルおよび total RNA 抽出と cDNA 合成 

 関東地⽅の⾷⾁衛⽣検査所から提供された⽜⽩⾎病の腫瘍組織８検体および正常⽜のリ

ンパ節組織２検体を約 10mg 使⽤し、RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を⽤いて指⽰書に従い

total RNA 抽出を⾏った。RNA の総量を 1μg に調整し、PrimeScript 1st strand cDNA 

synthesis Kit (Takara Bio) を使⽤して、逆転写反応を⾏った。 

 

2.2.2  Quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

 qRT-PCR は Applied Biosystems 7500 リアルタイム PCR システム(Thermo Fisher 

Scientific)を⽤いた。HSP70、HSC70、HSP60、HSP90、HSF1 をターゲットとし、内部

標準遺伝⼦としてグリセルアルデヒド-3-リン酸脱⽔素酵素(GAPDH)を測定した。使⽤した

プライマーセットは表 2 -1 に⽰した。qRT-PCR は 2.2.1 で抽出し作製した cDNA を鋳型と

し、95 度の熱反応で活性化するポリメラーゼを含んだ SYBR Green Supermix ( Bio Rad 

Laboratories)を⽤いた。反応条件は、95 度で 2 分の熱処理後、95 度で 30 秒間の熱変性、

58 度で 30 秒のアニーリング、および 72 度で 30 秒間の伸⻑反応の⼯程を１サイクルとし、

45 サイクルまで⾏った。全ての反応が終わった後に、それぞれの特異性を評価するために
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融解曲線を作成するプログラムを追加した。qRT-PCR で得られた Ct 値を、DDCT 法に基づ

いて GAPDH の発現量との⽐で標準化し、各 HSP 関連遺伝⼦の相対発現量を算出した。 
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2.3 結果 

 

2.3.1  各 HSP 遺伝⼦の mRNA 発現量 

 各遺伝⼦発現量は GAPDH によって補正をした。正常⽜と⽐較して、EBL 発症⽜の

HSP70 の相対遺伝⼦発現量は 2.89 倍(p<0.05)、HSC70 は 3.38 倍(p<0.02)、HSP60 は 15.0

倍(p<0.02)、HSP90 は 2.8 倍(p<0.05)となり、いずれも有意に発現量が上昇していた。HSF1

については正常⽜よりも 456.4 倍(p<0.02)と特に⾼い相対発現が確認された(図２-１)。 
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2.4 考察 

 

 本研究において EBL 発症⽜における HSP 関連遺伝⼦発現量を実測したところ、HSP70、

HSC70、HSP60、HSP90 はいずれも有意な発現上昇が認められた。また、HSF1 の相対発

現量は正常⽜と⽐較して特に⾼い値を⽰し、EBL 発症⽜において重要な役割を持っている

と考えられる。HSF1 は HSE を介して HSP の発現を上昇させる働きを持っていることか

ら、HSF1 の発現上昇に伴って、活性化経路の下流に位置する HSPs の発現が上昇したこと

が推察される(45、52、62)。HSP70 と HSC70 は構成的に発現していることが知られてお

り(21)、本研究においても、それぞれの相対発現量に⼤きな差は認められなかった。また、

HSP70 と HSP90 に関しては個体差も⼤きく、正常⽜と同程度の遺伝⼦発現量を⽰す EBL

発症⽜もあった。 

HSF1 遺伝⼦のノックアウトマウスにおいて、p53 に変異があるにも関わらず、悪性リン

パ腫が抑制され、細胞の形質転換が抑えられるとの報告があり、HSF1 はがん細胞の発⽣に

重要であることが⽰唆されている(51)。さらにヒトのがんにおいては HSF１や HSP が⾼発

現しており、その発現量が予後や⽣存率に関連するとの報告がある(16、17、41)。本研究に

おいては、⾮発症⽜と発症⽜で HSF1 および HSP で⼀時点の発現量を⽐較しているのみで

あり、これらの因⼦が EBL 発症の起因となるかは未だ不明である。しかしながら、これら
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HSP 関連遺伝⼦の発現量を指標として EBL の悪性度を評価できる可能性があり、今後は各

病態ステージに沿った遺伝⼦の経時的な変化を調査する必要がある。 
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表２-1  qRT-PCR で使⽤したプライマー 
 

Target Primer(5ʼ-3ʼ) 
Product 

size 
Accession No. 

HSP70 
TCATCAACGACGGAGACAAGCCTA 

103 GU_183097.1 
TTCATCTTGGTCAGCACCATCGAG 

    

HSC70 
CACCACCATGAAGGGCCAATGTTT 

133 NM_174345.3 
CGGTGATGCAGCAAAGAACCAAGT 

    

HSP60 
ACTGGCTCCTCATCTCACTC 

148 NM_001166609.1 
GTTCAATAATCACTGTCCTTCC 

    

HSP90 
GCATTCTCAGTTCATTGGCTATCC 

190 NM_001012670.1 
GTCCTTCTTCTCTTCCTCCTCTTC 

    

HSF1 
ACATAAAGATTCGCCAGGAC 

198 GQ396661.1 
GAGATGAGGAACTGGATGAG 

    

GAPDH 
GGGTCATCATCTCTGCACCT 

218 NM_001034034.2 
GGTCATAAGTCCCTCCACGA 
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図 2-1 正常⽜と発症⽜における各 HSP 関連遺伝⼦の相対発現量の⽐較 

各遺伝⼦は GAPDH により補正した。いずれの HSP 関連遺伝⼦も発症⽜は正常⽜と⽐較す

ると発現量は⾼い傾向にあり、特に HSF1 の遺伝⼦発現量は⾼値を⽰した。 

  

p＜0.05 p＜0.02 p＜0.02 p＜0.05 p＜0.02 
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BLV-LTR における HSE 配列の同定 
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3.1 序論 

 

レトロウイルスはゲノム両末端に long terminal repeat (LTR)領域をもち、LTR 領域はさ

らに U3、R、U5 の３領域より構成されている(19、20)。LTR は逆転写されたウイルス cDNA

が宿主ゲノム中へプロウイルスとして組み込まれることを媒介する他、転写活性領域をもち、

ウイルス遺伝⼦や下流の宿主遺伝⼦のプロモーターとして機能する(43)。BLV においては

U3 領域内に様々な転写活性を促進する領域を含んでおり、代表的なものに Tax が反応する

21 塩基の Tax 応答領域(Tax response element : TxRE)があり、その下流に存在するウイル

ス遺伝⼦の転写制御に重要な役割を果たしている(59)。 

HSE は<nGAAn>の 2 回以上の繰り返し配列からなり、HSP 遺伝⼦の上流に多数存在し

ている(64)。現在では HSP 遺伝⼦のみならず、様々な遺伝⼦の上流にも HSE 配列が確認

され、転写活性が調整されていることが明らかにされてきた(57)。ヒト免疫不全ウイルス

(human immunodeficiency virus -1 : HIV-1)の LTR 領域には HSE 配列が存在することが

明らかにされ、宿主の HSF1 によってその転写が制御されることが知られている (23、25、

46)。 

 本研究においては、EBL 発症⽜、BLV 感染⾮発症⽜、ならびに BLV 持続感染株化細胞

のBLVゲノムにおけるLTR配列を解析し、LTR中にHSE配列の有無を確認するとともに、
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特徴的な変異パターンの⽐較解析を⾏った。  
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3.2 材料および⽅法 

 

3.2.1  サンプルおよび DNA 抽出 

 関東の⾷⾁衛⽣検査所から提供された 20 頭の⽜から採取した 18 検体の腫瘍サンプル

(No.1~18)および BLV 感染未発症⽜⽩⾎球(No.19、20)、さらに BLV 持続感染株化細胞

(BL2M3)(No.21)ならびに BLV 持続感染⽺腎由来株化細胞(FLK-BLV)(No.22)の合計 22 サ

ンプルを⽤いた。なお、BL2M3 細胞は発症⽜由来腫瘍化 B 細胞であり、BLV ⾮産⽣細胞

株である。これらのサンプルから DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen)を⽤いて、DNA 抽

出を⾏った。 

 

3.2.2  Nested PCR 

 PCR に⽤いたプライマーは 5’側 LTR に設計した。使⽤したプライマーの詳細は表 3-1 に

⽰した。1stPCR の鋳型には抽出した DNA を⽤いて、BLV-LTR F1 プライマーと R559 プ

ライマーを⽤いた。PCR 反応条件は 95 度で 2 分間の熱処理後、95 度で 30 秒の熱変性、55

度で 30 秒のアニーリング、72 度で 30 秒の伸⻑反応の⼯程を 1 サイクルとして 35 サイク

ル⾏った。全てのサイクル終了後、72 度で７分間の最終伸⻑反応を⾏った。得られた反応

溶液 1µl を鋳型に BLV-LTR F1 プライマーと R531 プライマーを⽤いて 2nd PCR を⾏った。
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反応条件は 1st PCR と同条件で⾏った。得られた PCR 反応産物は 2%アガロースゲルで電

気泳動を⾏い、エチジウムブロマイド染⾊によって⽬的の増幅断⽚⻑である 531bp の PCR

産物が得られていることを確認した。 

 

3.2.3  ダイレクトシークエンス法と塩基配列解析 

 3.2.2 の nested PCR で得られた反応産物を Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega)を⽤いてゲルから精製を⾏った。ダイレクトシークエンスは精製した PCR 産物

を鋳型として、2nd PCR で⽤いたプライマーを使⽤し、ABI PRISM BigDye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) および ABI PRISM Genetic Analyzer 

3130 (Applied Biosystems)を⽤いて塩基配列を決定した。 

 得られた塩基配列は GENETYX (Genetyx Ver.13)ソフトウエア上で Clustal W によって

アライメントを⾏った。FLK-BLV(Accession No.EF600696)の LTR を元にして各検査材料

中の BLV-LTR の塩基配列を⽐較解析した。 
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3.3 結果 

 

3.3.1  BLV-LTR における HSE 配列の決定 

 PCR の結果、調査した 22 検体全てで BLV LTR が増幅され、BLV プロウイルスの存在を

確認した。FLK-BLV の LTR 領域について HSF1 のコンセンサス配列である HSE 配列を

探索したところ、5’側から 126-136nt に 10 塩基の<gTTCccGAAa>からなる HSE 配列を同

定した。この領域は LTR U3 領域に位置し、TxRE や GRE などの転写活性領域とは重複し

ていないことが確認された。R 領域や U5 領域には HSE 配列は確認されなかった。 

 

 

3.3.2  BLV-LTR における塩基配列解析 

 HSE 配列を含めて、本研究で得た BLV-LTR を FLK-BLV の LTR 配列をもとに⽐較をし

たところ、FLK-BLV を除いた 21 検体中 14 検体に少なくとも 1 塩基以上の⼀塩基多型

(SNPs)を確認した。7 検体については FLK-BLV の LTR 配列と⼀致していた。SNPs を確

認したサンプルのうち U3 領域(1-211)に変異箇所を確認したものが 14 検体、R 領域

(212-440)に変異箇所を認めたものが 5 検体、U5 領域(441-531)に変異を認めたものが 2 検

体であった。U3 領域では、TxRE1 に変異が認められた検体は 2 検体、GRE に変異を認め
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たものは 1 検体、TATA box に変異を認めたものは 4 検体であった。それぞれの LTR 転写

活性に関与する領域における SNPs のタイプは、1 つずつである特徴が認められた。これら

転写活性に関わる領域以外の変異が認められたものは 10 検体で、SNPs は 5 タイプ存在し

た。本研究において同定した HSE 配列については、塩基配列解析を⾏った 22 検体いずれ

でも変異は認められず、安定的に保存された領域であることが確認された(表 3-2)。 
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3.4 考察 

 

本研究では、EBL 発症⽜由来腫瘍細胞、⾮発症⽜由来⽩⾎球、および培養細胞中の

BLV-LTR 配列について解析を⾏ったところ、LTR U3 領域内に HSF１のコンセンサス配列

である HSE 配列(126-135nt)が同定された。126-135nt における塩基配列は発症⽜や⾮発症

のいずれのサンプルについても変異が認められず安定的に保存されており、この結果は他の

LTR 配列に関する既報とも⼀致していることが確認された(43、66)。しかしながら、

BLV-LTR における HSE 配列に関する報告は無く、Sp1/PU-1 の近傍や NFk-B 結合領域の

⼀部としての報告のみであった(10、18)。HIV では、HSE を介して HSF1 による転写が制

御されることが報告されている(45)。さらに潜伏感染している HIV-1 の再活性化において

HSF1 が必要となることが明らかにされており(42)、レトロウイルスの病態後期や発症にお

いて、宿主側の機構である HSF1-HSE 反応系を利⽤したウイルス転写が⾏われている。BLV

に関しても、HSE を介した HSF1 による転写活性の有無を明らかにする必要がある。 

また、発症⽜(No.1~18)、⾮発症⽜(No.19、20)、BL2M3(No.21)においては BLV の変異パ

ターンに特徴は確認されなかったことにより、発症―⾮発症を決定する LTR の特異的変異

は確認できなかった。  
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表 3-1 LTR のプライマー配列 
 

Target Primer Sequence (5'-3') 

BLV-LTR F1 TGTATGAAAGATCATGCCGA 
 R531 TGTTTGCCGGTCTCTCCTGGC 
  R559 GAGTTGTTAGGGTTCCGGG 
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表 3-2 検査材料中の BLV-LTR と FLK-BLV LTR の塩基配列の⽐較 

 
 

  

No.1~18 は EBL 発症⽜由来の腫瘍細胞、No.19 および 20 は BLV 感染⾮発症⽜の末梢⽩⾎

球、No.21 は BLV 持続感染株化細胞 BL2M3 を⽰す。No.22 である FLK-BLV(Accession 

No.EF600696)と⽐較して変異のあった箇所と塩基を⽰した。ハイフン(-)は FLK-BLV と同

⼀配列を⽰す。 
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第 4 章 

⽜由来 HSF1 による BLV-LTR の転写活性機能解析 
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4.1 序論 

 

⽜の HSF1 は 525 アミノ酸残基からなり、恒常的に発現している。HSF1 のドメイン構

造は N 末端より DNA 結合領域(DNA binding domain : DBD)、ヘプタッドリピート A およ

び B (Heptad repeat A /B : HR-A/B)、抑制ドメイン(Regulatory domain : RD)、ヘプタッド

リピート C (Heptad repeat C : HR-C)と続き、C 末端はトランス活性ドメイン

(Trans-activation domain : TAD)で構成されている(4)。HSF1 は活性型と不活性型の状態

があり、不活性型は単量体で、HSP70 や HSP90 などの HSP と結合しているが、細胞内に

変性したタンパク質が⽣じると、3 量体を形成して活性型となる(4)。活性型の HSF1 は DBD

を介して HSE と結合することで下流の遺伝⼦の転写促進を⾏う(4)。下流の HSP が転写促

進されることで、再び HSP-HSF1 複合体を形成し負のフィードバックが働くことが知られ

ている(2、51)。 

 本研究においては第 3 章で同定した BLV-LTR 中の HSE 配列に対して⽜由来の HSF1 が

転写活性機能を有するかをルシフェラーゼレポーターアッセイにより検討した。  
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4.2 材料および⽅法 

 

4.2.1  株化細胞と細胞培養 

 CC81 細胞(猫腎由来株化細胞)は 5%⽜胎⼦⾎清(FCS)および 0.3% tryptose phosohate 

broth (TPB)添加 Eagle’s MEM で培養した。 

 

4.2.2  遺伝⼦クローニングと発現ベクターの作成 

臨床的に無症状である⽜の⽩⾎球より RNeasy Mini Kit (QIAGEN) を⽤いて total RNA

を抽出した。その後 PrimeScript 1st strand cDNA synthesis Kit (Takara)の指⽰に従い、

cDNA を合成した。ここで得た cDNA を鋳型として表 4 -1 に⽰すプライマーを⽤いて

PrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit (Takara)を使⽤して HSF1 遺伝⼦を増幅し、さらに得

られた PCR 産物を Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System(Promega)を⽤いてゲル精

製した。これを鋳型として PCR により開始コドンの直前には増幅配列である Kozak 配列

(GCCACC)を、終⽌コドンの前には Flag 配列を、さらに制限酵素配 NotⅠと EcoRⅠの認

識配列を各末端に加えた配列を作製した。得られた PCR 産物は pCR2.1-TOPO ベクターへ

TOPO-TA cloning Kit (Thermo Fiher Scientific)を⽤いて TA クローニングを⾏った。得ら

れたプラスミドベクターを DH5α⼤腸菌へ導⼊し、LD 培地で増殖し、⽬的の遺伝⼦が組み
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込まれていたクローンのみを選別した。プラスミドは Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega)で回収し、得られたプラスミドは NotⅠ-BamHⅠで切断し、

pIRESneo3 ベクターへサブクローニングし、これを HSF1 発現プラスミドベクター

(pHSF1)とした。HSF1 が CC81 細胞で発現されていることは抗 Flag 抗体を⽤いたウエス

タンブロットにより確認した。HSF1 の DNA 結合領域⽋損体である pHSF1-DDBD につい

ては pHSF1 ベクターを鋳型として、表 4-1 に⽰した HSF1-DDBD プライマーセットを⽤

いて PrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit (Takara)を使⽤して作製した。 

 Tax 発現ベクターは FLK-BLV から total RNA を抽出し、HSF1 クローニングと同様の⼿

順によりクローニングを⾏い、これを Tax 発現ベクター(pTax)とした。使⽤したプライマ

ーは表 4-1 に⽰した。反応条件は 98 度 10 秒の熱変性、52 度 15 秒のアニーリング、72 度

10 秒の伸⻑反応を 35 サイクル⾏った。 

 

4.2.3  Luciferase レポーターベクターの作製 

  FLK-BLV (Accession No.EF600696)の BLV-LTR 5’側の 531bp を第 3 章 3.2.1 と同様の

⼿法の PCR によって増幅し、さらに制限酵素 BamH I と Not I 認識配列を両末端に添加し

た。得られた PCR 産物を制限酵素 BamH I-Not I で切断し、pGL3-Basic ベクター

(Promega)へサブクローニングすることで BLV-LTR をプロモーターとしてもつ Firefly ル
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シフェレースを発現するレポーターベクターを作製した。さらに表 4-2 に⽰したプライマー

を⽤いて、LTR 中の HSE 配列(5ʼ-tTTCccGAAa-3ʼ)を⽋損した pDHSE レポーターベクタ

ー、TxRE2 を⽋損した pDTxRE2 レポーターベクター、HSE の 10 塩基のうち 5’側の 5 塩

基だけを使⽤した pDHSE-half-5’(5ʼ-tTTCc-3ʼ）、3’側を残した pDHSE-half-3’ 

(5ʼ-cGAAa-3ʼ)、さらに塩基除去による転写活性の変化を考慮し、HSE 塩基配列の塩基組成

を維持したままその順番を統計ソフト R を⽤いてランダムに変えた pHSE-junk を作製した。

加えて、HSE 配列を重複して組込んだ pHSE-2repeat(5’- tTTCccGAAa tTTCccGAAa-3’)、

pHSE-3repeat(5’- tTTCccGAAa tTTCccGAAa tTTCccGAAa-3’)を作製し、Luciferase 

reporter assay に使⽤した。 

 

4.2.4  Luciferase reporter assay 

CC81 細胞を 2×104 個/well の細胞濃度で 96 ⽳マルチプレートで培養し、培養 12 時間後

に作製した HSF1 発現ベクターならびに Tax 発現ベクターと各 LTR レポーターを

100ng/well に調整し、Lipofectamine LTR with Plus Reagent kit (Thermo Fisher 

Scientific)を使⽤し co-transfection した。補正のために Renilla ルシフェレースを発現する

pRL-TK ベクター(Promega)をコントロールとして導⼊し、Firefly、Renilla ルシフェレー

スの発光強度を Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) を⽤いて Centro 
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LB960 luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany)によって測定した。

測定は、全ての条件で 4 回以上⾏っており、得られた Firefly の発光強度は Renilla で補正

し、LTR 転写活性強度として評価した。 
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4.3 結果 

 

4.3.1  HSF1 導⼊濃度による LTR 転写活性の変化 

 CC81 細胞に pHSF1 を 0ng、25ng、50ng、100ng/well ずつ導⼊し、濃度依存的な HSF1

導⼊による LTR 転写活性能を 12 時間後、24 時間後それぞれで測定した。pHSF1 導⼊後

12 時間には 100ng/well で有意な LTR 転写活性の上昇が認められ、24 時間後には濃度依存

的な LTR 転写活性が認められた（図 4-1）。この結果を基準とし、各実験において 12 時間

以降 24 時間以内で得られた値を LTR 転写活性の評価に使⽤した。 

 

4.3.2  HSF1-DDBD における LTR 転写活性の変化 

  LTR 転写活性の上昇が HSF1 によるものであることを明らかにするため、HSF1 の DBD

領域を⽋損させた pHSF1-DDBD による LTR 転写活性を測定したところ、HSF1 発現時と

⽐較してその活性は有意に低下した(p<0.02)。また、Tax 発現時における LTR 転写活性は、

HSF1 の有無に関わらず上昇したが、HSF1 が共発現することで更に LTR 転写活性が増強

した。⼀⽅、HSF1-DDBD 発現時にはその傾向は確認されず、むしろ Tax 単独発現の場合

よりも⼤きく LTR 転写活性能を低下させた。(図 4- 2) 
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4.3.3  DHSE レポーターベクターにおける LTR 転写活性の変化 

  HSF1 による LTR 転写活性が HSE を介した反応であることを確認するため、LTR レポ

ーターベクターのうち、HSE 配列を⽋損させた pDHSE を⽤いたレポーターアッセイを⾏

ったところ、HSF1 発現時における LTR 転写活性が有意に減少した(p<0.02)。pDTxRE2 に

よる転写活性も HSF1 単独発現時と⽐較すると減少する傾向が認められた。また、Tax 発

現時における LTR 転写活性は pDTxRE2 において有意に減少しており(p<0.02)、また

pDHSE においても半減していることが確認された。(図 4-3) 

 

4.3.4  HSE 変異体レポーターベクターによる LTR 転写活性の変化 

これらの HSF1-HSE 反応、Tax-TxRE 反応に関して HSE 配列の役割をより詳細に解明

するため、HSE 配列の 2 倍体(pHSE-2repeat)、3 倍体(pHSE-3repeat)、半数体

(pHSE-half-5’/3’)、塩基置換体(pHSE-junk)を加えて再び LTR 転写活性機能を評価した。

HSF１発現時には、HSE-3repeat 、HSE-2repeat の HSE 配列数の順に LTR 転写活性が

有意に上昇していた(p<0.02)。⼀⽅で pDHSE、pDHSE-half -5’/3’における転写活性機能の

上昇は確認されなかった(図 4-4)。Tax 発現時における LTR 転写活性は HSF1 発現時のよう

な HSE 依存的な転写活性は確認されず、pHSE-2repeat、pHSE-3repeat においてはむし

ろ減少する傾向にあった。また、4.3.4 の結果と同様に、pDTxRE2 における LTR 転写活性
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は⼤きく減少していた(図 4-4)。 
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4.4 考察 

 

 HSF1 は HSE に特異的に結合し、下流の転写活性を促進することが知られている(52)。

⽜⽩⾎病において Tax は LTR に結合し、強い転写活性機能を持つことが報告されているが

(19、20)、病態後期では発現がほとんど認められなくなっている(44、40)。Tax ⾮依存的な

ウイルス転写活性はウイルスの再活性化や最初の転写活性開始などにおいて必要であり、病

態進⾏や宿主免疫を回避する上で重要な役割を担っていると考えられる。本研究において同

定した BLV-LTR における HSE 配列を元に、発症⽜で⾼発現していた⽜ HSF1 をクローニ

ングし、HSE を介した LTR 転写活性の解析を⾏ったところ、Tax ⾮依存的な活性が認めら

れた。更に HSF1 の導⼊濃度と時間経過に伴って LTR 転写活性機能は上昇していくことか

ら、BLV-LTR に保存されている HSE は HSF1 応答性を持つことが明らかにされた。さら

にその活性は HSF1 の DNA 結合部位の⽋損や HSE 配列の部分的な⽋損によって活性が低

下したことから、BLV の LTR 転写活性は HSF1-HSE 依存的な反応であることが⽰唆され

た。 

 興味深いことに、HSF1-HSE を介した LTR 転写活性は、そのいずれかを⽋損することに

よって Tax による LTR 転写活性機能も減少させ、HSF１共発現によって増強されたことか

ら、HSF1-HSE の反応は Tax における LTR 転写活性へも影響を与える可能性が⽰唆され
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た。 
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表 4-1 クローニングに⽤いたプライマー塩基配列 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Primer Sequence (5'-3') Accession No. 

HSF1 ATGGATCTGCCCGTGGG NM 001076809.1 
 CGAGACAGTGGGGTCCTTGG  

tax ATGCCCAAAGAACGACGGTC NC 001414.1 
 AGTTGTTCCAGGGAAGAAGG  
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表 4-2 変異導⼊プライマー塩基配列 
 
 

Primer Sequence (5'-3') Base 

pHSF1-DDBD CAACGTCGTGACCAGTGTGTCCACT pIRESneo3 
 CTGGTCACGACGTTGCTGGGCCCCGC  

pDHSE CTTCCCCAATCCACACCCTGAGCTG pGL3basic 
	  TGTGGATTGGGGAAGTTGGGGAGGTA  

pDHSE-half-5' CCCCTTTCcAATCCACACCCTGAGCT pGL3basic 
 TGGATTgGAAaGGGGAAGTTGGGGA  
pDHSE-half-3' ACTTCCCCcGAAaAATCCACACCCTG pGL3basic 
 TTtTTCgGGGGAAGTTGGGGAGGTA  

pHSE-3repeat AATTTCCCGAAAAATCCACACCCTGAGCTG pGL3basic 
 ATTTTTCGGGAAATTTCGGGAAATTTCGGGA  
pHSE-2repeat AAATTTCCCGAAAAATCCACACCCTGAGCTG pGL3basic 
 ATTTTTCGGGAAATTTCGGGAAAGGGGAAGT  
pHSE-junk CCcATCagACTtAATCCACACCCTGAGCTG pGL3basic 
 TTaAGTctGATgGGGGAAGTTGGGGAGGTA  

pDTxRE TGCCAGAAGGCTAGAATCCCCGTACC pGL3basic 
 TCTAGCCTTCTGGCAGCTGACGTCT  
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図 4-1 HSF1 導⼊による LTR 転写活性の変化 

 CC81 細胞へ HSF1 発現ベクターと LTR レポーターベクターを導⼊し、pHSF1 の導⼊濃

度別の LTR 転写活性機能を⽰した。12 時間後、24 時間後のいずれも HSF1 の導⼊濃度に

応じて LTR 転写活性の上昇が認められた。 
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図 4-2 pHSF1-DDBD による LTR 転写活性の変化 

 Tax 導⼊、⾮導⼊時の pHSF1-DDBD による LTR 転写活性の変化を⽰す。HSF1DDBD

によって HSF1、Tax による LTR 転写活性は⼤きく減少した。また Tax は HSF1 との共発

現により LTR 転写活性を増強させた。 

 

  

Tax (+) Tax (−) 
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図 4-3 pDHSE レポーターベクターによる LTR 転写活性の変化 

 A: HSE 配列の⽋損によって HSF1 導⼊による LTR 転写活性機能は⼤きく減少した。 

 B: Tax 発現時において、TxRE の⽋損によって LTR 転写活性機能は減少したが、HSE の

⽋損によっても転写活性は減少した。 
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図 4-4 HSF１発現時の LTR 転写活性機能の変化 

 HSE 配列の繰り返しによって HSF1 の LTR 転写活性機能は増加した。部分的な⽋損や、

塩基の置換がある HSE では LTR 転写活性機能の変化は認められなかった。 
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図 4-5  Tax 発現時の LTR 転写活性機能の変化 

 Tax 発現時には HSF1 発現時で認められた HSE 配列数に応じた LTR 転写活性は認めら

れず、むしろ減少する傾向にあった。 
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第 5 章 

 

Tax-HSP の相互作⽤機能解析  
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5.1 序論 

 

 シグナル伝達経路において、HSP は HSF1 の下流に位置し、常に相互作⽤をすることでそ

の発現や転写活性が調節されている(44、52、65)。BLV と同じデルタレトロウイルス属に

分類される HTLV-1 は Tax が LTR 転写活性に重要な役割を果たしているが(15)、HSP90

が Tax と相互作⽤し、局在や転写活性に影響を及ぼすことが報告されている(4、32)。⽜⽩

⾎病に関して、BLV 感染⽜では⾮感染⽜と⽐較して HSP70 が⾼発現しているとの報告(58)

や、BLV-LTR を活性化する変異型 Tax によってストレス関連遺伝⼦が⾼発現していること

がマイクロアレイによって明らかにされている(6、56)。しかしその後、継続的な研究報告

はなく、BLV に関する HSP の役割については未だ不明なことが多い。第 4 章において、

HSF1 によるウイルス LTR 転写活性機能を明らかにしたが、HSF1 は HSP の転写も活性化

しており、発現が誘導された HSP による直接的あるいは間接的な LTR 転写活性も検討す

る必要がある。 

本研究において、Tax と HSP の相互作⽤によるウイルス転写活性の変化をさらに明らか

にするために、Tax 発現状態におけるレポーターアッセイを HSF1 発現時、⾮発現時のそ

れぞれで検討した。 
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5.2 材料および⽅法 

 

5.2.1  株化細胞および細胞培養 

 4.2.1 と同様の細胞を使⽤した。細胞の維持は同⼀の⼿法で⾏った。 

 

5.2.2    HSP70、HSP90 遺伝⼦クローニングと発現ベクターの作製 

4.2.2 と同様の⼿法で HSP70 および 90 の発現プラスミドベクター(pHSP70、pHSP90)を

作製した。使⽤したプライマーは(表 5 -1 )に⽰す。 

 

5.2.3  Luciferase reporter assay 

発現ベクターに pHSP70 と pHSP90 を加えて第 4 章 4.2.4 と同様の⼿法で⾏った。 

 

  



 

 45 

5.3 結果 

 

5.3.1  Tax-HSP 相互作⽤における LTR 転写活性の変化 

 HSP70、もしくは HSP90 の単独発現では LTR 活性は認められなかった。Tax による LTR

転写活性機能は HSP70 との共発現によって抑制され、HSP90 との共発現により有意に増

強された(p<0.002)(図 5-1)。 

 

5.3.2  HSF1 および Tax 発現時における HSP の機能解析 

 HSF１発現時の HSP70、HSP90 による LTR 転写活性機能を経時的に解析したところ、

Tax 発現時に⾒られた際の変化と同様に、HSP70 の発現によって LTR 転写活性は抑制され、

HSP90 の発現によって LTR 転写活性機能が増強することが確認された。特に HSP90 によ

る LTR 転写活性の増強効果は著しく、最⼤で 5 倍以上転写活性の上昇が認められた(図 5-2)。 
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5.4 考察 

 

 HSP70、HSP90 それぞれは単独では LTR 転写活性機能を⽰さなかったが、HSF1 ある

いは Tax による転写活性機能に変化を及ぼすことが⽰された。この結果は HSF1 が HSP を

介さず、直接的に HSE と反応することを⽰唆しているとともに、HSF1 と Tax による LTR

転写活性は HSP を介した共通の反応経路が存在することを⽰唆している。HSP90 につい

ては HTLV-1 で報告されている Tax の転写活性機能を増強する作⽤と類似した結果が得ら

れ、BLV においても類似した作⽤を持っている可能性が考えられる(32)。 

また、HSF1 単独の発現と⽐較すると HSP の共発現では全体的な LTR 転写活性は減衰し

ており、転写活性のピークも 20 時間前後でありその後は減少する傾向も認められた。HSF1

は HSP と複合体を形成し不活性型になるため、HSP の産⽣に伴って不活性型 HSF1 が増

加していったことが転写活性減衰の原因と考えられる。 
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表 5 - 1 クローニングに⽤いたプライマー 
 
 

Primer Sequence (5'-3') Accession No. 

HSP70 ATGGCGAAAAACATGGCTAT NM 203322.2 
 ATCCACCTCCTCAATGGTGG  

HSP90 ATGAGGGCCCTGTGGGTGC NM 174700.2 
 TTCATCTTTTTCAGCTGTAG  
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図 5-1 pTax 導⼊、⾮導⼊時における HSP70、HSP90 による LTR 転写活性の変化。 

それぞれ単独での発現では LTR 転写活性を⽰さないが、Tax との共発現によって活性を変

化させた。 

 

  

Mock HSP70 HSP90 

 Tax(−) 
 

) 

Tax(＋) 
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図 5-2 HSF1 発現時の HSP による LTR 転写活性機能 

 HSF1 発現時において、LTR 転写活性機能は、Tax による LTR 転写活性の有無に関わら

ず、HSP70 の発現時に抑制され、HSP90 の発現時には増強された。 

  

  
      

HSP70 HSP70 HSP90 HSP90 Mock Mock 
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第 6 章 

⽜フォーミーウイルスの分離と LuSIA 法による性状解析 
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6.1 序論 

 

フォーミーウイルスは Retroviridae Spumavirus 属に分類される(36)。Bovine foamy 

virus (BFV)は 1969 年に臨床症状的に無症状の⽜から分離が成功されており、その後も世

界各地の⽜から分離報告がある(3、5、7、26-28、37、63)。受容体は明らかとなっていな

いが、感染⽜の様々な組織からウイルス分離がされており、ヒト(HEK293T 細胞、HeLa 細

胞)、アフリカミドリザル(CV-1 細胞)、ハムスター(CHO 細胞、BHK-21 細胞) 由来の細胞

株にも感染することが報告されている(38)。BFV は分離当初リンパ⾁腫を引き起こす可能

性が疑われていたが(39)、現在では単独感染では疾病との関連性はないと考えられている(8)。

しかしながら、ウイルスが宿主ゲノム中にプロウイルスとして挿⼊されることによって、感

染個体の健康状態に影響を与える可能性が⽰唆されている(22、35)。 

⽜末梢⾎からの BLV 分離や、BLV の感染効率を調べる際には syncytia infectivity assay 

(SIA)が広く⽤いられている(26)。しかし、シンシチウムは BLV ⾮感染細胞でも形成される

ことがあり、他のシンシチウム形成ウイルスとの鑑別も重要である。BLV と同じレトロウ

イルスでありシンシチウム形成能を持つ BFV は、⽇本国内において分離されておらず、感

染状況についても不明であるため、BLV 研究の障害となっている可能性がある。近年、新

たな BLV 特異的な検出⽅法として Luminescence syncytium infectivity assay (LuSIA)が
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開発された(53)。この⼿法は、BLV の LTR-U3 領域をプロモーターとして、その下流に緑

⾊蛍光タンパク(Green fluorescent protein :GFP)遺伝⼦の改良型の Enhanced GFP 

(EGFP) 遺伝⼦を持つ CC81-BLU3G 細胞を使⽤している。LuSIA 法は CC81-BLU3G 細

胞に BLV が感染し、Tax が発現すると下流の EGFP が発現することを利⽤した、旧来の

SIA とは異なる BLV 特異的なシンシチウム検出法である。本研究においては、未だ不明な

点の多いシンシチウム形成ウイルスである BFV の分離と同定を試み、さらに LuSIA 法を

⽤いて BFV が BLV の LTR 転写活性機能を持つかを検討した。 
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6.2 材料および⽅法 

 

6.2.1  株化細胞および細胞培養 

FLK-BLV 細胞および⽜胎⼦筋⾁由来（BFM）細胞は 5%FCS 添加 Eagle’s MEM で、

CC81-BLU3G 細胞は 5%FCS および 0.3%TPB 添加 Eagle’s MEM で培養を⾏った。 

 

6.2.2  ⾎液サンプルとウイルス分離 

 神奈川県内の同⼀農場内で飼育されている、臨床上健康である⽜ 57 頭の尾静脈より

EDTA 採⾎管を⽤いて⾎液を採取した。得られた⾎液は、0.01% EDTA 含有の 0.83%NH4Cl

を２倍量加えることで溶⾎させ、PBS で 3 回洗浄後、1000rpm 10 分間の遠⼼分離を⾏い、

末梢⾎リンパ球(PBL)を分離した。分離した PBL は 1×107 個/ml に調整し、６⽳プレート

にて 1.5×105 個の BFM 細胞 1ml と共培養を⾏い、ウイルスの分離を試みた。培養 48 時

間後に、培養細胞を Eagle’s MEM で洗浄し、新たな培養液を加え１週間以上培養を⾏った。

細胞変性効果(CPE)が観察されなかった場合、培養上清を新たに BFM 細胞に加える⽅法と、

培養細胞をトリプシン処理して継代培養する⽅法の 2 通りで継代を⾏った。 
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6.2.3  光学顕微鏡および電⼦顕微鏡による観察 

 CPE が観察された場合、BFM 細胞はギムザ染⾊を⾏い、細胞形態の変化を観察した。電

⼦顕微鏡による観察は、感染細胞を 2.5%グルタールアルデヒド含有 PBS で固定後、遠⼼沈

殿によってペレットとし、1%酸化オスミウム(0.1M phosphate buffer に溶解)処理を⾏った。

段階的にエタノールで脱⽔後、LUVEAK-812 樹脂に封⼊し、超薄切⽚試料を作製した。ウ

ラン・鉛染⾊を施した後、透過型電⼦顕微鏡(H-7500, Hitachi high-technologies 社) にて

ウイルスの形態観察を⾏った。 

 

6.2.4  DNA 抽出と nested-PCR 

CPE が⽣じた BFM 細胞を PBS で 2 回洗浄後 2×105個に調整し、DNeasy Blood & Tissue 

kit(Qiagen)を⽤いて genomic DNA の抽出を⾏った。ウイルスが分離された⽜の PBL を再

度採取し、1×106 個に調整して DNA を抽出した。 

得られた DNA サンプルを⽤いて BFV-env をターゲットに Go Taq green Master Mix 

(Promega)を⽤いて nested-PCR を実施した。使⽤したプライマーは表６−1 に⽰す。1st 

PCR では BFV-env-F1 と BFV-env-R1 プライマーを使⽤し、反応条件は 95 度で２分間熱

処理した後、95 度で 30 秒の熱変性、55 度で 30 秒のアニーリング、72 度で 80 秒の伸⻑反

応の⼯程を１サイクルとして 35 サイクル⾏った。2nd PCR では BFV-env-F2 と
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BFV-env-R2 プライマーを使⽤し、得られた PCR 反応溶液 1μl を鋳型とした。PCR の反

応条件は 95 度で２分間熱処理した後、95 度で 30 秒の熱変性、55 度で 30 秒のアニーリン

グ、72 度で 60 秒の伸⻑反応の⼯程を１サイクルとして 35 サイクル⾏った。得られた PCR

反応産物は 2%アガロースゲルで電気泳動を⾏い、エチジウムブロマイド染⾊により確認を

⾏った。 

 

6.2.5    ダイレクトシークエンスによる塩基配列解析 

得られた PCR 産物は Wizard○R  SV Gel and PCR Clean Up System (Promega)によって

ゲル精製を⾏った。ダイレクトシークエンスは精製した PCR 産物を鋳型として、2nd PCR

で⽤いたプライマーを使⽤し、ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit 

(Applied Biosystems) および ABI PRISM Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems)

を⽤いて塩基配列を決定した。 

得られた塩基配列は MEGA6 ソフトウエア上で Clustal W によってアライメントを⾏っ

た。更に National Center for Biotechnology Information (NCBI) が運営する BLAST を

⽤いてデータベースと⽐較解析した。DNA Data Bank of Japan (DDBJ) より近縁なウイ

ルス株の塩基配列を得て、部分的な BFV env 塩基配列の相同性解析ならびに Tamura-Nei

モデルに基づいた最尤法によって塩基配列の系統解析を⾏った。 
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6.2.6  LuSIA 法 

BLV LTR U3 をプロモーターとして下流に EGFP 遺伝⼦を保有するプラスミドを CC81

細胞に導⼊し、G418 薬剤選択を⾏った。限界希釈法でクローン選択を⾏い、pBLU3-EGFP

安定発現細胞株を樹⽴し、CC81-BLU3G 細胞とした。BFV が感染した BFM 細胞

(BFM-BFV)または FLK-BLV 細胞 5000 個と CC81-BLU3G 細胞 5×104 個/ml を 12 ⽳プレ

ートで共培養した。2 ⽇〜4 ⽇後にホルマリン固定を施し、PBS で洗浄した後に各細胞のシ

ンシチウム形成および EGFP 発現を蛍光顕微鏡において観察した。核は蛍光⾊素の

2-(4-amidinophenyl)-1H -indole-6-carboxamidine（DAPI）で染⾊した。 
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6.3 結果 

 

6.3.1  分離ウイルスの形態観察 

PBL を接種した BFM 細胞は、2 回⽬の細胞継代を⾏ったところ、２検体にて CPE が確

認された。ギムザ染⾊でシンシチウムの観察を⾏ったところ、周囲に空胞変性を伴う特徴的

な多核巨細胞が認められた（図 6-1）。このような CPE は PBL を接種した BFM 細胞の培

養上清を BFM 細胞に接種して継代した場合には確認されなかった。ウイルス粒⼦の電⼦顕

微鏡観察により、分離ウイルスはエンベロープを有しており、50-100nm 粒⼦であることが

確認された(図 6-2)。 

 

6.3.2  分離ウイルスの同定ならびに分⼦系統解析 

分離ウイルスを、BFV env 特異的プライマーにより解析した結果、1st PCR では 1248bp, 

2nd PCR では 915bp の PCR 産物が検出された（図 6-3）。⼀⽅、BLV や⽜免疫不全ウイル

ス、⽺型悪性カタル熱ウイルスなど他のウイルス遺伝⼦は検出されなかった。 

得られた PCR 産物と DDBJ に登録されている既報の BFV の塩基配列を⽐較したところ、

分離ウイルスの塩基配列(LC365690)は BFV reference strain (NC_001831)と 98.9%の相同

性を⽰した(図 6-4)。さらにこの配列を元に、他の Foamy virus や BFV 株を含めた分⼦系
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統樹を作製し、分離株間の⽐較を⾏ったところ、中国での BFV 分離株(AY134750)、ならび

にアメリカでの BFV 分離株(NC001831)と⾮常に近縁であることが確認された(図 6-5)。以

上の解析結果より、分離ウイルスは Retroviridae Spumavirus 属に分類される Bovine 

foamy virus (BFV)であると同定され、⽇本国内における初の分離報告となった。 

 

6.3.3  LuSIA 法によるウイルス性状解析 

シンシチウム形成能を持つウイルスが分離された際に、BFV と BLV を鑑別が可能か、ま

た BLV-LTR の転写活性機能に BFV が影響を及ぼすかを明らかにするため、BFV を⽤いた

LuSIA 法を実施した。BFM-BFV 細胞または FLK-BLV 細胞を接種した CC81-BLU3G 細

胞は 4 ⽇後に明瞭なシンシチウムの形成が観察された。しかし、蛍光顕微鏡による EGFP

の発現を確認したところ、FLK-BLV 細胞を接種した CC81-BLU3G 細胞においてはシンシ

チウム形成部位と⼀致した EGFP 発現が確認されたが(図 6-6 下段)、BFM-BFV 細胞を接種

した CC81-BLU3G 細胞では EGFP の発現は確認されなかった(図 6-6 上段)。 
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6.4 考察 

 

本研究では、臨床上健康な⽜からシンシチウム形成能を有するウイルスの分離に成功し、

塩基配列の解析によって Retroviridae Spumavirus 属に分類される BFV であることが同定

された。BFV は世界各国で分離されているが(7、24、27、60)、⽇本国内における分離は初

の報告となった。BFV は多くの細胞や組織への感染が報告されているが、感染細胞からウ

イルス粒⼦の放出が少なく、感染の成⽴には細胞間での接触が重要であると考えられる(29)。

本研究においても、培養上清を接種した BFM 細胞では CPE が発現しなかったことより、

感染の成⽴には感染細胞の直接的な接触が重要であることが⽰唆される。 

本研究においては、分離ウイルスは⽶国や中国で分離された BFV 株と近縁なものであっ

たが、その由来については不明であり、今後は他の BFV 遺伝⼦を含めた解析や、他の国内

農場における BFV 感染率や過去に遡った遺伝⼦解析を通じて明らかにしていくことが期待

される。BFV は病原性が無いと考えられているが、BLV と同様の感染形式を持つと考えら

れ、宿主ゲノム中にプロウイルスとして組み込まれる。免疫系の細胞にも感染が成⽴するこ

とから、免疫⼒の低下や他のウイルスとの混合感染によって症状の悪化も懸念される。本研

究によって分離したウイルスの性状解析や⽇本国内における BFV の感染状況の解明によっ

て新たな知⾒が得られると考えられる。 
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また、本研究により LuSIA 法によって BLV と BFV の鑑別が可能であることが⽰された。

LuSIA 法では BLV の LTR をプロモーターとすることで BLV 特異的な診断が可能とされて

いたが、⽜に感染する他のレトロウイルスにより反応が起こるかの確認は未調査であった

(53)。SIA 法による誤診の可能性についてはかねてより指摘があったが(53)、LuSIA 法によ

る BLV の病原診断では同じレトロウイルスである BFV 感染による誤反応はなく、改めて

BLV に⾼い特異性を持つことが⽰された。BFV が産⽣するタンパク質や宿主因⼦により

BLV-LTR の転写活性が誘発される可能性は低いと考えられる。 
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図 6-1 分離ウイルスを接種した BFM 細胞（ギムザ染⾊） 

周囲に空胞変性を伴うシンシチウム形成が多数確認された。  
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図 6-2 分離ウイルスの透過型電⼦顕微鏡像 

80-100nm のエンベロープを有するウイルス粒⼦が観察された。 
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図 6-3 BFV のプライマーを⽤いた分離ウイルスの PCR 

1:ウイルス分離⽜の末梢⽩⾎球。2:ウイルス感染 BFM 細胞。3:ウイルス未接種 BFM 細

胞。4:陰性対照（蒸留⽔）。ウイルスが分離された⽜の末梢⽩⾎球から抽出したDNAはnested 

PCR で明瞭な陽性となった。 
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図 6-4 分離ウイルスと他の BFV との⽐較 

分離ウイルス(最上段)と各地で分離された BFV の env 領域の⼀部の⽐較。ドット(.)は同⼀

の塩基であったことを⽰す。 
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図 6-5 分離ウイルスと各地で分離された BFV の系統解析 

Tamura-Nei モデルに基づいた最尤法で系統樹を作製。分離ウイルス（最上段）は、中国

分離株（AY134750）と US 株(NC001831)と近縁な種であった。 
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図 6-6 LuSIA 法による BLV の検出 (蛍光顕微鏡像) 

円で⽰した個所にシンシチウムが形成されている。CC81-BLU3G と FLK-BLV との共培

養ではシンシチウムが形成された部分に EGFP の発現が確認されたが(右下)、BFM-BFV の

共培養では EGFP の発現は確認できなかった(右上)。 
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表６- 1 使⽤したプライマー配列 

  
Primer Sequence (5'-3') 

BFV-env-F1 TGGACTCTAGTAGTCTCACC 
BFV-env-R1 CTTAGAAAGCGTGGTAATGGC 
BFV-env-F2 TGTCATTAGAGGACTTCAGG 
BFV-env-R2 TTGATTGTCCTGCTATCTGG 
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本研究により、EBL 発症⽜において HSP 関連遺伝⼦発現量が上昇することを確認し、特

に HSF1 の発現量が上昇していること、さらに BLV-LTR 中に HSF1 のコンセンサス配列

として HSE 配列を同定し、⽜ HSF1 を⽤いて同定した HSE 配列には BLV-LTR 転写活性

機能があることを明らかにした。加えて、分離した BFV を⽤いた LuSIA 法により、BFV

によって BLV の LTR 転写活性に直接的な影響がないことを確認し、BFV 感染⽜と BLV 感

染⽜の鑑別が可能であることを⽰した。新たに明らかとなった EBL 発症⽜における宿主側

の転写活性機能の概要を以下に総括する。 

 

7.1 ⽜⽩⾎病発症⽜における HSP 関連遺伝⼦解析 

 ⽜⽩⾎病発症⽜において、腫瘍組織から得たサンプルを⽤いた qRT-PCR 解析により、

HSP60、HSP70、HSC70、HSP90、HSF1 が健康⽜のリンパ組織と⽐較して⾼い発現量を

⽰すことを明らかにした。腫瘍発⽣部位において HSP 関連遺伝⼦の⾼発現はヒトの腫瘍に

おいて多く報告されていたが、BLV 感染による腫瘍についても同様な遺伝⼦の発現が確認

され、HSF1 が発症において役割を持つ可能性が⽰唆された。しかしながら、⼀部の腫瘍組

織に関して正常⽜と同等の遺伝⼦発現量を⽰すものもあり、また各病態期に関しての調査を

⾏っていないため、今後より詳細な遺伝⼦解析を⾏い、腫瘍の形成と遺伝⼦の発現の関係性

を明らかにしていく必要がある。 
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7.2 BLV-LTR における HSE の保存性と LTR 転写活性機能 

 HSF1 は HSP の発現を上昇させる転写促進因⼦としてのみならず、宿主中の様々な遺伝

⼦のマスター制御因⼦としての機能を持つことが明らかにされつつある。HIV-1 などの⼀部

のウイルスでは、HSF1 を介した反応を利⽤し、HSF1 がウイルス遺伝⼦の転写や再活性化

に関与している報告がある。BLV に関しては HSP や HSF1 の関与は未報告であったが、

本研究の BLV-LTR のダイレクトシークエンスを⾏い、５ʻ側 LTR より 126-135 番⽬に HSE

配列を同定した。また、⽜由来の HSF1 によって下流遺伝⼦の転写活性化が⽣じること、

HSE 配列の⽋失に夜転写活性が⼤きく減少することを Luciferase reporter assay によって

明らかにした。⼀⽅で HSE 配列の繰り返し数の増加により転写活性は上昇することから、

HSE 配列の保存性は BLV-LTR において重要な役割を持つことが確認された。さらに HSF1

は Tax による LTR 転写活性も増強させる働きをもち、また HSF1-HSE 反応経路の⽋失に

よって Tax による LTR 転写活性が減少する傾向があることより、HSF1-HSE 反応系は Tax

の転写活性機能にも影響を及ぼしている可能性が⽰唆された。その機能解析の⼀端として、

HSF1 の下流に位置する HSP90、HSP70 を発現した状態で Tax の LTR 転写活性機能を評

価したところ、HSP70 発現時には Tax による LTR 転写活性機能は抑制され、HSP90 発現

時には逆に増強されることが確認された。なお HSF1 の共発現によっても同様の結果が得

られた。変異型 Tax の発現により HSP70 遺伝⼦の発現が上昇することが他の研究グループ
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のマイクロアレイ解析により明らかにされており、今後の詳細な研究が必要とされる。 

 

7.3 BFV 感染⽜のウイルス分離と BLV-LTR 転写活性機能 

 ⽇本国内において BFV の感染状況は調査されておらず、その感染状況については不明で

あった。⽜末梢⾎に含まれる BLV の感染性の評価で SIA が⾏われているが、BFV や他の

シンシチウム形成ウイルスの混同による誤診の可能性や研究への妨げも指摘されており、よ

り特異性の⾼い BLV 病原診断法として LuSIA 法が開発された。本研究では、⽇本国内で初

の BFV 分離を⾏い、分離ウイルスを⽤いて LuSIA 法を検証することで BFV は BLV-LTR

への転写活性機能を持たないことを明らかにし、BLV と鑑別可能であることを⽰した。現

在のところ、BFV は病原性を持たないウイルスとして考えられているが、BFV は宿主ゲノ

ム中に組み込まれるので、免疫⼒の低下など、宿主側のウイルス感受性へ影響を及ぼす可能

性がある。BFV に感染している⽜における各種ウイルスの重複感染による病原性の変化な

どについては明らかにされていない。今後は BFV の宿主ゲノム中への組み込み位置や、他

のウイルスとの重複感染による変化を調査する必要がある。本研究の BFV ウイルス分離に

よってそれらの実験を実施可能にした。 
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 本研究により、未解明であった EBL 発症⽜における HSP 関連遺伝⼦を明らかにし、宿

主由来のタンパク質である HSF1 によって BLV-LTR 転写活性を促進することを明らかにし

た。宿主由来のタンパク質を利⽤した複製機構はウイルスの持つ宿主免疫回避機構の⼀端で

あるとも考えられる。HSF1 や HSP による BLV-LTR 転写活性の変化は EBL の病態進⾏に

おける新たな知⾒であり、BLV のみならず他のウイルスにおいても HSP と発症の関連性を

明らかにする上で貢献して⾏くと考えられる。 
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