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1  はじめに 

地方病性牛白血病は牛白血病ウイルス（以

下、 BLV ）を原因とした疾病で、主にアブな

どによる水平感染で伝播する。発症牛では眼

球突出、リンパ節の腫大やリンパ腫、臨床症

状が見られない BLV 感染牛でも持続性リンパ

球増多症などの症状が見られる。しかし、半

数以上の BLV 感染牛は発症せずに無症状キャ

リアーとなることから摘発・淘汰が進まず、

地方病性牛白血病の発生報告は増加している。 

そのため牛白血病対策のためにリンパ球数

を測定しECの鍵などにより感染リスク評価が

行われるが、多検体のリンパ球数の測定には

時間と労力が必要となる。 

そこで今回短時間、容易に多検体のリンパ

球数を測定できる簡易法（以下、簡易法）を

検討したので、その概要を報告する。 

 

2  簡易法について 

 従来のリンパ球数の測定方法（以下、従来

法）は、自動血球計数装置により白血球数を

測定後、血液塗抹標本を作成し固定、染色、

鏡検を行い、白血球百分比からリンパ球数を

算出する方法である。これに対し、簡易法で

は血液等をチューブに分注し、遠心、分離さ

れたリンパ球を自動血球計数装置で測定する

ため、従来法より省力化される。 

 リンパ球の分離方法を図 1 に示す。仕切り

板のついたヒト用リンパ球分離チューブに血

球分離溶液と抗凝固処理血液を入れ1000Ｇ、

15分遠心すると、比重の差によりリンパ球と

その他の血球成分の間に分離溶液が入り込み、

リンパ球が分離される。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

しかし、リンパ球分離チューブの使用方法

通りに、供試血液を 6mL 添加し遠心したとこ

ろ、リンパ球以外の血球成分が仕切り板を越

えてしまいリンパ球数を測定することができ

なかった。そのため、血球分離溶液と分離チ

ューブを牛血液に用いるための検討が必要と

考えられ、最適血液量の検討、次に従来法と

簡易法とで測定したリンパ球数等の比較を行

 図 1  リンパ球の分離方法 



った。 

3 材料 

(1) 供試血液最適量の検討 

抗凝固処理した牛血液、市販のヒト用血球

分離溶液、ヒト用リンパ球分離チューブを材

料として用いた。 

(2) リンパ球数等の比較 

BLV 抗体陽性牛、陰性牛が同居する農家全

頭の血液46検体を材料として用いた。 

 

4 方法 

(1) 供試血液最適量の検討 

分離溶液を 3mL と牛血液それぞれ 1mL 、

2mL 、 3mL 、 4mL を分離チューブに入れ

1000G 、15分で遠心し、リンパ球のみ分離で

きる最適血液量を検討した。 

(2) リンパ球数等の比較 

従来法と簡易法で測定したリンパ球数、所

要時間、塗抹標本を比較した。 

 

5  結果 

(1) 最適血液量の検討 

遠心後の分離チューブを図 2 に示した。リ

ンパ球以外の血球成分が仕切り板を超えず、

分離溶液がリンパ球とその他の血球成分の間

に入り込んでいたのは、供試血液量が 2mL の

場合であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) リンパ球数等の比較 

従来法と簡易法で測定されたリンパ球数を

図 3 に示した。リンパ球数を比較したところ、

相関係数が0.96、危険率は0.01未満であり強

い相関が有意に認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に検体数が 1 検体、10検体、50検体の場

合の所要時間について比較した結果を表 1 に

示した。 1 検体の場合、簡易法は従来法より

54分早くリンパ球数が測定された。同様に10

検体、50検体の場合の所要時間の差は95分、

250 分となり、簡易法は検体数が多いほど短

時間でリンパ球数が測定された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

血液塗抹標本の観察像は図 4 及び図 5 のと

おりである。血液塗抹標本を比較すると、従

来法の塗抹ではリンパ球以外にも赤血球、好

中球、好酸球などが観察されるが、簡易法の

 図 2  遠心後 ( 左から 1mL ～ 4mL ） 

 図 3  測定されたリンパ球数の比較 

 表 1  所要時間の比較 



塗抹ではリンパ球のみが観察された。 

さらに牛白血病と診断された牛の血液塗抹

を比較したところ、簡易法では異型リンパ球

が従来法に比べて容易に観察され、正常、異

型どちらのリンパ球も分離されていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6  リンパ球数と BLV 遺伝子量の比較 

リンパ球数と BLV 遺伝子量に相関関係があ

るという報告 1) から、リンパ球数と BLV 遺伝

子量の相関性を確認した。 

(1) 材料 

BLV 遺伝子陽性の牛血液12検体を材料とし

た。 

(2) 方法 

全血から市販キットで抽出された DNA につ

いて、市販のウシ白血病ウイルス検出キット

（TaKaRa）を用いてリアルタイム PCR を実施

し、 BLV 遺伝子量を測定した。また、リンパ

球数を簡易法により測定した。 

(3) 結果 

測定されたリンパ球数と BLV 遺伝子量を図

6 に示した。相関係数は0.11、危険率は0.05

未満であり今回は相関がみられなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7  まとめ 

以上の結果から簡易法における最適血液量

は 2ml であり、測定されたリンパ球数では従

来法と高い相関がみられたため、簡易法は従

来法と同等の測定方法であった。また、多検

体を短時間に測定することができたことから、

簡易法を用いることで効率的にECの鍵などに

よる感染リスク評価を行うことができ、牛白

血病対策へ有用であると考えられた。 

さらに分離リンパ球の塗抹標本ではリンパ

球のみを鏡検することが可能なため、異型リ

ンパ球が容易に観察され、牛白血病の診断へ

利用できる可能性が示唆された。 

 なお、今回はリンパ球数と BLV 遺伝子量に

相関がみられなかったが、標本数などの要因

を考慮しデータを積み重ね、今後も検討する

必要があると考えられる。 

 

 

 

 

 図 4  血液塗抹標本の比較 
 図 6  リンパ球数と BLV 遺伝子量の比較 

 図 5  牛白血病と診断された牛の血液塗抹標本 
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