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研究成果の概要（和文）：鶏に悪性リンパ腫を主徴とするマレック病（MD）を引き起こすマレック病ウイルス
（MDV）の野外における病原性進化の分子機構を解明するために、国内でワクチン接種したにも関わらずMDが発
生するワクチンブレーク鶏からMDVを単離して、その分子生物学的性状及びウイルス学的性状を解析した。その
結果、分離したMDVは、病原性に重要なウイルス遺伝子に新規の多型が同定され、鶏に病原性を示したが、全ゲ
ノムの系統樹解析の結果、米国等で従来報告されていたものとは異なる分子機構で病原性進化している可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Marek’s disease virus (MDV), a causative agent of Marek’s disease (MD), 
which is characterized by the formation of malignant lymphomas, tends to increase its virulence in 
the fields. To clarify the molecular mechanism for the increase in MDV virulence, recent MDV strains
 isolated from vaccinated chickens which developed clinical MD were virologically and molecular 
biologically characterized. Several new diversities/mutations were detected in viral genes of these 
strains, and a plaque-purified MDV strain was shown to be pathogenic to chicks. However, 
phylogenetic analysis of the whole genome of the MDV strain and reference strains showed that 
domestic MDV may increase its virulence through unknown mechanisms which are different from those 
suggested previously in MDV strains isolated in the United States.

研究分野： 獣医学
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１．研究開始当初の背景 
 マレック病ウイルス（MDV）は鶏に悪性リ
ンパ腫を引き起こし、養鶏業界に甚大な被害
をもたらしてきたが、ワクチンにより、現在
ではほぼ制圧されている。しかし MDV の病態
形成機構・ワクチンの防御機構は解明されて
いない。また近年、世界各地でワクチン接種
鶏でもワクチンブレークが発生し、野外にお
ける MDV の強毒化が報告されている。さらに
平成 13 年度、マガン 1 羽に、世界初のマレ
ック病発症による死亡例が報告され、申請者
らが実施した MDV 疫学調査（平成 15〜17 年
度、基盤研究(B)・13556045）の結果、多く
の野生水禽（ガン・カモ類）が高率に MDV に
感染していることが判明した。このように野
外における MDV の強毒化により、今後現行の
ワクチンが効力を失う可能性があり、MDV の
病原性進化の分子基盤を明らかにして新規
防除法を樹立することが急務となっている。 
 野生水禽での強毒MDV汚染やワクチンブレ
ークを引き起こすMDVの強毒化の原因は現在
のところ不明であるが、可能性として MDV が
コードする抗原・遺伝子の変異、ワクチンに
よる強毒 MDV の選択、あるいは野鳥などによ
る新規の強毒 MDV の導入などが考えられる。
中でも、MDV の発癌遺伝子産物として同定さ
れた Meq（meq 遺伝子産物）は、転写因子と
して、細胞増殖、抗アポトーシスや免疫抑制
に重要な宿主因子の発現を制御することで
MDV の腫瘍化に寄与していると考えられてお
り、近年の MDV 病原性進化にも関与している
可能性がある。申請者らは、これまで MDV 病
原性進化に伴う MDV ゲノムの変化として、日
本国内でワクチンブレーク鶏から分離した
強毒 MDVでは meq遺伝子に多型が存在するこ
とやgBやｇL遺伝子などに従来報告されてい
ない変異が存在することを同定した。さらに
meq 遺伝子の多型が、Meq 蛋白の転写活性化
能や形質転換能に大きな変化をもたらすこ
とを発見した。このことは、meq 遺伝子の多
型（変異・欠損）による Meq 蛋白の機能変化
がMDVの病原性進化に関与していることを示
唆している。しかし gBやｇL遺伝子の変異に
ついては、未だ MDV の病原性進化との関係は
不明である。さらに近年国内でワクチンブレ
ーク鶏から検出された MDV では、meq 遺伝子
にこれまで報告されていない新規の構造変
化が観察され、野外では現在も MDV の病原性
進化が多様な機序で起こっていることが示
唆されている。 
 以上より、ワクチンブレーク鶏や野生水禽
から分離された強毒MDV株の病原性進化に伴
う MDV ゲノムの変化を同定し、それらの変化
による病原性への影響を検討することは、今
後MDVの病原性進化に対抗する新規防除法を
開発するためにも重要であると考えられ、そ
の詳細な解析が待たれている。また MDV の病
原性進化に伴う宿主側標的因子や病原性発
現の分子機構は全く判明しておらず、これに
ついても解明する必要があり、マレック病の

ワクチンブレークに対応できる新規制御法
の確立への応用が待たれている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、日本国内でワクチンブレー
ク鶏等から分離される強毒MDV株の性状解
析をするとともに全ゲノム解析を行い、そ
の病原性進化に伴う構造変化・変異領域を
同定する。さらに鶏を用いた感染実験等に
より、ワクチンブレークの分子機序を明ら
かにする。そしてMDVの病原性進化に対応で
きる新規防除法開発への応用を試みる。 
 
３．研究の方法 
 国内の養鶏場等において、MD ワクチンを接
種しているにも関わらず MD が発生する、い
わゆるワクチンブレーク鶏より血液や腫瘍
材料等を採取し、常法に従ってゲノム試料を
調製して、PCR 法（一部は Nested PCR 法）に
より、MDV の腫瘍化に重要と考えられる meq
遺伝子の検出及び検出された meq遺伝子の塩
基配列を決定して多型解析を行った。さらに
従来欧米等で報告されていない多型に関し
ては、それらの Meq（meq 遺伝子産物）の機
能への影響を確認するため、レポーターアッ
セイや軟寒天内コロニー形成試験により、転
写活性化能や形質転換能を解析した。 
 次に国内に分布するMDVの病原性などウイ
ルス学的性状を解析するために、ワクチンブ
レーク鶏から MD ワクチンを除去して MDV を
単離する方法の樹立を試み、確立した方法で
MDV の分離を行った。分離されたウイルスに
ついては、鶏を用いた感染実験により病原性
を米国の強毒株と比較した。また単離したウ
イルス株の全ゲノム解析（Illumina HiSeq を
使用）を行い、従来報告されている強毒株等
との比較を行った。 
 MDV の病原性進化には、ウイルス側因子の
みならず、宿主因子との相互作用の変化も重
要な役割を担うと思われる。そこで近年、
種々の腫瘍や難治性慢性感染症において、免
疫回避に重要と思われる免疫抑制因子
PD-1/PD-L 経路の病態形成に関わる役割を検
討した。ワクチンブレーク鶏由来腫瘍材料を
採取して、組織標本を作製後、レーザーマイ
クロダイセクション法により、腫瘍部（対照
として非腫瘍部）を採取してゲノム材料を調
製し、RT-PCR 法により PD-1 等の発現を解析
した。 
 
４．研究成果 
（１）国内のワクチンブレーク鶏由来 MDV の
meq遺伝子の多型解析及び Meq（meq遺伝子産
物）の機能解析 
 2010 年〜2014 年に国内で発生したワクチ
ンブレークにおいて、MD 発症鶏から材料を採
取して、ゲノム材料を調製して PCR 法により
meq 遺伝子の検出を行った結果、調査した全
ての検体で meq遺伝子が検出された。そこで
検出された meq遺伝子全長の塩基配列を決定



し、米国で報告されているワクチンブレーク
鶏由来強毒株と比較した（表１）。その結果、
Meq（meq遺伝子産物）の機能に重要と考えら
れる塩基性ドメインや転写活性化ドメイン
に多くの多型が検出された。その中には従来
報告されていない多型も多く含まれていた。
そこで次に、これらの多型を含む Meq の転写
活性化能や形質転換能を解析したが、予想に
反して、今回新規に同定した多型を含む Meq
は、米国の強毒株由来 Meq や 1980 年代に国
内で分離された MDV 株由来 Meq に比較して、
転写活性化能及び形質転換能が有意に低か
った（表１）。以上より、国内で発生してい
るワクチンブレークでは、従来とは異なり、
meq 遺伝子の多型以外の要因が関与している
可能性が示唆された。 

 
（２）ワクチンブレーク鶏由来 MDV 株の単離
法の樹立 
 国内養鶏場では、MD 予防のため MD ワクチ
ンが使用されている。そのため、ワクチンブ
レーク鶏から、常法により強毒 MDV を分離す
るとワクチン株の混入が避けられず、またワ
クチン株は、組織培養において強毒 MDV より
も容易に増殖するため、強毒 MDV の単離及び
その後のウイルス学的解析が困難である。そ
こで、ワクチン株を除去して強毒 MDV のみを
単離する方法を確立した。組織培養での分離
や鶏を用いた継代などを組み合わせた種々
の方法を検討した。その結果、ワクチンブレ
ーク鶏由来腫瘍病変を初生ヒナに接種し、生
体内でのウイルス増殖後に感染ヒナより腎
臓を採取して初代腎臓細胞培養によりウイ
ルス分離を行い、得られたプラークを単離す
ることで強毒MDVのみを分離することに成功
した。この方法により、ワクチン接種鶏から
もワクチン混入のない強毒MDVの分離が可能
となった。 
 
（３）ワクチンブレーク鶏由来 MDV 株の病原
性および全ゲノム解析 
 上記（２）で樹立した方法を用いて、ワク
チンブレーク鶏からの強毒 MDV を行った。近
年、国内で最も優勢に分離される MDV 株（meq
遺伝子の多型解析から）として Kgs-c1 株を
分離した。そして分離した株を用いて、鶏を
用いた感染実験を行い、その病原性を解析し
た。その結果、分離した Kgs-c1 株は、鶏に
対して強い病原性を示した（1 ヶ月程度で感

染鶏は MD を発症して死亡）。しかし、対照と
して用いた米国由来強毒 MDV株である 648株
に比べると、その病原性は低いものであった
（死亡までに要する平均日数等の解析によ
り判定）。 
 そこで次に分離した Kgs-c1 株の全ゲノム
解析を行った。Kgs-c1 株では、米国由来強毒
MDV株に比べて、従来は報告されていない meq
遺伝子の多型が検出され、さらにウイルスの
テグメントタンパク質である UL36 の
variable region におけるリピート配列のコ
ピー数に違いがあることが判明した。しかし
ながら、この変化が MDV の病原性進化に与え
る影響は不明であり、今後の解析が必要であ
る。また全ゲノムを用いた系統樹解析を行っ
た結果、国内分離株である Kgs-c1 株は、米
国由来強毒 MDV 株とは異なり、中国やヨーロ
ッパで分離される強毒MDV株とクラスターを
形成することが示された（図１）。以上より、
国内における MDV の病原性進化は、米国で報
告されているものとは異なり、これまで報告
されていない新規の分子機構が寄与してい
る可能性が示唆された。その原因は、現時点
では不明であるが、現在使用されているワク
チンが異なることや、鶏の遺伝的背景の違い
などが関与している可能性があり、今後より
詳細な解析が必要であると思われる（平成 29
年度より解析予定）。 

 
（４）マレック病腫瘍における免疫抑制因子
の発現の解析 
 種々の腫瘍や難治性慢性感染症において、
免疫抑制因子PD-1/PD-L経路が免疫回避に重
要と思われ、病態形成に関わると考えられて
いる。そこで、ワクチンブレーク鶏由来腫瘍
において、PD-1 やそのリガンドである PD-L
の発現を RT-PCR 法で解析した。その結果、
腫瘍病変からレーザーマイクロダイセクシ
ョン法により精製した腫瘍でPD-L2の発現上
昇が観察され、MD の病態形成において、免疫
抑制因子PD-1/PD-L経路が関与していること
が示唆された。しかしながら、今回の研究で



は、MDV の病原性進化と PD-1/PD-L 経路の関
係については解明することができず、今後、
より検体数を増やして詳細な解析をするこ
とが必要であると思われる。 
 
 以上のように、本研究では、国内における
ワクチンブレーク鶏由来強毒MDV株の解析を
行い、従来報告されていない分子機構がワク
チンブレークの発生に関与している可能性
が示された。今後、国内におけるワクチンブ
レークの制御に向けた新規防除法の開発が
必要と考えられる。 
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