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研究成果の概要（和文）：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明
らかにするために、種々の MDV 株におけるウイルス遺伝子を解析した。その結果、一部のウイ
ルス遺伝子（meq）に病原性進化に関与すると思われる遺伝子多型が同定された。そこでこれら
の遺伝子多型の meq遺伝子産物（Meq）の機能に対する影響を解析したところ、Meq の転写活性
化能や形質転換能が、多型によるアミノ酸置換により大きく変化することが示され、これらの
遺伝子多型の MDV の病原性進化への寄与が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：To	 clarify	 the	 molecular	 mechanisms	 for	 Marek’s	 disease	 virus	 
(MDV)	 to	 increase	 its	 virulence,	 several	 viral	 genes	 of	 MDV	 strains	 recently	 isolated	 
from	 the	 field	 were	 analyzed.	 Diversities/polymorphisms	 were	 identified	 in	 one	 of	 the	 
MDV	 genes,	 meq,	 that	 could	 be	 potentially	 related	 to	 the	 increase	 in	 MDV	 virulence.	 When	 
we	 analyzed	 the	 effects	 of	 these	 diversities/polymorphisms	 in	 the	 meq	 gene	 on	 the	 
functions	 of	 the	 meq	 gene	 product	 (Meq),	 the	 amino	 acid	 substitutions	 resulted	 from	 the	 
diversities/polymorphisms	 significantly	 altered	 the	 transactivation	 and	 transforming	 
activities	 of	 Meq.	 These	 findings	 suggest	 that	 the	 diversities/polymorphisms	 in	 the	 meq	 
gene	 could	 contribute	 to	 the	 recent	 increase	 in	 MDV	 virulence	 in	 the	 field. 
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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、ヘルペス
ウイルス科に属し、自然宿主である鶏に悪性
リンパ腫を引き起こす。MDV はこれまで、養
鶏業界に甚大な被害をもたらしてきたが、
1970 年代以降、非病原性 MDV をワクチンとし
て用いることで、現在ではほぼ完全に制圧さ

れている。しかし、依然 MDV による腫瘍化の
分子機構やワクチンのマレック病防御機構
については解明されていない。また MDV は感
染鶏に免疫抑制を引き起こし、他の疾病を増
悪する因子としても重要であり、近年、世界
各地でワクチン接種鶏でもマレック病が発
生する、いわゆる“ワクチンブレーク”が発
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生し、野外における MDV の強毒化（病原性進
化）が報告されている。そして、このような
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、強毒 MDV によるワ
クチンブレーク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。しかしワクチンブレークを引き起こす
MDV の強毒化の原因やその分子機構は現在の
ところ不明である。	 
	 以上より、近年、国内で分離された強毒 MDV
株や野鳥由来 MDV 株の病原性進化に伴うウイ
ルス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 によるワクチンブレークに対抗する新規
防除法を開発するためにも重要であると考
えられる。また強毒 MDV による病態形成の分
子機構やワクチンブレークを引き起こす際
の宿主側標的因子や病原性発現の分子機構
については全く判明していないのが現状で
あり、今後の解析が待たれている。	 
 
２．研究の目的 
	 病原性進化に伴い出現した強毒 MDV による
ワクチンブレークに対抗する防除法を開発
するために、日本国内でワクチンブレークを
起こした鶏より分離される種々の強毒 MDV 株
のゲノム解析を行い、MDV の病原性進化に伴
うウイルスゲノムの構造変化・変異領域を同
定する。そして、同定された変異や遺伝子多
型の MDV 病原性変化における役割を培養細胞
や実験感染鶏を用いて解析して、MDV の病原
性進化の分子基盤を解明する。また強毒 MDV
が鶏に感染してワクチンブレークを引き起
こす際の宿主側標的因子や病原性発現の分
子機構については全く判明していないので、
強毒 MDV 感染鶏におけるマイクロアレイ解析
を行い、MDV 病原性進化に伴う宿主標的因子
群を同定し、感染鶏におけるそれら因子群の
動態解析を行いワクチンブレークの分子機
構を宿主側からも明らかにする。	 
 
３．研究の方法 
(1) 近年、国内において、ワクチンブレーク
を起こした養鶏（MD ワクチン接種済み）
より分離した MDV 株で、MDV の病原性に
関与すると考えられている種々のウイル
ス遺伝子（UL49、MDV074、vIL8、vTR、meq
など）の塩基配列を解析して、既に病原
性が判明している MDV 株のものと比較し
て、MDV の強毒化に伴う遺伝子変化・多
型などを同定した。	 

(2) MDV の発癌遺伝子と考えられており、病
原性に重要である meq遺伝子で同定され
た遺伝子多型について、それらが meq遺
伝子産物（Meq）の機能（転写活性化能や
形質転換能）に及ぼす影響をデュアルル
シフェラーゼアッセイや軟寒天コロニー

形成試験にて解析した。	 
(3) 強毒 MDV の病態形成機構を明らかにする
ために、MDV 強毒株に実験感染した鶏を
用いたマイクロアレイ解析を行い、MDV
の病態形成の標的となる宿主側因子の同
定を行った。さらにサイトカインなど免
疫関連因子の MDV 強毒株感染鶏における
発現動態を解析した。	 

	 
４．研究成果	 
国内各地でワクチンブレークを起こした

と考えられる鶏より分離した MDV 株（北海道
十勝地区、岐阜県、三重県など）およびマガ
ン（ロシアシベリア地区）で検出された MDV
株（ウイルス分離はできず）において、これ
までウイルス株間で相違が報告されている
種々のウイルス遺伝子（UL49、MDV074、vIL8、
vTR、meqなど）の塩基配列を解析して、病原
性が既に判明している MDV株のそれぞれの遺
伝子と比較した。その結果、UL49 や MDV074
遺伝子には病原性の変化を示すような多型
は認められず、MDV による腫瘍化への関与が
報告されている vTR遺伝子についても、従来
報告されている強毒 MDV株と同一の塩基配列
であり、vIL8遺伝子では、遺伝子多型が若干
検出されたが、MDV の病原性進化に関与する
ような大きな変化は検出されなかった。一方、
MDV の腫瘍化に最も重要とされている meq 遺
伝子について解析したところ、国内分離 MDV
株やマガン由来 MDV ゲノムの meq遺伝子産物
（Meq）にはいくつかのアミノ酸変異を伴う
遺伝子多型が、Meq の機能的ドメインである
転写調節領域（transactivation	 domain）や
標的 DNA 結合領域（basic	 region）に存在し
ていた。また、既知の強毒 MDV 株の Meq にお
ける多型と本研究で認められた多型は大部
分が一致していたが、一部は国内分離 MDV 株
で特有の多型も存在していた。さらに病原性
進化との関連は不明であるが、一部は国内分
離 MDV 株で gB 遺伝子内に新規の多型が認め
られた。	 
Meq は、Jun/Fos タンパクに類似した転写

活性化因子と考えられており、これまでの研
究でも Meqの種々の機能的ドメインにおける
アミノ酸配列置換を伴う遺伝子多型と MDVの
病原性に相関が示唆されていたので、本研究
で検出されたこれら Meq における多型が Meq
の機能に及ぼす影響を解析した。最初に Meq
の transactivation	 domain や basic	 region
における多型とその転写活性化能に及ぼす
影響をデュアルルシフェラーゼ試験により
解析した。その結果、transactivation	 domain
や basic	 region における遺伝子多型が Meq
の転写活性化能を変化させることが判明し
た（図１）。すなわち強毒 MDV 株（vv/vv+）
で観られた配列の方が、比較的弱毒である
MDV 株（v/m）の配列に比べて、より高い転写



活性化能を示した。中でも特に basic	 region
における遺伝子多型が転写活性化能に及ぼ
す影響が大きく、この領域における多型の
MDV の病原性への寄与が示唆された。また、
未だ野外で分離される MDV株では報告がない
ものの、ある特定の遺伝子多型（図１、basic	 
region の KY 配列の場合）では、他の多型に
比較して非常に Meqの機能が亢進することが
示された。	 

	 
次にこれらの遺伝子多型が Meq の形質転換

能に及ぼす影響を軟寒天コロニー形成試験に
より解析した。種々の遺伝子多型を導入した
Meq を安定発現する細胞株（鶏線維芽細胞株
DF-1）を樹立して、それらの軟寒天内でのコ
ロニー形成能を解析した。その結果、前述の
デュアルルシフェラーゼ試験の結果と同様に、
Meq はそのアミノ酸置換（多型）に応じて様々
な形質転換能を示したが、強毒 MDV 株の Meq
では高い形質転換能を示し、弱毒 MDV 株の配
列では、低い活性のみが観察された。さらに
特に 77、80 番目（basic	 region）のアミノ酸
置換によって、その活性は大きく変化するこ
とが示された。また野外分離株ではこれまで
報告されていないある特定の変異（basic	 
region の KY 配列の場合）を導入して検討した
ところ、これまで報告されている強毒 MDV 株
のものより高い形質転換能が観察され、MDV
は将来的に、さらなる病原性を進化する可能
性があることが示唆された。	 
強毒 MDV 株による病態形成の分子機構につ

いては、未だ不明な点が多く、MDV の病原性進
化に伴う病態形成機構の変化については、ほ
とんど判明していない。そこで強毒 MDV の病
態形成機構を明らかにするために、強毒 MDV
株を実験感染させた鶏から、経時的にリンパ
球を分離して mRNA を調製して、マイクロアレ
イ解析を行い、標的となる宿主側因子の同定
を行った。その結果、interferon-γ（IFNγ）
などのサイトカインを含む種々の免疫関連因
子が標的として同定された。そして強毒 MDV
株感染鶏においてより詳細に解析した結果、
強毒 MDV 株単独感染鶏では、ワクチン株（弱
毒株）感染鶏に比べて、IFNγの産生が感染初

期から特異的に抑制されていることが示され
（図２）、強毒 MDV 株による病態形成機構へ
の IFNγ発現の関与が示唆された。さらにγδ
型 TCR を持つ T 細胞が病態形成および防御機
構に重要であることが明らかとなった。	 
以上のように、本研究により MDV の病原性進
化に伴う遺伝子が同定されたが、Meq タンパ
クを用いた in	 vitro での効果のみが確認さ
れた。今後、これらの遺伝子変化を含む感染
性ウイルスクローンなどを作成し、実際に鶏
における病原性進化の分子機構を解明する
必要がある。	 
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