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研究成果の概要（和文）：マレック病（MD）に対する抵抗性の分子機構を明らかにするために、
マガンなど野生水禽や遺伝的抵抗性鶏における免疫関連因子であり、感染防御に重要であると
考えられているインターフェロンγ（IFN）の発現調節機構を、ルシフェラーゼアッセイを用
いて解析・比較した。その結果、マガンでは、MDウイルス蛋白である Meq による IFN発現抑制
が鶏よりも強く起こり、このことが、MDに対する抵抗性に関与していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：To study the molecular mechanism(s) for the natural resistance 
to Marek’s disease (MD) in wild waterfowls and genetically resistant lines of chickens, 
the regulatory mechanisms of the expression of interferon  (IFN), which plays an 
important role in the cell-mediated immunity against MD virus (MDV), were analyzed by 
using the conventional luciferase reporter assay system. The promoter activity was more 
strongly repressed in white-fronted geese than chickens when Meq, an MDV oncoprotein, 
was co-expressed. This result suggests that, in white-fronted geese, reduced expression 
of IFN by Meq at early after MDV infection could result in the lower degree of T cell 
activation (activated T cells are targets for MDV) to reduce the chances for the birds 
to develop MD.  
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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、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。しかし依然として MDV

の腫瘍化・ワクチンの防御機構については解
明されていない。さらに近年、世界各地でワ
クチン接種鶏でもマレック病（MD）が発生し、
野外における MDV の強毒化（病原性進化）が
報告されている。このような MDV の強毒化が
進行すれば、今後現行のワクチンが効力を失
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う可能性があり、MDV の病態を明らかにして
新規防除法を樹立することが急務となって
いる。また MDV は感染鶏に重度の免疫抑制を
引き起こし、他の種々の疾病を増悪する因子
としても重要であり、MD の予防は、他の疾
病の制御にも重要である。 
 MDV の病態にはウイルスの病原性因子お
よび宿主因子が関与する。ウイルスの病原性
因子では、MDV 発癌遺伝子である meq 遺伝子
がコードする蛋白が転写因子として細胞の
癌化(形質転換)に重要な役割を果たしてい
ることが示されている。一方、宿主因子とし
ては、宿主の免疫応答に関わる炎症性サイト
カイン（IFN-や TNFなど）、NK 細胞レセ
プターやT細胞表面機能性分子（CD80やPD-1
など）、癌抑制蛋白 p53 などの関与が示唆さ
れているが、その詳細な分子機構については
判明していない。 
 MDV は自然宿主である鶏やウズラに疾病
を引き起こすが、鶏では MD 発症に対する遺
伝的抵抗性が知られている。そして近年の鶏
ゲノム解析により、その抵抗性は B遺伝子座
（B locus、B21ハプロタイプは抵抗性であり、
B19 ハプロタイプは感受性）に存在する MHC 
class I や II 遺伝子などの遺伝子群により
支配されていることが示唆されている（B-F
や B-L 領域）。そこでこれらの遺伝子群から
MD 抵抗性に関わる遺伝子を同定し、その抵
抗性の分子機構を明らかにすることができ
れば、抗病性鶏の選抜や作成が可能となり、
より効率的な MDの予防が可能となる。 
 また MDV は鶏以外にも七面鳥や他の目の
野鳥からも分離されている。しかし鳥の種に
より MDV の病原性は異なり、発症せず不顕性
感染が維持される場合もあり、例えばアヒル
は MDV 感染感受性にも関わらず、MD を発症
しないことが示されている。さらに申請者ら
は MDV 分子疫学調査（平成 15〜17 年度、基
盤研究 B・課題番号 13556045）を行い、ロシ
アから日本に飛来するマガン、ヒシクイやマ
ガモなどの野生水禽が高率に強毒 MDV に感
染していることを示したが、現在までこれら
の水禽で MD による大量死や個体数の減少な
どは報告されていない。このことは、これら
の野生水禽が MDに対して自然抵抗性を持っ
ていることを示唆している。以上より、いく
つかの種の野生水禽でも、遺伝的抵抗性を有
する鶏と同様に、MD 発症抵抗性を有してい
る可能性がある。そしてその抵抗性を規定す
る因子（例えば B遺伝子座相同領域）を同定
して分子機構を解明することにより、それら
の抵抗性因子を導入した新規の抗病性鶏の
作成が可能になると考えられる。 
 そこで本研究では、世界各地に分布するこ
れらの野生水禽より血液材料を採取して、自
然抵抗性に関与する B 遺伝子座を中心にそ
のゲノム解析を行い、野生水禽における MD

抵抗性に寄与する遺伝子群（候補）を選抜し
てその機能を明らかにすることを目的とし
て行った。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、ロシア極東地区にて、MDに
対して抵抗性を持つと考えられる野生水禽
のゲノム材料を採集して、それらの免疫関
連遺伝子の解析を行い、鶏のものとの比較
を行う。特にマレック病の病態に重要なサ
イトカイン遺伝子（IFN-など）の発現制御
配列を各野生水禽種や鶏など家禽で(多型)
解析して、その発現制御の相違を解析し、
MD抵抗性における役割を解明する。同様に、
MDに対して遺伝的抵抗性を示す系統（B21な
ど）についても解析を行う。 
 MDVは、近年、野外において強毒化の傾向
を示しているので、家禽や野生水禽におい
て検出されるMDVの分子疫学調査を実施し
て、MDVのウイルス遺伝子変化のモニタリン
グを行う。 
 以上の研究を実施して、MDに対する宿主
抵抗性の分子機構を明らかにして、MDV強毒
株に対する新規防除法の開発への応用を目
指した基礎的情報を取得する。 
 

３．研究の方法 

 ロシア極東地区（チェコト自治区およびカ
ムチャツカ半島）や北海道宮島沼で捕獲した
マガンやヒシクイ、北海道帯広地区などで捕
獲したマガモなどカモ類、および日本各地の
養鶏場で採取した鶏や遺伝的系統鶏（B19 や
B21, 日生研より分与）から常法により、ゲ
ノム材料を採取して研究に用いた。MDの病態
形成や感染防御に重要な役割を果たすと考
えられている免疫関連因子、特に IFN-遺伝
子について、ゲノム解析を行い、各種鳥類種
間での比較を行った。また IFN-遺伝子の発
現制御配列（IFN-遺伝子ORFの上流約500bp）
についても同様に解析して比較を行った。次
にマガンや家禽の IFN-遺伝子の発現制御配
列のクローニングを行い、ルシフェラーゼア
ッセイにより、それぞれの発現制御配列（プ
ロモーター）の鶏由来株化細胞における転写
活性を解析・比較した。MDに対する自然抵抗
性に関与すると考えられているナチュラ
ル・キラー（NK）細胞の機能の比較を行うた
めに、NK細胞レセプターについても、その発
現制御配列のクローニングを行い、ルシフェ
ラーゼアッセイにより転写活性を比較した。 
 MDV の野外における強毒化をモニタリング
するために、上記鳥類種（マガン、カモ類、
鶏など）から血液あるいは羽材料を採取し、
我々が樹立した MDV 分子診断法（meq遺伝子
特異的 PCR 法）により、meq 遺伝子の検出を
行い、さらに得られた遺伝子断片については、
それらの塩基配列を決定して、従来報告され



 

 

ている遺伝子配列との比較を行った。 
 
４．研究成果 
 IFN遺伝子プロモーター領域のヒトやマウ
スなどの哺乳類や鶏での塩基配列は報告さ
れているが、マガンなどのカモ科の動物に関
しては不明である。本研究ではマガン、ヒシ
クイにおける IFN遺伝子プロモーター領域
の転写開始点から上流 370bp、翻訳開始点か
ら上流 498bp までの塩基配列を決定した。ま
た、MD 感受性鶏である B19 系統鶏、MD 抵抗
性鶏である B21 系統鶏、野外鶏およびマガモ
についても配列を決定して比較を行った。そ
の結果、マガンとヒシクイでは塩基配列は一
致した。B19 系統鶏、B21 系統鶏および野外
鶏を比較したところ 1塩基、又は 2塩基の違
いしか見られなかったが(相同性は 99.6〜
99.7%)、マガンと鶏を比較したところ相同性
は約 85.9%であった。また、マガンとカモを
比較したところ相同性は約 95.6%であった。
配列に採取した地域間での差はみられなか
った。 

マガン、B19 系統鶏、B21 系統鶏および野
外鶏の間で IFN遺伝子プロモーターの塩基
配列の多型が、その転写活性に与える影響を
解析するために、まずマガン、B19 系統鶏、
B21 系統鶏および野外鶏それぞれで同定した
IFN遺伝子プロモーター配列全てを組み込ん
だpGL3-basic vectorをDF-1細胞に導入し、
レポーターアッセイを行った。Student の t
検定を行ったが、IFN遺伝子プロモーターの
ルシフェラーゼ活性値の比較で、B19 系統鶏、
B21 系統鶏、および野外鶏の中で、マガンに
対して有意差を示したものはなかった（図１
左）。この結果から、定常状態において、プ
ロモーターの塩基配列の多型がおよぼす
IFN遺伝子の発現量には大きな差はないと考
えられた。 

次に細胞内にMDVの病原性に重要な転写因
子である Meq を発現させ、IFN遺伝子プロモ
ーターに対する転写活性化能を評価した。マ
ガン、B19 系統鶏、B21 系統鶏および野外鶏
全てに対して Meq は、IFN遺伝子の転写抑制
に働くことが分かったが、鶏よりもマガンで、
プロモーターの転写活性がより強く抑制さ
れることが判明した（図１右）。また用いた
プロモーター領域の1〜90bpの塩基配列の多
型がこのMeqによる転写抑制作用の差に関与

していることが示唆された。しかし鶏間では
Meq による転写抑制能に差は見られなかった。
このことは MDV の感染初期に MDVが Meq を発
現させた場合、マガンでは IFNの発現量が鶏
よりも抑えられる可能性を示唆している。そ
の結果、マガンでは、MDV に対する通常の免
疫応答よりもT細胞の活性化が抑制され、MDV
の標的である活性化T細胞の数が増えないた
め、活性化 T細胞での感染率が下がり、発症
に至らない可能性が推測される。またマガモ
とマガンの IFNプロモーター塩基配列の相
同性から、マガモも Meq に対してマガンと近
い反応を示す可能性が予測された。 
B19 系統鶏と B21 系統鶏との間では、IFN

遺伝子プロモーターの転写活性に差が観ら
れなかったので、抵抗性付加に関連している
とされる他の因子として BNKと B-lec 遺伝子
のプロモーターの転写活性を同様にルシフ
ェラーゼアッセイにて比較した。その結果、
両方の遺伝子で MD 抵抗性鶏である B21 系統
鶏の方が、転写活性が低いことが分かった
（図２）。BNK は NK 細胞の抑制性レセプター
と考えられているため、この結果から、B21
系統鶏において NK 細胞活性が B19 系統鶏よ
りも高いことにBNKが関与している可能性が
示された。 

野生水禽や鶏におけるMDVの分子疫学調査
を実施した。その結果、家禽において、従来
より報告されている MDV の強毒化に伴う meq
遺伝子の多型が検出されたが、マガモなど野
生水禽から検出された MDV では、これまで報
告されている MDV 強毒株ではあったが、強毒
化に伴うような遺伝子多型は検出されなか
った。 
 今回の研究から、マガンと鶏の間における
MDV に対する免疫応答の違いには IFNの転写
活性化能の差が関与していること、一方、B19
系統と B21 系統鶏の間では BNK と Blec が関
与している可能性が高いことが示された。今
後、感染実験などによるより詳細な検討が必
要である。さらに他にも鶏と異なる免疫機構
が存在し、MDに対する免疫応答に関わってい
ることが考えられるため、マガンの免疫機構
からの新しい防除法の開発のためにはさら
なる分子機構の解明が必要と思われる。 
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