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研究成果の概要（和文）：ワクモ（鳥類の外部寄生虫）による吸血被害は、世界中の養鶏場で深刻な問題となっ
ている。殺虫剤に変わる新たなワクモ防除法として、ワクチンによる防除法開発に取り組んでいる。本研究で
は、使用しやすいワクチンの作製を目指し、ウイルスベクターの応用を検討した。ウイルスはほぼ全ての鶏に接
種されるマレック病弱毒生ワクチンを用いて、ワクチン抗原遺伝子が挿入された組換えウイルスを作製した。組
換えウイルス感染細胞では、抗原タンパク質の発現が認められており、新たなワクモ防除用ワクチンとして期待
される。

研究成果の概要（英文）：The poultry red mite (PRM), is one of the major hematophagous ectoparasites 
of poultry farming, and the decreased productivity due to blood-sucking by PRMs is a severe problem 
for the poultry industry. The use of acaricides often leads to the spread of acaricide-resistant 
PRMs. Therefore, alternative strategies are required to reduce economic losses in poultry farming. 
Here, we focus on preventive methods such as vaccination to control PRMs, and we have already 
identified several vaccine candidates. In order to prepare an easy-to-use anti-PRM vaccine, the 
recombinant Marek's disease (MD) virus (rMDV) expressing a vaccine antigen was reconstituted. 
Reconstituted rMDV showed no significant differences in the growth kinetics compared to the parental
 strain, and the vaccine antigen was expressed in the infected cells. Thus, the rMDV live vaccine 
expressing a vaccine antigen against PRMs may be applicable as a candidate dual vaccine that 
provides protection against both PRMs and MD.

研究分野：獣医伝染病学

キーワード： ワクモ　組換えワクチン　マレック病　マレック病ウイルス　感染性クローン　組換えウイルス　弱毒
生ワクチン
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１．研究開始当初の背景 
ワクモ（Dermanyssus	gallinae）による吸
血被害は、現在の養鶏産業における深刻な問
題であり、その対策は極めて重要な課題であ
る。ワクモは鳥類の外部寄生虫で、吸血によ
る貧血や産卵率の低下によって生産性の低
下をひきおこすことに加え、サルモネラや鶏
痘ウイルスなどの病原体伝播への関与も示
唆されている。国内外問わず多くの養鶏場が
ワクモに汚染されており、防除対策にかかる
費用も含めると、その被害額は欧州では年間
1 億 3 千万€、日本においても 60 億円以上に
のぼると試算されている。 
	 ワクモ防除は鶏舎の洗浄や殺虫剤の散布
によって行われているが、ワクモが鶏舎内の
すき間に潜むことで洗浄や薬剤が行き届か
ず駆除が困難となっている。加えて、薬剤耐
性ワクモの出現も最近では報告されており、
現行の対策に変わる新たなワクモ防除法が
必要である。そこで、殺虫剤に変わる防除方
法として、ワクチンによる防除法開発に注目
し、これまでに複数の有用な抗原候補を同定
してきた。実際に同定した抗原候補の組換え
タンパク質を作製し、免疫した鶏の血液を吸
血させたところ、ワクモの死亡率の上昇が観
察された。このように、抗ワクモワクチンの
開発は殺虫剤に代わる防除法として期待さ
れる手法である。	
	 抗ワクモワクチンが開発・実用化された場
合、殺虫剤の使用量減少や、殺虫剤よりも長
期間の効果を望むことができる。しかしワク
モによる被害は成鶏に多いため、ワクチンの
実用化に向けても、できる限り長期にわたり
免疫（血中抗体価）を維持させる必要があり、
追加免疫についても考慮しなければならな
い。そのため、ワクチン接種に係る鶏や飼養
者への負荷・負担増加が予想され、より使用
しやすい形態のワクチン開発が望まれる。	
	
２．研究の目的	
本研究では、より使用しやすいワクチンの
開発に向けて、マレック病（MD）弱毒生ワク
チンに着目した。MD は、MD ウイルス（MDV）
の感染により悪性リンパ腫を引き起こす疾
病で、家禽の監視伝染病の中では毎年最も発
生農場数が多く、ほぼ全ての養鶏場でワクチ
ン接種が行われている。そのため、MDV ワク
チン株に抗ワクモワクチン抗原（DgAg）遺伝
子を挿入した組換え MDV を免疫に用いれば、
MD 予防に加えワクモ防除への効果も期待で
きる。本研究では、MDV ワクチン株をウイル
スベクターとして用いることで、接種に係る
負担を軽減し、MD 予防とワクモ防除を同時に
可能にする、より利用しやすいワクチンの作
出を目指した。	
 
３．研究の方法 
(1)	本研究ではワクチン抗原候補として、こ
れまでにワクチン効果を確認した抗原、ある
いは他グループによって報告された抗原の

中から、システインプロテアーゼである
Cathepsin	L（CatL）様タンパク質（DgCatL）
とアスパラギン酸プロテアーゼである
Cathepsin	D（CatD）様タンパク質（DgCatD）
の 2 種類のプロテアーゼを用いた。CatL およ
び CatD は、マダニでは血液の消化･分解に関
わり、オオタバコガでは虫体の成長に関わる
ことが知られており、その機能を阻害するこ
とでワクモの発育への障害が期待できる。ま
た、ワクモにおいてもワクチン抗原としての
有用性が報告されている。上記 2 種 DgAg 遺
伝子をそれぞれpCMV-Tag1ベクターにクロー
ニングし、myc エピトープタグを付加した発
現プラスミドを作製した。また各遺伝子共に、
酵素活性を失活させるため、活性中心に変異
を導入した発現プラスミドを作製した。	
	
(2)	MD予防のために使用されるワクチン株は
複数知られている。中でも、遺伝子組換え技
術によりMDV強毒株から病態発現に必須であ
る MDV の癌遺伝子（meq 遺伝子）を欠損させ
た組換え MDV は、高いワクチン効果が報告さ
れている。そこで本研究では、MDV 強毒株で
ある RB-1B 株より meq 遺伝子を欠損させた
MDVをDgAg遺伝子挿入のためのウイルスベク
ターとして用いた。本研究では、RB-1B ゲノ
ムよりmeq遺伝子が位置する2つのリピート
配列(Terminal	Repeat	Long	(TRL),	Internal	
Repeat	Long	(IRL))より IRL をノックアウト
した感染性クローンプラスミド	(pRB-1B_	
DIRL、ベルリン自由大学	Dr.	Kaufer より分
与)（図 1a）を用いて、TRL 領域に残る meq
遺伝子を en	passant	mutagenesis 法により、
野生型（wt）または活性中心への変異導入型
（mut）DgAg 遺伝子と置換した（図 1a、
pRB-1B_wt/mutDgAg）。さらに、DgAg の発現
効率を高める目的で、meq 遺伝子を wt/mut	
DgAg 遺伝子発現カセットと置換させた感染
性クローンプラスミドの作製も行った（図
1a、pRB-1B_wt/mutDgAg-cas）。得られたクロ
ーンのうち、DgAg 遺伝子を持ち、meq 遺伝子
を持たないクローンを制限酵素断片長多型
解析（RFLP）により選抜し、PCR およびシー
クエンス、さらにサザンブロッティングによ
り確認した。	
	
(3)	作製した感染性クローンプラスミドを
鶏胎子線維芽細胞（CEF）へリン酸カルシウ
ム法により導入し、組換え MDV（vRB-1B_wt	
DgAg/wtDgAg-cas,vRB-1B_mutDgAg/mutDgAg-
cas）を再構成した。	
	
(4)	再構成に成功した組換え MDV のうち、
vRB-1B_mutDgAg/wtDgAg について、in	vitro
におけるウイルス増殖能をリアルタイム
PCR により、元ウイルス株（vRB-1B_DIRL）
と比較した。また、DgCatD の遺伝子発現お
よびタンパク質発現について確認するため
に、組換え MDV 感染細胞を用いて、RT-PCR
およびウェスタンブロッティングを行った。	



４．研究成果	
(1)	wt/mutDgAg 遺伝子を pCMV-Tag1 ベクタ
ーにクローニングし、得られた発現プラスミ
ドとMDV強毒株であるRB-1B株の完全長ゲノ
ムより IRL 領域を欠損させた感染性クロー
ンを用いて、新規組換えワクチンの作製を行
った。TRL に位置する meq 遺伝子を wt/mut	
DgAg 遺伝子、あるいはその発現カセットと
置換させることで、pRB-1B_wt/mutDgAg およ
び pRB-1B_wt/mutDgAg-cas を作製した（図
1a）。得られた感染性クローンプラスミドの
meq	locus への目的遺伝子の挿入について、
RFLP によるスクリーニングを行った後、PCR
およびサザンブロッティングによる確認を
行った（図 1b,	c）。PCR は 3 組のプライマー
（meq 遺伝子の上流及び下流、meq 遺伝子内
部、DgAg 遺伝子内部）を用いて行い、いず
れも予想される位置にバンドが認められた
（図 1b）。また、プローブとして meq または
DgAg を用いたサザンブロットにおいても、
予想されるレーンに特異的なシグナルが認
められた。さらに挿入された目的遺伝子は、
シークエンス解析によって、予想外の変異が
導入されていないことを確認した。DgCatL
および DgCatD 遺伝子いずれにおいても同様
の操作を行い、目的とする感染性クローンプ
ラスミドが得られた。	

	
(2)	続いて、得られた感染性クローンプラス
ミドを用いて、組換え MDV の再構成を行った。
CEF へのプラスミド導入後、3回継代を行い、
細胞変性効果（CPE）の有無について観察を
行った。その結果、発現カセットを挿入した
pRB-1B_wt/mutDgAg-cas 導入 CEF では、
DgCatLおよび DgCatD遺伝子いずれにおいて
も CPE は認められなかった。一方、pRB-1B_wt	
/mutDgAg を導入した CEF では、DgCatL およ
び DgCatD 遺伝子いずれにおいても、3 回の
継代作業によって、明確な CPE が観察される
ようになった（vRB-1B_wt/mutDgAg）。発現カ
セットを挿入した vRB-1B_wt/mutDgAg-cas
が再構成されなかった理由としては、発現カ
セットの遺伝子サイズが大きく、meq	locus
近傍の遺伝子発現に影響を及ぼしたか、ある
いは CMV プロモーターの作用が高く、MDV の
再構成に必要なウイルスタンパク質の発現

が不十分であった可能性が考えられた。	
	
(3)	再構成された vRB-1B_wt/mutDgAg のう
ち、wt/mutDgCatD 遺伝子を挿入した vRB-1B_	
wt/mutDgCatD について、遺伝子置換による
組換え MDV ゲノムの安定性への影響を調べ
るために、感染細胞より DNA を抽出し、3組
のプライマー（meq 遺伝子の上流及び下流、
meq 遺伝子内部、DgCatD 遺伝子内部）を用い
て PCR を行った。その結果、vRB-1B_wt/mut	
DgCatD では、meq 遺伝子は検出されず、
DgCatD 遺伝子が検出され、挿入遺伝子が安
定してウイルスゲノム中に維持されていた。	
次に、vRB-1B_wt/mutDgCatD のウイルス増
殖能を元ウイルス株である vRB-1B_DIRL と
比較した。各組換えMDVをCEFに接種した後、
リアルタイム PCR により、5日間のウイルス
量の変化を観察した。3日目まではばらつき
が認められたものの、4 日、5 日目ではいず
れの組換え MDV においてもウイルス量に大
きな差は認めらなかった（図 2a）。そのため
作製した vRB-1B_wt/mutDgCatD は、vRB-1B_	
DIRL と概ね同様の増殖能を示すことが示唆
された。また、vRB-1B_DIRL は由来となる
RB-1B 株と増殖率に差がないことが報告さ
れているため、本研究によって得られた
vRB-1B_wt/mut	DgCatD は、由来となってい
る RB-1B 株の増殖能とも大きな差は無いと
考えられた。	
作製した組換え MDV による wt/mutDgCatD の
発現を確認した。各組換え MDV 感染細胞より
RNAを抽出しRT-PCRを行ったところ、vRB-1B_	
wt/mutDgCatD 感染細胞において、wt/mutDg	
CatD	mRNA の発現が認められた。最後に、組
換えMDV感染細胞を用いてウェスタンブロッ
ティングを行ったところ、予想される位置に
シグナルが認められ、DgCatD 遺伝子内の活性
中心における変異の有無にかかわらず、
DgCatD が感染細胞で発現していることが確
認された。	

	
以上の結果より、本研究によって構築した
手法で作製される組換え MDV は、DgAg 遺伝子
を安定してウイルスゲノム中に保持し、組換
えによる遺伝子置換はウイルス増殖能に影
響を与えず、感染細胞において DgAg を安定
して発現すると考えられた。今後は得られた
組換え MDV を用いて、ニワトリへの免疫を行
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い、MD への予防効果に加えて、ワクモの防除
効果を詳細に解析することで、その有用性を
明らかにする必要がある。	
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