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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）における病原性進化の分子機構を解明するために、国内の養鶏場において、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MDワクチンを除去してMDVを単離して、その病原性などの性状を
解析した。その結果、国内で分離されたMDV株は、米国由来の強毒株より鶏に対する病原性は低いがMDを引き起
こすことが示された。さらに米国等で報告されている病原性に重要なウイルス遺伝子の多型以外のウイルス由来
因子がMDVの病原性進化に関与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 agents of Marek’s disease (MD), 
which is characterized by the formation of malignant lymphoma, appears to increase its virulence in 
the fields. To elucidate the molecular mechanisms for the increase in its virulence, we isolated 
MDVs from vaccinated chickens which still developed clinical MD, and analyzed their virological 
properties. MDV recently isolated in Japan caused clinical MD in inoculated chickens, although less 
virulent to chickens compared to virulent MDV strains isolated in United States. In addition, it is 
suggested that virus-derived factors other than polymorphisms in viral oncogene reported in the 
United States would be involved in the increase in MDV virulence.

研究分野：獣医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マレック病は、養鶏業に被害をもたらす重要な疾病であるが、現在はワクチン接種により制御されている。しか
しマレック病ウイルスの病原性進化によるワクチンブレークが世界各地で報告されており、その病原性進化の分
子機構を明らかにして、新規防除法を確立することは、養鶏業に大きく貢献するものである。今回の研究で、国
内でのマレック病ウイルスの病原性進化には、これまで米国で示唆されたいたウイルス性因子以外のもの関与す
ることが判明し、今後新たな防除法の確立に向けて貢献できるものと考えられる。しかしながら、その因子の同
定までは至らず今後さらなる分子機構の解明が必要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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、養鶏産業に甚大な被害をもたら
したが、現在はワクチンにより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。さらに近年、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。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。 
ワクチンブレークを起こす 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、その多型（特に塩基性ドメイン）が近年の MDV 病原性進化にも関
与している可能性が示唆されている。そこで我々は、日本国内でワクチンブレーク鶏から分離し
た強毒 MDV を解析して、meq 遺伝子に多型が存在することを発見した（平成 26〜28 年度、基盤
研究(B)・26292147）。しかし、その多型は、従来報告されたものとは異なり、また Meq の機能に
多型が及ぼす影響を解析すると、国内の強毒 MDV 由来 Meq の転写活性化能・形質転換能は、従来
報告されている強毒 MDV 由来の Meq よりも低いことが判明した。そこで次に国内のワクチンブ
レーク鶏からワクチンの混入を除去して MDV を分離して、その病原性を確認後、全ゲノム解析を
行った。その結果、meq 以外にも gBやｇL遺伝子などに従来報告されていない変異・欠損を同定
した。さらに別の地域のワクチンブレーク鶏から検出された MDV では、meq 遺伝子に新規の構造
変化が観察された。これらの結果は、MDVの病原性進化にはMeq以外の因子も関わっていること、
あるいは異なる（多様な）病原性進化機構が存在することを示唆している。また MD 発症には、
免疫抑制因子（PD-1 等）やサイトカイン（IFN-gamma）など宿主因子の関与も知られており、疫
学調査の際、同じワクチンプログラムを実施しているにも関わらず、ある農場ではワクチンブレ
ークが発生し、近隣の別農場では発生がほとんどないことも判明しており、ワクチンブレークに
も MD 抵抗性に関わる宿主因子等も関与も示唆される。 
以上より、ワクチンブレークの制御には、Meq や他の MDV 因子のみならず、宿主由来因子も含
めた MDV 病原性進化の分子機構の解析が必要であり、これらを統合した、より実践的な制御法の
確立が必要であると考えられる。 
 
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から分離される強毒MDV株の全ゲノム解析を行い、
その病原性進化に伴う構造変化・変異領域を同定し、さらに分離した強毒MDV株や同定した変異
などを導入した組換えMDV感染性クローンを用いて、培養細胞や実験感染鶏を用いてMDV病原性
進化における役割の分子基盤を解明する。またMDV病原性進化に標的となる免疫抑制因子などの
宿主因子群を同定し、実験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
分子機序を明らかにする。以上をもとに国内におけるワクチンブレークを病原・宿主両面からそ
の分子機序を明らかにして、新規ワクチンの開発や抵抗性宿主の選抜など新規防除法の確立を
目指した。 
 
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や未発症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。同様にミャンマー国
における MDV の疫学調査でも、養鶏業が盛んな 3つの地区（ヤンゴン近郊、タウンジー地区、マ
ンダレー近郊）で養鶏より血液を採取して meq 遺伝子の検出および多型解析を実施した。さらに
ミャンマー国における呼吸器感染症の病原体等の疫学調査のため、呼吸器スワブおよび総排泄
腔スワブも採取して、マイコプラズマ、伝染性気管支炎ウイルス（IBV）、伝染性喉頭気管ウイル
ス（ILTV）、鳥類メタニューモウイルスの検出を行った。 
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、我々の研究室で樹立し
たMDワクチンを除去してMDVを単離する方法により（平成26〜28年度、基盤研究(B)・26292147）、
ワクチンブレーク鶏から MDV の単離を行った。分離されたウイルス株については、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。さらに分
離されたウイルス株について、鶏を用いた感染実験により、その病原性を米国の強毒株と比較し
た。実験感染では、ウイルス株を接種した鶏およびウイルス未接種の同居鶏について検討し、マ
レック病発症の有無や剖検による肉眼病変の確認を行った。 
国内のワクチンブレーク鶏で同定された meq 遺伝子の多型のひとつである S-meq 遺伝子の MDV
の病原性に対する影響を検討するために、組換え MDV 感染性クローンを作出して、鶏を用いた感
染実験により検討した。米国で分離された強毒 MDV 株である RB-1B 株の BAC（bacterial 
artificial chromosome）クローンを用いて、常法により、その meq 遺伝子を S-meq 遺伝子に置
換した組換え MDV クローンを作出した。そして作出した組換え MDV を用いて、培養細胞における
増殖性を検討し、さらに鶏に接種して、脾臓や胸腺など各種臓器における増殖性を経時的に解析



し、親株である RB-1B クローン株との比較を行った。なお、本試験では、ワクチン株である CVI988
に観られる meq 遺伝子の多型である L-meq 遺伝子に置換した組換え MDV クローンについても比
較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）近年国内で分離された MDV 株の病原性や分子生物学的性状解析 
これまでの我々の研究（平成 26〜28 年度、基盤研究(B)・26292147）で、近年国内で分離され
た MDV 株（Kgs-c1 株）が、実験感染鶏全てに MDを発症されるものの、米国で分離された強毒株
（686 株）に比較して、その病原性は低いものであることが示された。そこで今回は、さらに国
内のワクチンブレーク鶏から MDV 株を分離して、鶏を用いた実験感染によりその病原性を検討
した。その結果、国内の MDV 株 2 株はいずれも、対照の米国分離強毒株である 686 株に比較して
緩やかな病態進行ではあったものの（平均生存期間など）、感染鶏全個体でマレック病に特徴的
な病変（肝臓や脾臓の腫大等）が確認され、さらにウイルス接種鶏全個体が死亡した。このこと
は、MDV の病原性進化の分子機構は、（米国や日本などで）異なった複数のものが存在しており、
種々の異なった病型に関与することを示唆している。 
このように、国内で分離された MDV 株と米国由来強毒株の間で病原性に違いが見られたので、
次に国内で分離された MDV 株の全ゲノムのより詳細な比較解析を行い、これまで報告されてい
ない新規の病原性進化機構を明らかにすることとした。その結果、我々の以前の研究で同定した
ウイルス構造蛋白のひとつである UL36 での構造的な相違に加えて、病態の発現に重要な vIL-8
遺伝子やウイルス複製に関わる因子（UL8, UL9 等）、ウイルスの構造蛋白（UL6, UL7, UL32 等）
や糖蛋白（gB, gI, gE 等）やその他（US2, US3 等）にアミノ酸置換を伴う相違が多く検出され
たが、同定されたこれらの箇所は中国や欧州由来の MDV 株に見られた配列とは一致していた。今
後、これら同定されたそれぞれの相違について病原性との相関をより詳細に機能解析する必要
がある。 
これまで、我々は、国内でワクチンブレーク鶏などから検出される meq 遺伝子の多型について
の解析も継続して実施しており、国内の養鶏場において、多型のひとつとして、meq 遺伝子の転
写活性化ドメインをコードする領域に欠損がみられる S-meq 遺伝子を有する MDV ゲノムが検出
されている。このことは、米国とは異なるが、国内においても meq 遺伝子の多型が MDV の病原性
の変化に関与している可能生を示唆している。 
 
（２）ミャンマー国各地の養鶏場におけるに鶏由来病原体の疫学調査 
国内の MDV 株で米国とは異なる病原性進化等が観察されたので、この現象が国内特有のもので
あるかどうかを確認するため、海外、特に東南アジアにおける MDV の分子生物学的性状を解析す
る目的で、養鶏が主要産業となっているミャンマー国各地の養鶏場における各種鶏由来病原体
の疫学調査を行った。その結果、ミャンマーのいくつかの農場で養鶏から MDV 遺伝子(meq 遺伝
子)が検出されたが、現時点では、米国でみられる meq 遺伝子の多型は観察されず、今後詳細な
塩基配列の解析が必要であるが、強毒株と思われるものは検出されなかった。このことは、日本
や中国のみならず、他のアジア諸国でも、米国で報告されている meq 遺伝子の多型による病原性
進化が起こっていない可能性を示唆しており、今後他のアジア諸国での疫学調査が必要と思わ
れる。 
ミャンマーでは、養鶏業にとって大きな脅威となる感染性呼吸器疾患の原因病原の疫学調査も
実施した。これまで鳥インフルエンザやニューカッスル病が報告されているが、マイコプラズマ、
伝染性気管支炎ウイルス（IBV）、伝染性喉頭気管ウイルス（ILTV）、鳥類メタニューモウイル
スなどの他の呼吸器病原体については情報がない。今回の調査の結果、ミャンマーの 3つの主要
養鶏地域にある 20 農場から試料を採取して PCR 法により、Mycoplasma gallisepticum (MG)、M. 
synoviae (MS)、IBV、ILTV をそれぞれ 2農場、4農場、8農場、2農場で検出した。そして系統
解析の結果、検出された MG、MS および ILTV 分離株はワクチン株と同一ではないことが明らかと
なり、IBV は 3 つの異なる遺伝子型が検出されたが、いずれも未知の変異型ではなかった。各
病原体の分布を調査して、より良いワクチンプロトコルを確立するためには、定期的なサーベイ
ランスが必要であると思われる。 
 
（３）国内で検出された meq 遺伝子の多型の MDV の病原性に対する影響 
前述のとおり、これまで、我々は、国内での MDV の分子疫学調査を継続しており、これまで複
数の地域のワクチンブレーク鶏などから meq 遺伝子の多型のひとつとして、meq 遺伝子の転写活
性化ドメインをコードする領域に欠損がみられる S-meq 遺伝子を有する MDV の存在を明らかに
してきた。しかし S-meq 遺伝子の MDV の病原性に対する役割や影響については不明である。また
現時点で、S-meq 遺伝子を有する MDV の存在は海外では判明していない。これまでの我々の研究
で、S-meq 遺伝子産物の転写活性化能は、Meq に比較して低いことが判明している。そこで今回
の調査で同定した S-meq 遺伝子について、この meq 遺伝子の多型の病原性への影響を MDV 感染
性クローンを作成して、鶏を用いた実験感染により検討した。 
これまで米国で分離されその病原性が詳細に解析されている MDV 強毒株 RB-1B（meq 遺伝子を
有する）の感染性クローンを親クローンとして、その meq 遺伝子を S-meq 遺伝子やワクチン株に
存在ガ確認されている L-meq 遺伝子に置換した組換え感染性 MDV クローンを作成した。作成し



た組換えクローンについて、培養細胞（鶏繊維芽細胞）を用いて、in vitro における増殖性を
比較した。その結果、作成したいずれのクローンも、親クローンである meq 遺伝子を有する RB-
1B クローンとほぼ同様の増殖性を示した。そこで、次にニワトリを用いた感染実験を行い、感
染鶏の種々の臓器における組換えウイルスクローンの増殖性などを検討した。その結果、S-meq
遺伝子をもつクローンは、meq 遺伝子あるいは L-meq 遺伝子をもつクローンに比べて、感染後 3
週目では、胸腺や脾臓などでの増殖性が低いことが判明した。今後、その病原性についてさらに
詳細に検討することが必要であると思われる。  
 
以上のように、今回の研究で、ワクチンブレーク鶏から分離した MDV 株を用いて国内における
MDV の病原性進化の分子機構を試みたが、国内における MDV の病原性進化には、米国で報告され
示唆されているような meq 遺伝子の多型ではなく、MDV の UL36 や vIL8 など、他のウイルス蛋白
や遺伝子が関与していることが強く示唆された。また今回国内でワクチンブレーク鶏から分離
された MDV 株は、米国の MDV 株に比較してあまり病原性が高くないことも示された（ワクチンブ
レークは起こしているが）。この原因は未だ不明であるが、米国と日本を含む他の地域で、MDの
防除に使用されているワクチン株の違いを反映しているのかもしれない。今後ワクチン接種鶏
を用いた病原性の解析が必要であると思われる。 
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