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研究成果の概要（和文）：ワクモによる吸血被害は養鶏場で深刻な問題となっており、新規防除法としてワクチ
ンが注目されている。本ワクチンは、血液中の抗体が吸血時に取り込まれて作用するため、腸管の細胞膜上に発
現する分子が影響されやすいと考えられる。本研究では、上記に合致する有用なワクチン抗原の同定に成功し
た。一方、膜発現タンパク質は複雑な構造を持つことが多く、ワクチン抗原の調整に関する問題点を解消するた
めに、マレック病弱毒生ワクチンのウイルスベクターとしての応用を検討した。ウイルスゲノム中の複数の領域
に抗原遺伝子の挿入を試みたが、抗原の発現量が低く、ウイルスベクターの応用にはさらなる工夫と検討が必要
であった。

研究成果の概要（英文）：Poultry red mites (PRMs) are haematophagous ectoparasites which cause 
serious economic losses to the poultry industry, and vaccine approaches are focused on as a novel 
strategy to control PRMs. This vaccine acts when antibodies in the host blood are taken up into PRMs
 during blood sucking, and therefore, the molecules associated with the plasma membrane of cells in 
the intestinal tracts are considered to be susceptible. In this study, we successfully identified 
effective antigens, consistent with above criteria. However, plasma membrane-associated proteins 
often have complicated structures. To overcome the problems on the protein expression, we 
investigated the potential of the viral vector using attenuated strains of Marek’s disease virus 
(MDV). We examined several regions in the virus genome for the insertion of the vaccine antigen 
gene. However, the protein expression levels were low, and therefore, further manipulation is 
required for the application of MDV as a viral vector.

研究分野：獣医伝染病学

キーワード： ワクモ　外部寄生虫　マレック病　マレック病ウイルス　組換えウイルス　組換えワクチン　弱毒生ワ
クチン　ウイルスベクター

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本ワクチンによって産生される抗体はワクモの腸管に最初に曝露されるため、腸管の細胞膜上に発現する分子は
有用なワクチン抗原になると考えられる。本研究では、上記の条件に合致し、有用なワクチン抗原の同定に成功
したため、より効果の高いワクチン開発に向けて有用な知見を提供できたと考えられる。一方、ワクチン抗原の
発現やワクチン使用時の利便性に関する問題解決のため、ウイルスベクターの応用についても検討したが、本研
究ではワクチン抗原の発現量の増加に関する改良を必要とする結果であった。本研究の結果を基盤として、さら
なる改変を加えることで、効果および利便性の高いワクモ防除用ワクチンの開発への貢献が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
鳥類の外部寄生虫であるワクモ（Dermanyssus gallinae）による吸血被害は、日本を含めた多く
の国々の養鶏産業、特に採卵鶏農場において大きな被害をもたらしている。ワクモによる吸血は、
鶏に貧血、健康状態の悪化、ストレスを引き起こし、産卵数や卵質の低下を招き、生産性を大き
く低下させる。また、ワクモの虫体や糞が付着することによって生じる汚卵の発生や、サルモネ
ラ属菌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ほか、近年では人に皮膚炎
を引き起こす症例などが報告されており、家畜衛生ならび公衆衛生上重要な問題となっている 
現在のワクモ防除は、主に鶏舎の洗浄と薬剤の使用により行われている。しかし、ワクモは成
虫でも体調が 1mm程度と小さく目につきにくいことや、吸血後は鶏から離れ鶏舎の隙間などに
潜む性質を持つため、洗浄や薬剤が届かずに十分な防除効果を得られないことが多い。加えて最
近では、薬剤に耐性を示すワクモの出現も報告され、鶏舎内でのワクモの発生予防は極めて困難
な状況に陥っている。このような背景から、薬剤に変わる新規ワクモ防除方法の開発・確立が強
く望まれており、これまでに様々な研究が行われてきた。その中で、新たなワクモ対策法の確立
に向け、我々は抗ワクモワクチンの開発に取り組んでいる。抗ワクモワクチンの原理は、ワクモ
の生理機能に重要な分子をワクチン抗原として鶏に免疫し、産生された抗体が吸血の際にワク
モ体内に取り込まれ、ワクチン抗原とした分子の機能を阻害し、ワクモの生理機能に障害をあた
え、殺ワクモ効果や繁殖効率の低下をもたらすことを狙いとしている。これまでに、血液消化へ
の関与が考えられるカテプシンや血液から鉄の取り込み・輸送に関与するフェリチン 2 などの
抗原遺伝子を同定し、ワクチン抗原としての評価を⾏い、その有⽤性を⽰してきた。 
抗ワクモワクチンの開発に向け、有用なワクチン抗原を探索するために、RNA-Seq 解析を行
い、ワクモに発現する遺伝子情報の網羅的な解析を以前に行った。得られた遺伝子情報より、重
要な生理機能が予想される分子、吸血時に発現強度が高い分子、吸血時に取り込まれた抗体が最
初に暴露される組織である腸管に発現する分子に焦点を絞り、抗原候補の探索を行っている。特
に、腸管に発現する分子のうち、その細胞膜上に発現している分子は、抗体による作用を受けや
すい理想的なワクチン抗原候補と考えられる。RNA-Seq 解析により得られたコンティグの中に
は、上記条件を満たし、さらに腸管の細胞膜上における発現が考えられる抗原候補も含まれた。
しかしその多くは、ATP-binding cassette (ABC) トランスポーターのように複数回膜貫通型の分
子や、low-density lipoprotein (LDL)レセプターのように大きな細胞外領域が持つ分子であった。
そのため、ワクチン抗原用の組換えタンパク質を調整する場合、全長あるいは細胞外領域の発現
が難しく、ワクチン抗原として有効な領域の選定が必要になると予想された。一方で、上記条件
を満たす分子としては、銅トランスポーターのように細胞外領域が小さい分子もあり、免疫原性
や効果の発現に有効な抗体の産生誘導への影響などが懸念された。そのため、腸管の細胞膜上に
発現する分子を標的とする場合には、ワクチン抗原の調整に工夫が必要になると考えられた。 
抗ワクモワクチンの実用化を目指すためには、飼養者への負担についても考慮する必要があ
る。養鶏場では様々な疾病予防用のワクチンが使用されているため、現行のワクチンプログラム
に抗ワクモワクチンを追加することは、鶏に対する負荷を増加させること、飼養者に対しても負
担を増やすことになる。そのため、抗ワクモワクチンの導入による負担を軽減させるための工夫
が必要となる。そこで我々は、ほぼ全ての鶏に接種されるマレック病（MD）弱毒生ワクチンに
着目し、ワクモ防除用ワクチン抗原遺伝子を挿入した組換え MDウイルス（MDV）による免疫
の可能性を検討している。現在、MD予防用ワクチンには弱毒生ワクチンが汎用されており、そ
の他にも血清型が異なる七面鳥ヘルペスウイルス（HVT）が用いられている。HVTについては、
伝染性ファブリキウス嚢病や鶏伝染性口頭気管炎などの他疾病のワクチン抗原遺伝子が挿入さ
れた組換えウイルスが海外では市販化されている。MD予防用ワクチンをウイルスベクターとし
て抗ワクモワクチンの開発に応用できれば、鶏への負荷や飼養者の負担を軽減させることに加
え、MD予防とワクモ防除を行う効果も期待できる。このように抗ワクモワクチンの実用化に向
けては、効果を高めるに有効なワクチン抗原の選定とその調整に関する工夫、ワクチン使用に係
る負担軽減への考慮が求められる。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をもとに、効果が高い抗ワクモワクチンの開発、さらにはワクチンの使用に関する
負担軽減を目指し、ワクチン抗原として腸管の細胞膜上への発現が予想される分子の同定を行
い、MD弱毒生ワクチンのウイルスベクターとしての応用について検討を行った。ウイルスベク
ターを応用することで、組換えタンパク質としての発現に困難が予想される分子に関しても、ウ
イルス感染細胞上に発現するウイルスタンパク質をワクモ腸管の細胞膜上に発現する分子に擬
態させることで、有効な免疫応答を誘導可能になることが期待される。また、一度組換えウイル
スを作出すれば、ワクチンの製造過程は現状のワクチンの製造方法と変わらないため、コスト
面における負担も軽減できると考えられる。本研究では、ワクチン抗原として有用と考えられ
る腸管の細胞膜上への発現が予想される分子の探索とその効果検証を行った。さらに、ウイルス



ベクターとして MD 弱毒生ワクチンを応用するため、ウイルスゲノム中でワクチン抗原遺伝子
の挿入に適した領域について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、効果の高い抗ワクモワクチンの開発を目指し、有用なワクチン抗原として、腸管
の細胞膜上への発現が予想される分子について RNA-Seq解析の結果に基づいて探索を行った。
また、同定したワクチン抗原候補については、腸管における発現を確認したのちに、組換えタン
パク質を用いた免疫試験により作製した免疫血漿を人工的にワクモに吸血させ、ワクチン抗原
としての有効性について評価を行った。さらに、効果が期待されながら組換えタンパク質の作製
に困難が予想される分子についてもワクチン抗原としての応用を可能とすることを目指し、MD
弱毒生ワクチンをウイルスベクターとして利用するためのワクチン抗原遺伝子の挿入に適した
ウイルスゲノム中の領域の検討を行った。 
 
(1) 抗ワクモワクチン用抗原として有効性が期待される腸管の細胞膜上に発現する分子の検索
を行った。まず、RNA-Seq解析により得られたコンティグを InterProScanによるドメイン解析に
供し、機能の予測を行い、腸管の細胞膜上に発現が予想される分子の探索を行った。また、各コ
ンティグについては発現強度解析を行い、吸血時に高い発現が予想される分子の選抜を行った。
次に、腸管における発現を確認するため、カルノア液により固定したワクモ虫体を用いて薄切切
片を作製し、Laser Capture Microdissection法による腸管組織の切り出しを行った。切り出した組
織変より RNA を抽出し、RT-PCR により目的遺伝子の検出を行い、ワクチン抗原候補遺伝子の
腸管における発現を確認した。腸管における発現が確認されたワクチン抗原候補遺伝子につい
ては、RACE法等によりオープンレーディングフレーム（ORF）全長の塩基配列を決定し、ブレ
ビバチルス分泌発現システムを用いて組換えタンパク質を作製した。作製した各組換えタンパ
ク質は、形質流動パラフィンをアジュバントとして乳化抗原を調整し、3週齢のひなに皮下接種
により免疫を行った。免疫 3週後に ELISA法により抗体化を測定し、十分な抗体価が得られな
かった場合には免疫 4週後（7週齢）に初回免疫と同様に調整した抗原を用いて追加免疫を行っ
た。免疫 4週後、あるいは追加免疫 3週後に全血より血漿を分離し、免疫血漿を得た。ワクチン
抗原としての効果を評価するために、人工吸血装置を用いてワクモに免疫血漿を吸血させ（in 
vitro feeding assay）、吸血したワクモの死亡率を一定期間観察した。 
   
(2) MD 弱毒生ワクチンのウイルスゲノム内における抗ワクモワクチン抗原遺伝子の挿入部位と
して適した領域を検討した。MD予防効果は、非病原性株に比べて弱毒株の方が一般的に高いた
め、強毒株である RB-1Bを弱毒化させた組換えMDVを用いた。MDVのがん遺伝子として、meq
遺伝子が知られており、meq遺伝子をノックアウトした強毒株由来の組換えMDVは、MDの主
症状である悪性リンパ腫を発症しなくなること、またワクチンとして MD 発症予防効果がある
ことが報告されている。そのため RB-1B の弱毒化は、meq 遺伝子をノックアウトすることによ
り行った。MDVゲノムへの外来遺伝子については、ウイルスの複製に影響しない領域への挿入
が必要となる。そこで過去の報告より挿入部位の候補として、meq、glycoprotein B (gB)、glycoprotein 
D (gD)、thymidine kinase (TK) の各遺伝子とワクチン抗原遺伝子との置換により、ウイルスゲノ
ムへの挿入を行った。gB、gD、TKの各遺伝子の挿入については、弱毒化のため、あらかじめ meq
遺伝子を欠損させた RB-1B を用いた。さらに、ウイルスの複製に影響しない領域として、HVT
では UL45-UL46 の intergenic region が報告されているため、本研究においても meq 遺伝子欠損
RB-1Bの UL45-UL46の intergenic regionへのワクチン抗原遺伝子の挿入を行った。 
ワクチン抗原遺伝子のウイルスゲノムへの挿入は以下のとおりに行った。まず、ワクチン抗原
遺伝子を 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させた発現プラス
ミドを作製した。次にワクチン抗原遺伝子内に、マーカー遺伝子（aphA1）にワクチン抗原遺伝
子の相同配列を付加した配列を挿入し、シャトルプラスミドを作製した。シャトルプラスミド
内のマーカー遺伝子が挿入されたワクチン抗原遺伝子を鋳型として、両端にウイルスゲノム中
のワクチン抗原遺伝子挿入候補となる領域の上流および下流領域の配列を付加したプライマ
ーを用いて PCR により増幅した。増幅産物を RB-1B または meq 遺伝子欠損 RB-1B を保有す
る大腸菌に導入し、en passant mutagenesis法により、対象とする領域にワクチン抗原遺伝子を
挿入し、感染性クローンプラスミドを作製した。各感染性クローンプラスミドへのワクチン抗
原遺伝子の挿入は、制限酵素断片長多型解析（RFLP）によりスクリーニングを行い、挿入部位
について PCRおよび塩基配列解析により確認した。なお、meq、gB、gD、TK領域への挿入は、
ワクチン抗原遺伝子の ORF 領域との置換に加え、発現量を増加させるために CMV プロモータ
ーを付加した発現カセットとの置換も行った。UL45-UL46の intergenic regionについては、ワク
チン抗原遺伝子の発現カセットの挿入を行った。 
作製した各感染性クローンプラスミドを大腸菌より抽出し、リン酸カルシウム法により鶏胎

仔線維芽細胞（CEF）に導入し、継代培養を数回繰り返したのち、細胞変性効果（CPE）の有
無によりウイルスの再構成を確認した。再構成した組換えMDVについては、ウイルスゲノム
上へのワクチン抗原遺伝子の挿入を PCR により確認し、感染細胞におけるワクチン抗原の発
現について、ウェスタンブロットにより検証した。 
 



４．研究成果 
(1) 腸管の細胞膜上に発現が予想される分子について、RNA-Seq解析の結果に基づいて探索を行
った。その結果、細胞膜上に発現が予想される分子のうち、adipocyte plasma membrane-associated 
protein (APMAP)、銅トランスポーター（Ctr1）、low-density lipoprotein (LDL) レセプターが吸血時
に高い発現強度を示した。各遺伝子の腸管における発現を確認するために、LCMおよび RT-PCR
を実施したところ、APMAPおよび Ctr-1の腸管における発現が確認された（図 1）。一方で、LDL
レセプターは複数同定されたが、いずれも腸管における発現は認められなかった。 

APMAP と Ctr1 のワクチン抗原としての有用性を評価するために、組換えタンパク質を作製
し、鶏への免疫を行った。APMAPは様々な生物種の細胞膜上に発現する一回膜貫通型のタンパ
ク質であり、ワクモの APMAPについても同様の構造を示し、長い細胞外領域を持つことが予想
された。Ctr1については複数膜貫通型の構造を示し、短い細胞外領域を持つことが予想された。
まず、APMAPについては細胞外領域全長を組換えタンパク質としての作製を試みたが、発現が
認めらなかった。そのため、細胞外領域を部分的に複数箇所発現させたところ、細胞外領域の N
末端側のみの組換えタンパク質の発現に成功した。一方、Ctr1は複数箇所の細胞外領域が予想さ
れるが、いずれの配列も短いため、そのうち最も配列長の長い領域を用いて組換えタンパク質を
作製した。Ctr1の組換えタンパク質の発現および精製には特に問題は認められなかった。 
作製した組換えタンパク質を用いて鶏に免疫を行ったところ、APMAPについては一回の免疫
で十分な抗体価の上昇が認められたが（表 1）、Ctr1 については一回の免疫では抗体価の上昇が
不十分であったため追加免疫を行った（表 2）。それぞれの分子のワクチン抗原としての有効性
を評価するために、免疫血漿を用いた in vitro feeding assayを行ったところ、いずれの免疫血漿
もワクモ生存率を有意に低下させた（図 2）。しかし、効果の発現には差が認められ、Ctr1 に対
する免疫血漿は APMAPに比べて効果の発現に時間を要した。また、抗 APMAP免疫血漿は、成
ダニと幼ダニのいずれにも効果が認められたが、Ctr1 については幼ダニにのみ効果が確認され
た。以上より、いずれも抗ワクモワクチン用抗原として有用であるが、APMAPは免疫原性とワ
クモへの効果に関してより高い効果を持つと考えられた。 

 
(2) MDV強毒株である RB-1Bの感染性クローンプラスミドを用いて、ワクチン抗原遺伝子の挿
入部位として適切な領域の検証を行った。本研究では、meq、gB、gD、TK遺伝子領域および UL45-
UL46の intergenic regionへの挿入について検討した。meq遺伝子領域への挿入は、meq遺伝子と
ワクチン抗原遺伝子との置換により行い、gB、gD、TK遺伝子領域および UL45-UL46の intergenic 
regionへの挿入は、meq遺伝子欠損 RB-1Bを用いて行った。また、meq、gB、gD、TK遺伝子領
域へのワクチン抗原遺伝子の挿入は、ORFまたは ORFに CMVプロモーターを付加した発現カ
セットとの置換により行った。UL45-UL46の intergenic regionへの挿入は発現カセットの挿入の
み行った。作製した感染性クローンプラスミドについては、いずれも目的位置へワクチン抗原
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表2. 抗Ctr1免疫血漿の抗体価

グループ 個体番号 抗体価

非免疫群

1 <1,000

2 <1,000

3 <1,000

免疫群

4 4,000

5 >64,000

6 >64,000

表1. 抗APMAP免疫血漿の抗体価

グループ 個体番号 抗体価

非免疫群

1 <800

2 <800

3 <800

4 <800

免疫群

5 64,000

6 64,000

7 64,000

8 64,000

図 1. ワクチン抗原候補遺伝子の腸管における発現。APMAPおよび Ctr-1 
カルノア液により固定したワクモ虫体の薄切切片より、Laser Capture Microdissection法
により腸管、卵巣、唾液腺組織を切り出し、得られた組織変より RNAを抽出し、RT-PCR
により APMAP遺伝子 (A)、Ctr1遺伝子を検出した (B)。Elf1a1: Elongation factor 1-α 1（内
部標準遺伝子） 



遺伝子/発現カセットが挿入されていること、その他の領域に想定外の変異が生じていないこ
とを RFLPおよび塩基配列解析により確認した。次に、各感染性クローンプラスミドより組換
え MDV の再構成を行った。その結果、ワクチン抗原遺伝子の ORF が挿入された感染性クロ
ーンプラスミドについては、組換えMDVの再構成に成功した。しかし、発現カセットを挿入
した感染性クローンプラスミドにおいては、ウイルスの再構成は確認されなかった。再構成に
成功した組換え MDVの in vitroにおける増殖能を解析したところ、TK遺伝子とワクチン抗原
遺伝子を置換した組換えMDVに増殖能の低下がやや認められたが、大きな差は認められなかっ
た。各組換え MDV 細胞におけるワクチン抗原の発現を myc エピトープタグに対する抗体を用
いたウェスタンブロットにより確認したところ、いずれも明確な発現は認められなかった。 

 
以上の結果より、新規ワクチン抗原として、腸管の細胞膜上に発現が予想される APMAP と

Ctr1 の有用性が確認された。一方で、MD 弱毒ワクチンのウイルスベクターとしての応用には、
ワクチン抗原遺伝子の適切な挿入箇所のさらなる検討と発現量を増加させるためのプロモータ
ー等への改変が必要であった。ワクチン抗原遺伝子の ORF を挿入した組換え MDV の再構成は
成功したが、ウイルスのプロモーターによる抗原遺伝子の発現量には限界があった。一方で CMV
プロモーターを付加した発現カセットでは、ウイルスの再構成自体が認められなかった。そのた
め、CMVプロモーターに変わる適切なプロモーターを選択するなど、更なる改良が必要である。
本研究では、APMAPの細胞外領域の一部をワクチン抗原として用いたが、細胞外領域全長をワ
クチン抗原として用いることでより高い効果を示す可能性がある。一方で Ctr1 は複雑な構造を
持ち、複数箇所の細胞外領域の配列長はいずれも短く、APMAPに比べると免疫原性や効果の点
においてワクチン抗原には不向きであった。しかし、Ctr1についても組換えウイルスを用いて感
染細胞上に配列全長を発現させることで、効果が改善される可能性は考えられる。そのため、組
換えMDVをウイルスベクターとして応用するためにさらなる改変を検討することや、MD予防
効果は劣るものの、ウイルスベクターとしての開発利用が進んでいる HVT を利用することで、
さらに効果が高く、利用しやすい抗ワクモワクチンの開発につながると考えられる。 
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図 2. 免疫血漿を吸血したワクモの生存率 
In vitro feeding assayにより各免疫血漿または非免疫鶏の血漿をワクモに吸血させ、その
後の生存率を観察し、ワクチン抗原としての評価を行った。(A) APMAP、(B) Ctr1。 
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