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研究成果の概要（和文）：近年マレック病ウイルスは、野外において病原性の増強が報告されている。そこで、より防
御効果の高い新たなワクチン開発を行うために、免疫抑制因子であるPD1とPD-L1の機構に着目した。分泌型PD-1遺伝子
を挿入した組換え生ワクチンを作製し、宿主が持つPD1/PD-L1による免疫抑制能を競合的に緩和させ、より強い細胞性
免疫が誘導できるワクチン開発を行った。その結果、既存のワクチンと比較して、新規組換えワクチンを接種した鶏由
来の末梢血単核球は、MDV抗原に対する高いインターフェロンγ産生能を示し、本組換えワクチンがより効果的な細胞
性免疫応答を誘導する能力を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Field isolates of Marek’s disease virus (MDV) have tended to increase in 
virulence, and therefore, the development of more effective vaccines would be desirable. To develop a 
novel vaccine, we focused on the PD1/PD-L1 pathway that contributes to the immune suppression, and 
reconstituted the recombinant MDVs that carry the soluble-PD1 gene to competitively inhibit the 
immunosuppression regulated by the endogenous PD1. The recombinant vaccine expressing soluble PD1 induced 
higher production of interferon γ in the immune cells from the vaccinated chickens, indicating that this 
vaccine potentially possesses an ability to induce more effective cell-mediated immunity in chickens.

研究分野： 獣医伝染病学
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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 (マレック病: MD) をひき起こし、養
鶏産業に甚大な被害をもたらしてきた。現在
では、弱毒生ワクチンの開発により、MD の
発生は激減し概ね制御されている。しかし最
近になり、ワクチン接種にも関わらず MD を
発症するワクチンブレークが報告されるよ
うになってきており、今後さらに病原性の強
い MDV が出現する可能性は否定できない。そ
のため、現行のワクチンより効力の高いワク
チン開発が急務とされている。 
 従来からMDVは3つの血清型に分類されて
おり、そのうち非病原性である血清型 2 と 3
および血清型 1 の弱毒株が現在のワクチン
として使用されている。最近では遺伝子組換
え技術を用いて、血清型 1 の強毒株より病原
性に関わる遺伝子をノックアウトした組換
えワクチンが試作されている。このような試
みに加え、MDV の病原性増強に対抗できるワ
クチンを作製するためには、新たな視点によ
る有効なワクチン開発が求められる。 
 近年、慢性感染症や腫瘍性疾患の発生には
免疫抑制受容体 Programmed death-1 (PD1) 
とそのリガンドである Programmed death- 
ligand 1 (PD-L1) が関与することが報告さ
れている。PD1 は、主に T 細胞に発現する受
容体で、PD-L1 と結合すると細胞内に抑制性
シグナルを送り T 細胞を疲弊化させる。通常、
抗原提示細胞が主に PD-L1 を発現し、不適切
な免疫応答を調節しているが、様々なウイル
ス感染細胞や腫瘍細胞にも PD-L1 の発現上
昇が報告されており、免疫応答からの回避に
関わることが知られている。MDV 感染鶏にお
いても、腫瘍病変部における PD-L1 の発現上
昇が認められており、MD の病態形成にも
PD1/PD-L1 経路が関連していると考えられ
ている。一方で、PD1 と PD-L1 の結合は可逆
的で、抗体等で結合阻害を行うと疲弊化 T
細胞は再活性化し、感染細胞や腫瘍細胞を再
び攻撃できるようになる。医学領域ではこの
手法を用いた治療法が、臨床治験まで進めら
れている。このような PD1/PD-L1 経路阻害を
利用した治療法･予防法の開発は、獣医学領
域においても応用可能であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 病原性が増強した MDV に対抗でき、より効
力の高い新規ワクチンを開発するために、
PD1と PD-L1による免疫抑制機構に着目した。
ワクチン自体に PD1 を発現させることで、宿
主が持つ PD1/PD-L1 による免疫抑制機構を
競合的に緩和させ、より効果的に細胞性免疫
を誘導する組換えワクチンの作製を行う。ま
た、作製した組換えワクチンの効果について、
現行のワクチンの中で最も効果が高いとさ
れる血清型1弱毒株であるCVI988と比較し、
その有効性を検討する。 
 
３．研究の方法 

(1) 新規組換えワクチン作製のため、MDV
強毒株である RB1B 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を
用いた(ベルリン自由大学 Dr. Kaufer
より分与)。meq 遺伝子欠損 MDV は非病
原性であるため、残る meq 遺伝子を En 
Passant Mutagenesis 法により、ウサギ
免疫グロブリンの定常部を鶏 PD1 遺伝
子細胞外領域に連結させた分泌型 PD1
遺伝子(PD1-Ig)または鶏 PD1 遺伝子全
長に myc エピトープタグを連結させた
膜発現型 PD1 遺伝子（PD1-myc）と置換
させた（図１,a）。得られたクローンの
うち、PD1 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
びシークエンス解析、さらにサザンブ
ロッティングによる確認を行った。 

(2) 作製した遺伝子改変プラスミドを鶏胎
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 を再生
させた。ワクチン効果検討のために、
vRB-1B（強毒株）, vRB-1B_IRL_meq, 
vRB-1B_IRL_meq_PD1-myc, 
vRB-1B_IRL_meq_PD1-Ig の 4 種類の
組換え MDV を再生させた（図１,a）。ウ
イルスを再生させた後、組換え MDV に
よる培養細胞または培養上清中への
PD-1 の発現・分泌をウェスタンブロッ
ト法により確認した。また、in vitro
における各組換え MDV とワクチン株
(CVI988)の増殖能をプラークアッセイ
により比較した。 

(3) 組換え MDVの in vivoにおける効果を検
討するため、感染実験を行った。上記
の 4 種類の組換え MDV に加え、ワクチ
ン株の CVI988、および対照群として PBS
を初生ヒナに接種した。接種後 8週間、
1 週毎に末梢血を採取し、リアルタイム
PCR 法により生体内におけるウイルス
増殖をモニタリングした。 

(4) 各組換え MDV の免疫誘導能の比較を行
った。接種後 8 週目に、上記の各鶏群
の血漿中における MDV 抗体価およびイ
ンターフェロン（IFN）産生量を ELISA
法により計測した。また、同時に末梢
血単核球（PBMC）を採材し、MDV 感染細
胞より抽出した抗原を用いた刺激培養
を行い、PBMC 培養上清中における IFN
産生量を ELISA 法により測定した。 

 
４．研究成果 
 MDV 強毒株である RB1B 株の完全長ゲノム
より IRL を欠損させたクローンを用いて、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 PD1-Ig または PD1-myc
と置換させることで、それぞれ分泌型 PD1



または膜発現型PD1をもつ組換えMDVを作製
した（図１,a）。得られたクローンを RFLP
によりスクリーニングを行ったところ、いず
れも予想される泳動パターンを示した（図
１,b, 矢頭: pRB-1B; 6.2kb, pmeq; 5.4kb, 
pPD1-myc; 6.3kb, pPD1-Ig; 6.6kb）。また、
遺伝子挿入部位について塩基配列解析を行
い、予想外の変異が挿入されていないことを
確認した。最後に、PD1 遺伝子が目的の位置
に挿入されていることをサザンブロッティ

ングにより確認した。 
 次に上記で得られたプラスミドを CEF に
導入し、ウイルスを再生させた。再生された
組換えウイルスによる PD1 タンパク質の発
現を確認したところ、vPD1-myc 感染 CEF お
よび vPD1-Ig 感染 CEF 培養上清中に、それぞ
れ予想された分子サイズにシグナルが認め
られた。このことから、vPD1-myc および
vPD1-Ig共に感染細胞においてPD1タンパク
質を発現していることが確認された。また、
組換え MDV の in vitro における増殖能を検
討したところ、いずれのウイルスにも差は認
められなかった。 
 CVI988 は強毒株に比べ in vivo における
増殖能が劣るため、再生した組換えウイルス
についても in vivoにおける増殖能を検討し
た。その結果、強毒株クローンである vRB-1B
を接種した鶏群の末梢血においては、接種後
2-3 週に急性感染期、4-5 週に潜伏感染期、6
週以降にウイルスの再活性化が認められ、
MDV による病態形成時の一般的なウイルス
動態を示した。一方で、組換え MDV および
CVI988 を接種した鶏群においては、観察期
間を通じて末梢血中にウイルスは検出され
なかった。このように、組換え MDV の生体内
おける増殖能は、強毒株に比べて劣っていた。
今後は、組換え MDV の生体内での増殖能が
CVI988 に比べて改善されているか検討する
ため、脾臓等のリンパ組織におけるウイルス
量の測定･比較を経時的に行う必要がある。 
 作製した組換え MDV の効果を比較するた
め、ウイルス接種後 8 週目の血漿中における
抗 MDV 抗体の測定を行った。その結果、対照
群に比べ、いずれの鶏群においても有意な抗
体価の上昇が認められたが、各組換え MDV
接種鶏群間において差は認められなかった。
そのため、抗体産生(液性免疫)誘導について
は、各ワクチンともほぼ差は無いと考えられ

た。次に組換え MDV 接種後 8 週目の血漿中に
おける IFNの産生量を計測したところ、い
ずれの鶏群ともほぼ産生は認められなかっ
たが、PBMC を MDV 抗原で刺激培養し、培養
上清中への IFNの分泌を測定したところ、
vPD1-Ig接種鶏群由来のPBMCにおいてのみ、
IFN産生の有意な上昇が認められた。この
とから、分泌型 PD1 をコードする vPD1-Ig
は、効率良く細胞性免疫を誘導し、より強力
な 2 次免疫応答を誘導できることが示唆さ
れた。今後は、強毒株接種によるワクチン効
果判定を行い抗 MD 効果について検討する必
要がある。 

 抗 MD ワクチンの作用として、ワクチン接
種による IFNの産生が重要であることが示
されている。そのため、本研究における成果
は、既存の抗 MD ワクチンに比べ、より有効
性が期待できると考えられる。本ワクチンを
将来的に応用するためにも、今後はより詳細
なワクチン効果判定や安全性試験などの解
析を行う必要がある。 
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