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マレック病ウイルスの主要抗原の遺伝子同定と組換え

ファウルポックスウィルスを利用した遺伝子産物の解析

学位論文内容の要旨

研究の背景

  マレック病(MD)はMarek．s disease virus(MDV)の感染に起因するニワトりの伝染性悪性

リンバ腫である。MDVはへルベスウィルス科に属し3つの血清型に分類される。血

清型1 (MDV-1)は腫瘍原性が強くMDの病因ウィルスである。血清型2(MDV-2)は腫

瘍原性を欠く。血清型3 (MDV-3)はherpesvirus of turkey (HVT)として知られており、

MDV-2と同様に腫瘍原性を欠く。病原性を示さないMDV-2とMDV-3はMDV-1に対する

混合2価生ワクチンとして現在使用されている。MDワクチンは、ワクチン株が体内

で増殖して持続感染を起こし、これにより野外強毒ウイルスの感染によって引き起

こされるMD病変形成を阻止している。しかしながら完全には感染を阻止できなぃた

めワクチン株と野外ウィルスの重感染が生じ、さらに感染ニワトりからはウィルス

の排泄が常時行われるために環境からMDVを完全には除去できない。このような現

状よりMDVの分子レベルでの解明を通じて、ニワトりの飼育環境に適応し、簡便で

安全性に優れ、かつ100％感染防御する次世代ワクチンの開発が望まれている。

研究の目的

  MDVの分子レベルの解明は他のへルベスウイルスに比べて著しく遅れている。そ

の最も大きな理由は、MDVは細胞随伴性が強く、子ウィルスは細胞内にとどまり、

培養上澄には放出されなぃ点にある。近年、遺伝子工学の応用により、ようゃくウ

イルスのDNAレペルでの解析が可能になったが、遺伝子産物の機能については、ま

だ十分な解明はなされていないのが現状である。

  本研究の目的は、MDVの分子レベルでの解析を行い、MDVの感染防御に関与する

抗 原タ ンパク を同 定す るこ とであ る。 本論 文で は、特にMDV maorenvelope

glycoproteinであるglycoproteinBQB）およびglycoproteinL（gL）の機能・生理活性、さらに感

染防御効果を組換えフんウルポックスウィルス（FPV：fowlpoxvhs）発現システムを利

用して解析した。gBは、糖タンパクとしてはヘルベスウィルス間で最も良く保存さ
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れている。HSV-1の研究より、gBはウイルスの宿主細 胞への侵入、cell-to-cell fusionの

機 能 を 有 し て い る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 さ ら に 、 宿 主の 感染 防御 に関 与す る

免 疫 応 答 の タ ー ゲ ッ ト で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 gLは 、 HSV-1の 10番 目 の 糖 タ

ン′ヾクとして同定された。HSV-1 gLはcell-to-cell fusionに関与しており、ウイルス増殖

に必須タンパクであると考えられている。

  本研 究で 利用 した 組換 えFPV発現 シス テム は、 フん ウル ポッ クスウイルスをベクター

と し て 主 に 家 禽 の ウ イ ル ス 性 疾 病 の 解 析 を 目 的 と し て 開 発 され た。 この 発現 シス テ

ム を 利 用 し て MDVの 遺 伝 子 産 物 の 解 析 お よ ぴ 感 染 防 御 効 果 を 調 ぺ た 。

本論の要約

  本 研 究 論 文 は 、 4つ の 研 究 成 果 をま とめ たも ので 以下 にそ れぞ れの 要旨 を述 べる 。

  第1に、MDVワクチン株であるMDV-2，．3のglycoproteinB(gB)遺伝子(gB-2，gB－ののク

ロー ニン グを 行い 、そ の全 塩基 配列 を決定し た。その結果、gB‐2，‐3遺伝子の予想さ

れる アミ ノ酸配列 は、すでに同定されているMDV＿1gB（gB‐J）のそれと比較するとgB．

1／gB―2（83％），gB‐1／gB‐3（82％），gB．2／gB－3（76％）の相同性であり、また3つのgB間では72％の相

同性があった。共通の特徴としてlOケ所のシステイン残基、potennmN‐linked

glycosylanonsiteの 80所 が 保 存 され おり 、3つ のgBは、 お互 いに 非常 に類 似し たコ ン

フ オ メ ー シ ョ ン を と っ て い る と 予 想 さ れ た 。 次 に こ れ ら gB遺伝 子を それ ぞれ 組換 え

FPVに 挿 入 し 、 発 現 の 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 組 換 え FPVで発 現し たgB遺伝 子産 物

は、 とも にMDV感 染細 胞 で発 現し てい るgBと同 一分 子量 であ った 。gB－1とgB‐3は、ア

ミ ノ 酸 配 列 よ り 予 想 さ れ る 分 子 量 で は ほ ぼ 同 一 で あ る に も か か わ ら ず 、 MDV感 染 細

胞で発現したgB＿1とgB‐ 3とは分子量に相違があった。Endoglycosidaseを用いた解析の結

果よ りgB．1とgBうの分子量の差は、糖鎖修飾 の程度に相違があることを明らかにした。

  第 2に 、MDV‐1gBの proteolynccleavagesiteの同 定お よぴ その 特異性について解析を

行 っ た 。 MDV． 1gBの 開 裂 部 位 と そ の 特 異 性 を 解 明 す る た め に 予 想 さ れ る 開 裂 部 位

（Arg‐ku‐Arg‐Arg）に 存在する3つのアルギニン残基をそれぞれアラニン残基に置換し、

組 換 え FPVを 使 っ て そ の mutantgB‐1の発 現を 解析 した 。 その 結果 、3っの ァル ギニ ン

残 基 の 置 換 は す べ て 開 裂 を 阻 害 した 。ま た、 開裂 しな い gB‐ 1は 、細 胞内 輸送 にお い

て小 胞体 ある いは ゴル ジ体 にと どま るこ とな く、 wildtypegB．1と同様に感染細胞膜表

面 に 輸 送 さ れ た 。 す な わ ち 、 開 裂 部 位 に 存 在 す る 3つ の ア ル ギ ニ ン 残 基 は す ぺ て 開

裂 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る が、 gB‐ 1の感 染細 胞膜 表面 への 輸送 には 開裂 は必 須

過程ではないことを明らかにした。

  第3に、中和モノクローナル抗体1AN86のエピトープマッビングおよぴ組換え

FPVの 感 染 防 御 効 果 に つ い て 解 析 を 行 っ た 。 gB‐ 1に 対 す る 中和 モノ クロ ーナ ル抗 体

1AN86は 、gB．1と 同様にgB‐3も認識するが、 gB‐2とは反応しない。1AN86が認識する中

和エ ピト ープ を解 析す るた めに 2種類 のgB．1/gB． 2キメ ラ遺 伝子を挿入 した組換えFPV
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を構築した。キメラタンバクgB21-ShpIは、N末端半分のgp60がgB-2由来(gp60-2)，C末端

半分のgp49がgB-l由来(gp49-1)より成っている。キメラタンパクgB12-Sphlは、N末端半

分がgp60-1、C末端半分がgp49-2よ′り成っている。1AN86はgB21-Sphlと反応したが、

gB12-Sphlとは反応しなかった。この結果より1AN86が認識する中和エピトープは、

gp49-1に存在していることを明らかにした。次に、gBの発現解析に用いた一連の組換

えFPVについて、ねWVOで感染防御効果を比較した。その結果、recFPV-gBlの感染防御

率が90%であるのに対し、recFPV-gB2(55啣，recFPV-gB3(33%)の感染防御率は有意に低か

った。一方、キメラgB21-SphIの感染防御率(90c}6)は、予想通りgB-lと同程度に高い感

染防御率を示し、gB-2に導入したgB-lの中和エピトープが感染防御に重要な役割を果

たしていることを明らかにした。また開裂しないmutant gB-1もwild type gB-lと同程度

に高い感染防御率を示し、開裂の阻害は、gB-1の免疫原性には影響を与えないこと

を明らかにした。

  第4に、MDV-1のゲノムDNAのBamHI-D断片のDNA塩基配列の解析を行い、HSV-1

のglycoprotein L(gL)，UL2，UL3遺伝子と相同性のある3つのopen reading frame(ORF)，MDV

gL，UL2，UL3 0RFを同定した。同定した3つの遺伝子のうちgL遺伝子についてMDV-1

感染細胞での発現を確認した。MDV-1 gLは分子量25，OOO-Daの糖タンパクで、PNGase

Fで糖鎖を除去すると分子量は、18，OOO-Daに減少した。この結果は、アミノ酸配列よ

り予想されるシグナルベプチドの開裂部位、20所のN-linked glycosylation siteを考慮し

た分子量と一致した。さらにgL遺伝子を挿入した組換えFPVを構築し、発現の解析

を行った結果、組換えFPVで発現したgL遺伝子産物(recombinant gL)はnative gLと同じ分

子量であったが、糖鎖修飾に明らかな相違が確認された。native gLは小胞体からゴル

ジ体、さらに細胞膜表面に輸送されるのに対し、recombinant gLは小胞体にとどまルゴ

ルジ体での糖鎖修飾は受けていないことが明らかになった。すなわち、gLの正常な

糖鎖修飾、細胞内輸送にはMDV‐1の他のタンパクが関与していると考えられる。

纏め

  ウィルス病に果たしてきたワクチンの役割は大きく、多くのウィルス感染症がワ

クチンにより予防されてきた。マッレク病もその1つである。マレック病は、養鶏産

業に多大な損害を与えており、その防疫のためには、ワクチンが不可欠である。本

研究では、遺伝子工学の手法を用いてMDVの抗原タンパクの発現解析等の基礎研究

を行った。得られた科学的データは今後、社会に寄与する新規MDVワクチンの開発

へと応用されるであろう。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

マレック病ウイルスの主要抗原の遺伝子同定と組換え

ファウルポックスウィルスを利用した遺伝子産物の解析

  マレック病ウイルス（MDV）は、ニワトりに感染して、伝染性悪性リンパ腫の原因と

なるウイルスである。MDVはへルペスウイルス科に属しており、血清型によって、3種

類に分類されている。腫瘍原性が強く病因ウイルスであるMDV―1と、病原性を示さず混

合生ワクチンとして現在使用されているMDV－2、MDV―3がある。ワクチン株は、持続感

染を起こし、強毒ウイルスの重感染を防御できず、ウイルスの排泄は続くが、腫瘍形

成を阻止するので、広く利用されている。しかし、ウイルスの感染を防御し、ウイル

ス の 増 殖を な くし 、 さら に簡 便 で、 安 全な ヮ クチ ンの 開 発が 望 まれ て いる 。

  組組 換 えDNA作製に よるモサイク 蛋白質の形成 や、DNAの塩基置換 による変異

蛋白質の作製ナょどの遺伝子操作の技術は、新しいワクチンの開発にも有カな手段を与

えた。

  申請者は、鶏痘のワクチンとして使用されているファウルポックスウイルス（FDV）

に、MDVの主要抗原であルウイルスのエンベロープ蛋白質である糖蛋白質B（gB）の

遺 伝 子 を 挿 入 し て 、 感 染 を 防 御 す る ワ ク チ ン と す る こ と を 試 み た 。

  gBは宿主細胞へのウイルスの侵入や、細胞融合の機能を有していることが明らか

になっている。

  MDV－1のgB遺伝子はすでに塩基琵列が決定されており、新たにIdDV←2、MDV―3のgB

遺伝 子をクローニ ングし、その 塩基配列を決 めた。3っのgBのアミノ酸配列に72

％の相同性を認め、8か所の糖鎖結合部位は保存′されており、高次構造もお互いに類

似していると予想される。
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  gB蛋白質は合成後、2っのポリペプチド鎖に開裂するが、細胞表面では複合体を

形成して存在している。開裂部位の，一Arg―Leu―Arg一Arg－  の3っのArgをそれぞれ

Alaに変換した遺伝子を作製し、その影響を調べた。いずれのArgの変換も開裂を阻害

した。しかし、開裂しないgBも開裂した蛋白質と同様に感染細胞の表面に輸送され

る ので、 輸送に は開裂 は必須 の過程で はないことが明らかになった。

  MDV一1に対する中和モノクローン抗体1AN86の存在が知られているが、そのエピトー

プとナょる範囲を決めることができた。抗体1NA86はMDV―1、MDV－3のgBと反応するが、

MDV－2のgBを認識できぬい。いろいろなキメラ遺伝子を挿入したFPVの解析から、中

和エピトープはgB蛋白質のC末端部分に存在することが明らかになった。従うて、

この部分を持っキメラ蛋白質を発現しているFPVは、高い感染防御率を示し、ワクチン

としての有効性を確認できた。

  MDVには、gB以外にも多くの糖蛋白質が存在している。その中で糖蛋白質Lはウイ

ルス増殖に必須で、細胞融合に関与している。この糖蛋白質の緒性質にっいての解析

を行った。

  ウイルス病に対するヮクチンの有効性はいうまでもなく、数多くの例がある。マレ

クック病もその1例である。養鶏業には必須のワクチンになっている。しかし、ワク

チンはウイルスによる病状を抑えるだけではなく、感染を防御して、結果として病因

ウイルスの撲滅へと進むことが望ましい。遺伝子操作の技術に期待が集まっている。

しかし、組換えDNAの手段によって作製したウイルスの安全性も十分に配慮されな

けれぱならない。そのためには、基礎的な研究による豊富な知識の蓄積が重要となる。

申請者の研究は、安全で、より有効なヮクチン開発への道を開くのに重要な貢献をし

たと評価することができる。学力試験、語学試験の結果も満足すべきものであり、最

終試験にも合格した。よって審査員一同は、申請者が博士（理学）の学位を得るのに

十分の資格があると認めた。
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