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論 文 の 内 容 の 要 旨

鶏伝染性ファブリキウス嚢病(mD)は､鶏の免疫組織､特にファブリキウス嚢の壊死性

病変を主徴とする急性のウイルス性疾患である｡病因のIBDウイルス(mDV)は3週齢以下

の雛に重篤な免疫抑制を惹起する｡IBDV感染雛は主l不顕性で免疫不全による他病の

誘発やワクチンブレークが問題であった(従来勒｡しかし､1躯7年以降､致死率の極め

て高いBD(超棒型)が世界各地で流行し､養鶏産業に甚大な被害を与えた｡しかし超強

毒型田DVの抗京性状､病原性および起源に関する分子生物学的研究は進展していない｡

本研究では､超強毒型ⅢDVの抗原性状を解明するため､単クローン性抗体の作出と鶏

線維芽(CEF卵胞による超強毒型IBDVの鮒ヒ･弱毒化を行った｡また､超強毒型IBDVゲ

ノム両分節の塩基配列を決定し､超強毒型IBDVの病原性および起源について分子生物

学的解析を行った｡

1.単クローン性抗体によるウイルス構造タンパク質の抗原解析

血清型1の従来型ⅢDVに村する20種の単クローン性抗体(MAりを作出した｡これらの

MAbは､ウイルスの主要な構造タンパク質であるVP2およびVP3を認識し､Ⅴ陀を認識す

るMAbには中和活性が認められた｡エピトープマッピングの結果､VP2のほほ中央に位

置する156アミノ酸残基から成る領域には､少なくとも2ケ所の血清型1特異的な立体構

造依存性の抗原部位が､またVP3の(末端の105アミノ酸残基から成る領域には､立体構

造非依存性の抗原部位が存在することが明らかになった｡VP2には､その他に1ケ所の血

清型1特異的な立体構造依存性の抗原部位が認められた｡
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2.超強毒型IBDVの弱転化および血清学的性状の解析

超強毒型IBDVを発育鶏卵で継代馴化後､鶏胚馴化株の感染した鶏胚からCⅢ了細胞を調

製し細胞馴化株を確立した｡鶏胚およびCEF細胞馴化株の雛に対する病原性は著明に減

弱していた｡超強毒型IBDVは､ポリクローナル抗体による交差中和試験およびMAbに

よる中和試験で従来型IBDVと異なる反応性を示し､抗原性状が従来型IBDVとは異なる

ことが示唆された｡

3.超強毒型IBDVゲノムの塩基配列の解析

超強毒型mDVゲノムの分節AおよびBの塩基配列を決定し､前駆タンパク質(NIもVP2-

VP4VP3一のOH)およびVplの推定アミノ酸配列を従来型IBDVの配列と比較した｡さらに､

超強毒株由来CEF細胞馴化弱毒株の前駆タンパク質コード領域の塩基配列を決定し､推

定アミノ酸配列を親株の病原株と比較解析した｡超強毒型IBDVに特異的なアミノ酸残

基が前駆タンパク質に9ケ所およびVPl13ケ所認められ､弱毒化に伴うアミノ酸置換が

Ⅴ陀の変異領域に4ケ所(刀6､2乃､公4および315番目)およびVp3に1ケ所(鋤5番目)認めら

れた｡このうち､279および2糾番目の置換は､他の細胞馴化弱毒株にも共通に認められ

た｡また､弱毒化により超強毒型IBDV特異的なち6番目のアミノ酸に置換が認められ､

超強毒型IBDVの痛原性発現に方6､279および284番目のアミノ酸残基が関与している可

能性が推察された｡

4.超強毒型mDVの系統解析

決定した塩基配列から前駆タンパク質､VPl､Ⅴ陀､VP3およびVP4の分子系統樹を作

製し､超強毒型および従来型IBDVの系統関係を解析した｡国内分離超強毒型IBDVはヨー

ロッパ分離超強毒株とクラスターを形成し､日本の超強毒株がヨーロッパに由来するこ

とが強く示唆された｡分節Aにコードされている前駆タンパク質､VP2､VP3およびVP4

の塩基配列から作製した系統樹は､すべて同様の樹型を示し､超強毒型IBDVは従来型

IBDVと近縁なクラスターを形成した｡一方､分節BにコードされるVPlの塩基配列から

作製した系統樹は､上記の系統樹とは樹型が大きく異なり､超強毒型IBDVは従来型

IBDVと明らかに異なるクラスターを形成した｡このことから､超強毒型IBDVゲノムの

各分節は異なる起源に由来していることが示唆され､超強毒型IBDVの出現が遺伝子再

集合による可能性が推察された｡

以上の成績を給合すると､超強毒型IBDVは抗原性状が従来型IBDVと異なり､遺伝子

再集合により出現した可能性が示唆された｡また､超強毒型IBDVの病原性に前駆タン

パク質のVP2領域に位置するか6､279および遡4番目のアミノ酸残基が関与する可能性が

示唆された｡超強毒型IBDVの血清学的および分子生物学的性状を解析した本研究は､

超強毒型IBDの予防および制御に貢献するとともに､IBDVの病原性発現機構および新型

株出現機構の解明に極めて有用な基礎資料を提供する｡さらに､本研究で確立した超強

毒型IBDV由来の弱毒株は､将来の超強毒型IBDV感染lこ対する新しい生ワクチンとして

極めて有用と思われた｡
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審 査 結 果 の 要 旨

鶏伝染性ファブリキウス蕪病(IBD)は､鶏の免疫組織､特にファブリキウス轟

の壊死性病変を主徴とする急性のウイルス性疾患である｡病因のIBDウイルス

(IBDV)は3適齢以下の雛に重篤な免疫抑制を惹起する｡IBDV感染雛は主に不顕

性で免疫不全による他病の誘発やワクチンブレークが問題であった(従来型)｡し

かし､1987年以降､致死率の極めて高いIBD(超強毒型)が世界各地で流行し､養

鶏産業に甚大な被害を与えた｡しかし超強毒型IBDVの抗原性状､病原性および

起源に関する分子生物学的研究は進展していない｡本研究では､超強毒型IBDV

の抗原性状を解明するため､単クローン性抗体の作出と鶏線維芽(CEF)細胞によ

る超強毒型IBDVの馴化･弱毒化を行った｡また､超強毒型IBDVゲノム両分節

の塩基配列を決定し､超強毒型IBDVの病原性および起源について分子生物学的

解析を行った｡

1･単クローン性抗体によるウイルス構造タンパク質の抗原解析

血清型1の従来型IBDVに対する20種の単クローン性抗体(MAb)を作出した｡こ

れらのMAbは､ウイルスの主要な構造タンパク質であるVP2およびVP3を認識

し､VP2を認識するMAbには中和活性が認められた｡エピトープマッピングの

結果､VP2のはぼ中央に位置する156アミノ酸残基から成る領域には､少なくと

も2ケ所の血清型1特異的な立体構造依存性の抗原部位が､またVP3のC末端の

105アミノ酸残基から成る額域には､立体構造非依存性の抗原部位が存在するこ

とが明らかになった｡VP2には､その他に1ケ所の血清型1特異的な立体構造依存

性の抗原部位が認められた｡

2･超強毒型IBDVの弱毒化および血清学的性状の解析

超強毒型IBDVを発育鶏卵で継代馴化後､鶏胚馴化株の感染した鶏胚からCEF

細胞を調製し細胞馴化株を確立した｡鶏胚およびCEF細胞馴化株の雛に対する

病原性は著明に減弱していた｡超強毒型IBDVは､ポリクローナル抗体による交

差中和試験およびMAbによる中和試験で従来型IBDVと異なる反応性を示し､抗

原性状が従来型IBDVとは異なることが示唆された｡

3･超強毒型IBDVゲノムの塩基配列の解析

超強毒型IBDVゲノムの分節AおよびBの塩基配列を決定し､前駆タンパク質

(NH2-VP2-VP4-VP3-COO叩およびVPlの推定アミノ酸配列を従来型IBDVの配列と
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比較した｡さらに､超強毒株由来CEF細胞馴化弱毒株の前駆タンパク質コード額

域の塩基配列を決定し､推定アミノ酸配列を親株の病原株と比較解析した｡超強

毒型IBDVに特異的なアミノ酸残基が前駆タンパク質に9ケ所およびVPlに8ケ所詮

められ､弱毒化に伴うアミノ酸置換がVP2の変異額域に4ケ所(256､279､284およ

び315番目)およびVP3に1ケ所(805番目)認められた｡このうち､279および284番目

の置換は､他の細胞馴化弱毒株にも共通に認められた｡また､弱毒化により超強

毒型IBDV特異的な256番目のアミノ掛こ置換が認められ､超強毒型IBDVの病原性

発現に256､279および284番目のアミノ酸残基が関与している可能性が推察され

た｡

4.超強毒型IBDVの系統解析

決定した塩基配列から前駆タンパク質､VPl､VP2､VP3およびVP4の分子系統

樹を作製し､超強毒型および従来型IBDVの系統関係を解析した｡国内分離超強

毒型IBDVはヨーロッパ分離超強毒株とクラスターを形成し､日本の超強毒株が

ヨーロッパに由来することが強く示唆された｡分節Aにコードされている前駆タ

ンパク質､VP2､VP3およびVP4の塩基配列から作製した系統樹は､すべて同様

の樹型を示し､超強毒型IBDVは従来型IBDVと近縁なクラスターを形成した｡一

方､分節BにコードされるVPlの塩基配列から作製した系統樹は､上記の系統樹

とは樹型が大きく異なり､超強毒型IBDVは従来型IBDVと明らかに異なるクラス

ターを形成した｡このことから､超強毒型IBDVゲノムの各分節は異なる起源に

由来していることが示唆され､超強毒型IBDVの出現が遺伝子再集合による可能

性が推察された｡

以上の成績を総合すると､超強毒型IBDVは抗原性状が従来型IBDVと異なり､

遺伝子再集合により出現した可能性が示唆された｡また､超強毒型IBDVの病原

性に前駆タンパク質のVP2額域に位置する256､279および284番目のアミノ酸残基

が関与する可能性が示唆された｡超強毒型IBDVの血清学的および分子生物学的

性状を解析した本研究は､超強毒型IBDの予防および制御に貢献するとともに､

IBDVの病原性発現機構および新型株出現機構の解明に極めて有用な基礎資料を

提供する｡さらに､本研究で確立した超強毒型IBDV由来の弱毒株は､将来の超

強毒型IBDV感染に対する新しい生ワクチンとして極めて有用と思われた｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科

の学位論文として十分価値あるものと認めた｡
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