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論 文 の 内 容 の 要 旨

伝染性ファブリキウス嚢病(IBD)は,ファブリキウス嚢の炎症性病変を特徴とするウイ

ルス性疾患で,IBDウイルス(IBDV)を病原とする｡IBDVは致死率の低い従来型および致

死的感染を起こす超強毒型に分類される｡しかし,これらの病原性の違いや致死的病原性発

現機構は不明であり,野生型病原株を弱毒化することなく増殖できる培養細胞もこれまで報

告されていない｡IBDVは鶏のB細胞に選択的に感染し,ファブリキウス嚢を中心とした免疫

組織を破壊する｡病変の形成にはB細胞のネクローシスおよびアポトーシスの関連が示唆さ

れているが,ウイルス感染による細胞死誘導のメカニズムは不明である｡近年,mDVの非

構造タンパク質であるVP5の感染細胞細胞膜への蓄横による膜透過性の克進およびアポトー

シスの誘導への関与が報告され,IBDVの病原性因子として注■目きれている｡しかし,その

細胞傷害性発現のメカニズムは明らかにされていない｡本研究では,超強毒型IBDVの致死

的感染とその病原性発現におけるVP5の機能および細胞傷害性発現メカニズムの解明を目的

とし,以下の4つの研究を行った｡

第l章では,DT40細胞についてIBDV野生型病原株の増殖性を検討し,invitroでの性状

解析における有用性を検討した｡超強毒型および従来型IBDVの野生型病原株は,通常培養

細胞への馴化過程で発育鶏卵兼尿膜での継代を必要とするが,DT40細胞ではこのような過

程を経ることなく良好に増殖した｡DT40細胞継代株について,IBDVの病原性に関与する

VP2アミノ酸可変領域の塩基配列を解読した結果,株間で共通のアミノ酸変異は予測ざれな
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かった｡これらの結果から,DT40細胞がIBDV病原株の効率的分離とinvitroでの解析に有

用なことが示唆された｡

第2章では,VP5の細胞膜への移行に必要なアミノ酸領域を特定するため,VP5の様々な

欠損体をGFPとの融合タンパク質として細胞内で発現ざせ,その局在を観察した｡その結

果,132から138番目のアミノ酸領域がVP5の細胞膜への移行に必須であることが明らかに

なった｡また,このアミノ酸領域には以前に膜貫通領域であることが予測ざれていた疎水性

アミノ酸領域は含まれておらずVP5が膜貫通型タンパク質ではない可能性が示唆ざれた｡

第3章では,VP5の感染細胞内における機能解明の手がかりとして,IBDV感染鶏胚線維

芽細胞内におけるVP5の局在を解析した｡VP5お･よび様々な細胞内小者官に対する抗体を用

いた蛍光染色法による解析で,IBDV感染初期にVP5がオートファゴソームに局在しているこ

とが示唆された｡また,阻害剤を用いた実琴により,VP5の細胞膜への輸送はゴルジ体では

なく,オートファゴソームを経由している可能性が示唆された｡

第4章では,VP5とIBDV超強革型株の病原性との関連を検討するため,病原性の異なる

超強寿株および従来株由来のVP5を培養細胞内で一過性発現させ,発現細胞の形態的変化を

比較した｡VP5陽性細胞の生細胞での観察を行うため,VP5と独立してGFPを発現するプラ

スミドを構築し実験に用いた｡その結果,形態的変化に明らかな違いは認められなかったも

のの,超強毒型株由来VP5発現細胞では,従来型株由来VP5発現細胞と比較して,GFP蛍光

の著しい減弱が観察された｡この蛍光の減弱はVP5の細胞膜への移行阻害により観察されな

くなった｡これまでに,VP5の細胞膜への蓄帯が細胞融解やアポトーシスの誘導を引き起こ

すことが報告ざれており,超強毒型株由来VP5と従来型株由来VP5では,細胞傷害性が異な

る事が推察ざれた｡

本研究では,DT40細胞がIBDVの病原株の解析に有用であることを示した｡また,VP5が

感染初期にオートファゴソームに局在することを明らかにした｡オートファジーはこれま

で,アポトーシスの抑制や誘導に関与していることが報告ざれており,IBDV感染初期におけ

るVP5によるアポトーシスの抑制にオートファジーが関与している可能性が示唆ざれた｡ま

た,第二章および第三章の結果から,VP5が膜貫通型タンパク質でない可能性が示唆され

た｡これまでVP5は,膜貫通タンパク質であることが予測され,イオンチャネル様の機能に

より膜透過性を変化ざせていることが推察されていた｡しかし,本研究の結果から,VP5に

よる膜透過性変化は別のメカニズムが関与していることが推察ざれた｡第四章では,VP5

が,従来型および超強毒型株の病原性の違いに関与している可能性が示された｡これらの成

績から超強毒型IBDVの病原性発現メカニズムおよびVP5による細胞傷害性発現のメカニズ

の一端を明らかにできた｡

審 査 結 果 の 要 旨

本研究では,超強毒型IBDVの致死的感染とその病原性発現におけるVP5の機能および

細胞傷害性発現メカニズムの解明を目的とし,以下の4つの研究を行った｡

第1章では,DT40細胞についてIBDV野生型病原株の増殖性を検討し,DT40細胞が

IBI)Ⅴ病原株の効率的分離とinvitroでの解析に有用なことを示唆した｡

第2章では,非構造蛋白質であるVP5の細胞膜への移行に必要なアミノ酸領域を特定し

た｡VP5の様々な欠損体をGFPとの融合タンパク質として細胞内で発現ざせ,その局在を

観察した｡その結果,132から138番目のアミノ酸領域カⅣP5の細胞膜への移行に必須で

あることが明らかになった｡また,VP5が膜貫通型タンパク質ではないことを示唆した｡
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第3章では,IBDV感染鶏胚線維芽細胞内におけるⅤ?5の局在を解析した｡IBDV感染初

期にVP5がオートファゴソームに局在していることが示された｡また,VP5の細胞膜への

輸送はゴルジ体ではなく,オートファゴソームを経由している可能性を示唆した｡

第4章では,W5とIBDV超強毒型株の病原性との関連を検討するため,病原性の異なる

超強毒株および従来株由来のVP5を培養細胞内で一過性発現させ,発現細胞の形態的変化

を比較した｡VP5と独立してGFPを発現するプラスミドを構築し実験に用いた｡形態的変

化に明らかな違いは認められなかったが,超強毒型株由来VP5発現細胞では,従来型株由

来VP5発現細胞と比較して,GFP蛍光の著しい減弱が観察ざれた｡この蛍光の減弱はVP5

の細胞膜への移行阻害により観察ざれなくなった｡超強毒型株由来VP5と従来型株由来

VP5では細胞傷害性がわかった｡

以上の研究結果から,DT40細胞がIBDVの病原株の解析に有用であることを明らかに

した｡また,VP5が感染初期にオートファゴソームに局在することを明らかにし

た｡IBDV感染初期におけるVP5によるアポトーシスの抑制にオートファジーが関与して･

いる可能性が示唆された｡また,VP5が膜貫通型タンパク質でない可能性が示唆ざれ

た｡VP5が,従来型および超強毒型株の病原性の違いに関与している可能性が示された｡

これらの成績は,超強毒型IBDVの病原性発現メカニズムおよびVP5による細胞傷害性

発現,すなわち膜透過性変化およびアポトーシスの調節のメカニズムの解明に貢献するで

あろう｡

以上について,審査委貞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

文として十分価値があると認めた｡
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