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学位論文内容の要旨

  昆虫を宿主とするバキュ口ウイルスの遺伝子組み換え体を用いた外来遺伝子の発現系は，その発

現効率の高さと，発現された外来蛋白がその生物活性を良く保存している点で注目されている。こ

れらの利点を生かし，バキュ口ウイルス発現系を用いて多くのウイルス抗原が，ルコンビナント蛋

白として発現され，それがコンポーネントワクチンや診断用抗原として応用される可能性が報告さ

れている。著者は家禽の病原ウイルスがもつ糖蛋白の感染防御における役割を検討するために，

ニュ一カッスル病ウイルス(NDV)のヘマグルチニン―ノイラミニダーゼ蛋白(HN)，及びマレック

病ウイルス（MDV)のA抗原と単純ヘルペスウイルスB糖蛋白類似蛋白(gB homologue)をバキュ

口ウイルスの1種であるAutographa caZifornica nuclear polyhedrosis virusくAcNPV）を

用いて発現させ，それらのりコンビナント蛋白の分子性状及び抗原性状を検討した。

  NDV宮寺株のHNをコードするcDNAを挿入したりコンビナントAcNPVは，感染細胞の

表面に HNを発現し た。発 現したル コンビ ナントHNはNDVの産生するHNとSDSポリア

クリルアミド電気泳動上でほぼ同じ移動度を示し，また｀ソニカマイシン処理によって，そのアミ

ノ酸配列から予想される分子量とほば同じ大きさとなった。リコンビナントHNは，赤血球吸

着活性及びノイラミニダーゼ活性を保持していた。ウイルス感染の中和に関与する4種の単夕

ローン性抗体を用いてりコンビナントHNの抗原性を調べたところ，主要な抗原決定基を含む

3っの抗原決定基が保存されていた。さらに，リコンビナントHNを発現した細胞で免疫した

鶏は，赤血球凝集阻止抗体及びNDV感染中和抗体を産生し，NDV強毒株による攻撃から完全

に防御された。これらの結果から，リコンビナントHNは，NDV HNの生物活性及び抗原性

をほぼ完全に保持しており，NDVに対するコンポーネン卜ワクチンの候補として有望であると
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考えられた。

  次にMDV抗原遺伝子の発現を試みた。MDVA抗原をコードするDNAを挿入したりコン

ビナントAcNPVにより発現したA抗原は，MDVの発現するA抗原と異なり，培養上清中に

は少量しか分泌されず主に細胞表面と細胞中に存在した。細胞に認められたりコンビナントA抗

原，培養上清中に認められたりコンビナントA抗原及びMDVの産生したA抗原は，それぞれ

異なった分子量を示した。細胞に認められたりコンビナントA抗原の分子量は，．ソ二カマイシン

処理により，アミノ酸配列から予想される分子量とほば同じ大きさとなったが，MDVA抗原

の゛ソ二カマイシン処理されたものとは，異なった大きさであった。これらの結果から，リコンビ

ナントA抗原はMDVAと異なった翻訳後の修飾を受けていると思われた。しかし，ルコンビ

ナントA抗原は，Enzymelinked immunosorbent assay及びゲル内沈降反応においてMDV

感染鶏血清と特異的に反応した。さらに，リコンビナントA抗原発現細胞で免疫した鶏は，MDV

A抗原に対する抗体を産生した。これらの結果から，リコンビナントA抗原はMDVA抗原の

抗原性を保持していると考えられ，A抗原のMDV感染における役割や，感染防御への関与に

っいて検討する上で有用であると思われた。

  MDVのgB homologueをコードすると思われるDNAを挿入したりコンビナントAcNPV

は，感染細胞の細胞質及び細胞表面にMDV感染鶏血清によって認識される蛋白を発現した。

この蛋白は，1，2及び3型いずれの血清型のMDV感染血清ないし抗血清とも反応した。ま

た，SDS―PAGE及びMDV感染血清を用いたイムノブ口ット法によって，88―100，64及び54

kdの3本の特異的なバンドが検出された。さらに，この蛋白はMDVのB抗原に対する単ク口一

ン性抗体とも反応した。gB homologueとB抗原をコードする遺伝子領域が異なっているとす

る報告があるが，両者の異同は再検討の余地がある。このB抗原特異的単クローン性抗体はウイ

ルス感染に対する中和活性をもっことから，ワクチンによるMDV防御活性にgB homologue

が関与している可能性が考えられた。
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学位論文審査の要旨
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  昆虫を宿主とするバキュロウイルスの遺伝子組み換え体を用いた外来遺伝子の発現系は，その

発現効率の高さと，発現された外来蛋白がその生物活性を良く保存している点で注目されている。

これらの利点を生かし，バキュ口ウイルス発現系を用いて多くのウイルス抗原が，リコンビナン

ト蛋白として発現され，それがコンポーネントワクチンや診断用抗原として応用される可能性が

報告されている。申請者は，二ユーカッスル病ウイルス（NDV)のへマグルチニンーノイラミ

ニダーゼ蛋白(HN），及びマレック病ウイルス(MDV)のA抗原と単純ヘルペスウイルスB糖

蛋白類似蛋白（gB homologue)をバキュ口ウイルスの1種である遺伝子Autographa calif

ormca nuclear polyhedrosis vlrus（AcNPV)を用いて発現させ，それらのりコンビナン卜

蛋白の分子性状及び抗原性状を検討し本論文にまとめた。本論文は英文94頁からなり，参考論文

8編を付している。

  申請者fままず，NDV宮寺株のHNをコードするcDNAを挿入したりコンビナントAcNPV

にっいて検討した。リコンビナントAcNPVは感染細胞の表面にHNを発現し，そのりコンビ

ナ ントHNはNDVの産生するHN蛋白とSDSポリアクリルアミド電気泳動上でほぼ同じ移

動度を示した。また・ソ二カマイシン処理によって，そのアミノ酸配列から予想される分子量とほ

ぼ同じ大きさとなった。リコンビナントHNは，赤血球吸着活性及びノイラミニダーゼ活性を

保持していた。ウイルス感染の中和に関与する4種の単ク口ーン性抗体を用いてりコンビナント

HNの抗原性を調べたところ，主要な抗原決定基を含む3っの抗原決定基が保存されていた。

さらに，リコンビナントHNを発現した細胞で免疫した鶏は，赤血球凝集阻止抗体及びNDV

中和抗体を産生し，NDV強毒株による攻撃から完全に防御された。これらの結果から，リコン

ビナントHNは，NDV HNの生物活性及び抗原性をほば完全に保持しており，NDVに対する

コンポーネントワクチンの候補として有望であると考えられた。

  次にMDV抗原遺伝子の発現を試みた。MDVA抗原をコードするDNAを挿入したりコン

ビナントAcNPVにより発現したA抗原は，MDVの発現するA抗原と異なり，培養上清中に
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は少量しか分泌されず主に細胞表面と細胞中に存在した。細胞に認められたりコンビナントA抗

原，培養上清中に認められたりコンビナントA抗原及びMDVの産生したA抗原は，それぞれ

異なった分子量を示した。細胞に認められたりコンビナントA抗原の分子量は，．ソニカマイシン

処理により，アミノ酸配列から予想される分子量とほぼ同じ大きさとなヮたが，MDVA抗原

の｀ソ二カマイシン処理されたものとは，異なった大きさであった。これらの結果から，リコンビ

ナントA抗原は，MDVA抗原と異なった翻訳後の修飾を受けていると恩われた。しかし，リ

コンビナントA抗原は，MDV感染鶏血清と特異的に反応した。さらに，本抗原で免疫した鶏は，

MDVA抗原に対する抗体を産生した。このように，リコンビナントA抗原はMDVA抗原の

抗原性を保持しているので，A抗原のMDV感染における役割や，感染防御への関与にっいて

検討する上で有用であると思われた。

  MDVの gB homologueをコードすると思われるDNAを挿入したりコンビナン卜AcNPV

は，感染細胞の細胞質及び細胞表面にMDV感染鶏血清によって認識される蛋白を発現した。

この蛋白は，1，2及び3型いずれの血清型のMDV感染鶏血清ないし抗血清とも反応した。ま

た，SDS―PAGE及びMDV感染鶏血清を用いたイムノブ口ット法によって，88一100，64及び

54kdの3本の特異的なバンドが検出された。さらに，この蛋白はMDVのB抗原に対する単ク

口ーン性抗体とも反応した。gB homologueとB抗原をコードする遺伝子領域が異なっている

とする報告があるが，両者の異同は再検討の余地がある。このB抗原特異的単クローン性抗体は

ウイルス感染に対する中和活性をもっことから，ワクチンのMDV防御活性にgB homologue

が関与している可能性が考えられた。

  以上の成績のように申請者は，家禽の病原ウイルスの糖蛋白をAcNPVを用いて発現させ，

それらりコンビナン卜蛋白が感染防御や血清学的診断に有用であることを示した。この研究は，

ワクチン開発及び診断法開発にとり極めて有用な知見を提供するものである。よって審査員一同

は，新 倉昌浩 氏が獣医 学博士の 学位を 受けるの に十分な資格を有すると認めた。

39


