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神経病原性を示すトリレトロウイルスの分子系統解析

学位論文内容の要旨

  トりの神経膠腫(fowl glioma)は非化膿性髄膜脳炎を背景に星状膠細胞が多発性
結節性に増殖する鶏の疾患で，国内では1995年に動物園で飼育されていた日本
鶏に初発例が発見された。その後，罹患鶏の脳乳剤を接種された鶏に同様の脳病
変が再現され，これら罹患脳からトリ白血病ウイルス(avian leukosis virus; ALV)
が分離された。この分離ウイルスは干渉試験およびウイルスゲノムの塩基配列の
解析により，これまでに知られていないALVA亜群(ALV-A)の一株であるこ
とが明らかになり，トりの神経膠腫誘発ウイルス(fowl glioma-inducing virus; FGV)
として報告された。FGVは神経系に病原性を示すトリレトロウイルスであること
から，FGVの持つ神経病原性規定因子の解明はヒトを含めた動物のレトロウイル
ス性神経疾患の理解に有用と考えられる。これまでの知見から，トリ白血病では
ALVのプロウイノレスが持つlong terminal repeat (LTR)によりc-mycの転写が促
進され，Bリンパ球が腫瘍化すると考えられている。また，ALVのenvは亜群
による各組織への腫瘍原性を規定しうることが推察されている。こうしたALVの
発 癌 機 序を考 慮する と，FGVゲ ノム のenv内SUコード 領域お よび LTRは
ALV-A標準株のそれと大きく異なることから，FGVのenvおよびLTRの両者
あるいはその一方が神経系への病原性に関与すると推察される。一方，最近にな
って採卵鶏の頭頚部皮下に間葉系腫瘍が多発し，この原因としてALV-A感染が
疑われている。その後，これら皮下腫瘍罹患鶏の中から神経膠腫併発例が見出さ
れたが，採卵鶏に発生した神経膠腫の形態学的特徴ならびに病原因子については
いまだ十分に解明されていなぃままである。以上の背景を踏まえ，本研究ではFGV
の拡散状況および採卵鶏の神経膠腫の病原因子を明らかにするために，polymerase
chain reaction (PCR)を応用したFGVの生前診断法の確立，国内初発例を生産し
たA動物園とこの動物園から日本鶏を分与された動物園3カ所の鶏のFGV感染
状況，PCR陽性鶏から分離されたALVの分子系統解析，ならびに皮下腫瘍罹患
採卵鶏に発生した神経膠腫の病理学的解析および分離ウイルスの分子生物学的解
析を実施した。
  第I章では3’非翻訳領域(untranslated region; UTR)内のFGV特異配列を増
幅するプライマーを設計してnested PCRおよびreverse transcription (RT)-nested
PCRを用いた生前診断法を確立した。これらと市販のELISAキットを併用し，
本疾患の国内初発例の供給元であるA動物園の日本鶏131羽のFGV感染率を



調査した。検索した鶏の52羽(39.7％）がnested PCR陽性であった。これらPCR
陽性鶏のうち調査後に死亡した9羽の脳を病理組織学的に検索したところ，9羽
全てが神経膠腫と診断され，脳組織を用いたnested PCRでも陽性が確認された。
さらに，陽性となった鶏のうち4羽にっいてPCR検出領域の塩基配列を解析し
た結果，FGVと高い相同性(92～94％）を示した。以上の成績から，羽髄を用い
たPCRによるFGVの検出法はトりの神経膠腫の疫学的研究に有用であること
が示唆された。
  A動物園は設立当時から日本鶏の系統維持に取り組み，他の動物園ー日本鶏を
供給していることから，これら動物園にFGVが拡散していることが推察された。
そこで，第n章では有精卵または個体を分与された国内3カ所の動物園の鶏計129
羽についてnested PCR，RT-nested PCRおよびELISAを用いてFGVの感染率
を調査した。動物園別に見ると26～56％の鶏がnested PCR陽性となった。さら
に，検索した個体から分離されたウイルス14株の塩基配列解析を行った。その
結果，3’UTRに含まれるPCR検出領域の塩基配列はFGVと92～93％相同で，
FGVと近縁であることが明らかになった。一方，分離株のうち3株のenvには
変異や欠失が頻繁に生じていることがわかった。これらの成績から，国内の動物
園にFGV変異株が蔓延していることが示唆された。
  2003年以降，国内の採卵鶏に多発している頭頚部皮下の間葉系腫瘍の原因は
ALV-Aと推察されている。その後，これら皮下腫瘍罹患鶏の中に神経膠腫併発例
が発見された。そこで，第m章では採卵鶏に見出された神経膠腫の病理組織学的

特徴とこれらの病原ウイルスを明らかにするため，皮下腫瘤罹患鶏18羽と同居
鶏222羽の脳を検索した。検索した鶏240羽のうち103羽で非化膿性脳炎，4羽
で瀰漫性あるいは小結節性の星状膠細胞の増殖が認められた。皮下腫瘍を形成し
ていた11羽と同居鶏3羽に神経膠腫が認められ，これらのうち2羽に過去の
報告例とは異なる小型円形細胞の増殖が観察された。しかし，nested PCRでは神
経膠腫罹患脳からFGVは検出されなかった。そこで，これら罹患脳から10株
のALVを分離し，envと3’UTRの塩基配列を解析した。分離株のenv内SUコ
ード領域はMyeloblastosis associated virus-like virusと最も相同性(99％）が高かっ
たが，TM領域は内因性レトロウイルスであるev locusとの相同性(95％）が最
も高かった。また，3’UTRはALV-Jとの相同性(93～94％）が最も高かった。
分離株のーつであるTymS一90のゲノム全長を解析した結果，TymS－90はトリ白
血病・肉腫ウイルスに由来する遺伝子領域を4つ持っていたが，これら以外の多
くの部分はev locusにより構成されていた。以上の成績から，FGVのほかにも
神経膠腫を誘発するりコンビナントALV，TymSー90が存在し，国内の採卵鶏に
拡散していることが明らかとなった。
  以上の成績から，本研究によって国内の動物園で飼育されている鶏にFGVお
よびその変異株が蔓延していることが明らかになった。また，これらFGV変異
株により誘発される脳病変はFGVによるものと同質であったことから，これら
のゲノムの共通部分に神経病原性を規定する領域が存在すると推察された。さら
に，採卵鶏に発生した神経膠腫は病理組織学的にFGVによる神経膠腫とは異な



る小型円形細胞の増殖が認められること，分子生物学的にはFGVとは起源の異
なるりコンビナントALV，TymS_90が関与することが明らかとなり，神経膠腫
の原因ALVは複数存在することが示唆された。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

神経病原性を示すトリレトロウイルスの分子系統解析

  トりの神経膠腫は星状膠細胞が多発性結節性に増殖する鶏の疾患で，A型ト

リ白 血病 ウイ ルス(ALV-A)に 属す るト りの 神経膠 腫誘 発ウ イルス(FGV)に起

因す る。 FGVは神 経系 に病原 性を 示す こと から， FGVの持 つ神経病原性規定

因子の解明はレトロウイルス性神経疾患の理解に有用と考えられる。ー方．，最

近になって採卵鶏の頭頚部皮下に間葉系腫瘍が多発しており，これら皮下腫瘍

罹患鶏の中から神経膠腫併発例が見出された。以上の背景を踏まえ，申請者は

FGVの 拡散状 況お よび 採卵鶏 の神経膠腫の病原因子を明らかにするために，

polymerase chain reaction (PCR)を応用したFGVの生前診断法の確立，国内初

発例 を供 給し たA動物 園とこ の動 物園 から 日本鶏 を分 与さ れた動物園3カ所

の 鶏 の FGV感 染 状況 ， PCR陽 性 鶏 か ら 分 離 さ れた ALVの 分 子 系 統 解 析 ， な

らびに採卵鶏に発生した神経膠腫の病理学的解析および分離ウイルスの分子生

物学的解析を行った。

  初 め に ， 3’ 非 翻 訳領 域(UTR)内の FGV特異 配列を 増幅 する プラ イマー を

設計 して nested PCRを用 いた生前診断法を確立した。これらと市販のELISA

キ ッ ト を 併 用 し ，A動 物 園 の 日 本 鶏 131羽 の FGV感 染 率 を 調 査 し た 。 検 索

した 鶏の 52羽 (39.7％ ）がnested PCR陽性 であっ た。 PCR陽性鶏のうち調査

後に死亡した13羽の脳を病理組織学的に検索したところ，12羽に病変が認め

られ，脳組織を用いたnested PCRでも陽性が確認された。さらに，陽性例の

う ち 4羽 に つ い てPCR検 出 領 域 の 塩 基 配 列 を 解析 し た 結 果 ， FGVと 高 い 相

同性 (92～94％） を示 した。 以上の成績から，羽髄を用いたPCRによるFGVの

検 出 法 は ト りの 神 経 膠 腫 の 疫 学 的 研 究 に有 用 で あ るこ とが 示唆 された 。

  次に，A動物園から有精卵または個体を分与された国内3カ所の動物園の鶏

計 129羽 に つ い て上 記 の 生 前 診 断 法 茄 よ び ELISAを 用 い て FGVの 感 染 率 を

調査 した 。動 物園別 に見 ると 26～ 56％の 鶏が nested PCR陽性となった。さ

らに，検索した個体から分離されたウイルス14株の塩基配列解析を行った。

そ の 結 果 ， PCR検 出 領 域 の 塩 基 配 列 は FGVと 92～ 93％ 相 同 で ， FGVと 近
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縁であることが明らかになった。一方，分離株のうち3株の

欠失が頻繁に生じていた。これらの成績から，国内の動物園に

蔓延していることが示唆された。

envには変異や

FGV変 異株 が

2003年以降，国内の採卵鶏の皮下に聞葉系腫瘍が多発した。これら皮下腫瘍

罹患鶏の中に神経膠腫併発例が発見された。そこで，採卵鶏に見出された神経

膠腫の病理組織学的特徴と病原因子を明らかにするため，皮下腫瘍罹患鶏18
羽と同居鶏222羽の脳を検索した。103羽で非化膿性脳炎，4羽で瀰漫性あ

るいは小結節性の星状膠細胞の増殖が認められた。皮下腫瘍を形成していた11

羽と同居鶏3羽に神経膠腫が認められ，これらのうち2羽に過去に報告のな

い小型円形細胞の増殖が観察された。しかし，nested PCRでは神経膠腫罹患脳

から FGVは検出 されなかった 。そこで，これ ら罹患脳から 10株のALVを
分離 し， envと 3’UTRの塩基配列を 解析した。分離 株のenv内SUコード

領域はMyeloblastosis associated virus-like virusと最も相同性(99％）が高かっ

たが，TM領域は内因性レトロウイルスであるev locusとの相同性(95％）が

最も高かった。また，3’UTRはALV-Jとの相同性(93～94％）が最も高かっ

た。分離株のーつであるTymSー90のゲノム全長を解析した結果，トリ白血病
・肉腫ウイルスに由来する遺伝子領域を4つ持っていたが，これら以外の部

分はev locusにより構成されていた。以上の成績から，FGVのほかにも神経

膠腫を誘発するりコンビナントALV，TymSー90が存在し，国内の採卵鶏に拡

散していることが明らかとなった。

  以上の成績から，国内の動物園にFGVおよぴその変異株が蔓延しているこ
とが明らかになった。また，変異株により誘発される脳病変はFGVによるも

のと同質であったことから，これらのゲノムの共通部分に神経病原性を規定す

る領域が存在すると推察された。さらに，採卵鶏に発生した神経膠腫ではFGV

感染例とは異なり，小型円形細胞の増殖を伴うことがあったこと，FGVとは異

なるりコンビナントALV，TymS一90が関与することが明らかとなり，神経膠
腫の原因ALVは複数存在することが示唆された。本研究成果は神経病原性を

示すトリレトロウイルスの病原性規定因子に関する基礎的研究として有意義で

ある。よって，審査員一同は，上記博士論文提出者畑井仁の博士論文は，北海
道大学大学院獣医学研究科規定第6条の規定による本研究科の行う博士論文の

審査等に合格と認めた。
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