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蛤 文内容の要旨

[目 的]

マレ ック病 (MD)ウイルス (MDV)は， ヘノレペスウイルス科に属し， 血清裂として3型 (MDV

1， MDV2， MDV3)に分類されている。MDVlは，腫痕原性株であり，ニワトリに悪性リ Yパ

腫をおこす。この株は，培養細胞を継代することにより容易に腫蕩原性を失う。MDV2及びMDV3

は，非腫蕩原性株であり ，MDV3は， シチメンチョウへJレペスウイルス (HVT)とも呼ばれMD予

防ワク チンとして用いられている。本研究室で最初にMDリンパ腫由来細胞株 (MDLCL)が樹立さ

れて以来，数々のMDLCLが報告されている。MDリンパ腫及びMDLCLには，何れもMDVl遺

伝子の存在する ことが示されているが， MDVl特異抗原は見出されていない。本研究の目的は，MD 

LCLや， MDV 1感染細胞を抗原とするマウスの単ク ロー ン抗体 (MAb)を作製し， MDVl特異

的腫虜抗原を同定することにある。

[方 法]

1. ウイルスと細胞 MDVlとしてBC-l株， JM株， C 2株，MDV2としてHP R S24株， M

DV 3 (HVT)として01株を用いた。ウイルス感染系としてニワトリ座線維芽細胞を用いた。MD

LCLとしてMDCC-MSB1， MDCC-LS 1， MDCC-RP 1，ニワトリリ ンパ性白血病

(L L)由来細胞として，LSCCーI104Blを用いた。

2. MA bの作製 MDVl感染細胞及びMDCC-MSBlの可溶画分からニワトリ抗MDVl抗体

結合セフアロース4Bカラムク ロ7 トグラフィ ーにより精製濃縮される画分を免疫原としてマウスハ

イプリドーマを作製した。
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3. 生化学的解析:感染細胞及びリンパ腫細胞を[おSJメチオニン及び[沼PJ正リン酸で標識後，免疫沈

澱を行ない， 1次元， 2次元SDS-PAGEにより解析した。細胞分画は， Kruegerらの方法を用

いた。リン酸化アミノ酸の解析，ペプチドマッピング，ウエスタンフやロッティングは常法により行なっ

た。 mRNAは抽出後，庶糖密度勾配沈降法により分画し invitroでの翻訳系を用いて解析した。

4. 動物実験:3週齢のSPF鶏にMDV1 JM株を接種して発症したMD鶏の皮膚及び腫蕩病巣の凍

結切片標本を作製後， MAbを用いた蛍光抗体間接法により抗原の発現を検索した。

[成績]

1. MDLCL内に発現しているMDVl抗原に対するMAbの作製。

1) MDVl感染細胞を抗原として免疫したマウスより 3株， MDCC-MSB 1を抗原として免疫

したマウスより 4株のハイブリドーマを得た。これらのMAbは， MDV 1感染細胞とのみ反応し

fこ。

2) これらのMAbは， MD L C L (MD V 1産生細胞を含む株， MDV非産生細胞のみよりなる株

の何れも)を IUdR処理するか，低温 (330C)で培養した場合に，その細胞質と反応した。

2. MDV 1特異的リン酸化蛋白の生化学的解析。

1) これらMAbを用いた免疫沈澱法によりげSJメチオニンあるいは[32pJ正リン酸標識MDVl感

染細胞及びMDLCLより少なくとも 2種のMDVl特異的リン酸化蛋白 [39/36K(pI4.9/5.0)， 

24K (pI5.8， 6.0)Jが検出された。

2) MD V 1感染細胞から，これらMAbによって検出されるMDVl特異的リン酸化蛋白のリン酸

化アミノ酸の解析を行なった結果，リン酸化セリンが検出された。

3) ペプチドマッピング法により， 39/36K， 24K間で共通するスポットが検出された。

4) 39/36K， 24Kは異なったmRNAから翻訳されている事が明らかとなった。

5) MD V 1特異的リン酸化蛋白の存在部位をMDVl感染細胞を用いて調べた結果，小胞体に存在

する事が明らかとなった。

3. MD発症鶏腫蕩病巣からのMDVl特異的リン酸化蛋白の検出。

MD発症病鶏の皮膚及び腫蕩病巣の凍結切片標本を作製後，これら標本につきMDV後期抗原であ

る分泌型糖蛋白 (gA)，ウイルス中和に関与する糖蛋白 (gB)及び今回得たMDVの初期抗原であ

るMDVl特異的リン酸化蛋白に対するMAbを用い，抗原の分布状況を調べた。ウイルス増殖部位

である羽毛根部からは，いずれの抗原も検出されたが，腫療病巣にはgAおよび、gBは殆ど認められ

ず，多数のMDVl特異的リン酸化蛋白陽性細胞が認められた。

[総括]

MAbを作製し， MDV 1特異的リン酸化蛋白を同定した。本抗原がMDLCLに共通して存在する

事を明らかにするとともに， MDV 1特異的リン酸化蛋白の生化学的同定を行なった。さらに本抗原が，

ニワトリのMDリンパ腫細胞に腫蕩付随抗原として発現していることを見出した。
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論文の審査結果の要旨

マレック病ウイルス l型 (MDV1)はニワトリに悪性リンパ腫をおこすが，これ迄MDVで腫蕩化

した細胞にはMDV誘導抗原は見出されていなかった。本論文は，多種類のMDVl誘導抗原に対する

単クロン抗体を作製して抗原の解析を行い， MDV 1特異的リン酸化蛋白を同定したものである O さら

に，この抗原が腫蕩抗原としてMDリンパ腫由来培養株化細胞とニワトリのMDリンパ腫細胞の細胞質

に発現していることなどを初めて示したものでMDVによる腫虜化機構の研究における重要な知見と考

える O
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