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論文内容の要旨

〔目的〕

マレック病ウイノレス (MDV) は，ヘルペスウイノレス科に属し，血清型によって， MDV 1 型 (MDV

1 ), MDV 2 型 (MDV2 )，シチメンチョウヘルペスウイノレス (HVT) に分類されている。

MDVl は腫場原性株であり，ニワトリに悪性リンパ腫を起乙す。 MDV2 及びHVTは，非腫蕩原性株

であり，マレック病の予防ワクチンとして用いられている。また近年，極めて毒力の強いMDVに対して

MDV2 がワクチンとして有用である乙とカ嘩R告されているにもかかわらず，単クローン抗体 (MAb)

を用いたMDV2 の誘導抗原の解析はなされていない。そ乙で今回，マレック病の予防に関与するMDV

2 の抗原を検索する目的で，マウスMAb を作製し， MDV特異抗原を同定し，更にワクチンによる免疫

に関与すると考えられる感染細胞表面の糖蛋白の同定を行った。

〔材料と方法〕

1. ウイノレスと細胞 :MDVl として， BC 1 株， MDV2 として， HPRS24株， S B 1 株， HVT と

して~ 0 1 株を用いた。ウイルス感染系として，ニワトリ胎児匪線維芽細胞( C E F )を用いた。

2. 抗体の作製: MAbは， MDV2~ HPRS24株感染細胞を免疫したマウスの牌細胞とマウスミエロ

ーマ細胞とのハイブリドーマから得た。

3. 免疫沈澱法及びSDS-PAGE: 感染細胞を (35S J メチオニン，又は (3HJ クツレコサミン標識

後可溶化し，その超遠心上清を免疫沈澱し， 1 次元および 2 次元電気泳動法ョ SDS-PAGE，フル

オログラフィーにより解析した。
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4. mRNAの精製及び蛋白質合成系:ウイノレス感染細胞より RNAを抽出し，オリゴ CdT) セノレロース

クロマトグラフィーより， poly (A)+RNA を分離した。さらにウサギ網状赤血球ライゼートを用い，

mRNA の翻訳を行った。

5. 薬剤処理:ツニカマイシン (2μg/ml) ，モネンシン (1 0-6M) ，エンドグリコシダーゼ (Endo

H: O.OlU )，エンドグリコシダーゼF (Endo F: O.25U) を使用した。

〔成績〉

1. M D V 2 , H P R S 24株感染細胞を免疫原とし41のハイブリド}マ株を得，乙れらが産生する MAb

について， MDVの 3 つの血清型のウイルス株が誘導する抗原に対する反応性を間接蛍光抗体法iとより

調べた。その結果， MDV2 特異的 MAb 産生クローンが24，他の血清型株と反応する MAb 産生クロ

ーンが17得られた。

2. 乙れらのクローンが産生する MAb について，その認識抗原を C 35 SJ メチオニン， C 3HJクツレコサ

ミン標識HP R S24株感染細胞を用いた免疫沈澱法及びSDS-PAGにより解析した結果， 7 種類の

蛋白が同定された。乙れらのうち 9 クローンカ濯生する MAb は， HP R S24株感染細胞の今まで知ら

れていなかった28/32K糖蛋白 (gp28/32) と反応した。

3. gp28/321C::対する MAb を用い免疫沈澱を行った結果， MDV 1 より， 25/29K ,MDV 2 より

28/32K 蛋白が検出された。

4. gp28/32 に対する MAb を用い，ツニカマイシン存在下で，免疫沈澱， SDS-PAGEを行うと，

22K蛋白が検出された。同様にモネンシン処理を行うと成熟型にならず27/31K蛋白が検出された。

5. Endo Hを gp28/32~乙作用させると，非感受性であったが， Endo F を作用させると 22K ， 24 K 

蛋白が検出された。

6. MDV 2 感染細胞より mRNAを分離し，ウサギ網状赤血球を用い蛋白質合成を行い， gp 28/32 ~と対

する MAb' で免疫沈澱すると22K蛋白が検出された。

〔総括〕

MDV2 抗原を免疫原として新たに MAb を得，乙れが認識するマレック病ウイノレス誘導抗原の解析を

行い， 7 種類の蛋白を同定した。それらの中に，以前同定した分泌型糖蛋白 gA ，ウイノレスの中和に関与

する糖蛋白 gB とは異なる新しいMDV誘導 gp 28/32 K糖蛋白を見出した。 乙の糖蛋白の糖は，ツニ

カマイシン感受性である乙とから， Nーグリコシド型であると考えられる。さらに，乙の糖蛋白はモネン

シン感受性である乙とから， 22Kの前駆体がゴ〉レジ体から細胞膜表面への成熟過程を経て， 28/32K とな

る乙とが明らかになった。
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論文の審査結果の要旨

マレック病は，へノレペスウイノレス科に属するマレック病ウイノレスによってお乙るニワトリの流行性の悪

性リンパ腫症であるo 3 型ある血清型のうち， 1 型が強毒の腫虜原性ウイルスで，このウイノレスに対する

予防ワクチンとして， 2 型あるいは 3 型のウイルスが用いられている。しかし，極めて毒力の強いウイル

スが流行するようになり，従来多く使用されていた， 3 型ウイルスワクチンによる予防が問題となった。

乙の問題に対して員丘， 2 型ウイルスワクチンの有効性が報告されるようになったが，マレック病の予防

に関与する 2 型ウイノレスの抗原解析は行われていなかった。

本研究は， 2 型ウイノレス HPRS 24 株に対する単クローン抗体を作成し，それを用いた感染細胞表面上

の抗原解析から， 1 型と 2 型ウイルス感染細胞だけに出現する新しい糖蛋白( gC と命名，分子量28/32

Kd )を発見し，その糖鎖構造および細胞内成熟過程を解明したものである。今後，マレック病の予防に

関連した免疫機構解明に寄与するところは大きく，学位論文に値するものと考える。
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