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第 1章序論

序節 鶏の高度SPF化とワクチンの安全性

一般に医薬品の完成度は、その有効性と安全性の両側面に経済性を加

えて評価される (93)が、特にワクチンについては、他の医薬品と異なり、

感染症予防の目的で健康なヒトが接種の対象となる (139)。 その中でも

生ウイルスワクチンたとえば麻疹ワクチンについては、接種対象者が里子外

ワイルスに感染する以前に投与されなければならず、生後 12~72月の乳幼

児及ひツ卜児に接種するよう規定されている (94)。 この時期は人の生涯

の中でも比較的抵抗力が少ない期間であるため、その成分が生きたウイル

スであるという特徴を持つこれらのワクチンについては、ウイノレス不活化

工程の設定ができない生物学的製剤である(113，139)ため、 HIV薬害

問題に対処したような最終製品の加熱等の対策をとることはできない。

また、最近多発している医薬品に対するクレームは、製品中への異物混

入という事故(92)についてであるが、これはヒトへの投与直前まで医療従

事者によるチェックが可能で、あるが、ワクチンワイルス以外のウイルスの

混入については目視でチェックすることは不可能である。 これらワクチ

ンによる事故や副作用を起こさないためには、特に製品の安全性保証のた

めの細心の心配りが必要とされる (154)。 ここではワクチン原液製造用

の原料の段階からチェックが必要であるということについて述べる。 つ

まり、ワクチン接種による事故を防ぐためには、原液製造工程における各

工程検体の品質管理試験 (113)が必要なのはいうまでもなく、製造原料に

ついての試験たとえば組織培養に使用する牛(胎児)血清中の牛ウイルス

性下痢一粘膜病ワイノレス(153)や百日咳ワクチン製造に使用するカザミノ

酸中の牛海綿状脳症のプリオン (91)も重要であるが、特にワクチンウイ



ルスを増殖させるニワトリ胎児細胞(chick embryo fibloblast， C E F)初

代培養 (139)や、さらにその前段階として、受精卵を生産する specific 

pathogen 台関 (SP F)鶏の確立とその維持管理までさかのぼった検討も

また必要であるということである (152)。 製造工程で調製したCEF初

代培養について、ワクチンウイルス以外のウイルスの混入を否定する試験

(113)だけでは、未知のウイルス混入に対して対処することに限界がある

ことは明らかであるので、鶏を外来性の病原微生物から隔離する飼育方法

を確立した後、その清浄性が維持されていることをかなり多種類の病原微

生物をマーカーとして定期的に確認するという方法が現在おこなわれてい

る。 しかし、日本の生物学的製剤基準には具体的な病原微生物名が記載

されてないので、マーカーとして世界保健機関(world health organization， 

WHO)の基準(152)及び動物用医薬品の基準の中に列記されている病原

微生物 (36)を対象とした試験が実施されている。

製品が圏内にとどまらず、世界各国の人々に使われるようになると、

その安全性保証の面からは、ワクチンウイルス以外のウイルスの検出方法

について時代の進歩にあわせ精度 ・感度を向上させ試験の簡便さについて

も改良していく努力の必要性が望まれていた (139)。 そこで筆者はこれ

ら病原微生物のうち、特に発癌遺伝子を持つといわれているトリ白血病肉

腫ウイルス (avianleukosis sarcoma virus， ALSV)につき、その抗体検査法

改良と内在性ウイルス検出法の開発 ・導入を試み、これらをもってさらに

安全性の高いワクチン生産のための高品質SPF鶏群の確立 ・維持をめざ

した。



第1節 本研究の背景l-ALSVと内在性ウイノレスー

第1項 トリ肉腫 ・白血病の概要

トリ肉腫 ・白血病は、 レトロウイルス科、オンコウイノレス亜科のC型

オンコウイルス属、 トリのC型オンコウイノレスE属、 トリ白血病 ・肉腫ワ

イルス (AL S V)群(種)に属するラウス肉腫ウイルス (Roussarcoma 

virus， RSV)あるいはラウス随伴ウイノレス (Rousassociated virus， R A V) 

(26)の感染によって引き起こされるトリの伝染病である。 ALSVは、

鳥類特にニワトリを中心とし、ウズラ、アヒル、七面鳥、キジ、ハト、ホ

ロホロチョウ、インコ、さらに一部の顎歯類(新生マウス、ラット、ハム

スター)にも感染し、広い宿主域を保有している (17，18，57)。 たとえ

ばニワトリがALSVに接触すると、ニワトリにはその宿主感受性に基づ

き感染が成立し (28)、緑色下痢便、肝臓・ファブリキワス嚢の腫大とい

った臨床像がみられ、剖検では肝臓の灰白色病巣、牌臓 ・腎臓 ・ファブリ

キウス嚢の腫大及び白色結節形成、卵巣のカリフラワー状の腫大等が認め

られ、病理組織検査では艦蕩病巣と実質との境界が明瞭でリンノ叫、節状に

なっており、腫療細胞はほぼ均一な大型リンパ芽球様細胞である。 しか

し、心臓 ・肺 ・腺胃・筋胃等には腫蕩病変を観察する事はできない。 ま

た、他の動物についても感染成立と病変はほぼニワトリの場合と同様であ

る (85)。 野外の鶏群においては、 A!IE群及びB亜群のウイルスが広く

伝播しており、感染鶏に種々の腫蕩を作る。 ALSVによる腫療の中で

最も多いのはリンハ性白血病 (Iymphoidleukosis ， L L)であり、そのほ

かの腫蕩の発生は比較的少ないが、いくつかの品種毎に特定系統の鶏に血

管種やLLの高率な発生例が報告されている (56，155)。

第2項 ALSV感染の確認、方法

感染を確認する方法として以下の3通りの方法が一般的である。 ま



ず、 活性ALVの証明に干渉現象を利用した resistance inducing factor 

(R J F)テス ト(111，112， 145，146)、 non virus producing cell (N P 

細胞)を用いるNPテスト、ラウス肉腫ウイルスのブライアン高力価株

( Bryan high titer strain of Rous sarcoma virus， BH-RSV)とラウス随伴

ウイルス 0型 (Rous associated virus type 0，九<¥V-O )の偽型 (pseudtype)

である BH-RSV(RAV・0)を用いる phenotypic rmxmg (P M)テストがあ

る (57)。 活性ASVの証明については、感受性細胞でのフォーカス形

成をみる focus assayがある (125，141)。 次に抗原の証明には、 ALS

Vの群特異(group specific， gs)抗原の有無を補体結合反応を用いて調べ

る complement日xationof avian leukosis (C 0 F A L)テストがある (115，

144)。 そして 3番目の方法として抗体の検出があり、これには血清中

和試験(serum neutralization， SN )が用いられている (60，146)。 しかし、

これらの方法は検体を入手してから結果が出るまでに最短のもので 1週間、

長いものでは約3週間を必要とし (67)、これらワイルスに感受性のある

ニワトリや抵抗性のあるニワトリを飼育し常に受精卵を準備しておくこと、

さらに細胞培養の施設 ・設備が必要となる (57，68，124， 125)。

検査のためにこういった大がかりな施設や、多大な時間と労力を必要と

せず、検体を受け取ったその日か翌日には結果の出せる方法として、抗体

測定のための酵素抗体法 (enzymeli出巴dirmnunosolvent assay， ELlSA)が

注目されていた (59)。 そこで著者はALSVについてこの測定方法の

開発を試み、その反応原理の解析や他の従来の測定方法と結果を比較する

なかで、その実用における有用性を検討した。

第 3項 ALSV粒子の構造

ALSVの粒子は、 C型と呼ばれる形態をしており、細胞内において

は完全な形では存在せず、電子顕微鏡観察によると、三日月型の電子密度

の濃い部分が細胞表面に隆起し、次第に球形となり、細胞表面からちぎれ

る様に細胞膜からの出芽によって増殖する (57)。 このような出芽時の



形態的な変化は、このウイルスがコードする gag前駆蛋白質の分裂の結

果であると言われている (26)。 図1-1の模式図に示すように、成熟

したC型粒子は、中央にコアを持ち、その周りをエンベロープが取り囲ん

だ2重構造になっている。 エンベロープからは、レセプター結合糖蛋白

( SU， gp85 )とトランスメンプラン糖蛋白(TM， gp37 )が突起し、コアは

キャプシッドと呼ばれる内殻蛋白(CA， p27 )の中にRNA遺伝子、核蛋

白(NC， pl2 )、逆転写酵素(RT， p68 )、 プロテアーゼ (PR， P 15 )、イン

テグラーゼ、 (IN，p32)を納めている。 そして、エンベロープと内殻の

聞にマトリックス蛋白(MA， p19)が存在する (26)。

En¥lelope 

su 

IN InteQrase _ 、司司~""，，'7 、，-二z、""，，'y"-ーー'一一一Amhrane TM 

図 1- 1 ウイルス粒子構造の模式図

(Coffin，lM. 1990 (26) ) 

Protease PR 

Ma廿lX MA 

CA 

NC 



こういった蛋白、糖蛋白は、感染したニワトリの体内で抗原として働

き、それぞれに対応する抗体を産生し、感染成立を確認することができる

(5)。 これらのワイルス蛋白、糖蛋白は、ウイルスの遺伝子によってコ

ードされているが、ウイノレスの遺伝子は 2本鎖RNAであり、感染したウ

イルスのRNAが細胞内で開裂し、細胞のmRNA処理機構によってDN

Aが合成 ・加工されている (26)。 こういった合成開始の機能を持ち、

感染初期にmRNAが消滅するというプラス鎖RNAを持つウイルスとい

うのは、レトロウイルス、パラレトロウイルス(複製中間体としての R

NA)の特徴である (76)。 そして 1本のRNAがウイルス構成遺伝子

( gag， pro， pol， env) と、 RSVの srcのような発ガン遺伝子を持

っている (13，34， 80， 81， 82， 83)。

第4項 ALSVの宿主域とpseudotype形成

このウイルスはさらに、宿主域によってA~I の 9 つの亜群に分けら

れており、そのうち A~E亜群ウイルスはニワトリ由来であるが、赤色野

鶏、日本ウズラ、コリンウズラ、高麗キジ、顎輪キジ、七面鳥、アヒル、

ガチョウにも感受性のあることが知られている (33，43，60，80，141， 144， 1 

48)。 これらのうち、 E亜群ウイルスは内在性ウイルス (56)に起因する

もので、あり (29，51，146)、その他のものは外来性のワイルスである。 F，

GE!E群ワイルスについては、キジ由来の内在性ウイルスである (44)が、

F亜群ウイルスは顎輪キジから分離されたものである。 しかし、もう一

方のG亜群ウイルスは黄金キジから分離されたものであるが、そのゲノム

がALSVとは異なることから、後にALSVから除外された (55)。

ニワトリと特に近縁であるウズラ (98，122)については、 A，E亜群ウ

イルスに対する感受性を持つことが知られており (98)、 I亜群ウイルス

が分離されている。 また、このウズラのウイノレスに対する免疫反応につ

いては、特異反応として細胞性細胞傷害活性、抗体依存性細胞傷害作用、

ワイルス中和抗体等があること、また非特異反応としてNK活性、インタ



ーフエロンによる抗ワイルス活性、補体による細胞融解活性等が知られて

いる (54，112， 145， 156)。

これらごく近縁のウイルスのみならず、たとえば vesicularstomatitis 

virus (V S V) としづ分類上の科も異なるワイルスとは、一緒に培養する

だけで、 vsv(RAV-1)や vsv(RAV-49) などといった
pseudotypeを作ることが証明されており (90)、 もしこういった pseudo-

typeを作るウイルスが生ウイルスワクチン製造工程において混入するよ

うなことがあると、ワクチンウイルスとの pseudotype形成の可能性につ

いても懸念される。 この考えは、発癌遺伝子を持つ生きたウイルスがワ

クチン中に混入する可能性を示唆するものであり、また外来性ウイルスの

感染のないばあいでも、内在性ワイルスとの pseudotypeでーある VSV

(RAVー 0)や、内在性ワイルスの部分発現であるニワトリ介助因子

(chick helper factor， chf)との pseudotypeであるVS V (chf)も作られ

ている (71)ので、ワクチンウイルスと内在性ウイルス、あるいは内在性

ウイルスの部分発現したものとの pseudotype形成についても同じく混入

が懸念されることになる。

第5項 ニワトリの内在性ワイルスとワクチンの安全性

ところで、内在性ウイルス単独で、は腫蕩を引き起こさなくても外来性

のウイノレスとのリコンビナント (19)は臆場原性を持つ (30)ので、生ウイ

ルスワクチンの製造に用いる受精卵を生産するニワトリ群のSPF化にあ

たっては、外来性の病原体のみならず内在性のものを排除しておくことも

ワクチンの安全性確保のための品質管理上重要なことである。 ワクチン

製造に用いている鶏脹(ニワトリ胎児線維芽細胞，CEF)で発現される

内在性ウイルスの表現型及び略号とその遺伝子発現の関係について、日原

の解説 (56)より次頁に引用した(表 1- 1)。

そして、 トリの内在性ワイルス遺伝子としては、その次の頁に示す表

1-2のようなものがあるといわれているが、これらはニワトリの生殖細



胞中に組み込まれていて、ニワトリ体細胞染色体上のいろんな場所に位置

しているとのことである (56)。 しかし、現在までのところ、七面鳥や

ウズラなど、では見つかっていなし、 (24，83)。

表 1-1. 鶏匹で発現される内在性ALVの表現型

表現型
内在性ウイルス

遺伝子発現
路号

エE長E群ベウローイルプ抗ス原の
の現

env gs-chf' 

堅の事両曳方もの発EE現軽ー量~ gag， env gs + chf' 

15B系けに特異的な
V-15B+ 

ウイルス粒子産生
gag， pol 

E:9E群ワイルスの
完全な遺伝子 V-E+ (V+) 

偶発的産生

そのうちのいくつかは(巴v-2，ev-lO， ev-ll， ev-12 )完全なウイルス RN

A へと転写され、 ALSVに似た機能的に完全なウイルス粒子を産生する

ことが知られている。 またニワトリの内在性ワイルス遺伝子が部分発現

したものである gs抗原及び chf活性についても、ワクチン製造に用いる

ニワトリ群が生産する受精卵の胎児細胞についてこれを保持しているか否
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かを測定した。 gag遺伝子にコードされた gs抗原、 env遺伝子にコー

ドされた chf活性について、親の番号が明らかである受精卵 1個1個に

ついてまとめ、その成績を解析してそれらの内在性ウイルス遺伝子の存在

様式について明らかにし、財団法人阪大微生物病研究会において維持され

ているこの鶏群から内在性ウイルス遺伝子発現を排除しようと試みた。



第2節本研究の背景2-SPF鶏について一

第1項 SPF鶏の歴史

SPF鶏とは、特に指定された微生物・寄生虫のいない鶏のことで、

指定以外の病原体については、かならずしも freeとはいえない鶏のこと

であり、封鎖方式無菌的手技 (closed system sterile technique )を用いて得

られた、検出しうるすべての微生物・寄生虫のいない無菌動物 (genn -

free)、あるいは、もっている微生物叢(植物ならびに動物)のすべてが

明確に知られている、特別に飼育された生物(ノトバイオート， gnotobiote) 

とは区別される (66，73)。

しかし、研究初期においてはこれらの区別ははっきりせず、腸内細菌

を指標とした無菌動物の研究として進められた (104)。 ある環境から微

生物を取り除くとしづ無菌に関する研究は、 19世紀の細菌学者や植物生

理学者によって、強力に推進されてきた。 病気の自然発生説と微生物説

に関するパスツールらの研究は、閉鎖環境の完全な滅菌微生物の研究など

についてのすぐれた方法を確立した。 金内ら (61，62)によると、ニワ

トリの無菌飼育の進歩について次のような記述がある。 ニワトリの無菌

飼育に関する研究は1895年から1897年にかけて、 NU1TALand THTERFELDER 

(87， 88， 89)によって、はじめて実験的に試みられた。 1899年、 SCHOT-

TELlUS (118)は雛の無菌的解化に成功したが、飼料がまだ不十分であった

ため、その雛を飼育することはできなかった。 1912年、 Co旧 NDY (27) 

は、いろいろな飼料を与えて無菌雛の飼育に成功し、腸内細菌を欠いても

高等動物の生存と発育は可能であると報告している。 1937年、BALZAM

(16)は、 Co阻 NDYの成績を追試し59日間にわたる無菌雛の飼育を行い、

さらに、腸内細菌のビタミンB産生能についても研究を行った。 我が国

においては、 1936年内藤と小林 (81)、ついで1942年赤沢 (1)によって、

無菌雛の研究が始められ、いろいろな飼料を混合して与え40日間にわたる
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飼育が行われた。 REYNTE悶(106)とその共同研究者は、数十年にわたっ

て無菌ニワトリの研究を行ったが、 1949年にいたり、 LUCKEY(72)の考案

による無菌飼育用の特殊な飼料を用いて、無菌ニワトリの産卵とその鮮化

に成功している。 このころの飼育装置はガラス製の小型で、使用範囲も

限られていたが、大型のものとして、 GUSTAFSSON(47)は薄いステンレス

鋼板からなりガラス窓のつけられるもの、 REYNIE陪(107)、MIYAKAWA

(77)、および中原 (82)は飼育装置自体が高圧蒸気滅菌器として役立つ厚

い鋼鉄製の装置を考案した。 p四LLlPSet al. (105) および T旺XLER & 

REYNOLDS (136)は、プラスチック製の装置を考案した。

その後、ヒ、、ニー/レチャンパーやHEPAフィルターも考案され (123)、

飼育環境についても、鶏舎あるいは飼育装置をおく部屋に送る空気を漏過

する (3，37，40，41)ことで、飼育者の出入りがあってもほぼ無塵に近い状

態が保てるようになり、滅菌消毒方法の改良 (11)もあいまって飼育規模

の大型化 (64，65)や飼育作業の簡便化が図られてきた (8，9，10，12，14，45， 

46， 157)。 また、細菌、真菌、ワイルス、寄生虫等の研究も進み、あら

ゆる微生物のチェックをする事は事実上不可能となり、厳密な意味での無

菌の証明は不可能であるので、現時点では無菌ニワトリではなく SPFニ

ワトリというのが、より的確な表現であろうと思われる (78，116)。

第2項 SPF閉鎖鶏群の作出と維持

著者が携わったSPF鶏群の起源は、 1964年に香川県観音寺市にお

いてビニールアイソレーターの試験飼育から始まった。 閉鎖群として維

持しながらALSVのRIF試験やSN試験の試験方法の検討を続け、 19

67年にはCOFAL試験についても検討を始め、米国の数社から SPF

卵を輸入して自家卵と比較検討した。 1969年にはALSVに対する感

受性試験の方法についても検討が始まり、麻疹ワクチン製造用としてR1 

F free卵の生産が開始された。 1971年には、米国 H&N社よ りSP

I 2 



F卵を導入して近交化が開始された。 1975年には農林水産省より SP

F鶏のモニタリング案が出され、これに対応すべく検査対象病原体の拡大

をはかった。 1982年には、 1969年より続けていたALSVに対する感

受性をマーカーとした近交系が確立された。 また、閉鎖群の生産効率低

下がみられるようになったので、市販鶏を SPF化しその雄をこれまでの

閉鎖鶏群に導入して雑種強勢による生産性回復を実現した。 その後、農

林水産省より SPF鶏の検査対象病原体の追加があり (36)これに対応し

て検査項目を増やし現在に至っている。



第3節本研究の目的

本論文は次の 6章から構成される。 第 1章は本研究の背景を概説した

ものである。 第2章はALSVの抗体測定にELISA法を応用する目

的で固相化抗原を作製し、種々の血清との反応性をみて、標準血清を設定

した成績を記載した。 第3章は、第2章で開発した方法が正当なもので

あることを証明する目的で従来の方法である血清中和法 ・蛍光抗体法の成

績と比較して、成績の連続性を示し、あわせてその反応原理をウエスタン

・プロッティング法により明らかにした成績を記載した。 第4章は、第

2章のSPF規格にあるニワトリ白血病ウイルスの項目のうち、さらに進

んで、内在性ウイルスの部分発現である gs抗原と chf活性について調べ、

それらの宿主細胞内での働きを明らかにした成績を記載した。 第5章は、

第4章で明らかにした gs抗原と chf活性を除いたニワトリ群育成のため

に、 gag、env遺伝子のニワトリ染色体上の位置関係を明らかにした成績

について記載した。 第6章は本研究を総括したものである。
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第2章: SPF鶏のトリ白血病ウイノレス抗体監視シ

ステムへの酵素抗体法の応用

第 1節要旨

SPF鶏のトリ白血病肉腫ワイルス(avian leukosis sarcoma virus， AL 

SV)抗体監視システムへの、マイクロプレートを用いた酵素抗体法応用

の可能性を検討するために、 rousassociated virus type 2 ( RA V-2 )抗原を

用いた測定系確立を試みた。

中和抗体価が5倍以下のSPF鶏血清に関しては、 A!iE群抗原 ・B!iE

群抗原・正常細胞抗原に対する吸光度(optical density， 0 D値)を較べ

ると 0.30以下でほぼ同じであった。 そして、 A!iE群抗原 .B亜群抗原

どちらで測定した場合でも、正常細胞抗原に対するOD値を差し引くと、

ほぼ同じ値(0.05以下)となった。

次に、 A!iE群抗原及びB亜群抗原で測定した感染ニワトリ血清のOD

値に相関が認められたので、回相化抗原としては、作製の容易なB亜群抗

原を用いることとした。 抗体測定の基準となる標準陽性血清のEL I S 

A価を測定すると、 128，000となり、これをもとに標準曲線を作成し、被

検血清と OD値を比較して、抗体価を算出する方法を確立した。

この方法は、 SPF鶏血清のトリ白血病ワイルス抗体測定に有効であ

ると思われる。



第2節序論

SPF鶏の規格としては、農林水産省の定める基準 (36)と、 WHO

が提唱する規格(152)がある。 そこで、この 2つの規格を満足する SP

F鶏群の規格を制定した。このSPF鶏群の規格では、 トリ白血病ウイル

スの抗体測定はA及びB亜群についての血清中和法であるが、血清中和法

は細胞培養を必要とし、結果が出るまでに約 10日間を要する。 そこで、

この不便を解消する方法を検討した。 ALSVに関する免疫組織化学的

な検出方法についてはすでに報告がある (39)が、マイクロプレートを用

いた抗原及び抗体の検出に用いられる酵素抗体法 (59，84， 138)は、測定

操作が簡便 ・容易で 1日で結果の出る方法である。 それゆえ、このよう

な酵素抗体法がSPF鶏血清のモニタリングに応用できるかどうかを検討

した結果、 RAV-2抗原を用いた場合に、その応用の可能性が示唆され

た。

第3節材料と方法

第 1項 SPF鶏及びSPF種卵

SPF鶏は、高性能(high efficiency particulate a汀 ， HEPA)フィルタ

ーでj慮過した空気を供給する密封された室内に設置された、ホルマリン滅

菌され1慮過空気を強制換気できるビニール ・アイソレーター内で、蒸気滅

菌した飼料と飲水を用いて飼育している。 SPF種卵は、次頁のSPF

鶏群の規格(表 2-1)にしたがう定期的な検査に続けて合格している上

記の鶏群から生産したものを用いた。

第2項 ウイルス株

我々の用いたトリ白血病ウイルスは、 RAV-l株と RAV-2株で



表2-1 SPF規格:対象病原体と検出方法

病原体 検出方法

ニューカッスル病ウイルス 赤血球凝集抑制反応
EDS-76ウイノレス
トリインフルエンザウイノレス
トリパラインフルエンザウイルス
ヘモフィルス ・パラガリナルム

法散拡疫免一冗
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皮
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染
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リ

鶏
鶏
細
伝
ト
ト

鶏白血病ウイルス(サ7守グ)v-7
0

A，8) 血清中和法

鶏脳脊髄炎ウイルス 蛍光抗体法
ニワトリ腎炎ウイルス
マレック病ウイルス

ひな白痢菌 凝集反応
マイコプラズマ ・ガリセプチカム
マイコプラズマ ・シノピエ
ミコパクテリウム ・アビウム

鶏痘ウイルス 臨床観察
サルモネラ(ひな白痢菌を除く)

あり、またニワトリ肉腫ウイルスは、 BH-RSV(RAV-1)株， B 

H-RSV (RAV-2)株及びSR-B株である (132)。 いずれも、

大阪大学微生物病研究所腫蕩ウイルス部門から分与されたものを継代して



使用した。

第3項固相化抗原

因相化抗原は、 A亜群及びB亜群に感受性をもつよう選抜された SP

F鶏群(white leghon type 0 chicken line， W L -0 ニワトリ系統)の

受精卵を 10日間鮮卵し、その旺細胞を培養瓶で培養し、 RAV-1及び

RAV-2を増殖させて作製したウイルス浮遊液を図 2-1に示すような

ウイルス培養液のプール
↓ 

膜濃縮

低速遠，c，、
↓ 

ゾーナル連続遠心

ウイルスヒーク画分のプール

超遠心
↓ 

p P tのホモゲナイズ
↓ 

超遠心

p P tのホモゲナイズ
↓ 
-7 OOC保存

固相化抗原液

図2-1.固相化抗原作製方法



方法で精製 ・調製した。 また、対照国相化抗原については、ワイノレス未

感染細胞の培養液を膜濃縮と超遠心を用いて精製 ・調製した。

第4項標準血清

標準陽性血清は、 SPF初生雛に精製したRAV-lを接種し、これ

と同居させて感染の成立したSPF雛の血清より、抗体価が高く非特異反

応の少ないものを選んだ。 陰性血清は、通常の試験でSPF鶏群の規格

に合格したアイソレーター飼育鶏の中から選んだ個体の血清を使用した。

第5項被検血清

アイソレーター飼育鶏の血清、精製ウイルスを接種した鶏の血清及び

それと同居させた鶏の血清を用い、これを 1.000 倍に希釈して試料とし

た。

第6項 ELISA抗体価測定法

方法の概略は、抗原を 96穴マイクロプレートに国本固化する間接法で、

被検血清と標準血清のOD値を比較することで抗体価を算出した。 具体

的には、次頁の図 2-2に示したように、まずグライナ一社製F型マイク

ロプレート (イムロン600)に、蛋白量 10μg/mlのウイルス抗原及

び正常細胞抗原を 100μ1/]穴ずつ入れ、 40C1夜静置して抗原の圏中目

化をおこなう。 翌日これを 0.05% tween 20を添加したPB S (洗浄用

P B S)で3回洗浄し、希釈液(10%仔牛血清 0.2%ゼ、ラチン 0.05% 

tween 20加 PB S)で標準陽性血清は 1.000倍から 2倍階段希釈を、

検体は 1，000倍希釈のみをおこない、 100μ1/1穴ずつ添加して 370C

に1時間静置し、抗原抗体反応をさせる。 その後、これを洗浄用PBS

で3回洗浄して、希釈した horseradish peroxidase (H R P 0)標識抗鶏

1 g G (家兎 1g G)を 100μ1/]穴ずつ添加して 370Cに1時間静置



ウイルス抗原 ・正常細胞抗原の固相化

(家兎 [g G) の添加

37 "c，1時間

1時間

図 2-2. 鶏血清中 のALV-ELISA抗体価測定方法
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し反応をさせる。 再びこれを洗浄用 PBSで3回洗浄した後、 0.5mg/ 

mlの 0-phenylendiamineと、 2μI/mlの H202solutionを混合した基質

液を 100μ1/1穴ずつ添加して、室温に 1時間静置し反応させる。

この反応は4N-H2S0.を 75μ1/1穴ずつ添加することで停止さ

せる。 吸光度測定はOD‘92 nm -0 D • 3 0 nmに設定したコロナ電機製マ
イクロフレート ODリーダーをNEC製ノ号ソコンに接続し、自作のプログ

ラムでOD値の読み込みと ELISA抗体価の計算を行った。

第4節実験結果

第 1項 SPF鶏血清の吸光度分布と相関

SPF鶏の初生から 1，016日齢までのランダムに採取した血清 37 

検体を 1，000倍希釈して試料とし、 A!IE群抗原及び正常細胞抗原と反応

させた時のOD値は、次頁の図 2-3に示すとおり精製RAV-1ウイル

スを抗原とした(図 2-3・上側)場合では 0.2を少し越えるものが 1

検体認められただけであるが、正常細胞培養液から調製した抗原に対する

反応を見た(図 2-3・下倶IJ)場合では、 0.2を越えるものが 3検体あり

そのうち 1検体は 0.3に近かった。 しかし、どちらの抗原に対しでも

最高は 0.3までであった。

同ーの検体を、 B亜群抗原そして正常細胞抗原と反応させた時のOD

値も、図 2-4に示すとおり、精製RAV-2ウイノレスを抗原とした(図

2-4・上側)場合では 0.2を越えるものは見あたらず、正常細胞培養

液から調製した抗原に対する反応を見た(図 2-4・下側)場合でも、図

2-3と同じで全体的に精製ウイルス抗原との反応よりも高いように恩わ

れた。 しかし、この場合も上下どちらの抗原に対しでも最高は、 0.3ま

でであった。
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0.3 • 

図2-3. SPF鶏血清のOD値の分布 :A亜群抗原

縦軸上側 :A~群抗原に対する OD値

縦軸下側・正常初l胞抗原に対するOD値
機軸:日齢

つまり、いずれの抗原に対しでも SPF鶏血清の場合は、 OD値は図

2-3及び図 2-4に示すとおり、 0.3を越えることはなかった。 しか

し、 SPF鶏血清が正常細胞抗原に対しても反応していることより、 A亜

群抗原及びB!!E群抗原のOD値には非特異反応も含まれると思われたので、

A亜群抗原及びB!!E群抗原のOD値から正常細胞抗原のOD値を差し引し、

たOD値差について検討した。
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' 3a.r at』守 • 0.1ト • 
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0.3 • 

図2-4. SPF鶏血清のOD値の分布:Iヨ亜群抗原

縦軸上側 :A亜詳抗原に対するOD値
縦軸下側1:正常紛IJI包抗原に対するOD値
機軸:日齢

A亜群抗原と正常細胞抗原及びB亜群抗原と正常細胞抗原のOD値差に

ついて検体毎の分布を見たのが図 2-5であるが、精製ウイルス抗原より

正常細胞抗原の方がOD値の高い検体も多数見られたため、数値がマイナ

スになる例も見られたが、全例が 0.05以下となった。 これより、陽性

と陰性の境界値を、たとえば 0.05の2倍の 0.1と定めておけば、正常細

胞抗原との非特異反応による偽陽性を除去することができる。
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OD492V-ODmN (B) 

図2-5. SPF鶏血清のA亜群及びB亜群抗原に対する吸光度差の分

布と中日開

縦i鮒1:A亜群抗原の00値から正常細胞抗原の00値を差し引し、た00値

横軸 :B亜群抗原の00値から正常細胞抗原の00値を差し引し、た00値

また、A亜群抗原及びB!iE群抗原のOD値差についての相関係数は、

0.75でOD値差聞に相関関係が認められた。

第 2項感染血清の吸光度差の相関



表 2-2に示した構成での感染実験より得られたウイルス接種後 3週

目の全血清について、 SPF血清の場合と同様にABE:群抗原、 BBE:群抗原

表 2-2 鶏感染実験の構成

ワイノレス

亜群|接種株名
試験羽数

A 

B I 

RSV(RAV・1) 1 0 

同居 5 

RAV-I 9 

同居 5 

RSV(RA V-2) I 8 
同居 4 

RAV-2 

同居

SR-B 

同居

9 

4 

6 

4 

及び正常細胞抗原のOD値を測定し、それぞれのウイルス抗原のOD値差

について図示して(図 2-6)相関を調べたところ、相関係数は r= 0.86 

(n=64)、回帰直線は縦軸を y、横軸を xとして、 y= 0.31 x -0.01となり

高い相闘が認められた。 なお、図 2-6中の rOJはA亜群ウイノレスを

接種・感染させた血清、 r.JはB亜群ウイルスを接種 ・感染させた血清

を示すが、ぱらつきはどちらも同じように見受けられた。

そこでSPF血清(図 2-5) ・感染血清(図 2-6)の結果より、

圏中目化抗原としてはA亜群抗原あるいはBBE:群抗原のし、ずれでもよいが、
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0.4 

0.3 
〈

o Anti-A Serum ・Anti-BSerum 。
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• • 
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。
〉
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。

OD492V-ODmN (B) 

N :64 
r: 0.86 

y: 0.31Xー0.01

1.0 

図2-6. ウイルス接種後 3週の SPF鶏血清のA亜群及びB亜群抗原

に対する吸光度差の分布と相関

縦軸 :A亜群抗原のOD値から正常細胞抗原のOD値を差し引し、

たODfi直

横軸 :B亜群抗原のOD値から正常細胞抗原のOD値を差し引し、

たOD値
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通常のSPF鶏モニタリングについては多量の抗原の得られたB亜群抗原

を固相化抗原として用いることとした。 このことは、 1抗原での測定系

で十分A亜群ウイルス及びB亜群ウイルスの感染の有無(抗体の有無)を

チェックできるということなので、 ALSVのSPFモニタリングにおけ

る操作の簡素化も達成できたことになる。

第 3項標準陽性血清の抗体価の決定

ELISAの測定系で使用する抗原は前記の通り RAV-2精製抗原

に決定したので、次に標準陽性血清を選定した。 標準陽性血清としては、

これまでの試験結果から、 A亜群抗原及びB.i!E群抗原との反応性が特に高

くて正常細胞抗原との反応性の低いもの、つまりできるだけ特異性の高い

ものであり、かっ亜群聞の抗原の共通性もカバーするよう考慮するという

ことで、 RAV-l接種鶏と同居させて感染の成立した鶏の血清を用いる

ことにした。 この血清を標準陽性血清とし標準曲線を作成したのが図2

9であるが、この図には2種類の横軸があり、 ・-・とムームは血清を

希釈して測定したOD値をプロットしたもので、これから換算したEL 1 

SA単位を0-0で示してある。 つまり、この標準陽性血清の抗体価は、

標準陽性血清のOD値差(・)が、同じく 2倍階段希釈した陰性血清のO

D値差(ム)の 2倍以上になる最大希釈倍数が、 128，000倍であるので、

128，000とした。 そこで、この標準陽性血清を 128，000倍して測定した

OD値差の値を lELISA単位とし、 64，000倍した時のOD値差の値

を2ELISA単位、さらに 32，000倍した時のOD値差の値を 4ELI

SA単位というようにしていき、これから標準曲線 (0-0)を決定した。

被検血清の抗体価は、抗原を圏中目化した 1枚の 96穴プレート毎に 1E 

L 1 S A単位から 1，024EL  1 SA単位まで希釈した標準陽性血清と検

体を 1，000倍希釈した試料を入れて反応させ、プレート毎の標準曲線と

検体のOD値差の値を比較して、算出することとした。
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伺

2
0

。

105血清希釈倍数

「
1ー 2-4-8ー 16-32ー臼ー128..，
ELISA単位 。
ELISAunit 

104 

図2-7.標準陽性血清と標準陰性血清の吸光度と標準曲線の作成

縦車IU:OD値. 横IliIh:血清の希釈倍数

. :標準陽性血清を2倍階段希釈して B!Jli:群抗原と正常細胞抗原で00

値を測定したときの00値差

ム・標準陰性血清を2倍階段希釈してB亜群抗原と正常細胞抗原でOD

値を測定したときの00値差

縦軸 :OD値. 縦軸 :ELISA単位

0-0:標準曲線 まず、 2倍階段希釈した標準陽性血清のOD値が、
おなじく 2倍階段希釈した標準陰性血消のOD値の 2倍以上とな

る最大希釈倍数の、標準陽性血清のOD値を 1 ELISA単位

とする。 これより低い希釈倍数の各点の、標準陽性血清の00

値は、 2，4， 8・・・ EしISA単位に対応する。この点をつ
なげて標準曲線とする。
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第4項 OD値の読み込みと抗体価の計算用ソフトの作成

実際の測定には、コロナ電機製マイクロプレートODリーダーと NE

C製ノ号ソコンを接続し、自作のプログラムでOD値の読み込みと抗体価の

計算を行った。 これらのプログラムは、日本電気(株)製のN-88B

ASIC(86)ディスクバージョンを使用して作成した。 OD値の読

み込みのプログラムは、コロナ電機製マイクロプレートODリーダーと N

EC製ハソコンを接続し、マイクロプレート ODリーダーで読みとったデ

ータをパソコンのフロッピーディスクに保存するまでの作業を行うもので

ある。 また、抗体価計算のプログラムは保存したデータを読み出し、デ

ィスプレイ画面の片対数グラフ上に標準曲線を表示し、その後検体の抗体

価を計算してプリントアウトする作業を行うものである。

第5節考察

TsUKAMOTO et al. (137)及び SMITHet aL (1[9)の報告では、酵素抗体

法でALSVの抗体価を測定しているが、 OD値の差をそのまま成績とし

て用いている。 しかし、 OD値と抗血清の希釈の聞には、一定の範囲以

外では相関関係がない。 そこで、標準血清を用い、希釈倍数と OD値の

標準曲線を作成した後、これと被検血清のOD値を比較して被検血清の抗

体価を表すシステムを考案した。 また、 SPF鶏血清にしばしば見られ

る非特異反応についてこれを排除するためウイノレス精製抗原と正常細胞抗

原の 2抗原を用いそのOD値差について比較する方法とした。 このシス

テムは、定量性及び特異性の点で、抗体量の測定にはより適切な方法であ

ろうと考えている。 また、標準曲線を毎回全プレートに再現することよ

り、標準曲線が異常なく再現されているかどうかを確認することが可能と

2 9 



なり、試験毎さらにプレート 1枚 1枚について、反応系の異常の有無を確

認することが可能となった。

この方法では、 ALSVの亜群特異抗体のみならず gs抗体を主に検

出していると思われるので、ここで示したA，B両亜群以外の亜群ウイル

スについても感染の有無のチェックができるものと推定された。

また、実験感染鶏群、里子外感染鶏群の血清を用いて他の測定法(血清中

和法、蛍光抗体法)と比較したところそれぞれの測定結果に相闘が認めら

れ、さらに感度についてもこの方法は、他の測定法(血清中和法、蛍光抗

体法)に比べて約 10倍高かった。 そして、この方法を使い始めた 19 

88年から現在に至る 7年余りの問、 SPF鶏群のモニタリング結果につ

いて不都合は認められていない。

以上のことより、 SPF鶏血清のALSV抗体測定系が確立されたも

のと思われた。

この測定系について、その抗原抗体反応系はどうなっているのか、また、

これまで用いられてきた測定法との関係はどうなのか、そして実際に応用

可能であるのか、という点について次章で述べる。
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第3章: トリ白血病肉腫ワイノレス抗体測定法として

の酵素抗体法、血清中和法、蛍光抗体法の比

較

第1節要旨

ALSV抗体測定法としてのELISAについて抗原抗体反応系の解

析を行い、さらに血清中和法 (SN) 、蛍光抗体法 (FA) との相関関係、

と感度の比較を行って、以下の結果を得た。

1) A亜群， B亜群2種の抗原に対する抗体価の推移を、 EL 1 S A， 

SN， FAで確認すると、 ELTSA、FAでは主として群特異抗

体(gs抗体)を、 SNは麗群特異抗体を検出していると思われた。

2) gs抗体を産生する主な抗原成分として 3種の蛋白が確認された。

そして、それぞれに対する抗体の発現順序は、まずp2 7、つぎに

g p 8 5、さらに p1 5に対する抗体であった。

3) 1里子外鶏群について、 3種の測定方法で算出した抗体価の関係を見

ると、いずれにも相関が認められた。

4)測定方法による検出感度を比較すると、 ELISAは、 SNの約

1 0倍、 FAはSNとほぼ同感度であった。
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第2節序論

SPF鶏に病原性の強いワイルス、マイコプラズ、マ、細菌が感染し蔓

延するようなことがあれば、 SPF種卵生産は意味を失い SPF鶏飼育は

続行不能となる。

ウイルスが鶏に感染すれば、鶏の血清中には、ワイルスの種々の構成

蛋白に対する抗体が産生される。ALSVについては、これらの抗体を測

定する方法として、 SN.FAなどがある (132)。

著者は、マイクロプレートを用いたELISAでSPF鶏血清を測定

する術式を確立したので、その抗原抗体反応系の解析を行い、さらにEL

ISA.SN.FAの抗体価の関連を調べ、それらの感度の比較をして、

その有用性を確認した。

第3節材料と方法

第 1項被検血清

感染実験血清としては、精製ウイルスを接種した鶏群及びそれと同居

させた鶏群の血清を用いた(表 2-2)。 同居鶏群を置いたのは、野外

で実際に発生している水平感染を成立させ、筋肉内接種時の調製したウイ

ルス抗原に由来する非特異反応を除去するためである。 また、圏内のあ

る種鶏場から、白血病の疑いが待たれ、検査依頼のあった鶏 (野外鶏と略

す)群の血清も検体として用いた。 試料とした血清の最低希釈倍数は、

ELISAは 1，000倍、 SNは 5倍、 FAは 20倍とした。

第 2項 ELISA、SN及びFA抗体測定法

ELISA法は、被検血清のOD値を標準陽性血清で作成した標準曲
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線のOD値と比較して抗体価を計算した。 SNl去は、 RSV (RAV-
1 )及びRSV (RAV-2)の肉腫ワイルスを被検血清と反応させた後、

CEF細胞に接種、寒天培地を重層して培養し、フォーカス形成単位(f 

ocus fonning unit， F F U) を指標として 50%に減少する被検血清の希釈

倍数をリード ・ミンチ法により計算して抗体価とした (60)0 F A法は、

被検血清を適当な倍数で階段希釈してカパースリップ抗原と反応させ、 2

次抗体としてFITC標識抗鶏 1g G (山羊 1g G)を用い、蛍光顕微鏡

による観察を行って蛍光を示す被検血清の最高希釈倍数を抗体価とした

(63)。

第 3項 E L 1 S八反応系の解析

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (P A G E)は、分離用に 12.5%

アクリルアミドゲルを用い、約 1時間 120Vの電圧をかけて泳動 (69，1 

26)した。 ウエスタンプロッティング (135)は、ゲルからニトロセルロ

ースフィノレターに検体及び分子量マーカーを転写後、 3%カゼインでブロ

ッキングを行い、 1次抗体として被検血清、 2次抗体として HRPO標

識抗鶏 1g G (家兎 Tg G) を用い、発色剤としては 4・クロロ ー1-ナフ

トールを用いた。 蛋白質染色として、銀染色(53，75，121)は第一化学薬

品(東京)の銀染色キットを用いた。 糖蛋白質染色としては、 PAS染

色 (86)を用いた。

第4節 実験結果

第 1項感染鶏血清抗体の解析

1) EL  1 SA， FA， SN抗体価の推移例

実験感染鶏群のうちの3群の血清の代表例について、我々の確立し
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たELISA抗体価測定方法に従って測定した抗体価と、 SNとFAで測

定した抗体価の推移を図 3-1に示した。

抗

4週齢雛 RAV-l接種初
6~接種群 RAV-2接種群 生雛同居群

1 6 12 18 1 6 12 18 
接種後週数

4 7 13 18 
同居後週数

図 3-1. E L 1 S A， F A， S N抗体価の推移例

~:~ELISA ・:8
口:A
FA ・:8
d.:A 
S N a・B

3枚の図は、縦軸が抗体価の対数、横iJilhがウイルス接種後あるいは接種鶏と同
居後の週数である。

主企図は、 4 週齢の指1~に RAV-l を俵種して 1 ， 6， 12及び 18週目に採血し、
A及びBの抗原に対する抗体価を ELlSA，FA及び SNで測定した結果。
旦去旦園は、 4週齢の雛に 孔tl，.V・2を接種して 1，6， 12及び 18週目に採血し、
A及びBの抗原に対する抗体価を ELlSA，FA及び SNで測定した結果
五2園は、初生雛群のー告flに RAV・lを接種し、残りの未接種同居雛から、 4，
7， 13及び 18週目に採JII1し、 A及びBの抗原に対する抗体価を ELlSA，FA及び
SNで測定した結果。
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まず、図中の丸印はEL I S A抗体価で、 rOJはA亜群抗原で測定

したもの、 r.JはB亜群抗原で測定したものである。 四角印はFA抗

体価で、 「口JはA亜群抗原で測定したもの、 「・」はB亜群抗原で測定

したものである。 また、三角印はFA抗体価で、 「ム」はA亜群抗原で

測定したもの、 「企」はB!!E群抗原で測定したものである。 これら 3枚

の図のうち左2枚は4週齢のニワトリにRAV-l (左端)及びRAV-

2 (中央)の精製ウイルスを接種した群のニワトリから接種後 1，6， 1 

2及び18週目に採血し、血餅と分離させて集めた血清について測定した

結果を示したものである。 右端の図は、初生雛群の 1部にRAV-lワ

イルスを接種し、残りの未接種同居雛から 4，7， 1 3及び 18週目に採

血し、血餅と分離させて集めた血清の内、水平感染が成立したと思われる

ニワトリからの血清を測定した結果を示したものである。 この群で水平

感染の発生源として使用したワイルス接種雛については、 18週まで生存

したものはいなかった。

抗体価の推移を見ていくと、まず左の図では、 EL I S AとFAの抗

体価は6週ですでに最高値に達しており、その後は横這し、か多少低下気味

であった。 SN抗体についてはホモの抗A亜群抗体のみが遅れて上昇し、

ヘテロの抗B亜群抗体は産生されていなかった。 次に中央の図では、 F

A抗体は 6週で、 EL J S A抗体は 12週で最高値に達しており、その後

は横遣し、か多少低下気味であった。 SN抗体については、ホモの抗B亜

群抗体が 18週で最も高くなっているが、ヘテロの抗A亜群抗体は産生さ

れていなかった。 最後に右の図では、直接接種した個体(左と中央の図)

よりは抗体上昇の立ち上がりが遅れているが、それは感染源となる接種雛

の体内でワイルスがいったん増殖した後体外へ排出され、そこで同居雛へ

の水平感染が成立し、その感染した雛の体内でウイルスが再び増殖して初

めて採血する雛の抗体産生応答が始まるというプロセスを必要とするから

であると思われる。 しかし、直接接種した群のものよりは遅れているが、
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1 3週ではヘテロである SNの抗B亜群抗体以外はすべてが上昇していた。

他の鶏群についてもこれら鶏群の抗体価推移と同様の傾向を示した。

2) ワエスタン ・ブロッティングによる解析

SN反応で、ウイルスが持つエピトープ聞に交差反応が見られな

いA!!E:群と B亜群の各々の抗原・抗血清について共通のものを知るために、

ウエスタン ・プロッティングによる解析をおこなった結果が図 3-2であ

る。

抗原

MWマート RAV-I RAV-2 N M RAV-I RAV-2 N 共通抗原

x103 

97.4→ 

68.0→ 

43.0→ 

29.0→ 

18.4→ 

← gp85 

-ー ーー・・・・ ← p27 

14.3→ 1 ・.← pl5

抗A亜群血清 抗B亜群血清

図3-2 抗A，抗B血清中の共通抗体

これについて見ると、左右2枚のニトロセルロース膜の各レーンは、そ
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れぞれ左から RAV-l抗原の原液と 2倍希釈J夜、 RAV-2抗原の 10 

倍希釈液と 20倍希釈液、そしてNで示した正常細胞抗原の原液をPAG

Eで泳動させた後この膜に転写させたものである。 そして、左の膜は抗

A亜群血清 (RAV- l感染鶏血清)と、右の膜は抗B亜群血清 (RAV

-2感染鶏血清)と反応させたもので、標識抗体としては、ホースラディ

ッシュパーオキシダーゼ標識抗鶏 1g G (家兎 1g G) を用いた。 中央

のMは分子量マーカーであり、図の左側にMWマーカーとして分子量を示

しである。 この図の右側の矢印で示した、 A亜群と B亜群に共通する抗

原として 3種類の抗原が確認できた。 更に、図は示していないがこれら

分子量15XI0'、27XIO.、85XI0'の抗原が蛋白質であること

は銀染色をして、また分子量85，000の抗原が糖を含むことはPAS

染色をして確認した。

次に、これらの抗原に対する抗体の産生が、ニワトリにウイルスを直

接接種後どのように推移するかを調べた。 次頁の図 3-3に示したとお

り、 4枚のニトロセルロース膜の各レーンは、それぞれ左から分子量マー

カー (M) ・正常細胞抗原 (N) ・RAV-2抗原 (B)である。 これ

らをセットにして、 PAGEで分離した後、ニトロセルロース膜に転写し、

その膜を切り離したものである。 それぞれに l次血清として、 RAV-

2接種後 1，6， 1 2及び18週の血清を反応させた後、標識抗体として、

ホースラディッシュハーオキシダーゼ標識抗鶏 1g G (ウサギ 1g G)を

用いた。 これらを切り離す前の通りに並べ接種後の週数が異なる血清に

ついて比較すると、 B抗原を分離したレーンでは、まず、 p2 7に対する

抗体が検出でき、少し遅れて gp 8 5、さらに遅れて P1 5も検出された。

しかし、 N抗原を分離したレーンは、なにも反応しなかった。
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抗原
MNBM  NB  M NB  MNB 

共通抗原

gp85→ 

p27→ 

pl5→ 

18 12 6 

1次血清の接種後週数

MW'7ーか

xl03 

←97.4 

←68.0 

←43.0 

←29.0 

←18.4 

←14.3 

図3-3接種後週数による産生抗体の変化

第2項 ELISAとFA、SNの抗体価の相関

ある野外鶏群の血清について、 EL I S A， S N， F Aの3種の測定

方法で算出した抗体価の相関関係を見たのが次頁の図 3-4である。 x
軸、 Y軸とも対数表示の両対数グラフであるが、まず左側の図はX軸にE

L I S A抗体価、 Y軸lこSN抗体価(抗A亜群のみ;抗B亜群については

抗体は陰性であった。)を示しているが、

相関係数:r = 0.826， 回帰式:y = 1.12 x・1.57 であり、高い

相聞が認められた。
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また、右側の図はX軸にEL 1 S A抗体価、 Y軸lこFA抗体価を示し

ているが、

相関係数:r = 0.864， 回帰式:y = 1.19 x -1.79 であり、これ

についても高い相聞が認められた。

感染実験鶏血清についても同様の計算を行ったが、抗体価の範囲が狭

いためか、 3種の測定方法で算出した抗体価の聞に相関関係は認められな

かった。

• 
SN 

;rr":l 
• • 

/. • .. γ 
• n: 37 I 2 ~ / n : 37 af ro826 

2ト.

r : 0.864 ・・ Y= 1.l9X -1.79 
•• Y=1.l2X-1.57 旬 4 loglo 

4 log，o山 3ELISA 

図3-4 里子外鶏のELISA抗体価と SN抗体価 .FA抗体価の相関
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第3項 ELISAとFA、SNの抗体検出感度の比較

感染実験鶏群83検体 (SNの反応は亜群特異的であるので抗体価の

平均値をみるために、ホモの系のみについて集計。AilE群 :40検体， B 

亜群 :43検体)の抗体価測定成績(図 3-5左側)と、実験鶏群と較べ

ると例数は少ないが、野外鶏群でA亜群SN抗体陽性の 37検体(図 3-

5右側)について、 ELISAとSN、FAの抗体価を測定した成績の平

均値と標準偏差を比較した。

Log 噌怖01Ex玄pe町叩rm皿me町削E
5 

{岡=40)

A field t10ck (0=37) 

A 

Antigen: A B I A B I A B A B I A B I A B 

M州叫匡E到[]RJITD IELISAI []RJ ITD 

図3-5.ELISA，SN， FA抗体価の比較

4 0 



縦軸に対数表示の抗体価、横軸には測定対象となるA亜群と B亜群の

抗原とその下に測定方法を並べた。 丸印はELISA抗体価 (0，・)、

三角印はSN抗体価(ム， A)、四角印はFA抗体価(口， ・)を示し、

それぞれの白印はA亜群抗原、黒印はB亜群抗原について測定した結果の

平均値を表し、上下に示した実線は標準誤差の範囲を示している。 図3

-5左側の感染実験鶏群の場合は、 ELISAが約 104 単位/ml、S

NとFAが約 10'単位/mlであり、図 3-5右側の里子外鶏群の場合は、

ELISAが約 10 '単位/ml、SNとFAが約 102 単位/mlとい

う結果であった。 測定方法によって検体の希釈倍数が異なるためか、あ

るいは他に原因があるのか、個々の検体で陽性 ・陰性の完全な一致が見ら

れない場合もあるが、平均値でみると、 EL 1 S AはSNの約 10倍、 F

AはSNとほぼ同感度であった。

第5節考察

抗原抗体反応するスベクトルとしては、 ELTSAとFAで見る限り

は亜群特異性抗体よりも、一般的には補体結合反応でみる gs抗体(抗

gp85，抗 p27)のほうを主に検出していると思われた (42)。 それに対

しSNは亜群特異性抗体のみを検出していた。 ところで、 A馴 STRONG

D. (4) は、免疫拡散法を用いてハムスター gs血清で 4種類の抗原、ニ

ワトリ免疫血清で1種類の抗原を検出しており、 MIZUNOand ITOHARA (79) 

は、 ELISAで主としてALVの亜群特異抗体を測定し群特異抗体もわ

ずかに検出しているが、これらの結果については使用した抗原が著者の調

製法と多少異なること、また、被検血清の感染後日数の違いなどでこうい

う結論が得られたのではないかと思われた。 著者の成績では、感染後の

日数によって血清中に出現する抗体群(anti-即 85，加白-p27，anti-pI5) 
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の組成が異なっているので、いずれの抗体をも検出できるような測定系が、

とくに抗体陰性を確認する SPF鶏の検査には重要と思われた。 また、

gp85については、ウイルス表面に存在し中和反応に関係するが、亜群特異

性を持つ抗原決定基のみならず、群特異性を持つ抗原決定基をも含んで、い

る (48，74， 110)ため、 EL 1 S A， F Aでもこの gs抗体を検出している

と思われた。 図3-2では、 RAV-l抗原より RAV-2抗原の方が

濃く染色されているが、これは、 STEPHENSON，J.R ら(120)のハムスター

gs血清を用いた radioimrnunoassayの結果とも一致していた。 平均

的な感度の関係は、 ELISAは SNの約 10倍、 FAは SNとほ

ぼ閉じという結果であった。

以上の諸点より、 ELfSAは簡便 ・迅速 ・高感度であるので、 SP

F鶏のALSV抗体モニタリングに適当な方法と結論づけられた。

ここでは外来性のALSV検出法について述べたが、 ALSVは逆転

写酵素を持つRNAウイルスであり、ウイルス遺伝子としてのRNAから、

感染した細胞のDNA合成過程を利用して相補的DN A (complementary 

DNA， cDNA)を作っている。 これが細胞のDNAに組み込まれてそ

の細胞内でのウイルスの増殖や、その cDNAの組み込まれた細胞の増殖

とともにウイルス遺伝子の拡散が行われている。 このことは、 ALSV

未感染のニワトリ細胞にも ALSVの蛋白質が検出されることより証明さ

れている (20)0 S P F鶏特にALSV不在鶏群作出という観点、から

すると、 ALSVの内在性ウイルスについても検討し、これも除去してお

く必要がある。 この点について次の章で述べる。
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第4章 トリ白血病肉腫ウイルスの群特異抗原を持た

ない細胞で、のニワト リ介助因子の遺伝的制御

第1節要旨

細胞性のトリ白血病肉腫ウイルス群特異(gs)抗原を持たないニワ

トリ胎児線維芽細胞 (chickembryo fibloblast， C E F)でのニワトリ介助

因子(chf)の活性発現は、メンデルの法則に従った常染色体上の優性

遺伝子によって支配されていた。

chfの有無は、 WL-Oニワトリ系統のE:i!E群ウイルスに対する感受

性を決定したが、 C/BEの感受性形質に固定したWL-Bニワトリ系統

では影響がなかった。

ジメチルスノレホキシド (dimethylsulfoxide，D M S 0 )は、 BH-R

SV (RAV-7)とともにCEFを長期間培養すると、 gs chf のC

EF中の chf発現を促進した。

4 3 



第2節序論

一般に、 トリ白血病肉腫ウイルス不在鶏群として維持されているニワ

トリについても、 トリ RNA腫蕩ウイルスの 1部、あるいは完全な形での

遺伝情報は発現されていると言われている (21)。 多くのニワトリは、

内在性ウイルス発現の 1形態として群特異 (gs)抗原を持っている(38)。

そして、いくつかの近交系鶏群においては、この抗原発現は常染色体

上の l個の優性遺伝子によって支配されている事がわかっている(49，101)。

大部分の gs+ニワトリ胎児線維芽細胞 (CE F)で、見つかった chf

活性は、常染色体上の 1つの優性遺伝子によって gs抗原とともに制御さ

れている(151)。 あるニワトリの系統では、 RAVー 0というトリ白血

病の完全な形のウイルスを産生しており(142)、この産生についても、優

性遺伝子によって制御されている(32)。 しかしながら、 chf活性は gs+

形質を持つCEFに限られるわけではなく gs の CEFにも見つけられ、

逆に gs抗原はいくつかの chi のCEFにも見つかっている(52，143)。

cht gs-の表現型が、 cht gs+と chigs の表現型とは独立して遺伝

している事を示唆している成績もある。(50，108) ここでは、 gs抗原の

欠如した状況下での chf活性の遺伝的制御と、遺伝的に抑制されたCE

Fでの chf活性の誘発について述べる。

第3節材料と方法

第 1項ニワトリ及びワズラ

使用したニワトリは、アメリカの H& N社由来の白色レグホン種

(70)に地元で入手した市販鶏を交配させたものを起源とした交雑種であ

る。 その中で、 ALSVのA~D亜群ワイルスに感受性のある系統は、
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WL一0ニワトリ系統と名付け、 B!IE群に抵抗性の系統は、 WL-Bニワ

トリ系統と名付けた。 両系統とも、 ALSV不在鶏群として維持されて

いる。 これらの系統のニワトリ』台児について調べたところ、大部分のも

のが gs抗原陽性であった。 ALSVのE!IE群ウイルスに対するこれら

のニワトリI台児の感受性について調べたところ、 WL一0ニワトリ系統の

胎児の大部分のものと、 WL-Bニワトリ系統の全部が、このE亜群ワイ

ルスに抵抗性であった。

ウズラについては、 ALSV不在の閉鎖群として維持されていた日本

ワズラである。これらのニワトリ系統とウズラは、財団法人阪大微生物病

研究会観音寺研究所で維持されている。

第 2項 培養方法とウイノレス

使用した細胞培養とフォーカスアッセイは、 OWADAet alの報告にあ

る方法に従った (95)0 C E F の感受性については、初代培養を調製し

て、 ALSVの A~E亜群の肉腫ウイルスを接種し、フォーカス出現の有

無を観察することによって決定した。 使用したワイルス株は、ラウス肉

腫ウイルス SCHM1DT-RUPPIN株のA，B， D亜群 (SR-RSV-A，

SR-RSV-B， SR-RSV-D) と、ラウス肉腫ウイルスのブライ

アン高力価株(BRY AN high titer s甘ain， BH)の RAV-7 と RAV-

0 の pseudtypeである BH-RSV (RAV-7) とBH-RSV (R 

AV一0)である。

BH-RSV (RAV-7) とBH-RSV (RAVー 0) について

は、 P.K. VOGT博士から分与を受けたもので、 chigs -C / B E C E F 

及び QEF で1度増やしたものを使用した。 BH-RSV (RAV-

7)ストックのQEFでのフォーカス形成単位は、 C/BE CEFでの場

合に比べて、 10-5 以下である。 毛根細胞の培養方法は、 C則廿ENDEN

らの手順 (35)に従って実施した。
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第3項ニワトリの交配

試験をする受精卵のCEF細胞について、 両親の番号が区別できるよ

うに雌鶏はビニールアイソレーター内の個別飼育のケージに入れ、週 1回

の間隔で、特定の固定した雄との組み合わせになるよう人工授精した。

交配の組み合わせをかえる場合は、以前の交配による精子が残らないよう、

次の人工授精の前に 2週間の期間をおいた。

第4項群特異抗原の測定方法

1 0 日~ 1 1日齢ニワトリ胎児から全内藤をとりだし、 0.5mlのリン

酸緩衝液 (pB S)でホモゲナイズし、 1，500巾m5分間遠心した。 この

遠心上清を補体結合反応の抗原として用いた(114)。 反応に用いる抗 gs

血清は、 トリ肉腫ウイルス SR-RSV株を接種して腫蕩形成がみられ

た後、その腫蕩が退縮した鳩から得たものである(117)。

第 5項 chf試験法

chfの試験は、 WEISSら (101)の方法をわずかに変更して実施した。

まず、初代培養細胞にBH-RSV (RAV-7) を 2μg/mlのポリ

ブレン存在下で接種した(134)。 接種時の細胞培養液は、 2日後に新し

い培養液に交換し、その培養液を 3日後に採取して検体とした。 この検

体は、 BH-RSV (RAV-7)が増殖している事を確かめるために

O.lml/直径 5cmシャーレを C/BE CEFに接種し、 BH-RSV

(chf)の有無を確かめるために 0.1mJ/直径 5cmシャーレと 1m1/直径

5 cmシャーレをウズラ胎児線維芽細胞 (quailembryo fibloblast， Q E F) 

に接種して、フォーカス数を測定した。 C/BE CEFでのフォーカ

ス数が 100個/直径 5cmシャーレよりも少なかったものについては、そ

の測定結果は成績の集計時に除外した。 BH-RSV (RAV-7)を

感染させた chr-C E Fから採取した培養液は、 C/BE CEFでのフ
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ォーカス数に較べて QEFでのフォーカス数は、 10-'かそれ以下であ

った。

chf'" C E Fから採取した培養液は、 C/BE CEFでのフォーカス

数に較べて QEFでのフォーカス数は、 1/15より少なくなることはな

かった。

第 6項 遺伝形質の異なる CEFでのワイルス増殖試験

使用した手順は、 chfの測定方法とほとんど同じである。 ニワトリ

胎児毎に調製したCEF細胞を培養した2枚のシャーレに、 4X10'フォ

ーカス形成単位(focus fonning unit， F F U )のBH-RS V (RA V-

7) を接種し、炭酸ガス培養器内に静置して培養した。 シャーレの細胞

培養液は毎日入れ替え、採取した培養上清は迅速に ・800C に凍らせた。

それぞ、れのシャーレの細胞は、適当な間隔で2枚のシャーレに継代した。

これらの採取した培養上清は、 10倍階段希釈をして、 Q/BC QE 

FとC/BE CEFでフォーカス数を測定した。

第4節実験結果

第 l項 gs ニワトリ系統の育成と gs抗原の遺伝的制御の確認、

いろいろな組み合わせの交配から得られたそれぞれのCEFについて、

gs抗原の有無を確認したところ、ほとんど、のニワトリ胎児に抗原が検出

された。 この試験データを、 ALSVのA~D亜群ワイルスに対する感

受性の違いで分類して示したのが、表4-1及び表4-3である。

まず、このニワトリ月台児の gs試験のデータ(表4-1)に基づき、

gs の特性を持ったW L一0ニワトリ系統のもととなるニワトリが選抜さ

れた。 つまり、表4-2に示す雄 52と雌 31である。
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表4-1 WL一0ニワト リ系統のための gs抗原スクリーニング

番雄号 番雌号 撃枯毘 推定遺伝子型 a)
陽性← /試験数 雄 雌

45 Gg 
17 2/2 gg 
19 2/5 gg 
20 5/8 gg 

46 Gg 
22 4/11 

法G言24 4/6 
25 8/11 
26 6/14 gg 

43 Gg 
31 2/4 

きも32 5/5 
35 2/2 GG 
39 212 GG 
53 13/15 Gg 

52 gg 
29 3/8 Gg 
30 3/8 Gg 
33 2/7 Qg 
34 2/6 Gg 

a)劣G性はをR表s抗す原。を発現する優性を表し、gは gs抗原を発現しない

表4-2 後代検定によるWL一0ニワト リ系統の gs抗原
遺伝子型の推定

親番号 F 1の 交配 gs抗原 推定

雄 雌 雌番号 雄 陽性数/試験数 遺伝子型

52 31 518 344 0121 gg 
529 0/5 gg 
530 0/13 gg 
550 0/11 gg 
556 0/8 gg 
562 0/18 gg 
582 0/3 gg 
1559 0/9 gg 
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また、 WL-Bニワトリ系統についても、前述のWL-Oニワトリ系

統と同様の考えで、ニワトリ胎児の gs試験のデータ(表4-3)に基づ

き、 gs←の特性を持ったWL-Bニワトリ系統のもとになるニワトリが選

抜された。 つまり、表4-4に示す雄 344と雌 229である。

表4-3 WL-Bニワ トリ系統のための gs抗原スクリーニング

雄 雌 ~抗原 雄 ~抗原 推定遺伝子型
番号 番号 陽性数/試験数 番号 陽性数/試験数 雄雌雄

344 gg 
227 0/7 NT gg 
228 0/2 NT gg 
229 0/7 NT 

gGg g 230 2/3 NT 
231 0/9 NT gg 
232 0/10 NT  gg 

344 gg 
346 Gg 

233 4111 15/23 Gg 
234 0110 12/25 

gGGg g B 235 4/8 17/23 
236 NT 14/19 
237 NT 12/21 gg 
238 0112 13/27 gg 

344 gg 
339 gg 

329 0/11 0/9 gg 
330 0/3 。/8

gGg G 331 NT 8/8 
332 NT 0/8 gg 
334 0/6 0/6 

gGGg B g 336 NT 114 
337 NT 3/7 
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表4-4 戻し交配によるWL-Bニワト リ系統の gs
抗原遺伝子型の推定

親番号 F 1の gs抗原 推定

雄雌 雌番号 陽性数/試験数 遺伝子型

344 gg 
229 gg 

1509 0/2 gg 
1525 0/5 gg 
1546 0/11 gg 
1586 0/21 gg 
4715 0/5 gg 
4731 0/8 gg 
4777 0/11 gg 
4783 0/3 gg 

これら gsーのニワトリの子孫について次の世代の胎児の gs抗原を試

験し ggの遺伝子型のみであることを確認した。 その成績が、 前掲の表

4-3及び表4-4である。 そして、さらに遺伝子の固定化を確実なも

のにするためそれぞれの系統で兄妹交配による選抜を行った。

こうして、 WL-Oニワトリ系統とWL-Bニワトリ系統の gs 鶏

群を確立した。 これらのニワトリ系統の gs抗原は、単一の常染色体上

の gs抗原発現が優性であるメンデルの法則に従う遺伝子座によって決定

されていたということをこれらの結果は示していた。 WL-Oニワトリ

系統のほとんどのCEF細胞培養は、選抜される以前はBH-RSV(R 

AV一0)に抵抗性であったが、選抜後はBH-RSV(RAV-O)に

感受性のあるニワトリ胎児の割合が大変多くなった。

第2項 gs ニワトリ系統における chf活性の遺伝的伝達

chf活性は、細胞性のgs抗原発現を除去した後でも、多くのCEF細
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胞培養に存在した。 そこで、 chtあるいは chiの特性だけを持つ亜

系を確立するために、 chf試験をニワトリ の各系統について実施した。

つまり、ニワトリ胎児問での chf活性の分離を、 WL一Oニワトリ系

統の雄番号 52、雌番号 31の両親の子孫と、 WL-Bニワトリ系統の 1

羽の雄と 2羽の雌の子孫について調べた。 まず、 WL一Oニワトリ系

統の l羽の雄の精液を、 11羽の雌に人工受精することによって得た成績

を表4-5に示した。

表4-5 WL一0鶏系統での chf活性の分離

雄 雌 chf活性 遺伝子型 の仮定

番号番号陽性数調験数 1 2 

533 h-h h+h+ 

582 0/12 h-h- H-H-

277 13/13 H+H+ h+h+ 

548 20/20 
562 16116 
3956 19/19 

276 7/13 H+ h I-r h + 
1459 8/12 
1559 3/10 
1582 13/31 
2436 8/12 
4720 3/8 

この表で日+あるいは h+は、 gs のニワトリでの chf陽性のこと

で、それぞれ優性あるいは劣性で、あることを仮定した遺伝子を表しており、
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一方、 rrあるいはh-は、 gs のニワトリでの chf陰性のことで、そ

れぞれ優性あるいは劣性であることを仮定した遺伝子を表している。

この雌番号 582の 12個のニワトリ胎児全部が chf陰性であり、雌

番号 562、277、548、3956のニワトリ胎児全部が chf陽性で、あった。

これらの結果は、番号 533の雄は劣性ホモの遺伝子を持ち、番号 582

あるいは他の 4羽の雌が、優性ホモの遺伝子をもっている、ということ

を示唆していた。 これらの遺伝子は、他の 6羽の雌では、得られた胎

児の約半分(42/86 )が chf陽性であるので、ヘテロになっているはずで

ある。 これらの結果から、我々は、 chfは l個のメンデルの法則に従う

遺伝子によって決定されていると仮定した。

こうして、 cht の性質が優性か劣性かを想定して、 2セットの遺伝

子型を仮定した(表4-5右側)。

これらのニワトリのうち何羽かについては、 chf活性の表現型は、毛

根細胞培養法で決めた。 得られた結果は、後代検定の結果と比較して、

これらのニワトリの遺伝子型を推定した。

劣性ホモであると推定された 533の雄は、 chi の表現型であった。

1459、1582、2436、4720の雌は、ヘテロでその表現型は cht であっ

た。 それ故、 cht は優位であると結論した。 また、 cht の特性は伴

性のもので、はなかった。 というのは、鳥類の雌の性染色体は、 20型で

あるからである。 これらのことより、表4-6の右端に示すように、日

は cht で優性(表4-5のH+)を表し、 h は chi で劣性(表4-

5のh-)を表す。
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後代検定と毛根細胞培養法による chf遺伝子型の推定表 4-6

推定

遺伝子型 a)

chf活性

表現型

雌

番号

雄

番号

ニワトリ

系統

h h 

h h 
Hh 

Hh  

Hh 

HH  

Hh  

+
+
+
+
十

286 

1459 

1582 

2436 

3956 

4720 

533 WL-O 

h h 

h h 

HH  or H h 

I-IH or H h 

Hh  

h h 

h h 

hh 

HH  or H h 

+
+
+
 

258 

269 

269 

269 

3902 

251 

262 

3930 

3998 

WL-B  

+ 

WL-Oニワ トリ系統で、の遺伝のパターンは、これら推定した遺伝子

型と何の矛盾も認めなかった (図4ー し 図4-2)。 図中に示した各

ニワトリの遺伝子型は後代検定によって推定した。 雌ニワトリの後代検

定は、遺伝子型が劣性ホモであると推定された雄ニワトリとの交配によっ

て行った。 図4-1は、 F1及び F2の遺伝パターンをまとめたもの

図4-2は、 1羽の雄 52番の子供の遺伝ノξターンをまとめたもので、
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である。

同じような家系図がWL-Bニワトリ系統についても作成でき(図は

省略)、 WL-Bニワトリ系統の chf遺伝子の遺伝パターンも、 WL-

Oニワトリ系統と全く同じである事がわかった。

P 52:舎)
31~) 

Hh Hh 

E 

F1533(ぢ 562~} 582(~) 1559(争
hh 

F2 

HH 

249 2870 
Hh Hh 

hh 

2084 2ωo 2880 
hh hh hh 

276 
Hh 

図4-1 WL一0ニワトリ系統での chf遺伝子の遺伝様式

(F 1及び F2の遺伝ノ号ターン)
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P 

Fl 

8ACK 
CROSSED 
m。儲NY

5a2(字)
hh 

図4-2 WL-Oニワトリ系統での chf遺伝子の遺伝様式
(戻し交配の遺伝ノ号ターン)

第 3項 chf遺伝子の発現によるALSVのE.9f群ワイルスに対

する感受性の抑制

ALSVのE亜群ウイルスに対するニワ トリ胎児の感受性を、 chf試

験用に調製した細胞培養の1部を利用して試験した。 その細胞培養に、

chi C/O C E F で 500~ IOOO 個/直径5cm、ンャーレのフォーカスを

作るよう に希釈した、 BH-RSV (RAV-O)を接種した。 すると、
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WL-Bニワトリ系統のすべての培養した細胞は、 chf活性に関係なく、

ALSVのBとE亜群ウイルスに抵抗性であった。 WL一0ニワトリ系

統では、 chiの胎児から得た倍養細胞は、 ALSVのE亜群ウイルスに

対して、ほとんどのものが QEF と閉じように感受性をもっていたが、

その一方で chtのニワトリ胎児から調製した培養細胞は抵抗性を示した

(表4-7)。 しかし、このBH-RSV (RAV一0) に対する抵抗

性は、 WL-Bニワトリ系統の抵抗性に比べると厳密なものではなかった。

すなわち、ある程度のフォーカス ( 1 ~ 85 F F U/直径 5cm、ンャーレ)

が、試験した cht細胞の約 25%に観察された。 これらの結果は、

この細胞が既知の ALSVのすべての亜群のウイルスに感受性であるの

で、 WL一Oニワトリ系統の ALSVに対するレセプターを決定する遣

伝子は、 aS a S b S b S c S c S e S e S (97)あるいは、 B亜群と E亜群のレ

セプターは 1対の遺伝子のみで決定される aS a S b s2 b s2 c S c S (31) で

あることを示唆している。 WL-Oニワトリ系統の chiの胎児は、 A

LSVのB.ilE群と E.ilE群ワイノレスに感受性であり、 gs抗原発現がないの

で、 bs1 遺伝子と言うよりは、 bs2遺伝子を持っていると考えられた。

WL-Bニワトリ系統のALSVに対するレセプターを決定する遺伝子

は、この細胞がALSVのB亜群と E亜群ワイルスに抵抗性であるので、

aSaSbfbf cS cS ef efあるいは、 aSaSbfbfcSCSであると考えら

れる。 WL一0ニワトリ系統とWL-Bニワトリ系統の交配(表4-7

の最下欄)によって、 bS (b s2) とeS遺伝子は、 bf c!:: e fに対して優性

であることも示されている (34，103) 0 chf遺伝子 (H)は、 gsの条

件下で上位性遺伝子 Ieと同じ役割を果たしているように思われた(100， 

103)。
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表4ー 7 WLー 0及びWし-Bニワトリ系統細胞での chf発現と E亜群

ワイ/レスに対する低抗性の関係

両親の祷号 細胞形質の ~ß の 番 号a)

邸主 雌 表現型 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

533 x 
582 chf活性

細胞抵抗性b) 。。。。。。。。。。
277 chf活性 + + + + + + 十 + + + 
細胞抵抗性 E E E E E E E E E E 

562 chf活性 + + + + + + + + + + 
細胞低抗性 E E E E E E E E E E 

3956 chf活性 + + + + + + + + + + 
細胞抵抗性 E E E E E E E E E E 

276 chf活性 + + + + + 
細胞抵抗性 。。E 。E 。E E E 。

1559 chf活性 + + + 
細胞低抗性 。E E 。。E 。。。。

1582 chf活性 + + + + + + + + 
細胞抵抗性 E E 。。E E E E E E 

344c)X 

4777 c) chf活性 + + + + + 
細胞抵抗性 BE BE BE BE BE BE BE BE BE BE 

533 X 
4777 chf活性
細胞抵抗性 。。。。。。。。。。

a)卵のgs抗原は、全例陰性であった。

b)ニワトリ白血病ウイルス亜群に対する細胞の抵抗性の表現型は以下のよう

に表す。

(E : C/Eのことで、 E!lE群に対してのみ抵抗性がある)

(0: C/Oのことで、全!lE;r，平に感受性がある)
(BE: C/BEのことで、B及び E!lE群に対 してのみ抵抗性がある)

c) No.344と No.4777は、 WL-B系統のニワトリである。
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第4項遺伝的に抑制された細胞でのchfの誘発

chf試験で 1m]のサンプルを接種したQEF細胞培養に、時々数個

のフォーカスが観察された。これらの細胞培養は chi として分類したが、

こう言った低レベルの chf発現は、さ らに調べておく必要を感じた。

そこで、我々はBH-RSV(RAV-7)を接種したCEFでの、B

H-RSV (RAV-7)の増殖と BH -R S V (chf)の出現を調べる

ことにした。 これらのウイルス増殖曲線を図4-3及び図4-4に示す。

chr に分類されたCEF培養で、 Bl-:I-RSV(RAV-7)とB

H -R S V (chf)は、接種後 5日聞は平行して増加し、その後は一定で

推移した(図4-3) 0 chi 細胞は、 1%のDMSOを含んだ培地で

培養した時に、感染後5日目から、 QEFに感染できる検出可能なワイル

スを産生し始めた。 このウイルスの力価は、 C/O CEFではBH

RSV (RAV-7)のレベルまで増加したが、C/BE CEFでは、

BH-RSV (RAV一7)よりはかなり低レベルで安定していた。 感

染した chi C/O C E Fが、 DMSO抜きの増殖培地で培養されると、

B H -R S V (chf)は感染後 10 ~ 1 1日までは出現せず、それから徐

々に増加した。 chi C/B E CE FがD.¥IlSO抜きで培養された時

は、 BH-RSV(RAV-7)の力価は、 DMSOを 1%含んだ培地

でのRSV(RAV-7)のカ価よりは 5~ 10倍低かったが、 QEF

でのフォーカスは感染後 17日目までは検出されず、検出されたBH-R

S V (chf)の力価は、 1%の DMSOを含んだ培地での BH-RSV

(RAV一7)感染後 10日目のBH -R S V (chf)の力価の約 1/1

00で、あった(図4-4) 0 chi C E Fでの chfの誘発は、多分BH

-RSV (RAV-7)の感染によって引き起こされたものであり、この

誘発はDMSOを培養液に添加することによって促進されたものと思われ

た。
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DAYS AFTER 11・FECTIO阿
図4-3 chf'" C E Fでの chfの発現

培養細胞にRSV(RAV-7)を接種 (T)し、図中に示した

(↓)のように適当な間隔で継代した。採取した検体は、 C/BE

CEFでRSV(RAV-7) (0)を測定し、 Q/BC QEF 

でRS V (chf) (・)を測定した。

A : C/E， gs一，chr CE F 

B : C / B E， gs -， chr C E F 
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図4-4 chi C E Fでの chf誘発におけるDMSOの影響

段初の感染、継代、検体の測定は図4-3の表示と同じで、培養細胞に

RSV (RAVー 7)を接種 (T)し、図中に示した(↓)ように適当な

間隔で継代した。係取した検体は、 C/BE CEFでRSV(RAVー 7)

(0)を測定し、 Q/BC QEFでRS V (chf) (・)を測定した。

RSV (RAv-7)を後種したCEFは、 l%DMSO人り (一一一一一一 )

あるいはDMSO抜き(一 一一)の培地で培養 した。

A : C/O， gs-， chf-C E F 

B: C/BE， gs一，chf-CEF 
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第5節考察

WEISS & PAYNE (151)は、 ReaseheathC 系統と I 系統のニワトリ

の交配では、 chf活性は常に gs遺伝子と一緒に遺伝していることを報告

していた。 しかしながら、データを見るといくつかのニワトリ胎児は、

gs抗原か chf活性のどちらかだけを発現していた。 WL-OとWL-

Bニワトリ系統においては、 chfの発現は gs抗原のない細胞でも観察さ

れ、 chfの発現は gs のE系においてメンデルの法則に従って遺伝してい

た。 また、 chf遺伝子(I-I)は、 WL-Oニワトリ系統でALSVのE

亜群ウイルスに対する感受性を妨害していた。 PAYNEet al. (103) は、

I系統と C 系統のニワトリの交配で、彼らが gs遺伝子と同じであると

み

なしていた 1e遺伝子の効果として、同様の抑制を報告していた。 chf

遺伝子の存在が、 WL一Oニワトリ系統の CEFを ALSVのEE!E群

ウイルスに対して抵抗性にし、逆に chf遺伝子のないことがこの系統の

CEF をALSVの E亜群ウイルスに対して感受性にした。 これらの

結果は、 gs抗原は、 WL-Oニワトリ系統のCEFをALSVのE亜群

ウイルスに対して抵抗性にするのに必要ではないことを示唆している。

chf活性は、 chfの発現が遺伝的に抑制されたWL-OとWL-Bニワ

トリ系統の細胞で、 BH-RS V (RA V-7)の長期間の感染によって

誘導された。 この観察された chf活性の誘発は、たぶん細胞からであ

ろうと恩われる。 なぜなら、接種に使ったウイルスストックは、QEF

でフォーカスを作ることのできる以上に高い希釈をしているからである。

この chf活性の誘発は 1%のDMSOを培地に添加することによって

促進された。 BI-I-RS V (RA V-7)を感染させる前にDMSOで

細胞を処理した場合は、 gs-chi C / 0 C E Fでは、わずかにBH-

R S V (chf)の産生が増加したが、 gs-chi C / B E C E Fでは、 B
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H-R S V (chf)の産生に影響はなかった。 DMSO単独での処理に

ついては、さらに研究の必要があると思われる。 gs-chi の亜系であ

るWL-Oニワトリ系統とWL-Bニワトリ系統の胎児の chf活性の誘

発についての解析をすることによって、正常なものと遺伝的に抑制された

CEFでの内在性ウイルス遺伝子の存在様式にさらに知見が加わるであろ

うと考えられる (15，131，140，149)。

そのうち、 gs抗原と chf活性が 1個の遺伝子座で制御されているか数

個の遺伝子座で制御されているかについての解析結果については、次の章

で述べる。
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第5章: 鶏白血病内在性ウイノレス及びそれに対する

細胞表面レセプターの鶏染色体上における遺

伝子座連鎖について後代検定による解析

第 1節要旨

WL一0ニワトリ系統、 WL-Bニワトリ系統及び内在性ウイルス遺

伝子の部分発現のある個体群の 3群を用いて、内在性ウイルス遺伝子と細

胞表面レセプター遺伝子が鶏染色体上でどういう位置関係にあるのかを後

代検定法を用いて調査した。

その結果、 gs抗原と chf活性の分離比はそれぞれの遺伝子座が同一染

色体上にある場合の期待値に近かったので、少なくとも一対の gag遺伝

子と env遺伝子が同一染色体上にあるものと結論した。そして、これら

の遺伝子は、 ev-3遺伝子座の Gsと gsの対立遺伝子と同じであろうと推

定した。

一方、 ALSVのB3E群ウイノレスに対する細胞の感受性と、 gs抗原及

び chf活性の分離比については、両座位が独立の場合の期待分離比に近

いので、 ALSVの s3E群ワイルスに対する細胞のレセプター遺伝子座

とこの内在性ウイルス遺伝子座とは異なる染色体上にあるものと推測され

た。
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第2節序論

ニワトリの培養細胞を薬剤で処理したり(109)、ある種のウイルスが

感染したり(147)すると、外来性の感染がなくとも新しいウイルスが出て

くる。 この様なウイルスは、レトロワイルスの中のALSV群に分類さ

れる(51，149)。 正常なニワトリの染色体上には、これらのワイルスに共

通な遺伝子 gag，pol及び envの他に、発ガン遺伝子 src， yes及び erb

B 等も存在することが認められている (23，25，127， 128， 129， 130)。

しかしながら、細胞のウイルス感受性遺伝子座連鎖に関する研究 (96，99，

102)はあるが、これらの内在性ウイルス遺伝子とウイルスに対する感受

性を決める細胞表面レセプター遺伝子との連鎖関係については十分な研究

がなされていなし、。 そこで、我々の維持している鶏群について、その遺

伝的形質をさらに明らかにして有用な実験動物とするために、ニワトリ白

血病内在性ウイノレス遺伝子の連鎖と同定、更にこのニワトリ白血病内在性

ウイルス遺伝子と細胞表面レセプター遺伝子の連鎖関係の解析をおこなっ

fこ。

第3節材料と方法

第 1項試験鶏群

SPF鶏は、ホルマリン滅菌したビニールアイソレーター内で、蒸気

滅菌した飼料と水を自由に摂取させて飼育し、 SPF鶏群の規格(表2-

1 )に合格した鶏群である。 このSPF鶏群の中に、 gag遺伝子産物の

gs抗原及び env遺伝子産物の chf活性をもたない劣性ホモ (遺伝子型

g g h h )に固定し、 ALSVのA、B、C及びE!IE群に感受性をもつよ

う選抜された鶏群 (WL-Oニワトリ系統)と、A!IE群及びC亜群のみに
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感受性をもつよう選抜された鶏群 (WL-Bニワトリ系統)がし、る。

実際に試験に用いたのは、表 5-1に示す上記の2系統と、遺伝子保存

用に維持していた閉鎖集団である。

第2項 ワイルス及び感受性試験

供試ウイルスは、表 5-2に示したニワ トリ白血病ワイルス及びニワ

トリ肉腫ウイルスである。 これらのウイルスは、大阪大学微生物病研究

所腫蕩ウイルス部門から分与されたものを継代したものである。

表 5-2 使用したウイルス株の分類

亜群 鶏白血病ウイルス 鶏肉腫ウイノレスa)

A RAV-l RSV (RAV-l) 

B RAV-2 RSV (RAV-2) 

C RAV-7 RSV (RAV-7) 

D SR-RSV-D 

E RAV-O RSV (RAV-O) 

a) D群の肉腫ワイルスは、 Sc旧 HDT-RUPPlN株である。

他の肉腫ウイルスは、 BRYAN high titer株の pseudotyp巴

ワイノレスである。

これら各亜群のウイ/レスを、特定の組み合わせから得られたSPF種

卵のニワトリ胎児線維芽細胞 (CE F)に接種し、フォーカス形成の有無

でSPF種卵の感受性 (宿主域)(144)を調べた。 A，B， C， D及び

E全群のウイルスに感受性があれば、 C/oと表記し、 B，D及びE群に
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抵抗性であればB群とD群の感受性は平行して変化するのでC/BEと表

記する。 また、ウイルスに対する細胞表面のレセプター遺伝子は、各E

群ごとに感受性が優性、抵抗性が劣性の 1対の遺伝子を持つ遺伝子座の組

み合わせで示される。

第 3項 gs抗原試験法

ゼラチン ベロナール緩衝液を用いて、試験鶏聞の交配によって得た

10日齢ニワトリ胎児肝臓の 50%乳剤を調製し (2)、検体とした。

検出方法は、 SR-RSV-Dウイルス株を鳩に接種し、大きな腫蕩が形

成された後、その腫蕩が退縮した鳩の血清から得た抗 gs血清を用いる補

体結合反応 (COFAL試験)(115，117)である。

第4項 chf試験法

chfの検体は、試験鶏の交配より得られた受精卵を 10日間鮮卵し、

そのCEF細胞を培養して、 BH-RSV(RAV一7)を感染させ、 3

日後に採取した細胞培養上清である。 その検体中のRS V (chf)の有

無によって陽性 ・陰性の判定をした。 試験の方法は WEISSet al. (150) ， 

豊島ら (133)によった。

第4節実験結果

第1項遺伝子保存群の遺伝子型の推定

遺伝子保存群 7羽の雌とWL-Oニワトリ系統の雄との交配によって

得た、 10日齢ニワトリ胎児の肝臓の gs抗原を調べると、個体によって

異なった陽性 ・陰性の分離が見られた。 表4-2に示す如く、 WL-O

ニワトリ系統雄の gag遺伝子はggに固定しているので、 gs陽性数と陰
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性数の出現割合から、遺伝子保存群の雌の遺伝子型は3種類 (GG，Gg， 

g g)が考えられ、特に全例が gs陽性であった E308と E309 は GG

ホモであると推定された。

この E308と E309には、 WL一0ニワトリ系統及びWL-Bニワトリ

系統の雄とそれぞれ交配して得られたFlがし、た。 これらのFlは、表

5 - 1 に示すように、 W L一0ニワトリ系統及び WL-Bニワトリ系統

の遺伝子型が gg h h であるので、表現型は gs抗原陽性であるが、遺

伝子型はヘテロ (Gg)のはずである。 また chfに関しては母親の E3

08及び E309の遺伝子型が不明のため、表現型は特定できないが、少な

くともW L一0ニワトリ系統及びWL-Bニワトリ系統由来の劣性遺伝子

h を待っているはずである。

第 2項後代検定による遺伝子連鎖の推定

これらのFlをWL-B系統の雄と交配し、その交雑ニワトリ胎児に

ついて、 gs抗原、 chf活性及びウイルスに対する感受性を調べた。

gs抗原と chf活性については表5-3に示すように gピchr及び

gs-chiの胎児が圧倒的に多く、ほぼ 1 1の比率であった。 更に、

集計した結果でも同じ傾向を示した。 この結果は、gag及ひ・ env両座

位が独立の場合の期待分離比、1 1 1・1とは明らかに異なり、 両座

位は同一染色体上にあるものと推測された。 これを既知の ev-lから

ev・22までの遺伝子座の性質 (6，7， 24， 58)と比較すると、 gs+ chr-の表現

型は、 ev-3遺伝子座の Gs 遺伝子にのみコードされているので、これ

と同じであろうと推定した。 しかしながら、 gs+chi及び gs-chr-の

個体も少数ながら存在する(2.6%， 6.6% )ことは、この相同染色体の交差

組み替えが起こっているか、あるいは、この 1対の遺伝子以外に gag遺

伝子、または env遺伝子が単独に存在する (127)ことを示唆している。

6 8 



表5-3 後代検定による gag遺伝子、 env遺伝子の推定

gs， chfの表現型
鶏番号 g子ag座遺の伝推子定座違と四v遺+ + 伝 遺伝子型gs gs gs gs 

chf'" chi chf'" chi 

1294 12a) 。2 11 GgHh 

1 314 16 。 16 GgHh 

1310 29 8 35 GgHh 

1349 23 3 2 15 GgHh 

1420 9 。 12 GgHh 

合計 89 5 13 89 

a)胎児数

次に、 tv-b遺伝子座と ev-3遺伝子座の連鎖関係を調べるために、 W

L-Bニワトリ系統の雄を用いた後代検定により、宿主域の分離と ev司3

遺伝子の発現を比較した(表5-4)。 まずWL-Bニワトリ系統との

Fl雌 (1294，1314)の交配については宿主域はC/Bに固定し、 gs+ chf'" 

とgs chiの割合が 1 1 の分離を示した。

しかし、 WL-uニワトリ系統とのFl雌 (1310，1349， 1420)の交配

については、宿主域のC/uとC/Bの割合がほぼ 1: 1 の分離を示し、

それぞれの中で、 gs+ chf'"と gs-chiの割合もほぼ 1: 1 の分離を示

した。 つまり、この結果は、 tvゐ及び ev-3両座位が独立の場合の期待

分離比の 1 1: 1 1 に近く、両座位は異なる常染色体上にあるもの

と推測された。
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表 5-4 後代検定による tv-b遺伝子、 ev遺伝子の推定

宿主域 C/o C/B tv-b遺伝子座と

鶏番号 ev遺伝子座の

巴vの発現: EEhS + F cghs f ehr c~ト
推定遺伝子型

1294 。a) 。 11 11 b
f 
b
f 
GH/g h 

1314 。 。 15 15 b
f b f G 1-1/ g h 

。 。 26 26 
lEk3きnまt

L一一」。 52 

1310 14 20 12 14 bs b f G H/  g h 

1349 7 8 12 7 bS b f G H/  g h 

1420 2 6 8 bS b f GH/g h 

23 29 30 29 
ぷ仁〉コ、三ロt

L一一」
52 59 

a)胎児数

第5節考察

WL一Oニワトリ系統、 WL-Bニワトリ系統及び内在性ウイルス遺

伝子の部分発現のある個体群においては、 gs抗原と chf活性の分離比は

それぞれの遺伝子座が同一染色体上にある場合の期待値に近かったので、
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gag遺伝子座と env遺伝子座は密接に連鎖しており、巴v・3遺伝子座のGs

とgsの対立遺伝子と同じであろうと推定できた。

一方、 ALSVのB亜群ウイルスに対する細胞の感受性と、 gs抗原

及び chf活性の分離比については、両座位が独立の場合の期待分離比に

近いので、 ALSVのB3Ii群ウイルスに対する細胞のレセプター遺伝子座

(tv-b遺伝子座)とこの内在性ワイルス遺伝子座 (ev-3遺伝子座)とは

異なる染色体上にあるものと推測された。

そして、現在では、生ワクチン製造用原料として、 WL-Oニワトリ

系統、 WL-Bニワトリ系統及びそれらの交雑群が生産する SPF種卵を

用い、内在性ウイルス遺伝子の発現していない細胞を利用することができ

るようになっている。
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第6章総括

生ワクチン製造のための SPFニワトリ群のALSV検査の簡便化と

さらなる浄化をするための基礎知見を得ることを目的として、 ALSV抗

体のELISA価測定と、内在性ウイルスの部分発現である gsと chfに

ついて検討し、以下の成績を得た。

SPFニワトリのトリ白血病ウイルス抗体監視システムへの、マイク

ロプレートを用いた酵素抗体法の応用の可能性を検討して、 ALSVのB

亜群抗原を固相化し、感染鶏血清を標準血清とする抗体価算出方法を確立

した。

SN、FAを加えて抗体価の推移を較べELISA、FAでは主とし

て gs抗体を、 SNは亜群特異抗体を検出している事を示した。 そして、

この方法 (ELISA)での抗原抗体反応系で検出している gs抗体を産

生する抗原成分として、 P2 7、gp 8 5、p1 5が確認され、その抗体

誘導能力の強さ(認識され易さ)は、 p27>gp85>p15である事

を明らかにした。

ALSV抗体測定における ELISA、SN、FAの検出感度を比較

し、 ELISAはSNの約 10倍、 FAはSNとほぼ同感度であることを

明らかにした。

ALSVの抗原と交差反応する細胞性の gs抗原と、 ALSVの感受

性を変化させ、 chf活性についてその遺伝様式を検討して、どちらも単純

なメンデ、ルの法則に従った常染色体上の優性遺伝子支配であることを示し

た。

さらに、 chf活性の細胞への影響として、 ALSVのE亜群ウイノレス

に対する感受性を持つニワトリ系統においては、その存在がニワトリ胎児

線維芽細胞の感受性を阻害したが、元々感受性のない系統の細胞には影響
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を及ぼさない事を明らかにした。また chf活性は RSV (RAV-7) 

感染下でDMSOによって、長期間培養された細胞からの誘導が促進され

ることを示した。

系統保存しているニワトリ及び gs抗原、 chf活性の発現しているニ

ワトリ群の交配によって、 gs抗原、 chf活性を支配する遺伝子が同一染色

体上にありすでに異なるニワトリ系統で報告されている ev-3遺伝子座の

1対の対立遺伝子と同じものであろうと推定した。

一方、 ALSVのB亜群ウイルスに対する細胞のレセプター遺伝子座

と、この内在性ウイルス遺伝子座とは異なる染色体上にあることを示唆し

た。

以上の結果より、 SPF検査項目の 1つで、あり、ニワトリで発癌性の

示されている ALSVの検査方法の改良と、さらに進んで、外来性の病原

体のみならず内在性ウイルスとして発現される可能性のある、細胞に組み

込まれたワイルス遺伝子発現産物についても排除できたものと思われる。

ワクチンウイルス以外のウイノレスがワクチンの製品に混入する事は、

非加熱血液製剤のHIV混入の例にもあるように、製品の安全性という点

からも厳に回避されていなければならない問題である。 そこで、本著で

述べたごとく高品質の SPFニワトリの得られたことは、このSPF種卵

を用いて生産されるワクチンの安全性保証の点からも意義深いものと考え

ている。
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