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ブロイラーひなの卵黄嚢上皮細胞に感染性を示す

トリアデノウイルス感染症

福岡寛之・佐々木 淳・岡田幸助・川崎武志1)・御領政信T

岩手大学農学部獣医病理学研究室，干020-8550盛岡市上回3-18-8
。人と鳥の健康研究所，干099-3119北海道網走市鱒浦2ー7-1

要約

死亡率の上昇とともに剖検時に肝臓の腫大・退色および大きな卵黄嚢の遺残が認められた 16日齢ブ
ロイラーひなにおいて，病理組織学的に封入体肝炎の他に卵黄嚢上皮細胞に好塩基性核内封入体が形成

されていた。死亡鶏の凍結肝臓より作製した肝乳剤を鶏腎細胞に接種したところ，好塩基性核内封入体

を形成するウイルス (8754株， 8755株)が分離され， 3代継代したのち， Line-M系由来の SPF初生ひ
なを用いて再現実験を行った。接種後6日目で全ひなが死亡し，肉限的に肝臓では腫大・脆弱化および

点状出血が認められた。病理組織学的に肝臓，卵黄嚢，謄臓，十二指腸粘膜上皮細胞において核内封入

体の形成が認められた。肝臓の電子顕微鏡観察では，肝細胞の核内に直径約70-80nmの結品状配列を
するウイルス粒子がみられ， 8754株に対する鶏血清を用いた間接蛍光抗体法では，肝臓および卵黄嚢に
形成された核内封入体に一致して黄緑色の蛍光が観察された。以上の所見より，卵黄嚢上皮細胞がトリ

アデノウイルスの標的細胞となりえることが初めて証明された。

キーワード:卜リアデノウイルス，封入体肝炎，卵黄嚢
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封入体肝炎inclusionbody hepatitis (IBH)は主に3-

7週齢のブロイラーに発生する致死率10-30%の急性

感染症である 11)。肉眼的には肝臓の腫大，脆弱化および

点状出血が認められ，病理組織学的には肝臓における核

内封入体の形成を伴う壊死性肝炎を特徴とする 11)。病変

部からはトリアデノウイルスが分離され，接種実験によ

り野外発生例と類似した肝臓病変が再現されるものの，

再現実験は容易ではなく，伝染性ファブリキウス嚢病ウ

イルスや鶏貧血ウイルスなどに起因する免疫抑制あるい

は様々な病原体との混合感染がアデノウイルスの病原性

を強めるという報告もある4，5，7，22)。

アデノウイルスは2本鎖直鎖状の DNAウイルスであ

り，カプシドは正二十面体をした直径70-90nmの球形

粒子で，エンベロープは有していなl，lI)。 トリアデノウ

イルスはその抗原性や遺伝子構造の特徴からグループ

1， 11およびEに大別される。グループ Iトリアデノウ

イルスでは IBHの他に筋胃びらん2，17ー19)や心膜水腫症候
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群1，3，6，8，13-15)および壊死性解炎16，20，23)といった多様な病態

が報告されており，このほかにも産卵低下，増体抑制お

よび呼吸器症状の一因としても考えられている 11)。近年

では 3週齢以下の若齢のブ、ロイラーにおけるトリアデ

ノウイルス感染の報告が散見されている2，7，10，21)。

今回，野外のある若齢ブロイラー鶏群における封入体

肝炎発症例において，卵黄嚢上皮細胞における核内封入

体形成のみられる症例に遭遇し，病理学的に検索を行う

とともにウイルスの分離・同定を行い，さらに分離ウイ

ルスを用いた再現実験を行った。

材料と方法

1. 野外例の病歴

同一瞬化場からひなを導入していた養鶏場 A，Bにお

いて 1-2週齢鶏ひなの死亡率が最大で約0，05%まで上

昇し，剖検時には肝臓の腫大・退色と大きな遺残した卵

黄嚢が認められた。 A養鶏場の死亡鶏ひな l羽 (16日

齢)の諸臓器パラフィンブ、ロックからヘマトキシリン・

エオジン (HE)染色標本を作製し，組織学的に検索し

た。 B養鶏場の死亡鶏ひな 2羽の凍結肝臓はウイルス分

離材料として用いた。
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2. 後種材料の調整

野外死亡f9i12羽の凍結sl:臓材料は，ガラスホモゲナイ

ザーにて 10%肝乳剤を作担.その遠心上前 (3，000rpm， 

10分間)を分離材料としてmいた。
3 ウイルス分離方法

当研究室で維持している P2 系 SPF ~山米行制卵を鱗

化し，そのDJ生ひなから'Ff臓を探材，鶏'Ff(CK)細胞を

作製した。 世1~1道的に採材した腎臓から細胞浮遊j伎を 1 0%

牛11台子JfllIl'UJIIイーグル MEMJjy地で調整した後 (5X 105 

細胞Iml)，60mmシャーレに人れ， 370C， 5% bi{自主ガス

濃度環境下で培1fiした。 72 時間後に主主心乳~I I二h?を CK

細胞に後初し，細胞変性効果 (CPE)が発現した4日から

6 日後にr，~1fi 1ゴi?を採取した。 2 症例の分間~ til'jをそれ

ぞれ8754株， 8755株と命名し，分雌ウイルスのウイルス

価を高めるため3代継代した。また， カパースリップ構

養を行い，ウイルス接椅後41'1および6n後にカパース
リップを凶収し，プアン固定後HE染色を施した。

ウイルス仰iを求めるために3代目ウイルスを 10倍段

階希釈後， 0.1 mlずつCK細胞に接紐， CPEが発現した

ものを脳性とし，ウイルス価をiJllI定したところ同株とも

に105TCID却10.1mlであった。

4 感染実験

市販の SPF有精卵 (Line-M系 EI生研)を附入し，

研究室にて瞬化した初生ひな35羽を用いた。3代目

8754株および8755株を0.1ml (I05TCID50/0.1 ml)ずつ

各15羽に大腿部筋肉内接事fiし，死亡したものを随時剖

検した。 ポ接種対照群:5羽は 4日日に 2;T]， 6日目に3

羽ずつ削検に供した。

5 病理組織学的検索

感染実験l洋の主姿臓器，卵i町袋およびフ ァブリキウス
袋 (F褒)を採材後， 10%ホルマリン液で固定し，定法に

従いパラフィン包樫プロックを作製した。感染実験l伴の

パラフィン包耳IIブロックと送付された野外例のIIfl胤 l搾

臓IsJ;/，((， 卵此鑓，肺および心臓のパラフィン包開ブロッ
クをミクロトームを用いて4μmに薄切し， HE染色を施

した。

6. 間接蛍光抗体法

8754株を媛紐したSPF初生ひなの肝臓と卵政裂のパラ

フィン包坦!プロックおよびアセトン固定後の8754株接極

CK細胞のカパースリップからトリアデノウイルス抗原の

検出を行った。一次抗体には， 10日齢の SPFおひなに

8754株を筋|土日付接極し， 2.i!M1-Iに採取したJulil'lを10-100

倍に希釈してmいた。二次抗体にはFITC原識ウサギ抗鵡
IgG血m(lCN Pharmaceuticals， Inc.， USA)を100倍希
釈で用いた。

7 電子顕微鏡的検索

感染実験にて採材したホルマリン同定後の肝臓組織か

ら~しfE子顕微鏡1必然を行った。 ホルマリン固定材料を l

mm角に細切し，PBSで洗浄後， 5%グルタールアルデヒ

ト.でIjij固定し， 196オスミウム酸で後同定した。定法に従

い，エポン821で包内し，ウルトラミクロトームにて 100

nmの超薄切片を作裂した。酢酸ウラニル ・鉛の"":'if!染色

を施し，透過型屯チ顕微鏡 (H・800，n立)にて観終した。
また，ウイルス般Hi.CK細胞の府議・|二消を 15，0001"1伝

で60分rm，超泌心し，その上hYをfr}ひ:18，000回転で3

時fm，さらにそのち1:洗を 18，000凶転で90分間の超法心

を行った。説;溢はぷ留水で希・釈後，支持政を強ったグ

リッドメッシュ |二にのせ， リンタングステン酸による

Negative染色を地し，透過型fGチ以微鏡で鰻然した。

成 績

1. 野外例の病理組織学的所見

肝細胞， 1搾臓腺房副1111包，十二指j防本lill失ヒ皮細胞および

卵;Ii.'護ヒ皮細胞において，伎の膨化および好忠Mtl:を2

する核内封入体の形成が認められた。f車内封入体はハ

ローを形成するもの，矧枝状を呈するものおよび骸全体

を内めるものなど多隙な形態が認められた。卵貨畿では

封人体を有した)1.11自信 1" .1支が内J~に遊附している像がl放』よ

された。肝臓 ・ )降臓実質および卜二桁J1jH~ïl~にはft.)~f般

球の以潤および.t:Ii死巣がみられ， Jlf炎，勝炎，脇炎を~

していた。その他の所見として， JJf臓では肝細胞細胞質

の宅II包化，卵1IH援では回有!百における偽好酸球のi:J.澗お

写J'.iJ. ウイルス後極後5日UのCK細胞。HE
染色， Bar=30μm。

CK細胞の肢体jに好JJ，;[J主n封入体の形成
(矢印)が泌められる。封人体は!j!Jit立状，
ハローの形成がみられ， あるいは絞会j或

は邸JJ;tl:を宅している。
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よぴ肉芽組織の1羽生が認められた。 多数認められ，肝臓における封人体同線，多彩な形態が

2 ウイルス接種CK細胞の細胞学的所見 みられた (写真4)。封入体を有する上皮細胞の中には脱

実体顕微鏡下において，分荷量ウイルス接積後 31111か 訴して内肢に遊離しているものも多く認められたが，炎

らCK細胞の円形化が認められ，カパースリ ップの IIE 症反応はほとんど認められなかった。

染色標本では CK 細胞の絞内に多数の好広)~t.:t.N人体が JI平織では腺房細胞に好温基tt骸内封人体の形成が多数
形成 (写真 1)されていた。核内封入体はハロー形成，rJi 認められ，広範な壊死および偽好酸球の以・澗が認められ

粒状もしくは核全体の好塩基性化といった多様な形態を た。また，日平臓間質の線維化も認められた。

屯していた。継代を重ねるにつれ，観察される対人体の 卜二指腸粘膜上皮においても好瓜必性依内封人体が認

数はm加した。 められた。粘JI史上皮は綾死し， '1"¥')陀にj泌総.しているもの

3 分離ウイルスを用いた感染実験 も多くみられた。粘版図有!凶では炎山性制胞以i聞がしば

8754株および8755株接種群のひなは， ウイルス媛純 しば認められた。

後2日nより沈うつ症状が認められ 3日後からは座り JI中臓では， リンパ総胞の消失， リンパ球の脱泌，納網

込み後勢が多くみられた。両鶏群は接極後4LI LIに段も 細胞の明際化およびマクロフ ァ ージの出~Æ~:なら」測が認め

死亡事が尚く， 6日間ですべて死亡 した (ぷ 1)。

l対l眼的に，肝臓では軽度から重度の出血病変を伴うH竜

太 .J陀~I)化が認められた (写真 2)。 ほぽ全自白lで肺臓のi邑

色がみられたが，萎縮は認められなかった。卵此裂のill

fJtは，ぷ2に示すように接碕群および対!!制作ともに例i本

によりばらつきがみられた。

病.Ell組織学的には肝臓，卵黄嚢， J洋臓，JI持粘l瓜， JI中臓

およびF裂において病変が認められた。肝臓では， JIF紺|

胞における絞内封人体の形成(写真3)が広範に認めら

れた。伎が，E'i行細川包の 2i音ほどに膨化し， 全体が灯・瓜)I~

n均一に染まる封人体が多く認められたが，ハロー形成
および頼粒状を呈する封入体もしばしばみられた。 偽~f

~球やリンパ球といった炎症性細胞の以il到は非常に絞i敢

なものから中根度のものまで様々であり，肝細胞の!iJJi:(E

1ft峻死もしくは多発性の巣状壊死が認められた。細胞質

が:1::JY.1状に変性した肝細胞は，両接種l洋の肝臓全岐に認

められた。うっJf[は軽度から中程度に22められ， Jlfluの

I悦生もみられた。

卵JA<滋では，卵黄嚢上皮細胞に好庖基性核l人j対人体が

写真 2. 8754株接種後3日Uの死亡泊。
開腹時，肝臓は服大し， .'~~k :t\l(ll (矢印)
が認められる。

表 l 接事IH炎の死亡羽数および臓;伐における組織病変

{安積 接日積数後 肝臓 卵.N人!W鎚体 封Jl事人)織体
卜二指ヒl皮M粘膜 Jl~!J蹴 F l球1'4 

ウイjレス 死亡羽数 封人体
封入1-$: リンパ球J~泌 Mの以前I 1)ンパ Jl党総

8754株 3 1:1 1/1 本 * 牢

4 rI 9 9/9 9/9 9/9 8/8・ 7/7・ 7/7・ 8/8構

5 rI 4/4 4/4 3/3* 3/3・ 4/4 4/4 4/4 

6口 1/1 1/1 * 本 1/1 1/1 1/1 

8755妹 4円 10 10/10 9/9・ 8/8・ 8/8・ 10/10 10/10 9/9・
5日 3 3/3 2/2・ 3/3 2/2* 3/3 3/3 1/1・
6 R 2 2/2 * * * 2/2 2/2 1/1・

*.死後変化が点j支なため，封入{本のイ子イEがu(u，!.2.できない， 一 :M係材， l¥lの・マクロフ 7ージ
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ぷ 2. 感染実験l洋における死亡践の干均j蹴総 if(j~tおよび体重比

lr'f. m紋および比 4F11I 5 rI 11 6日日

8754妹 体重 (g) 32.4:t 2.00' 33.1:t2.66 27.9 

接種lr'f. 肝臓 (g) 2. 08:t0 .18 

肝臓/体重 6.4% 

卵黄嚢 (g) 0.9:t0.01 
N数帥 N=9 

8755株 体重 (g) 34. 5:t2. 23 

接顧問 肝臓 (g) 2.02土0.28

JJf臓/体重 5.8% 

卵黄滋 (g) 1.66:t 1.01 

N数 N=10 

対!mrf. 体重 (g) 43.3:1=3.39 

肝臓 (g) 1.95:1=0.35 

肝臓/j本車・ 4.5% 

卵黄袋 (g) 0.5:1=0.28 

N数 N=2 

-可~ßJ :t係機偏差 .. N数:検1't;tJ数

写真 3. 8754株後顧後4日日の肝臓。HE染色，

Bar=30μm。
肝細胞の伎は腕大し，核内に新粒状，ハ

ロー形成もしくは骸全域がM塩Mtl:に染
まる封人体 (矢印)が認められる。JliJ聞

のJJf細胞の細胞質は笠胞状を呈している。

られた。 F裂では， i慮JJ包の縮小， リンパ球の減少および

峻死が認められた。その他の臓探では若変lま認められな

かっt:.。

オミ接積対照群ではほとんど異常は認められなかった。

4. 電子顕微鏡的検索

ホルマリン固定JJ干臓組織の戻し屯子顕微鏡側担保では，

JJI判胞の核内に結，r.'，~犬に配列したウイルス粒チのUWiと

2 .5:t0. 22 2.5 

7.696 9.0% 

0.85土0.24 0.20 

N竺 4 N=1 

31.1:t1.46 30.55土3.04

2.23:t0.06 2.55:1=0.35 

7.2% 8.6% 

1.03:1=0.31 0.7土0.14

N竺 3 N=2 

52.7:t3.46 

2. 67:t0. 56 

5.3% 

0.37:t0.21 

N=3 

写真 4. 8754株接積後4日目の卵災・議。HE染色，

Bar=50μm。
l付肢に乳頭状に突出した卵JIi・滋上皮細胞

の倣ー!λlに好復基セt封人体の形成が認めら
れる。

高TE子密度物質 (写:n5)が認められた。ウイルス粒チ

は，直径約70-80nm，円形から六角形を呈し，コアとカ

プシド (写真6)から形成されていた。コアの電子密度が

低い未成熟な粒チからむ子密度の，.弘、成熟枝子が認めら

れた。細胞質|λlにウイルス粒子の集積が認められる肝細

胞もみられた。Negative染色像では多角形を呈する約

70nmのウイルス粒チが少数認められた。
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写真 5. 8754 株接純後 4 日 目の肝臓の~üf顕微鏡
写点。酢酸ウラニル ・鉛二ill染色， Bar 
= 1，000 nm。
JJF制11胞の核|付に，結lilt状配ダIJをしたウイ
ルス佐子の集積が認められる。

写n:6. 写n16の。;百倍像。酢酸ウラニル ・鉛二重
染色， Bar= 100 nm。

円形から正六角形を呈したl立筏約70-80

nm のウイルス粒子が結Irl~~kに配列して
L、る。

5. 間接蛍光抗体法

8754株に対するi!l1(lltI1jを用いた間俊蛍光抗体法では，

CK細胞のt車内に形成された封人体に一致して』古緑色を

呈する陽性反応が認められた。同様に， 8754株媛種憩ひ

なでも肝細IJIJ包および卵黄嚢上皮細胞 (写真 7)に形成さ

れた後内封人体に一致して，JfI.緑色を呈する防性反応が

認められた。

第 46巻 2010 年

写J17. 8754株接種群の初生ひなの卵黄嚢組織。 1m
接蛍光抗体法。

卵黄嚢上皮細胞の核内に形成された封人体に

一致して黄緑色の陽性反応が認められる。

考 察

今回検索した野外死亡例では，肝臓の出血と大きな泣

伐した卵黄裂が特徴病変であり，組織学的に封入体肝炎

および卵貨獲，勝臓!腺房細胞，脇粘膜と皮細胞における

核i人l封人体の形成が認められた。これらの所見から トリ

アデノウイルス感染症と診断されるものであった。

分雌ウイルスを用いた緩.foJi災験では，野外伊!と同様の

病変がIr}:現された。死亡事は接純後4日目でピークとな

り，肉l阪がjに肝臓は腫大・脆弱化し，機々な程度でびi慢

性:I:lUllが認められ， トリアデノウイルス感染症の病態川

と一致していた。接種後411 IJの両mと対照群の体il!お
よびJHニj臓/体重比の比較では，接狗1洋において増体抑制

とJJFI.脳/体iJl比の増加がみられ，過去の報告と一致して

いた川。 感染実験で主に，認められた病変は，封入体JJf炎

および.l;}J9E性封入{本勝炎であり，その屯症度からこれら

の病変が死亡の主な原因と思われた。

.l1'i1監bl'J'の超法心建物のNegative染色ならびにホル

マリン 1;I~íË肝臓組織からの戻し也子顕微鏡観察では，形

態学的にアデノウイルスと一致したウイルス粒子1けが

認められた。

H'J按蛍光抗体法では，JJf細胞および卵黄盤上皮細胞の
核内封人体に一致して黄緑色の防tJ:反応が認められ，こ

れらよす人体が向ーの病原体によるものであることが示さ

れた。以上の結果から，4i:1i埼JJ;!f本はアデノウイルスであ
り，その病態はこれまでの報告文献川とほぼ同様の級相

であることが示された。また，卵j1裂病変がトリアデノ

ウイルス感染症の病変の lつであることが示された。

卜リアデノウイルスは多臓23に第四l性をもち，核内封
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人体を形成することが知られている11)。検索した限り，

肝紛胞， I1平臓11康房細胞，筋fj上皮主IIlIJ包， 11京将腺細胞， IJ易

粘膜 l'皮細1111包，野j践の尿細管細胞， F護 l二皮空1:総統j細胞，

IW ・吉I1誌編桃リンパ湘j包の納言~J細胞，気管j二皮おIIIJ包など

において妓内封人体の形成が報告されているS.!1.11.1.¥)が，

卵黄土裂における封人体形成は現住までのところ報告がな

L 、。したがって，本研究で分離されたウイルス 2株は，

卵黄潔上皮細胞にも親和性を持つアテ'ノウイルスである

ことが初めて示された。

DIJ:l1な裂は卵武符で?を'践と結合しており，勝化後もひな
に栄養を供給する部官として体総内に残る 12)。泣残卵1li.

32は!符化後約 10 日で卵黄嚢11F もしくは消化~rfから I fJ l流

へと吸収され， I)~ It告が九日になると縦波組織に変化す

る 1210 卵黄~J:皮細胞における封人体の存:(Eはこれら正

常機能を妨げ，栄養供給を問答することで発育に1its替を

及ぼす品凶となりうると忠われ，今回の接手ifi'J-f~先におい

ても卵黄裂病変が体主減少にflklりした河能性が考えられ

た0 ・方で，野外例でみられた卵黄蛍泣残はN人体形成

によるi吸収不良がIJf(IE]と推測されたが，級殺実験ではDI1

iな~1星第Uil のj:I;'1力 111駁 rl1J はあるものの，ぱらつきが大きく，

ウイルス感染が必ずしもmげを裂の逃残の原因になってい
るかどうかは確認できなかった。実験例ではあるが， 11] 
~Eひなの卵貨袋ヨ11誌は fl母体主?が顕著であり，卵貨当選求ほ

のみでl吸収不良を評1il日するのは困難と思われた。

卵11~'袋J:.皮細胞における封人体形成は会主主例で認めら

れたものの，その程度は似体によって総々であった。卵

黄袋における封人体数が少ない潟でも肝臓病変は比較的

強L 、ものであり，本ウイルスは IBH の l つの ijl~~切であ

る可能性が示唆された。 Dlfi守交はあまり検索されない器

官であるが，卵1在裂病室Eの有11!~も今後(ま検索する必要が

あると忠われた。また，過去に恐から分;捕された各IUliJ'J

型におけるトリアデノウイルス感染拡においても卵黄裂

を採材し，今回認められた卵黄袋への絞殺1'1'1:が特異的な

ものかを検索する必立さがあると思われた。
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Summary 

ln addition to inclusion bocly hepatitis， basophilic intranuclear inclusion bodies were 

histologically observed in th巴 yolksac epithelium of 16・daybroiler chicks with increased 

mortaIity of chicken flocks. Two viruses (tentatively clesignated as strains 8754 and 8755) were 

isolated in a chicken kidney ce1l culture from th巴liverof affected chickens and passaged three 

times. One-day-old chicks derived fro111 SPF Line-lVI were inoculated with strain 8754 or 8755 for 

reproduction of the disease. A1I chicks were dead within six days post inoculation， and their livers 

were sw01len and fragile with petechial hemorrhages. 

Histologica1ly， intranuclear inclusion bodies wer巴 observedin the hepatocytes， yolk sac 

epithelium， pancreatic acinar cells， and enterocytes of the small intestine. Ultrastructurally， 70 to 

80 nm diameter virus particles with crystalline arrays were observecl in the swollen nucleus of 

hepatocytes. ln an indirect fluorescent antibody test， yellow-green fluorescence corresponded 

with intranuclear inclusion bodies in hepatocytes and yolk sac epithelium. These results suggest 

that th巴yolksac epithelium may be a target of avian adenovirus. 

(J. Jpn. Soc. Poult. Dis.，必， 181-187， 2010) 
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