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研究成果の概要（和文）：ネコモルビリウイルス（FeMV）は2012年に発見された新しいウイルスで、ネコにおけ
る慢性腎炎への関与が注目されている。我々は、好感度リアルタイムRT-PCRと抗-FeMV抗体検出診断システムの
開発を行い、日本国内ネコの尿中FeMVウイルスRNAと血漿中抗FeMV抗体陽性率が、それぞれ、15.1%と22%である
ことを発見した。腎臓病ネコの腎臓病理切片と抗-FeMV抗体による免疫染色を用いFeMV感染と腎臓病変の関係を
調べたところ、尿細管組織萎縮との強い相関がみられた。FeMV局在がほぼ尿細管に限定されていたことも合わ
せ、今回の研究結果は、FeMVの感染とネコの腎臓病の関係を強く示唆した。

研究成果の概要（英文）：Feline morbillivirus is a new virus species discovered in 2012 and is 
potentially involved in chronic kidney disease in cats. We developed a real-time RT-PCR and 
anti-FeMV antibody detection systems, and demonstrated that positive rates of FeMV RNA in urines and
 anti-FeMV antibody in plasma samples from cats in Japan were 15.1 and 22 %, respectively. We 
studied association between FeMV and pathological lesions in cat kidney tissues from the ones with 
kidney diseases, using immunohistochemistry with the anti-FeMV antibody, and found a strong 
association between detection of FeMV antigen and tubular atrophy in the kidney tissues. Together 
with the finding that FeMV was localized only on renal tubular tissues, this study suggests strong 
association between FeMV infection and tubular nephritis in cats.
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１．研究開始当初の背景 

（１）ネコモルビリウイルス（FeMV）は 2012
年に香港で初めて発見された非常に新しい
ウイルスであるが（引用文献１）、症例対照
研究において、FeMV 感染と尿細管間質性腎炎
の関係性が示唆されたため、特に高齢におい
て慢性腎炎の罹患率が非常に高いイエネコ
における、腎炎発症性因子の可能性から注目
された。また、FeMV の発見まで、モルビリウ
イルス属、あるいは上位のパラミクソウイル
ス科においても、イエネコに病原性を持つウ
イルスが発見されておらず、そのような初の
例としても注目された。 

（２）香港における FeMV の最初の報告に次
ぎ、申請者によって日本国内のネコから FeMV
が検出され（引用文献２）、その後、他国か
らの検出も報告されたが（引用文献３）、FeMV
の病原性についての報告は少なく、特に FeMV
による疾患機序については、ほとんど知られ
ていなかった。また、FeMV の検出と診断方法
についても、初報における RT-PCR 法で用い
られたプライマーでは、多くの日本株の検出
は行えず、より一般的な FeMV 検出と診断の
方法が望まれていた。 
 
２．研究の目的 

FeMV はこれまでの報告では尿細管間質性腎
炎との関係が示唆されており、高齢ネコにお
いて慢性腎疾患が大きな問題であるが、これ
まで、その病原性と疾患機序についてはほと
んど知られていない。また、診断や研究のた
めの FeMV 検出法は確立されておらず、簡便
な検出手法が望まれている。このため本研究
では、下記を目的として、ネコの慢性腎炎の
治療と予防への重要な貢献を目指す。 

（１）申請者研究室で検出した FeMV ゲノム
塩基配列を用いて設計した定量 RT-PCR と、
大腸菌によって発現・精製を行った組み換え
FeMV 抗原を用いて、FeMV ウイルス RNA と抗
-FeMV 抗体の検出系の開発を行い、実際のネ
コ検体を用いてそれらの有用性を確認する。 

（２）ネコの腎臓組織切片を用い、上記発現
抗原を用いて作製した抗-FeMV 抗体による免
疫染色を行い、詳細な病理所見との比較によ
る統計的解析により、FeMV 感染と腎臓病変の
関係性を調べる。 

（３）分離ウイルスにより異なった培養細胞、
あるいは SPFネコにおける FeMV 感染を行い、
FeMV の病原性を調べる。また、FeMV の宿主
レセプター分子の同定を行い、FeMV の病原性
機序の解明を行う。 
 
３．研究の方法 

（１）ネコ尿サンプル 

ネコ尿サンプルは日本国内の獣医クリニッ
クから提供いただいた。患者情報は全て匿名
とした。 

（２）新たな FeMV 株の全ゲノム配列解析 

ネコの尿サンプルより検出された FeMV ゲノ
ム RNA により、MiSeq（Illumina）を用いた
次世代シークエンスによって、新たな FeMV
日本株（76 株）の全ゲノム配列を解析した。 

（３）定量 RT-PCR 
本課題開始時に報告されていたFeMV日本株6
株ゲノムのL遺伝子配列をもとに設計したプ
ライマーとプローブを用いたハイブリダイ
ゼーション法により行った。スタンダード
DNA は上記 PCR 産物を含む L 遺伝子配列をク
ローニングした DNA プラスミドを用いた。 

（４）FeMV N、P 遺伝子、イヌジステンパー
ウイルス（CDV）P遺伝子の大腸菌による発現
と精製、抗体検出 ELISA、特異抗体の作製 
上記１）において得られた配列情報を元に、
クローニングした N及び P遺伝子を、大腸菌
発現プラスミド（pGEX4T-1）に挿入し、大腸
菌 BL-21(DE3)株を形質転換し、IPTG による
発現誘導により、GST 融合蛋白質発現を行っ
た。発現蛋白質はグルタチオンビーズによっ
て精製された。精製 P蛋白質は ELISA プレー
トに吸着され、ネコ血漿と二次抗体（抗-ネ
コ IgG HRP 抗体）反応後、TMB 基質による発
色を行った。精製 P 蛋白質により委託業者
（Sigma Aldrich）がウサギ免疫を行い、抗
血清を作製した。 

（５）腎臓組織切片の作製と免疫染色 
腎臓病ネコから得た腎臓組織を用い、ホルマ
リン固定パラフィン包埋を行い、マイクロト
ームによる切片作製を行った。切片はキシレ
ンによる脱パラフィンの後、クエン酸緩衝液
(pH 6)中でのオートクレーブにより抗原回復
を行った。切片は上記で作製した抗-FeMV 抗
体と反応を行い、2次抗体と基質（DAB、和光
純薬）によって発色を行った（Envision 
solution、Dako）。 

（６）培養細胞への FeMV 接種 
ネコ尿検体は 450 nm のフィルターを通し、
トリプシン（0.1 µg/ml）で 37℃15 分間処理
した後、CRFK 細胞に接種し、一晩感染を行っ
た。感染細胞は DMEM で洗浄し、2%FCS を含む
DMEM 中で培養を行った。細胞は CPE の観察を
行い、定期的に定量 RT-PCR によって FeMV RNA
の検出を行った。 
 
４．研究成果 
（１）新たな FeMV 株の全ゲノム配列解析 
定量 RT-PCR によって FeMV が検出されたネコ
尿サンプル（検体番号 76）から抽出された
FeMV ゲノム RNA により cDNA を作製し、次世
代シークエンサーによって全塩基配列を決
定した。系統樹解析により、この 76 株はい



図１．FeMV 76 株 L 遺伝子配列の系統樹解析 

図２．定量 RT-PCR の検出感度 

図３．精製 FeMV P 蛋白質 

図４．ELISA 閾値の設定 

図５．抗 FeMV 抗体染色ネコ腎臓組織 

くつかの日本検出株（ChJP073,MiJP003, SS3）
に最も近縁である事が分かった（図１）。 

（２）定量 RT-PCR による FeMV の検出 
高感度かつ定量的な FeMV ゲノム RNA の検出
のための定量 RT-PCR を構築した。ハイブリ
ダイゼーション法による検出のため、日本国
内の検出株 6株の L遺伝子配列をもとに、プ
ライマーとプローブを設計し、プライマー増
幅配列（121 bp）を含む遺伝子配列(401 bp)
をクローニングしたプラスミドを用いてコ
ピー数の測定を行った（図２）。これにより、
この定量 RT-PCR は、10 コピー程度のゲノム
cDNA の検出を行うことができることが分か
った。また、これまでに用いられてきたゲル
検出による RT-PCR に比べ、10 倍の感度を持
つことも分かった（結果省略）。そこで、既
に報告済みの 82 サンプルを含む、166 のネコ
尿サンプルをこの検出系に用いたところ、既
に報告した陽性サンプルを含む 15.1％
（25/166）の陽性サンプルが検出され、以前
に報告された陽性率（6.1％）より高いこと
が分かった。 
 
 
 

 
 
 
 

（３）組み換え FeMV N、P蛋白質の発現と精
製 
上記に塩基配列を決定した 76 株の配列をも
とに、FeMV N及びP遺伝子ORFをPCR増幅し、
GST融合蛋白発現ベクターpGEX4T-1にクロー
ニングした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

N 遺伝子と P 遺伝子はそれぞれクローニング
と発現を行ったが、N 遺伝子の発現は見られ
なかったため、P 遺伝子の精製を行った（図
３、１.大腸菌総蛋白質、２.GST 精製蛋白質）。
この精製 P 蛋白質を用い、抗 FeMV P 蛋白質
抗体検出のため、ELISA を構築した。 

ELISA 閾値の設定のため、ネコ血漿 100 サン
プルのウェスタンブロッティングを行い、
ELISA の OD 値との比較を行った（図４）。こ
の結果を ROC 解析に用いて設定した閾値
（0.431）により、良好な感度（85%）と特異
性（94%）が得られることが分かった。この
ELISA の検査の結果、22%の FeMV 抗体がネコ
血漿検体から検出されることが分かった。ま
た、イヌジステンパーウイルス（CDV）のウ
イルス抗原との交差反応を調べるため、同様
の系で発現した V領域以外の CDV P 蛋白質を
用いて一部の血漿サンプルをウエスタンブ
ロッティングで検査したが、FeMV 陽性ネコ血
漿のCDV抗原に対する交差は見られなかった
（結果省略）。 
（４）ネコ腎臓組織切片を用いた FeMV 抗原
の検出と腎臓病変との関連 
ネコにおける FeMV 感染と腎臓病変の関連を
調べるため、腎臓病ネコの腎臓組織を用い、
抗 FeMV 抗体による免疫染色を行ったところ
（図５）FeMV 陽性の多くの腎臓組織では尿細
管上皮細胞への局在が見られ、移行上皮細胞
への局在も一部で見られた。一方、腎臓糸球
体での局在は見られなかった。このような腎
臓組織において見られる各種病変の強さを 4
段階で評価し、FeMV 陽性と陰性それぞれの群
における分布を調べた。図６は、各組織部位
の典型的な病変についての結果を示してい
るが、糸球体硬化以外は糸球体の病変と FeMV
陽性の間には相関は見られず、その一方で尿
細管と間質性の病変の間には相関がみられ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図６．FeMV と腎臓病変の相関例 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、免疫複合体による組織障害を調べるた
め、ネコ IgG 抗体による染色も行ったが、抗
体の糸球体中の局在と FeMV 陽性の相関は見
られなかった。これらの結果と、FeMV の局在
が、尿細管と移行上皮に限られることを考え
合わせると、今回の研究結果は、FeMV の腎臓
組織中の感染と尿細管、及び間質における病
変の強い相関を示唆していた。 

（５）FeMV の分離とネコ SLAM 発現細胞にお
ける感染について 
定量 RT-PCR によって FeMV 陽性であったネコ
尿検体を CRFK 細胞に接種を行ったが、2か月
間以上の培養によっても分離は成功しなか
った。また、ネコ SLAM を発現ベクターをト
ランスフェクトした CRFK 細胞によっても
FeMV の分離を試みたが、同様に成功しなかっ
た。 
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