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研究成果の概要（和文）：豚コレラ（豚熱）ウイルスの多様な病原性の発現機序を、ウイルス蛋白質の分子レベ
ルさらに変異ウイルスのブタを用いた実験感染による生体レベルの研究により解明した。その結果、病原性に関
与するウイルス因子が既報のウイルス因子以外にもあることを明らかにした。また同定したウイルス因子の複数
が相乗的に病原性の発揮に働くことを明らかにした。さらに、ブタ体内でウイルスは単一集団ではなく準種（混
ざりもの）であり、Major集団とMinor集団由来のウイルス因子の活性のバランスが病原性を決めることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：The manifestation of the diverse pathogenicity of classical swine fever 
virus (CSFV) were elucidated from the molecular level of viral proteins to the in vivo level by 
experimental infection of pigs with mutant viruses. As a result, it was clarified that the novel 
viral factors involved in pathogenicity of CSFV in pigs. In addition, we found that multiple viral 
factors identified in this study synergistically contributed to the pathogenicity of CSFV. 
Furthermore, it was revealed that viruses in the infected pigs are not a single virus population but
 a quasispecies (mixture), and that the balance of activities of viral factors derived from the 
major and minor virus populations determines virulence.

研究分野：獣医ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
豚コレラ（豚熱）の原因である豚コレラ（豚熱）ウイルスはブタに対して100％の致死率を示す高い病原性のウ
イルスからブタを殺すことのない低い病原性を示すウイルスまで多様である。そこで、現在国内でも流行してい
る中程度の病原性を示す本ウイルスの病原性を理解するため、病原性に関与する新しいウイルス因子の特定、複
数のウイルス因子の病原性発揮のための相乗効果、またウイルス集団が不均一であることの重要性を明らかにし
た。これらの成果は宿主・病原体間の相互作用がもたらす豚コレラ（豚熱）ウイルスの病原性発揮メカニズムの
理解だけでなく、本病の新しいワクチン開発の基盤となる重要な学術知見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
豚コレラ（現在は豚熱に改名）は、養豚業に大きな損害を及ぼすブタの最重要ウイルス感染症
である。日本では 2018年に 26年ぶりに岐阜県で発生が報告され、越境性感染症としての重要
性が再認識されている。現在（2022年）、ウイルスは既に本州および四国のほぼすべての地域で
検出されており、引き続き養豚業の大きな脅威である。 
豚コレラウイルス（現在は豚熱ウイルスに改名）はフラビウイルス科ペスチウイルス属に属し、
ウシの牛ウイルス性下痢（BVD）ウイルスと近縁である。従来、豚コレラウイルスはブタを 100％
死に至らしめる急性ウイルス感染症と考えられてきたが、近年は子豚のみが死亡し親ブタは耐
過する中程度の病原性を有する豚コレラウイルスが流行している。 
豚コレラウイルスは RNAをゲノムとし、RNAポリメラーゼの頻繁な読み間違いにより 1つ
のウイルス株も不均一な集団の集合体である（準種）と考えられている。しかし従来のサンガー
法による塩基配列の決定では、集団中の Minor なウイルスは病原性発揮に考慮されることはな
かった。 
これまで豚コレラウイルスの病原性
を解明する研究では、いわゆる典型的な
高病原性豚コレラウイルスのウイルス
蛋白質の機能を「喪失」させたウイルス
を遺伝子組換えクローンとして作出し、
ブタに対する病原性が下がることで評
価している。また我々は、弱毒生ワクチ
ン株のリバースジェネティクスの系を
確立し、典型的な高病原性豚コレラウイ
ルスの遺伝子断片と置き換えることで
病原性を「獲得」したウイルスを遺伝子
組換えクローンとして作出し、ブタに対
する病原性が上がることを確認してき
た。 
 
２．研究の目的 
我々の過去の研究から、モンゴルで 2014年に分離された中程度の病原性を持つ野外ウイルス
株の遺伝子解析を従来のサンガー法で行い、病原性に関連するウイルス蛋白質の推定されるア
ミノ酸配列を比較しても既知の病原性因子でその株の病原性を説明できないことがわかってい
る。すなわち、単純な機能喪失もしくは機能獲得実験によるこれまでの成績だけでは、野外流行
株の病原性を説明できない。そこで、豚コレラウイルスの多様な病原性を規定するウイルス因子
の機能解明として、①病原性に関与する新規ウイルス因子の探索、②ウイルス因子の複数が相乗
的に働くことの証明、③ブタ体内でウイルスは単一集団ではなく準種（混ざもの）であり、Major
集団と Minor 集団由来のウイルス因子の活性のバランスが病原性を決めていることの証明を目
指すこととした（図 1）。 
 
３．研究の方法 
（1）病原性に関与する新規ウイルス因子の探索 
国内で分離された豚コレラウイルスを収集し、ブタに対する病原性が中程度であるか感染実
験により確認した。また本ウイルスのゲノム配列を次世代シークエンサーにより決定し Major な
配列と準種によると考えられる Minor な配列を比較した。さらに高病原性豚コレラウイルス、弱
毒生ワクチンウイルス、さらに近年各国で分離されている中等度の病原性を持つと考えられる
ウイルスの遺伝子配列からアミノ酸配列を比較し、新しい病原性因子と考えられるウイルス蛋
白質および遺伝子領域の特定を試みた。 
病原性に関与すると考えられるウイルス蛋白質について、その変異体を遺伝子組換え技術に
より作製し、RNase などの酵素活性、アポトーシスやネクロトーシスの誘導活性、ウイルスゲノ
ムの複製効率に関与するポリメラーゼ活性などを評価した。 
これらの成績から得られた結果を基に、病原性に関与する新規ウイルス因子の確定のために
リバースジェネティクス法により豚コレラウイルス変異体を作製し、ブタを用いた感染実験に
より病原性が変化するか評価した。 
 
（2）ウイルス因子の複数が相乗的に働くことの証明 
豚コレラウイルスのリバースジェネティクスの系を用いて、(1)で同定した新規および既知の
病原性因子の組み合わせを有する変異ウイルスを作出した。作出した組換えウイルスをそれぞ
れブタに接種し、臨床症状とウイルス感染価を指標に病原性をスコア化した。これらを基に、複
数の病原性因子の相乗効果を判定した。 
 



（3）ウイルスの準種が病原性を決める要因であることの証明 
解析した成績を基に、Major および Minor 集団のウイルスが有する病原性因子の活性バランス
を人工的に再現する準種ウイルスを、作出した複数の変異ウイルスを混合して調整した。この人
工的準種ウイルスを細胞およびブタに接種し、臨床症状とウイルス感染価を指標に病原性の程
度をスコア化した。 
 
４．研究成果 
（1）病原性に関与する新規ウイルス因子の探索 
2019年に日本国内のイノシシから分離された豚コレラウイルスCSFV/wb/Jpn-Mie/P96/2019株
をブタに実験的に感染させ、その病原性が中程度であることを確認した。この結果は、現在流行
している豚コレラウイルスの病原性が疫学的にも中程度の病原性であるという報告
（Bazarragchaa ら, Viruses, 2021 業績一覧の通り）と一致することがわかった。この
CSFV/wb/Jpn-Mie/P96/2019 株の全遺伝子配列を決定した（遺伝子データベースへの登録番号：
LC713055）。さらに CSFV/wb/Jpn-Mie/P96/2019 株の Major 塩基配列と Minor 塩基配列、近年海外
で分離された野外株、高病原性標準株および弱毒生ワクチン株のアミノ酸配列を比較し、新しい
病原性因子と考えられるウイルス蛋白質および遺伝子領域を選抜した。 
選抜されたウイルス蛋白質のうち、既に病原性への関与が報告されている、Ernsと Nproについ
て既報とは異なるアミノ酸部位の重要性が確認された。まず、ウイルス構造蛋白質 Ernsの病原性
関連ドメインである RNase 活性ドメインとは異なる領域に位置するアミノ酸の置換によりブタ
に対する病原性が上昇することがわかった。これら変異体ウイルスのアポトーシスを制御する
機能には有意な差はないので、これらのアミノ酸部位に病原性に関与する新規機能ががあるこ
とが示唆された。さらにウイルス非構造蛋白質 Nproは、既知のアポトーシスの誘導調節に加え、
ネクロトーシスの誘導調節にも関与することが新たに解明された（Itakura ら, Virus Res, 2020, 
業績一覧の通り）。 
またこれまで病原性因子として報告のない、ウイルス非構造蛋白質 NS5A、NS5B 上のアミノ酸
置換が、ウイルスの複製効率を調節していることを細胞レベルで明らかにした。本成績から得ら
れた結果を基に、病原性に関与する新規ウイルス因子の確定のためにリバースジェネティクス
法により豚コレラウイルス変異体を作製し、ブタを用いた感染実験により病原性の評価をした。
その結果、ウイルスの体内増殖やウイルス感染後の抗体応答に有意な差が認められたことから、
これらのウイルス蛋白質も病原性関連因子であると示唆される（Kim ら, Viruses, 2021, 業績
一覧の通り）。 
以上より、既に病原性因子として同定されているウイルス構造蛋白質 Ernsや非構造蛋白質 Npro

上の新しい機能ドメインを特定することができた。さらにウイルス非構造蛋白質 NS5A、NS5B を
新規の病原性因子として特定することができた。また上記の通り同定した病原性関連ドメイン
のアミノ酸は、中程度の病原性を持つ野外豚コレラウイルスの株間で保存されているものが多
いことがわかった。 
 
（2）ウイルス因子の複数が相乗的に働くことの証明 
ウイルスエンベロープ蛋白質であるErns

と E2 に加えて、NS2、NS4B、NS4B、NS5A の
非構造蛋白質にアミノ酸置換を有する組
換えウイルスをリバースジェネティクス
法で作製した。その結果、作製したウイル
スは試験管レベルで増殖性に有意な差が
あり、自然免疫の調節能にも差があること
がわかった。 
またこれらのウイルスをブタに接種し
たところ、ウイルスの体内増殖やウイルス
感染後の抗体応答に有意な差が認められ
た（図 2、Kim ら, Viruses, 2021, 業績一
覧の通り）。 
以上より、複数のウイルス蛋白質による
相乗効果により豚コレラウイルスの病原
性のレベルが規定されていることが示唆
された。 
 
（3）ウイルスの準種が病原性を決める要因であることの証明 
ウイルスの準種を考慮し、病原性に関与するウイルス因子に変異を導入した 2 つの組換えウ
イルスを混合して細胞に接種したところ、単一のウイルス集団を接種した場合に比べてⅠ型イ
ンターフェロンの産生やネクロトーシスの誘導活性が減弱する傾向が認められた。このことは、
Major および Minor なウイルスクローンの混合比により、病原性の発揮に関与する各ウイルス蛋
白質の機能が干渉される可能性を示唆している。 
一方、この 2 つのウイルスクローンを混合してブタに接種しても単一クローンを接種した場



合と比べ病原性に大きな差は認められなかった。以上より、ブタに対する病原性発現における準
種の役割として、ウイルスクローン同士の干渉現象や増強現象による複数のウイルス因子の機
能活性が相乗的に作用する要因となることが示唆された。一方、生体レベルにおける本現象のメ
カニズムの解明には更なる研究が必要である。 
 
以上より、豚コレラウイルスの多様な病原性の発現機序を、ウイルス蛋白質の分子レベルさら
に変異ウイルスのブタを用いた実験感染による生体レベルの研究により解明した。その結果、既
報のウイルス因子に加え、病原性に関与する新規ウイルス因子を同定することができた。また同
定したウイルス因子の複数が相乗的に病原性の発揮に働くことを明らかにした。さらに、ブタ体
内でウイルスは単一集団ではなく準種（混ざりもの）であり、Major 集団と Minor 集団由来のウ
イルス因子の活性のバランスが病原性を決める要因の 1つであることを明らかにした。 
これらの成果は、宿主・病原体間の相互作用がもたらす豚コレラウイルスの病原性発揮メカニ
ズムの理解だけでなく、本病の新しいワクチン開発の基盤となる重要な学術知見である。 
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