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研究成果の概要（和文）：本研究ではコロナウイルス(SARS-CoV-2、季節性コロナウイルス)について、細胞に対
するウイルスレセプター遺伝子導入のための系を確立した。さらに感染細胞におけるウイルス増殖評価法を確立
し、その後感染動態の解析を行った。ウイルス増殖の程度は用いた複数の細胞により異なっており、細胞ごとの
ウイルス感受性が異なっていた。またそれには細胞側の因子が深くかかわっていることが考えられた。また放出
されるウイルス粒子について、ウイルスゲノムコピー数と感染性のウイルス粒子数との関係を評価し、それぞれ
の細胞におけるウイルス粒子形成の効率の違いを現在解析している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a gene transfer system for viral receptors of 
coronavirus (SARS-CoV-2, seasonal coronavirus) into cells. In addition, we established a method to 
evaluate viral replication of the coronaviruses in an infectious assay and analyzed their viral 
growth over time. Their viral growth differed among cell lines used in the assay. These results 
suggest that the differences in viral growth in individual cells is associated with host factor (s) 
in each cell line. Now, we are assessing viral packaging efficiency within individual cells by 
examining the relationship between viral titers and viral genome copies.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 新型コロナウイルス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウイルス感染症は大きな社会問題を起こした。加えて以前よりヒトの間で流行を繰り返しているのに
も関わらずこれまであまり着目されてこなかった季節性のコロナウイルス感染症も大きな着目を浴びることとな
った。これらのコロナウイルス感染症について、その予防法や治療法については必ずしも十分とはいえず、その
ためにはコロナウイルスの感染動態についてよく知る必要がある。本研究で得られた個々の細胞でのウイルス増
殖の違いを示す結果は、ウイルス増殖が宿主との相互作用の結果として規定されることを示しており、本研究で
得られた結果は新たな治療・予防法確立のための新たな知見となり得る。

※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 
コロナウイルスにはヒトに季節性の風邪を起こすもの(HCoV-229E、HCoV-OC43、HCoV-

NL63、HCoV-HKU1)から SARS(重症急性呼吸器症候群)、MERS(中東呼吸器症候群)、COVID-
19(新型コロナウイルス感染症)の原因となるもの(SARS-CoV、MERS-CoV、SARS-CoV-2)まで
様々なウイルス種が存在する。風邪コロナウイルスについては、古くから存在していたと考えら
れているが、風邪の原因として認識されるようになったのはごく最近であり、SARS の発生は
2003年、MERSは 2012年とコロナウイルス研究の歴史は比較的浅い。そのため、病態解析に
用いる適切な感染モデルが少ないのが実情である。コロナウイルスの病態解析のためには適切
な細胞株を用いた試験が求められる。 
 
２．研究の目的 
新型コロナウイルス感染症は新興感染症であるが故に有効な治療法が限られるのが現状である。
敗血症、血栓症等が続発するその病態は特異的であり、詳細な病態解析は喫緊の課題である。本
研究の目的は新型コロナウイルス(SARS-CoV-2)に対する新たな感染モデルを作成し、同ウイル
スの感染機構・動態を詳細に解析することである。 
 
３．研究の方法 
(1) SARS-CoV-2 および季節性コロナウイルスのレセプター遺伝子、感染に必要な宿主因子の遺
伝子クローニングを行いこれらのウイルスレセプター遺伝子を含むウイルスベクターの構築を
行った。 
 
(2) 感染実験に用いるウイルスを大量に準備するため、SARS-CoV-2、OC43、229E について高力
価のウイルスを得る方法について検討を行った。 
 
(3) SARS-CoV-2 および季節性コロナウイルス(OC43、229E)の検出系の確立を行った。感染細胞
における特異抗体でのウイルス抗原の検出とウイルス感染細胞から放出されるウイルス粒子の
検出について、各実験系での適切な条件を決定した。 
 
(4) 複数の細胞株を用いて季節性コロナウイルス(OC43、229E)を中心として感染実験を行い、そ
の感染性・増殖性について評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) コロナウイルスのレセプター遺伝子、感染に必要な宿主因子の遺伝子クローニングを行っ
た。特に SARS-CoV-2 のレセプターである ACE2、229E のレセプターのアミノペプチダーゼ N(APN)
に加え、感染に必要な分子である TMPRSS2 について遺伝子クローニングを行った。またこれらの
ウイルスレセプター遺伝子を含むウイルスベクターの構築を行った。 
 
(2) 感染実験に用いるウイルスを準備するために同一ロットのウイルスを大量に準備する必要
があり、各ウイルス株で高濃度のウイルス液を得る方法について検討を行った。SARS-CoV-2 の
増殖に用いる細胞について、武漢株のみならず変異株(アルファ株・デルタ株)においてもプロテ
アーゼを発現した VeroE6(VeroE6/TMPRSS2)を用いることで高濃度のウイルス液を回収すること
ができた。OC43 については HCT-8 細胞で力価の高いウイルスを得ることができたが、
VeroE6/TMPRSS2 もウイルス増殖細胞として用いることができることがわかった。229E では MRC-
5 細胞が有用であった。 
 
(3) ウシコロナウイルスをウサギに免疫して作成したポリクローナル抗体を用いて感染細胞に
おけるコロナウイルスの抗原検出を行ったところ、季節性コロナウイルスのうち OC43 は検出可
能であったが、229E については上記ポリクローナル抗体では検出できなかった。また SARS-CoV-
2 についても同様に検出できず、これらについては市販の抗体を使用せざるを得なかった。また
感染後の培養上清中のウイルス粒子の測定について、SARS-CoV-2、季節性コロナウイルス(OC43、
229E)のそれぞれで特異的プライマーを作成し、プローブ法によるリアルタイム PCR にて検出す
る条件の確立を行った。 
 
(4) 複数の細胞株を用いて季節性コロナウイルス(OC43、229E)を中心として感染実験を行った。
用いた複数の細胞株に対し、ウイルス接種を行い接種後の培養上清中に放出されるウイルス粒
子について経時的に評価を行った。リアルタイム PCR 法による実験系にて定量を行ったところ、
用いた細胞によって培養上清中に放出されるウイルス粒子数が異なっていた。特に感染中期-後
期においては、放出量の差が顕著であった。また上記同様に、ウイルス接種後の培養上清につい
て経時的にウイルス感染価を定量しており、リアルタイム PCR 法で定量したウイルスゲノムコ



ピー数との相関性を評価することでウイルス粒子形成効率の細胞ごとの違いを評価している。
一方で細胞側にも着目し、細胞によってウイルス増殖量が異なる理由について、それらに関与す
る宿主因子について現在調べている。 
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