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研究成果の概要（和文）：腸管病原性の豚伝染性胃腸炎ウイルス（TGEV）の欠損変異ウイルスである豚呼吸器コロナウ
イルス（PRCV）は呼吸器親和性で非病原性である。この病原性の相違は標的細胞でのプロテアーゼ依存性増殖能差の可
能性について検討した。腸管及び肺由来プロテアーゼは両ウイルスの培養細胞での増殖に影響を及ぼさなかった。どの
場合にも、TGEVはPEDVと比較して、100倍以上高い増殖を示した。増殖差に自然免疫が関与しているかを、インターフ
ェロン感受性及び耐性細胞を用いて検討したが、その関与は認められなかった。今後、両ウイルスの病原性に欠損部位
が関与しているのかを組み換えウイルスを用いて解析する必要がある。

研究成果の概要（英文）：Porcine transmissible gastroenteritis virus (TGEV) is an enteric virus, causing 
acute fatal diarrhea, whereas avirulent porcine respiratory coronavirus (PRCV) derived from TGEV shows 
the respiratory tropism in pigs. Their differences in tropism and virulence could be due to the growth 
difference in respective organs, which could be affected by the proteases. We examined whether proteases 
from enteric organs and respiratory organs enhanced the growth of those viruses and found that various 
proteases have no effects in terms of their growth and cytopathic effects. We then examined the 
sensitivity of two viruses on innate immunity, interferon (IFN), by using cells susceptible and resistant 
to IFN and found that IFN did not affect the growth of those viruses. To see whether the deleted region 
in PRCV is responsible for the attenuated virulence, the study of recombinant viruses between TGEV and 
PRCV is necessary.

研究分野： ウイルス感染学
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１．研究開始当初の背景 
豚に甚大な被害を及ぼすコロナウイルス

としては、2013 年から日本各地で流行し、
主に新生豚や哺乳豚に致死的な下痢症を誘
発する豚流行性下痢ウイルス（PEDV） が問
題となっているが（1）、これまでは、むしろ
別の豚コロナウイルス、豚伝染性胃腸炎ウイ
ルス（TGEV）感染が大きな問題であった。
その理由としては、TGEV は PEDV より病
原性が高く、感染症としての被害はより大き
いことによるものである。しかしながら、近
年では、TGEV 感染が少なくなり、むしろ
PEDV による感染発生がクローズアップさ
れている（1）。TGEV 感染が低下している理
由として、TGEV と極めて類似製の高い豚呼
吸器コロナウイルス（PRCV）の出現が考え
られる。PRCV は TGEV の一部の遺伝子、
例えば S 遺伝子や ORF3 に欠損をもち（2）、
また、TGEV が高病原性で腸管親和性を示す
のに対して、PRCV は病原性が極めて低く、
微弱な呼吸器疾患を起こすにすぎない(3)。こ
れらの組織親和性や病原性は各々のウイル
ス受容体の差ではなく、両ウイルスは共に、
豚アミノペプチダーゼ N（pAPN）を受容体
として利用していることが明らかになって
いる(4)。PRCV 感染はその病原性の低さから
徐々に多くの豚牧場に蔓延し、そのため抗原
的に類似性の高い TGEV の感染が抑えられ
ていると予測される。TGEV と PRCV の組
織親和性と病原性の相違について、どのよう
な機構に依るかを検討することは極めて重
要である。 

 
２．研究の目的 

TGEV と PRCV の組織親和性及び病原性
の差は、豚の組織で発現されるプロテアーゼ
が関与しているのではないかと推測された。
何故なら、コロナウイルス感染では、プロテ
アーゼが組織親和性や病原性発現に関与し
ている例が幾つか報告されている(5, 6, 7)。例
えば、人の重症急性呼吸器症候群（SARS）
は肺での増殖が極めて高いが、その増殖性は
肺で産生されるプロテアーゼ、エラスターゼ
により感染増強が認められる(5, 6)。また、下
痢などの腸管疾病を引き起こす PEDV 感染
ではトリプシンが感染増強することが報告
されている（7）。 
本研究の目的は、TGEV と PRCV の組織

親和性と病原性が組織特異的に産生される
プロテアーゼによって決定されるかを検証
することにより、これらの豚コロナウイルス
の病原性発現機構を解明することである。 
 
３．研究の方法 
本研究の目的である TGEV と PRCV の組

織親和性及び病原性は組織特異的なプロテ
アーゼによって決定されるか否か、を検討す
ることである。そこで、腸管親和性の TGEV
が腸管で機能するトリプシンやキモトリプ
シンで活性化され、腸管でのウイルス増殖が

高くなり、一方、PRCV では肺などの呼吸器
で産生されるエラスターゼなどがウイルス
増殖を活性化するのではないかを検討した。 
実験に用いた TGEV および PRCV とも動

物衛生研究所から分与された TO-163 株と
CH22 株を用い、両ウイルスに感受性をもつ
豚由来株化培養細胞（CPK 細胞）を種ウイル
ス作成や、感染性実験に用いた。ウイルスの
感染価は96穴プレートに培養したCPK細胞
を用い TCID50 で求めた。 
また、プロテアーゼとしてはいずれも市販

されている製品で腸管由来プロテアーゼ（ト
リプシン、キモトリプシン、パンクレアチン）
と呼吸器で産生されるプロテアーゼ（エラス
ターゼ）や各組織で発現されているコラゲナ
ーゼや細菌由来のサーモリジンにより、感染
増強があるかを検討した。 
プロテアーゼによる感染増強は感染経路

を変えることにより起こることはSARS感染
について用いた方法 (5)で検討した。具体的
には、プロテアーゼの存在により、細胞変性
効果の形態的な違いで判定した。即ち、感染
細胞をプロテアーゼで処理することにより、
細胞融合が見られた場合には、細胞表面から
の経路で侵入し、見られない場合には、エン
ドゾーム経由で侵入すると判断した。 
一方、これらのウイルスの増殖性、細胞変

性効果は、プロテアーゼの影響を受けないこ
とが、研究中途で明らかになってきたので、
新たに、ウイルスの自然免疫に対する感受性
の違いが、増殖性や細胞変性効果に影響する
か否かについて、インターフェロン (IFN) 
感受性及び非感受性細胞を用いて、検討した。
IFN 感受性細胞としては、両ウイルスの受容
体である pAPN を恒常的に発現限する HeLa
細胞を用いて検討し、非感受性細胞としては、
IFN に産生遺伝子を欠く Vero 細胞で、pAPN
恒常発現細胞を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
１）プロテアーゼによるウイルス感染細胞の
細胞変性効果への影響： 
 SARS コロナウイルスや MERS コロナウイ
ルス感染では、感受性 Vero 細胞への感染は
感染細胞の円型化及び培養プレートからの
剥離を引き起こすのみであるが、トリプシン、
エラスターゼや他のプロテアーゼの存在下
では感染細胞の融合が観察される。このこと
から、これらのプロテアーゼにより、S 蛋白
の膜融合活性が活性化され、細胞融合が起こ
ることが証明されている（5）。このことは、
プロテアーゼ非存在下ではエンドゾーム経
由で感染するが、プロテアーゼ存在下ではウ
イルス粒子の S 蛋白の活性化も起こり、ウイ
ルスが細胞表面から侵入し、その感染効率は
エンドゾーム経由と比べ、100 倍以上高いこ
とが報告されている（5）。本実験でも、TGEV, 
PRCV が標的臓器で産生されるプロテアーゼ
により同様の検証が起こるのかを検討した。 
その結果、両ウイルス共プロテアーゼ（トリ 



プシン、キモトリプシン、エラスターゼ、サ
ーモリジン,コラゲナーゼ）の存在の有無に
拘わらず、細胞変性効果は感染細胞の円型化
及び剥離が認められるに過ぎなかった。濃度
の異なる各プレオテアーゼ存在下の感染の
場合にも、細胞変性効果に形態学的な変化は
認められなかった。 
 以上の結果から、TGEV と PRCV の感染
による細胞変性効果は各種のプロテアーゼ
により、影響を受けることがないことが明ら
かにされた。すなわち、腸管や肺で産生され
るプロテアーゼがこれらのウイルスの表面
からの侵入を可能にすることがないことが
示唆された。 
 
２）プロテアーゼのウイルス感染の影響： 
プロテアーゼが細胞変性効果に影響を及

ぼさないことは以上の実験から明らかにな
ったが、ウイルス増殖を増強するか否かにつ
いて検討した。10 倍階段希釈した両ウイルス
を 24 穴シャーレに準備した CPK 細胞に接種
し、プロテアーゼ存在下と非存在下で細胞変
性効果の出現を比較した。その結果、プロテ
アーゼ存在下では、非存在下で細胞変性を示
さない低い力価ウイルスを接種した細胞が
細胞変性を示すことは認められなかった。即
ち、どのプロテアーゼも両ウイルスの増殖を
増強する効果がないことが推測された。そこ
で、濃度の異なるパンクレアチンの 存在下、
非存在下での両ウイルスの増殖（ウイルス感
染価）を比較した。その結果、パンクレアチ
ン存在下で両ウイルス共、非存在下と比べよ
り高く増殖することはなかった。即ち、パン
クレアチンは腸管親和性の TGEV 感染を特
異的に増強する効果はなかった(図１)。 
 以上のことから、各種プロテアーゼは組織
親和性の異なる両ウイルスの増殖性に影響
することがないことが判明した。 
 
図 1：TGEV,PRCV 増殖に対するパンクレアチンの影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
３）TGEV, PRCV 増殖への IFN の関与： 
これらの実験で、CPK 細胞では TGEV の

増殖が PRCV と比べ 100 倍以上高く、両ウイ
ルスの病原性の差はウイルスの持つ増殖能
の差による可能性が考えられた。一方、その
増殖差は感染細胞で産生される内因性の IFN

による可能性も否定できないと思われた。そ
こで、両ウイルスを IFN 反応性細胞と非反応
性細胞を用いて検討した。両ウイルス受容体
である pAPN を発現する IFN 反応性細胞
HeLa と非反応性細胞 Vero に感染させ、その
増殖を比較した。その結果、PRCV はどの細
胞でもTGEVと比べ増殖が100‐1000倍低い
ことが明らかとなった。仮に、PRCV の感染
が IFN により抑えられるとすると、IFN 非反
応性の Vero 細胞では他の細胞と比し、高増殖
が予測されるが、IFN 非産生 Vero 細胞でも感
染増強が見られたことから、PRCV の増殖性
の低さは内因性の IFNによるものではないこ
とが明らかとなった。 
 
本研究では、遺伝子レベルで非常に類似性

の高い TGEV と PRCV の組織親和性の違い、
病原性の違いを明らかにする目的で、まずプ
ロテアーゼによる影響を検討したが、その関
与は用いたプロテアーゼでは説明できない
ことが明らかにされた。また、PRCV の増殖
性の低さは、IFN への高い感受性に由来する
ものでもないことが明らかにされた。両ウイ
ルスの組織親和性、病原性の相違については、
宿主側因子が関与しているのか、或いはウイ
ルスの持つ本来の性質なのかについても不
明のままである。 
今後は、両ウイルスの組み換えウイルスを

作成し、どの遺伝子が両ウイルスの生物活性
の差の原因なのかを明らかにする必要があ
る。幸い、30 キロベースという超巨大ゲノム
を用いたリバースジェネティックスが確立
されてきたので、ウイルス側の病原性、組織
親和性に関与する因子を最初に明らかにす
る方が、これらのウイルスによる疾病の克服
には適していると思われる。 
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