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研究成果の概要（和文）：1)解析のほとんどされていない国内のtypeI FIPV3株の性状の比較を行った。更に、
全塩基配列を決定し、その配列を基に感染性クローンの作出に成功した。今後、遺伝子レベルでの猫コロナウイ
ルスの病原性の解明が飛躍的に進むと期待される。
2）猫に最も致死的である猫伝染性腹膜炎の病原性に関与していると考えられるアミノ酸の変異を同定した。更
に、これら変異はFIP多発多頭飼育施設においても証明された。今後は、この領域を調べることにより強毒ネコ
コロナウイルスであるFIPVを診断できる。

研究成果の概要（英文）：1)Three Japanese FIPV were compared by examination of viral growth, ADE 
activity and reactivity with monoclonal antibodies. Furthermore, their complete genomes were 
determined. Successfully, infectious clone of C3663 was established. Now, it is expected that 
pathogenesis of FIP will be clarified using this infectious clone.
2)The mutations associated with pathogenesis of lethal FIPV were determined. These mutations were 
also confirmed in the shelter where FIP sporadically emerged. In future, it is possible to 
differentiate pathogenetic FIPV from less virulent feline coronaviruses by examination of this 
region.

研究分野：獣医微生物学
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１．研究開始当初の背景 

コロナウイルスは遺伝子変異を繰り返し、

新たな宿主や病原性を獲得している。SARS

コロナウイルスにはコウモリやハクビシン、

MERS コロナウイルスにはラクダなどがその

発生に関わっているのは明らかである。動

物の体内で増殖する際に変異が生じて人へ

の感染性を獲得したと考えられている。生

産動物では 2013 年より国内 38 都県で豚流

行性下痢ウイルスが流行し、120 万頭が死亡

または殺処分されている。伴侶動物におい

ては、猫において致死的であるにも関わら

ず予防法が未だ存在しない猫伝染性腹膜炎

ウイルス(FIPV)が存在する。これらコロナ

ウイルス感染症の最大の問題点は“ウイル

スの変異”である。 

申請者らは猫コロナウイルスの変異につ

いて研究を実施してきた。その結果、Ⅱ型

猫コロナウイルスは猫の体内で、Ⅰ型猫コ

ロナウイルスとⅡ型犬コロナウイルスが相

同性組換えにより生じ、猫に致死を引き起

こしていることを証明した。また、このⅡ

型猫コロナウイルスは猫間であまり拡がっ

ていないことが確認された。申請者らは、

「Ⅱ型猫コロナウイルスは、全身で増える

能力を獲得したことにより致死的な病気を

引きおこす能力を獲得したが、一方、腸か

ら排泄され伝播する能力を失った」と考え

ている。 

では「何故、遺伝子が欠損しても全身で

増殖する能力を保持し、強毒に変異するこ

とが出来るのであろうか？」答えは「ADE（抗

体依存性感染増強）活性を保有する=抗体を

利用して細胞に進入できる」からである。

申請者は、幾つかの ADE 活性における発見

をした。 

1）猫コロナウイルス感染猫血清には ADE 抗

体が存在せず、猫伝染性腹膜炎を発症した

猫血清にのみ ADE 抗体が存在する。ADE 抗体

の出現が重症化に関与していることを示し

た。 

2）ADE 抗体の存在により猫コロナウイルス

は急速(5 分以内)に細胞に感染することが

可能になった。すなわち抗体の存在により

ウイルスの細胞への伝播が加速することが

分かった。 

しかし、ADE 活性はデング熱などでも重要で

あるにも関わらず、未だ不明な点が多い。 

更に、国内のペットとして飼育されてい

るフェレットから新規コロナウイルス、実

験動物として飼育されているスンクスから

これまでのコロナウイルスとは全く異なる

コロナウイルス、和歌山県のユビナガコウ

モリから新規コロナウイルスの検出に成功

している。まだまだ未知のコロナウイルス

が国内にも存在することは明白である。 

２．研究の目的 

コロナウイルスは劇的な進化を遂げ、宿主

域や病原性を変えている。その結果、SARS コ

ロナウイルスや MERS コロナウイルスが出現

した。獣医領域には、致死的な猫伝染性腹膜

炎を引き起こす猫コロナウイルスが存在す

る。このウイルスは猫体内で変異することに

よって、感染性と病原性を変化させているこ

とが判明してきた。重要な点は、我々は変異

した後のウイルスを解析していたことであ

る。自然界で存続する（できる）ために猫コ

ロナウイルスが保持している機能を我々は

見過ごしてきた。本申請研究ではコロナウイ

ルスによる新興感染症の出現予測を可能に

するために、自然界に存在するウイルスを知

り、どのような変異を遂げて強毒化していく

のかを解明する。 

 

３．研究の方法 

1）TypeI FIPV3 株の培養細胞での増殖 

TypeI FIPVであるYayoi株、C3663株、C3678

株を培養細胞 fcwf-4 細胞に感染させて培養

上清におけるウイルス力価を測定した。 

 

2）TypeI FIPV の ADE 活性の比較 

 TypeI FIPV と FIP 発症猫血清希釈液を

37℃1 時間反応後、fcwf-4 細胞を用いてプラ

ークアッセイを実施した。プラーク出現後、

ホルマリン固定し、クリスタルバイオレット

で染色し、プラーク数を数え、コントロール

と比較した。 

 

3）TypeI FIPV とモノクローナル抗体との反

応性 

 C3663 株をマウスに免疫し、作製したモノ

クローナル抗体を用いて、各種 FIPV 感染細

胞の間接蛍光抗体法(IFA)を実施した。二次

抗体には FITC ラベル抗マウス IgG 抗体を用

いた。 

 

4）TypeI FIPV3 株の全塩基配列の決定 

 TypeI FIPVであるYayoi株、C3663株、C3678

株の感染細胞から QIAGEN RNAeasy Mini Kit

を用いて RNA を抽出し、各種プライマーを用

いて RT-PCR を実施し、得られた断片の塩基

配列を決定した。末端配列は RACE 法にて決

定した。 

 

5）TypeI FIPV の変異部位の解析 

 S 蛋白のフリン開裂部位、1058 番目と 1060

番目のアミノ酸、3c 蛋白、7b 蛋白に注目し

てプライマーを作製し、これまで我々が保有

している FIP 猫のサンプル、マルピーライフ

テックより分離された FIP発症猫と健常猫か

らのサンプルを用いて RT-PCR を実施し、得

られた産物の塩基配列を決定した。 



6）継続的 FIP 発生多頭飼育施設の調査 

 継続的に FIPが発生する多頭飼育施設の猫

のサンプルを太刀川動物病院より 13 頭のサ

ンプル（糞便、腹水、胸水、リンパ節など）

を分与していただいた。N遺伝子、3abc 遺伝

子、7ab 遺伝子、S遺伝子の RT-PCR を実施し、

得られた断片の塩基配列の決定を行った。さ

らに C3663 株を用いた中和試験により、中和

抗体価と ADE 活性を測定した。 

 

7）TypeI FECV Tachikawa-12F 株の全塩基配

列の決定 

 糞 便 サ ン プ ル か ら 検 出 さ れ る

Tachikawa-12F の全塩基配列を前述した

TypeI FIPVの全塩基配列の決定に準じて決定

した。 

 

8）TypeI FECV の感染実験 

 Tachikawa-12F の糞便を DMEM で約 10％の

乳剤として、0.45μm のフィルターで滅菌後、

口腔より 4頭の猫に接種した。経時的に体重 

、体温、血清・口腔拭い液・肛門拭い液・糞

便を採集した。得られたサンプルはウイルス

遺伝子の検出、中和抗体の検出などに供試し

た。 

 

9）C3663 株感染性クローンの作出 

 大阪大学微生物学研究所の神谷先生の協

力のもと、C3663 株の全長配列を Bac ベクタ

ーに挿入した。組み換えた Bacmid を fcwf-4

細胞にトランスフェクションして、上清を回

収した。 

 

４．研究成果 

1）TypeI FIPV3 株の性状解析 

 TypeI FIPV は分離が困難であり、国内での

分離株は少ない。我々が保有する 1970 年代

にマウスの脳で高継代後に分離された Yayoi

株、鹿児島で 1994 年に FIP の猫から分離さ

れた C3663 株、また近所の猫から分離された

C3678 株を MOI 0.001 で fcwf-4 細胞に感染

させ増殖性を比較した(図 1)。その結果、

C3663 株と Yayoi 株は感染後 3 日目にピーク

に達するのに対して、C3678 株は 2 日目をピ

ークとしてその後急速に感染性を失った。

C3663 株と Yayoi 株は比較的増殖がよく、

C3678 株は急速に感染性が失活することが判

明した。C3678 株は刺激に対して高感受性だ

と推測された。 

 FIPV 発症猫の血清には、fcwf-4 細胞への

感染を増強する ADE 活性が存在している。同

一 FIP 発症猫血清を用いて 3株の ADE 活性を

比較した結果、C3678 株は 5120 倍希釈で 7倍

以上の感染増強が認められた。一方、Yayoi

株では 81920 倍希釈で 5 倍以上、C3663 株で

は 163840 倍希釈で 3 倍の感染増強が認めら

れた(図 2)。ADE 活性においても株間で大き

な違いが認められた。これらの違いが、用い

た抗血清の反応性にも依存すると考えてい

るが、ウイルスが失活しやすいC3678株でADE

活性が上がっているのは興味深い。 

 Yayoi 株と C3663 株を経口・経鼻感染した

結果、C3663 株は 2頭が接種後 40 日以内に死

亡し、91 日目に 1頭 FIP の発症が剖検時に観

察された。一方、Yayoi 株接種猫は 3 匹とも

FIP を発症することはなかった(寺田ら、図

3)。経口感染により 75％が発病し、50％が死

亡する TypeI FIPV はほとんど存在しておら

ず、C3663 株は高病原性であった。また、自

然感染経路で発症することに成功し、発症モ

デルの確立にも成功したものと考えている。

一方、Yayoi 株はマウスの脳内で馴化されて

おり、弱毒化したものと考えている。 



 我々は C3663 株をマウスに免疫して 6種類
のモノクローナル抗体の作出に成功した(表
1)。それら単クローナル抗体を C3678 株感染
細胞と Yayoi 株感染細胞を用いて IFA を実施
した。その結果、C3678 株は 2 種類、Yayoi
株は 3種類のモノクローナル抗体と反応する
ことが確認された。遺伝的に最も近縁な
C3678 株に 2 種類のモノクローナル抗体しか
反応しなかったのは予想外であったが、3 種
類の株に反応する 3A8-C12 も存在しており、
診断に有用である可能性が示唆された。 

 
2）FIPV 3 株の全塩基配列の決定 
 全塩基配列決定の結果、C3663 株は 28,567
塩基、C3678 株は 29,324 塩基、Yayoi 株は
29,308 塩基であった。C3663 株と C3678 株は
遺伝子的に非常に近縁であることが確認さ
れた。3株の全塩基配列を並べて比較すると、
C3663 株は ORF1a 遺伝子に 30 塩基、S遺伝子
の 5’末端側に 735 塩基、M遺伝子に 3塩基、
N 遺伝子に 3 塩基の欠損が認められた。C3678
株は S 遺伝子に 6 塩基、3c 遺伝子に 2 塩基、
M 遺伝子の C3663 株の欠損部位と同じ部位に
3 塩基、N 遺伝子も C3663 株と同じ位置に 3
塩基の欠損が認められた。Yayoi 株は 5’UTR
に 1 塩基、3c 遺伝子に 29 塩基の欠損が認め
られた(図 4)。その結果、ORF 構造に関して
C3663 株は遺伝子欠損により 1a 蛋白の 10 ア
ミノ酸、S蛋白の 245 アミノ酸、M 蛋白及び N
蛋白のそれぞれ 1 アミノ酸が欠損していた。
C3678 株は S 蛋白の 2アミノ酸、3c 蛋白は欠
損によりコドンの読み枠がずれたため終始
コドンが出現して N 末端側の 36 アミノ酸の
みになった。また、M 蛋白及び N 蛋白はそれ
ぞれ 1 アミノ酸が欠損していた。Yayoi 株は
塩基置換により 3c 蛋白に終始コドンが出現
し、N 末端側の 46 アミノ酸となった(図 5)。 

また、C3678 株と Yayoi 株ならびに C3663
株を Simplot 解析した結果、TRS 配列領域が
工取に保存されていることが示された。また、
C3663 株と C3678 株は全長に渡り相同性が高
いことから由来が同じであることが再確認

された(図 6)。 

FIPV に特異的に認められるとされるフリ

ン開裂部の変異が C3663 株と Yayoi 株で、S

蛋白の 1058 番目の変異が 3 株すべてに認め

られた。全塩基配列、ORF1a および S 遺伝子

の系統学的解析によって、3 株は 1 つのクレ

ードを形成することがわかった(図 7)。 

 
 

3）TypeI FIPV に認められる変異 

 これまで S 蛋白のフリン開裂部位の変異、

1058・1060 番目のアミノ酸の変異、3abｃ蛋

白の欠損、7ｂ蛋白の変異などが FIPV に特徴

的な変異として報告されている(図 8)。 

 
 

マルピーライフテック社からサンプルの

提供を受け、1058/1060 番目のアミノ酸に焦

点を絞って解析した結果、国内 FIPV 160 検

体中 147 検体(91.9％)、FCoV 40 検体中 4 検

体(10％)で S 蛋白のアミノ酸 1058 あるいは

1060 番目に変異が確認された(表 2)。更に、

国内の株には 1042 番目のアミノ酸の変異も

特異的と考えられた。国内 FIPV の 98.1％が

1042/1058/1060 番目のどこかに変異がある

ことが判明した。FIPV の診断が可能になった

と考えている。 

 



表 2 FIPV と FECV に認められる変異の比較 

変異 FECV FIPV 

D1042(Q/G/A/H/S/Y) 5.0% 56.3% 

M1058L 10.0% 86.3% 

S1060(A/T) 0% 5.6% 

M1058L＋S1060(A/T) 10.0% 91.9% 

D1042(Q/G/A/H/S/Y) 

＋M1058L 
10.0% 93.1% 

D1042(Q/G/A/H/S/Y) 

＋M1058L＋S1060(A/T) 
10.0% 98.1% 

 

今回得られた結果と遺伝子登録されてい

る FIPV と FECV を用いて系統樹を作成した結

果、FIPV 特有のクラスターは存在せず、FECV

の中に散在していた(図 12)。このことは、

FIPV が野外で流行しておらず、FECV からそ

れぞれが変異して出現してことを意味して

いる。FIPV は FECV が猫体内で持続感染した

結果として変異を起こして出現し、FIP を引

き起こしたことが再確認された。仮説ではあ

るが、図 1のウイルスの増殖性で示すように

FIPV は急速に失活する。排泄されてもすぐに

失活するために感染が成立しないのかもし

れない。 

 
 

4）継続的 FIP 発生多頭飼育施設のネコにお

ける FCoV 遺伝子解析 

太刀川動物病院の協力を得て FIP が断続的

に発生する多頭飼育施設内の健常猫 10 頭と

FIP 発症猫 3 頭の FCoV を比較した(表 3)。 
表 3 継続的 FIP 発生多頭飼育施設のネコにおける FCoV 遺伝子検出状況 

No.  年齢 性別 
検査サンプ

ル 

RT-PCR 
備考 

N 3abc 7ab S 

1 4M ♂ 糞便 × × × × 
 

2 7M ♂ 糞便/腹水 
腹水：○ 

糞便：× 

腹水：○ 

糞便：× 

腹水

s：○ 

糞便：○ 

腹水：○ 

糞便：× 
FIP 

3 7M ♀ 糞便 × ○ ○ ○ 
 

4 7M ♀ リンパ節 ○ ○ ○ ○ FIP 

5 13Y4M ♂ 糞便 ○ ○ △ ○ 
 

6 10Y3M ♀ 糞便 × × × × 
 

7 5Y2M ♂ 糞便 ○ ○ ○ ○ 
 

8 3Y9M ♀ 糞便 ○ ○ ○ ○ 
 

9 2Y4M ♂ 糞便/胸水 ○ ○ ○ ○ 
 

10 1Y2M ♂ 糞便 ○ ○ ○ ○   

11 7M ♀ 糞便 ○ ○ ○ ○ 
 

12 6M ♀ 糞便 ○ ○ ○ ○   

13 9M ♀ 糞便/胸水 
胸水：× 

糞便：× 

胸水：○ 

糞便：× 

胸水：○ 

糞便：× 

胸水：○ 

糞便：× 
FIP 

 

その結果、解析した 3 株の FIPV は全て S

蛋白のアミノ酸 1058 番目に変異を有してい

た(表 4)。また、2 株にはフリン開裂部位に

変異があった。 
表 4 S 蛋白 1042/1058/1060 番のアミノ酸に認められた変異 

No.  サンプル 
フ リ ン 開 裂 部 位

(RSRRS) 
D1042 M1058 S1060 

1 糞便 FCoV (-) 

2 腹水 TSRMS D⇒A M⇒L - 

3 糞便 - - - - 

4 リンパ節 RSRNS D⇒G M⇒L - 

5 糞便 - D⇒Q - - 

6 糞便 FCoV (-) 

7 糞便 - - - - 

8 糞便 - D⇒A - - 

9 糞便 - - - - 

10 糞便 - - - - 

11 糞便 - - - - 

12 糞便 - - - - 

13 胸水 - D⇒A M⇒L - 

 

系統樹解析により、多頭飼育施設内の FIPV

は健常猫間で維持されている FCoV と同じク

ラスターを形成していることが判明した(図

13)。このことは、FIPV は健常猫で蔓延して

いる FCoV が変異することによって生じてい

ることを証明している。 

 

 
 

5）継続的 FIP 発生多頭飼育施設のネコの抗

体検査 

FIP を発症した猫の抗体価は、発症してい

ない猫に比べて上昇していた。FCoV 感染猫は

1:160-1:1280 であるのに対して、FIP 発症猫

は 1:6400 で有意に高かった。FIP 発症猫にお

ける高い抗体価も発症の指標になることが

分かる。加えて、FIP 発症猫 No.2 には ADE 活

性が認められた。しかし、No.13 には認めら

れなかった。FCoV 感染健常猫には ADE 活性が

認められなかった。ADE 活性の検出は FIP の

診断に有用であるかも知れない。 

 

6）FCoV 感染実験 

 FECV感染から変異によるFIP発症を証明す

るために、前述の継続的 FIP 発生多頭飼育施

設の猫の No.12 の糞便を用いて 4頭のネコに

経口感染を行った。その結果、FECV の持続感

染系の作出に成功した。現在まで 1 年以上の

持続が一部の猫で観察されている。抗体価の

推移も検討しているが、現在まで高い状態で



抗体価の維持されていることが分かる(図

16)。今後も観察を続ける予定である。 
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