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研究成果の概要（和文）：本申請では猫コロナウイルス (FCoV)感染症例より病変部針吸引生検サンプルや胸腹
水などを採取し、ウイルスRNAの検出を行うとともに、in vitroにおける細胞株への感染を試みた。しかし、東
京大学附属動物医療センター来院症例から採取したサンプル中ウイルス量はいずれも微量であり、感染実験に適
したサンプルを得ることができなかった。
そこで、猫組織球由来の細胞株2種類とFCoV 79-1146株を用い、ウイルス感染後の細胞の変化をRNA-seqによって
検討した。今後、得られた発現変動遺伝子について臨床サンプルにおける発現を検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：In this application, we collected needle aspiration biopsy samples of 
lesions and pleural/peritoneal effusion samples from feline coronavirus (FCoV) infected cases, 
detected viral RNA, and attempted to infect cell lines in vitro. However, the amount of virus in the
 samples collected from cases visiting the Veterinary Medical Center of the University of Tokyo was 
too small to establish an infection in vitro.
Therefore, we used two cell lines derived from feline histiocytes and the FCoV 79-1146 strain to 
examine the transcriptional change in cells after virus infection. The expression level of these 
genes will be evaluated in clinical samples for further investigation. 

研究分野：獣医内科学

キーワード： 猫伝染性腹膜炎ウイルス　組織球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
猫伝染性腹膜炎 (FIP) は、猫コロナウイルス (FCoV) の感染によって引き起こされる猫において最も重要な致
死性感染性疾患の一つである。近年、抗ウイルス薬によるFIP治療の成功率は80%を超えるとの報告もある一方
で、FIP発症の機序については未だ明らかでなく、正確な診断や治療成績の向上のためにはさらなる研究が必要
である。
本申請ではFIPウイルスのターゲットに近い由来を持つ組織球由来細胞株を使用して感染実験を実施した。感染
によって発現が変動した遺伝子はFIPの病態を反映するものである可能性が考えられ、今後、FIP症例における発
現を検討する必要があるものと考えている。

※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 

猫伝染性腹膜炎 (feline infectious peritonitis, FIP) は、猫において最も重要な致死性
感染性疾患の一つである。猫コロナウイルス (Feline coronavirus, FCoV) の感染によって引
き起こされる疾患であることは古くから知られていたものの、その病態は未だに明らかになっ
ていない部分が多い。 

FCoV に感染した猫はその多くが FIP を発症せず、無症候あるいは軽度〜中程度の消化器症
状を呈するキャリアーとなる。キャリアー猫から分離された FCoV は一般的に猫腸コロナウイル
ス (Feline enteric coronavirus, FECV) と呼称される。一方、FCoV 感染猫の一部は致死性の
FIP を発症するが、これらの猫から分離された FCoV は猫伝染性腹膜炎ウイルス (Feline 
infectious peritonitis virus, FIPV) と呼称される。両者は非常に類似しており、FECV が突
然変異を起こすことによって FIPV に変化すると考えられてきたものの、両ウイルスの決定的な
違いは明らかではない。一方で FIPV 分離株を SPF 猫に実験的に感染させても必ずしも FIP を発
症するわけではないことから、宿主側の要因も FIP 発症に関与していることが示唆される。 

これまで行われてきた FIP 発症のメカニズムに関する研究は、ウイルス株を用いた猫に対す
る感染実験と、自然感染例を用いたウイルスゲノム配列解析の両面から進められてきた。FIP
発症に関わる宿主側・ウイルス側双方の因子に関する解明が試みられているものの、十分とは
言えない。 
 
２．研究の目的 

FCoV の研究において、細胞指向性や細胞障害性などのウイルス学的アプローチは培養細胞
株とそれに適応したウイルス株を用いて行われることが多く、自然感染例に関する研究はウイ
ルスゲノムの塩基配列解析が中心となっている。 

本申請では自然感染症例からのウイルス分離とその in vitro 解析を目的とし、抗体依存性
感染増強を利用した臨床例からのウイルス分離を試みる。臨床検体と症例に関する情報を同時
に得ることにより、臨床情報、ウイルスの塩基配列、細胞指向性と細胞障害性を一貫して比較
検証しようとする研究計画である。 
 
３．研究の方法 
FIP 臨床症例の収集 
東京大学附属動物医療センターに来院した症例を対象とし、FIP が疑われる症例からの臨床

サンプルとともに、臨床データの収集を行う。 
 

FCoV の検出およびウイルスゲノム解析 
病変サンプルにおけるウイルス RNAの検出は、FCoV 7b 遺伝子および MN 遺伝子に設計され

たプライマー/蛍光プローブを用いた RT-qPCRによって行うものとする。ウイルスが検出された
サンプルについては Sタンパク質遺伝子変異の有無についてサンガーシーケンス解析を行う。 
 
猫組織球系細胞株に対するウイルス感染実験 

FIPV 感染の標的細胞はマクロファージ/単球系細胞である。本研究ではこれらの細胞と類似
した由来を持つ組織球系細胞株 2 種類 (AS-FPH01, FHS-1) を用い、in vitro 感染系を構築す
る。感染ウイルスとしてはまず、確立されたウイルス株である 79-1146株 FIPV を用いるものと
する。 

 
FIPV 感染細胞における遺伝子発現解析 

FIPV接種した猫組織球系細胞株において、mRNA発現量の変化を RNA-seqにより解析する。
発現量の変化が認められた発現変動遺伝子 (DEG) については、ウイルス接種後の発現量につい
て RT-qPCRで経時的変化を検証するものとする。 
 
４．研究成果 
FIP 臨床例からのウイルス分離 
東京大学附属動物医療センターに来院症例のうち、FIP が疑われる症例を対象に FCoV RNA

の検出を行った。80例の病変部サンプルについて RT-PCRを行ったところ、12例において FCoV 
RNAが検出された。検出例におけるリアルタイム PCRの Ct値は概ね 30 以上であり、FIP の病変
部におけるウイルス量は少ないことが示唆された。12例のうち Sタンパク質遺伝子変異は９例
において認められ、1例は変異を有していなかった。解析できなかった症例が 1例、犬コロナ
ウイルス由来 Sタンパク質遺伝子を有する II型 FCoV が 1例で検出された。 

本研究において収集された臨床検体は微量な病変部針吸引サンプルがほとんどであり、RNA
検出と in vitro ウイルス分離の両方に用いることは量的に不可能であった。末梢血の採取が可



能であった症例については血漿中ウイルス RNAの検出も同時に試みたが、RT-PCRで血漿におけ
る RNA検出が可能であった症例はなく、ウイルス分離に用いることはできなかった。 
過去の報告からは、若齢猫に多く認められる浸出型 FIP において胸腹水中に比較的高いウイ

ルス量が検出されることが示唆されている。臨床例からのウイルス分離を試みる場合には浸出
型 FIP 症例の方が適していると言えるが、本研究で対象とした症例はほとんど胸腹水を伴わな
い非浸出型 FIP 症例であった。浸出型 FIP が比較的多く集まる一次診療施設等の協力を仰ぐこ
とにより、ウイルス分離に適した検体を収集する工夫が必要であるものと考えられた。 

 
猫組織遊系細胞株におけるウイルス感染実験 

猫組織球系細胞株 AS-FPH01および FHS-1に対し
て 79-1146株 FIPV を接種し、感染後 0, 1, 3, 5 日
目の上清中ウイルス RNAを定量した (図 1)。いずれ
の細胞株においてもウイルス RNA 量は感染 1 日後に
増加し、FIPV 感染が示唆された。AS-FPH01において
は感染 3 日後以降も上清中ウイルス RNA 量の増加が
確認されたが、FHS-1においては感染 3 日後以降の
増加はほとんど認められなかった。 

さらに感染 3 日後の細胞について、細胞免疫化学
によるウイルスタンパク質の検出を行った。少数の
AS-FPH01においてウイルスタンパク質が検出された
一方 (図 2)、FHS-1においてはウイルスタンパク質
は検出されなかった。これらの結果から、AS-
FPH01、FHS-1いずれの細胞株においても 79-1146株
FCoV の感染は成立するものの、感染効率は FHS-1に
おいて低いと考えられた。 
 
FCoV 感染細胞における遺伝子発現解析 
比較的高い感染効率が得られた AS-FPH01を用い

て、ウイルス接種３日後および非接種細胞について

RNA-seqを行ったところ、1918 個の DEGが抽出され

た。これらの DEGについてエンリッチメント解析を

実施した結果、NF-kB 経路に関連する遺伝子が発現

変動遺伝子に集中していることが見出された。同経

路の標的遺伝子である TNIP3, INHBA, ICAM1, SDC4, 
IL1B, SAA1の６遺伝子について RT-qPCRにより発現量

の検証を行ったところ、INHBAおよび SAA1の発現量が

FIPV接種後 1日目以降に、ICAM1の発現量が接種後 3

日目以降に有意に上昇していた (図 3)。 

これらの結果から、FIPV接種に伴

う細胞内での NF-κB 経路の活性化

が示唆された。これまで、FIP の病態

に NF-κB 経路が関与する可能性に

言及した報告はないが、NF-κB 経路

の活性化は炎症惹起、特に FIP 発症

猫において上昇が報告されている

TNF-α、IL-1βおよび GM-CSF等の発現

に関連することが知られている。FIPV

実験感染猫を用いた過去の公開データ

を再解析したところ、FIPV 実験感染猫の腹腔内マクロファージにおいても同様に NF-κB 経路の

活性化に関連する遺伝子の発現上昇が確認された。FIPV接種 AS-FPH01において mRNAの発現量

が増加した INHBA、ICAM1および SAA1はいずれも NF-κB 経路の活性化により発現の増加する遺

伝子群である。INHBAはアクチビン Aを構成するインヒビンβAをコードする遺伝子であり、ア

クチビン Aはマクロファージを抗炎症型（M2）から炎症誘発型（M1）に分極化させることが報告
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(A) 
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Figure 1. Feline coronavirus (FCoV) copy number in the cell culture supernatants of feline infectious 

peritonitis virus-inoculated AS-FPH01 cells (A) and FHS-1 cells (B). Experiments were repeated three 

times, and each line shows the results of the respective assay. UD: Undetected
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Figure 2. Expression of feline infectious peritonitis virus (FIPV)-N protein (red) in AS-FPH01 cells at 3 day post-viral inoculation (dpi) visualized by 

immunocytochemistry: (A) the low power field and (B) the high power field of FIPV-inoculated AS-FPH01, and (C) the low power field of the mock-

inoculated AS-FPH01. (D) No expression of FIPV-N protein was observed in FIPV-inoculated FHS-1 at 3 dpi by immunocytochemistry
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Figure 4. Comparisons of mRNA expression levels of INHBA, ICAM1, and ENSFCAG00000042268 (SAA1) genes between feline infectious peritonitis 

virus (FIPV)-inoculated and mock-treated AS-FPH01 cells. Results are shown as fold change of mRNA expression compared to those before viral 

inoculation and each bar represents the mean ± standard deviation of the technical triplicate. *, p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.005; n.s., not significant 

(Welch’s t-test).   
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図 1 FIPV 接種後の (A) AS-FPH01 および 
(B) FHS-1 培養上清中ウイルスコピー数。
感染実験は 3回繰り返され、各線はそれぞ
れの検証の結果を示している。UD: 検出限
界以下 

図 2 FIPV 接種３日後の AS-FPH01 にお
ける FIPV N タンパク質 (赤) の発現。
青：DAPI による核染色。 

図 3 RT-qPCR で定量した INHBA, ICAM1, SAA1 遺伝子の
発現量。ウイルス接種前の発現量に対する相対値をし
て記載。 



されている。ICAM1は接着分子 ICAM1をコードする遺伝子であり、FIP 病変周囲において局地的

な同タンパクの発現増加が認められることが明らかになっている。SAA1 は急性相タンパク質と

して知られる SAAをコードする遺伝子であり、FIP 猫では SAAが高値になることが知られる。ま

た、SAAは Toll様受容体 4や AGE特異的受容体を介して NF-κB 経路の活性化に寄与することも

知られている。これらの結果から、FIPV接種組織球系細胞において NF-κB 経路が活性化してい

ることが示唆され、FIP 発症猫においても同様の変化が予想された。本研究成果は学会で発表を

行い、高い評価を得ている。今後は臨床検体を用いてこれらの遺伝子発現量の変化について検証

する必要があるものと考えている。 

組織球系細胞株を用いた猫コロナウイルス感染に伴う発現変動遺伝子の解析：並木裕人、

盆子原誠、ジェームズ・K・チェンバーズ、内田和幸、高野友美、富安博隆、後藤裕

子、日本獣医内科学アカデミー (2024) 
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