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研究成果の概要（和文）：ネコ伝染性腹膜炎（FIP）は、ワクチンが無く、効果的な治療法のな

い致死的な感染症である。研究代表者は、免疫抑制剤サイクロスポリンＡ（CsA）が FIP ウイ

ルスのゲノム複製と転写を阻害することを発見した。CsA と結合するサイクロフィリン(Cyp)

のうち、CypA および CypB が FIPV の増殖を促進し、また、Cyp が有するシャペロン機能で

ある PPIase 活性がウイルス複製に関与していることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Feline infectious peritonitis virus (FIPV) causes lethal diseases and 

no effective vaccine or treatment has been developed.  These experiments clarified that 

Cyclosporin A (CsA) strongly inhibits replication and transcription of FIPV.  Also, both 

cellular cyclophilin A (CypA) and cyclophilin B (CypB), which bind to CsA enhanced the 

FIPV replication.  PPIase activities of Cyp are affected the FIPV replication. 
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１．研究開始当初の背景 

 

伴侶動物のウイルス性感染症のうち，ネコ
伝染性腹膜炎(FIP)はワクチン開発が未だ成
功しておらず，効果的な治療法も確立されて
いない疾患で，一度発症すると致死的な経過
をたどる．また，同じウイルス株をネコに実
験感染させても，個体によって病原性が発現
するものと発現しないものがあり，同じ培養
細胞を用いてもウイルス株によって感染複
製効率が異なるということから，ウイルス複
製を制御している細胞側およびウイルス側
因子の存在が考えられる． 
このウイルス病は，複雑な免疫機構を介し

て発症することが報告されている．しかし，
免疫に関わる各サイトカインの応答も感染
ネコによって異なり，一概に免疫系だけが発
症に関与しているとも考えがたい．一方，本
ウイルスに対する宿主感受性の違いや異な
る細胞株間におけるウイルス複製効率の違
いに関する報告は，国内外問わず，極めて少
ない．このため，ウイルス複製制御因子を解
析し，病原性発現機構を明らかにすることが
切望されている． 
 
２．研究の目的 
 
ネコ伝染性腹膜炎(FIP)は，現在，有効な
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治療法やワクチンがなく，発症すると致死的
な経過をたどる．代表研究者は様々な生理活
性物質や薬剤の抗 FIPV 活性をスクリーニン
グした結果，免疫抑制剤サイクロスポリン A
（CsA）が FIP ウイルス(FIPV)ゲノム複製・
転写を阻害することを世界で初めて発見し
た．本研究は CsA と結合する細胞内サイクロ
フィリン（Cyp）の FIPV ゲノム複製および転
写に与える影響を分析し，ウイルス複製制御
機構を解析する．これにより病原性発現機構
を明らかにすることを目的とした．このため，
ウイルス複製に影響を与える Cyp の同定およ
びその標的ウイルス結合因子（遺伝子領域，
蛋白質）の同定と結合領域の解析を行う。 

 

３．研究の方法 

 

（１）ネコ Cyp 遺伝子のクローニングおよび
ウイルス複製に影響を与える Cyp の同定 
 
① 哺乳類におけるCyp蛋白質は現在9種

類同定されているが，各動物間で遺伝
子配列が高率に保存されている．この
ため，PCR 法によりネコ Cyp をクロー
ニングし遺伝子配列の決定を試みた． 
 

② 各 Cyp 遺伝子を細胞に強制発現させ，
FIPV 感染時における複製効率の影響
をウェスタンブロット法，リアルタイ
ム PCR 法，TCID50測定法により解析し
た． 
 

③ クローニングした遺伝子配列を元に
shRNA を作成し，細胞に導入後，各 Cyp
がノックダウンされた細胞をクロー
ニングした． 
 

④ 各ノックダウン細胞に FIPV を感染さ
せた．その後，ウェスタンブロット法，
リアルタイム PCR 法，TCID50測定法に
てウイルス複製量を解析し，ウイルス
複製に影響を及ぼす Cyp を同定した． 

  
（２）ウイルス複製に影響を与える Cyp と結
合するウイルス蛋白質の同定と解析 

 
① 各ウイルス遺伝子とともに Cyp 遺伝

子を細胞に遺伝子導入し，蛋白質を発
現させ，免疫沈降・ウェスタンブロッ
ト法にて結合を確認した． 
 

② ウイルス蛋白質に結合する Cyp 遺伝
子をノックダウンした細胞に野生型
Cyp 遺伝子を再び発現させ，FIPV 感染
時のウイルス複製効率を検証した． 
 

③ CypA および CypB 蛋白質の PPIase 活

性におけるドミナントネガティブ細胞を
樹立し，FIPV の複製効率を解析した． 

 
４．研究成果 
 
（１）ネコ Cyp 遺伝子のクローニングおよび
ウイルス複製に影響を与える Cyp の同定 
 
① ネコ Cyp 遺伝子として CypA, CypB, CypC, 

CypD, CypH をクローニングし，塩基配列
を決定した． 
 

② CypA および CypB 強制発現細胞において
FIPV の複製効率が表１に示したように
増強された． 
 

表 1． 

  CypA CypB 

強
制
発
現 

WB 1.6 倍
↑ 

2.8 倍↑ 

qRT-PCR 1.8 倍
↑ 

3.2 倍↑ 

TCID50 2 倍↑ 3 倍↑ 

 
③ 各Cyp遺伝子に対するノックダウン細胞

を FIPV感染感受性細胞である fcwf-4細
胞を用いて樹立を試みた結果，CypA およ
び CypB に対するノックダウン細胞が樹
立できた． 
 

④ CypA および CypB ノックダウン細胞にそ
れぞれ FIPV を感染させ，20 時間後に細
胞を回収し，ウイルス複製を解析した結
果，どちらのサイクロフィリンをノック
ダウンしてもウイルス産生量は減少し
た（表 2）． 
 
表 2． 

 KD-CypA KD-CypB 

 WB 2.6 倍↓ 2.4 倍↓ 

 
 
TCID50 

 
5 倍↓ 

 
3.3 倍↓ 

 
（２）ウイルス複製に影響を与える Cyp と結
合するウイルス蛋白質の同定と解析 
 
① 共免疫沈降法にて CypA 蛋白質と FIPV-N

蛋白質，Ｅ蛋白質が結合することが確認
できた． 
 

② CypB ノックダウン細胞に野生型の CypB
を導入し，CypB 蛋白質発現を回復した細
胞を樹立した．この細胞に FIPV を感染
させ，ウイルス産生能を解析したところ，
親株の fcwf-4 感染細胞と比較し，同程



 

 

度のウイルス産生量が回復した（図 1）． 
 
図１． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
③ CypAおよびCypBのPPIaseドミナントネ

ガティブ細胞において FIPV の複製が有
意に低下した．CypA の H126Q では 1.8
倍の低下，R55A では 2.9 倍の低下，F60A
では 2.3 倍の低下が認められた．また，
CypB では，H166Q において 1.8 倍の低下
が認められた（表 3）． 

 
表 3． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から，Cyp 蛋白質が FIPV の複製

に重要な役割を持っていることが明らかと
なった．また，Cyp が有する PPIase 活性が
FIPV の複製に重要であることがわかった．本
結果は，コロナウイルス複製における Cyp の
役割を示した初めてのデータである．今後，
具体的に Cyp がどのようにウイルス複製に関
与しているかを詳細に解析することで，新た
なウイルス阻害剤の開発やワクチンの開発
に有用な知見を与えるものであり，近年アウ
トブレイクした新型コロナウイルスや SARS
を含む動物コロナウイルスの感染制御にと
って新たな治療戦略の開発の突破口になり
うる． 
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