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研究成果の概要（和文）：本研究では2012年から中東地域で発生しているヒトに重篤な肺炎を引き起こす中東呼
吸器症候群(MERS)コロナウイルスの遺伝子操作系の確立を行うことにより、非構造蛋白質の一つであるnsp1蛋白
質のウイルス複製における影響を解析する。今回、MERSコロナウイルスの遺伝子操作系の確立を行った。
MERSコロナウイルスのnsp1蛋白質がウイルスRNAと直接結合することを明らかにした。さらに、確立した遺伝子
操作系を用いてnsp1蛋白質とウイルスRNAとの結合がウイルスRNAの複製に重要であることを明らかにした。この
nsp1蛋白質とウイルスRNAとの結合はコロナウイルスの新しい創薬標的になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Middle East respiratory syndrome (MERD) coronavirus emerged in Saudi Arabia.
 MERS coronavirus is lethal human coronavirus still endemic in the Arabian Peninsula. In this study,
 we established a reverse genetic system for MERS coronavirus using a BAC system. We studied the 
effect of nonstructural protein 1 (nsp1) on viral replication using the reverse genetics system. We 
found that MERS coronavirus nsp1 bound to viral genomic RNA. We revealed that the specific binding 
of nsp1 with viral genomic RNA was critical for the efficient replication of MERS coronavirus. Our 
data indicated that the specific binding is new target for development of novel antivirals against 
MERS coronavirus.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、現在も中東地域で発生しているMERSコロナウイルスの遺伝子操作系の確立を通して、非構造蛋白質
の一つであるnsp1蛋白質が、ウイルスRNAと直接結合することを見出し、さらに、この結合がMERSコロナウイル
スの複製に重要であることを突き止めた。現在もMERSコロナウイルスに対する特異的な抗ウイルス薬がない状況
において、今回発見したこの特異的な結合は、MERSコロナウイルスに対する新たな治療標的になることが考えら
れた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
コロナウイルスは、家畜および伴侶動物において、神経系・消化器系・呼吸器系疾患を引き
起こす感染症である。コロナウイルスは、一般に、その感染宿主域は狭く、固有の動物種のみ
に感染する。 
一方、ヒトに重篤な肺炎を引き起こす重症急性呼吸器症候群 (SARS) コロナウイルスの自然宿
主は、コウモリであると報告されている。また、2012年から中東で発生している中東呼吸器症
候群 (MERS) コロナウイルスの自然宿主は、コウモリとラクダであると報告されている。 
つまり、コロナウイルスは、人獣共通感染症として医学領域や獣医学領域で重要なウイルス感
染症である。 
 しかしながら、現在のウイルス学研究において必須技術であるコロナウイルスの遺伝子操作
系は以下の理由により困難であった。①SARSコロナウイルスのアウトブレイクまでは、ヒト
におけるコロナウイルス感染症対策の重要性が低かったこと。 ②RNA ウイルスの中でウイ
ルスゲノム長が最長であるため、その取扱いが煩雑であること。上記①と②理由のため、コロ
ナウイルスにおける逆遺伝子操作系は、世界で 2つの研究グループが成功しているだけである 
（Yount B et al. PNAS 2003, Almazán F et al. JVI 2006）。 
以上のことから、我が国においてもコロナウイルスの逆遺伝子操作系の確立は、コロナウイル
ス感染症対策のために、早急に対応する必要のある研究課題である。 
 一方で、申請者は、これまでに重症急性呼吸器症候群(Severe acute respiratory: SARS)コロ
ナウイルスの非構造蛋白質の一つである nsp1 蛋白質に着目して研究を進めている。特に、
SARSコロナウイルスの nsp1蛋白質が 40Sリボゾームと結合して宿主の蛋白質合成を阻害す
ること、さらに宿主mRNAを切断することを明らかにしている。 
 上述の背景とこれまでの研究成果をもとに、本研究では、輸入感染症として重要な MERS
コロナウイルスの逆遺伝子操作系の確立により、コロナウイルス感染症対策のための基盤技術
の樹立を目指す。 さらに、その系を用いて、SARS コロナウイルス nsp1 蛋白質のホモログ
である、MERSコロナウイル nsp1蛋白質のウイルス学的解析を行うことで、病原性の解明お
よびワクチン開発に応用する。 

 
２．研究の目的 
本研究は、医学領域および獣医学領域で重要なウイルス感染症の一つであるコロナウイルス
の制圧のため、同ウイルスにおけるウイルス学的な分子基盤技術の確立とその応用を目指すも
のである。コロナウイルスの中でも特にヒトで致死性の肺炎を引き起こす中東呼吸器症候群
(Middle East respiratory syndrome: MERS)コロナウイルスの遺伝子操作系の確立を通して、
MERSコロナウイルスの病原性蛋白質の一つである nsp1蛋白質のウイルス複製における役割
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

1. MERS コロナウイルスの逆遺伝子操作系の確立  
逆遺伝子操作系による組換えウイルスの作出には、
Bacterial Artificial chromosome (BAC) システムを用
いる 
概要: ①サイトメガロウイルスプロモーター (CMV) 
とポリアデニレーションシグナル (BGH) の制御下で完
全長のMERS コロナウイルスゲノムcDNAをBACに組込み、
培養細胞に導入した。 
②細胞内で CMV プロモーターにより、完全長ゲノム・BAC
からウイルスゲノム RNA が転写される。 
③ウイルスゲノム RNA からウイルスタンパク質の合成、
さらに、ウイルスゲノムの複製がおこる。 
④最終的に、培養細胞から感染性のある組換え MERS コロ
ナウイルスが産生される。 
⑤完全長ゲノム・BACに遺伝子操作を加えることにより、
遺伝的に改変された組換えウイルスを作出することが可
能になる (左図参照) 。 
⑥大腸菌の相同組換え技術を利用して、任意の変異ウイ
ルスを作製する。 
 
2. nsp1 蛋白質の宿主蛋白質阻害機構とウイルス RNA と
の結合に対する影響 
我々は以前に SARS コロナウイルスの nsp1 蛋白質が宿
主の蛋白質合成を阻害することと、自身のウイルス RNA
と結合することを明らかにしている。そこで、MERS コロ
ナウイルスの nsp1 蛋白質が宿主の蛋白質合成を阻害す
るか否かを、ルシフェラーゼ活性を指標として評価した。



さらに、MERS コロナウイルスの nsp1 蛋白質が自身のウイルス RNA と結合するかどうかを解析
した。Nsp1 蛋白質を発現するプラスミドと MERS コロナウイルスのウイルス RNA を含むプラス
ミドを培養細胞に導入し、nsp1 蛋白質と共沈してきた RNA をノーザンブロットにて解析を行っ
た。 
 
3. MERS コロナウイルス nsp1 蛋白質のウイルス複製に及ぼす影響  
そこで、前年度に確立した MERS コロナウイルスの逆遺伝子操作系による組換えウイルス作製
技術を用いて、MERS コロナウイルス nsp1 蛋白質に変異を導入した nsp1 変異ウイルスを作製す
る。 上述の 2で明らかになった nsp1 蛋白質の機能を感染細胞で検討するために、 培養細胞
内と培養上清中のウイルス RNA 量をリアルタイム PCR にて解析する。 
 
４．研究成果 
1. MERS コロナウイルスの逆遺伝子操作系の確立 
 研究方法の 1に従い、MERS コロナウイルスの全遺伝子配列を分割して、制限酵素とライゲー
ションにより、順番にBAC DNAに挿入しすべての塩基配列を挿入した。MERSコロナウイルスcDNA
の 5’末端側にはサイトメガロウイルスのプロモーター配列と 3’末端側には 25 塩基のポリ A
配列とリボザイム配列を付加した。 
 完全長のMERSコロナウイルスcDNAを有するBAC DNAをヒト肝がん細胞Huh7細胞にトランス
フェクション試薬により導入した。導入後 3日から４日で培養上清を回収した。回収した培養
上清を Vero 細胞に感染させ、明瞭な CPE を確認後、培養上清を回収し、組換えウイルスとして
保存した。 
 保存した組換えウイルスは、ウイルス力価を測定するために Vero 細胞を用いて TCDI50を算出
した。その結果、感染性 cDNA から回収した組換えウイルスは、親株と同程度のウイルス力価(お
およそ 10の 6乗から 7乗のウイルス力価であることが分かった。 
 さらに、保存した組換えウイルスのウイルス増殖を調べるために、経時的にその培養上清中
のウイルス量を TCDI50にて確認したところ、作製した組換えウイルスは親株と同じように増殖
することが分かった。このことは、BAC DNA から作製した組換えウイルスは親株と同じ性情を
示しており、本研究方法によって MERS コロナウイルスに対する遺伝子操作系が確立できたと考
えられる。 
 
2. nsp1 蛋白質の宿主蛋白質阻害機構とウイルス RNA との結合に対する影響 
我々は以前に SARS コロナウイルスの nsp1 蛋白質が宿主の蛋白質合成を阻害することと、自
身のウイルス RNA と結合することを明らかにしている。 
そこで、MERS コロナウイルスの nsp1 蛋白質が宿主の蛋白質合成を阻害するか否かを、ルシ
フェラーゼ活性を指標として評価した。Nsp1 蛋白質を発現するプラスミドを作製し、ルシフェ
ラーゼを発現するプラスミドを 293T 細胞に共発現させ、24 時間後にそのルシフェラーゼの活
性を測定した。その結果、MERS コロナウイルスの nsp1 蛋白質がルシフェラーゼの活性を顕著
に抑制することが明らかとなった。 
さらに、MERS コロナウイルスの nsp1 蛋白質が自身のウイルス RNA と結合するかどうかを解
析した。Nsp1 蛋白質を発現するプラスミドと MERS コロナウイルスのウイルス RNA を含むプラ
スミドを培養細胞に導入し、nsp1 蛋白質と共沈してきた RNA をノーザンブロットにて解析を行
った。その結果、MERS コロナウイルスの nsp1 蛋白質は、MERS コロナウイルスの 5’UTR の RNA
配列と特異的に結合することが明らかとなった（下左図で 13番目のアミノ酸が結合に重要であ
ることを示している）。さらに、nsp1 蛋白質側および 5’UTR の RNA 配列に変異を導入し、それ
ぞれの結合領域を解析したところ、nsp1 蛋白質の 13 番目のアミノ酸が RNA との結合に重要で
あることが明らかとなった。さらに、nsp1 蛋白質は RNA 上の Stem loop (SL)と特異的に結合す
ることが明らかとなった（下右図で SL1 の RNA 配列が結合に重要であることを示している）。 
今回、MERS コロナウイルスの nsp1 蛋白質が、SARS コロナウイルスの nsp1 蛋白質と同様に宿
主蛋白質の産生を抑制できること、ウイルス由来の RNA と特異的に結合することを明らかにし
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3. MERS コロナウイルス nsp1 蛋白質のウイルス複製に及ぼす影響  
そこで、前年度に確立した MERS コロナウイルスの逆遺伝子操作系による組換えウイルス作製
技術を用いて、MERS コロナウイルス nsp1 蛋白質に変異を導入した nsp1 変異ウイルスを作製し



た。 上述の 2で明らかになった nsp1 蛋白質の機能を感染細胞で検討するために、 培養細胞
内と培養上清中のウイルス RNA 量をリアルタイム PCR にて解析した。 
まず、解析のために方法 1で確立した BAC DNA によるコロナウイルスの遺伝子操作系を用い
て、ウイルス由来 RNA との結合に必要な nsp1 蛋白質の 13 番目のアミノ酸(今回は 13 番目およ
び 9番目のアミノ酸)に変異を導入した変異ウイルスを作出した。その後、その変異ウイルスの
上清中ウイルス力価の測定を TCID50 にて、また細胞内のウイルス由来 RNA 量をリアルタイム
PCR にて解析した。その結果、変異ウイルスでは上清中のウイルス力価（下左図）および細胞
内のウイルス RNA 量（下右図）が野生株に比べて減少することが明らかとなった。このことは、
nsp1 蛋白質のウイルス RNA との結合が、MERS コロナウイルスの複製に重要であることを示唆し
ていた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 さらに、現在、nsp1 蛋白質の SL1 との結合に重要な 13 番目のアミノ酸がコードされている
ウイルス RNA 上の構造(SL5 領域)に注目して研究を進めている。実際にこの SL5 領域における
ウイルス複製に関するデーターが得られつつある。 
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