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研究成果の概要（和文）： 

豚コレラウイルスの病原性発揮に関与すると考えられている自然免疫回避機構を分子レベル

で解明することを目的とし、ウイルス非構造蛋白 Npro の点変異体や欠損体を作製し、1 型 IFN

の産生抑制に必須なアミノ酸領域を決定した。このアミノ酸の変異は、①C112R、②D136N、③

H5Y、L8F、P17S のいずれかであることがわかった。また、この自然免疫の調節に関与する Npro

上のアミノ酸の変異は、豚における病原性発揮の要因の 1つであることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To assess the molecular basis of classical swine fever virus, the mechanism of down 
regulation of innate immunity mediated by type-1 interferon was analyzed using mutant 
viruses constructed by reverse genetics.  Critical amino acids of Npro protein for 
the control of type-1 interferon production were determined and it was concluded that 
the down regulation of innate immunity mediated by type-1 interferon was one of the 
important factors for the pathogenicity of classical swine fever virus in pigs. 
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１．研究開始当初の背景 

豚コレラは豚の熱性、敗血症性の疾病で強
い伝染力と高い致死率を特徴とする豚の最
重要ウイルス疾病である。わが国では家畜法

定伝染病に指定されており、世界獣疫事務局
（OIE）の定める基準でも最重要のリスト A
疾病に指定されている。2004年、日本の清浄
化が達成されつつあった折りに鹿児島県で

研究種目： 基盤研究（B） 

研究期間： 2007～2009   

課題番号：  19380170 

研究課題名（和文） 豚コレラウイルスの病原性に関与する自然免疫回避機構の解明 

                     

研究課題名（英文）  

Molecular basis of pathogenicity of classical swine fever virus - 

Mechanism of down regulation of innate immunity in the cells and 

pigs infected with classical swine fever virus- 

研究代表者 

迫田 義博（SAKODA YOSHIHIRO） 

北海道大学・大学院獣医学研究科・准教授 

 研究者番号：40333637 

 

 



 

 

疑似例が発見され、養豚業界に大きな被害を
与えた。豚コレラの原因ウイルスである豚コ
レラウイルスはフラビウイルス科ペスチウ
イルス属の１本鎖 RNAウイルスである。 

動物は病原微生物の感染初期に即時的に
働く防御機能を持っている。微生物の感染に
対するこのような抵抗性を総称して自然免
疫（Innate Immunity）と呼び、抗体応答を
主とする獲得免疫とは区別される。この自然
免疫の中心を担っているのがインターフェ
ロン(IFN）-αおよび IFN-β、すなわち１型
IFNである。 
豚コレラウイルス野外強毒株が感染した

細胞では、この１型 IFN の産生が抑制され、
逆に弱毒株が感染した細胞では１型 IFN産生
は促進される（Kumagaiら,1958；Shimizuら，
1961）。これまでに国内外で分離された豚コ
レラウイルスの分子疫学解析（Sakodaら，Vet. 
Microbiol., 1999）および生物性状解析から
（ Sakoda ら， J Virol. Methods, 1998a, 
1998b； Aoki ら，2003）、分離された野外強
毒株はすべて１型 IFNの産生を抑制すること
がわかった。 
豚コレラウイルスの病原性を規定する因

子として自然免疫を回避する能力の有無が
重要であると考え、我々はこの分子基盤を明
らかにする研究を開始した。これまでの研究
成果から、豚コレラウイルスが線維芽系細胞
に感染すると、ウイルス非構造蛋白 Nproが宿
主側の転写因子である IFN 産生調節因子３
（IRF-3）に作用し、ユビキチン－プロテア
ソーム系により IRF-3を分解させることがわ
かった（Bauhofer ら，2006）。この IRF-3 の
分解により 1型 IFN産生が抑制され、豚コレ
ラウイルス強毒株は、線維芽系細胞において
自然免疫から回避するものと考えられる。し
かし、この自然免疫の回避に必須なウイルス
蛋白 Npro分子上のアミノ酸領域の同定、さら
に Nproがどのように IRF-3 の分解を促進させ
るのかは明らかになっていない。また、これ
までの成績は線維芽細胞における自然免疫
応答についてしか解析しておらず、抗原提示
に働く免疫系細胞（樹状細胞など）に豚コレ
ラウイルスが感染した場合の応答は解析さ
れていない。 
 

２．研究の目的 

豚コレラウイルスの病原性に関与すると
考えられる自然免疫回避機構を分子レベル
で解明することを目的とし、以下の点を中心
に研究を進める。 
（１）樹状細胞における豚コレラウイルスの
自然免疫回避システムを解明する。 
（２）1型 IFNの産生抑制に関与するウイル
ス蛋白 Npro上のアミノ酸領域を決定する。 
（３）ウイルス蛋白 Nproがプロテアソームに
よる細胞側因子の分解を促進する分子メカ

ニズムを解明する。 
（４）Nproに変異を挿入した豚コレラウイル
スを作出し、本ウイルスのブタに対する病原
性を解析する。 

 

３．研究の方法 

（１）樹状細胞における豚コレラウイルスの
自然免疫回避システムの解明 

我々はこれまでに、豚コレラウイルスが線
維芽系細胞において IFN-βプロモーターに
結合する転写因子 IRF-3の活性を阻害するこ
とを明らかにした。一方、他の研究グループ
の成績から、抗原提示などの役割を果たす免
疫系細胞（樹状細胞）では、宿主側の自然免
疫を司る転写因子として IRF-3と共に IFN産
生調節因子７（IRF-7）も重要と考えられて
いる。また、1型 IFN産生のためのシグナル
伝達系において、IRF-3や IRF-7の上流に位
置する IFN-β promoter stimulator 1 
（IPS-1）も感染したウイルスのターゲット
となり、この蛋白の活性阻害が自然免疫の抑
制に働くことも知られている。 

そこで、豚コレラウイルス強毒株と弱毒株
が感染した樹状細胞における 1型 IFNの産生
量の測定、IPS-1、IRF-3および IRF-7の細胞
内における発現量とその局在の差を比較す
ることにより、豚コレラウイルス強毒株が免
疫系細胞内でどのように自然免疫を回避す
るのか体系的に解明する。さらに線維芽細胞
における場合と同様に、ウイルス蛋白 Nproが
これに重要な役割を果たすのか確認する。 
 
（２）1型 IFNの産生抑制に関与するウイル
ス蛋白 Npro上のアミノ酸領域の決定 
 我々のこれまでの研究成果から、線維芽細
胞ではウイルス蛋白 Nproが宿主側の転写因子
IRF-3の分解を促進し、1型 IFNの産生を抑
制していることが明らかとした（Bauhoferら，
2006）。しかし、IRF-3の分解促進に必須な
Npro上のアミノ酸領域の特定は行われていな
い。そこで、Npro蛋白の点変異体や欠損体を
作製し、本活性に必須なアミノ酸領域を決定
する。またこの Npro分子上のアミノ酸領域が
樹状細胞に豚コレラウイルスが感染した際
の自然免疫からの回避にも必須な領域であ
ることを確認する。 
 
（３）ウイルス蛋白 Nproがプロテアソームに
よる細胞側因子の分解を促進する分子メカ
ニズムの解明 
 そもそも、ウイルス蛋白 Nproの生物活性と
してセリンプロテアーゼ活性が知られてい
るが、Nproのプロテアーゼ活性を阻害しても
IRF-3は分解されることから（我々の研究に
よる未発表データ）、Nproにはプロテアーゼ活
性とは別に、IRF-3のユビキチン化を促進す
る活性を有していると考えられる。そしてこ



 

 

のユビキチン化された IRF-3がプロテアソー
ムにより分解され、IFN-β遺伝子の転写が抑
制されると考えられる。そこで、Nproが IRF-3
のプロテアソームによる蛋白分解を促進さ
せる分子メカニズムを明らかにする。さらに
樹状細胞においても Nproが細胞側因子（IPS-1、
IRF-3または IRF-7）のユビキチン－プロテ
アソーム分解系による蛋白分解を促進させ
ること、さらにその分子メカニズムを同様に
解析する。 
 
（４）Nproに変異を挿入した豚コレラウイル
スの作出と本ウイルスのブタに対する病原
性の解析 
 （１）～（３）の成績から、豚コレラウイ
ルスが自然免疫を回避する分子メカニズム
の概要が明らかにされる。これらの成績を確
認するために、リバースジェネティクス法を
用いて自然免疫の制御に関与することが同
定された Npro領域に変異や欠損を人工的に挿
入したウイルスを作出する。この変異ウイル
スをブタに接種し、生体レベルでの本ウイル
スの病原性にこの自然免疫の回避が重要な
役割を果たすか否かを確認する。さらに、変
異ウイルスが弱毒化されていることが確認

できれば、本変異ウイルスの生ワクチン株と
しての有効性を評価する。 
 
４．研究成果 
（１）樹状細胞における豚コレラウイルスの
自然免疫回避システムの解明 

まず、自然免疫関連因子を追跡するために、
それぞれの因子に対する特異抗体を作出し
た。ヒトやマウスの IFN 産生調節因子
7(IRF-7) 遺 伝 子 や IFN- β  promoter 
stimulator 1 （IPS-1）遺伝子の配列との相
同性から、ブタの IRF-7および IPS-1の遺伝
子をクローニングした。これらを大腸菌発現
系で発現精製後、モノクローン抗体を作出し
た。これらの抗体は目的の抗原を細胞内で特
異的に検出できた。豚コレラウイルス強毒株
ALD または弱毒株 GPE-を樹状細胞に接種し、
培養上清中の 1型 IFNの産生量を定量し、ウ
エスタンブロット法により IPS-1、IRF-3、

IRF-7 およびウイルス蛋白 Npro の細胞内にお
ける発現量、局在、リン酸化、二量体の形成
の有無を解析した。その結果、豚コレラウイ
ルス感染細胞内ではウイルス非感染細胞に
比べて IPS-1の発現動態に変化が起きること
がわかった。この現象は豚コレラウイルス株
の毒力には関係なく観察された。また、強毒
株感染細胞では IRF-3がプロテアソーム系を
介して分解され、細胞内から減尐することが
わかった。この現象は弱毒株感染細胞では認
められなかった。以上より、IRF-3 発現量の
減尐には線維芽細胞における場合と同様に、
樹状細胞においてもウイルス蛋白 Nproがこれ
に重要な役割を果たしていることが明らか
になった。 
 
（２）1型 IFNの産生抑制に関与するウイル
ス蛋白 Npro上のアミノ酸領域の決定 

豚コレラウイルスの病原性に関与すると
考えられる自然免疫回避機構を分子レベル
で解明することを目的とし、ウイルス非構造
蛋白 Nproの点変異体や欠損体を作製し、1型
IFNの産生抑制に必須なアミノ酸領域を決定
した。その結果、1型 IFNの産生抑制に必須
なアミノ酸は、比較したウイルス株の組み合
わせにより大きく 3パターンに分けられ、①
C112Rの変異、②D136Nの変異、③H5Y、L8F、
P17Sの3つのアミノ酸の変異 のいずれかで
あることがわかった。また、これらの 3つの
パターンのアミノ酸変異を有する Nproの IFN-
β遺伝子プロモーター活性に及ぼす影響を
ルシフェラーゼアッセイによって解析した
ところ、これらの変異を有する Npro蛋白はイ
ンターフェロン調節因子（IRF）-3の働きを
左右し、IFN-β遺伝子プロモーターの活性を
調節することがわかった。なお、これらのア
ミノ酸変異の場所は、Nproが有するプロテア
ーゼの活性に必須な領域とは異なっていた。 
 
（３）ウイルス蛋白 Nproがプロテアソームに
よる細胞側因子の分解を促進する分子メカ
ニズムの解明 

今回特定された IFN-βのプロモーター活
性の抑制に必須な Npro上のアミノ酸領域のみ
を細胞内で発現させ、細胞内の IRF-3、IRF-7、
IPS1とウイルス蛋白 Nproの発現量や細胞内局
在をウェスタンブロット法と蛍光抗体法に
より解析したが、特定された Npro上のアミノ
酸領域が細胞側因子と直接的に結合するこ
とは証明出来なかった。以上より、豚コレラ
ウイルスの自然免疫回避機構に必須なアミ
ノ酸領域が特定され、この領域は Nproが有す
るプロテアーゼ活性とは独立した領域であ
ることがわかった。 
 
（４）Nproに変異を挿入した豚コレラウイル
スの作出と本ウイルスのブタに対する病原



 

 

性の解析 
自然免疫の調節に関与する Npro上のアミノ

酸の変異が、豚に対する病原性発現にどこま
で関与するかを調べるため、強毒豚コレラウ
イルスの該当アミノ酸領域を自然免疫を誘
導するタイプの Nproに置き換えた変異ウイル
スを作製した。本ウイルスは Npro上のアミノ
酸変異により、自然免疫、特に 1型 IFNを誘
導するウイルスに変わっていた。本ウイルス
を豚に接種し、ウイルス血症、発熱、致死率
などを指標に病原性を確認した。その結果、
変異ウイルスの病原性は、元となる強毒株に
比べ病原性が下がるものの、弱毒生ワクチン
株の病原性ほどに弱毒化されていないこと
がわかった。以上より、豚コレラウイルスの
Nproは、1型 IFNを中心とした宿主の自然免疫
応答を抑制し、豚における病原性発揮の要因
の 1 つとなっているが、Npro の有する自然免
疫調節機構だけでは豚コレラウイルスの病
原性を説明できないことも同時に明らかと
なった。 
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