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研究成果の概要（和文）：重症急性呼吸器症候群コロナウイルス（SARS-CoV）のエンベロープ

糖蛋白（S 蛋白）は、宿主プロテアーゼ（トリプシン、エラスターゼ、カテプシン、 TMPRSS2）
に切られて活性化される。インフルエンザウイルス等多くのエンベロープウイルスもプロテア

ーゼを利用するが、プロテアーゼの作用する様式が SARS-CoV とは異なる。インフルエンザウ

イルスの場合は細胞でウイルスが作られるときエンベロープ糖蛋白（HA）がプロテアーゼに

切られ「膜融合誘導可能な形」になるが、SARS-CoV の場合は「細胞侵入の瞬間」に S 蛋白が

切られて膜融合開始の引き金が引かれる。我々は SARS-CoV によく似た S 蛋白を持つマウス

肝炎ウイルス（MHV-2）を用いて、S 蛋白は二段階の構造変化をすることを検出した。まず S
蛋白はレセプターに結合すると安定した三量体を形成し、Fusion Peptide を露出させ、細胞膜

に突き刺さる。続いてプロテアーゼにより開裂を受け、内部のヘリックス構造を引きつけるこ

とによりウイルスと細胞の膜を引き寄せ、融合させると考えられる。このメカニズムはウイル

スにとって標的細胞で確実に膜融合を誘導できる効率の良い仕組みである。 
 
研究成果の概要（英文）：Previous studies have demonstrated that the SARS-CoV S protein 
requires proteolytic cleavage by elastase, cathepsin or TMPRSS2 for S-mediated cell-cell or 
virus-cell membrane fusion. Activation of viral glycoprotein (GP) by protease also has been 
reported for influenza virus. The most distinctive difference between influenza virus and 
SARS-CoV is the stage during virus replication in which viral glycoproteins are cleaved by 
proteases. In influenza virus, the protease makes a simple cut in the GP during maturation. 
In contrast, SARS-CoV S protein is cleaved by the protease following receptor-induced 
conformational changes. The protease cleavage site in S protein is thought to be exposed 
only after receptor binding. In support of this model, we reported that the S protein of 
mouse hepatitis virus type 2 (MHV-2), which is highly similar to the S protein of SARS-CoV, 
requires two-step conformational changes mediated by sequential receptor binding and 
proteolysis to be activated for membrane fusion. Such a mechanism allows for tight 
temporal control over fusion by protecting the activating cleavage site from premature 
proteolysis yet allowing efficient cleavage upon binding to the receptor on target cells. 
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１．研究開始当初の背景 
SARS-CoV と MHV-2 は新しいメカニズム
「プロテアーゼ依存的細胞侵入」をすること
が明らかとなっていた。トリプシン、エラス
ターゼ、カテプシンにより S 蛋白が活性化さ
れることが予想されていたが、実際に S 蛋白
の構造変化として検出されていなかった。ま
た、SARS-CoV の感染を誘導す肺特異的なプ
ロテアーゼは不明であった。 
 
２．研究の目的 
この研究の長期的な目的は、ウイルス膜融合
蛋白(Viral Fusion Glycoprotein: vFGp)の活
性化メカニズムの解明、及びこの研究から得
られる情報を抗ウイルス薬のデザインに応
用することであった。vFGp の機能はウイル
スと細胞の膜を融合させることである。巨大
な蛋白であり（SARSのS蛋白の場合600kD）、
複数の動作を連続的に起こすことにより活
性化すると考えられ、そのメカニズムは極め
て複雑である。この研究の短期的な目的は
（本研究期間内の目的は）、第一にレセプタ
ーが vFGpにどのように結合しているかを明
らかにすること、第二に vFGp が膜融合を引
き起こすための構造変化を検出すること、第
三にカテプシンによる vFGpの活性化メカニ
ズムを分子レベルで明らかにすることであ
る。 
 
３．研究の方法 
「ウエスタンブロット法」により、プロテア
ーゼ依存的な S 蛋白の構造変化を検出した。
さらに「リポソーム浮遊法」により構造変化
した S蛋白の脂質膜親和性を検出した。また
S蛋白の膜融合活性の検出には、リアルタイ
ム PCR を利用した「エントリーアッセイ」、
及び細胞－細胞融合法を行った。 
 
４．研究成果 
本研究では SARS-CoV と MHV-2 の細胞侵入に
おいて、４つの新しい知見を明らかにし、報
告している。これらウイルスの細胞侵入は
「①細胞表面からとエンドソームからの２
通りのルートを通ること」、「②S 蛋白はレセ
プターとプロテアーゼによる二段階の構造
変化をすること」、「③エンドソーム経路を通
るとき、最終的に膜融合の引き金を引くのは
プロテアーゼではなく、エンドソーム内因子
であること」、「④SARS-CoV の肺胞上皮への感
染は膜型セリンプロテアーゼ TMPRSS2を利用
する可能性があること」である。我々が明ら
かにしたメカニズムは、SARS-CoV が肺のプ

ロテアーゼを利用して標的細胞に確実に感
染するための効率良い仕組みである。現在プ
ロテアーゼ阻害剤による、抗ウイルス効果を
検討しているところである。 
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