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研究成果の概要（和文）： 
 
サイクロフィリンと SARS コロナウイルスの増殖メカニズムの関連について、shRNA ベクターを
用いて検討したところ、サイクロフィリンは SARS コロナウイルスの増殖を正に制御する因子で
あることが明らかとなった。サイクロフィリンの中では、少なくともサイクロフィリン Aとサ
イクロフィリン Bにそのような活性が見られた。また、 Time-of-addition assay と Entry assay
を行ったところ、サイクロスポリン Aの作用点がウイルスライフサイクルのエントリーではな
く、エントリーより後であることが明らかとなった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
To investigate the relationship between cyclophilin and SARS-CoV replication, we 
introduced shRNA expression vectors to cells and compare the virus titer produced from 
these cells. Efficiency of SARS-CoV replication was much lower in the cells expressing 
shRNA against cyclophilin A and B than in the cells expressing control shRNA. The results 
of time-of-addition assay and entry assay showed that cyclosporin A inhibited SARS-CoV 
replication at the post-entry step in viral life cycle. These results suggested that 
cyclophilins could play a role as positive regulators of SARS-CoV replication at the 
post-entry step.  
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１．研究開始当初の背景 
 
重症急性呼吸器症候群 (Severe Acute 

Respiratory Syndrome, SARS)は 2002 年か

ら 2003 年にかけて世界各地で猛威を振る

い、多くの死者を出した。SARS コロナウイ

ルスは動物とヒトの両方に感染することが

できるため、SARS 患者がいない状況でも

SARS コロナウイルスを保有する動物は依

然として存在する。つまり、SARS ウイルス

がヒトに感染し SARS が再流行する危険性

はあり、SARS の治療法を確立することが必

要とされていた。こうした状況の中で、ウ

イルスの増殖阻害剤の同定とウイルス増殖

メカニズムの解析を進めることは、非常に

大きな意味を持つものと考えられた。 

 

 

２．研究の目的 
 
本研究の目的は、サイクロフィリンによる

SARS コロナウイルス複製制御機構を解明す

ることである。 
より具体的には、どのサイクロフィリンが

SARS コロナウイルスの増殖に関与している

のか、サイクロフィリンがウイルスライフサ

イクルのどの点に関与しているのか、サイク

ロフィリンと相互作用するウイルス因子が

何か、等を明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) サイクロスポリン Aと FK-506 の SARS コ
ロナウイルス増殖に対する影響を明らかに
するため、s93/ACE2 細胞・Huh7 細胞をこれ
らの薬剤で処理し、SARS コロナウイルスを感
染させた。24時間後に培養上清中のウイルス
量を、プラーク法によって定量した。 
 
2)どのサイクロフィリンが SARS コロナウイ
ルスの増殖に関与しているのかを明らかに
するため、293/ACE2 細胞にそれぞれのサイク
ロフィリンに特異的な shRNA発現ベクターを
導入し、その後 SARS コロナウイルスを感染
させた。24 時間後に培養上清中のウイルス量
を、定量 RT-PCR 法及びプラーク法によって
定量した。 
 
3)サイクロフィリンがウイルスライフサイ
クルのどの点に関与しているのかを明らか

にするため、サイクロスポリン Aを用いて
entry assay 及び time-of-addition assay を
行った。 
entry assay については、 細胞を先にサイク
ロスポリン A で処理しておき、その後 SARS
コロナウイルスに感染させた。感染 2時間後
に細胞から RNAを抽出しそこに存在するウイ
ルス RNA 量を定量 RT-PCR 法により調べた。 
time-of-addition assay については、サイク
ロスポリン Aが存在しない状態でウイルスを
感染させ、3時間後にサイクロスポリン Aを
加えた。その 21 時間後に培養上清を回収し
ウイルス量を定量 RT-PCR 法及びプラーク法
によって定量した。 
 
4)サイクロフィリンと相互作用するウイル
ス因子が何かを明らかにするため、サイクロ
フィリンに結合するウイルス因子を
Mammalian Two Hybrid 法を用いて検討した。 
 
5)マウス感染モデルを用いてサイクロスポ
リン Aのウイルス増殖阻害活性の検討を行っ
た 
 
 
４．研究成果 
 
1) サイクロスポリン Aと FK506 の SARS コロ
ナウイルス増殖への影響を検討したところ、
サイクロスポリン Aはウイルス増殖を抑制す
るが FK-506 は抑制しないことが明らかとな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2) どのサイクロフィリンが SARSコロナウイ
ルスの増殖に関与しているのか明らかにす
るために、293/ACE2 細胞および Huh7 細胞に
各サイクロフィリンに特異的な shRNA発現ベ
クターを導入し、その後 SARS コロナウイル
スを感染させた。24 時間後に培養上清中のウ
イルス量を、定量 RT-PCR 法及びプラーク法
によって定量したところ、少なくともサイク
ロフィリン Aとサイクロフィリン Bに対する



shRNA を導入した細胞では、SARS コロナウイ
ルスの複製効率が低下していた。中でもサイ
クロフィリン Bに対する shRNA 導入細胞では、
低下の程度が最も大きかった。 
 
3) Time-of-addition assay と Entry assay
を行ったところ、サイクロスポリン Aの作用
点は感染後 1時間までの中には含まれず、感
染後 3時間以降に含まれることが明らかとな
った。この結果は、サイクロスポリン Aの作
用点がウイルスライフサイクルのエントリ
ーではなく、エントリーより後であることを
示していると考えられた。 
 
4) Mammalian two hybrid system によってサ
イクロフィリンと SARS-CoV の遺伝子産物と
の結合について検討したところ、少なくとも
サイクロフィリン A と NC の結合が示唆され
た。ただし、サイクロフィリン A を入れた
Mammalian two hybrid system 実験系ではバ
ックグラウンドが高くなる傾向があり、この
点については今後改善すべき余地があると
思われた。 
 

5) サイクロスポリン A の SARS コロナウ

イルスの増殖抑制効果について、マウス感

染モデルを用いて検討を行った。免疫抑制

効果がマウスのサバイバルに関与している

かを明らかにするために、FK-506 での検

討も行った。SARS コロナウイルスを経鼻

的に感染させ、その後薬剤を投与し、体重

変動とサバイバルを観察したところ、サイ

クロスポリン投与群で体重減少率の低下と

生存率の上昇が観察された。FK506 投与群

ではそのような効果が見られなかった。こ

のことから、サイクロスポリン A には病原

性発現抑制効果があることが明らかとなり、

そのメカニズムは免疫抑制効果によるもの

ではなく、ウイルス増殖抑制活性によるこ

とが示唆された。 
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