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研究成果の概要（和文）：アフリカでは、MERSコロナウイルス（MERS-CoV）が存在するにもかかわらず、ヒト中
東呼吸器症候群（MERS）の症例は報告されていない。これまでの研究で、エチオピア分離株のSタンパク質を持
つ組換えMERS-CoVは、中東分離株のSタンパク質を持つMERS-CoVに比べて、複製速度が遅く、中和されやすいこ
とが示されている。本研究では、エチオピアと中東のMERS-CoVのウイルス特性の違いに関連するSタンパク質の
アミノ酸の特定を試みた。その結果、受容体結合ドメインにおける1つのアミノ酸の違いが、中和プロファイル
を逆転させるのに十分であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：There have been no reported cases of human Middle East respiratory syndrome 
(MERS) in Africa, despite the presence of MERS coronavirus (MERS-CoV). Previous studies have shown 
that recombinant MERS-CoV carrying the S protein of an Ethiopian isolate replicated slower and was 
more easily neutralized relative to MERS-CoV carrying the S protein of a Middle Eastern isolate. In 
this study, we investigated the amino acid(s) in S protein associated with the different viral 
characteristics between Ethiopian and Middle Eastern MERS-CoVs. The results revealed that a single 
amino acid difference in the receptor binding domain was sufficient to reverse the neutralization 
profile. This implies that slight genetic changes can alter the predominant population of MERS-CoV, 
similar to the transition of variants of severe acute respiratory syndrome coronavirus-2. Careful 
genetic monitoring of isolates is important to detect the spread of possible virulent MERS-CoVs 
generated by mutation(s).

研究分野： Virology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果は重症急性呼吸器症候群コロナウイルス-2(SARS-CoV-2)のVOCの変遷と同様に、わずかな遺伝子の
変異でMERS-CoVの優勢な集団が変化する可能性があることを示唆している。変異によって生じた強毒性MERS-CoV
の拡散を検出するためには、分離株の遺伝子を注意深く監視することが重要ということを示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
中東呼吸器症候群（MERS）は、MERSコロナウイルス（MERS-CoV）による新興呼吸器疾患
であり、2012年からサウジアラビアで流行している人獣共通感染症ウイルスである。重症急性
呼吸器コロナウイルス 2（SARS-CoV-2）のパンデミック中も流行が続いており、2022年 10月
6日現在、27カ国で 2591人の患者が確認されており、894人が死亡している。MERS-CoVの
宿主はヒトコブラクダで、ヒトコブラクダとの密接な接触によりウイルスがヒトに感染する。ア
フリカ北部および東部諸国のヒトコブラクダは極めて高い血清陽性率を示しているが、ヒトの
感染例は報告されておらず、これらの地域で循環するウイルスの特性の違いが示唆されている。
我々は、エチオピア分離株のスパイク（S）タンパク質を持つ組み換え MERS-CoVが、中東分
離株（EMC、JX869059）の Sタンパク質を持つウイルスと比較して、ウイルス複製の遅れや中
和交差反応性に違いがあることを以前に報告している。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究により、アフリカ株と中東株のウイルス複製、中和交差反応性の違いは S タン
パク質に存在することが示唆されており、本研究では S タンパク質のおける決定基の特定を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
先 の 研 究 で エ チ オ ピ ア の ヒ ト コ ブ ラ ク ダ か ら 入 手 し た Amibara 分 離 株 
camel/MERS/Amibara/118/2017(MK564474 、 118 と 表 記 ) お よ び , 
camel/MERS/Amibara/126/2017(MK564475)の Sタンパク質配列を持つ組換えウイルスを作製
した。組換えMERS-CoVは、EMC分離株の全長感染性ゲノム（pBAC-MER-wt）を有する BAC
クローンを使用して、以前に報告されたように生成した。簡単に説明すると、Amibara 分離株
の Sタンパク質配列は、Strings DNA Fragments service (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA)によって合成された。EMCおよびエチオピア分離株の Sタンパク質配列を pKS336
ベクターにクローニングした。これらのベクターに対して、site direct mutagenesis技術を用い
て、置換基の挿入などの遺伝子操作を実施した。次に、pBAC-MERS-wt上の Sタンパク質配列
を、Red/ET 組換えシステムとカウンターセレクション BAC 改変キット（Gene Bridges, 
Heidelberg, Germany）を用いて変異した EMCまたは Amibara/118/2017 Sタンパク質配列と
置換した。BACプラスミドで BHK細胞をトランスフェクションし、Vero/TMPRSS2細胞と共
培養することで組換え体を回収した。感染実験は膜型セリンプロテアーゼ TMPRSS2 を発現す
る Vero細胞(Vero/TMPRSS2)を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
先 の 研 究 (Front Microbiol 2019. 
10:1326以下同様)において、EMC株
とエチオピア株の S1 領域と S2 領域
を入れ替える実験により、中和反応性
の違いの決定因子がウイルスの宿主
受容体認識に関与する S タンパク質
S1 領域にあることを明らかにした。
EMC株とエチオピア株の Sタンパク
質の受容体結合ドメイン（RBD）に
は、EMC の S タンパク質の 390 位
（S390F）のSからF、597位（A597V）
の Aから Vという 2つの共通のアミ
ノ酸の違いがある（図 1a）。そこで、
これら 2 つの置換を組換えウイルス
に挿入し、交差反応性への影響を
Vero/TMPRSS2 細胞を用いた中和ア
ッセイで評価した（図 1b-e）。2013年
に異なるヒトコブラクダからそれぞ
れ得られた 4つの血清（番号 359、363、366、373）を、以前に記述したように中和反応に使用
した。以前の報告と一致して、Amibara/118/2017の Sタンパク質は、EMC分離株の血清より
も高い抗体価を再現的に示した（p < 0.005, Fig. 1b-e）。余談だが、エチオピアMERS-CoVの S
タンパク質も EMS の S タンパク質で免疫したマウス血清に対して高い抗体価を示したことか
ら、エチオピア分離株の S タンパク質は EMS 分離株と比較してウイルス分布の地域性ではな
く、中和のしやすさがあることを先の研究で示している。EMC の S タンパク質に S390F と
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A597V の一重および二重の
アミノ酸置換を導入する
と、一般に抗体価が上昇し、
中和されやすくなる。一方、
Amibara/118の Sタンパク
質に逆の置換（F390S と
V597A）を導入すると一般
に抗体価が低下するため、
中和しにくくなる。これら
のことから、EMCとエチオ
ピアの S タンパク質の中和
度の違いは、RBD 領域の 1
アミノ酸の違いであること
が示唆された。 
また、エチオピア S タンパ
ク質を持つ組換えウイルス
は、EMC Sタンパク質を持
つウイルスと比較して、ウ
イルスの侵入量が減少した
結果、ウイルスの複製が低
下したことを先の研究で示
している。そこで、EMCと
Amibara/118の S1/S2キメ
ラのウイルス複製につい
て 、 Vero 細 胞 お よ び
Vero/TMPRSS2細胞で解析
した（図 2a）。先の報告と同
様に、Amibara/118 Sタンパク質を持つ組換えウイルスは、感染後 1〜2日目に EMC Sタンパ
ク質よりも遅い複製を示した（p < 0.01）．S1/S2 キメラ組換えウイルス（S1-EMC/S2-

Amibara/118 お よ び S1-
Amibara/118/S2-EMC）は、いずれ
も Vero細胞において、EMC Sタン
パク質を有する組換えウイルスに
比べて複製速度が遅いことが示さ
れた。Vero/TMPRSS2 細胞では、
S1/S2 キメラ組換えウイルスの複
製が遅くなった。Vero/TMPRSS2
細胞では、S1/S2キメラ組換えウイ
ルスは感染後 1 日目に複製が遅く
なったが、すべての組換えウイルス
が同レベルでプラトーに達した。こ
れらの結果は、以前の報告と同じで
あり、決定基は単一のアミノ酸置換
ではなく、S1および S2領域それぞ
れにある複数の変異であることが
示唆された。ウイルス複製速度を低
下させる可能性のあるウイルス侵
入の違いの原因となるドメインを
検討したところ、S1ではN末端ド
メイン（NTD）、S2ではサブドメイ
ン 3 またはコネクタドメイン
（SD3/CD）が特定されました。
NTD は宿主のシアル酸との相互作
用が報告されている。NTD には、
宿主細胞との結合に影響を与える
可能性のある 4 つのアミノ酸の違
いが見つかっている（図 2bと c、ピ
ンク）。ウイルス膜の近位に位置す
る SD3/CD にも 1 つのアミノ酸の
違いがある（図 2b と c、オレンジ
色）。SD3/CD は中和抗体 G4 のエ
ピトープを含んでおり、このドメイ
ンの機能が感染において重要であ
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ることが示唆された。ヒトコロナウイルス 229E（HCoV229E）の実験室株は後期エンドソーム
経路（カテプシン経路）を、臨床株は初期エンドソーム経路（TMPRSS2経路）を好んで細胞侵
入するが、ウイルス膜に近接する 1 アミノ酸置換は、プロテアーゼ認識部位の露出度を変化さ
せ、プロテアーゼに対する感受性を変え、ウイルス侵入に影響することが示されている（J Virol 
2017 91:e01387）。したがって、S1および S2のこれらの変異は、集合的にウイルスの複製速度
に影響を与える可能性がある（図 2a）。 
 
本研究では、EMC とエチオピア MERS-CoV 分離株の Sタンパク質の抗原性の違いは、RBD 領域の 1
アミノ酸置換に起因することを明らかにした。先行研究のデータも含めると、この差は数倍であ
ることが判明した。インフルエンザウイルスでは、抗原性の「ドリフト」が表面糖タンパク質の
アミノ酸置換によって引き起こされることがよく知られている。数倍の違いを示すウイルスは
「似ている」ウイルスとされるが、この小さな違いの積み重ねが大きな違いを誘発し、ワクチン
免疫の回避につながる。このようなコロナウイルス分離株間の数倍の抗原性差の生物学的意義
は、これまで不明なままであった。しかし、SARS-CoV-2 の Variants of concern（VOC）の出現
により、ワクチン接種者において出現するこの数倍の抗原性の違いの重要性が明らかになり、優
勢な VOC が新たに出現した VOC に置き換わることが繰り返されている。我々の研究は、エチオピ
ア MERS-CoV の低複製、易中和性という弱い特性を示唆している。このことは、MERS-CoV の中東
株がエチオピアに侵入した場合、すぐに拡散して優勢な変異型になることを示唆している。しか
し、エチオピアから中東へのヒトコブラクダの商業輸送は一般に片道であるため、感染したヒト
コブラクダを介して中東 MERS-CoV がエチオピアに侵入することはあまり考えられない。現在
SARS-CoV-2 パンデミック中ではあるが、MERS-CoV の病原性株の新地域への拡散を防ぐために，
継続的な監視が重要である。 
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