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厚生労働科学研究費 新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業 

 

動物由来感染症の対応に関する研究 

 

分担研究課題：動物由来新興ウイルスの血清診断法と感染初期過程に関する研究 

 

研究分担者：福士秀悦（国立感染症研究所ウイルス第一部） 

 

研究要旨：中東呼吸器症候群（MERS）は 2012 年にサウジアラビアで最初に報告のあった、

新型のコロナウイルスによる感染症である。原因ウイルスである MERS コロナウイルス

(MERS-CoV)はコウモリあるいはラクダがヒトへの感染源と推測されているが、これまでの

ところ調査された地域、動物種は限られており、ウイルスの分布が中東地域に限局するの

か、また、ウイルスがどのように自然宿主動物からヒトへ伝播するのか、その経路は今で

も不明な点が多い。本研究は、ハイスループットかつ特異性の高い MERS-CoV 抗体検出法

を開発し、MERS 血清疫学の技術基盤を確立することを目的とし、MERS-CoV の N および

S タンパク質の発現、精製を行った。さらに、MERS-CoV のモノクローナル抗体を作製し、

これらの反応性を解析した。MERS-CoV の感染初期過程を解析するためのツールとして

MERS-CoV の S タンパク質を外套した VSV シュードタイプの作製を試みた。

  

研究協力者：松山州徳、白戸憲也、谷 英

樹、福間藍子、吉河奈緒子、大西和夫、（国

立感染症研究所）、梁 明秀 （横浜市立

大学） 

 

A．目的： 

 重篤な新興ウイルス感染症のほとんどは

動物由来感染症である。動物由来新興ウイ

ルスのヒトへの感染リスクを評価するため

には、これらのウイルスの自然宿主動物を

同定し、ヒトへの感染経路を解明しなけれ

ばならない。2012 年に中東地域で発生した

中東呼吸器症候群(MERS)の原因ウイルス

である MERS コロナウイルス(MERS-CoV)

はコウモリあるいはラクダがヒトへの感染

源と推測されている。しかし、これまでの

ところ調査された地域、動物種は限られて

おり、ウイルスの分布が中東地域に限局す

るのか、また、ウイルスがどのように自然

宿主動物からヒトへ伝播するのか、その経

路は今でも不明な点が多い。本研究は、ハ

イ ス ル ー プ ッ ト か つ 特 異 性 の 高 い

MERS-CoV 抗体検出法を開発し、これを利

用した MERS 血清疫学の技術基盤を確立す

ることを目的とする。また、MERS-CoV 感

受性細胞域を調べ、感受性細胞への吸着・
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侵入機構を明らかにすることは、動物から

ヒトへ伝播する分子メカニズムの解明に重

要である。このため MERS-CoV の擬似ウイ

ルス（VSV シュードタイプ）を作製し、こ

れを利用したウイルス感染初期過程の解析

を行う。 

 

B. 材料と方法： 

1) 組換えバキュロウイルス発現系を用

いて MERS-CoV N および S タンパク

質の発現および精製を行った。 

2) BHK 細胞に MERS-CoV N および S タ

ンパク質を発現させ、これらを用いて、

MERS-CoV N および精製 MERS-CoV

を免疫して得られたモノクローナル

抗体(mAb)の反応性を解析した。 

3) MERS-CoV の S タンパク質を 293T 細

胞に発現させ、VSV シュードタイプの

種ウイルスを接種し、MERS-CoV S タ

ンパク質を外套した VSV シュードタ

イプ（MERSpv）を作製した。 

4) MERS-CoV を感染させたラットから

採取された血清を用いて、MERS-CoV

および MERSpv に対する感染中和を

解析した。 

 

C. 研究成果： 

1) 組換えバキュロウイルス発現系を用

いて C 末端に His-tag を付加した

MERS-CoV NおよびSタンパク質の発

現を行った（図１）。N タンパク質全

長を発現する組換えバキュロウイル

スを昆虫細胞(Tn5)に感染させ、感染細

胞中より 2M Urea 存在下で Ni カラム

で精製した。また、MERS-CoV S タン

パク質の膜貫通および細胞質内領域

を欠損させ、細胞外領域のみ(Sect)を発

現する組換えバキュロウイルスを Tn5

に感染させ、細胞培養液中より可溶性

の Sect を Ni カラムで精製した。これ

らの精製タンパク質をウサギに免疫

し、抗血清を作製中である。 

2) MERS-CoV N および S タンパク質を

BHK 細胞に発現させた。MERS-CoV N

および精製 MERS-CoV を免疫して得

られた mAb の反応性をウエスタンお

よ び 蛍 光 抗 体 法 で 解 析 し た 。

MERS-CoV N に対する mAb のうち、4

クローンは全て MERS-CoV N に特異

的に反応した。ウエスタンの反応パタ

ーンから、mAb#46 は他の３種類の

mAb(mAb#1,41,45)とはエピトープが

異なると考えられた（図２）。精製

MERS-CoV を免疫して得られた mAb

のうち、7 クローンが MERS-CoV S に

特異的に反応した（図３）。 

3) MERS-CoV の S タンパク質を 293T 細

胞に発現させ、MERS-CoV S タンパク

質を外套した VSV シュードタイプ

（MERSpv）を作製した（図４）。

MERS-CoV を接種したラットから血

清 を 採 取 し 、 MERS-CoV お よ び

MERSpv に対する感染中和を解析した

（図５）。MERS-CoV そのものに対し
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て中和活性を示したラット血清は

MERSpv を中和しなかった。MERSpv

は他のウイルス（例えばアレナウイル

ス）と比較し、感染価が１／１００程

度と低く（データ示さず）、このため、

作製した MERSpv の感染の特異性は

低いと考えられた。 

 

D. 考察： 

1) MERS-CoV の N および S タンパク質

の発現及び精製を行った。従来、同様

の手法で作製、精製されたタンパク質

を抗原として用い、IgG-ELISA 等によ

る新興ウイルス感染症の抗体検出法

の開発を行ってきた。しかし、

MERS-CoV の場合、ヒトの間で一般的

に流行しているコロナウイルス OC43

や、コウモリコロナウイルス HKU4 と

血清学的に交差するため、本研究で作

製したNおよびSタンパク質を抗原と

して用いた ELISA では MERS-CoV 特

異的抗体の検出は困難であると考え

られる。そこで、MERS-CoV N あるい

は S に対する mAb（図２および３）を

用いた競合 ELISA による MERS-CoV

特異的抗体検出法を開発予定である。

また、本研究で得られた MERS-CoV

のNおよびSタンパク質をウサギに免

疫して抗血清を作製し、競合 ELISA の

陽性コントロール血清として用いる

予定である。 

2) MERS-CoV 感染ラット血清を用いた

中和試験では、MERS-CoV そのものを

用いた中和結果と MERSpv を用いた

中和結果が一致しなかった。これは、

MERSpv は他のウイルス（例えばアレ

ナウイルス）と比較し、感染価が１／

１００程度と低く、このため、MERSpv

の感染の特異性は低いためであると

考えられた。重症呼吸器症候群コロナ

ウイルス(SARS-CoV)の VSVS シュー

ドタイプの場合、SARS-CoV S タンパ

ク質の細胞質内ドメイン 19 アミノ酸

を欠失させると、感染価が上がること

が知られている。今後、感染価の高い

MERSpv を作製するため、MERS-CoV 

S の細胞質内ドメインの欠失変異体の

作製を進める予定である。 

 

E. 結論 

1) ハイスループットかつ特異性の高い

MERS-CoV 抗体検出法を開発するた

め、MERS-CoV N および S タンパク質

の発現および精製を行った。 

2) MERS-CoV N あるいは S に対する

mAb を用いた競合 ELISA による

MERS-CoV 特異的抗体検出法を開発

する予定である。 

3) MERS-CoVのSタンパク質を外套した

VSV シュードタイプ(MERSpv)を作製

した。MERS-CoV に対する中和試験の

ための充分な感染価が得られなかっ

た。今後、MERS-CoV S の細胞質内ド

メインの欠失変異体の作製を進め、感
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染価の高い MERSpv の作製を行う。 

 

F．健康危険情報 

 なし 
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Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

  なし 

１. 特許取得 

  なし 

２. 実用新案登録 

  なし 

３. その他 

  なし 
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