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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(MERS-CoV)による感染症である。MERS-CoVの血清疫学、ヒトへの

感染経路については未だ不明な点が多く、また、MERS-CoV がラットなどの実験用小動物

にどの程度可能なのか等、宿主域について知見が十分に得られていない。本研究では

MERS-CoVの擬似ウイルス(VSVシュードタイプ)を作製した。これを利用した、MERS-CoV

に対する中和抗体が検出可能となった。また、VSV シュードタイプを用いた解析から、

MERS-CoVのラットへの感染効率は低いことが明らかとなった。

A．研究目的： 

 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。MERS-CoVのヒトへの感染

リスクを評価するためには、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。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。 

水疱性口炎ウイルス(VSV)をベースにした

擬似ウイルス(VSV シュードタイプ)はウイ

ルス中和抗体を安全かつハイスループット

に測定するための、また、ウイルス感染初

期過程を解析するための有用なツールであ

り、これまで様々な新興ウイルスの感染性

の研究に応用されてきた。本研究は、

MERS-CoVのSpike (S)を被ったVSVシュー

ドタイプ(MERSpv)を作製し、MERS-CoV中

和抗体検出法を開発し、これをMERSの血

清疫学に役立てることを目的とする。また、

MERSpvを用いてMERS-CoV感受性細胞域

を調べ、細胞への吸着・侵入機構を明らか

にすることを目的とする。 
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平成 25年度はMERSpvの作製を試みたが、

ウイルス感染性の解析のための充分な感染

価が得られなかった。このため、平成 26年

度はMERS-CoV Sの細胞質内ドメインの欠

失変異体を作製し、これを被った感染価の

高いMERSpvを作製し、これを用いた中和

抗体測定法を開発した。また、MERS-CoV

感受性細胞域を調べるため、MERS-CoVの

レセプターであるジペプジジルペプチダー

ゼ４（DPP4）に着目し、実験用小動物の一

つであるラットの DPP4 がどの程度

MERS-CoVのレセプターとして機能するか

検討した。 

 

B. 研究方法： 

1) MERS-CoV Sの細胞質内ドメインをC末

端側から 7, 11, 16, 20アミノ酸を削った

cDNA欠失変異体を作製し哺乳細胞発現

ベクターpcDNA にクローニングした(図

1A)。 

2) 各発現プラスミドを 293T 細胞にトラン

スフェクトし、シュードタイプ種ウイル

スである VSVΔG* (GFP をレポーター

遺伝子として持つ )を感染させ、

MERS-CoV の各種欠失変異 S を被った

VSV シュードタイプ(MERSpv)を作製し

た。MERSpvの細胞への感染性の解析は、

GFP 陽性細胞数を計測することにより

行った。 

3) ヒト DPP4、ラット DPP4、ラット DPP4

のうち S 結合部分のアミノ酸 (T292, 

V334, E342)をそれぞれ一つずつヒト

DPP4のアミノ酸(L292, R334, Q342)に置

換したラット DPP4（ラット DPP4-T292L、

ラット DPP4-V334R、ラット DPP4- 

E342Q）、これらの 3つの変異を同時に

導入したラット DPP4-mut x3、あるいは

ラット DPP4 の S 結合部位をヒト DPP4

に入れ替えたヒトーラット DPP4キメラ

を発現させた CHO 細胞を用いて、それ

ぞれが MERS-CoV のレセプターとして

働くかどうか検討した。 

 

C. 結果： 

1) MERS-CoV Sの細胞質内ドメインをC末

端側から 7, 11, 16, 20アミノ酸を削った

cDNA 欠失変異体を作製し（図１A）、

それぞれの S を被った VSV シュードタ

イプ(MERSpv)を作製した。C 末端から

16 アミノ酸を削ると最も高い感染効率

を示し(MERSpv-St16)、その感染価は完

全長の S を被った VSV シュードタイプ

(MERSpv-Wt)よりも 10 倍高かった（図

１B）。 

2) C末端を削ることにより Sの細胞内分布

が変わるかどうか蛍光抗体法で調べた

ところ、全長の Sは細胞内の ER付近に

とどまっているのに対し、C 末端を削

った Sは、その分布が ERから細胞膜付

近に発現していることが明らかとなっ

た。これは Sの C末端側に存在する ER

局在シグナルを欠失させたためである

と考えられる（図２）。 

3) MERSpv-St16 の感染は MERS-CoV S に
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対する抗血清により濃度依存的に阻害

された。一方、コントロールとして用い

た、MERS-CoV Nあるいは SARS-CoV S

に対する抗血清では MERSpv-St16 の感

染は阻害されなかった。このことから、

MERSpv-St16 の感染は MERS-CoV S 依

存的であると考えられた（図３）。 

4) ヒトDPP4のMERS-CoV S結合に必須の

アミノ酸配列とコウモリ（MERS-CoV感

染可能）およびラット DPP4の相当する

部位のアミノ酸配列を図４に示す。ヒト

DPP4、ラット DPP4、ラット DPP4のう

ち S 結合部分のアミノ酸(T292, V334, 

E342)をそれぞれ一つずつヒト DPP4 の

アミノ酸(L292, R334, Q342)に置換した

ラット DPP4（ラット DPP4-T292L、ラッ

ト DPP4-V334R、ラット DPP4-E342Q）、

これらの3つの変異を同時に導入したラ

ット DPP4-mut x3、あるいは、ラット

DPP4 の S 結合部位をヒト DPP4 に入れ

替えたヒトーラット DPP4キメラを発現

させた CHO細胞にMERSpv-St16を接種

した。ラット DPP4 発現細胞には

MERSpv-St16 はほとんど感染せず（図

５）、1 アミノ酸をヒト型に入れ替えた

ラットDPP4-T292L、ラットDPP4-V334R、

ラットDPP4-E342Q発現細胞でも同様で

あった。３アミノ酸を同時に入れ替えた

ラット DPP４ -mut x3 発現細胞には

MERSpv-St16は感染することから、3つ

のアミノ酸の違いが MERS-CoV の感染

する、しないを規定する主要な要因であ

ると考えられた（図６）。また、ラット

DPP４-mut x3 発現細胞への感染はヒト

DPP4 およびヒトーラット DPP4 キメラ

を発現する細胞への感染よりも効率が

低かったことから、MERS-CoVの効率的

な感染には 3 つのアミノ酸のみならず、

S結合部位の他の部位のアミノ酸配列も

効率的な感染に必要であると考えられ

た（図６）。 

 

D. 考察： 

本研究で、MERS-CoVの Sを被った感染

価 の 高 い VSV シ ュ ー ド タ イ プ

(MERSpv-St16)を作製することができた。

MERSpv-St16 の感染は S タンパク質依存

的であったことから、このシュードタイプ

はMERS-CoVそのものの感染性を解析する

うえで、またMERS-CoVに対する中和抗体

を測定するうえで有用なツールとなりうる。 

ラット由来 DPP4はMERS-CoVのレセプ

ターとして機能しないことが明らかとなっ

た。このことから、MERS-CoVの動物モデ

ルとしてラットは適していないと考えられ

た。また、ラット DPP4 の S タンパク質結

合部位のアミノ酸を一つヒトの DPP4 のア

ミノ酸に入れ替えてもレセプターとして機

能せず、また、S タンパク質結合部位をヒ

ト DPP4 に入れ替えないとレセプターとし

て十分に機能しないことから、MERS-CoV

レセプター機能には S 結合部位の多くのア

ミノ酸が関与していると考えられた。ラッ

ト DPP4発現細胞へMERS-CoVの感染効率
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は非常に低いが、MERS-CoVの Sに変異を

導入することにより、感染効率が上昇する

どうかについて、構造解析を含めて検討す

る予定である。 

 

E. 結論 

1)  MERS-CoVの Sを被った感染価の高

い VSV シュードタイプ(MERSpv-St16)

を作製することができた。 

2) MERSpv-St16はMERS-CoVそのものの

感染性を解析するうえで、また

MERS-CoVに対する中和抗体を測定す

るうえで有用なツールとなりうる。 

3) ラット DPP4はMERS-CoVレセプター

として機能しないことが明らかとなっ

た。 

 

F．健康危険情報 

 MERSは、サウジアラビアを中心として、

未だに患者が発生している。これまでに、

輸入症例が発生しているのは、英国、フラ

ンス、チュニジア、イタリア、マレーシア、

フィリピン、ギリシャ、エジプト、米国、

オランダ、アルジェリア、オーストリア、

トルコである。 
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