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猫 伝 染 性 腹 膜 炎 （ fe l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s ;  F I P） は 、

196 3 年 に 米 国 の Ho l z w o r t h に よ っ て 猫 に お け る 慢 性 線 維 素 性 腹 膜

炎 と し て 初 め て 報 告 さ れ た [3 9 ]。 そ の 後 、 196 6 年 に Wol f e と

Gr i e s e m e r は こ の 疾 病 が FIP ウ イ ル ス （ FIP V） 感 染 を 原 因 と し た

ウ イ ル ス 性 伝 染 性 疾 患 で あ る こ と を 確 認 し 、FIP と 命 名 し た [99 ]。 

F I P は 壊 死 と 化 膿 性 肉 芽 腫 性 炎 を 伴 う 免 疫 複 合 体 介 在 性 血 管 炎

を 特 徴 と す る 慢 性 ・ 進 行 性 の 疾 患 で あ り 、 発 症 し た 猫 の ほ と ん ど

が 死 亡 す る 極 め て 致 死 率 の 高 い 疾 患 で あ る 。 一 部 の 血 統 種 お よ び

近 親 交 配 に よ り 生 ま れ た 猫 、 そ し て 若 齢 猫 は FIP を 発 症 し や す い

こ と が 報 告 さ れ て い る [1]。 FI P は 腹 水 、胸 水 、そ し て 心 嚢 水 の 貯

留 が 認 め ら れ る 滲 出 型 （ wet  f o r m） と 多 発 性 化 膿 性 肉 芽 腫 形 成 を

特 徴 と す る 非 滲 出 型 （ dry  f o r m） の 2 つ の 病 型 に 分 類 さ れ る 。 こ

れ ら 2 つ の 病 型 は 完 全 に 独 立 し て 存 在 す る こ と は 稀 で あ り 、 し ば

し ば 混 在 す る [34 ]。 猫 が ど ち ら の 病 型 に 進 行 す る か は FIP V に 対

す る 細 胞 性 免 疫 の 強 さ に 依 存 し て お り 、 細 胞 性 免 疫 応 答 が 弱 い 場

合 に は 滲 出 型 を 発 症 す る と 考 え ら れ て い る [1,  3 4 ,  6 3 ]。 FI P V 発

症 猫 に お い て は 初 期 に 発 熱 、 沈 う つ 、 食 欲 不 振 お よ び 体 重 減 少 な

ど の 臨 床 所 見 が 認 め ら れ る 。 ま た 、 好 中 球 増 多 症 、 リ ン パ 球 減 少

症 、 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン の 上 昇 を 伴 う 全 血 清 蛋 白 質 の 上 昇 、 ア ル ブ

ミ ン ／ グ ロ ブ リ ン 比 の 低 下 、 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 、 血 清 alp h a - 1 酸

性 糖 蛋 白 質 （ AGP） の 上 昇 な ど の 血 液 生 化 学 的 所 見 が 認 め ら れ る

[1,  1 7 ,  6 1 ,  6 2 ]。 症 状 が 進 行 す る と と も に 、 胸 水 や 腹 水 の 貯 留 、

呼 吸 困 難 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 神 経 症 状 お よ び 皮 膚 病 変 が 認 め ら れ 、 や

が て 死 に 至 る [1]。  



3 

 

F I P V は Ni d o v i r a l e s、Co r o n a v i r i d a e、Co r o n a v i r i n a e に 分 類 さ

れ る 猫 コ ロ ナ ウ イ ル ス （ fel i n e  c o r o n a v i r u s ;  F C o V） に 所 属 す る

[18 ]。FC o V は 抗 原 性 お よ び 遺 伝 子 の 特 性 か ら 犬 コ ロ ナ ウ イ ル ス や

豚 伝 染 性 胃 腸 炎 ウ イ ル ス と 共 に alp h a c o r o n a v i r u s に 分 類 さ れ る 。

FCo V は 直 径 が 約 100～ 15 0 n m の 巨 大 な 球 形 ウ イ ル ス で 、 エ ン ベ ロ

ー ブ を 有 す る 。 構 造 蛋 白 質 と し て nu c l e o c a p s i d（ N） 蛋 白 質 、

mem b r a n e（ M） 蛋 白 質 、 spi k e（ S） 蛋 白 質 、 env e l o p e（ E） 蛋 白 質

が 報 告 さ れ て い る [46 ,  5 9 ]。 F C o V の ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 約 29k b p の

プ ラ ス 鎖 一 本 鎖 の RNA か ら な る 。そ の 遺 伝 子 構 造 は 5’末 端 か ら 、

RNA 依 存 性 RNA ポ リ メ ラ ー ゼ や 3C- l i k e  p r o t e a s e な ど の 16 種 類

の 非 構 造 蛋 白 質 を コ ー ド す る ope n  r e a d i n g  f r a m e（ OR F） 1a お よ

び 1b、 S 蛋 白 質 を コ ー ド す る S 遺 伝 子 、 ORF  3 a、 3b お よ び 3c、 E

蛋 白 質 を コ ー ド す る E 遺 伝 子 、M 蛋 白 質 を コ ー ド す る M 遺 伝 子 、N

蛋 白 質 を コ ー ド す る N 遺 伝 子 、 ORF  7 a お よ び 7b、 そ し て 3’ 末 端

の pol y  A  t a i l か ら な る [18 ]。  

F C o V は S 蛋 白 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 使 用 し

た 抗 原 性 解 析 と S 遺 伝 子 の 遺 伝 子 解 析 の 結 果 か ら I 型 と II 型 の 2

つ の 血 清 型 に 分 け ら れ る [29 ,  5 5 ,  5 6 ]。 さ ら に FCo V は 、 猫 に 対

し て FIP の 起 病 性 を 有 す る FIP V と 有 さ な い 猫 腸 コ ロ ナ ウ イ ル ス

（ fel i n e  e n t e r i c  c o r o n a ウ イ ル ス ; F E C V） の 2 つ の 生 物 型 に 分

類 さ れ る 。 即 ち 、 FCo V は I 型 の FIP V お よ び FEC V と II 型 の FIP V

と FE C V に 分 類 さ れ る 。 FEC V は 通 常 、 猫 に 対 し て 無 起 病 性 で あ る

か ま た は 軽 い 腸 炎 を 起 こ す の み で あ る [1]。FI P V と FE C V は 血 清 学

的 に 区 別 す る こ と が で き ず 、 相 違 点 は 猫 に 対 す る 病 原 性 の み で あ

る 。Sto d d a r t と Sc o t t は FI P V と FE C V の 猫 に 対 す る 病 原 性 の 違 い
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は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 感 染 性 の 違 い と 関 連 す る こ と を 報 告 し た

[84 ]。 FI P V は 主 に 単 球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ で 増 殖 し 、 FE C V は 主 に

腸 の 上 皮 細 胞 で 増 殖 す る と 考 え ら れ て い る [66 ]。 FE C V と FI P V の

ト ロ ピ ズ ム の 差 異 に つ い て は 遺 伝 子 の 変 異 が 関 係 す る 可 能 性 が

示 唆 さ れ て い る 。 ORF  3 c 遺 伝 子 は FEC V に お い て は 保 存 さ れ て い

る が 、FIP V で は 欠 損 ま た は 変 異 が 認 め ら れ る と い う 報 告 が あ る [8 ,  

6 9 ]。 構 造 蛋 白 質 で あ る S 蛋 白 質 に お い て も 、 FEC V に 保 存 さ れ て

い る fur i n プ ロ テ ア ー ゼ 開 裂 部 位 の 変 異 お よ び fus i o n ペ プ チ ド

上 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 の 変 異 が FI P V の 病 原 性 に そ れ ぞ れ 関 与

し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る [47 ,  6 9 ]。 し か し 、 FE C V と FI P V

を 明 ら か に 判 別 で き る 遺 伝 子 の 変 異 領 域 は 特 定 さ れ て い な い 。 近

年 で は FCo V を FE C V と FI P V の 2 つ の 生 物 型 に 分 類 す る の で は な

く 、 FCo V に は 無 起 病 性 の FCo V か ら 強 病 原 性 の FCo V（ FI P V） と 幅

広 い 病 原 性 の ウ イ ル ス が 存 在 す る 可 能 性 も 提 唱 さ れ て い る [1]。  

I I 型 FC o V は ウ イ ル ス レ セ プ タ ー と し て 猫 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ

N（ fAP N） を 利 用 し て い る 。 一 方 、 I 型 FCo V の ウ イ ル ス レ セ プ タ

ー に つ い て は 今 の と こ ろ 同 定 さ れ て い な い 。 Tr e s n a n ら は I 型

FC o V の ウ イ ル ス レ セ プ タ ー も II 型 FC o V と 同 様 に fAP N で あ る と

報 告 し た [9 2 ]。 し か し 、 Hoh d a t s u ら は fAP N を 認 識 す る mAb は II

型 FC o V の 株 化 細 胞 へ の 感 染 を 抑 制 す る が I 型 FCo V の 感 染 は 抑 制

し な い こ と を 報 告 し た [26 ]。 最 近 、 fDC - S I G N が I 型 FI P V の レ セ

プ タ ー お よ び II 型 FI P V の コ レ セ プ タ ー と し て 機 能 す る 可 能 性 が

報 告 さ れ た [73 ,  9 5 ]。 I 型 FC o V の ウ イ ル ス レ セ プ タ ー に つ い て は

更 な る 解 析 が 望 ま れ る 。  
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F I P V が 単 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に 感 染 す る と 、 そ れ ら の p38  

M A P K 経 路 が 活 性 化 し 、 int e r l e u k i n - 1  b e t a（ IL - 1） お よ び tum o r  

n e c r o s i s  f a c t o r（ TN F） -a l p h a な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン が 分 泌

さ れ る [71 ]。 TN F - a l p h a は 生 体 内 に お い て 様 々 な 炎 症 反 応 を 惹 起

す る サ イ ト カ イ ン で あ り 、 免 疫 の 誘 導 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い

る 。し か し 、Tak a n o ら は ウ イ ル ス 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 産 生 さ

れ る fel i n e  T N F（ fT N F） -a l p h a が 好 中 球 増 多 症 、 リ ン パ 球 減 少

症 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る fAP N の 発 現 量 増 加 を 誘 導 す る こ と

を 報 告 し た [85 - 8 7 ]。 即 ち 、 FIP に お い て は 過 剰 に 産 生 さ れ た

fTN F - a l p h a が そ の 病 態 悪 化 に 深 く 関 与 す る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ

れ る 。  

FC o V は 世 界 中 の イ エ ネ コ に お い て 広 く 蔓 延 し て い る 。I 型 FCo V

と II 型 FC o V の う ち 、 猫 に お け る 感 染 率 が 高 い の は I 型 FCo V で

あ る 。 日 本 、 ス イ ス 、 イ ギ リ ス で 行 わ れ た 疫 学 調 査 の 結 果 に よ る

と 、野 外 の 抗 FC o V 抗 体 陽 性 猫 の 約 80～ 90％ が I 型 FCo V に 対 す る

抗 体 を 保 有 す る こ と が 確 認 さ れ て い る [3,  2 8 ,  4 3 ,  8 0 ]。 ま た 、

FIP 発 症 猫 の 約 70％ が I 型 FIP V に 起 因 す る こ と が 報 告 さ れ て い

る 。し か し な が ら 、I 型 FCo V は II 型 FC o V と 比 較 し て 株 化 細 胞 お

よ び 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ で の 増 殖 性 に 乏 し く 、 特 に I 型 FEC V

の 組 織 培 養 に よ る 分 離 は こ れ ま で 成 功 し て い な い 。 さ ら に 、 I 型

FCo V を 猫 に 経 口・経 鼻 接 種 し て も ほ と ん ど FIP を 発 症 し な い [67 ]。

こ れ ら の 理 由 か ら 、FIP お よ び FIP V に 関 す る 研 究 は II 型 FC o V が

用 い ら れ る こ と が 多 い 。  

FI P に 対 す る 免 疫 応 答 に お い て 、 T リ ン パ 球 を 介 し た 細 胞 性 免

疫 （ Th1 活 性 ） の 誘 導 は 非 常 に 重 要 で あ る [16 ,  6 4 ]。 Th 1 活 性 が
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強 く 誘 導 さ れ た 猫 に お い て は FIP の 発 症 が 阻 止 さ れ る 。一 方 、Th1

活 性 が ほ と ん ど 誘 導 さ れ な い 場 合 、 FIP を 発 症 す る と 考 え ら れ て

い る 。 こ の 理 由 と し て 、 FIP 発 症 猫 に お い て は 末 梢 血 お よ び リ ン

パ 組 織 か ら Th1 活 性 の 誘 導 に 関 与 す る T リ ン パ 球 が 消 失 し て お り 、

FIP V に 対 し て 細 胞 性 免 疫 が 誘 導 さ れ な い 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い

る [86 ]。 一 方 、 FI P に お い て は 液 性 免 疫 （ Th2 活 性 ） の 誘 導 は 無

効 で あ る か む し ろ FIP を 悪 化 さ せ る と 考 え ら れ て い る 。 抗 FCo V

抗 体 陽 性 の 猫 、ま た は 抗 FCo V 抗 体 を 受 身 免 疫 し た 猫 に 対 し て FIP V

を 接 種 す る と 、 抗 FCo V 抗 体 が 陰 性 の 仔 猫 と 比 較 し て 発 症 お よ び

死 亡 時 期 が 早 ま る こ と が 報 告 さ れ て い る [65 ]。即 ち 、FIP V で は 抗

体 介 在 性 感 染 増 強（ ADE）が 認 め ら れ る 。ADE は 抗 体 が 結 合 し た ウ

イ ル ス が 抗 体 の Fc 部 分 と マ ク ロ フ ァ ー ジ 表 面 に 存 在 す る Fc レ セ

プ タ ー を 介 し て マ ク ロ フ ァ ー ジ に 感 染 す る こ と で 引 き 起 こ さ れ

る [15 ,  3 2 ,  6 0 ,  8 8 ,  9 8 ]。 F I P V に 対 す る mA b を 用 い た 解 析 か ら 、

ADE エ ピ ト ー プ は S 蛋 白 質 に 存 在 し 、 そ れ は 中 和 エ ピ ト ー プ と 同

一 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る [32 ]。即 ち 、FIP V に 対 す る 中 和 抗

体 は ADE を 誘 導 す る 。こ の こ と が 、FIP V に 対 す る ワ ク チ ン 開 発 を

困 難 な も の と し て い る 。 ま た 、 抗 FC o V 抗 体 は ADE の 発 現 だ け で

な く 血 管 炎 の 形 成 に も 関 わ る 。 血 中 で 形 成 さ れ た ウ イ ル ス と 抗

FCo V 抗 体 の 免 疫 複 合 体 は 周 囲 の 小 血 管 壁 に 沈 着 す る 。そ こ に 補 体

が 結 合 す る と 脈 管 組 織 が 障 害 さ れ 、 脈 管 炎 や 血 栓 形 成 を き た す 。 

こ れ ま で 過 去 40 年 に わ た っ て FIP に 対 す る 治 療 法 が 研 究 さ れ

て き た 。 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る 核 酸 ア ナ ロ グ の リ バ ビ リ ン 、 ビ ダ ラ

ビ ン は in v i t r o に お い て FIP V の 複 製 を 抑 制 す る が 、 猫 に 対 し て

毒 性 を 示 す の で 臨 床 応 用 さ れ て い な い [1]。 組 換 え 猫 イ ン タ ー フ
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ェ ロ ン ω は FIP 発 症 猫 に 対 し て 生 存 期 間 を 延 長 す る こ と が 報 告 さ

れ て い る [3 7 ]。 し か し 、 そ の 後 に 行 わ れ た プ ラ セ ボ 群 を 設 定 し た

管 理 下 の 追 実 験 の 結 果 か ら FIP の 治 療 に 効 果 が な い こ と が 証 明 さ

れ た [76 ]。T a k a n o ら は 抗 マ ラ リ ア 薬 で あ る ク ロ ロ キ ン を 投 与 し た

FIP 発 症 猫 に お い て FIP の 臨 床 症 状 が 改 善 す る こ と を 報 告 し た

[89 ]。 し か し 、 ク ロ ロ キ ン を 高 用 量 で 連 続 投 与 し た 猫 で は 肝 酵 素

の 上 昇 が 認 め ら れ る 。 即 ち 、 ク ロ ロ キ ン を FIP の 治 療 に 用 い る 際

は 他 の 薬 剤 と 併 用 す る こ と で そ の 副 作 用 を 軽 減 す る 必 要 が あ る 。

抗 ウ イ ル ス 薬 の ほ か に 、 FIP に お け る 炎 症 お よ び 過 剰 な 免 疫 反 応

の 抑 制 を 目 的 と し て 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 も 試 み ら れ て き た 。 し か し 、

FIP に 対 し て 有 意 な 治 療 効 果 を 示 し た 薬 剤 は 報 告 さ れ て い な い

[1]。  

以 上 の よ う に 、 FI P に 対 す る 有 効 な 治 療 法 お よ び 治 療 薬 は 確 立

し て い な い 。そ こ で 著 者 は 、FIP V の 感 染 様 式 お よ び FI P の 病 態 を

踏 ま え て FI P の 治 療 薬 の 開 発 を 試 み た 。 即 ち 、 第 2 章 に お い て 、

抗 ウ イ ル ス 薬 と し て 応 用 可 能 な FIP V の 感 染 を 抑 制 す る 配 列 を 有

す る ペ プ チ ド を 同 定 し た 。 第 3 章 で は 、 FIP の 病 態 悪 化 因 子 で あ

る fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 有 す る mAb（ 抗 fTN F - a l p h a  m A b）

を 作 出 し 、 抗 fTN F - a l p h a  m A b が FI P の 治 療 に 有 効 か 否 か を in 

v i t r o で 検 討 し た 。第 4 章 で は 、第 3 章 で 樹 立 し た fT N F - a l p h a を

効 率 的 に 中 和 す る mAb  2 - 4 を FI P 発 症 猫 に 投 与 し て FI P の 症 状 の

緩 和 お よ び 生 存 率 の 改 善 が 認 め ら れ る か 否 か を 調 べ た 。 第 4 章 の

結 果 か ら 、 mAb  2 - 4 は FI P の 治 療 薬 と し て 有 用 と な る 可 能 性 が 強

く 示 唆 さ れ た 。 し か し 、 本 抗 体 は マ ウ ス 由 来 の 抗 体 で あ り 猫 に 対

し て 異 種 の 蛋 白 質 で あ る 。 即 ち 、 fe l i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y が
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誘 導 さ れ る こ と で 、 mou s e  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に 対 す る 反 応 性

が 低 下 す る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 そ こ で 著 者 は 第 5 章 に お い て 、

mou s e  m A b  2 - 4 の 可 変 領 域 を 猫 抗 体 の 定 常 領 域 に 結 合 さ せ た

mou s e - f e l i n e  c h i m e r i c  m A b  ( c h i m e r i c  m A b  2 - 4 )の 作 製 を 試 み た 。

以 下 に そ の 実 験 成 績 と 考 察 を 記 載 し た 。  
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第 2 章  

 

I  型 お よ び II 型 猫 伝 染 性 腹 膜 炎 ウ イ ル ス (FI P V )の  

感 染 を 抑 制 す る S1 ド メ イ ン 由 来 ペ プ チ ド の 同 定   
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緒 論  

 

猫 コ ロ ナ ウ イ ル ス（ FCo V）の S 蛋 白 質 は 他 の コ ロ ナ ウ イ ル ス（ 急

性 呼 吸 器 症 候 群 ウ イ ル ス 、 マ ウ ス 肝 炎 ウ イ ル ス 、 豚 伝 染 性 胃 腸 炎

ウ イ ル ス ） の S 蛋 白 質 と の 相 同 性 か ら ク ラ ス I 融 合 蛋 白 質 に 分 類

さ れ て い る [11 ,  5 9 ]。 S 蛋 白 質 は 、 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 上 に 三

量 体 と し て 存 在 し 、構 造 的 お よ び 機 能 的 に N 末 端 側 の S1 領 域 と C

末 端 側 の S2 領 域 に 分 け ら れ る 。 N 末 端 側 の S1 領 域 に は レ セ プ タ

ー 結 合 領 域 (r e c e p t o r  b i n d i n g  d o m a i n、 R B D )、 中 和 エ ピ ト ー プ 、

お よ び ADE エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る  [1 4 ,  1 5 ,  

2 7 ,  3 2 ,  3 3 ,  3 8 ,  6 0 ]。  N 末 端 側 の S2 領 域 に は 融 合 ペ プ チ ド が 存

在 し 、 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー ブ と 細 胞 膜 と の 膜 融 合 を 引 き 起 こ す 。 

過 去 40 年 に わ た っ て FIP に 対 す る 治 療 法 が 研 究 さ れ て き た

[23 ]。  様 々 な 抗 ウ イ ル ス 薬 、 免 疫 賦 活 薬 、 そ し て 免 疫 抑 制 剤 が

FIP の 治 療 に 用 い ら れ て き た 。 し か し 、 FIP に 対 し て 有 意 な 治 療

効 果 を 示 し た 薬 剤 の 報 告 は ほ と ん ど な い 。 In v i t r o の 実 験 系 に お

い て は FCo V の ウ イ ル ス 複 製 を 有 意 に 抑 制 す る 薬 剤 が 報 告 さ れ て

い る [7,  9 ,  3 6 ,  3 9 ,  8 8 ,  8 9 ]。 近 年 、 新 し い 抗 ウ イ ル ス 薬 と し て

ウ イ ル ス 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に し た ペ プ チ ド が 注 目 さ れ

て い る 。 そ れ ら の ペ プ チ ド は ウ イ ル ス 蛋 白 質 ま た は 細 胞 の レ セ プ

タ ー と 結 合 し 、ウ イ ル ス の 感 染 を 阻 害 す る 。ヒ ト 医 学 領 域 で は HIV

の 感 染 を 阻 害 す る HIV 由 来 配 列 の ペ プ チ ド が 治 療 に 用 い ら れ て い

る [24 ]。 こ の ペ プ チ ド は HIV の 融 合 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 し 、 融

合 蛋 白 質 に よ る 細 胞 膜 融 合 を 阻 害 す る 。 さ ら に 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス
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( J E V )の RB D 由 来 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド は 細 胞 の ウ イ ル ス レ セ プ

タ ー と 特 異 的 に 結 合 し て JE V の 感 染 を 競 合 的 に 阻 害 す る こ と が 報

告 さ れ て い る [44 ,  4 5 ]。 こ の よ う に 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 由 来 配 列 の

ペ プ チ ド は ウ イ ル ス お よ び ウ イ ル ス レ セ プ タ ー と 結 合 し て ウ イ

ル ス の 感 染 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。FIP V に お い て

も Liu ら は FIP V  融 合 蛋 白 質 由 来 ペ プ チ ド が 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 有

す る こ と を 報 告 し た [49 ]。一 方 、FIP V の RB D 由 来 ペ プ チ ド も 抗 ウ

イ ル ス 活 性 を 有 す る こ と が 考 え ら れ る が 、 こ の 点 に つ い て は 未 だ

に 検 討 さ れ て い な い 。 FIP に お い て 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 持 つ RBD 由

来 ペ プ チ ド を 同 定 で き れ ば 新 し い 抗 FIP V 薬 と し て 応 用 が 可 能 か

も し れ な い 。  

そ こ で 著 者 は 、 I 型 FI P V  K U - 2 株 の RBD が 存 在 す る と 予 想 さ れ

る S 蛋 白 質  S1  領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 参 考 に 、オ ー バ ー ラ ッ ピ ン

グ ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 ま た 、 こ れ ら の ペ プ チ ド が I 型  F I P V の

感 染 を 抑 制 す る か 否 か を プ ラ ッ ク 法 を 用 い て 調 べ た 。 さ ら に 、 こ

れ ら の ペ プ チ ド が II 型  F I P V に 対 し て も 感 染 を 抑 制 す る か 否 か

も 検 討 し た 。   
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材 料 お よ び 方 法  

 

1 .  ペ プ チ ド 合 成  

I 型  F I P V  K U - 2 株 S1 領 域 由 来 配 列 を 有 す る 30 種 類 の ペ プ チ ド

を Sig m a -  A l d r i c h  ( U . S . A . )に 依 頼 し て 合 成 し た (表 1)。 ペ プ チ

ド は 20- m e r の フ ラ グ メ ン ト と し 、 そ れ ぞ れ 10- m e r ず つ オ ー バ ー

ラ ッ プ さ せ た 。 合 成 さ れ た ペ プ チ ド は 10 m M の 濃 度 で 100 %  

d i m e t h y l  s u l f o x i d e  ( D M S O )に 溶 解 し 、 ス ト ッ ク 溶 液 と し て -80°C

で 保 存 し た 。  溶 媒 対 照 と し て 用 い た DMS O は メ ジ ウ ム で ペ プ チ ド

と 等 し い 倍 率 で 希 釈 し て 実 験 に 用 い た 。  

 

2 .  細 胞  

猫 胎 仔 由 来 の Fel i s  c a t u s  w h o l e  f e t u s - 4  ( f c w f - 4 )  細 胞 、 猫

腎 臓 由 来 の  Cr a n d e l l  f e l i n e  k i d n e y  ( C r F K )  細 胞  (A T C C  C C L - 9 4 )、

そ し て ブ タ 腎 臓 (C P K )  細 胞 は Eag l e s’ m i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m

に L- 1 5  m e d i u m を 50 %、 ウ シ 胎 仔 血 清 を 10%、 ペ ニ シ リ ン を 100  

u n i t / m l、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 10 0  m g / m l 加 え た も の を 用 い て

培 養 し た 。  細 胞 は 全 て 37℃ の 湿 潤 条 件 下 で CO2 濃 度 を 5%に 設 定

し て 培 養 し た 。 Fc w f - 4  細 胞 は ユ ト レ ヒ ト 大 学 の Dr.  M .  C .  

H o r z i n e k よ り 、CP K 細 胞 は 北 里 研 究 所 よ り そ れ ぞ れ 分 与 を 受 け た 。 

 

3 .  モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb）  



13 

 

m A b  5 - 6 - 2  ( I g G 1 )  お よ び mAb  F 1 9 - 1  ( I g G 1 )を 実 験 に 使 用 し た 。

mAb  5 - 6 - 2  お よ び mAb  F 1 9 - 1  は 当 研 究 室 で 樹 立 し 、 そ れ ぞ れ FIP V

の S 蛋 白 質 お よ び M 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 で あ る  [2 9 ,  3 0 ]。  

 

4 .  ウ イ ル ス  

I 型  F I P V  K U - 2 株 、 Bla c k 株 、 UC D - 1 株 、  II  型  F I P V  7 9 - 1 1 4 6

株 、 TGE V  T o - 1 6 3 株 、  CC o V  1 - 7 1 株 、 猫 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (FH V )  

C 7 3 0 1 株 そ し て 猫 カ リ シ ウ イ ル ス (F C V )  F 4 株 を 実 験 に 使 用 し た 。

FIP V  K U - 2 株 は 当 研 究 室 で 分 離 し た 。 FIP V  B l a c k 株 は フ ロ リ ダ 大

学 の Dr.  J .  K .  Y a m a m o t o か ら 、 FIP V  U C D - 1 株 は  カ ル フ ォ ル ニ ア

大 学 デ ー ビ ス 校 の Dr.  N .  C .  P e d e r s e n か ら 、 FIP V  7 9 - 1 1 4 6 株  は

ユ ト レ ヒ ト 大 学 の Dr.  M .  C .  H o r z i n e k か ら そ れ ぞ れ 分 与 を 受 け

た 。 TGE V  T o - 1 6 3 株 は 動 物 衛 生 研 究 所 か ら 、 FH V  C 7 3 0 1 株 お よ び

FCV  F 4 株 は 東 京 大 学 の Dr.  E .  T a k a h a s h i よ り そ れ ぞ れ 分 与 を 受

け た 。 FIP V は fc w f - 4 細 胞 、 TGE V は CP K 細 胞 、 FHV お よ び FCV  は

Cr F K 細 胞 で そ れ ぞ れ 2-3 回 継 代 し た 。  

 

5 .  F I P V 感 染 に お け る ポ リ カ チ オ ン お よ び ポ リ ア ニ オ ン の 影 響  

ポ リ カ チ オ ン と し て DEA E - d e x t r a n  ( G E  H e a l t h c a r e  U K  L t d .、

En g l a n d )、po l y b r e n e  ( S i g m a - A l d r i c h、U. S . A . )、お よ び pro t a m i n e  

( S i g m a - A l d r i c h、 U. S . A . )を 用 い た 。 ポ リ ア ニ オ ン と し て は

Dex t r a n  s u l f a t e  ( G E  H e a l t h c a r e  U K  L t d .、En g l a n d )お よ び hep a r i n  

( A j i n o m o t o、 Ja p a n )  を 用 い た 。 FIP V  K U - 2 株 を ポ リ カ チ オ ン ま た

は ポ リ ア ニ オ ン を 溶 解 し た メ ジ ウ ム で 希 釈 し た 。 6 穴 プ レ ー ト に

シ ー ト し た fcw f - 4 細 胞 に ウ イ ル ス 液 （ 100 0  p f u / m l） を 10 μ L
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接 種 し 、37℃ で 60 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、

細 胞 を メ ジ ウ ム で 洗 浄 し 、ウ シ 胎 子 血 清 を 2%、カ ル ボ キ シ メ チ ル

セ ル ロ ー ス を 1.5 %加 え た 培 地 を 細 胞 に 重 層 し た 。細 胞 は 2 日 間 培

養 し 、 ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 染 色 を 施 し 、

プ ラ ッ ク 数 を 計 測 し た 。  

 

6 .  ペ プ チ ド に よ る プ ラ ッ ク 抑 制 試 験  

ペ プ チ ド ス ト ッ ク 溶 液 は ウ シ 胎 仔 血 清 を 2%、 DE A E - d e x t r a n を

25  μ g/ m L  加 え た メ ジ ウ ム で 希 釈 し た 。 希 釈 し た ペ プ チ ド を 24

穴 プ レ ー ト に シ ー ト し た fcw f - 4 細 胞 に 90 μ L 加 え 、 室 温 で 30

分 間 感 作 さ せ た 。同 時 に 溶 媒 対 照 と し て 同 じ 倍 率 に 希 釈 し た DMS O

を 細 胞 に 感 作 さ せ た 。 感 作 さ せ た 細 胞 を 洗 浄 せ ず に 80 0 0  p f u / m L  

に 調 整 し た ウ イ ル ス 液 を 10 μ L 接 種 し 、 37°C で 30 分 間 イ ン キ

ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 ウ シ 胎 子 血 清

を 2%、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス を 1.5 %加 え た 培 地 を 細 胞 に

重 層 し た 。 細 胞 は 2 日 間 培 養 し 、 ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び ク リ ス タ

ル バ イ オ レ ッ ト 染 色 を 行 い プ ラ ッ ク 数 を 計 測 し た 。 プ ラ ッ ク 抑 制

率 (%)は 次 の 計 算 式 に よ り 算 出 し た : プ ラ ッ ク 抑 制 率  (% )  =  {  (ウ

イ ル ス の み の wel l の プ ラ ッ ク 数 - ペ プ チ ド ま た は DM S O を 含 む

wel l の プ ラ ッ ク 数 ) /  ウ イ ル ス の み の wel l の プ ラ ッ ク 数 } x  1 0 0 .   

ま た 、 ポ リ カ チ オ ン の 電 荷 が ペ プ チ ド の 感 染 抑 制 効 果 に 対 し て

影 響 を 及 ぼ す か 否 か を 調 べ る た め に DEA E - d e x t r a n 濃 度 を 0、 25、  

ま た は 250  μ g / m L に 調 整 し た メ ジ ウ ム を 用 い て プ ラ ッ ク 抑 制 試

験 を 行 っ た 。  
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7 .  ペ プ チ ド が FIP V の 感 染 を 抑 制 す る 条 件 の 検 討  

ペ プ チ ド の 感 染 抑 制 効 果 を 示 す 反 応 条 件 を 検 討 す る た め に ペ

プ チ ド を 処 理 し た 細 胞 を 洗 浄 し て か ら ウ イ ル ス を 接 種 し た 。 細 胞

に 希 釈 し た ペ プ チ ド (10 0  μ M )ま た は 1%D M S O を 接 種 し 、室 温 で 30

分 間 反 応 さ せ た 。 細 胞 を 洗 浄 し て DE A E - d e x t r a n 加 メ ジ ウ ム を 90 

μ l 細 胞 に 加 え た 。 続 い て 、 そ こ に 800 0  p f u / m l の ウ イ ル ス を 10 

μ ｌ 接 種 し た 。 そ れ 以 降 の 操 作 は 前 述 と 同 様 に 行 っ た 。 ま た 、 同

時 に 、 細 胞 へ の 前 感 作 を し な く て も ペ プ チ ド が 感 染 抑 制 効 果 を 示

す か 否 か も 調 べ た 。 す な わ ち DEA E - d e x t r a n 加 メ ジ ウ ム を 室 温 で

30 分 間 静 置 し た 。 メ ジ ウ ム を 除 去 し 、 ペ プ チ ド ま た は DMS O と ウ

イ ル ス の 混 合 液 を 細 胞 に 接 種 し た 。  

 

8 .  F l o w  c y t o m e t r i c  a n a l y s i s  

5  x  1 0 4  c e l l s に ペ プ チ ド  ( 1 0 0  μ M)と II  型 FI P V  7 9 - 1 1 4 6 株  

( M O I = 4 0 )の 混 合 液 を 加 え 、 4℃ で 1 時 間 反 応 さ せ た 。 対 照 と し て

細 胞 に 1% D M S O と ウ イ ル ス の 混 合 液 を 加 え た 。 NaN 3 を 0.1 %加 え た

氷 冷 メ ジ ウ ム で 細 胞 を 3 回 洗 浄 し 、 mAb  5 - 6 - 2 お よ び  mA b  F 1 9 - 1

と 4℃ で 30 分 間 反 応 さ せ た 。  細 胞 を 洗 浄 し 、 flu o r e s c e i n  

i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C ) - c o n j u g a t e d  F ( a b )’ 2 o f  g o a t  a n t i - m o u s e  

I g G  a n t i b o d y  ( M P  B i o m e d i c a l s、 L L C - C a p p e l  P r o d u c t s、 U. S . A . )

を 4℃ で 30 分 間 反 応 さ せ た 。  細 胞 を 再 度 洗 浄 し 、 フ ロ ー サ イ ト

メ ー タ ー (C y t o m i c s  F C 5 0 0、 B e c k m a n  C o u l t e r、 U. S . A . )を 用 い て

500 0 個 の 細 胞 の 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 蛍 光 強 度 の 抑 制 率（ %）を

次 の 式 を 用 い て 算 出 し た ：  蛍 光 強 度 抑 制 率 （ %） = {  (ウ イ ル ス

の み の サ ン プ ル の 平 均 蛍 光 強 度 (me a n  f l u o r e s c e i n  i n t e n s i t y、
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M F I )  –  ペ プ チ ド ま た は DMS O を 含 む サ ン プ ル の MFI )  /  ウ イ ル ス

の み の サ ン プ ル の MFI  }  x  1 0 0 .  

 

9 .  P r o t e i n  s e q u e n c e  

コ ロ ナ ウ イ ル ス の S 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は Ge n b a n k に 登 録 さ

れ て い る も の を 引 用 し た 。 そ れ ぞ れ の acc e s s i o n  n u m b e r は

AA B 4 7 5 0 3 . 1  ( I  型  F I P V  K U - 2 株 )、 AB 0 8 8 2 2 3 . 1  ( B l a c k 株 )、

AB 0 8 8 2 2 2 . 1  ( U C D - 1 株 )、 AG Z 8 4 5 1 6 . 1  ( I I  型  F I P V  7 9 - 1 1 4 6 株 )で

あ る 。 S 蛋 白 質 全 長 の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 比 較 は

Clu s t a l W  ( h t t p : / / c l u s t a l w . d d b j . n i g . a c . j p / )  を 用 い て 行 っ た 。

ア ラ イ メ ン ト 比 較 の 結 果 を 図 1 に 示 し た 。  

 

1 0 .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  

2 群 か ら 構 成 さ れ る デ ー タ に 対 し て は ス チ ュ ー デ ン ト の t 検 定

を 用 い て 有 意 差 検 定 を 行 っ た 。 2 群 以 上 か ら 構 成 さ れ る デ ー タ に

対 し て は Tuk e y - K r a m e r 法 ま た は Dun n e t t’ s 法 を 用 い て 有 意 差 検

定 を お こ な っ た 。具 体 的 に は 、FI P V に 対 し て 感 染 抑 制 効 果 を 示 す

ペ プ チ ド の 反 応 条 件 を 検 討 し た 時 の み Tuk e y - K r a m e r 法 を 用 い て

解 析 し た 。 こ の 実 験 以 外 の 他 群 間 の 有 意 差 検 定 に は Du n n e t t’ s

法 を 用 い て 解 析 し た 。   
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実 験 成 績  

 

1 .  I  型  F I P V 感 染 に 対 す る ポ リ ア ニ オ ン お よ び ポ リ カ チ オ ン の

影 響  

I 型  F I P V 感 染 に 対 す る ポ リ ア ニ オ ン お よ び ポ リ カ チ オ ン の 影

響 に つ い て 調 べ た 。 ポ リ ア ニ オ ン で あ る dex t r a n  s u l f a t e お よ び

hep a r i n を 培 養 液 に 添 加 し た 場 合 、 FIP V  K U - 2 株 の 感 染 効 率 が 減

少 し た (図 2)。一 方 、ポ リ カ チ オ ン で あ る DEA E - d e x t r a n、po l y b r e n e、

お よ び pro t a m i n e を 培 養 液 に 添 加 し た 場 合 、 FI P V  K U - 2 株 の 感 染

効 率 は ポ リ カ チ オ ン の 濃 度 上 昇 と 共 に 著 し く 上 昇 し た 。  

 

2 .  F I P V の 感 染 を 抑 制 す る I 型  F I P V  S  p r o t e i n 由 来 ペ プ チ ド の

検 索  

RB D が 存 在 す る と 予 想 さ れ る I 型  F I P V  K U - 2 株 S 蛋 白 質 の ア ミ

ノ 酸 配 列 を 参 考 に オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 I 型  

F I P V  S 蛋 白 質 由 来 ペ プ チ ド の hom o l o g o u s 株 で あ る FIP V  K U - 2 株

に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を プ ラ ッ ク 法 を 用 い て 調 べ た 。 前 述 の ポ リ

カ チ オ ン 添 加 に よ る 感 染 増 強 の 結 果 を 踏 ま え て 、 25μ g/ m l の

DE A E - d e x t r a n を 含 む メ ジ ウ ム を 用 い て 実 験 を 実 施 し た 。 100μ M

に 希 釈 し た ペ プ チ ド を 24- w e l l  p l a t e  に シ ー ト し た fc w f - 4  c e l l

に 90  μ l 添 加 し た 後 、 室 温 で 30 分 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 細 胞

を 洗 浄 せ ず 80  p f u / 1 0μ l の ウ イ ル ス を 10 μ ｌ 接 種 し た 。 実 験 に

使 用 し た 30 個 の ペ プ チ ド の う ち 、 I-S 1 - 8、 I- S 1 - 9、 I- S 1 - 1 0、

I- S 1 - 1 6 お よ び I- S 1 - 2 2 が FI P V  K U - 2 株 の 感 染 を 有 意 に 減 少 さ せ
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た (図 3A)。ま た 、こ れ ら の ペ プ チ ド は 全 て 容 量 依 存 的 に FIP V  K U - 2

株 の 感 染 を 抑 制 し た (図 3B) .  

F I P V の 感 染 を 抑 制 し た ペ プ チ ド 、 特 に I-S 1 - 8、  I - S 1 - 9、 お よ

び I-S 1 - 1 0 の 等 電 点 が 酸 性 で あ っ た た め 、 ペ プ チ ド が ポ リ カ チ オ

ン  (D E A E - d e x t r a n )の 効 果 を 弱 め る こ と で ウ イ ル ス の 感 染 を 抑 制

し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。そ こ で 、DEA E - d e x t r a n の 濃 度 を 変

化 さ せ て ペ プ チ ド の 感 染 抑 制 効 果 を 調 べ た (図 4)。 I- S 1 - 9 お よ び

I-S 1 - 1 6 は DE A E - d e x t r a n の 濃 度 に 関 わ ら ず ウ イ ル ス の 感 染 を 抑 制

し た 。一 方 、I-S 1 - 8 と 同 様 に 等 電 点 が 低 い I-S 1 - 1 8 は ど の 濃 度 の

DEA E - d e x t r a n に お い て も 感 染 抑 制 効 果 を 示 さ な か っ た 。  

 

3 .  ペ プ チ ド が FIP V の 感 染 を 抑 制 す る 条 件 の 検 討  

FI P V  K U - 2 株 に 対 し て 感 染 抑 制 効 果 を 示 す ペ プ チ ド の 反 応 条 件

を 検 討 し た 。 ペ プ チ ド を 細 胞 に 反 応 さ せ た 後 、 細 胞 を 洗 浄 し て ウ

イ ル ス を 接 種 し た と こ ろ 、 I-S 1 - 9、  I - S 1 - 1 6、 お よ び I-S 1 - 2 2 の

感 染 抑 制 効 果 は い ず れ も 有 意 に 減 少 し た (図 5).  ま た 、 あ ら か じ

め ペ プ チ ド を 細 胞 に 反 応 さ せ ず に ウ イ ル ス と ペ プ チ ド を 同 時 に

接 種 し た と こ ろ 、 い ず れ の ペ プ チ ド に お い て も 40%以 上 の 抑 制 効

果 が 認 め ら れ た 。 特 に I-S 1 - 1 6 で は ウ イ ル ス 接 種 前 に あ ら か じ め

ペ プ チ ド を 細 胞 に 反 応 さ せ た 場 合 と 同 等 の 効 果 が 得 ら れ た 。  

 

4 .  ペ プ チ ド の I 型 F I P V、II 型 FI P V、猫 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス（ FHV）、

お よ び 猫 カ リ シ ウ イ ル ス （ FC V） に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 効 果   

I  型  F I P V  K U - 2 株 に 対 し て 高 い 感 染 抑 制 効 果 が 認 め ら れ た

I-S 1 - 9 お よ び I-S 1 - 1 6 が 、他 の FIP V 株 、FHV、そ し て FCV の 感 染
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を 抑 制 す る か 否 か を 調 べ た 。 I-S 1 - 9 お よ び I-S 1 - 1 6 は I 型  F I P V  

U C D - 1 株 お よ び Bl a c k 株 の 感 染 を 有 意 に 抑 制 し た  (図 6) .ま た 、

同 様 に II 型 FI P V  7 9 - 1 1 4 6 株 の 感 染 も 有 意 に 抑 制 し た 。特 に I-S 1 - 9

は FI P V  7 9 - 1 1 4 6 株 に 対 し て も FIP V  K U - 2 株 と 同 程 度 の 感 染 抑 制

効 果 を 示 し た 。 一 方 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の 感 染 抑 制 効 果 は FHV  

C 7 3 0 1 株 お よ び FC V  F 4 株 で は 認 め ら れ な か っ た 。  

 

5 .  ペ プ チ ド の fcw f - 4 細 胞 に 対 す る FI P V 吸 着 抑 制 効 果  

ペ プ チ ド が ウ イ ル ス の 吸 着 効 率 を 減 少 さ せ る か 否 か を flo w  

c y t m e t r i c  a n a l y s i s を 用 い て 調 べ た 。 実 験 は 最 も 感 染 抑 制 効 果 が

高 か っ た I-S 1 - 9 を 用 い て 行 っ た 。  

ウ イ ル ス を 吸 着 さ せ て い な い fcw f - 4 細 胞 の flu o r e s c e n c e  

i n t e n s i t y  ( F L 1  L i n )の ヒ ス ト グ ラ ム の ピ ー ク は 420 で あ っ た 。

ウ イ ル ス を 吸 着 さ せ た fcw f - 4 細 胞 の flu o r e s c e n c e  i n t e n s i t y の

ヒ ス ト グ ラ ム の ピ ー ク は 620 に シ フ ト し た (図 7A)。 同 様 に 、DMS O

と ウ イ ル ス の 混 合 液 を 接 種 し た fcw f - 4 細 胞 の ヒ ス ト グ ラ ム の ピ

ー ク も 575 に シ フ ト し た (図 7A)。 一 方 、ウ イ ル ス と I-S 1 - 9 の 混

合 液 を 接 種 し た 場 合 、 そ の ヒ ス ト グ ラ ム の ピ ー ク は 47 0 で あ っ た

(図 7B)。 即 ち 、 ウ イ ル ス と I-S 1 - 9 の 混 合 液 を 接 種 し た 場 合 の ピ

ー ク は ウ イ ル ス の み 、 ま た は ウ イ ル ス と DMS O の 混 合 液 を 接 種 し

た 場 合 と 比 較 し て 左 に シ フ ト し た 。  

fc w f - 4 細 胞 に お け る ウ イ ル ス の 吸 着 の 程 度 を mea n  

f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  ( M F I )で 評 価 し た 。 即 ち 、 ペ プ チ ド が ウ

イ ル ス 吸 着 を ど の 程 度 抑 制 す る か を 計 算 し た 。I-S 1 - 9 と ウ イ ル ス

の 混 合 液 を 接 種 し た fcw f - 4 細 胞 で は 、 ウ イ ル ス の 吸 着 の 程 度 は
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D M S O と ウ イ ル ス の 混 合 液 を 接 種 し た fcw f - 4 細 胞 に 吸 着 し た 場 合

と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し た (図 7C )。   



21 

 

 

考 察  

 

著 者 は 、 I 型  F I P V  K U - 2 株 の S 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に し

て オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 そ れ ら の ペ プ チ ド が

I 型  F I P V お よ び  II  型  F I P V に 対 し て 感 染 抑 制 効 果 を 有 す る か

否 か を 調 べ た 。  

I 型  F I P V は 細 胞 で の 増 殖 性 が 悪 い [31 ]。ペ プ チ ド の I 型  F I P V

に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 評 価 す る に 当 た り 、 ま ず 、 I 型  F I P V の

感 染 効 率 を 増 加 さ せ る 方 法 を 検 討 し た 。 即 ち 、 ペ プ チ ド の I 型  

F I P V に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 正 し く 評 価 す る た め に 、ポ リ カ チ オ

ン お よ び ポ リ ア ニ オ ン を ウ イ ル ス 希 釈 液 に 添 加 す る 方 法 を 検 討

し た 。 ポ リ カ チ オ ン を 含 む メ ジ ウ ム で ウ イ ル ス を 希 釈 し て か ら

fcw f - 4 細 胞 に 接 種 し た と こ ろ 、 I 型  F I P V の プ ラ ッ ク 数 は ポ リ カ

チ オ ン の 濃 度 依 存 的 に 増 加 し た 。 一 方 、 ポ リ ア ニ オ ン を 含 む メ ジ

ウ ム で ウ イ ル ス を 希 釈 す る と プ ラ ッ ク 数 は ポ リ ア ニ オ ン の 濃 度

依 存 的 に 減 少 し た 。 ポ リ カ チ オ ン に よ り ウ イ ル ス の 感 染 効 率 が 増

加 し 、ポ リ ア ニ オ ン に よ り 感 染 効 率 が 減 少 す る こ と は TGE V、MH V、

お よ び 水 疱 性 口 炎 ウ イ ル ス (V S V )な ど 他 の ウ イ ル ス で も 報 告 さ れ

て い る [6,  2 5 ,  5 7 ]。 Be i l e y ら は po s i t i v e  c h a r g e を 持 つ ポ リ カ

チ オ ン は ウ イ ル ス 粒 子 と 細 胞 表 面 の 静 電 気 的 相 互 作 用 を 増 加 さ

せ 、 ウ イ ル ス 粒 子 と 細 胞 の 結 合 を 容 易 に す る と 報 告 し て い る [6]。

今 回 の 実 験 に お い て も 、 ポ リ カ チ オ ン が ウ イ ル ス と 細 胞 表 面 の 静

電 気 的 相 互 作 用 を 増 加 さ せ 、 I 型  FI P V の 感 染 効 率 を 上 昇 さ せ た

と 考 え ら れ た 。  



22 

 

3 0 種 類 の オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ ペ プ チ ド の う ち 、I-S 1 - 8、I- S 1 - 9、

I- S 1 - 1 0、 I - S 1 - 1 6、 お よ び I-S 1 - 2 2 は I 型  F I P V  K U - 2 株 の 感 染

を 有 意 に 減 少 さ せ た 。 こ れ ら ペ プ チ ド の 等 電 点 は 酸 性 で あ っ た 。

し た が っ て 、 ペ プ チ ド の 電 荷 が  ポ リ カ チ オ ン の 効 果 を 弱 め て プ

ラ ッ ク 数 を 減 少 さ せ た 可 能 性 が 考 え ら れ た 。し か し 、I-S 1 - 9 お よ

び  I- S 1 - 1 6 は ポ リ カ チ オ ン の 濃 度 に 関 わ ら ず I 型  F I P V  K U - 2 株

の 感 染 を 有 意 に 抑 制 し た 。 ま た 、 I- S 1 - 9 と 同 様 に 等 電 点 の 低 い

I-S 1 - 1 8 は 感 染 抑 制 効 果 を ま っ た く 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の こ と

か ら ペ プ チ ド の も つ 電 荷 に よ ら ず 、 感 染 抑 制 効 果 を 示 し た と 考 え

ら れ た 。 ま た I-S 1 - 8 お よ び I-S 1 - 1 0 の ア ミ ノ 酸 配 列 は I-S 1 - 9 の

ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 部 オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る 。 一 方 、 I-S 1 - 7  

( I - S 1 - 8 と 一 部 オ ー バ ー ラ ッ プ ) お よ び I-S 1 - 1 1  ( I - S 1 - 1 0 と 一 部

オ ー バ ー ラ ッ プ )は 感 染 抑 制 効 果 を 示 さ な か っ た 。 こ の 点 を 踏 ま

え る と 、 FI P V の 感 染 を 抑 制 す る 上 で 、 I-S 1 - 9 の ア ミ ノ 酸 配 列 が

非 常 に 重 要 で あ る こ と が 推 察 さ れ た 。  

今 回 の 実 験 で は RB D が 存 在 す る と 予 想 さ れ る I 型  F I P V  K U - 2

株 S 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ ペ プ チ ド を

作 製 し た 。 こ れ ま で の 研 究 か ら 、 FI P V の RB D は S1 領 域 に 存 在 す

る こ と が 予 想 さ れ て い る [12 ,  7 2 ,  7 4 ]。 Li ら は JEV の RB D 由 来 の

ペ プ チ ド が JEV の 細 胞 へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 し て 感 染 を 抑 制 す

る こ と を 示 し た [4 4 ,  4 5 ]。 Re g u e r a ら は TGE V の RB D を 報 告 し て い

る が 、I 型 お よ び II F I P V 感 染 を 抑 制 し た I-S 1 - 9 お よ び  I- S 1 - 1 6

の 領 域 は 、 こ の TG E V の RB D と 一 致 す る 領 域 で あ る [74 ]。 I- S 1 - 9

を 用 い た fcw f - 4 細 胞 へ の FIP V 吸 着 抑 制 試 験 で は 、 ウ イ ル ス の

fcw f - 4 細 胞 へ の 結 合 を 減 少 さ せ て い た 。 こ の 事 実 を 踏 ま え る と 、
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少 な く と も I-S 1 - 9 は ウ イ ル ス の 細 胞 へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 し 、

そ の 結 果 FIP V の 感 染 効 率 が 有 意 に 減 少 し た 可 能 性 が 推 察 さ れ た 。

し か し 、 細 胞 に 前 感 作 し た I-S 1 - 9 お よ び I-S 1 - 1 6 の 感 染 抑 制 効

果 は ウ イ ル ス 吸 着 前 の 細 胞 洗 浄 に よ っ て 明 ら か に 減 少 し た 。 こ の

こ と は 、 ペ プ チ ド が 細 胞 の ウ イ ル ス レ セ プ タ ー で は な く ウ イ ル ス

の 蛋 白 質 と 相 互 作 用 し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 一 方 、 図 5

の 結 果 は 、 細 胞 表 面 の ペ プ チ ド -ウ イ ル ス レ セ プ タ ー 複 合 体 の 内

在 化 と 細 胞 表 面 へ の ウ イ ル ス レ セ プ タ ー の 再 出 現 に よ っ て も 説

明 が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 今 回 こ れ ら の ペ プ チ ド が 細 胞 の ウ イ ル

ス レ セ プ タ ー と ウ イ ル ス の S 蛋 白 質 の ど ち ら に 結 合 し て 作 用 を 示

す の か と い う 点 に つ い て は 明 ら か に す る こ と が で き な か っ た 。 こ

れ ら ペ プ チ ド の 詳 細 な 作 用 機 序 に つ い て は 今 後 の さ ら な る 検 討

が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。  

今 回 の 実 験 に お い て 特 に 高 い 感 染 抑 制 効 果 を 示 し た I- S 1 - 9 お

よ び I-S 1 - 1 6 を 用 い て 他 の I 型  F I P V 株 、 II 型  F I P V、 FH V、 F C V

に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 調 べ た 。 I- S 1 - 9 は I 型 FI P V お よ び II

型 FI P V の 両 方 に 対 し て 50 %以 上 の 有 意 な 感 染 抑 制 効 果 を 示 し た 。

一 方 、 I-S 1 - 1 6 は 、 実 験 に 用 い た 全 て の I 型  F I P V に 対 し て 50%

以 上 の 感 染 抑 制 効 果 を 示 し た が 、 II  型 FI P V に 対 す る 感 染 抑 制 効

果 は 50%未 満 で あ っ た 。 実 験 に 用 い た コ ロ ナ ウ イ ル ス の S 蛋 白 質

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し た と こ ろ 、 I-S 1 - 1 6 の ア ミ ノ 酸 配 列 は

KU- 2 以 外 の I 型  F I P V に 対 し て 75- 8 0 %の id e n t i t y と 90 %の

si m i l a r i t y を 示 し た 。一 方 、I- S 1 - 1 6 の ア ミ ノ 酸 配 列 は II 型 FI P V

に 対 し て は 20%の id e n t i t y と 30 - 3 5 %の si m i l a r i t y し か 示 さ な か

っ た  (図 1)  即 ち 、 I-S 1 - 1 6 の ア ミ ノ 酸 配 列 は II 型  F I P V と 相 同
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性 が 低 い た め に 、 I 型  F I P V よ り も 感 染 抑 制 効 果 が 低 下 し た と 考

え ら れ た 。 一 方 、 I-S 1 - 9 の ア ミ ノ 酸 配 列 は I 型  F I P V と II  型  

F I P V の 間 で よ く 保 存 さ れ て い た 。 こ れ ら の こ と を 踏 ま え る と 、

I-S 1 - 9 は FC o V に 対 し て 広 範 囲 な 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 し て い る 可

能 性 が 示 唆 さ れ た 。加 え て 、I 型 お よ び II 型 FI P V に 対 す る 効 果

の 類 似 性 を 考 え る と 、 こ れ ら 2 種 類 の ウ イ ル ス に 対 し て 共 通 の ウ

イ ル ス レ セ プ タ ー の 結 合 領 域 が 存 在 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 し

か し 、 こ れ ま で の 研 究 か ら I 型 お よ び II 型 FI P V に 対 し て は そ

れ ぞ れ 異 な る ウ イ ル ス レ セ プ タ ー が 存 在 す る と 考 え ら れ る [2 6 ]。 

こ の 理 由 に つ い て は 今 回 の 実 験 で は 明 ら か に で き な か っ た 。 こ の

こ と を 解 明 す る た め に は I 型  F I P V の ウ イ ル ス レ セ プ タ ー を 同 定

す る 必 要 が あ る 。  

FI P V は 血 清 学 的 に I 型 と II 型 に 分 類 さ れ る が 、ど ち ら も 猫 に

対 し て 同 じ FIP を 引 き 起 こ す 。2 つ の FIP V は 血 清 学 的 に 交 差 し な

い [64 ,  8 0 ]。 ま た 、 株 化 細 胞 で の 増 殖 性 お よ び 猫 に 対 す る 起 病 性

は II 型 FI P V の 方 が 高 い 。 そ の た め こ れ ま で の FIP V に 対 す る 研

究 お よ び 抗 FIP V 薬 の 研 究 は II 型 FI P V を 用 い て 行 わ れ て き た 。

即 ち 、I 型  F I P V に 対 し て 有 効 な 抗 FIP V 薬 を 検 索 し た 研 究 は ほ と

ん ど 実 施 さ れ て い な い 。 野 外 で は I 型  F I P V に 感 染 し た 猫 が 多 い

と い う 事 実 を 踏 ま え る と I 型 FI P V に 対 し て 有 効 な 抗 FIP V 薬 を 作

製 す る こ と は 獣 医 臨 床 に お い て 重 要 で あ る [3,  2 8 ,  4 3 ,  8 0 ]。 我 々

は コ ロ ナ ウ イ ル ス 特 異 的 に 感 染 抑 制 効 果 を 示 す ペ プ チ ド を 同 定

し た 。I-S 1 - 9 お よ び I-S 1 - 1 6 は 全 て の I 型  F I P V に 対 し て 高 い 感

染 抑 制 効 果 を 示 し 、 こ れ ら の pet p t i d e は 野 外 株 に 対 し て も 感 染

抑 制 効 果 を 示 す 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 I-S 1 - 9 は I 型  F I P V
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だ け で な く 、 II  型 FI P V に 対 し て も 高 い 感 染 抑 制 効 果 を 示 し て お

り 、 実 際 に 抗 FIP V 薬 と し て 応 用 で き る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

一 般 に 、 ペ プ チ ド 製 剤 は 血 中 半 減 期 が 短 い こ と が 知 ら れ て い る 。

血 中 半 減 期 を 延 長 す る 方 法 と し て po l y e t h y l e n e  g l y c o l に よ る 修

飾 が 行 わ れ て い る [4,  5 8 ,  7 9 ]。 ま た 、 Mar a s t o n i ら は  分 子 内 で

環 状 化 し た ペ プ チ ド は 血 中 お よ び 脳 内 の 酵 素 に 対 し て 抵 抗 性 を

増 す こ と を 報 告 し て い る [51 ]。 さ ら に 、 ペ プ チ ド を ア ル ブ ミ ン や

免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fc 領 域 と 融 合 さ せ る こ と で 半 減 期 を 延 長 す る

方 法 も 報 告 さ れ て い る [5,  8 2 ,  1 0 0 ,  1 0 2 ]。 今 後 、 ペ プ チ ド を 実

際 に 猫 に 投 与 す る た め に 、 こ れ ら の 修 飾 方 法 が 応 用 で き る か 否 か

を 検 討 す る 必 要 が あ る 。   
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小 括  

 

F I P V は 猫 科 動 物 に お け る 致 死 性 疾 患 で あ る FIP の 原 因 ウ イ ル ス

で あ る 。 こ れ ま で に 様 々 な 抗 ウ イ ル ス 薬 、 免 疫 賦 活 薬 、 そ し て 免

疫 抑 制 剤 が FIP の 治 療 に 用 い ら れ て き た 。 し か し 、 FI P に 対 し て

有 意 な 治 療 効 果 を 示 し た 薬 剤 の 報 告 は ほ と ん ど な い 。 近 年 、 新 し

い 抗 ウ イ ル ス 薬 と し て ウ イ ル ス 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に し

た ペ プ チ ド が 注 目 さ れ て お り 、 実 際 に 治 療 薬 と し て も 用 い ら れ て

い る 。 FIP に お い て も 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 持 つ ペ プ チ ド を 同 定 で き

れ ば 新 し い 抗 FIP V 薬 と し て 応 用 が 可 能 で あ る こ と が 考 え ら れ た 。

そ こ で 著 者 は 、 I 型 FI P V  K U - 2 株 の レ セ プ タ ー 結 合 領 域 （ RBD）

が 存 在 す る と 予 想 さ れ る S 蛋 白 質  S 1  領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 参

考 に 、 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 さ ら に 、 こ れ ら

の ペ プ チ ド が I 型  F I P V の 感 染 を 抑 制 す る か 否 か を プ ラ ッ ク 法 を

用 い て 調 べ た 。 ペ プ チ ド の I 型 FIP V に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 測

定 す る に 当 た り 、 株 化 細 胞 に お け る 増 殖 能 に 乏 し い I 型 FIP V の

感 染 効 率 を 増 加 さ せ る 方 法 を 検 討 し た 。 ポ リ カ チ オ ン を 含 む メ ジ

ウ ム で ウ イ ル ス を 希 釈 す る こ と で I 型 FIP V の 感 染 効 率 が 増 加 し

た こ と か ら 、 以 降 の 実 験 を ポ リ カ チ オ ン を 添 加 し た メ ジ ウ ム を 用

い て 行 っ た 。 30 種 類 の ペ プ チ ド の う ち 、 I-S 1 - 8  ( S 4 6 1 - S 4 8 0 )、

I- S 1 - 9  ( S 4 7 1 - S 4 9 0 )、I- S 1 - 1 0  ( S 4 8 1 - S 5 0 0 )、I- S 1 - 1 6  ( S 5 4 1 - S 5 6 0 )

お よ び I-S 1 - 2 2  ( S 6 0 1 - S 6 2 0 )の 5 種 類 の ペ プ チ ド が I 型 FIP V  K U - 2

株 の 感 染 を 有 意 に 抑 制 し た 。 中 で も I-S 1 - 9 お よ び I-S 1 - 1 6 は 特

に 高 い 感 染 抑 制 効 果 を 示 し た 。 次 に 、 2 種 類 の ペ プ チ ド の 他 の I
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型 FIP V 株 、 II 型 FI P V 株 、猫 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス（ FHV）、猫 カ リ シ

ウ イ ル ス （ FCV） に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 調 べ た 。 I- S 1 - 9 お よ び

I-S 1 - 1 6 は I 型 お よ び II 型 FI P V 株 に 対 し て 感 染 抑 制 効 果 を 示 し

た が 、 FHV お よ び FCV に 対 し て は 感 染 抑 制 効 果 を 示 さ な か っ た 。

今 後 、 ペ プ チ ド の 血 中 半 減 期 を 延 長 さ せ る 適 切 な 修 飾 方 法 を 検 討

し て い く 必 要 が あ る 。



表1 FIPV S蛋白質S1領域由来ペプチドのアミノ酸配列
Peptide no. Amino acid sequence Start position Isoelectric point

I-S1-1 VTDFQPANNSVSHIPFGKTA S 391 7.37
I-S1-2 VSHIPFGKTAHFCFANFSHS S 401 8.41
I-S1-3 HFCFANFSHSIVSRQFLGIL S 411 8.41
I-S1-4 IVSRQFLGILPPTVREFAFG S 421 10.19
I-S1-5 PPTVREFAFGRDGSIFVNGY S 431 6.46
I-S1-6 RDGSIFVNGYKYFSLPAIRS S 441 9.99
I-S1-7 KYFSLPAIRSVNFSISSVEE S 451 6.52
I-S1-8 VNFSISSVEEYGFWTIAYTN S 461 3.48
I-S1-9 YGFWTIAYTNYTDVMVDVNG S 471 3.27
I-S1-10 YTDVMVDVNGTAITRLFYCD S 481 3.73
I-S1-11 TAITRLFYCDSPLNRIKCQQ S 491 8.62
I-S1-12 SPLNRIKCQQLKHELPDGFY S 501 8.34
I-S1-13 LKHELPDGFYSASMLVKKDL S 511 7.34
I-S1-14 SASMLVKKDLPKTFVTMPQF S 521 10.32
I-S1-15 PKTFVTMPQFYHWMNVTLHV S 531 9.22
I-S1-16 YHWMNVTLHVVLNDTEKKYD S 541 6.26
I-S1-17 VLNDTEKKYDIILAKAPELA S 551 4.61
I-S1-18 IILAKAPELAALADVHFEIA S 561 4.48
I-S1-19 ALADVHFEIAQANGSVTNVT S 571 4.17
I-S1-20 QANGSVTNVTSLCVQARQLA S 581 8.37
I-S1-21 SLCVQARQLALFYKYTSLQG S 591 9.24
I-S1-22 LFYKYTSLQGLYTYSNLVEL S 601 6.34
I-S1-23 LYTYSNLVELQNYDCPFSPQ S 611 3.36
I-S1-24 QNYDCPFSPQQFNNYLQFET S 621 3.36
I-S1-25   QFNNYLQFETLCFDVNPAVA   S 631 3.36
I-S1-26 LCFDVNPAVAGCKWSLVHDV S 641 5.24
I-S1-27 GCKWSLVHDVQWRTQFATIT S 651 8.38
I-S1-28 QWRTQFATITVSYKHGSMIT S 661 10.37
I-S1-29 VSYKHGSMITTHAKGHSWGF S 671 10.16
I-S1-30 THAKGHSWGFQDTSVLVKDE S 681 6.26



KU2                VTDFQPANNSVSHIPFGKTAH--FCFANFSHSIVSRQFLGILPPTVREFAFGRDGSIFVNGYKYFSLPAIRSVNFSISSVEEYGFWTIAYTNYTDVMVDV  488 
Black              VTDFQPANSSVSHIPLGKT----ICFANFSHSVVSRQVLGILPPTVREFAFGRDGSVFVNGYKYFSLPPIKSVNFSISSVEQYGFWTIAYTNYTDVMVDV  488 
UCD-1              VTDNQPANNSTSHIPFGKTMHSYFCFANFSNSMV-RQFLGILPPTVREFAFGRDGSIFVNGYKYFSLPPIKSVNFSIGSVEQHGFWTIAYTNYTDVMVDI  489 
79-1146            DTVSESSSYSYGEIPFGITDGPRYCYVLYNGTAL--KYLGTLPPSVKEIAISKWGHFYINGYNFFSTFPIGCISFNLTTGVSGAFWTIAYTSYTEALVQV  476 
 
 
  
KU2                NGTAITRLFYCDSPLNRIKCQQLKHELPDGFYSASMLVKKDLPKTFVTMPQFYHWMNVTLHVVLNDTEKKYDIILAKAPELAALADVHFEIAQANGSVTN  588 
Black              NGTGISRLFYCDSPLNRIKCQQLKHVLPDGFYSASMLVKNDLPKTFVTMPQFYNWMHITLHVVLNDTAKKEDIILAKAPELASLADVHFEILQANGSVVN  588 
UCD-1              NGTGITRLFYCDSPINRIKCQQLKHELPDGFYAASMLVKKDLPKTFVTMPQFYNWMTVTLHVVLNDTEKKADIILAKAPELASLADIHFEIVQANGSVAN  589 
79-1146            ENTAIKNVTYCNSHINNIKCSQLTANLNNGFYPVASSEVGFVNKSVVLLPSFFTYTAVNITIDLGMKLSGYGQPIASTLSNITLPMQDNNTDVYCIRSNQ  576 
 
 
  
KU2                VTSLCVQARQLALFYKYTSLQGLYTYSNLVELQNYDCPFSPQQFNNYLQFETLCFDVNPAVAGCKWSLVHDVQWRTQFA-TITVSYKHGSMITTHAKGHS  687 
Black              VTSLCVQAKQLALFYKYTSLQGLYTYSNLVELQNYDCPFSPQHFNNYLQFETLCFDVNPAVAGCKWSLVHDVNWRTQFA-TITVSYKDGAMITTMPR-AQ  686 
UCD-1              VTSLCVQTRQIALFYKYTSLQSLYTYSNLVELQNYDCPFSPQQFNNYLQFETLCLDTNPAVAGCKWALVHDVKWRTQFA-TITVSYKDGAMITTMPK-AQ  687 
79-1146            FSVYVHSTCKSSLWDNIFNQDCTDVLEATAVIKTGTCPFSFDKLNNYLTFNKFCLSLSPVGANCKFDVAARTRTNEQVVRSLYVIYEEGDNIVGVPS-DN  675 
 
 
  
KU2                WGFQDTSVLVKDE  700 
Black              LGFKDISNLVKDE  699 
UCD-1              LGFQDISNLVKDE  700 
79-1146            SGLHDLSVLHLDS  688 
 

type I FIPV 

type II FIPV 

type I FIPV 

type II FIPV 

type I FIPV 

type II FIPV 

type I FIPV 

type II FIPV 

I-S1-9 

I-S1-16 

図1 FCoVのS蛋白質におけるアミノ酸配列と相同性 

I 型FIPV（KU-2株、Black株、UCD-1株）、II 型FIPV 79-1146株のS蛋白質におけるアミノ酸配列のアライメント比較を 
ClustalWを用いて行った。 
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図2 FIPV感染におけるポリカチオンおよびポリアニオンの影響 
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階段希釈したポリカチオンまたはポリアニオンを含むメジウムで I 型FIPV KU-2株を希釈した。fcwf-4細胞に希釈したウイルス液を接種した。  
1時間の吸着後、細胞を洗浄し2%FCSおよび1.5% カルボキシメチルセルロースを含むメジウムを重層した。 
37℃で2日間培養後、細胞をクリスタルバイオレットで染色しプラック数を計測した。プラック形成率を以下の式で計算した。 
プラック形成率（%）= { (ポリカチオンまたはポリアニオンを含むメジウムでウイルスを希釈したwellのプラック数／ポリカチオンまたは 
ポリアニオンを含まないメジウムでウイルスを希釈したwellのプラック数) } x 100。 
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図3 FIPV感染を抑制する I 型FIPV S蛋白質由来ペプチドの検索 
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(A) I 型FIPV S蛋白質由来ペプチドのプラック減少率。fcwf-4細胞にペプチド (100 μM) または1% DMSO 
(solvent control) を加え室温で30分間処理した。 そこに I 型FIPV KU-2株をペプチドまたはDMSO存在下で  
接種した。2日間培養後に染色し、プラック減少率を算出した。 
(B) 階段希釈したペプチドのプラック減少率。fcwf-4細胞にペプチド (160、80、40 μM) または1% DMSOを   
加え室温で30分間処理した。 そこに I 型FIPV KU-2株をペプチドまたはDMSO存在下で接種した。 
*: p<0.05 vs. DMSO **: p<0.01 vs. DMSO 
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図4 メジウムの電荷がペプチドの感染抑制効果に及ぼす影響 

I-S1-9 

I-S1-16 

I-S1-18 

DMSO 

ペプチドとウイルスを0、25または250 μg/mLの濃度に調整したDEAE-dextranを含むメジウムで希釈した。 
fcwf-4細胞をペプチド (100 μM)または1% DMSO (solvent control) で室温30分間処理した。その後、I 型 FIPV KU-2株を 
ペプチドまたは1% DMSO存在下で接種した。 



ペプチドの感染抑制効果を示す反応条件を検討するためにペプチドを処理した細胞を洗浄してからウイルスを接種した。 
細胞に希釈したペプチド(100 μM)または1%DMSOを接種し、室温で30分間反応させた。細胞を洗浄してDEAE-dextran加メジウムを 
90 μl細胞に加えた。続いて、そこに8000 pfu/mlのウイルスを10 μｌ接種した（■）。 
また、同時に、細胞への前感作をしなくてもペプチドが感染抑制効果を示すか否かも調べた。すなわちDEAE-dextran加メジウムを 
室温で30分間静置した後メジウムを除去し、ペプチドまたはDMSOとウイルスの混合液を同時に細胞に接種した（  ）。 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

I-S1-9 I-S1-16 I-S1-22 DMSO

pretreated with peptides and washed before the virus inoculation 

pretreated with peptides and inoculated with the virus 

図5 ペプチドがFIPVの感染を抑制する条件の検討 
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図6 ペプチドの I 型FIPV、II 型FIPV、FHVおよびFCVに対する抗ウイルス効果 
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I-S1-9 

I-S1-16 

DMSO 

fcwf-4細胞にペプチド (100 μM)または1% DMSO (solvent control)を加えて室温30分間処理した。そこに I 型 FCoV KU-2株、 UCD-1株     
またはBlack株、II 型 FCoV 79-1146株、 FHV C7301株またはFCV F4株をそれぞれ接種した。染色後、プラック数を計測した。 
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図7 ペプチドのfcwf-4細胞に対するFIPV吸着抑制効果 

ペプチド (I-SI-9, 100 μM)と II 型 FIPV 79-1146株 (MOI=40)を混和し、5 x 104の fcwf-4細胞に接種して4℃で1時間反応させた。
コントロールとして1% DMSOとウイルスの混合液を細胞に接種した。細胞を洗浄し、mAb 5-6-2とmAb F19-1を加えて4℃で30分間
反応させた。洗浄後、FITC-conjugated F(ab)’2 of goat anti-mouse IgG antibodyで染色した。4℃で30分間のインキュベート後、 
細胞を洗浄して細胞のfluorescein intensityをflow cytometerを用いて測定した。 
(A) および (B) DMSOまたはペプチドとウイルスの混合液を接種したfcwf-4細胞のFluorescence intensityのヒストグラム。 
(C) ウイルス吸着抑制率。 ウイルス吸着抑制率をmean fluorescein intensity (MFI) を基に以下の式から算出した。ウイルス吸着抑
制率（%）= { (ウイルスのみを含むサンプルのMFI– ペプチドまたはDMSOを含むサンプルのMFI) / ウイルスのみを含むサンプルの
MFI } x 100。 
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第 3 章  

 

猫 伝 染 性 腹 膜 炎 （ FIP） に 対 す る 治 療 を 目 的 と し た  

抗 fTN F - a l p h a モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発   
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緒 論  

 

t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r - a l p h a（ TN F - a l p h a） は 26- k D a の 膜 蛋

白 質 （ 膜 型 TNF - a l p h a） で あ り 、 主 と し て 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ

か ら 産 生 さ れ る 。 膜 型 TNF - a l p h a は メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 一 種 で

あ る TNF - a l p h a - c o n v e r t i n g  e n z y m e  ( T A C E )に よ り 切 断 さ れ 、

17- k D a の 可 溶 性 TNF - a l p h a と し て 放 出 さ れ る 。 可 溶 性 TNF - a l p h a

は 生 体 内 で 55- k D a の ホ モ ト リ マ ー 構 造 を 形 成 す る [5 4 ,  8 1 ]。  ホ

モ ト リ マ ー の TNF - a l p h a は 細 胞 表 面 に 存 在 す る TNF レ セ プ タ ー

(TN F R )と 結 合 し 、 様 々 な 生 理 活 性 を も た ら す [7 5 ,  9 6 ]。 例 と し て

TNF R - I に 結 合 し た 場 合 、 cas p a s e を 活 性 化 さ せ ア ポ ト ー シ ス を 誘

導 す る 。 ま た 、 TN F R - I I に 結 合 し た 場 合 、 NF- k B や c- J u n と い っ

た 転 写 因 子 を 活 性 化 さ せ 、 細 胞 寿 命 の 延 長 や 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン

の 産 生 を 誘 導 す る こ と で 炎 症 や 免 疫 反 応 に 関 わ る [75 ,  9 1 ]。  

T N F - a l p h a は 腫 瘍 細 胞 に 対 し て ネ ク ロ ー シ ス お よ び ア ポ ト ー シ

ス を 誘 導 し 、 リ ン パ 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 さ せ る 。 し

か し 、 TNF - a l p h a の 過 剰 な 産 生 は ヒ ト 及 び 他 の 動 物 に 対 し て 急 性

の 炎 症 や 異 常 な 免 疫 反 応 を 惹 起 す る 。 過 剰 産 生 さ れ た TNF - a l p h a

が 関 節 リ ウ マ チ 、 乾 癬 、 炎 症 性 腸 疾 患 と い っ た 炎 症 性 の 免 疫 疾 患

に 深 く 関 わ っ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る [13 ,  4 1 ,  9 7 ]。 さ ら に 、

ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 A 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 デ ン グ ウ

イ ル ス を 原 因 と す る ウ イ ル ス 感 染 症 に お い て も TNF - a l p h a 産 生 の

増 加 が 病 態 を 悪 化 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る  [1 9 ,  5 2 ,  7 0 ,  9 3 ,  

1 0 1 ]。  
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T a k a n o ら は 、 FIP V 感 染 に お い て マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る ウ イ

ル ス 複 製 が fTN F - a l p h a の 産 生 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し た [87 ]。

FI P V 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 産 生 さ れ る fTN F - a l p h a は リ ン パ 球

減 少 症 を 誘 導 し 、 II 型  F I P V の レ セ プ タ ー で あ る ア ミ ノ ペ プ チ ダ

ー ゼ N ( A P N )の 発 現 量 を 増 加 さ せ る [86 ,  8 7 ]。さ ら に 、fTN F - a l p h a

は 好 中 球 の ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 す な

わ ち 、 FIP 発 症 猫 に お い て 観 察 さ れ る 好 中 球 増 多 症 は fTN F - a l p h a

に よ り 誘 導 さ れ る 好 中 球 の 生 存 率 の 上 昇 が 深 く 関 わ っ て い る と

考 え ら れ る [85 ]。  

過 去 40 年 に わ た っ て FIP に 対 す る 治 療 法 が 研 究 さ れ て き た

[23 ]。  様 々 な 抗 ウ イ ル ス 薬 、 免 疫 賦 活 薬 、 そ し て 免 疫 抑 制 剤 が

FIP の 治 療 に 用 い ら れ て き た 。 し か し 、 FIP に 対 し て 有 意 な 治 療

効 果 を 示 し た 薬 剤 の 報 告 は ほ と ん ど な い 。 い く つ か の 薬 剤 が in 

v i t r o の 系 で FCo V の 複 製 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る が 、実

際 に 猫 に 対 し て 治 療 効 果 を 示 す か 否 か は 調 べ ら れ て い な い [7,  9 ,  

3 6 ,  3 9 ,  8 8 ,  8 9 ]。  

ヒ ト 医 学 領 域 に お い て 、 抗 ヒ ト TNF - a l p h a 抗 体 が 関 節 リ ウ マ チ

や 炎 症 性 腸 疾 患 の 治 療 に 応 用 さ れ て お り 、 高 い 治 療 効 果 が 得 ら れ

て い る [91 ]。  こ の こ と を 踏 ま え る と 、 fTN F - a l p h a を 中 和 す る 抗

体 を FIP 発 症 猫 に 投 与 す る こ と で FI P の 症 状 を 改 善 で き る と 考 え

ら れ る 。し か し 、現 在 、fTN F - a l p h a を 中 和 す る 抗 体 は 開 発 さ れ て

い な い 。そ こ で 著 者 は 、fTN F - a l p h a を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 （ mon o c l o n a l  a n t i b o d i e s： mA b s） を 樹 立 し 、 そ の fTN F - a l p h a

に 対 す る 中 和 活 性 を 調 べ た 。 さ ら に 、 抗 fTN F - a l p h a  m A b が FI P
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に 対 す る 治 療 薬 と し て 応 用 で き る か 否 か を in v i t r o の 系 で 検 討

し た 。  
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材 料 と 方 法  

 

1 .  細 胞 お よ び ウ イ ル ス  

マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 で あ る FO 細 胞 (AT C C  C R L - 1 6 4 6 )お よ び

fTN F - a l p h a を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は Dul b e c c o’ s 

m o d i f i e d  E a g l e’ s m i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m に ウ シ 胎 仔 血 清 を

10%、ペ ニ シ リ ン を 100  u n i t / m l、ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 100  m g / m l

加 え た も の を 用 い て 培 養 し た 。猫 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、猫 好 中 球 、

マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 で あ る WEH I - 1 6 4 細 胞  (A T C C  C R L 1 7 5 1 )、 お よ び

猫 T リ ン パ 球 株 化 細 胞 の Fet - J 細 胞 は RPM I  1 6 4 0  m e d i u m に ウ シ

胎 仔 血 清 を 10%、 2 - m e r c a p t o e t h a n o l を 50  μ M、 po l y b r e n e を 2

μ g/ m l、 ペ ニ シ リ ン を 100  u n i t / m l、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 100  

m g / m l 加 え た も の を 用 い て 培 養 し た 。  細 胞 は 全 て 37℃ の 湿 潤 条

件 下 で CO2 濃 度 を 5%に 設 定 し て 培 養 し た 。 FO 細 胞 お よ び

WEH I - 1 6 4 細 胞 は ATC C よ り 購 入 し た 。 Fet - J 細 胞 は フ ロ リ ダ 大 学

の Dr J .  K .  Y a m a m o t o よ り 分 与 を 受 け た 。II 型 FI P V  7 9 - 1 1 4 6 株  は

fc w f - 4 細 胞 を 用 い て 37℃ の 条 件 で 培 養 し た も の を 用 い た 。 FIP V  

7 9 - 1 1 4 6 株 は ユ ト レ ヒ ト 大 学 の Dr.  M .  C .  H o r z i n e k よ り 分 与 を 受

け た 。  

 

2 .  抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 作 製  

10μ g の 組 換 え fT N F - a l p h a ( R & B  S Y S T E M S .、 U. S . A . )と フ ロ イ ン

ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 混 和 し た も の を 4 週 齢 の BAL B / c マ ウ ス

の 腹 腔 に 接 種 し た 。 3 週 ま た は 4 週 お き に 1μ g の 組 換 え
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f T N F - a l p h a を 4～ 5 回 追 加 接 種 し た 。 最 後 の 追 加 接 種 か ら 3 日 後

に マ ウ ス を 安 楽 死 さ せ 、 脾 細 胞 を 回 収 し た 。 脾 細 胞 と FO 細 胞 の

細 胞 融 合 は Köh l e r お よ び Mil s t e i n [ 4 2 ]の 方 法 に 従 っ て 実 施 し た 。

細 胞 融 合 試 薬 と し て Pol y e t h y l e n e g l y c o l - 4 0 0 0  ( M e r c k、 Ge r m a n y )

を 用 い て マ ウ ス 脾 細 胞 と FO 細 胞 を 3:1 の 割 合 で 混 合 し 、 細 胞 融

合 を 行 っ た 。 選 択 培 地 に は ヒ ポ キ サ ン チ ン を 10 - 4  M、 ア ミ ノ プ テ

リ ン を 4x1 0 - 7  M、チ ミ ジ ン を 1.6 x 1 0 - 5  M 加 え た 。融 合 細 胞 は 1x1 0 6

の 濃 度 で 96 穴 の 平 底 プ レ ー ト に 播 種 し 、 37℃ で 培 養 し た 。  2 週

間 培 養 後 、 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 後

述 の enz y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  を 用 い て ス ク リ ー ニ ン

グ し た 。 抗 体 陽 性 の コ ロ ニ ー が 存 在 す る ウ ェ ル を 24 穴 プ レ ー ト

に 継 代 し 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン (1 0 - 4  M )お よ び チ ミ ジ ン (1 . 6 x 1 0 - 5  M )

を 加 え た 培 地 で 培 養 し た 。 抗 体 産 生 細 胞 に 対 し て 限 界 希 釈 法 に よ

る ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。  

 

3 .  E n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  

0 . 0 5  M 炭 酸 緩 衝 液 (pH  9 . 6 )で 希 釈 し た 組 換 え fTN F - a l p h a ( 5 0  

n g / 1 0 0  μ l / w e l l )を EL I S A プ レ ー ト (Su m i t o m o  B a k e l i t e  C o .  L t d .、

Ja p a n )の ウ ェ ル に 加 え 、 4℃ で 一 晩 固 相 化 し た 。 0.0 2  %  T w e e n - 2 0

加 リ ン 酸 緩 衝 液 (P B S )で 洗 浄 後 、 プ レ ー ト に  0 . 5  %  ス キ ム ミ ル ク

加 PBS を 加 え 、 37℃ で 60 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ 反 応 を 行 っ た 。 ブ ロ

ッ キ ン グ 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 各 ウ ェ ル に 100μ l 加

え 、 37℃ で 60 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、

per o x i d a s e  ( P O D )標 識 抗 マ ウ ス IgG 1 ヤ ギ 抗 体  (S o u t h e r n  

B i o t e c h n o l o g y  A s s o c i a t e s  I n c .、 U . S . A . )と PO D 標 識 抗 マ ウ ス
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I g G 2 a ヤ ギ 抗 体  (S o u t h e r n  B i o t e c h n o l o g y  A s s o c i a t e s  I n c .、

U. S . A . )を 混 和 し た も の を 各 ウ ェ ル に 100μ l 加 え た 。 37℃ で 30

分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 基 質 液 を 各 ウ ェ

ル に 100μ l 加 え 、 室 温 暗 所 で 20 分 間 呈 色 反 応 を 行 っ た 。 基 質 液

は 0.1 M ク エ ン 酸 ‐ リ ン 酸 緩 衝 液（ pH 4 . 8）に o-p h e n y l e n e d i a m i n e  

d i h y d r o c h l o r i d e を 0. 4  m g / m l、 30％ H 2 O 2 を 0.2  μ l / m l 加 え た も

の を 用 い た 。呈 色 反 応 後 、反 応 を 3 N  H 2 S O 4 で 停 止 さ せ 波 長 492  n m

に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。  

 

4 .  m A b の ク ラ ス お よ び サ ブ ク ラ ス の 決 定  

ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 お よ び mo u s e  M A b  i s o t y p i n g  t e s t  

k i t  ( S e r o t e c  L t d .、 U. K . )を 用 い て mAb の ク ラ ス お よ び サ ブ ク ラ

ス を 決 定 し た 。 方 法 は キ ッ ト に 添 付 さ れ た 説 明 書 に 従 っ た 。  

  

5 .  m A b の 精 製  

ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 中 に 含 ま れ る mAb を Pr o t e i n  G  

S e p h a r o s e  ( G E  H e a l t h c a r e .、 U. S . A )を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 は

Pro t e i n  G  S e p h a r o s e  に 添 付 さ れ た 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。 精 製

後 、 Ami c o n  U l t r a - 1 5  c e n t r i f u g a l  f i l t e r  d e v i c e s  ( N M W L  3 0 , 0 0 0 ;  

M i l l i p o r e、 U. S . A . )を 用 い て mAb の 緩 衝 液 を PBS  ( p H  7 . 4 )に 置 換

し た 。 そ の 後 、 mA b の 蛋 白 質 濃 度 を Br a d f o r d 法 に よ り 測 定 し た 。 

 

6 .  W e s t e r n  i m m u n o b l o t t i n g  a s s a y  

組 換 え fTN F - a l p h a ま た は 天 然 型 fT N F - a l p h a を 含 む FIP V 感 染

マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養 上 清 を 15 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い
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て 電 気 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー  

(P r e c i s i o n  P l u S  p r o t e i n  A l l  B l u e  S t a n d a r d s )  は Bi o - R a d 社 よ

り 購 入 し た 。 転 写 後 、 転 写 膜 を 5％ ス キ ム ミ ル ク 加 TB S T  ( 2 0  m M  

T r i s - H C l、 pH  8 . 0、 0. 8 8  %  N a C l、 0. 0 5  %  T w e e n - 2 0 )に 浸 漬 し 37℃

で 60 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ 反 応 を 行 っ た 。そ の 後 、抗 fTN F - a l p h a  m A b

と 37℃ 、 60 分 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 hor s e r a d i s h  p e r o x i d a s e

標 識 抗 mou s e  I g G 1 ヤ ギ 抗 体 と  37℃ 、60 分 間 反 応 さ せ た 。そ の 後 、

転 写 膜 を 基 質 液 に 10 分 間 浸 漬 し 、 呈 色 反 応 を 行 っ た 。  

 

7 .  マ ウ ス 線 維 肉 腫 細 胞 （ WEH I - 1 6 4 細 胞 ） を 用 い た 精 製 抗

fTN F - a l p h a  m A b の fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 の 測 定  

WE H I - 1 6 4 細 胞 を 1 μ g/ m l の Ac t i n o m y c i n  D  ( S i g m a  L a b .、

U. S . A . )を 添 加 し た 希 釈 用 培 地 で 浮 遊 し 、 37℃ で 3 時 間 事 前 に イ

ン キ ュ ベ ー ト し た 。 階 段 希 釈 し た mA b を 40  n g / m l の 組 換 え

fTN F - a l p h a ま た は FIP V 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 上 清 （ 天 然 型

fTN F - a l p h a）と 混 和 し た 。混 和 後 、混 合 物 を 37℃ で 1 時 間 イ ン キ

ュ ベ ー ト し た 。3 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 を 96 穴 プ レ ー ト に

50μ l ず つ 播 種 し 、そ こ に 反 応 後 の 混 合 物 を 50μ l ず つ 加 え 、37℃

で 24 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 10 μ l の WS T - 8 溶 液  (W S T - 8  c e l l  

p r o l i f e r a t i o n  a s s a y  k i t ;  K i s h i d a  C h e m i c a l  C o .、 L t d .、 Ja p a n )

を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 37℃ で 1 時 間 呈 色 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 、 波

長 450 n m に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 中 和 率 は 以 下 の 計 算 式 に 従

っ て 算 出 し た ：  N e u t r a l i z a t i o n  ( % )  =  ( m A b と サ ン プ ル を 含 む ウ

ェ ル の O.D .値 - サ ン プ ル の み を 含 む ウ ェ ル の O.D .値 )/ m A b と サ ン

プ ル を 含 ま な い ウ ェ ル の O.D .値 x 1 0 0 .  
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8 .  供 試 動 物  

II 型 FI P V  7 9 - 1 1 4 6 株  ( 1 0 4  T C I D 5 0 / m l )を 6- 8 ヵ 月 齢 の SPF 猫

に 経 口 ・ 経 鼻 接 種 し た 。 9 頭 の 猫 が FIP を 発 症 し 、 発 熱 、 体 重 減

少 、腹 腔 お よ び 胸 腔 へ の 滲 出 液 の 貯 留 、沈 鬱 、呼 吸 困 難 を 示 し た 。

FIP の 診 断 は 剖 検 時 に 、 滲 出 液 お よ び 各 種 臓 器 の 化 膿 性 肉 芽 腫 を

確 認 し て 行 っ た 。 安 楽 死 を 行 う 際 に 静 脈 血 お よ び 肺 胞 マ ク ロ フ ァ

ー ジ を 採 取 し て 実 験 に 供 し た 。 全 て の 動 物 実 験 は 北 里 大 学 の 動 物

実 験 ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 行 っ た 。  

 

9 .  好 中 球 の 分 離  

好 中 球 の 分 離 は Ta k a n o ら の 方 法 に 従 っ た [85 ]。 ヘ パ リ ン 加 血

液 を PBS で 2 倍 に 希 釈 し 、 Fi c o l l - H y p a q u e 溶 液 を 用 い て 800  x g

で 20 分 間 密 度 勾 配 遠 心 を 行 っ た 。 末 梢 血 単 核 球 の 層 を 除 去 し 、

赤 血 球 と 好 中 球 を 含 む ペ レ ッ ト を 等 量 の 6％ デ キ ス ト ラ ン 加

0.9％ Na C l で 浮 遊 し た 。 浮 遊 液 を 37℃ で 45 分 間 静 置 し 、 赤 血 球

を 沈 殿 さ せ た 。 上 部 の 透 明 層 を 回 収 し 、 400  x g で 10 分 間 遠 心 し

た 。 ペ レ ッ ト を 2m l の 0. 9％ Na C l 液 で 浮 遊 し 、 6ml の 滅 菌 水 を 加

え 室 温 で 2 分 間 静 置 し た 。さ ら に 2m l の 3. 5％ Na C l 液 を 加 え 、400  

x g で 10 分 間 遠 心 し た 。 上 清 除 去 後 PBS で 2 回 洗 浄 し 、 培 養 液 に

浮 遊 し た も の を 好 中 球 と し て 実 験 に 供 し た 。 ま た 、 こ の 浮 遊 液 を

用 い て 塗 沫 標 本 を 作 製 し 、 そ れ を Wr i g h t - G i e m s a 染 色 し て 、 好 中

球 が 98％ 以 上 含 ま れ て い る こ と を 確 認 し た 。  
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1 0 .  組 換 え fTN F - a l p h a と 共 培 養 し た FIP 発 症 猫 好 中 球 の 生 存 率

に 対 す る 抗 fTN F - a l p h a  m A b の 影 響  

猫 好 中 球 (1 x 1 0 5  c e l l s / 1 0 0  μ l)を 組 換 え fTN F - a l p h a（ 終 濃 度

100  n g / m l ま た は 10 n g / m l )お よ び 抗 fTN F - a l p h a  m A b（ 終 濃 度 10  

μ g/ m l )の 存 在 下 で 24 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 10μ l の WS T - 8 溶 液

を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 さ ら に 4 時 間 培 養 し た 。 吸 光 度 を 前 述 と 同 様

に 測 定 し た 。 生 存 率 （ ％ ） は 以 下 の 式 に 従 っ て 算 出 し た ： 生 存 率

(%)  =  ( 2 4 時 間 培 養 後 に お け る O.D .値 /培 養 開 始 時 に お け る  O. D .

値 ) x  1 0 0 .  

 

1 1 .  R N A の 抽 出 お よ び cDN A 合 成  

マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の 全 RNA の 抽 出 は Hig h  P u r e  R N A  I s o l a t i o n  

K i t  ( R o c h e  D i a g n o s t i c s、 Sw i t z e r l a n d )を 用 い て 行 っ た 。 抽 出 手

順 は キ ッ ト に 添 付 さ れ た 説 明 書 に 従 っ た 。 抽 出 し た 全 RNA に

Re a d y - t o - G o  R T - P C R  b e a d s  ( G E  H e a l t h c a r e  L i f e  S c i e n c e s、 US A )

を 溶 解 さ せ 、さ ら に 0.5μ g の oli g o ( d T ) 1 2 - 1 8  p r i m e r を 加 え た 。

そ の 後 、 42℃ で 1 時 間 の 逆 転 写 反 応 を 行 い cDN A を 合 成 し た 。  

 

1 2 .  P C R に よ る 猫 GAP D H お よ び fAP N  m R N A の 定 量  

GA P D H、 fA P N  m R N A 遺 伝 子 の 増 幅 に 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配

列 に つ い て は 表 2 に 示 し た 。  

PC R は 反 応 液 の 全 量 を 50μ l に し て 行 っ た 。 滅 菌 精 製 水 37μ l

に 10 x E x  T a q  b u f f e r  ( T a K a R a、 Ja p a n )  5μ l、 2. 5 m M / e a c h  d N T P  

m i x t u r e  4μ l、 2 0μ M p r i m e r  ( s e n s e  p r i m e r、 an t i s e n s e  p r i m e r )

を 各 1μ l、 ex T a q  p o l y m e r a s e  ( T a K a R a、 Ja p a n )  1μ l、 さ ら に
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R T 産 物 を 1μ l 加 え て 混 合 し た 。 DN A の 増 幅 反 応 は PC R  T h e r m a l  

C y c l e r  D i c e  ( T a K a R a、 J a p a n )で 、 9 4℃ 5 分 間 の 熱 変 性 に 続 い て 、

94℃ 30 秒 間 （ 熱 変 性 ）、 55℃ 45 秒 間 （ ア ニ ー リ ン グ ）、 72℃ 45 秒

間 （ 伸 長 反 応 ） の サ イ ク ル を 35 サ イ ク ル 行 い 、 最 後 に 72℃ 5 分

間 の 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 PCR 産 物 は 、 DNA 分 子 量 マ ー カ ー と と も

に 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 100 V、定 電 圧 、20 分 間 の 電 気 泳 動 を 行 っ

た 。 そ の 後 、 SYB R  G r e e n  I  N u c l e i c  A c i d  G e l  S t a i n  ( R o c h e  

D i a g n o s t i c s、S w i t z e r l a n d )溶 液 で 45 分 間 染 色 し 、UV ト ラ ン ス イ

ル ミ ネ ー タ ー （ 31 2 n m） に て バ ン ド の 確 認 を 行 っ た 。 電 気 泳 動 で

得 ら れ た バ ン ド パ タ ー ン の デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ に 取 り 込 み 、

Sci o n  I m a g i n g  S o f t w a r e（ Sc i o n  C o r p o r a t i o n、 U. S . A .） を 用 い

て デ ン シ ト グ ラ ム に よ る 各 バ ン ド の 量 の 算 出 を 行 い 、こ れ を mRN A

量 と し た 。 fAP N の mR N A 量 は 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る

GAP D H の mR N A 量 に 対 す る 相 対 的 発 現 量（ rel a t i v e  d e n s i t y  v a l u e）

と し て 定 量 的 に 解 析 し た 。  

 

1 3 .  猫 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 分 離  

肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ は Hoh d a t s u ら の 方 法 に 従 っ て SP F お よ び

FIP V 感 染 猫 の 肺 胞 洗 浄 液 か ら 回 収 し た [27 ]。即 ち 、肺 胞 洗 浄 液 を

遠 心 し て 得 た 細 胞 沈 査 を Han k’ s  b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n で 3

回 洗 浄 後 、培 養 液 に 浮 遊 し て 2x1 0 6  c e l l s / m l に 調 整 し た 。こ の 細

胞 浮 遊 液 を 24 穴 プ レ ー ト に 1ml ず つ 分 注 し 、 37℃ で 2 時 間 培 養

し た 。 そ の 後 、 上 清 を 捨 て 、 3 回 洗 浄 後 、 未 接 着 細 胞 を 取 り 除 い

た も の を 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ と し て 使 用 し た 。  
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1 4 .  組 換 え fTN F - a l p h a と 共 培 養 し た 猫 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ に

お け る fAP N  m R N A の 発 現 に 対 す る 抗 fTN F - a l p h a  m A b の 抑 制 効

果  

SP F 猫 か ら 分 離 し た 猫 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ (2x 1 0 6  c e l l s )を 組 換

え fTN F - a l p h a（ 10  n g / m l） お よ び 抗 fTN F - a l p h a  m A b の 存 在 下 で

3 日 間 培 養 し た 。 培 養 後 細 胞 を 回 収 し 、 fAP N  m R N A 発 現 量 の 測 定

に 供 し た 。  

 

1 5 .  T N F - a l p h a が 猫 T リ ン パ 球 株 化 細 胞 に 誘 導 す る ア ポ ト ー シ

ス に 対 す る 抗 fTN F - a l p h a  m A b の 抑 制 効 果  

組 換 え fTN F - a l p h a  ( 2 0  n g / m l )と ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 (最

終 希 釈 倍 率 ： 8 倍 )を 混 和 し 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Fet - J

細 胞  (2 x 1 0 6  c e l l s )に 組 換 え fTN F - a l p h a と ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養

上 清 の 混 合 物 を 接 種 し 、 4 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 組 換 え

fTN F - a l p h a の ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 活 性 を 測 定 し た 。ア ポ ト ー シ ス

誘 導 の 有 無 は TUN E L 法 を 用 い て 検 出 し た 。 方 法 は Tak a n o ら の 手

順 に 従 っ た [86 ]。  

 

1 6 .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  

2 群 間 か ら な る デ ー タ は Stu d e n t ' s  t  t e s t を 用 い て 解 析 し 、 多

群 か ら な る デ ー タ は one - w a y  A N O V A 法 を 用 い て 解 析 し た 。   
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実 験 成 績  

 

1 .  抗 fTN F - a l p h a  m A b の 作 製 と mAb の fT N F - a l p h a に 対 す る 反 応 性  

組 換 え fTN F - a l p h a 免 疫 マ ウ ス の 脾 細 胞 と FO 細 胞 の 細 胞 融 合 は

3 回 実 施 し た 。ELI S A に よ る ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 、9 種 類 の ハ イ

ブ リ ド ー マ を 樹 立 し た 。 mAb の ア イ ソ タ イ プ お よ び 特 異 性 を 表 3

お よ び 図 8 に 示 し た 。  

全 て の mAb の 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 反 応 性 を We s t e r n  

b l o t t i n g を 用 い て 解 析 し た と こ ろ 、5 種 類 の mAb が 分 子 量 17- k D a

の 位 置 に 特 異 的 な バ ン ド を 生 じ た  (図 8)。  ま た 、 天 然 型

fTN F - a l p h a を 含 む FIP V 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養 上 清 に 対 す る

mAb の 反 応 性 を 確 か め た 。そ の 結 果 、7 種 類 の mAb が 分 子 量 51- k D a

の 位 置 に 特 異 的 な バ ン ド を 生 じ た  (図 8)。  

 

2 .  f T N F - a l p h a に 対 す る 抗 fTN F - a l p h a  m A b の 中 和 活 性  

全 て の mAb の 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を WEH I - 1 6 4

細 胞 を 用 い た 細 胞 障 害 試 験 で 調 べ た 。 mAb の 中 和 活 性 を 比 較 す る

指 標 と し て 組 換 え fTN F - a l p h a の 細 胞 障 害 活 性 を 50％ 抑 制 す る 濃

度 を IC5 0 と し て 用 い た 。 全 て の mA b が 組 換 え fTN F - a l p h a の 活 性

を 濃 度 依 存 的 に 中 和 し た 。 9 種 類 の う ち 3 種 類 の mA b（ m A b  1 - 1、

ma b  2 - 3 お よ び ma b  2 - 4） は 特 に 高 い 中 和 活 性 を 有 し て い た 。 (表

3、 図 9).  

m A b の 天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 同 様 の 手 順 で 測 定

し た 。 天 然 型 fTN F - a l p h a と し て FIP V 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養
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上 清 を 用 い た 。 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 基 に 3 種

類 の mAb を 選 抜 し た 。 そ の 結 果 、 mA b  2 - 4 は 組 換 え お よ び 天 然 型

の ど ち ら に 対 し て も 特 に 強 い 中 和 活 性 を 有 し て い た  (表 3、図 10)。 

 

3 .  f T N F - a l p h a と 共 培 養 し た FIP 発 症 猫 好 中 球 の 生 存 率 に 対 す る

抗 fTN F - a l p h a  m A b の 影 響  

TN F - a l p h a が FI P 発 症 猫 の 好 中 球 の 生 存 率 を 上 昇 さ せ る こ と が

報 告 さ れ て い る [8 5 ]。 好 中 球 の 増 加 は FIP の 病 態 を 悪 化 さ せ る 可

能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。 こ れ ら の 報 告 を 踏 ま え 、 組 換 え

fTN F - a l p h a に よ る 好 中 球 の 生 存 率 の 上 昇 を mAb  2 - 4 を 用 い て 抑 制

で き る か 否 か を 調 べ た 。 100  n g / m l の 組 換 え fTN F - a l p h a の 存 在 下

で 培 養 し た 好 中 球 の 生 存 率 は 培 地 の み で 培 養 し た 好 中 球 の 生 存

率 と 比 べ て 有 意 に 高 か っ た (図 11 )。 一 方 、 100  n g / m l の 組 換 え

fTN F - a l p h a お よ び mAb  2 - 4 の 存 在 下 で 培 養 し た 好 中 球 の 生 存 率 は

組 換 え fTN F - a l p h a の み の 存 在 下 で 培 養 し た 好 中 球 の 生 存 率 よ り

有 意 に 低 か っ た 。  

 

4 .  f T N F - a l p h a と 共 培 養 し た 猫 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る fAP N  

m R N A の 発 現 に 対 す る 抗 fTN F - a l p h a  m A b の 抑 制 効 果  

TN F - a l p h a は マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る fAP N の 発 現 量 を 増 加 さ せ る 。

fAP N が 増 加 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ は FI P V の 感 染 性 が 高 ま り 、 ウ イ

ル ス 産 生 量 も 増 加 す る こ と が 報 告 さ れ て い る [8 7 ]。 組 換 え

fTN F - a l p h a に よ る fAP N  m R N A 発 現 量 の 増 加 を mAb  2 - 4 が 抑 制 で き

る か 否 か を 調 べ た 。 組 換 え fTN F - a l p h a の 存 在 下 で 培 養 し た 肺 胞

マ ク ロ フ ァ ー ジ の fAP N  m R N A 発 現 量 は 培 地 の み で 培 養 し た も の と
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比 較 し て 有 意 に 増 加 し た (図 12)。 一 方 、 組 換 え fTN F - a l p h a お よ

び mAb  2 - 4 の 存 在 下 で 培 養 し た 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ の fAP N  m R N A

発 現 量 は 組 換 え fT N F - a l p h a の み の 存 在 下 で 培 養 し た も の と 比 較

し て 有 意 に 低 か っ た 。  

 

5 .  T N F - a l p h a が T リ ン パ 球 株 化 細 胞 に 誘 導 す る ア ポ ト ー シ ス に 対

す る 抗 fTN F - a l p h a  m A b の 抑 制 効 果  

FI P 発 症 猫 で は リ ン パ 球 、 特 に T 細 胞 の 減 少 に 伴 う 細 胞 性 免 疫

の 低 下 が 認 め ら れ る 。 リ ン パ 球 の 減 少 の 要 因 と し て 、 TNF - a l p h a

に よ る リ ン パ 球 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 が 示 唆 さ れ て い る [86 ]。 mA b  

2 - 4 が 組 換 え fTN F - a l p h a の リ ン パ 球 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 を

抑 制 で き る か 否 か を 猫 T リ ン パ 球 株 化 細 胞 で あ る Fet - J 細 胞 を 用

い て 調 べ た 。 Fl o w  c y t e m e t r y に よ り 測 定 し た Fet - J 細 胞 の 蛍 光 強

度 の ヒ ス ト グ ラ ム を 図 13A に 示 し た 。 組 換 え fTN F - a l p h a を 反 応

さ せ た Fet - J 細 胞 の ヒ ス ト グ ラ ム は 二 峰 性 の ピ ー ク を 示 し 、 ア ポ

ト ー シ ス が 誘 導 さ れ て い た 。 組 換 え fTN F - a l p h a の 存 在 下 で 培 養

し た Fet - J 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス 陽 性 細 胞 の 割 合 は 培 地 の み

で 培 養 し た も の と 比 較 し て 有 意 に 増 加 し た 。 一 方 、 組 換 え

fTN F - a l p h a お よ び mAb  2 - 4 の 存 在 下 で 培 養 し た Fet - J 細 胞 に お け

る ア ポ ト ー シ ス 陽 性 細 胞 の 割 合 は 組 換 え fTN F - a l p h a の み の 存 在

下 で 培 養 し た も の と 比 較 し て 有 意 に 低 か っ た (図 13 B )。  
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考 察  

 

こ れ ま で に fTN F - a l p h a を 中 和 す る mAb は 作 出 さ れ て い な い 。

今 回 、 著 者 は 組 換 え  fT N F - a l p h a を 免 疫 す る こ と に よ っ て

fTN F - a l p h a を 中 和 す る 9 種 類 の mAb を 作 出 し た 。Wes t e r n  b l o t t i n g

に お い て 、 こ れ ら 9 種 類 の mAb は 組 換 え お よ び FIP V 感 染 マ ク ロ

フ ァ ー ジ 培 養 上 清 に 含 ま れ る 天 然 型  fT N F - a l p h a に 対 し て 異 な る

反 応 性 を 示 し た 。 Wes t e r n  b l o t t i n g に 用 い た fTN F - a l p h a は 2－

メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い て 変 性 さ せ た 。 組 換 え お よ び 天 然 型

fTN F - a l p h a の い ず れ に も 特 異 的 バ ン ド を 形 成 し な か っ た mAb  

( m A b  1 - 2 お よ び mAb  2 - 2 )は fT N F - a l p h a の 立 体 的 な 構 造 を 認 識 し

て い る と 考 え ら れ た 。 一 方 、 天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 し て の み 特

異 的 バ ン ド を 形 成 し た mAb  ( m A b  2 - 1 お よ び mAb  3 )の 抗 原 認 識 性

の 詳 細 は 明 ら か に で き な か っ た 。 組 換 え fTN F - a l p h a は mo n o m e r

を 形 成 し 、そ の 分 子 量 は 17 k D a で あ る 。一 方 、天 然 型 fTN F - a l p h a

は ho m o  t r i m e r を 形 成 し 、 そ の 分 子 量 は 約 50 k D a で あ る 。 即 ち 、

組 換 え fTN F - a l p h a は mo n o m e r i c の TN F - a l p h a で あ り 、 天 然 型

fTN F - a l p h a は tr i m e t r i c の TN F - a l p h a と 考 え ら れ る [7 7 ]。こ の こ

と か ら 、 mA b  2 - 1 お よ び  mA b  3 は tr i m e t r i c の fT N F - a l p h a の み

を 認 識 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 Sa i j o ら は tri m e r i c  h u m a n  

T N F - a l p h a を 認 識 す る mAb  3 F 2 の 作 出 を 報 告 し た [78 ]。 彼 ら は 、

tri m e r i c  h u m a n  T N F - a l p h a を NP 4 0 で 処 理 し て mon o m e r i c  h u m a n  

T N F - a l p h a に 変 性 さ せ た 場 合 、 mAb  3 F 2 の 反 応 性 が 低 下 す る こ と

を 報 告 し て い る 。mAb  2 - 1  お よ び mA b  3 は mo n o m e r i c  の TN F - a l p h a
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を 固 相 化 し た ELI S A に お い て 他 の mA b と 同 様 に 反 応 し た 。 Smi t h

ら は 、 変 性 剤 の な い 溶 液 中 に お い て は 、 mon o m e r i c の TN F - a l p h a

は 自 ら 結 合 し て 、 そ の 多 く が tri m e r i c の TN F - a l p h a と な る こ と

を 報 告 し て い る [8 1 ]。 従 っ て 、 組 換 え fTN F - a l p h a も 変 性 剤 の な

い 溶 液 で は tri m e r を 形 成 し ELI S A に お い て も 反 応 し た 可 能 性 が

考 え ら れ る 。 即 ち 、 mAb  2 - 1  お よ び mAb  3 も tr i m e r i c  h u m a n  m A b  

3 F 2 と 同 様 の 性 質 を 保 有 す る 抗 体 で あ る こ と が 考 え ら れ た 。  

今 回 作 出 し た 全 て の mAb が 組 換 え fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 活

性 を 保 有 し て い た が 、 そ の 中 和 活 性 の 強 さ に は mAb 間 で 差 が 認 め

ら れ た 。 mA b  2 - 3 お よ び mAb  2 - 4 は 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 し て 最

も 高 い 中 和 活 性 を 保 有 し て い た 。 そ の 中 和 活 性 は mAb  1 - 2 お よ び

mAb  1 - 4 と 比 較 し て 約 80 倍 ～ 100 倍 高 か っ た 。 mAb  2 - 3 と mA b  2 - 4

の 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る IC5 0 は そ れ ぞ れ 5±1 n g / m l と 8±

2 n g / m l で あ っ た 。 抗 hum a n  T N F - a l p h a 抗 体 で あ り 実 際 に 治 療 薬

と し て 応 用 さ れ て い る ada l i m u m A b の IC 5 0 は 24 . 4  n g / m l で あ る

と 報 告 さ れ て い る [83 ]。 即 ち 、 mAb  2 - 3 と mA b  2 - 4 は ad a l i m u m A b

と 比 較 し て も 同 等 以 上 の 中 和 活 性 を 保 有 し て い る 可 能 性 が 示 唆

さ れ た 。  

天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 の 測 定 に は 各 mA b の 組 換

え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 参 考 に し て 3 種 類 の mAb を 選

抜 し た 。 即 ち 、 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 高 い 中 和 活 性 を 有 す

る mAb  2 - 4、 中 程 度 の 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 有 す

る mAb  1 - 3、 そ し て 中 和 活 性 が mAb  2 - 4 と mA b  1 - 3 の 中 間 に 位 置

す る mAb  3 を 選 抜 し た 。 各 mAb の 持 つ 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す

る 中 和 活 性 と 天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 比 較 す る た
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め 、 組 換 え fTN F - a l p h a  ( 1 0 n g / m l )の WE H I - 1 6 4 細 胞 に 対 す る 細 胞

障 害 活 性 と 同 程 度 の 比 活 性 を 有 す る 濃 度 の 天 然 型 fTN F - a l p h a を

用 い た 。 そ の 結 果 、 mAb  1 - 3 お よ び mAb  3 の 天 然 型 fTN F - a l p h a に

対 す る 中 和 活 性 は 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 の お よ そ

1/5～ 1/ 1 0 に 低 下 し た 。 し か し mAb  2 - 4 の 中 和 活 性 の 低 下 は お よ

そ 1/2 で あ っ た 。 即 ち 、 mAb  2 - 4 は 3 種 類 の mAb の う ち 最 も 天 然

型 fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 が 高 い こ と が 明 ら か と な っ た 。

従 っ て 、 mA b  2 - 4 は 他 の mAb よ り も よ り 少 な い 投 与 量 で FIP 発 症

猫 の 体 内 の fTN F - a l p h a を 効 果 的 に 中 和 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 

FI P 発 症 猫 で は 好 中 球 増 多 症 や 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る ウ イ

ル ス レ セ プ タ ー で あ る AP N の 増 加 、そ し て リ ン パ 球 減 少 症 が 、FIP V

感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ よ り 産 生 さ れ る fTN F - a l p h a に よ り 惹 起 さ れ

る [85 - 8 7 ]。こ れ ら FIP の 病 態 に 対 す る mAb  2 - 4 の 効 果 を in v i t r o

で 解 析 し た 。 我 々 は 、 mAb  2 - 4 に よ っ て fTN F - a l p h a の 活 性 を 中 和

す る と 、i)  F I P 発 症 猫 由 来 好 中 球 の 生 存 率 の 上 昇 を 抑 制 す る こ と 、

ii)  マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る APN の mR N A の 発 現 を 抑 制 す る こ と 、

iii )  猫 T リ ン パ 球 株 化 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 を 抑 制 す

る こ と 、 を 確 認 し た 。 即 ち 、 mAb  2 - 4 は fT N F - a l p h a の 生 理 活 性 を

中 和 す る こ と で FI P の 病 態 に 対 し て 抑 制 的 に 作 用 す る 可 能 性 が 示

唆 さ れ た 。 こ れ ま で 、 FIP の 治 療 を 目 的 と し た 薬 物 は い く つ か 報

告 さ れ て い る が 、 大 部 分 は 抗 ウ イ ル ス 作 用 を 目 的 と し た も の で あ

る [7,  9 ,  2 3 ,  3 6 ,  3 9 ]。 し か し な が ら 、 FIP は 免 疫 性 の 炎 症 性 疾

患 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス 感 染 症 で あ る 。 著 者 が 作 製 し た mAb  2 - 4

と 既 に 報 告 さ れ て い る ant i - F I P V  a g e n t ( s )を 併 用 す れ ば 、 炎 症 反

応 の 抑 制 と 共 に ウ イ ル ス の 排 除 も 期 待 で き る 。 現 在 、 FIP の 炎 症
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作 用 を 抑 制 す る た め に 、 主 に ste r o i d s が 使 用 さ れ て い る 。 し か

し 、ste r o i d s は F I P V の 排 除 に 有 効 な 免 疫 機 構 も 抑 制 す る 。mAb  2 - 4

は FI P の 病 態 悪 化 因 子 で あ る fTN F - a l p h a を 特 異 的 に 抑 え る た め 、

ste r o i d よ り 治 療 薬 と し て よ り 適 し て い る と 考 え ら れ る 。  

今 回 、 我 々 が 作 製 し た mA b  2 - 4 は マ ウ ス 由 来 の 蛋 白 質 で あ る 。

従 っ て 、 猫 に 対 し て 異 種 の 蛋 白 質 で あ る mou s e  a n t i b o d y を 大 量

に 投 与 し た 場 合 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 誘 導 す る 可 能 性 が 示 唆

さ れ る 。 Um e h a s h i ら は 、 定 常 領 域 を 猫 化 し た mAb  (マ ウ ス -猫 キ

メ ラ 抗 体 ) を 猫 に 投 与 し た 場 合 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 誘 導 し

な い こ と を 報 告 し た [94 ]。 今 後 は mA b  2 - 4 の 副 作 用 を 軽 減 す る た

め 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ っ て マ ウ ス -猫 キ メ ラ 抗 体 に 改 変 す る

必 要 が あ る 。   
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小 括  

 

F I P は 猫 科 動 物 に お け る 致 死 性 伝 染 性 疾 患 で あ る 。 こ れ ま で の

報 告 か ら 、 FIP の 病 態 悪 化 に 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 一 つ で あ る

fTN F - a l p h a が 関 わ っ て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 し た が っ て

fTN F - a l p h a を 中 和 す る 抗 体 を FIP 発 症 猫 に 投 与 す る こ と で FIP の

進 行 を 抑 制 で き る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。し か し 、現 在 fTN F - a l p h a

を 中 和 す る 抗 体 は 開 発 さ れ て い な い 。 そ こ で 著 者 は fT N F - a l p h a

を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mA b） を 作 製 し た 。 全 て の mAb

の 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 測 定 し た 。 組 換 え

fTN F - a l p h a の 活 性 を 50%抑 制 す る mA b の 濃 度 は 5～ 684 n g / m l で あ

っ た 。 次 に 、 天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 す る mAb の 中 和 活 性 を 測 定

し た 。 測 定 に は 各 mAb の 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を

参 考 に し て 3 種 類 の mAb を 選 抜 し た 。 即 ち 、 組 換 え fT N F - a l p h a

に 対 す る 高 い 中 和 活 性 を 有 す る mAb  2 - 4、 組 換 え fTN F - a l p h a に 対

す る 中 程 度 の 中 和 活 性 を 有 す る mAb  1 - 3、 そ し て 中 和 活 性 が mAb  

2 - 4 と mA b  1 - 3 の 中 間 に 位 置 す る mA b  3 を 選 抜 し た 。 こ れ ら 3 種

類 の mAb の う ち mA b  2 - 4 は 組 換 え お よ び 天 然 型 fTN F - a l p h a の ど

ち ら に 対 し て も 特 に 高 い 中 和 活 性 を 有 し て い た 。 こ の mAb  2 - 4 が

fT N F - a l p h a に よ っ て 誘 導 さ れ る FIP の 病 態 悪 化 を 抑 制 で き る か 否

か を in v i t r o で 検 討 し た 。 mAb  2 - 4 は fT N F - a l p h a に よ り 誘 導 さ

れ る 、 (i)  F I P 発 症 猫 由 来 好 中 球 の 生 存 率 増 加  (i i )  マ ク ロ フ ァ

ー ジ に お け る ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ N m R N A 発 現 量 増 加  ( i i i )  猫 T

リ ン パ 球 株 化 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 、 を 抑 制 し た 。 こ の 事 実 を 踏 ま
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え る と 抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 は FI P の 治 療 に 有 効 で あ る 可 能 性

が 示 唆 さ れ た 。



Orientation Nucleotide sequence Location Length 
(bp) 

GAPDH 
forward 5'-AATTCCACGGCACAGTCAAGG-3' 158-178 

97 
reverse 5'-CATTTGATGTTGGCGGGATC-3' 235-254 

APN 
forward 5'-AGGCTACAGATGCTCGGAAA-3' 635-614 

248 
reverse 5'-ACTGGGAGCTCTTGTCTCCA-3' 882-863 

表2 PCR法で用いたプライマーの塩基配列 



Western blot analysis of 
 mAb reactivity with fTNF-α 

ー ー 022±006 2.679 2-2 

ー ー 664±160 1.498 1-2 

50kDa ー 038±014 2.592 3 

50kDa ー 107±021 2.613 2-1 

50kDa 17kDa 008±002 2.875 2-4 

50kDa 17kDa 005±001 2.748 2-3 

50kDa 17kDa 682±206 1.425 1-4 

50kDa 17kDa 142±025 1.470 1-3 

50kDa 17kDa 011±005 1.389 1-1 

rfTNF-α ELISA O.D. value 
 against rfTNF-α 

mAb 

50% inhibitive concentration of  
mAb against WEHI-164 cytolysis 

induced by fTNF-α (ng/ml) 

nfTNF-α in FIPV-infected 
macrophage 

culture supernatant 
rfTNF-α 

nfTNF-α in FIPV-infected 
macrophage 

culture supernatant 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

表3 抗fTNF-alpha mAbのfTNF-alphaに対する反応性と中和活性 

* 

664±450 

N.D. 

013±008 

N.D. 

315±098. 

Subclass 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

IgG1 / κ 

*：mean±S.E. 



1-1 1-2 1-3 1-4 2-1 2-2 2-3 2-4 3 
Control 

IgG 

51 kDa 

17 kDa 

Anti-fTNF-α mAb 

recombinant 
fTNF-alpha 

natural 
fTNF-alpha 

図8 抗fTNF-alpha mAbのfTNF-alphaに対する反応性  

組換えまたは天然型fTNF-alphaを含むFIPV感染マクロファージ培養上清を15%ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動し、 
ニトロセルロース膜に転写した。ブロッキング後、抗fTNF-alpha mAbをそれぞれ37℃で1時間反応させた。 
コントロールとして抗グルタチオンSトランスフェラーゼmAbを反応させた。洗浄後、horseradish peroxidase標識 
抗mouse IgG1ヤギ血清を37℃で1時間反応させた。 
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階段希釈した精製抗fTNF-alpha mAbと組み換えfTNF-alpha（最終濃度10ng/ml）を等量混合し37℃で60分間反応させた。 
反応させた検体とWEHI-164細胞（1×106cells/ml）を各50μl/wellずつ96穴プレートに加え混和し、37℃で24時間培養した。 
培養後、WST-8を10μl/well加え、37℃、60分間呈色反応を行った。 
○; mAb 1-1、△; mAb 1-2、□; mAb 1-3、◇; mAb 1-4、●; mAb 2-1、▲; mAb 2-2、■; mAb 2-3、◇; mAb 2-4、○; mAb 3 
 

図9 組換えfTNF-alphaに対する抗fTNF-alpha mAbの中和活性 



階段希釈した精製抗fTNF-alpha mAbとFIPV感染マクロファージ培養上清を等量混合し37℃で60分間反応させた。 
反応させた検体とWEHI-164細胞（1×106cells/ml）を各50μl/wellずつ96穴プレートに加え混和し、37℃で24時間培養した。 
培養後、WST-8を10μl/well加え、37℃、60分間呈色反応を行った。 
□; mAb 1-3、◇; mAb 2-4、○; mAb 3  
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図10 天然型fTNF-alphaに対する抗fTNF-alpha mAbの中和活性 
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図11 fTNF-alphaと共培養したFIP発症猫好中球の生存率に対する抗fTNF-alpha mAbの影響 

FIP発症猫由来好中球にmAb 2-4とメジウムまたはmAb 2-4とTNF-alpha (10 または100 ng/ml)を加えて培養した。 
コントロールとしてmAb 2-4の代わりにPBSを用いた。24時間後における好中球の生存率をWST-assayを行って測定した。 
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図12 fTNF-alphaと共培養した猫肺胞マクロファージにおけるfAPN mRNAの発現に対する抗fTNF-alpha mAbの抑制効果 

猫肺胞マクロファージにmAb 2-4とメジウムまたはmAb 2-4とTNF-alpha (10 ng/ml)を加えて培養した。 
コントロールとしてmAb 2-4の代わりにPBSを用いた。72時間培養後におけるfAPN mRNA発現量を定量した。 
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図13 TNF-alphaがTリンパ球株化細胞に誘導するアポトーシスに対する抗fTNF-alpha mAbの抑制効果 

Fet-J細胞にTNF-alphaとmAb 2-4の培養上清の混合液を接種し、4時間培養した。培養後、アポトーシスが 
誘導された細胞をTUNEL法を用いて染色し、その細胞数をflow cytometryを用いて測定した。 
(A)Fet-J細胞の蛍光強度のヒストグラム  (B) Fet-J細胞におけるアポトーシス陽性細胞率 
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第 4 章  

 

抗 fT N F - a l p h a モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の FIP に 対 す る 治 療 効 果   
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緒 論  

 

F I P 発 症 猫 で は FI P V に 感 染 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら TN F - a l p h a

が 過 剰 に 産 生 さ れ る こ と で そ の 病 態 が 悪 化 す る 。FIP V 感 染 マ ク ロ

フ ァ ー ジ か ら 産 生 さ れ た TNF - a l p h a は リ ン パ 球 （ 特 に CD8 + T リ ン

パ 球 ） の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る と と も に 好 中 球 の ア ポ ト ー シ ス

を 抑 制 す る [85 ,  8 6 ]。 こ れ ら の 作 用 に 伴 い 、 リ ン パ 球 減 少 症 お よ

び 好 中 球 の 生 存 率 の 上 昇 が 認 め ら れ る と 考 え ら れ る 。 即 ち 、 FIP

の 病 態 悪 化 に は TN F - a l p h a が 深 く 関 与 す る 。  

ヒ ト 医 学 領 域 に お い て は TN F - a l p h a が 病 態 悪 化 に 関 与 す る 疾 患 、

即 ち 、 関 節 リ ウ マ チ や 炎 症 性 腸 疾 患 に 対 し て 抗 TNF - a l p h a 抗 体 を

投 与 す る こ と で 顕 著 な 治 療 効 果 が 得 ら れ る こ と が 確 認 さ れ て い

る [91 ]。 ま た 、 抗 TNF 抗 体 は 致 死 性 の ウ イ ル ス 感 染 症 に も 治 療 効

果 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。Bol v i n ら は 抗 TNF - a l p h a 抗 体 の

投 与 に よ り 単 純 ヘ ル ペ ス 脳 症 に お け る マ ウ ス の 生 存 率 が 増 加 す

る こ と を 報 告 し て い る [10 ]。 FI P は ウ イ ル ス 感 染 症 で あ る と と も

に fTN F - a l p h a が そ の 病 態 悪 化 に 深 く 関 与 す る 。 こ の 事 実 を 踏 ま

え る と 、 抗 TNF - a l p h a 抗 体 を FIP 発 症 猫 に 投 与 す る こ と で そ の 病

態 を 改 善 す る こ と が 期 待 で き る [2]。 著 者 は 第 3 章 に お い て 、 抗

fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 し た 。 抗

fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 は 組 換 え お よ び 天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 し て

高 い 中 和 活 性 を 有 す る 。ま た 、fTN F - a l p h a に よ り 誘 導 さ れ る i)F I P

発 症 猫 由 来 好 中 球 の 生 存 率 の 増 加 、 ii)マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る

fAP N  m R N A 発 現 量 の 増 加 、 ii i ) T リ ン パ 球 株 化 細 胞 に 誘 導 さ れ る
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ア ポ ト ー シ ス 、 を 抑 制 す る こ と を in  v i t r o の 実 験 系 で 示 し た 。

そ こ で 第 4 章 に お い て 、 抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 の FI P に 対 す る

治 療 効 果 を in  v i v o で 調 べ た 。 す な わ ち 、 SPF 猫 に FI P V を 実 験 的

に 感 染 さ せ 、 抗 fT N F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 投 与 し FIP の 病 態 お よ び

生 存 率 が 改 善 す る か 否 か を 調 べ た 。   
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材 料 お よ び 方 法  

 

1 .  細 胞 お よ び ウ イ ル ス  

抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は

Dul b e c c o’ s m o d i f i e d  E a g l e’ s  m i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m に ウ

シ 胎 仔 血 清 を 10%、 ペ ニ シ リ ン を 10 0  u n i t / m l、 ス ト レ プ ト マ イ

シ ン を 100  m g / m l 加 え た も の を 用 い て 培 養 し た 。 マ ウ ス 骨 髄 腫 細

胞 で あ る WEH I - 1 6 4 細 胞  (A T C C  C R L 1 7 5 1 )は RP M I  1 6 4 0  g r o w t h  

m e d i u m に ウ シ 胎 仔 血 清 を 10%、 2- m e r c a p t o e t h a n o l を 50  μ M、

po l y b r e n e を 2μ g/ m l、 ペ ニ シ リ ン を 100  u n i t / m l、 ス ト レ プ ト マ

イ シ ン を 100  m g / m l 加 え た も の を 用 い て 培 養 し た 。  細 胞 は 全 て

37℃ の 湿 潤 条 件 下 で CO2 濃 度 を 5%に 設 定 し て 培 養 し た 。 WE H I - 1 6 4

細 胞 は ATC C よ り 購 入 し た 。  II 型  F I P V  7 9 - 1 1 4 6 株  は fc w f - 4 細

胞 を 用 い て 37℃ の 条 件 で 培 養 し た も の を 用 い た 。 FIP V  7 9 - 1 1 4 6

株 は ユ ト レ ヒ ト 大 学 の Dr.  M .  C .  H o r z i n e k よ り 分 与 を 受 け た 。  

 

2 .  m A b  

抗 fT N F - a l p h a  m A b  2 - 4 に つ い て は す で に 第 3 章 に て 記 載 し た 。

mAb  2 - 4 は 組 換 え お よ び 天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 す る 高 い 中 和 活 性

を 有 し て い る 。  

ph y c o e r y t h r i n  ( P E ) -標 識 抗 fel i n e  C D 4  m A b  ( S o u t h e r n  

B i o t e c h n o l o g y  A s s o c i a t e s、 In c .、 U. S . A . )お よ び flu o r e s c e i n  

i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C )標 識 抗 fe l i n e  C D 8  m A b  ( S o u t h e r n  



53 

 

B i o t e c h n o l o g y  A s s o c i a t e s  I n c .、 U . S . A . )は fl o w  c y t o m e t r y に

よ る T リ ン パ 球 数 の 測 定 に 使 用 し た 。  

  

3 .  m A b  2 - 4 の 精 製  

ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 中 に 含 ま れ る mAb 2 - 4 を Pr o t e i n  G  

S e p h a r o s e  ( G E  H e a l t h c a r e .、 U. S . A )を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 は

Pro t e i n  G  S e p h a r o s e  に 添 付 さ れ た 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。 精 製

後 、 Ami c o n  U l t r a - 1 5  c e n t r i f u g a l  f i l t e r  d e v i c e s  ( N M W L  3 0 , 0 0 0 ;  

M i l l i p o r e .、 U. S . A . )を 用 い て mA b  2 - 4 の 緩 衝 液 を PBS  ( p H  7 . 4 )

に 置 換 し た 。そ の 後 、mAb の 蛋 白 質 濃 度 を Bra d f o r d 法 に よ り 測 定

し た 。  精 製 し た mAb  2 - 4 の 中 和 活 性 を WEH I - 1 6 4 細 胞 を 用 い た

fTN F - a l p h a 中 和 試 験 に よ り 確 か め た 。方 法 は 第 3 章 で 示 し た 通 り

に 行 っ た 。 精 製 し た mAb  2 - 4 は 10  μ g/ m L の 濃 度 に お い て 160  

n g / m L の 組 換 え fT N F - a l p h a の 活 性 を 80％ 以 上 抑 制 し た 。  

 

4 .  ウ イ ル ス 接 種 と mA b  2 - 4 投 与 計 画  

6 頭 の SPF 猫 を 無 作 為 に 2 つ の 群 に 分 け た 。 猫 は 当 研 究 室 で 繁

殖 さ せ 温 度 管 理 さ れ た 実 験 動 物 施 設 で 飼 育 し て い る SP F 猫 を 使 用

し た 。 実 験 ス ケ ジ ュ ー ル を 図 14 に 示 し た 。 II 型  F I P V  7 9 - 1 1 4 6

株  ( 1 0 5  T C I D 5 0 / 0 . 5 m l )を 猫 の 皮 下 に 接 種 し た 。ウ イ ル ス 接 種 2 週

間 後 に PBS ま た は mAb  2 - 4  ( 3  m g / k g )を 対 照 群 （ A 群 ） お よ び 抗

体 投 与 群 （ B 群 ） の 猫 に そ れ ぞ れ 静 脈 内 に 投 与 し た 。 毎 日 猫 の 臨

床 症 状 を 観 察 し 、 体 温 お よ び 体 重 を 測 定 し た 。 毎 週 ヘ パ リ ン 加 シ

リ ン ジ を 用 い て 採 血 し 、 白 血 球 数 お よ び 白 血 球 の 百 分 比 を 計 測 し

た 。 FIP 発 症 の 診 断 は 剖 検 時 に 、 滲 出 液 お よ び 各 種 臓 器 の 化 膿 性
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肉 芽 腫 形 成 を 確 認 し て 行 っ た 。 全 て の 動 物 実 験 は 北 里 大 学 の 動 物

実 験 ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 行 っ た (A p p r o v a l  N o .  1 3 - 0 8 7 )。   

 

5 .  血 漿 の 採 取  

ヘ パ リ ン 加 シ リ ン ジ で 採 血 し た 血 液 を 3,0 0 0  r p m で 1 0 分 間 遠

心 し 、 上 清 を 血 漿 と し て 保 存 し た 。 血 漿 は 解 析 時 ま で −30  ℃ で 保

存 し た 。  

 

6 .  血 漿 alp h a 1 -酸 性 糖 蛋 白 質 （ AGP） 濃 度 の 測 定  

血 漿 AGP 濃 度 を 猫 alp h a  1  A G プ レ ー ト  (T h e  I n s t i t u t e  f o r  

M e t a b o l i c  E c o s y s t e m  L a b .、 Ja p a n )を 用 い て 測 定 し た 。 手 順 は キ

ッ ト に 添 付 さ れ た 説 明 書 に 従 っ た 。  

 

7 .  血 漿 vas c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  ( V E G F )濃 度 の 測 定  

血 漿 VEG F 濃 度 を hum a n  V E G F  E L I S A  k i t  ( R  &  D  S y s t e m s、 U. K . )

を 用 い て 測 定 し た 。 手 順 は キ ッ ト に 添 付 さ れ た 説 明 書 に 従 っ た 。

こ の ELI S A キ ッ ト は fel i n e  V E G F  i s o f o r m  1 6 4 を 検 出 す る こ と が

可 能 で あ る [40 ]。  

 

8 .  F l o w  c y t o m e t r y  a n a l y s i s を 用 い た T リ ン パ 球 数 の 測 定  

ヘ パ リ ン 加 血 液 を PBS で 2 倍 に 希 釈 し 、 Fic o l l - H y p a q u e 溶 液

(Ax i s - S h i e l d  P o C  A S、 No r w a y )を 用 い て 800  x g で 20 分 間 密 度 勾

配 遠 心 を 行 っ た 。 PBM C 層 を 回 収 し PBS で 2 度 洗 浄 後 、  0. 1 %  N a N 3

加 PBS で 1 x  1 0 6  c e l l s / m l の 濃 度 に 浮 遊 し た 。  細 胞 に PE-標 識

抗 fel i n e  C D 4  m A b お よ び FIT C -標 識 抗 fel i n e  C D 8  m A b を 加 え 、4℃
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で 30 分 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 細 胞 を flu o r e s c e n c e  b u f f e r で

浮 遊 し 、 fl o w  c y t o m e t e r  ( C y t o m i c s  F C 5 0 0、 Be c k m a n  C o u l t e r、

U. S . A . )に よ る 解 析 を 行 っ た 。 細 胞 の 大 き さ お よ び 細 胞 小 器 官 の

密 度 (fo r w a r d お よ び sid e  s c a t t e r )を も と に リ ン パ 球 の 分 画 を ゲ

ー ト 化 し て 解 析 し た 。 各 検 体 は 100 , 0 0 0  e v e n t s  ま で 測 定 し 、 T

リ ン パ 球 の 比 率 を 計 算 し た 。 T リ ン パ 球 の 絶 対 数 は 白 血 球 数 に リ

ン パ 球 の 百 分 比 と CD4 +お よ び CD8 +  T リ ン パ 球 の 比 率 を そ れ ぞ れ

乗 じ て 算 出 し た 。  

 

9 .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  

2 群 か ら な る デ ー タ は Stu d e n t’ s t  t e s t を 用 い て 解 析 し た 。   
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実 験 成 績  

 

1 .  抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 投 与 し た FI P V 感 染 猫 の 血 漿 AGP お よ

び VEG F 濃 度 の 変 化  

FI P を 発 症 し た 猫 で は 血 中 AG P お よ び VEG F 濃 度 が 増 加 す る こ と

が 報 告 さ れ て い る [17 ,  6 1 ,  6 2 ,  9 0 ]。 抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 の

治 療 効 果 を 判 断 す る た め 、 FIP V 接 種 後 お よ び mAb  2 - 4 投 与 後 に お

け る 血 漿 AGP お よ び VEG F 濃 度 の 変 化 を 調 べ た 。  

対 照 群 （ A 群 ） お よ び mAb  2 - 4 投 与 群 （ B 群 ） の い ず れ に お い

て も FIP V 接 種 後 7 日 目 お よ び  14 日 目 に お い て AGP お よ び VEG F

の 上 昇 が 認 め ら れ た  (図 15 お よ び 図 16)。FI P V 接 種 後 14 日 目 (mA b  

2 - 4 投 与 後 0 日 目 )ま で は 、 A 群 と B 群 の 間 で AGP お よ び VEG F に

は 有 意 な 差 が 認 め ら れ な か っ た 。し か し 、FIP V 接 種 後 21 日 目 (mA b  

2 - 4 投 与 後 7 日 目 )に お い て B 群 の AG P お よ び VEG F 濃 度 は A 群 と

比 較 し て 有 意 に 低 い 値 を 示 し た 。  

 

2 .  抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 投 与 し た FI P V 感 染 猫 の 好 中 球 数 お よ

び 白 血 球 百 分 比 に お け る 好 中 球 割 合 の 変 化  

FI P V 接 種 後 お よ び mA b  2 - 4 投 与 後 の 好 中 球 数 の 変 化 を 調 べ た 。

好 中 球 数 は ウ イ ル ス 攻 撃 後 7 日 目 に お い て 減 少 傾 向 が 認 め ら れ た

も の の 、FIP V 接 種 後 14 日 目 ま た は 21 日 目 に お い て ほ ぼ 正 常 値 に

回 復 し た (図 17 A )。 好 中 球 の 白 血 球 百 分 比 に お け る 割 合 を 図 17B

に 示 し た 。 A 群 （ Cat  N o . A 1～ A3） の 好 中 球 の 割 合 は FI P V 接 種 後

に 増 加 し 、 FIP V 接 種 後 21 日 目 以 降 も 高 い 割 合 を 維 持 し て い た 。
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一 方 、No. B 1 お よ び No. B 2 の 猫 の 好 中 球 の 割 合 は FIP V 接 種 後 7 日

目 ま た は 14 日 目 に 増 加 し た が 、 mA b  2 - 4 投 与 7 日 目 (FI P V 接 種 21

日 目 )以 降 は 安 定 し た 推 移 を 示 し た 。 ま た 、 mA b  2 - 4 を 投 与 し て

FIP を 発 症 し た No . B 3 の 猫 の 好 中 球 の 割 合 は 、 FIP V 接 種 後 21 日

目 ま で 一 定 の 推 移 を 示 し た が 、 FIP を 発 症 し た FIP V 接 種 後 28 日

目 に お い て 急 激 に 増 加 し た 。  

 

3 .  抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 投 与 し た FI P V 感 染 猫 の リ ン パ 球 数 お

よ び T リ ン パ 球 数 の 変 化  

FI P V 接 種 後 お よ び mAb  2 - 4 投 与 後 の 末 梢 血 リ ン パ 球 数 の 変 化 を

調 べ た 。 ウ イ ル ス 攻 撃 後 7 日 目 で は 、 全 て の 猫 に お い て リ ン パ 球

数 の 著 し い 減 少 が 認 め ら れ た (図 18A )。 No . B 1 お よ び No. B 2 の 猫

は 、 mAb  2 - 4 投 与 後 7 日 目  (F I P V 接 種 後 21 日 目 )か ら リ ン パ 球 数

の 増 加 が 認 め ら れ 、 mAb  2 - 4 投 与 後 21 日 目 (FI P V 接 種 後 35 日 目 )

に は 、は FIP V 接 種 前 と 同 じ 程 度 ま で 回 復 し た 。一 方 、 FIP を 発 症

し た A 群 の 猫 は 、 ウ イ ル ス 攻 撃 後 14 日 目 以 降 も リ ン パ 球 数 の 回

復 が 認 め ら れ ず 、 FIP を 発 症 す る ま で 低 い 数 値 を 示 し た 。 ま た 、

mAb  2 - 4 を 投 与 し て FIP を 発 症 し た No. B 3 の 猫 は 、 mAb  2 - 4 投 与

後 7 日 目 (FI P V 接 種 後 21 日 目 )に お い て 一 時 的 に リ ン パ 球 数 の 回

復 が 認 め ら れ た が 、 FIP 発 症 時 に お い て 再 び 著 し い 減 少 が 認 め ら

れ た 。  

FI P を 発 症 し た 猫 で は リ ン パ 球 の う ち 、 特 に T リ ン パ 球 数 の 減

少 が 認 め ら れ る 。 そ こ で 著 者 は 抗 fT N F - a l p h a  m A b  2 - 4 投 与 後 に

こ れ ら の 細 胞 数 が 回 復 し て い る か 否 か を 調 べ た 。 A 群 お よ び B 群

の す べ て の 猫 の CD 4 +お よ び CD8 +  T リ ン パ 球 数 は 、 ウ イ ル ス 接 種
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後 7 日 目 に 減 少 し た (図 18B お よ び 図 18C )。  そ の 後 、 A 群 の 全 て

の 猫 は FIP を 発 症 す る ま で CD4 +お よ び CD8 +  T リ ン パ 球 数 の 減 少

が 認 め ら れ た 。一 方 、No. B 1 お よ び No. B 2 の 猫 の CD4 +お よ び CD8 +  

T リ ン パ 球 数 は mA b  2 - 4 投 与 後 、 ウ イ ル ス 接 種 前 と 同 じ 程 度 ま で

回 復 し た 。 No. B 3 の 猫 は mAb  2 - 4 投 与 後 も CD4 +お よ び CD8 +  T リ

ン パ 球 数 は 回 復 せ ず FIP を 発 症 し た 。  

 

4 .  抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 投 与 し た FIP V 感 染 猫 に お け る 体 温 、

体 重 、 臨 床 症 状 お よ び 生 存 率 の 変 化  

FI P V 接 種 後 の 体 温 お よ び 体 重 の 変 化 を 測 定 し た 。FIP V 接 種 後 、

A 群 お よ び B 群 共 に 発 熱 が 観 察 さ れ た （ 図 19A）。 FIP を 発 症 し た

4 頭 の 猫  (N o . A 1、 No . A 2、 No . A 3 お よ び No. B 3 )は FI P を 発 症 す る

ま で 高 い 体 温 を 維 持 し て い た 。 一 方 、 No. B 2 の 猫 に お い て は FIP V

接 種 後 28 日 目 ま で 高 い 体 温 が 観 察 さ れ た が 、 そ れ 以 降 、 発 熱 は

ほ と ん ど 認 め ら れ な く な り 、 FIP V 接 種 後 35 日 目 以 降 は 体 温 の 変

動 が 安 定 し た 。  

体 重 に お い て FIP V 接 種 後 14 日 ま で A 群 と B 群 の 間 に 明 確 な 違

い は 観 察 さ れ な か っ た (図 19B )。FI P を 発 症 し た 4 頭 の 猫  (N o . A 1、

No . A 2、 No . A 3 お よ び No. B 3 )は 持 続 的 な 体 重 の 減 少 が 見 ら れ た 。

一 方 、2 頭 の 猫 (No . B 1 お よ び No. B 2 )は FI P V 接 種 後 14 日 ま で 体 重

の 減 少 が 見 ら れ た も の の 、21 日 目 以 降 は 増 加 す る 傾 向 が 認 め ら れ

た 。  

FI P V 接 種 後 15 日 目 か ら 両 群 に お い て 黄 疸 、 沈 う つ 、 食 欲 減 退

な ど の 臨 床 症 状 が 認 め ら れ た 。 し か し 、 B 群 で は mAb 投 与 後 か ら

改 善 傾 向 が 認 め ら れ た 。 A 群 で は FI P V 接 種 後 27 日 に 3 頭 す べ て
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を 安 楽 死 さ せ た た め 、生 存 率 が 0 に 減 少 し た (図 20 )。B 群 で は 30

日 目 に 1 頭 を 安 楽 死 さ せ た 。 し か し そ れ 以 降 は No. B 1 お よ び  B2

と も に 特 に 臨 床 症 状 を 示 す こ と な く 、 65 日 目 ま で 生 存 し た 。   
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考 察  

 

ヒ ト で は 、 感 染 症 、 免 疫 介 在 性 疾 患 お よ び 腫 瘍 の 治 療 に 分 子 標

的 治 療 法 (t a r g e t e d  t h e r a p y )が 行 わ れ て い る [2 0 ,  5 3 ,  9 1 ]。 分 子

標 的 治 療 法 は 病 気 に 関 与 す る 因 子 の み を 標 的 に し た 治 療 法 で あ

る た め 、 副 作 用 を 最 小 限 に 抑 え て 高 い 治 療 効 果 を 得 る こ と が 可 能

で あ る 。 現 在 、 獣 医 学 領 域 に お い て 、 分 子 標 的 治 療 法 は ほ と ん ど

実 施 さ れ て い な い 。 特 に 、 犬 や 猫 に お い て 、 難 治 性 疾 患 を 治 療 す

る 目 的 で 作 製 さ れ た 分 子 標 的 薬 は 存 在 し な い 。 今 回 、 我 々 は FIP

の 病 態 悪 化 因 子 の 一 つ で あ る fTN F - a l p h a を 中 和 す る 抗 体 を FIP

発 症 猫 に 投 与 し て 、治 療 効 果 が 認 め ら れ る か 否 か を 調 べ た 。即 ち 、

FIP 発 症 猫 に お い て fTN F - a l p h a を 標 的 と し た 抗 体 治 療 を 行 い 、症

状 の 改 善 が 認 め ら れ る か 否 か を 検 討 し た 。  

過 去 の 実 験 で 経 時 的 に 採 取 し た 血 漿 を 用 い て 、TNF - a l p h a、VE G F

お よ び AGP 濃 度 を 測 定 し た と こ ろ 、 FIP V 接 種 後 7-1 4 日 目 に お い

て 各 因 子 の 有 意 な 上 昇 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 全 て の 猫 に お い て 、

FIP V 接 種 後 6-8 日 目 に 臨 床 症 状（ 発 熱 、沈 鬱 、黄 疸 な ど ）が 認 め

ら れ た 。 こ れ ら の 事 実 を 総 合 的 に 判 断 し て 、 II 型 FI P V  7 9 - 1 1 4 6

株 接 種 14 日 後 に お い て 抗 fT N F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 猫 に 投 与 し た 。 

mA b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 で は 3 頭 中 2 頭 に お い て FIP へ の 進 行 が

抑 制 さ れ た 。一 方 、対 照 群 の 猫 で は 、3 頭 全 て が FIP を 発 症 し た 。

mAb  2 - 4 を 投 与 し た 猫 で は 、 抗 体 投 与 後 に 血 漿 VEG F 濃 度 の 改 善 が

認 め ら れ る と と も に 、 リ ン パ 球 数 の 回 復 も 認 め ら れ た 。 加 え て 、

血 漿 AGP 濃 度 は FI P の 診 断 の 基 準 と な る 1,5 0 0  μ g / m L [ 1 ]を 超 え
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て い た が 、 mA b  2 - 4 投 与 群 で は 21 日 目 以 降 、 有 意 に 低 い 値 を 示 し

た 。 即 ち 、 mAb  2 - 4 の 投 与 は 、 fT N F - a l p h a の 活 性 を 抑 制 す る こ と

で FIP の 症 状 を 緩 和 す る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た 。  

FI P 発 症 猫 に お い て 、 体 内 の FIP V を 排 除 す る た め に は 、 CD4 +

お よ び CD8 +  T リ ン パ 球 に よ る 細 胞 性 免 疫 の 誘 導 が 重 要 で あ る こ

と が 知 ら れ て い る [16 ]。 Ta k a n o ら は 、 FIP V 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ

か ら 産 生 さ れ た fT N F - a l p h a が T リ ン パ 球 ,特 に CD8 +  T リ ン パ 球

の ア ポ ト ー シ ス を 効 率 よ く 誘 導 す る こ と を 報 告 し た [8 6 ]。 今 回 の

実 験 で は 、 FIP V 接 種 後 7 日 目 か ら CD 4 +お よ び CD8 +  T リ ン パ 球 数

の 減 少 が 認 め ら れ た 。 し か し 、 mA b 2 - 4 を 投 与 し た 3 頭 中 2 頭 は 、

CD4 +お よ び CD8 +  T リ ン パ 球 数 の 回 復 が 認 め ら れ た 。 こ の 理 由 と

し て 、 fTN F - a l p h a に よ る CD4 +お よ び CD8 +  T リ ン パ 球 へ の ア ポ ト

ー シ ス 誘 導 が 、 投 与 し た mAb  2 - 4 の 作 用 に よ り 減 弱 し た 可 能 性 が

考 え ら れ た 。  

こ れ ま で 、FIP の 治 療 に 対 し て 様 々 な 治 療 薬 が 検 討 さ れ て き た 。

FIP は ウ イ ル ス 性 疾 患 で あ る こ と か ら 、 抗 ウ イ ル ス 薬 を 用 い た 治

療 法 も 検 討 さ れ て い る [23 ]。 一 方 、 FIP は 炎 症 性 疾 患 で あ る こ と

か ら 、ste r o i d s に 代 表 さ れ る 免 疫 抑 制 剤 を 使 用 し た 治 療 も 検 討 さ

れ て い る 。 し か し 、 既 存 の 抗 ウ イ ル ス 薬 お よ び 免 疫 抑 制 剤 は い ず

れ も FIP の 症 状 を 一 過 性 に 改 善 す る も の の 、 生 存 期 間 お よ び

qua l i t y  o f  l i f e を 改 善 す る こ と は で き な い [2 3 ]。 今 回 、 mAb  2 - 4

を 投 与 し た FIP 発 症 猫 で は 、 生 存 期 間 お よ び qua l i t y  o f  l i f e が

改 善 し た 。 し か し 、 mAb  2 - 4 を 投 与 し た 猫 で は 3 頭 中 1 頭 が FIP

を 発 症 し た 事 実 を 踏 ま え る と 、 FIP の 治 療 薬 と し て 臨 床 応 用 す る

に は 更 な る 検 討 が 必 要 で あ る 。 著 者 は 上 記 の 抗 ウ イ ル ス 薬 と mAb  
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2 - 4 を 併 用 す る こ と で 、 FIP の 治 療 効 果 を 向 上 さ せ る こ と が 出 来

る と 考 え て い る 。 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス  (H S V )  感 染 に お い て 抗

TNF - a l p h a 抗 体 と 抗 HSV 薬 を 併 用 し た 場 合 、 併 用 し な い 場 合 と 比

較 し て 高 い 治 療 効 果 が 認 め ら れ て い る [10 ]。 HS V の 場 合 、 ウ イ ル

ス の 増 殖 に 不 可 欠 な 因 子 の み を 標 的 と し た ant i - H S V  d r u g が す で

に 開 発 さ れ て い る 。近 年 、FIP V で も 、そ の よ う な 薬 剤 が 開 発 さ れ

て お り 、 今 後 の 研 究 が 期 待 さ れ て い る [36 ]。 今 後 は こ の よ う な 薬

剤 と mAb  2 - 4 を 併 用 す る こ と で FIP の 治 療 効 果 が 上 昇 す る か 否 か

を 検 討 す る 必 要 が あ る 。  

今 回 実 験 で は 、 mo u s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y で あ る mA b  2 - 4 を

単 回 投 与 す る こ と で 症 状 の 改 善 が 認 め ら れ た 。 し か し 、 No. B 3 の

猫 の よ う に 一 時 的 な 効 果 し か 観 察 さ れ な い 個 体 や 再 発 し た 猫 に

対 し て は mAb  2 - 4 を 複 数 回 投 与 し な け れ ば な ら な い 可 能 性 が 考 え

ら れ た 。 そ の 場 合 、 副 作 用 と し て ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 の 惹 起 、

効 果 の 減 弱 そ し て 半 減 期 の 減 少 が 推 察 さ れ る 。Ume h a s h i ら は 、定

常 領 域 を 猫 化 し た mAb  (マ ウ ス -猫 キ メ ラ 抗 体 ) を 猫 に 投 与 し た 場

合 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 誘 導 し な い こ と を 報 告 し た [94 ]。 今

後 、 mAb  2 - 4 の mo u s e - f e l i n e  c h i m e r i c  a n t i b o d y へ の 改 変 お よ び

ant i - F I P V  a g e n t ( s )と 併 用 し た 場 合 の 治 療 効 果 の 検 討 を 行 い 、FIP

に 対 す る 有 効 な 治 療 法 を 確 立 す る こ と が 望 ま れ る 。   
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小 括  

 

マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ 単 球 に お け る FIP V の 複 製 が fTN F - a l p h a の 産

生 を 増 加 さ せ る 。 こ の FIP V 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 産 生 さ れ る

fTN F - a l p h a は リ ン パ 球 減 少 症 お よ び 好 中 球 の 増 多 症 を 誘 導 す る 。

加 え て 、 fT N F - a l p h a は II 型  F I P V の ウ イ ル ス レ セ プ タ ー で あ る

APN の 発 現 量 を 増 加 さ せ る 。著 者 は 第 3 章 に お い て 、抗 fTN F - a l p h a  

m A b を 作 出 し た 。 さ ら に 、 作 出 し た 抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 は

fT N F - a l p h a が 誘 導 す る FI P の 病 態 悪 化 を 抑 制 す る こ と を in v i t r o

で 示 し た 。そ こ で 第 4 章 に お い て 、FIP V を 実 験 感 染 さ せ た SPF 猫

に mAb  2 - 4 を 投 与 す る こ と で 、 mAb  2 - 4 が FI P の 病 態 の 進 行 お よ

び 生 存 率 を 改 善 す る か 否 か を 調 べ た 。 過 去 の 感 染 実 験 に 用 い た 猫

の 臨 床 症 状 発 現 時 期 を 総 合 的 に 判 断 し て 、 FIP V 接 種 2 週 間 後 に

mAb  2 - 4 を 投 与 し た 。 mAb  2 - 4 を 投 与 し た 3 頭 の 猫 の う ち 2 頭 は

FIP を 発 症 し な か っ た が 、 対 象 群 3 頭 の 猫 に お い て は 全 て が FIP

を 発 症 し た 。 血 漿 AGP お よ び VEG F 濃 度 は mAb  2 - 4 投 与 後 に 低 下

し た 。 加 え て 、 末 梢 血 中 リ ン パ 球 数 は mAb  2 - 4 投 与 後 に 回 復 し て

い た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 抗 fTN F - a l p h a  m A b は FI P の 治 療 に 有

効 で あ る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た 。 今 後 、 mAb  2 - 4 の mo u s e - f e l i n e  

c h i m e r i c  a n t i b o d y へ の 改 変 お よ び ant i - F I P V  a g e n t ( s )と 併 用 し

た 場 合 の 治 療 効 果 の 検 討 を 行 い 、 FI P に 対 す る 有 効 な 治 療 法 を 確

立 す る こ と が 望 ま れ る 。



図14 ウイルス接種とmAb 2-4投与計画 
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6頭のSPF猫を無作為に2つの群に分けた。II型 FIPV 79-1146株 (105 TCID50/0.5ml)を猫の皮下に接種した。 
ウイルス接種2週間後にPBSまたはmAb 2-4 (3 mg/kg)を対照群（A群）および抗体投与群（B群）の猫に対して 
それぞれ静脈内に投与した。毎日猫の臨床症状を観察し、体温および体重を測定した。毎週猫からヘパリン加 
シリンジを用いて採血し、血球計測および血漿の分離を行った。 
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図15 抗fTNF-alpha mAb 2-4を投与したFIPV感染猫の血漿AGP濃度の変化  
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N.S.: not significant. 



0

50

100

150

200

250

300

350
V

E
G

F 
(p

g/
m

l) 

pre FIPV 
inoculation 

7 days post FIPV 
inoculation 

14 days post FIPV 
inoculation 

(0 days post Mab 2-4 injection) 

21 days post FIPV 
inoculation 

(7 days post Mab 2-4 injection) 

p < 0.05 

N.S. 

N.S. 

N.S. 

図16 抗fTNF-alpha mAb 2-4を投与したFIPV感染猫の血漿VEGF濃度の変化 

対照群（A群） 

mAb 2-4投与群（B群） 

FIPV感染猫の血漿VEGF濃度をELISA測定キットを用いて定量した。N.S.: not significant 
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図18 抗fTNF-alpha mAb 2-4を投与したFIPV感染猫のリンパ球数およびTリンパ球数の変化 

(A)末梢血リンパ球数 (B) 末梢血CD4+Tリンパ球数 (C) 末梢血CD8+Tリンパ球数 † : 安楽死処置 



36

38

40

42

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

B1
B2
B3

2

3

4

5

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

A1
A2
A3

36

38

40

42
A1
A2
A3

2

3

4

5

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Days post FIPV inoculation 

B1
B2
B3

Days post FIPV inoculation 

Bo
dy

 w
ei

gh
t (

 k
g 

) 
B

od
y 

te
m

pe
ra

tu
re

 (℃
) 

B
od

y 
te

m
pe

ra
tu

re
 (℃

) 

A 

B 

† 
† 

† 

† 

† 
† 

† 
† 

図19 抗fTNF-alpha mAb 2-4を投与したFIPV感染猫における体温および体重の変化 

(A) 体温 (B) 体重  † : 安楽死処置 

Days post FIPV inoculation 



0

25

50

75

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Control

2-4

図20 抗fTNF-alpha mAb 2-4を投与したFIPV感染猫における生存率 

人道的エンドポイントに達し生存の見込みが無くなった個体を安楽死させた。 

対照群（A群） 

mAb 2-4投与群 
（B群） 

Days post FIPV inoculation 

su
rv

iv
al

 (%
) 



64 

 

 

 

 

 

 

 

第 5 章  

 

抗 fT N F - a l p h a  m A b  2 - 4 の  

m o u s e - f e l i n e  c h i m e r i c  m A b  へ の 改 変   
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緒 論  

 

F I P は 猫 科 動 物 に お け る 致 死 性 伝 染 性 疾 患 で あ る 。 こ れ ま で の

研 究 報 告 か ら 、 FI P の 病 態 悪 化 に 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る

fTN F - a l p h a が 深 く 関 わ っ て い る こ と が 明 ら か と な っ て い る

[85 - 8 7 ]。 ヒ ト 医 学 領 域 に お い て は TNF - a l p h a が 病 態 悪 化 に 関 与

す る 疾 患 、 即 ち 、 関 節 リ ウ マ チ や 炎 症 性 腸 疾 患 に 対 し て 抗

TNF - a l p h a 抗 体 を 投 与 す る こ と で 顕 著 な 治 療 効 果 が 得 ら れ る こ と

が 確 認 さ れ て い る [91 ]。  ま た 、 抗 TNF 抗 体 は 致 死 性 の ウ イ ル ス

感 染 症 に も 治 療 効 果 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る [10 ]。 こ れ ら の

事 を 踏 ま え る と 、fTN F - a l p h a を 中 和 す る 抗 体 を FIP 発 症 猫 に 投 与

す る こ と で FIP の 進 行 を 抑 制 で き る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。著 者 は 、

第 3 章 に お い て fT N F - a l p h a に 対 し て 高 い 中 和 活 性 を 有 す る 抗

fTN F - a l p h a  m o u s e  m A b  2 - 4 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 し た 。

さ ら に FIP V を SP F 猫 に 実 験 感 染 さ せ た 後 、 抗 fTN F - a l p h a  m o u s e  

m A b  2 - 4 を 投 与 す る こ と に よ っ て FI P の 病 態 悪 化 を 軽 減 す る こ と

が 可 能 で あ る こ と を 第 4 章 に お い て 明 ら か に し た 。 し か し 、 本 抗

体 は マ ウ ス 由 来 の 抗 体 で あ り 猫 に 対 し て 異 種 タ ン パ ク 質 で あ る 。

即 ち 、 猫 に 繰 り 返 し 投 与 し た 際 に 様 々 な 副 作 用 が 生 じ る こ と が 懸

念 さ れ る 。  

ヒ ト で は 、 関 節 リ ウ マ チ の 治 療 薬 と し て inf l i x i m a b が 使 用 さ

れ て い る [9 1 ]。 本 抗 体 は mou s e  m A b の 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 の 定 常

領 域 を 融 合 さ せ た mou s e - h u m a n  c h i m e r i c  m A b で あ る 。mo u s e - h u m a n  

c h i m e r i c  m A b は  m o u s e  m A b と 比 較 し て hum a n  a n t i - m o u s e  



66 

 

a n t i b o d i e s  r e s p o n s e が 低 下 し て お り 、 投 与 時 に 生 じ る 副 作 用 も

減 弱 し て い る 。 以 上 を 踏 ま え る と 、 抗 fTN F -  a l p h a  m o u s e  m A b  2 - 4

の 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 猫 抗 体 の 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列

に 置 換 す れ ば 、 fe l i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d i e s  r e s p o n s e お よ び

投 与 時 に お け る 副 作 用 を 軽 減 で き る こ と が 推 察 さ れ る 。 そ こ で 著

者 は 第 5 章 に お い て 、 抗 fTN F - a l p h a  m o u s e  m A b  2 - 4 の 可 変 領 域

を 猫 抗 体 の 定 常 領 域 に 結 合 さ せ た mo u s e - f e l i n e  c h i m e r i c  

m A b ( c h i m e r i c  m A b  2 - 4 )を 作 製 し 、 そ の fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和

活 性 を 確 か め た 。 ま た 、 精 製 し た mo u s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  

m A b  2 - 4 を 猫 に 反 復 投 与 し 、fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  r e s p o n s e

の 誘 導 能 の 変 化 を 調 べ た 。   
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材 料 お よ び 方 法  

 

1 .  細 胞  

ハ イ ブ リ ド ー マ mA b  2 - 4 お よ び FO 細 胞 は Dul b e c c o’s m o d i f i e d  

E a g l e’ s m i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m に ウ シ 胎 仔 血 清 を 10%、 ペ

ニ シ リ ン を 100  u n i t / m l、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 100  m g / m l 加 え

た も の を 用 い て 培 養 し た 。 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 で あ る WE H I - 1 6 4 細

胞 は RPM I  1 6 4 0  m e d i u m に ウ シ 胎 仔 血 清 を 10%、 2-メ ル カ プ ト エ タ

ノ ー ル を 50 μ M、pol y b r e n e を 2μ g/ m l、ペ ニ シ リ ン を 10 0  u n i t / m l、

ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 10 0  m g / m l 加 え た も の を 用 い て 培 養 し た 。 

細 胞 は 全 て 37℃ の 湿 潤 条 件 下 で CO 2 濃 度 を 5%に 設 定 し て 培 養 し た 。

FO 細 胞 (AT C C  C R L 1 6 4 6 )お よ び WEH I - 1 6 4 細 胞 (AT C C  C R L 1 7 5 1 )は

AT C C よ り 購 入 し た 。  

 

2 .  m A b  2 - 4 可 変 領 域 お よ び 猫 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 の ク ロ ー

ニ ン グ  

RN A の 抽 出 お よ び cDN A 合 成 の 手 順 は Tak a n o ら の 方 法 に 従 っ た

[87 ]。 m A b  2 - 4 の 可 変 領 域 遺 伝 子 (V H お よ び VL)を ハ イ ブ リ ド ー マ

mAb  2 - 4 の mR N A の cD N A よ り PCR で 増 幅 し た 。 猫 イ ム ノ グ ロ ブ リ

ン 重 鎖 の 定 常 領 域 (CH )遺 伝 子 は 猫 末 梢 血 単 核 球 mRN A の cD N A よ り

増 幅 し た 。 猫 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 定 常 領 域 (CL )遺 伝 子 は 公 表

さ れ て い る 配 列 (G e n b a n k  A F 1 9 8 2 5 7 . 1 )を も と に Lif e  

t e c h n o l o g i e s  ( U . S . A . )に て 人 工 的 に 合 成 し た 。 こ の 合 成 DNA を

組 み 込 ん だ pl a s m i d  ( p M A - T )を テ ン プ レ ー ト と し て CL を 増 幅 し た 。
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P C R に 用 い た  p r i m e r  s e q u e n c e s を 表 4 に 示 し た 。 VH、 VL、 CH お

よ び CL は Ze r o  B l u n t  T O P O  P C R  c l o n i n g  k i t  ( L i f e  t e c h i n o l o g i e s、

U. S . A . )を 用 い て pCR - b l u n t  I I - T O P O  v e c t o r に そ れ ぞ れ ク ロ ー ニ

ン グ し た 。  

 

3 .  C h i m e r i c  m A b  2 - 4 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 と 発 現 株 の 作 製  

pC R - b l u n t I I - T O P O  v e c t o r 上 に あ る CH お よ び CL 遺 伝 子 と VH お

よ び VL の fr a g m e n t を Ba m  H I - L i n k e r を 用 い て そ れ ぞ れ 連 結 し

chi m e r i c  m A b  2 - 4 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 作 製 し た (図 21)。 ch i m e r i c  

m A b  2 - 4 重 鎖 の fr a g m e n t を pC D N A 3 . 1 ( + ) / N e o  e x p r e s s i o n  v e c t o r

に Ec o R I を 用 い て 挿 入 し た 。 chi m e r i c  m A b  2 - 4 軽 鎖 の fra g m e n t

は pC D N A 3 . 1 ( + ) / H y g r o  e x p r e s s i o n  v e c t o r に Hi n d I I I お よ び Eco R V

を 用 い て 挿 入 し た 。 FO 細 胞 に lip o f e c t a m i n e  2 0 0 0  ( L i f e  

t e c h n o l o g i e s、 U. S . A . )  を 用 い て 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 発 現 ベ ク タ ー

を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、FO 細

胞 を G41 8  ( R o c h e  D i a g n o s t i c s、 Sw i t z e r l a n d )お よ び hyg r o m y c y n  

B  ( R o c h e  D i a g n o s t i c s、 Sw i t z e r l a n d )を 加 え た メ ジ ウ ム で 培 養 し 、

安 定 発 現 細 胞 株 (F O C M 2 4 )を 得 た 。FOC M 2 4 細 胞 は 限 界 希 釈 法 を 用 い

て 2 回 ク ロ ー ニ ン グ し た  

 

4 .  m o u s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の 精 製  

mo u s e  m A b  2 - 4 は ハ イ ブ リ ド ー マ mA b  2 - 4 の 培 養 上 清 か ら

Pro t e i n  G  S e p h a r o s e  ( G E  H e a l t h c a r e .、 U. S . A )を 用 い て 精 製 し

た 。 Chi m e r i c  m A b  2 - 4 は FO C M 2 4 の 培 養 上 清 か ら Pro t e i n  A  

S e p h a r o s e  ( G E  H e a l t h  a c r e .、 U. S . A . )  を 用 い て 精 製 し た 。 精 製
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は Pro t e i n  G  S e p h a r o s e お よ び Pro t e i n  A  S e p h a r o s e に 添 付 さ れ

た 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。 精 製 後 、 Ami c o n  U l t r a - 1 5  c e n t r i f u g a l  

f i l t e r  d e v i c e s  ( N M W L  3 0 , 0 0 0 ;  M i l l i p o r e、 U. S . A . )を 用 い て mAb

の 緩 衝 液 を PBS  ( p H  7 . 4 )に 置 換 し た 。 そ の 後 、 mAb の 蛋 白 質 濃 度

を Bra d f o r d 法 に よ り 測 定 し た 。  

 

5 .  W e s t e r n  i m m u n o b l o t t i n g  a s s a y  

精 製 し た mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 非 還 元 条

件 (no n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n )お よ び 還 元 条 件 (r e d u c i n g  

c o n d i t i o n )で 変 性 処 理 し た 。 非 還 元 条 件 と し て 、 mAb と SD S 溶 液

を 混 和 し 、 室 温 で 5 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ま た 、 還 元 条 件 と

し て mAb と 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 加 SDS 溶 液 を 混 和 し 、100℃ 、

10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 mAb を 15  %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル

を 用 い て 電 気 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し た 。 転 写 後 、

転 写 膜 を 5％ ス キ ム ミ ル ク 加 TBS T  ( 2 0  m M  T r i s - H C l、pH  8 . 0、0. 8 8  %  

N a C l、 0. 0 5  %  T w e e n - 2 0 )に 浸 漬 し 37℃ で 60 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ 反

応 を 行 っ た 。 洗 浄 後 、 hor s e r a d i s h  p e r o x i d a s e 標 識 抗 mou s e  I g G  

( H + L  c h a i n  s p e c i f i c )ヤ ギ 抗 体 ま た は hor s e r a d i s h  p e r o x i d a s e

標 識 抗 fel i n e  I g G  ( w h o l e  m o l e c u l a r )ヤ ギ 抗 体  ( M P  B i o m e d i c a l s、

U. S . A . )と  3 7℃ 、 60 分 間 反 応 さ せ た 。そ の 後 、転 写 膜 を 基 質 液 に

10 分 間 浸 漬 し 、 呈 色 反 応 を 行 っ た 。  

 

6 .  マ ウ ス 線 維 肉 腫 細 胞（ WEH I - 1 6 4 細 胞 ）を 用 い た 精 製 mo u s e  m A b  

2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性

の 測 定  
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精 製 mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に

対 す る 中 和 活 性 を 第 3 章 で 行 っ た WE H I - 1 6 4 細 胞 を 用 い た

fTN F - a l p h a 中 和 試 験 と 同 様 の 方 法 で 測 定 し た 。WEH I - 1 6 4 細 胞 を 1 

μ g/ m l の Ac t i n o m y c i n  D  ( S i g m a  L a b .、 U. S . A . )を 添 加 し た 希 釈

用 培 地 で 浮 遊 し 、 37℃ で 3 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 階 段 希 釈 し

た mAb を 40  n g / m l の 組 換 え fTN F - a l p h a ま た は FIP V 発 症 猫 由 来

の 腹 水（ 天 然 型 fT N F - a l p h a）と 混 和 後 、37℃ で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ

ー ト し た 。 Act i n o m y c i n  D 加 培 地 で 3 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細

胞 を 96 穴 プ レ ー ト に 50μ l ず つ 播 種 し 、 そ こ に 反 応 後 の 混 合 物

を 50μ l ず つ 加 え 、 37℃ で 24 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 10 μ l の

WS T - 8 溶 液  (W S T - 8  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s s a y  k i t ;  K i s h i d a  

C h e m i c a l  C o .、 Lt d .、 Ja p a n )を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 37℃ で 1 時 間 呈

色 反 応 を 行 っ た 。反 応 後 、波 長 450 n m に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。

中 和 率 は 以 下 の 計 算 式 に 従 っ て 算 出 し た ：  Ne u t r a l i z a t i o n  ( % )  =  

( m A b と サ ン プ ル を 含 む ウ ェ ル の O.D .値 - サ ン プ ル の み を 含 む ウ

ェ ル の O. D .値 )/ m A b と サ ン プ ル を 含 ま な い ウ ェ ル の O. D .値 x  1 0 0 .  

 

7 .  猫 に 対 す る 反 復 投 与 試 験  

mA b の 反 復 投 与 試 験 は Um e h a s h i ら の 方 法 を 参 考 に 行 っ た [9 4 ]。

2 ヵ 月 齢 の SPF 猫 5 頭 に 対 し て 精 製 し た mou s e  m A b  2 - 4、 ch i m e r i c  

m A b  2 - 4 ま た は 対 照 と し て PBS を 投 与 し た 。Med e t o m i d i n e  ( D o m i t o r、

Or i o n  C o r p o r a t i o n、 Fi n l a n d )で 鎮 静 化 し た SPF 猫 の 頸 部 静 脈 内

に 低 用 量 (1 m g / k g )お よ び 高 用 量 (5m g / k g )の mA b を 2 週 間 隔 ま た は

4 週 間 隔 で 4 回 投 与 し た 。投 与 直 前 に SPF 猫 か ら 血 清 を 採 取 し た 。

mAb の 投 与 前 お よ び 投 与 10 分 後 に 全 自 動 電 子 血 圧 計 (pe t t r u s t、
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A s t e r  L l e c t r i c  C o .、 Ja p a n )を 用 い て 、 前 腕 部 ま た は 尾 根 部 で 血

圧 お よ び 脈 拍 数 を 測 定 し た 。 測 定 は 3 回 行 っ た 。 全 て の 動 物 実 験

は 北 里 大 学 の 動 物 実 験 ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 行 っ た (A p p r o v a l  

N o . 1 4 - 0 4 5 ) .   

 

8 .  m o u s e  m A b  2 - 4 ま た は chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 の 血 清

と 反 応 さ せ た mou s e  m A b  2 - 4 ま た は chi m e r i c  m A b  2 - 4 の 中 和

活 性 の 変 化  

mA b の fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 試 験 の 結 果 か ら 、 10 n g / m l の

組 換 え fTN F - a l p h a を 80 %以 上 中 和 す る 最 少 濃 度 の mA b の 濃 度 を 1

単 位 と し た 。mAb 投 与 猫 血 清 と mou s e  m A b  2 - 4 ま た は chi m e r i c  m A b  

2 - 4（ 最 終 濃 度 1 単 位 ） を 1 時 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 各 反 応 物

に 組 換 え fTN F - a l p h a  (最 終 濃 度 10 n g / m l )を 加 え た 。 さ ら に 1 時

間 後 、 反 応 物 を WE H I - 1 6 4 細 胞 に 接 種 し た 。 24 時 間 後 に お け る

fTN F - a l p h a の WE H I - 1 6 4 細 胞 の 細 胞 傷 害 率 を WST - 8  a s s a y を 行 っ

て 測 定 し 、 mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a

に 対 す る 中 和 活 性 を 算 出 し た 。   
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実 験 成 績  

 

1 .  m A b  2 - 4 可 変 領 域 お よ び 猫 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 の ク ロ ー

ニ ン グ  

ハ イ ブ リ ド ー マ mA b  2 - 4  m R N A の cD N A か ら VH 遺 伝 子  ( 4 1 4  b p )

お よ び VL 遺 伝 子  (3 7 8  b p )を 増 幅 し た (図 22)。 ま た 、 PBM C  m R N A

の cD N A か ら CH 遺 伝 子  (1 0 0 5  b p )を 増 幅 し た 。CL 遺 伝 子  (3 3 0  b p )

は 既 知 の CL 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド を テ ン プ レ ー ト と し て 増 幅

し た 。 そ れ ぞ れ の PCR 産 物 を pCR - b l u n t  I I - T O P O  v e c t o r に ク ロ

ー ニ ン グ し た 後 、 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。 VH 遺 伝 子 と CH 遺 伝 子 を

連 結 し た 後 、 pCD N A  3 . 1 ( + ) / N e o  e x p r e s s i o n  v e c t o r に ラ イ ゲ ー シ

ョ ン し た 。 こ の 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 塩 基 配 列 を 確 認 し た (図 23 )。

塩 基 配 列 を 基 に し て ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 し た と こ ろ 、 可 変 領 域 が

mAb  2 - 4、 定 常 領 域 が 猫 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 特 徴 を 持 つ こ と

が 確 認 さ れ た 。 VL 遺 伝 子 と CL 遺 伝 子 に つ い て も 塩 基 配 列 を 解 析

し た 。 塩 基 配 列 を 基 に し て ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 し た と こ ろ 、 可 変

領 域 が mAb  2 - 4、 定 常 領 域 が 猫 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 特 徴 を 持

つ こ と が 確 認 さ れ た (図 24)。  

 

2 .  精 製 mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の we s t e r n  b l o t  

a n a l y s i s  

C h i m e r i c  m A b  2 - 4 を 精 製 し た 後 、 mo u s e  m A b  2 - 4 と 共 に wes t e r n  

b l o t t i n g で 解 析 し た 。 還 元 し て い な い mou s e  m A b  2 - 4 ま た は

chi m e r i c  m A b  2 - 4 の 場 合 、 分 子 量 13 5  k D a 以 上 の 位 置 に ス メ ア 状
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の バ ン ド が 認 め ら れ た (図 25A )。 de t e c t i o n  a n t i b o d y と し て 抗

mou s e  I g G 抗 体 を 用 い た 場 合 、 mou s e  m A b  2 - 4 の la n e に は バ ン ド

が 認 め ら れ た が 、 chi m e r i c  m A b  2 - 4 の la n e に は バ ン ド は 認 め ら

れ な か っ た 。 一 方 、 det e c t i o n  a n t i b o d y と し て 抗 fel i n e  I g G 抗

体 を 用 い た 場 合 、 chi m e r i c  m A b  2 - 4 の la n e に は バ ン ド が 認 め ら

れ た が 、 mo u s e  m A b  2 - 4 の la n e に は 認 め ら れ な か っ た 。  

還 元 し た mou s e  m A b  2 - 4 ま た は chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 泳 動 し た

場 合 、 分 子 量 50  k D a お よ び 25 k D a 付 近 に バ ン ド が 認 め ら れ た (図

25B )。 de t e c t i o n  a n t i b o d y と し て 抗 mou s e  I g G  a n t i b o d y を 用 い

た 場 合 に は mou s e  m A b  2 - 4 の 50  k D a お よ び 25 k D a の バ ン ド が 認

め ら れ た 。 Chi m e r i c  m A b  2 - 4 の la n e で は バ ン ド は 認 め ら れ な か

っ た 。 Det e c t i o n  a n t i b o d y と し て 抗 fel i n e  I g G 抗 体 を 用 い た 場

合 に は mou s e  m A b  2 - 4 の 25  k D a 付 近 の バ ン ド と chi m e r i c  m A b  2 - 4

の 50  k D a お よ び 25 k D a の 位 置 に バ ン ド が 認 め ら れ た 。  

 

 

3 .  m o u s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に 対 す

る 中 和 活 性  

精 製 mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に

対 す る 中 和 活 性 を 第 3 章 で 実 施 し た 中 和 試 験 と 同 様 の 方 法 で 測 定

し た 。mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 は 組 換 え fTN F - a l p h a

の WE H I - 1 6 4 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 を 濃 度 依 存 的 に 中 和 し た

(図 26A )。 同 様 に 、 FIP 発 症 猫 由 来 腹 水 中 に 含 ま れ る 天 然 型  

fT N F - a l p h a に 対 す る mou s e  m A b  2 - 4  お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 の

中 和 活 性 を 確 か め た 。 Mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 は
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F I P 発 症 猫 由 来 腹 水 に よ る WEH I - 1 6 4 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 を

濃 度 依 存 的 に 中 和 し た (図 26B )。  

 

4 .  反 復 投 与 試 験 に よ る 副 反 応 お よ び mo u s e  m A b  2 - 4 ま た は

chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 の 血 清 と 反 応 さ せ た mo u s e  m A b  

2 - 4 ま た は chi m e r i c  m A b  2 - 4 の 中 和 活 性 の 変 化  

精 製 し た mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 2 ま た は 4

週 間 隔 で SPF 猫 に 繰 り 返 し 投 与 し 、 投 与 前 後 の 血 圧 お よ び 脈 拍 数

を 測 定 し た (表 5)。 5 回 の 投 与 を 通 し て 、 PBS、 mo u s e  m A b  2 - 4 ま

た は chi m e r i c  m A b  2 - 4 投 与 後 に 体 温 が 低 下 す る 傾 向 が 観 察 さ れ

た が 、 3 群 間 で 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 血 圧 お よ び 脈 拍 数

に お い て も 、 投 与 物 お よ び 投 与 回 数 に よ る 差 は 認 め ら れ ず 、 3 群

間 で 有 意 な 差 は な か っ た 。  

PB S、 mo u s e  m A b  2 - 4 ま た は chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 の

血 清 を 経 時 的 に 採 取 し た 。 採 取 し た 血 清 を mou s e  m A b  2 - 4 ま た は

chi m e r i c  m A b  2 - 4 と 反 応 さ せ 、 mo u s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  

2 - 4 の fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 の 変 化 を 測 定 し た 。 1 ま た は

5 m g / k g  の mo u s e  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 の 血 清 と mou s e  m A b  2 - 4

を 反 応 さ せ た 場 合 、mou s e  m A b  2 - 4 の 中 和 活 性 は 低 下 し た (図 27A )。

し か し 、 対 照 と し て PBS を 投 与 し た 猫 の 血 清 と mou s e  m A b  2 - 4 と

反 応 さ せ た 場 合 は  mo u s e  m A b  2 - 4 の 中 和 活 性 の 低 下 は 認 め ら れ な

か っ た 。  

1 m g / k g の ch i m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 の 血 清 と ch i m e r i c  

m A b  2 - 4 と 反 応 さ せ た 場 合 、PBS 投 与 猫 血 清 と 同 様 に chi m e r i c  m A b  

2 - 4 の 中 和 活 性 の 低 下 は 認 め ら れ な か っ た (図 27B )。 5 m g / k g の
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c h i m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 に お い て は 3 回 目 投 与 時 以 降 (初

回 投 与 後 28 日 目 以 降 )の 血 清 を chi m e r i c  m A b  2 - 4 と 反 応 さ せ た

場 合 、 chi m e r i c  m A b  2 - 4 の 中 和 活 性 が 低 下 し た (図 27B )。   
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考 察  

 

F I P は FI P V に よ り 引 き 起 こ さ れ る 致 死 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 。こ

れ ま で FIP に お け る 全 身 性 の 炎 症 に 対 し て 、ste r o i d s に 代 表 さ れ

る 免 疫 抑 制 剤 を 使 用 し た 治 療 が 実 施 さ れ て き た 。 し か し 、 既 存 の

免 疫 抑 制 剤 で は FI P の 症 状 が 一 過 性 に 改 善 す る も の の 、 生 存 期 間

お よ び qua l i t y  o f  l i f e を 改 善 す る こ と は で き な か っ た [23 ]。 一

方 、著 者 は 第 4 章 に お い て 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る fTN F - a l p h a

の 生 理 活 性 を 抑 制 す る こ と で FIP の 病 態 悪 化 が 抑 制 さ れ る こ と を

示 し た 。 即 ち 、 抗 fTN F - a l p h a  m o u s e  m A b を FI P 発 症 猫 に 投 与 す

る こ と で 、 FIP 発 症 猫 の 生 存 期 間 お よ び qua l i t y  o f  l i f e を 改 善

す る こ と を 報 告 し た 。 し か し な が ら 、 mou s e  m A b を 異 種 の 動 物 に

繰 り 返 し 投 与 し た 場 合 、 副 作 用 が 生 じ る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 そ

こ で 著 者 は 第 5 章 に お い て 、 抗 fTN F - a l p h a  m o u s e  m A b を 改 変 し

た mou s e - f e l i n e  c h i m e r i c  m A b ( c h i m e r i c  m A b  2 - 4 )を 作 製 す る と

と も に 、fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を 調 べ た 。ま た 、精 製 し た

mou s e  m A b  2 - 4 お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 猫 に 反 復 投 与 す る こ と

で 、 fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  r e s p o n s e の 誘 導 能 が 変 化 す る

か 否 か に つ い て も 検 討 し た 。  

抗 fTN F - a l p h a  m o u s e  m A b  2 - 4 の 可 変 領 域 を 猫 抗 体 の 定 常 領 域

に 結 合 さ せ た chi m e r i c  m A b  2 - 4 を FO 細 胞 に 発 現 さ せ た 。mou s e  m A b  

2 - 4 と ch i m e r i c  m A b  2 - 4 を 精 製 後 、 wes t e r n  b l o t t i n g に よ る 性

状 解 析 を 行 っ た 。 抗 mou s e  I g G 抗 体 は mou s e  m A b  2 - 4 に 反 応 し た

が 、 chi m e r i c  m A b  2 - 4 と は 反 応 し な か っ た 。 一 方 、 抗 fel i n e  I g G
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抗 体 は mou s e  m A b  2 - 4 に 対 し て 反 応 し な か っ た が 、 ch i m e r i c  m A b  

2 - 4 と 反 応 し た 。 即 ち 、 chi m e r i c  m A b  2 - 4 は 猫 の IgG に 類 似 し た

抗 原 性 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。ま た 、精 製 し た ch i m e r i c  m A b  2 - 4

が fT N F - a l p h a を 中 和 す る か 否 か を 確 か め た と こ ろ 、chi m e r i c  m A b  

2 - 4 は mo u s e  m A b  2 - 4 と 同 様 に 組 換 え お よ び 天 然 型 fTN F - a l p h a を

中 和 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、chi m e r i c  m A b  2 - 4 は mo u s e  m A b  2 - 4

と 同 様 に fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 能 を 保 有 す る と 共 に fel i n e  

I g G の 特 徴 を 有 す る chi m e r i c  a n t i b o d y に 改 変 さ れ て い る と 考 え

ら れ た 。  

精 製 し た mou s e  m A b  2 - 4 と ch i m e r i c  m A b  2 - 4 を 猫 に 投 与 し た 。

こ れ ら の 抗 体 を 投 与 し た 猫 で は 、 両 群 共 に 5 回 の 反 復 投 与 に お い

て 、 mAb 投 与 に よ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 の 惹 起 は 観 察 さ れ な か

っ た 。Ume h a s h i ら は mou s e  m A b お よ び mou s e - f e l i n e  c h i m e r i c  m A b

の 反 復 投 与 試 験 と ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 惹 起 の 関 係 を 報 告 し た

[94 ]。 彼 ら の 報 告 で は 10 m g / k g の mo u s e  m A b ま た は ch i m e r i c  m A b

を 猫 に 複 数 回 投 与 し た 場 合 で は 、 い ず れ も ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応

を 惹 起 し な か っ た 。 し か し 、 50 m g / k g の mo u s e  m A b を 投 与 し た 猫

に お い て は ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 が 誘 導 さ れ た 。 こ れ ら の こ と を

踏 ま え る と 、 今 回 の 実 験 で 使 用 し た 抗 体 量 お よ び 投 与 回 数 で は ア

ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 起 こ さ な い 程 度 の 反 応 で あ っ た と 推 察 さ

れ た 。 hum a n - m o u s e  c h i m e r i c  m A b で あ る inf l i x i m a b は 通 常 3 ま

た は 5 m g / k g の 投 与 量 で ヒ ト に 反 復 投 与 さ れ て い る [2 2 ,  4 8 ,  5 0 ]。

ま た 、 mou s e  m A b  2 - 4 は 3 m g / k g の 投 与 量 で FIP 発 症 猫 に 対 し て

治 療 効 果 を 示 し た 。 こ れ ら を 踏 ま え て 我 々 は 今 回 の 投 与 量 を 設 定
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し た 。 今 後 、 高 濃 度 で の 反 復 投 与 に よ り ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 が

誘 導 さ れ る か 否 か の 実 験 の 実 施 が 望 ま れ る 。  

FI P 発 症 猫 に mou s e  m A b  2 - 4 を 単 回 投 与 す る こ と で 生 存 期 間 お

よ び qua l i t y  o f  l i f e が 改 善 す る 。 し か し 、 一 回 の 投 与 の み で は

治 療 効 果 が 得 ら れ な い 猫 も 存 在 し た 。 実 際 に 、 ant i - f T N F - a l p h a  

d r u g を FI P 発 症 猫 に 投 与 す る 場 合 、単 回 投 与 の み で 治 療 効 果 が 得

ら れ る と は 考 え に く い 。即 ち 、FIP の 治 療 の 際 に は 猫 に 対 し て mAb  

2 - 4 を 複 数 回 投 与 す る 必 要 が あ る 。 し か し な が ら 、 mo u s e  m A b を

複 数 回 投 与 し た 場 合 に は 、 上 述 の よ う に ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 が

惹 起 さ れ る 可 能 性 に 加 え 、 mo u s e  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 に お い て

fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  r e s p o n s e が 誘 導 さ れ る こ と で 、

fTN F - a l p h a に 対 す る 反 応 性 が 低 下 し 、治 療 効 果 が 弱 ま る 可 能 性 も

考 え ら れ る 。 Chi m e r i c  m A b  2 - 4 も 可 変 部 位 が マ ウ ス 由 来 の タ ン パ

ク 質 で あ り 、 mou s e  m A b  2 - 4 と 同 様 に fel i n e  a n t i - c h i m e r i c  

a n t i b o d y が 産 生 さ れ る 可 能 性 は 否 定 で き な い 。 そ こ で 、 mAb を 投

与 し た 猫 に fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y ま た は fel i n e  

a n t i - c h i m e r i c  a n t i b o d y が 誘 導 さ れ る か 否 か を 調 べ た 。mou s e  m A b  

2 - 4 を 投 与 し た 猫 の 血 清 中 に は 初 回 投 与 後 か ら mou s e  I g G に 対 す

る fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y が 誘 導 さ れ 、 mo u s e  m A b  2 - 4 の

fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 効 果 が 減 弱 し た 。 一 方 、 1 m g / k g の

ch i m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 で は fel i n e  a n t i - c h i m e r i c  

a n t i b o d y の 誘 導 は 認 め ら れ な か っ た 。 即 ち 、 mo u s e  m A b  2 - 4 を

ch i m e r i c  m A b  2 - 4 に 改 変 す る こ と で fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y

が 誘 導 さ れ に く く な る こ と が 推 察 さ れ た 。 こ の こ と を 踏 ま え る と 、

chi m e r i c  m A b  2 - 4 は 猫 に 反 復 投 与 し て も 治 療 効 果 が 低 下 す る こ と
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は な い と 考 え ら れ た 。 し か し 、 5 m g / k g の ch i m e r i c  m A b  2 - 4 を 投

与 し た 猫 で は 2 回 投 与 以 降 に fel i n e  a n t i - c h i m e r i c  a n t i b o d y の

誘 導 が 認 め ら れ た 。 即 ち 、 ch i m e r i c  m A b  2 - 4 で も 、 投 与 量 を 多 く

す る と fel i n e  a n t i - c h i m e r i c  a n t i b o d y が 産 生 さ れ る こ と が 強 く

示 唆 さ れ た 。 inf l i x i m a b で も 同 様 に 、 hum a n  a n t i - c h i m e r i c  

a n t i b o d y の 産 生 に 伴 う 治 療 効 果 の 減 弱 が 認 め ら れ て い る [21 ]。し

か し 、 inf l i x i m a b を 投 与 す る 際 に 免 疫 抑 制 剤 の 一 つ で あ る

met h o t r e x a t e ( M T X )を 一 緒 に 投 与 す る と hum a n  a n t i - c h i m e r i c  

a n t i b o d y の 産 生 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。 MTX に は 液 性 免 疫

応 答 を 抑 制 す る 作 用 が あ り 、 こ れ に 伴 い inf l i x i m a b 投 与 後 に お

け る hum a n  a n t i - c h i m e r i c  a n t i b o d y の 産 生 も 低 下 す る と 考 え ら

れ て い る [4 8 ,  5 0 ]。 Ch i m e r i c  m A b  2 - 4 の 使 用 に お い て も MTX と 併

用 す る こ と で fel i n e  a n t i - c h i m e r i c  a n t i b o d y の 産 生 を 抑 制 す る

こ と が 可 能 か も し れ な い 。 今 後 、 ca t  w i t h  F I P に 対 し て chi m e r i c  

m A b  2 - 4 を 投 与 す る 際 に MTX と の 併 用 が 可 能 か 否 か を 検 討 す る 必

要 が あ る 。  

第 5 章 に お い て 著 者 は 、 抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 の 可 変 領 域 を

猫 抗 体 の 定 常 領 域 に 結 合 さ せ た mou s e - f e l i n e  c h i m e r i c  m A b  2 - 4

を 作 製 し 、fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 能 が 維 持 さ れ て い る こ と を 確

認 し た 。 さ ら に 、 作 製 し た chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 猫 に 投 与 し た 場

合 、 猫 に 対 す る fe l i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  r e s p o n s e の 誘 導 能

が mou s e  m A b  2 - 4 と 比 較 し て 減 弱 し て い る こ と を 確 か め た 。 今 後

は 、 FIP 発 症 猫 に 実 際 に 投 与 す る 際 の 適 切 な 投 与 量 と 投 与 回 数 の

検 討 を 行 い 、 FIP に 対 す る 有 効 な 治 療 薬 と し て の 可 能 性 を 調 べ る

こ と が 望 ま れ る 。   
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小 活  

 

F I P は FI P V の 感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 致 死 性 炎 症 性 疾 患 で あ

り 、 そ の 病 態 悪 化 に は ウ イ ル ス 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ 単 球 か ら 産

生 さ れ る fTN F - a l p h a が 深 く 関 わ っ て い る 。 著 者 は fTN F - a l p h a に

対 し て 高 い 中 和 活 性 を 有 す る 抗 fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 を 産 生 す る

ハ イ ブ リ ド ー マ を 第 3 章 に て 樹 立 し た 。 さ ら に 第 3 章 お よ び 第 4

章 に て 、 こ の mou s e  m A b  2 - 4 は 、 fTN F - a l p h a に よ っ て 誘 導 さ れ る

FIP の 病 態 の 悪 化 を 改 善 す る こ と を in v i t r o お よ び in  v i v o の 系

で 明 ら か に し た 。 し か し 、 本 抗 体 は マ ウ ス 由 来 の 抗 体 で あ り 猫 に

対 し て 異 種 の タ ン パ ク 質 で あ る 。 即 ち 、 fel i n e  a n t i - m o u s e  

a n t i b o d y が 誘 導 さ れ る こ と で 、 mou s e  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に

対 す る 反 応 性 が 低 下 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 そ こ で 著 者 は 第 5

章 に お い て 、 mou s e  m A b  2 - 4 の 可 変 領 域 を 猫 抗 体 の 定 常 領 域 に 結

合 さ せ た mou s e - f e l i n e  c h i m e r i c  m A b  ( c h i m e r i c  m A b  2 - 4 )を 作 製

し た 。 chi m e r i c  m A b  2 - 4 は mo u s e  m A b  2 - 4 と 同 等 の fTN F - a l p h a

に 対 す る 中 和 能 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。精 製 し た mo u s e  m A b  2 - 4

お よ び chi m e r i c  m A b  2 - 4 を 猫 に 反 復 投 与 し 、 fe l i n e  a n t i - m o u s e  

a n t i b o d y  r e s p o n s e の 誘 導 能 の 変 化 を 調 べ た 。 mou s e  m A b  2 - 4 を

投 与 し た 猫 の 血 清 中 に は fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y が 誘 導 さ

れ る と と も に 、 mo u s e  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 効 果 が

明 ら か に 減 弱 し た 。 一 方 、 ch i m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 に お い

て は 、 fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  r e s p o n s e が mo u s e  m A b  2 - 4

を 投 与 し た 猫 と 比 較 し て 減 弱 し て い た 。 以 上 の 結 果 か ら 、
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c h i m e r i c  m A b  2 - 4 は mo u s e  m A b  2 - 4 よ り も FIP の 治 療 薬 と し て 有

用 で あ る と 考 え ら れ た 。 今 後 は 、 FI P 発 症 猫 に 実 際 に 投 与 す る 際

の 適 切 な 投 与 量 と 投 与 回 数 の 検 討 を 行 い 、 FIP に 対 す る 有 効 な 治

療 薬 と し て の 可 能 性 を 調 べ る こ と が 望 ま れ る 。



表4 mAb 2-4可変領域および猫イムノグロブリン定常領域のプライマーの塩基配列 

  Orientation Sequence 

HV 
Forward 5'-AAGCTTGCCGCCACCATGGCCTGGCTGTGGAACTT-3' 

Reverse 5'-GGATCCACTCACCTGAGGAGACGGTGACCGT-3' 

LV 
Forward 5'-AAGCTTGCCGCCACCATGGCCCCGTCTATTCAGTT-3' 

Reverse 5'-GGATCCACTTATTGATTTCCAGCTT-3' 

CH 
Forward 5'-GGTGAGTGGATCCAGACCACGGCCCCATCG-3' 

Reverse 5'-TGCTCATTTACCCGGAGA-3' 

CL 
Forward 5'-AAGTGGATCCAGAGTGATGCTCAGCCATCT-3' 

Reverse 5'-CTACTCTCTCTGACACTCGCTCCT-3' 



Dose of mAbs (mg/ml) Parameter
First
injection
(Day 0)

Second
injection
(Day 14)

Third
injection
(Day 28)

Fourth
injection
(Day 42)

Fifth
injection
(Day 72)

PBS (control) 0 Blood pressures (systolic blood pressure/diastolic blood pressure, mmHg) Pre injection 1) 182.0/162.7 162.3/129.7 169.3/140.7 179.7/152.0 163.7/140.0
Post injection 2) 164.0/146.3 156.0/142.0 156.3/139.0 158.3/131.7 209.7/139.7

Body tempreture (℃) Pre injection 1) 39.2 38.6 38.9 38.8 39.0
Post injection 2) 38.2 38.0 38.0 38.3 37.4

Heart rate (BPM) Pre injection 1) 138.0 130.0 151.0 115.3 121.0
Post injection 2) 136.3 140.7 140.7 113.7 114.7

Mouse mAb 2-4 1 Blood pressures (systolic blood pressure/diastolic blood pressure, mmHg) Pre injection 1) 192.3/162.7 156.0/130.7 151.3/117.0 179.0/165.0 169.3/113.0
Post injection 2) 156.0/126.7 168.0/116.7 143.0/121.0 208.7/168.7 156.7/114.0

Body tempreture (℃) Pre injection 1) 39.3 38.7 38.2 38.8 39.0
Post injection 2) 38.0 36.9 36.1 37.5 38.9

Heart rate (BPM) Pre injection 1) 128.7 135.3 125.0 114.0 136.3
Post injection 2) 129.0 115.7 127.0 114.3 128.0

5 Blood pressures (systolic blood pressure/diastolic blood pressure, mmHg) Pre injection 1) 160.7/134.0 161.3/116.3 159.7/135.0 189.7/156.0 153.3/95.0
Post injection 2) 148.7/128.7 170.7/152.0 145.3/93.3 126.3/98.3 165.0/93.3

Body tempreture (℃) Pre injection 1) 38.6 37.7 37.3 38.6 38.8
Post injection 2) 38.0 37.7 36.9 38.3 38.2

Heart rate (BPM) Pre injection 1) 141.0 142.0 127.0 146.0 145.0
Post injection 2) 144.7 131.3 131.7 140.7 138.7

Chimeric mAb 2-4 1 Blood pressures (systolic blood pressure/diastolic blood pressure, mmHg) Pre injection 1) 160.7/132.3 186.7/161.7 196.7/146.0 188.0/157.3 168.7/136.0
Post injection 2) 161.3/113.0 149.3/128.3 140.7/120.3 161.7/127.3 142.7/120.3

Body tempreture (℃) Pre injection 1) 38.6 38.9 38.3 38.5 38.6
Post injection 2) 37.5 37.9 36.8 37.9 37.9

Heart rate (BPM) Pre injection 1) 105.0 141.3 141.7 108.0 115.0
Post injection 2) 86.7 138.0 132.0 120.3 113.0

5 Blood pressures (systolic blood pressure/diastolic blood pressure, mmHg) Pre injection 1) 172.7/136.0 175.0/138.7 164.7/140.3 160.7/152.0 178.3/140.3
Post injection 2) 149.3/103.3 163.3/143.3 149.0/113.3 175.3/147.0 148.3/99.3

Body tempreture (℃) Pre injection 1) 39.8 38.7 39.1 39.4 39.2
Post injection 2) 38.1 38.4 38.2 38.2 38.7

Heart rate (BPM) Pre injection 1) 146.3 153.0 139.0 116.3 131.3
Post injection 2) 145.0 148.0 134.7 115.7 135.7

表5　mAb投与猫の血圧、体温および心拍数

1) PBSまたはmAbを投与する直前

2) PBSまたはmAbを投与した10分後
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図21 chimeric mAb 2-4発現ベクターのplasmid map 
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図22 CH、CL、VHおよびVL fragments 

各遺伝子のPCR産物を1.5% agarose gelで電気泳動した。 

bp 

Marker 



    |=Leader========================================================================|-FR1---------------------------------------------------------------------------  
      1  M   A   P   S   I   Q   F   L   G   L   L   L   F   W   L   H   G   A   Q   C   D   I   Q   M   T   Q   S   P   S   S   L   S   A   S   L   G   G   K   V   T   40    
      1 ATG GCC CCG TCT ATT CAG TTC CTG GGG CTC TTG TTG TTC TGG CTT CAT GGT GCT CAG TGT GAC ATC CAG ATG ACA CAG TCT CCG TCC TCA CTG TCT GCG TCT CTG GGA GGC AAA GTC ACC  120      
 
 
        -FR1-------------------|_CDR1__________________|-FR2---------------------------------------------------------------|_CDR2______|-FR3---------------------------   
     41  I   T   C   K   A   S   Q   D   I   N   N   Y   V   A   W   Y   Q   H   K   P   G   K   G   P   W   L   L   I   H   Y   T   S   T   L   Q   P   G   I   P   S   80  
    121 ATC ACT TGC AAG GCA AGC CAG GAC ATT AAC AAC TAT GTA GCT TGG TAC CAA CAC AAG CCT GGA AAA GGT CCT TGG CTG CTC ATA CAT TAC ACA TCT ACA TTA CAG CCA GGC ATC CCA TCA  240  
 
       
        -FR3-----------------------------------------------------------------------------------------------------------|_CDR3__________________________|-FR4-----------  
     81  R   F   S   G   S   G   S   G   R   D   Y   S   F   S   I   S   N   L   E   P   E   D   V   A   T   Y   Y   C   L   Q   Y   D   N   L   L   S   F   G   G   G   120  
    241 AGG TTC AGT GGA AGT GGG TCT GGG AGA GAT TAT TCC TTC AGC ATC AGT AAC CTG GAG CCT GAA GAT GTT GCA ACT TAT TAT TGT CTA CAG TAT GAT AAT CTT CTG TCG TTC GGT GGA GGC  360  
 
       
        -FR4-------------------|_linker_______|-fIg L chain constant--------------------------------------------------------------------------------------------------- 
    121  T   K   L   E   I   N   K   W   I   Q   S   D   A   Q   P   S   V   F   L   F   Q   P   S   L   D   E   L   H   T   G   S   A   S   I   V   C   I   L   N   D   160  
    361 ACC AAG CTG GAA ATC AAT AAG TGG ATC CAG AGT GAT GCT CAG CCA TCT GTC TTT CTC TTC CAA CCA TCT CTG GAC GAG TTA CAT ACA GGA AGT GCC TCT ATC GTG TGC ATA TTG AAT GAC  480  
 
     
    -fIg L chain constant------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
    161  F   Y   P   K   E   V   N   V   K   W   K   V   D   G   V   V   Q   N   K   G   I   Q   E   S   T   T   E   Q   N   S   K   D   S   T   Y   S   L   S   S   T   200  
    481 TTC TAC CCC AAA GAG GTC AAT GTC AAG TGG AAA GTG GAT GGC GTA GTC CAA AAC AAA GGC ATC CAG GAG AGC ACC ACA GAG CAG AAC AGC AAG GAC AGC ACC TAC AGC CTC AGC AGC ACC  600  
 
     
        -fIg L chain constant------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------| 
    201  L   T   M   S   S   T   E   Y   Q   S   H   E   K   F   S   C   E   V   T   H   K   S   L   A   S   T   L   V   K   S   F   N   R   S   E   C   Q   R   E   *   240  
    601 CTG ACG ATG TCC AGT ACG GAG TAC CAA AGT CAT GAA AAG TTC TCC TGC GAG GTC ACT CAC AAG AGC CTG GCC TCC ACC CTC GTC AAG AGC TTC AAC AGG AGC GAG TGT CAG AGA GAG TAG  720  
 

図24 chimeric mAb 2-4軽鎖の推定塩基配列および推定アミノ酸配列 



75 

kDa 

63 

48 

100 

135 
180 

75 

kDa 

63 

48 

100 

135 
180 

Anti- 
mouse IgG 

Anti- 
feline IgG 

A Detection antibody 

1 2 3 4 5 6 

図25 精製mouse mAb 2-4およびchimeric mAb 2-4のwestern blot analysis 
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mouse mAb 2-4およびchimeric mAb 2-4をreducingまたはnon-reducing conditions において 
12.5% polyacrylamide gelで電気泳動した。mouse mAb 2-4およびchimeric mAb 2-4を 
抗mouse IgG抗体または抗feline IgG抗体を用いて検出した。 
Lane 1および4; marker、Lane 2および5; mouse mAb 2-4、Lane 3および6; chimeric mAb 2-4。 
 (A) Non-reducing condition.  (B) Reducing condition. 
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図26 mouse mAb 2-4およびchimeric mAb 2-4のfTNF-alphaに対する中和活性 
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階段希釈した精製抗fTNF-alpha mAbとfTNF-alphaを等量混合し37℃で60分間反応させた。反応させた検体とWEHI-164細胞
（1×106cells/ml）を各50μl/wellずつ96穴プレートに加え混和し、37℃で24時間培養した。培養後、WST-8を10μl/well加え、
37℃、60分間呈色反応を行った。 
(A)組換えfTNF-alpha （10 ng/ml） (B) 天然型fTNF-alpha （FIP発症猫腹水） 



図27 mouse mAb 2-4またはchimeric mAb 2-4を投与した猫の血清と反応させたmouse mAb 2-4または 
    chimeric mAb 2-4の中和活性の変化 
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PBS PBS 
Chimeric 
mAb 2-4 
(1mg/kg) 

Chimeric 
mAb 2-4 
(5mg/kg) 

A B 

Mouse 
mAb 2-4 
(1mg/kg) 

Mouse 
mAb 2-4 
(5mg/kg) 

First injection (0 day after first  injection) 

Second injection (14 days after first injection) 

Third injection (28 days after first injection) 

Fourth injection (42 days after first injection) 

First injection (0 day after first injection) 

Second injection (14 days after first injection) 

Third injection (28 days after first injection) 

Fourth injection (42 days after first injection) 

mAb投与猫血清とmouse mAb 2-4またはchimeric mAb 2-4を1時間反応させた。その後、各反応物に組換えfTNF-alpha 
(最終濃度10 ng/ml)を加えた。さらに1時間後、反応物をWEHI-164細胞に接種した。24時間後におけるfTNF-alphaの 
WEHI-164細胞に対する細胞傷害率を測定し、mouse mAb 2-4およびchimeric mAb 2-4のfTNF-alphaに対する中和活性を算出した。 
（A） PBSまたはmouse mAb 2-4を投与した猫の血清と反応させたmouse mAb 2-4の組換えfTNF-alphaに対する中和活性  
（B） PBSまたはchimeric mAb 2-4を投与した猫の血清と反応させたchimeric mAb 2-4の組換えfTNF-alphaに対する中和活性 
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総 括  

 

F I P は FI P V の 感 染 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 致 死 性 の ウ イ ル ス 感 染

症 で あ る 。過 去 40 年 に 渡 っ て 、FIP を 治 療 す る た め に 国 内 外 で 様 々

な 研 究 が 行 わ れ て き た が 、 い ま だ に FIP に 対 す る 有 効 な 治 療 方 法

は 確 立 し て い な い 。著 者 は 、FIP V の 感 染 様 式 お よ び FI P の 病 態 を

踏 ま え て 、 FIP の 治 療 薬 の 開 発 を 試 み た 。  

近 年 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に し た pep t i d e が 抗

ウ イ ル ス 薬 と し て 注 目 さ れ て い る 。 そ れ ら の pep t i d e は ウ イ ル ス

構 成 蛋 白 質 ま た は 細 胞 の ウ イ ル ス レ セ プ タ ー と 結 合 し 、 ウ イ ル ス

の 感 染 を 阻 害 す る 。 FIP V で も こ の よ う な pep t i d e が 抗 FIP V 効 果

を 示 す 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 そ こ で 著 者 は 第 2 章 に お い て 野 外 で

流 行 の 多 い I 型 FI P V で あ る KU- 2 株 の S 蛋 白 質  S1  領 域 の ア ミ ノ

酸 配 列 を 参 考 に 、 30 種 の ove r l a p p i n g  p e p t i d e を 合 成 し 、 そ れ ら

の FIP V に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 調 べ た 。 pep t i d e の I 型  F I P V に

対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 評 価 す る に 当 た り 、 ま ず 、 株 化 細 胞 に お い

て 増 殖 性 が 乏 し い I 型  FI P V の 感 染 効 率 を 増 加 さ せ る 方 法 を 検 討

し た 。 そ の 結 果 、 ポ リ カ チ オ ン を 含 む med i u m で ウ イ ル ス を 希 釈

す る こ と で I 型  F I P V の 感 染 効 率 が お よ そ 4 倍 に 上 昇 す る こ と が

明 ら か と な っ た 。 そ こ で 以 後 の 実 験 で は 、 ポ リ カ チ オ ン を 添 加 し

た med i u m を 用 い て 実 施 し た 。 30 種 の pep t i d e の う ち 、 I-S 1 - 8、

I- S 1 - 9 ,  I - S 1 - 1 0 ,  I - S 1 - 1 6 お よ び  I - S 1 - 2 2 が I 型 FI P V  K U - 2 株

の 感 染 を 有 意 に 減 少 さ せ た 。 こ れ ら の pep t i d e の う ち 、 特 に 高 い

感 染 抑 制 効 果 を 示 し た I-S 1 - 9 お よ び I-S 1 - 1 6 を 用 い て 他 の I 型
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お よ び II 型  F I P V 株 、猫 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス  (F H V )、お よ び 猫 カ リ

シ ウ イ ル ス  (F C V )に 対 す る 感 染 抑 制 効 果 を 調 べ た 。 こ れ ら

pe p t i d e は I 型 お よ び II 型  F I P V の 感 染 を 特 異 的 に 抑 制 し た が 、

FHV お よ び FCV の 感 染 は 抑 制 し な か っ た 。 I-S 1 - 9 お よ び I-S 1 - 1 6

の 抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 細 胞 に pep t i d e を 反 応 後 、 洗 浄 す る こ と に

よ り 減 少 し た 。 特 に I-S 1 - 9 は FI P V の 細 胞 へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻

害 し 、 FIP V の 感 染 効 率 を 低 下 さ せ る 可 能 性 が 推 察 さ れ た 。  

近 年 、 FIP の 病 態 悪 化 に は ウ イ ル ス 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 産

生 さ れ る fTN F - a l p h a が 深 く 関 わ っ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

TNF - a l p h a は 免 疫 の 誘 導 に 重 要 な サ イ ト カ イ ン で あ る が 、 過 剰 に

産 生 さ れ た 場 合 、 炎 症 性 の 免 疫 疾 患 を 引 き 起 こ す 。 ヒ ト 医 学 領 域

で は こ の よ う な 疾 患 に 対 し て TNF - a l p h a を 中 和 す る 抗 体 が 治 療 薬

と し て 用 い ら れ て い る 。こ の こ と を 踏 ま え る と 、fT N F - a l p h a を 中

和 す る 抗 体 を FIP 発 症 猫 に 投 与 す れ ば 、 そ の 症 状 を 緩 和 で き る 可

能 性 が 考 え ら れ る 。 そ こ で 著 者 は 第 3 章 に お い て fTN F - a l p h a を

認 識 す る 9 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mA b )  を 作 出 す る と と も に 、

す べ て の mAb の 組 換 え fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 お よ び IC5 0

（ 組 換 え fTN F - a l p h a の 細 胞 傷 害 活 性 を 50 %抑 制 す る mA b の 濃 度 ）

を WEH I - 1 6 4 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 試 験 を 用 い て 測 定 し た 。 全 て

の mAb が 組 換 え fT N F - a l p h a を 中 和 し た 。IC5 0 と 組 換 え fTN F - a l p h a

に 対 す る 反 応 性 の 違 い に 基 づ い て 3 種 類 の mAb を 選 抜 し 、FIP V 感

染 マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 の 天 然 型 fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 を

測 定 し た 。 そ の 結 果 、 mAb  2 - 4 が 組 換 え お よ び 天 然 型 fTN F - a l p h a

の 両 方 に 対 し て 高 い 中 和 活 性 を 有 し て い た 。さ ら に mAb  2 - 4 の FI P

治 療 薬 と し て の 有 効 性 を 確 認 す る た め fTN F - a l p h a が 関 与 す る FIP
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の 病 態 悪 化 を mAb  2 - 4 が 抑 制 で き る か 否 か を in v i t r o の 系 で 検

討 し た 。 そ の 結 果 、 mAb  2 - 4 は FI P 発 症 猫 由 来 好 中 球 の 生 存 率 の

増 加 を 抑 制 す る と と も に 、 FIP 発 症 猫 で 認 め ら れ る T リ ン パ 球 の

ア ポ ト ー シ ス に よ る 減 少 を 抑 制 す る こ と を 確 認 し た 。 即 ち 、 mAb  

2 - 4 は fT N F - a l p h a の 生 理 活 性 を 中 和 す る こ と で FIP の 病 態 悪 化 を

抑 制 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  

第 4 章 で は 、 fTN F - a l p h a を 効 率 的 に 中 和 す る mAb  2 - 4 を FI P 発

症 猫 に 投 与 し て FI P の 症 状 の 緩 和 お よ び 生 存 率 の 改 善 が 認 め ら れ

る か 否 か を 調 べ た 。 mAb  2 - 4 を 投 与 し た 猫 で は 3 頭 中 2 頭 に お い

て 症 状 の 改 善 が 認 め ら れ る と と も に 、 実 験 終 了 時 ま で FIP 発 症 は

認 め ら れ な か っ た 。 一 方 、 対 照 群 の 猫 で は 、 3 頭 全 て が FIP を 発

症 し た 。 mA b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 で は 、 抗 体 投 与 後 に 血 漿 中 の

alp h a 1 -酸 性 糖 蛋 白 質 お よ び 血 管 増 殖 因 子 濃 度 の 改 善 が 認 め ら れ

る と と も に 、 末 梢 血 リ ン パ 球 数 の 回 復 も 認 め ら れ た 。 即 ち 、 抗

fTN F - a l p h a  m A b  2 - 4 が FI P の 治 療 に 有 効 で あ る こ と が 強 く 示 唆 さ

れ た 。  

第 4 章 の 結 果 か ら 、 mAb  2 - 4 は FI P の 治 療 薬 と し て 有 用 と な る

可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ た 。 し か し 、 本 抗 体 は マ ウ ス 由 来 の 抗 体 で

あ り 猫 に 対 し て 異 種 の 蛋 白 質 で あ る 。 即 ち 、 fe l i n e  a n t i - m o u s e  

a n t i b o d y が 誘 導 さ れ る こ と で 、 mou s e  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に

対 す る 反 応 性 が 低 下 す る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 そ こ で 著 者 は 第 5

章 に お い て 、 mou s e  m A b  2 - 4 の 可 変 領 域 を 猫 抗 体 の 定 常 領 域 に 結

合 さ せ た mou s e - f e l i n e  c h i m e r i c  m A b  ( c h i m e r i c  m A b  2 - 4 )の 作 製

を 試 み た 。 著 者 が 作 製 し た chi m e r i c  m A b  2 - 4 は 、 抗 猫 IgG 抗 体

と 反 応 し 、 fTN F - a l p h a に 対 す る 中 和 活 性 も mou s e  m A b  2 - 4 と 同 等
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で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 そ こ で 、 精 製 し た chi m e r i c  m A b  2 - 4

お よ び mou s e  m A b  2 - 4 を 猫 に 反 復 投 与 し 、 fel i n e  a n t i - m o u s e  

a n t i b o d y  r e s p o n s e の 誘 導 能 の 変 化 を 調 べ た 。 mou s e  m A b  2 - 4 を

投 与 し た 猫 の 血 清 中 に は fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y が 誘 導 さ

れ る と と も に 、 mo u s e  m A b  2 - 4 の fT N F - a l p h a に 対 す る 中 和 効 果 が

明 ら か に 減 弱 し た 。 一 方 、 ch i m e r i c  m A b  2 - 4 を 投 与 し た 猫 に お い

て は 、 fel i n e  a n t i - m o u s e  a n t i b o d y  r e s p o n s e が mo u s e  m A b  2 - 4

を 投 与 し た 猫 と 比 較 し て 減 弱 し て い た 。 以 上 の 結 果 か ら 、

chi m e r i c  m A b  2 - 4 は mo u s e  m A b  2 - 4 よ り も FIP の 治 療 薬 と し て 有

用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

著 者 は 本 論 文 に お い て 抗 FIP V 活 性 を 有 す る pep t i d e を 同 定 す

る と と も に 、 抗 fT N F - a l p h a  m A b  2 - 4 が FI P の 治 療 に 有 効 で あ る

こ と を in v i t r o お よ び in v i v o で 示 し た 。 抗 TNF - a l p h a  m A b は

抗 ウ イ ル ス 薬 と 併 用 す る こ と で ウ イ ル ス 感 染 症 に 対 す る 治 療 効

果 が 上 昇 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 mA b  2 - 4 を 単

独 で 治 療 薬 と し て 用 い る の で は な く 、 本 論 文 で 同 定 し た pep t i d e

や こ れ ま で の 研 究 で 報 告 さ れ た 抗 FI P V 薬 と 併 用 す る こ と で FIP

に 対 す る 治 療 効 果 を さ ら に 高 め る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
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c o r o n a v i r u s  i n f e c t i o n .  J .  G e n .  V i r o l .  8 4 :  2 7 3 5 - 2 7 4 4 .  

4 .  A l v a r e z ,  H . M . ,  S o ,  O . Y . ,  H s i e h ,  S . ,  S h i n s k y - B j o r d e ,  N . ,  M a ,  

H . ,  S o n g ,  Y . ,  P a n g ,  Y . ,  M a r i a n ,  M . ,  E s c a n d ó n ,  E . ,  2 0 1 2 .  

E f f e c t s  o f  P E G y l a t i o n  a n d  i m m u n e  c o m p l e x  f o r m a t i o n  o n  t h e  

p h a r m a c o k i n e t i c s  a n d  b i o d i s t r i b u t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  

i n t e r l e u k i n  1 0  i n  m i c e .  D r u g  M e t a b .  D i s p o s .  4 0 :  3 6 0 - 3 7 3 .  

5 .  A n d e r s e n ,  J . T . ,  P e h r s o n ,  R . ,  T o l m a c h e v ,  V . ,  D a b a ,  M . B . ,  

A b r a h m s é n ,  L . ,  E k b l a d ,  C . ,  2 0 1 1 .  E x t e n d i n g  h a l f - l i f e  b y  

i n d i r e c t  t a r g e t i n g  o f  t h e  n e o n a t a l  F c  r e c e p t o r  ( F c R n .  u s i n g  

a  m i n i m a l  a l b u m i n  b i n d i n g  d o m a i n .  J .  B i o l .  C h e m .  2 8 6 :  
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5 2 3 4 - 5 2 4 1 .  

6 .  B a i l e y ,  C . A . ,  M i l l e r ,  D . K . ,  L e n a r d ,  J . ,  1 9 8 4 .  E f f e c t s  o f  

D E A E - d e x t r a n  o n  i n f e c t i o n  a n d  h e m o l y s i s  b y  V S V .  E v i d e n c e  

t h a t  n o n s p e c i f i c  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  m e d i a t e  

e f f e c t i v e  b i n d i n g  o f  V S V  t o  c e l l s .  V i r o l o g y  1 3 3 :  1 1 1 - 1 1 8 .  

7 .  B a l z a r i n i ,  J . ,  K e y a e r t s ,  E . ,  V i j g e n ,  L . ,  V a n d e r m e e r ,  F . ,  

S t e v e n s ,  M . ,  D e ,  C l e r c q ,  E . ,  E g b e r i n k ,  H . ,  V a n ,  R a n s t ,  M . ,  

2 0 0 6 .  P y r i d i n e  N - o x i d e  d e r i v a t i v e s  a r e  i n h i b i t o r y  t o  t h e  

h u m a n  S A R S  a n d  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  c o r o n a v i r u s  

i n  c e l l  c u l t u r e .  J .  A n t i m i c r o b .  C h e m o t h e r .  5 7 :  4 7 2 - 4 8 1 .  

8 .  B a n k - W o l f ,  B . R . ,  S t a l l k a m p ,  I . ,  W i e s e ,  S . ,  M o r i t z ,  A . ,  

T e k e s ,  G . ,  T h i e l ,  H . J . ,  2 0 1 4  M u t a t i o n s  o f  3 c  a n d  s p i k e  

p r o t e i n  g e n e s  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  o c c u r r e n c e  o f  f e l i n e  

i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s .  V e t e r i n a r y  M i c r o b i o l o g y  1 7 3 :  

1 7 7 - 1 8 8 .  

9 .  B a r l o u g h ,  J . E . ,  S h a c k l e t t ,  B . L .  1 9 9 4 .  A n t i v i r a l  s t u d i e s  o f  

f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  i n  v i t r o .  V e t .  R e c .  

1 3 5 :  1 7 7 - 1 7 9 .  

1 0 .  B o i v i n ,  N . ,  M e n a s r i a ,  R . ,  P i r e t ,  J . ,  R i v e s t ,  S . ,  B o i v i n ,  

G . ,  2 0 1 3 .  T h e  C o m b i n a t i o n  o f  V a l a c y c l o v i r  w i t h  a n  A n t i - T N F  

A l p h a  A n t i b o d y  I n c r e a s e s  S u r v i v a l  R a t e  C o m p a r e d  t o  

A n t i v i r a l  T h e r a p y  A l o n e  i n  a  M u r i n e  M o d e l  o f  H e r p e s  S i m p l e x  

V i r u s  E n c e p h a l i t i s .  A n t i v i r a l  R e s e a r c h  1 0 0 :  6 4 9 - 6 5 3 .  

1 1 .  B o s c h ,  B . J . ,  v a n ,  d e r ,  Z e e ,  R . ,  d e ,  H a a n ,  C . A . ,  R o t t i e r ,  

P . J . ,  2 0 0 3 .  T h e  c o r o n a v i r u s  s p i k e  p r o t e i n  i s  a  c l a s s  I  v i r u s  
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f u s i o n  p r o t e i n ,  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  f u s i o n  c o r e  c o m p l e x .  J .  V i r o l .  7 7 :  

8 8 0 1 - 8 8 1 1 .  

1 2 .  B r e s l i n ,  J . J . ,  M ø r k ,  I . ,  S m i t h ,  M . K . ,  V o g e l ,  L . K . ,  

H e m m i l a ,  E . M . ,  B o n a v i a ,  A .  T a l b o t  P J . ,  S j ö s t r ö m  H . ,  N o r é n  

O . ,  H o l m e s  K V . ,  2 0 0 3 .  H u m a n  C o r o n a v i r u s  2 2 9 E :  R e c e p t o r  

B i n d i n g  D o m a i n  a n d  N e u t r a l i z a t i o n  b y  S o l u b l e  R e c e p t o r  a t  

3 7°C.  J .  V i r o l .  7 7 :  4 4 3 5 - 4 4 3 8  

1 3 .  B r o t a s ,  A . M . ,  C u n h a ,  J . M . ,  L a g o ,  E . H . ,  M a c h a d o ,  C . C . ,  

C a r n e i r o ,  S . C . ,  2 0 1 2 .  T u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r - a l p h a  a n d  t h e  

c y t o k i n e  n e t w o r k  i n  p s o r i a s i s .  A n a i s  B r a s i l e i r o s  d e  

D e r m a t o l o g i a  8 7 :  6 7 3 - 6 8 1 .  

1 4 .  C o r a p i ,  W . V . ,  O l s e n ,  C . W . ,  S c o t t ,  F . W .  1 9 9 2 .  M o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  a n a l y s i s  o f  n e u t r a l i z a t i o n  a n d  

a n t i b o d y - d e p e n d e n t  e n h a n c e m e n t  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s  v i r u s .  J .  V i r o l .  6 6 :  6 6 9 5 - 6 7 0 5 .  

1 5 .  C o r a p i ,  W . V . ,  D a r t e i l ,  R . J . ,  A u d o n n e t ,  J . C . ,  C h a p p u i s ,  

G . E .  1 9 9 5 .  L o c a l i z a t i o n  o f  a n t i g e n i c  s i t e s  o f  t h e  S  

g l y c o p r o t e i n  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  

i n v o l v e d  i n  n e u t r a l i z a t i o n  a n d  a n t i b o d y - d e p e n d e n t  

e n h a n c e m e n t .  J .  V i r o l .  6 9 :  2 8 5 8 - 2 8 6 2 .  

1 6 .  d e ,  G r o o t - M i j n e s ,  J . D . ,  v a n ,  D u n ,  J . M . ,  v a n ,  d e r ,  M o s t ,  

R . G . ,  d e ,  G r o o t ,  R . J .  2 0 0 5 .  N a t u r a l  h i s t o r y  o f  a  r e c u r r e n t  

f e l i n e  c o r o n a v i r u s  i n f e c t i o n  a n d  t h e  r o l e  o f  c e l l u l a r  

i m m u n i t y  i n  s u r v i v a l  a n d  d i s e a s e .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  7 9 :  
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1 0 3 6 - 1 0 4 4 .  

1 7 .  D u t h i e ,  S . ,  E c k e r s a l l ,  P . D . ,  A d d i e ,  D . D . ,  L a w r e n c e ,  

C . E . ,  J a r r e t t ,  O .  1 9 9 7 .  V a l u e  o f  a l p h a  1 - a c i d  g l y c o p r o t e i n  

i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s .  T h e  

V e t e r i n a r y  r e c o r d  1 4 1 :  2 9 9 - 3 0 3 .  

1 8 .  D y e ,  C . ,  a n d  S i d d e l l ,  S . G .  2 0 0 5 .  G e n o m i c  R N A  s e q u e n c e  

o f  F e l i n e  c o r o n a v i r u s  s t r a i n  F I P V  W S U - 7 9 / 1 1 6 4 .  J .  G e n  V i r o l .  

8 6 :  2 2 4 9 - 2 2 5 3 .  

1 9 .  F a u c i ,  A . S .  1 9 9 3 .  M u l t i f a c t o r i a l  n a t u r e  o f  h u m a n  

i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  d i s e a s e ,  i m p l i c a t i o n s  f o r  t h e r a p y .  

S c i e n c e  2 6 2 :  1 0 1 1 - 1 0 1 8 .  

2 0 .  H a i n s w o r t h ,  J . D .  2 0 0 0 ,  M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t h e r a p y  i n  

l y m p h o i d  m a l i g n a n c i e s .  O n c o l o g i s t  5 :  3 7 6 - 3 8 4  

2 1 .  H a n a u e r ,  S . B .  1 9 9 9 .  R e v i e w  a r t i c l e :  s a f e t y  o f  

i n f l i x i m a b  i n  c l i n i c a l  t r i a l s .  A l i m e n t  P h a r m a c o l .  T h e r .  4 :  

1 6 - 2 2 .  

2 2 .  H a n a u e r ,  S . B . ,  F e a g e n ,  B . G . ,  L i c h t e n s t e i n ,  G . R . ,  M a y e r ,  

L . F . ,  S c h r e i b e r ,  S . ,  C o l o m b e l  J . F . ,  R a c h m i l e w i t z ,  D . ,  

R a c h m i l e w i t z ,  D . ,  W o l f ,  D . C . ,  O l s o n ,  A . ,  B a o ,  W . ,  R u t g e e r t s ,  

P .  2 0 0 2 .  M a i n t e n a n c e  i n f l i x i m a b  f o r  C r o h n ' s  d i s e a s e :  t h e  

A C C E N T  I  r a n d o m i s e d  t r i a l .  L a n c e t  3 5 9 :  1 5 4 1 - 1 5 4 9 .  

2 3 .  H a r t m a n n ,  K . ,  a n d  R i t z ,  S .  2 0 0 8 .  T r e a t m e n t  o f  c a t s  w i t h  

f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s .  V e t e r i n a r y  I m m u n o l o g y  a n d  

I m m u n o p a t h o l o g y  1 2 3 :  1 7 2 - 1 7 5 .  

2 4 .  H e ,  Y . ,  2 0 1 3 .  S y n t h e s i z e d  p e p t i d e  i n h i b i t o r s  o f  H I V - 1  
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g p 4 1 - d e p e n d e n t  m e m b r a n e  f u s i o n .  C u r r .  P h a r m .  D e s .  1 9 :  

1 8 0 0 - 1 8 0 9 .  

2 5 .  H i r a n o ,  N . ,  S u d a ,  W . ,  O n o ,  K . ,  M u r a k a m i ,  T . ,  M a t u m o t o ,  

M .  1 9 7 8 .  E f f e c t  o f  d i e t h y l a m i n o e t h y l - d e x t r a n  o n  p l a q u e  

f o r m a t i o n  o f  m o u s e  h e p a t i t i s  v i r u s .  J p n .  J .  E x p .  M e d .  4 8 :  

2 6 5 - 2 6 7 .  

2 6 .  H o h d a t s u ,  T . ,  I z u m i y a ,  Y . ,  Y o k o y a m a ,  Y . ,  K i d a ,  K . ,  

K o y a m a ,  H .  1 9 9 8 .  D i f f e r e n c e s  i n  v i r u s  r e c e p t o r  f o r  t y p e  I  

a n d  t y p e  I I  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s .  A r c h .  

V i r o l .  1 4 3 :  8 3 9 - 8 5 0 .  

2 7 .  H o h d a t s u ,  T . ,  N a k a m u r a ,  M . ,  I s h i z u k a ,  Y . ,  Y a m a d a ,  H . ,  

K o y a m a ,  H .  1 9 9 1 .  A  s t u d y  o n  t h e  m e c h a n i s m  o f  

a n t i b o d y - d e p e n d e n t  e n h a n c e m e n t  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s  v i r u s  i n f e c t i o n  i n  f e l i n e  m a c r o p h a g e s  b y  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  A r c h .  V i r o l .  1 2 0 :  2 0 7 - 2 1 7 .  

2 8 .  H o h d a t s u ,  T . ,  O k a d a ,  S . ,  I s h i z u k a ,  Y . ,  Y a m a d a ,  H . ,  

K o y a m a ,  H .  1 9 9 2 .  T h e  p r e v a l e n c e  o f  t y p e s  I  a n d  I I  f e l i n e  

c o r o n a v i r u s  i n f e c t i o n s  i n  c a t s .  J .  V e t .  M e d .  S c i .  5 4 :  

5 5 7 - 5 6 2 .  

2 9 .  H o h d a t s u ,  T . ,  O k a d a ,  S . ,  K o y a m a ,  H .  1 9 9 1 .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  f e l i n e  

i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  t y p e  I I  a n d  a n t i g e n i c  

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  f e l i n e ,  p o r c i n e ,  a n d  c a n i n e  

c o r o n a v i r u s e s .  A r c h .  V i r o l .  1 1 7 :  8 5 - 9 5 .  

3 0 .  H o h d a t s u ,  T . ,  S a s a m o t o ,  T . ,  O k a d a ,  S . ,  K o y a m a ,  H .  1 9 9 1 .  
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A n t i g e n i c  a n a l y s i s  o f  f e l i n e  c o r o n a v i r u s e s  w i t h  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  ( M A b s . ,  p r e p a r a t i o n  o f  M A b s  w h i c h  d i s c r i m i n a t e  

b e t w e e n  F I P V  s t r a i n  7 9 - 1 1 4 6  a n d  F E C V  s t r a i n  7 9 - 1 6 8 3 .  V e t .  

M i c r o b i o l .  2 8 :  1 3 - 2 4 .  

3 1 .  H o h d a t s u ,  T . ,  T a t e k a w a ,  T . ,  K o y a m a ,  H .  1 9 9 5 .  

E n h a n c e m e n t  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  t y p e  I  

i n f e c t i o n  i n  c e l l  c u l t u r e s  u s i n g  l o w - s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n .  

J .  V i r o l .  M e t h o d s  5 1 :  3 5 7 - 3 6 2 .  

3 2 .  H o h d a t s u ,  T . ,  Y a m a d a ,  H . ,  I s h i z u k a ,  Y . ,  K o y a m a ,  H .  1 9 9 3 .  

E n h a n c e m e n t  a n d  n e u t r a l i z a t i o n  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s  v i r u s  i n f e c t i o n  i n  f e l i n e  m a c r o p h a g e s  b y  

n e u t r a l i z i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  r e c o g n i z i n g  d i f f e r e n t  

e p i t o p e s .  M i c r o b i o l .  I m m u n o l .  3 7 :  4 9 9 - 5 0 4 .  

3 3 .  H o h d a t s u ,  T . ,  Y a m a d a ,  M . ,  T o m i n a g a ,  R . ,  M a k i n o ,  K . ,  K i d a ,  

K . ,  K o y a m a ,  H .  1 9 9 8 .  A n t i b o d y - d e p e n d e n t  e n h a n c e m e n t  o f  

f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  i n f e c t i o n  i n  f e l i n e  

a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s  a n d  h u m a n  m o n o c y t e  c e l l  l i n e  U 9 3 7  b y  

s e r u m  o f  c a t s  e x p e r i m e n t a l l y  o r  n a t u r a l l y  i n f e c t e d  w i t h  

f e l i n e  c o r o n a v i r u s .  J .  V e t .  M e d .  S c i .  6 0 :  4 9 - 5 5 .  

3 4 .  宝 達  勉 . 2 0 0 5 .  猫 の コ ロ ナ ウ イ ル ス 感 染 症 . I n :  望 月 雅 美

（ 監 修 ）, 犬 , 猫 お よ び 愛 玩 小 動 物 の ウ イ ル ス 病 . 学 窓 社 . p p .  

1 7 5 - 1 8 8 .  

3 5 .  H o l z w o r t h ,  J .  1 9 6 3 .  S o m e  i m p o r t a n t  d i s o r d e r s  o f  c a t s .  

C o r n e l l  V e t .  5 3 :  1 5 7 - 6 0 .  

3 6 .  H s i e h ,  L . E . ,  L i n ,  C . N . ,  S u ,  B . L . ,  J a n ,  T . R . ,  C h e n ,  C . M . ,  
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W a n g ,  C . H . ,  L i n ,  D . S . ,  L i n ,  C . T . ,  C h u e h ,  L . L .  2 0 1 0 .  

S y n e r g i s t i c  a n t i v i r a l  e f f e c t  o f  G a l a n t h u s  n i v a l i s  

a g g l u t i n i n  a n d  n e l f i n a v i r  a g a i n s t  f e l i n e  c o r o n a v i r u s .  

A n t i v i r a l  R e s e a r c h  8 8 :  2 5 - 3 0 .  

3 7 .  I s h i d a ,  T . ,  S h i b a n a i ,  A . ,  T a n a k a ,  S . ,  U c h i d a ,  K . ,  

M o c h i z u k i ,  M .  2 0 0 4 .  U s e  o f  r e c o m b i n a n t  f e l i n e  i n t e r f e r o n  

a n d  g l u c o c o r t i c o i d  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s .  J .  F e l i n e  M e d .  S u r g .  2 :  1 0 7 - 1 0 9 .  

3 8 .  K i d a ,  K . ,  H o h d a t s u ,  T . ,  F u j i i ,  K . ,  K o y a m a ,  H .  1 9 9 9 .  

S e l e c t i o n  o f  a n t i g e n i c  v a r i a n t s  o f  t h e  S  g l y c o p r o t e i n  o f  

f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  a n d  a n a l y s i s  o f  

a n t i g e n i c  s i t e s  i n v o l v e d  i n  n e u t r a l i z a t i o n .  J .  V e t .  M e d .  

S c i .  6 1 :  9 3 5 - 9 3 8 .  

3 9 .  K i m ,  Y . ,  M a n d a d a p u ,  S . R . ,  G r o u t a s ,  W . C . ,  C h a n g ,  K . O .  

2 0 1 2 .  P o t e n t  i n h i b i t i o n  o f  f e l i n e  c o r o n a v i r u s e s  w i t h  

p e p t i d y l  c o m p o u n d s  t a r g e t i n g  c o r o n a v i r u s  3 C - l i k e  p r o t e a s e .  

A n t i v i r a l  R e s .  9 7 :  1 6 1 - 1 6 8 .  

4 0 .  K o g a ,  L . ,  K o b a y a s h i ,  Y . ,  Y a z a w a ,  M . ,  M a e d a ,  S . ,  M a s u d a ,  

K . ,  O h n o ,  K . ,  T s u j i m o t o ,  H .  2 0 0 2 .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n d  

e x p r e s s i o n  o f  t h e  f e l i n e  v a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h  

f a c t o r .  T h e  J o u r n a l  o f  V e t e r i n a r y  M e d i c i n e  S c i e n c e  6 4 :  

4 5 3 - 4 5 6 .  

4 1 .  K o l l i a s ,  G . ,  D o u n i ,  E . ,  K a s s i o t i s ,  G . ,  K o n t o y i a n n i s ,  D . ,  

1 9 9 9 .  T h e  f u n c t i o n  o f  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  a n d  r e c e p t o r s  

i n  m o d e l s  o f  m u l t i - o r g a n  i n f l a m m a t i o n ,  r h e u m a t o i d  
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a r t h r i t i s ,  m u l t i p l e  s c l e r o s i s  a n d  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  

d i s e a s e .  A n n a l s  o f  t h e  R h e u m a t i c  D i s e a s e s  5 8 ( S u p p l  1 ) :  

I 3 2 - I 3 9 .  

4 2 .  K ö h l e r ,  G . ,  M i l s t e i n ,  C . ,  1 9 7 5 .  C o n t i n u o u s  c u l t u r e s  o f  

f u s e d  c e l l s  s e c r e t i n g  a n t i b o d y  o f  p r e d e f i n e d  s p e c i f i c i t y .  

N a t u r e  2 5 6 :  4 9 5 - 4 9 7 .  

4 3 .  K u m m r o w ,  M . ,  M e l i ,  M . L . ,  H a e s s i g ,  M . ,  G o e n c z i ,  E . ,  

P o l a n d ,  A . ,  P e d e r s e n ,  N . C . ,  H o f m a n n - L e h m a n n ,  R . ,  L u t z ,  H .  

2 0 0 5 .  F e l i n e  c o r o n a v i r u s  s e r o t y p e s  1  a n d  2 :  s e r o p r e v a l e n c e  

a n d  a s s o c i a t i o n  w i t h  d i s e a s e  i n  S w i t z e r l a n d .  C l i n .  D i a g n .  

L a b .  I m m u n o l .  1 2 :  1 2 0 9 - 1 2 1 5 .  

4 4 .  L i ,  C . ,  G e ,  L . L . ,  Y u ,  Y . L . ,  H u a n g ,  L . ,  W a n g ,  Y . ,  S u n ,  

M . X . ,  I s h a g ,  H . ,  M a ,  L . X . ,  L i ,  X . H . ,  S h e n ,  Z . Q . ,  M a o ,  X .  

2 0 1 4 .  A  t r i p e p t i d e  ( N S K )  i n h i b i t s  J a p a n e s e  e n c e p h a l i t i s  

v i r u s  i n f e c t i o n  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o .  A r c h .  V i r o l .  1 5 9 :  

1 0 4 5 - 1 0 5 5  

4 5 .  L i ,  C . ,  Z h a n g ,  L . Y . ,  S u n ,  M . X . ,  L i ,  P . P . ,  H u a n g ,  L . ,  W e i ,  

J . C . ,  Y a o ,  Y . L . ,  I s a h g ,  H . ,  C h e n ,  P . Y . ,  M a o ,  X .  2 0 1 2 .  

I n h i b i t i o n  o f  J a p a n e s e  e n c e p h a l i t i s  v i r u s  e n t r y  i n t o  t h e  

c e l l s  b y  t h e  e n v e l o p e  g l y c o p r o t e i n  d o m a i n  I I I  ( E D I I I )  a n d  

t h e  l o o p 3  p e p t i d e  d e r i v e d  f r o m  E D I I I .  A n t i v i r a l .  R e s .  9 4 :  

1 7 9 - 1 8 3 .  

4 6 .  L i a o ,  Y . ,  Y u a n ,  Q . ,  T o r r e s ,  J . ,  T a m ,  J . P . ,  L i u ,  D . X .  2 0 0 6 .  

B i o c h e m i c a l  a n d  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  

m e m b r a n e  a s s o c i a t i o n  a n d  m e m b r a n e  p e r m e a b i l i z i n g  a c t i v i t y  
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o f  t h e  s e v e r e  a c u t e  r e s p i r a t o r y  s y n d r o m e  c o r o n a v i r u s  

e n v e l o p e  p r o t e i n .  V i r o l o g y  3 4 9 :  2 6 4 – 2 7 5  

4 7 .  L i c i t r a ,  B . N . ,  M i l l e t ,  J . K . ,  R e g a n ,  A . D . ,  H a m i l t o n ,  

B . S . ,  R i n a l d i ,  V . D . ,  D u h a m e l ,  G . E . ,  W h i t t a k e r ,  G . R . ,  2 0 1 3 .  

M u t a t i o n  i n  s p i k e  p r o t e i n  c l e a v a g e  s i t e  a n d  p a t h o g e n e s i s  

o f  f e l i n e  c o r o n a v i r u s .  E m e r g i n g  I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  1 9 :  

1 0 6 6 - 1 0 7 3 .  

4 8 .  L i p s k y ,  P . E . ,  v a n ,  d e r ,  H e i j d e ,  D . M . ,  S t ,  C l a i r ,  E . W . ,  

F u r s t ,  D . E . ,  B r e e d v e l d ,  F . C . ,  K a l d e n ,  J . R . ,  S m o l e n ,  J . S . ,  

W e i s m a n ,  M . ,  E m e r y ,  P . ,  F e l d m a n n ,  M . ,  H a r r i m a n ,  G . R . ,  M a i n i ,  

R . N .  2 0 0 0 .  I n f l i x i m a b  a n d  m e t h o t r e x a t e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  

r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s .  A n t i - T u m o r  N e c r o s i s  F a c t o r  T r i a l  i n  

R h e u m a t o i d  A r t h r i t i s  w i t h  C o n c o m i t a n t  T h e r a p y  S t u d y  G r o u p .  

N .  E n g l .  J .  M e d .  3 4 3 :  1 5 9 4 - 1 6 0 2 .  

4 9 .  L i u ,  I . J . ,  T s a i ,  W . T . ,  H s i e h ,  L . E . ,  C h u e h ,  L . L . ,  2 0 1 3 .  

P e p t i d e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p r e d i c t e d  h e p t a d  r e p e a t  2  

d o m a i n  o f  t h e  f e l i n e  c o r o n a v i r u s  s p i k e  p r o t e i n  a r e  p o t e n t  

i n h i b i t o r s  o f  v i r a l  i n f e c t i o n .  P L o S  O n e  8 :  e 8 2 0 8 1 .  

5 0 .  M a i n i ,  R . ,  S t ,  C l a i r ,  E . W . ,  B r e e d v e l d ,  F . ,  F u r s t ,  D . ,  

K a l d e n ,  J . ,  W e i s m a n ,  M . ,  S m o l e n ,  J . ,  E m e r y ,  P . ,  H a r r i m a n ,  

G . ,  F e l d m a n n ,  M . ,  L i p s k y ,  P .  1 9 9 9 .  I n f l i x i m a b  ( c h i m e r i c  

a n t i - t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  a l p h a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y )  

v e r s u s  p l a c e b o  i n  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  p a t i e n t s  r e c e i v i n g  

c o n c o m i t a n t  m e t h o t r e x a t e :  a  r a n d o m i s e d  p h a s e  I I I  t r i a l .  

A T T R A C T  S t u d y  G r o u p .  L a n c e t  3 5 4 :  1 9 3 2 - 1 9 3 9 .  
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5 1 .  M a r a s t o n i ,  M . ,  S a l v a d o r i ,  S . ,  S c a r a n a r i ,  V . ,  S p i s a n i ,  

S . ,  R e a l i ,  E . ,  T r a n i e l l o ,  S . ,  T o m a t i s ,  A . ,  1 9 9 4 .  S y n t h e s i s  

a n d  a c t i v i t y  o f  n e w  l i n e a r  a n d  c y c l i c  p e p t i d e  T  d e r i v a t i v e s .  

A r z n e i m i t t e l f o r s c h u n g  4 4 :  1 0 7 3 - 1 0 7 6 .  

5 2 .  M a u r y ,  C . P . ,  a n d  L ă h d e v i r t a ,  J . ,  1 9 9 0 .  C o r r e l a t i o n  o f  

s e r u m  c y t o k i n e  l e v e l s  w i t h  h a e m a t o l o g i c a l  a b n o r m a l i t i e s  i n  

h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  i n f e c t i o n .  J o u r n a l  o f  

I n t e r n a l  M e d i c i n e  2 2 7 :  2 5 3 - 2 5 7 .  

5 3 .  M i t s u y a ,  H . ,  Y a r c h o a n ,  R . ,  K a g e y a m a ,  S . ,  B r o d e r ,  S . ,  

1 9 9 1 .  T a r g e t e d  t h e r a p y  o f  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  

v i r u s - r e l a t e d  d i s e a s e .  F A S E B  j o u r n a l  5 :  2 3 6 9 - 2 3 8 1 .  

5 4 .  M o s s ,  M . L . ,  J i n ,  S . L . ,  B e c h e r e r ,  J . D . ,  B i c k e t t ,  D . M . ,  

B u r k h a r t ,  W . ,  C h e n ,  W . J . ,  H a s s l e r ,  D . ,  L e e s n i t z e r ,  M . T . ,  

M c G e e h a n ,  G . ,  M i l l a ,  M . ,  M o y e r ,  M . ,  R o c q u e ,  W . ,  S e a t o n ,  T . ,  

S c h o e n e n ,  F . ,  W a r n e r ,  J . ,  W i l l a r d ,  D . ,  1 9 9 7 .  S t r u c t u r a l  

f e a t u r e s  a n d  b i o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  T N F -α  c o n v e r t i n g  

e n z y m e  ( T A C E ) .  J o u r n a l  o f  N e u r o i m m u n o l o g y  7 2 :  1 2 7 - 1 2 9 .  

5 5 .  M o t o k a w a ,  K . ,  H o h d a t s u ,  T . ,  A i z a w a ,  C . ,  K o y a m a  H . ,  

H a s h i m o t o ,  H .  1 9 9 5 .  M o l e c u l a r  c l o n i n g  a n d  s e q u e n c e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p e p l o m e r  p r o t e i n  g e n e  o f  f e l i n e  

i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  t y p e  I .  A r c h .  V i r o l .  1 4 0 :  

4 6 9 - 4 8 0 .  

5 6 .  M o t o k a w a ,  K . ,  H o h d a t s u ,  T . ,  H a s h i m o t o ,  H . ,  K o y a m a ,  H . ,  

1 9 9 6 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a n d  

p h y l o g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  p e p l o m e r ,  i n t e g r a l  m e m b r a n e  
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a n d  n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n s  o f  f e l i n e . ,  c a n i n e  a n d  p o r c i n e  

c o r o n a v i r u s e s .  M i c r o b i o l .  I m m u n o l .  4 0 :  4 2 5 - 4 3 3 .  

5 7 .  N g u y e n ,  T . D . ,  B o t t r e a u ,  E . ,  A y n a u d ,  J . M .  1 9 8 7 .  

T r a n s m i s s i b l e  g a s t r o e n t e r i t i s  ( T G E .  o f  s w i n e ,  i n  v i t r o  

v i r u s  a t t a c h m e n t  a n d  e f f e c t s  o f  p o l y a n i o n s  a n d  p o l y c a t i o n s .  

V e t .  M i c r o b i o l .  1 4 :  3 4 3 - 3 5 4 .  

5 8 .  Ø s t e r g a a r d ,  H . ,  B j e l k e ,  J . R . ,  H a n s e n ,  L . ,  P e t e r s e n ,  

L . C . ,  P e d e r s e n ,  A . A . ,  E l m ,  T . ,  M ø l l e r ,  F . ,  H e r m i t ,  M . B . ,  

H o l m ,  P . K . ,  K r o g h ,  T . N . ,  P e t e r s e n ,  J . M . ,  E z b a n ,  M . ,  

S ø r e n s e n ,  B . B . ,  A n d e r s e n ,  M . D . ,  A g e r s ø ,  H . ,  A h m a d i a n ,  H . ,  

B a l l i n g ,  K . W . ,  C h r i s t i a n s e n ,  M . L . ,  K n o b e ,  K . ,  N i c h o l s ,  

T . C . ,  B j ø r n ,  S . E . ,  T r a n h o l m ,  M . ,  2 0 1 1 .  P r o l o n g e d  h a l f - l i f e  

a n d  p r e s e r v e d  e n z y m a t i c  p r o p e r t i e s  o f  f a c t o r  I X  

s e l e c t i v e l y  P E G y l a t e d  o n  n a t i v e  N - g l y c a n s  i n  t h e  

a c t i v a t i o n  p e p t i d e .  B l o o d  1 1 8 :  2 3 3 3 - 2 3 4 1 .  

5 9 .  O l s e n ,  C . W .  1 9 9 3 .  A  r e v i e w  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s  v i r u s ,  m o l e c u l a r  b i o l o g y . ,  

i m m u n o p a t h o g e n e s i s . ,  c l i n i c a l  a s p e c t s . ,  a n d  v a c c i n a t i o n .  

V e t .  M i c r o b i o l .  3 6 :  1 - 3 7 .  

6 0 .  O l s e n ,  C . W . ,  C o r a p i ,  W . V . ,  N g i c h a b e ,  C . K . ,  B a i n e s ,  J . D . ,  

S c o t t ,  F . W . ,  1 9 9 2 .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  t h e  s p i k e  

p r o t e i n  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  m e d i a t e  

a n t i b o d y - d e p e n d e n t  e n h a n c e m e n t  o f  i n f e c t i o n  o f  f e l i n e  

m a c r o p h a g e s .  J .  V i r o l .  6 6 :  9 5 6 - 9 6 5 .  

6 1 .  P a l t r i n i e r i ,  S . ,  G i o r d a n o ,  A . ,  T r a n q u i l l o ,  V . ,  
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G u a z z e t t i ,  S . ,  2 0 0 7 .  C r i t i c a l  a s s e s s m e n t  o f  t h e  d i a g n o s t i c  

v a l u e  o f  f e l i n e  a l p h a 1 - a c i d  g l y c o p r o t e i n  f o r  f e l i n e  

i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  u s i n g  t h e  l i k e l i h o o d  r a t i o s  

a p p r o a c h .  J o u r n a l  o f  V e t e r i n a r y  D i a g n o s t i c  I n v e s t i g a t i o n  

1 9 :  2 6 6 - 2 7 2 .  

6 2 .  P a l t r i n i e r i ,  S . ,  M e t z g e r ,  C . ,  B a t t i l a n i ,  M . ,  P o c a c q u a ,  

V . ,  G e l a i n ,  M . E . ,  G i o r d a n o ,  A .  2 0 0 7 .  S e r u m  a l p h a 1 - a c i d  

g l y c o p r o t e i n  ( A G P )  c o n c e n t r a t i o n  i n  n o n - s y m p t o m a t i c  c a t s  

w i t h  f e l i n e  c o r o n a v i r u s  ( F C o V )  i n f e c t i o n .  J o u r n a l  o f  

F e l i n e  M e d i c i n e  a n d  S u r g e r y .  9 :  2 7 1 - 2 7 7 .  

6 3 .  P e d e r s e n ,  N . C .  2 0 0 9 .  A  r e v i e w  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s  v i r u s  i n f e c t i o n ,  1 9 6 3 - 2 0 0 8 .  J .  F e l i n e .  M e d .  

S u r g .  1 1 :  2 2 5 - 2 5 8 .  

6 4 .  P e d e r s e n ,  N . C . ,  B l a c k ,  J . W . ,  B o y l e ,  J . F . ,  E v e r m a n n ,  

J . F . ,  M c K e i r n a n ,  A . J . ,  O t t ,  R . L .  1 9 8 4 .  P a t h o g e n i c  

d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  v a r i o u s  f e l i n e  c o r o n a v i r u s  i s o l a t e s .  

A d v .  E x p .  M e d .  B i o l .  1 7 3 :  3 6 5 - 3 8 0 .  

6 5 .  P e d e r s e n ,  N . C . ,  a n d  B o y l e ,  J . F .  1 9 8 0 .  I m m u n o l o g i c  

p h e n o m e n a  i n  t h e  e f f u s i v e  f o r m  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s .  A m .  J .  V e t .  R e s .  4 1 :  8 6 8 - 8 7 6 .  

6 6 .  P e d e r s e n ,  N . C . ,  B o y l e ,  J . F . ,  F l o y d ,  K . ,  F u d g e ,  A . ,  

B a r k e r ,  J . ,  1 9 8 1 .  A n  e n t e r i c  c o r o n a v i r u s  i n f e c t i o n  o f  c a t s  

a n d  i t s  r e l a t i o n s h i p  t o  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s .  A m .  

J .  V e t .  R e s .  4 2 :  3 6 8 - 3 7 7 .  

6 7 .  P e d e r s e n ,  N . C .  a n d  F l o y d ,  K .  1 9 8 5 .  E x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  
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w i t h  t h r e e  n e w  s t r a i n s  o f  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  

v i r u s  F I P V - U C D 2 ,  F I P V - U C D 3 ,  a n d  F I P V - U C D 4 .  C o m p e n d .  C o n t .  

E d u c .  P r a c t .  V e t .  7 :  1 0 0 1 - 1 0 1 1 .  

6 8 .  P e d e r s e n ,  N . C . ,  L i u ,  H . ,  S c a r l e t t ,  J . ,  L e u t e n e g g e r ,  

C . M . ,  G o l o v k o ,  L . ,  K e n n e d y ,  H . ,  K a m a l ,  F . M . ,  2 0 1 2 .  F e l i n e  

i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s :  r o l e  o f  t h e  f e l i n e  c o r o n a v i r u s  3 c  

g e n e  i n  i n t e s t i n a l  t r o p i s m  a n d  p a t h o g e n i c i t y  b a s e d  u p o n  

i s o l a t e s  f r o m  r e s i d e n t  a n d  a d o p t e d  s h e l t e r  c a t s .  V i r u s  

R e s e a r c h  1 6 5 :  1 7 - 2 8 .  

6 9 .  P o r t e r ,  E . ,  T a s k e r ,  S . ,  D a y ,  M . J . ,  H a r l e y ,  R . ,  K i p a r ,  

A . ,  S i d d e l l ,  S . G . ,  H e l p s ,  C . R . ,  2 0 1 4 .  A m i n o  a c i d  c h a n g e s  

i n  t h e  s p i k e  p r o t e i n  o f  f e l i n e  c o r o n a v i r u s  c o r r e l a t e  w i t h  

s y s t e m i c  s p r e a d  o f  v i r u s  f r o m  t h e  i n t e s t i n e  a n d  n o t  w i t h  

f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s .  V e t e r i n a r y  R e s e a r c h  4 5 : 4 9 .  

7 0 .  P o l i ,  G . ,  K i n t e r ,  A . ,  J u s t e m e n t ,  J . S . ,  K e h r l ,  J . H . ,  

B r e s s l e r ,  P . ,  S t a n l e y ,  S . ,  F a u c i ,  A . S . ,  1 9 9 0 .  T u m o r  

n e c r o s i s  f a c t o r  a l p h a  f u n c t i o n s  i n  a n  a u t o c r i n e  m a n n e r  i n  

t h e  i n d u c t i o n  o f  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  e x p r e s s i o n .  

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  

U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a  8 7 :  7 8 2 - 7 8 5 .  

7 1 .  R e g a n ,  A . D ,  C o h e n ,  R . D ,  W h i t t a k e r ,  G . R .  2 0 0 9 .  

A c t i v a t i o n  o f  p 3 8  M A P K  b y  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  

v i r u s  r e g u l a t e s  p r o - i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  i n  

p r i m a r y  b l o o d - d e r i v e d  f e l i n e  m o n o n u c l e a r  c e l l s .  V i r o l o g y .  

3 8 4 :  1 3 5 - 1 4 3 .  
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7 2 .  R e g a n ,  A . D . ,  M i l l e t ,  J . K . ,  T s e ,  L . P . ,  C h i l l a g ,  Z . ,  

R i n a l d i ,  V . D . ,  L i c i t r a ,  B . N . ,  D u b o v i ,  E . J . ,  T o w n ,  C . D . ,  

W h i t t a k e r ,  G . R .  2 0 1 2 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  r e c o m b i n a n t  

c a n i n e  c o r o n a v i r u s  w i t h  a  d i s t i n c t  r e c e p t o r - b i n d i n g  ( S 1 )  

d o m a i n .  V i r o l o g y  4 3 0 :  9 0 - 9 9 .  

7 3 .  R e g a n ,  A , D . ,  a n d  W h i t t a k e r ,  G . R . ,  2 0 0 8 .  U t i l i z a t i o n  o f  

D C - S I G N  f o r  e n t r y  o f  f e l i n e  c o r o n a v i r u s e s  i n t o  h o s t  c e l l s .  

J .  V i r o l .  8 2 :  1 1 9 9 2 - 1 1 9 9 6 .  

7 4 .  R e g u e r a ,  J . ,  S a n t i a g o ,  C . ,  M u d g a l ,  G . ,  O r d o ñ o ,  D . ,  

E n j u a n e s ,  L . ,  C a s a s n o v a s ,  J . M . ,  2 0 1 2 .  S t r u c t u r a l  b a s e s  o f  

c o r o n a v i r u s  a t t a c h m e n t  t o  h o s t  a m i n o p e p t i d a s e  N  a n d  i t s  

i n h i b i t i o n  b y  n e u t r a l i z i n g  a n t i b o d i e s .  P L o S  P a t h o g .  

8 , e 1 0 0 2 8 5 9 .  

7 5 .  R e i n h a r d ,  C . ,  S h a m o o n ,  B . ,  S h y a m a l a ,  V . ,  W i l l i a m s ,  L . T . ,  

1 9 9 7 .  T u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  a l p h a - i n d u c e d  a c t i v a t i o n  o f  

c - j u n  N - t e r m i n a l  k i n a s e  i s  m e d i a t e d  b y  T R A F 2 .  E M B O  J o u r n a l  

1 6 :  1 0 8 0 - 1 0 9 2 .  

7 6 .  R i t z ,  S . ,  E g b e r i n k ,  H . ,  H a r t m a n n ,  K .  2 0 0 7 .  E f f e c t  o f  

f e l i n e  i n t e r f e r o n - o m e g a  o n  t h e  s u r v i v a l  t i m e  a n d  q u a l i t y  

o f  l i f e  o f  c a t s  w i t h  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s .  J o u r n a l  

o f  V e t e r i n a r y  I n t e r n a l  M e d i c i n e  2 1 :  1 1 9 3 - 1 1 9 7 .  

7 7 .  R & D  S y s t e m s  P r o d u c t  d a t a  s h e e t  

[ h t t p , / / w w w . r n d s y s t e m s . c o m / p d f / 2 5 8 6 - F T . p d f ]  

7 8 .  S a i j o ,  S . ,  W a t a n a b e ,  N . ,  K o b a y a s h i ,  Y .  1 9 9 5 .  C o m p a r i s o n  

o f  r e a c t i v i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( 3 F 2 )  t o  t r i m e r i c  
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t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  ( T N F - a l p h a )  w i t h  t h a t  t o  m o n o m e r i c  

T N F - a l p h a .  J .  B i o c h e m .  1 1 8 :  2 8 - 3 2 .  

7 9 .  S h e c h t e r ,  Y . ,  T s u b e r y ,  H . ,  M i r o n c h i k ,  M . ,  R u b i n s t e i n ,  

M . ,  F r i d k i n ,  M .  2 0 0 5 .  R e v e r s i b l e  P E G y l a t i o n  o f  p e p t i d e  

Y Y 3 - 3 6  p r o l o n g s  i t s  i n h i b i t i o n  o f  f o o d  i n t a k e  i n  m i c e .  F E B S  

L e t t .  5 7 9 :  2 4 3 9 - 2 4 4 4 .  

8 0 .  S h i b a ,  N . ,  M a e d a ,  K . ,  K a t o ,  H . ,  M o c h i z u k i ,  M . ,  I w a t a ,  

H .  2 0 0 7 .  D i f f e r e n t i a t i o n  o f  f e l i n e  c o r o n a v i r u s  t y p e  I  a n d  

I I  i n f e c t i o n s  b y  v i r u s  n e u t r a l i z a t i o n  t e s t .  V e t .  M i c r o b i o l .  

1 2 4 :  3 4 8 - 3 5 2 .  

8 1 .  S m i t h ,  R . A . ,  B a g l i o n i ,  C . ,  1 9 8 7 .  T h e  a c t i v e  f o r m  o f  

t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  i s  a  t r i m e r .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  

C h e m i s t r y  2 6 2 :  6 9 5 1 - 6 9 5 4 .  

8 2 .  S o c k o l o s k y ,  J . T . ,  K i v i m ä e ,  S . ,  S z o k a ,  F . C .  2 0 1 4 .  F u s i o n  

o f  a  s h o r t  p e p t i d e  t h a t  b i n d s  i m m u n o g l o b u l i n  G  t o  a  

r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  s u b s t a n t i a l l y  i n c r e a s e s  i t s  p l a s m a  

h a l f - l i f e  i n  m i c e .  P L o S  O n e  9 , e 1 0 2 5 6 6 .  

8 3 .  S o n g ,  M . Y . ,  P a r k ,  S . K . ,  K i m ,  C . S . ,  Y o o ,  T . H . ,  K i m ,  B . ,  

K i m ,  M . S . ,  K i m ,  Y . S . ,  K w a g ,  W . J . ,  L e e ,  B . K . ,  B a e k ,  K . ,  2 0 0 8 .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  a n t i - h u m a n  T N F - a l p h a  m u r i n e  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w i t h  h i g h  b i n d i n g  a f f i n i t y  a n d  

n e u t r a l i z i n g  a c t i v i t y .  E x p e r i m e n t a l  a n d  M o l e c u l a r  

M e d i c i n e  4 0 :  3 5 - 4 2 .  

8 4 .  S t o d d a r t ,  C . A . ,  a n d  S c o t t ,  F . W .  1 9 8 9  I n t r i n s i c  

r e s i s t a n c e  o f  f e l i n e  p e r i t o n e a l  m a c r o p h a g e s  t o  c o r o n a v i r u s  
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i n f e c t i o n  c o r r e l a t e s  w i t h  i n  v i v o  v i r u l e n c e .  J o u r n a l  o f  

V i r o l o g y  6 3 :  4 3 6 - 4 4 0 .   

8 5 .  T a k a n o ,  T . ,  A z u m a ,  N . ,  S a t o h ,  M . ,  T o d a ,  A . ,  H a s h i d a ,  Y . ,  

S a t o h ,  R . ,  H o h d a t s u ,  T .  2 0 0 9 .  N e u t r o p h i l  s u r v i v a l  f a c t o r s  

( T N F - a l p h a ,  G M - C S F ,  a n d  G - C S F )  p r o d u c e d  b y  m a c r o p h a g e s  i n  

c a t s  i n f e c t e d  w i t h  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  

c o n t r i b u t e  t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  g r a n u l o m a t o u s  l e s i o n s .  

A r c h i v e s  o f  V i r o l o g y  1 5 4 :  7 7 5 - 7 8 1 .  

8 6 .  T a k a n o ,  T . ,  H o h d a t s u ,  T . ,  H a s h i d a ,  Y . ,  K a n e k o ,  Y . ,  

T a n a b e ,  M . ,  K o y a m a ,  H .  2 0 0 7 .  A  " p o s s i b l e "  i n v o l v e m e n t  o f  

T N F - a l p h a  i n  a p o p t o s i s  i n d u c t i o n  i n  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l y m p h o c y t e s  o f  c a t s  w i t h  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s .  

V e t e r i n a r y  M i c r o b i o l o g y  1 1 9 :  1 2 1 - 1 3 1 .  

8 7 .  T a k a n o ,  T . ,  H o h d a t s u ,  T . ,  T o d a ,  A . ,  T a n a b e ,  M . ,  K o y a m a ,  

H .  2 0 0 7 .  T N F - a l p h a ,  p r o d u c e d  b y  f e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s  v i r u s  ( F I P V ) - i n f e c t e d  m a c r o p h a g e s ,  

u p r e g u l a t e s  e x p r e s s i o n  o f  t y p e  I I  F I P V  r e c e p t o r  f e l i n e  

a m i n o p e p t i d a s e  N  i n  f e l i n e  m a c r o p h a g e s .  V i r o l o g y  3 6 4 :  

6 4 - 7 2 .  

8 8 .  T a k a n o ,  T . ,  K a t a d a ,  Y . ,  M o r i t o h ,  S . ,  O g a s a w a r a ,  M . ,  

S a t o h ,  K . ,  T a n a b e ,  M ,  H o h d a t s u ,  T .  2 0 0 8 .  A n a l y s i s  o f  t h e  

m e c h a n i s m  o f  a n t i b o d y - d e p e n d e n t  e n h a n c e m e n t  o f  f e l i n e  

i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  i n f e c t i o n :  a m i n o p e p t i d a s e  N  

i s  n o t  i m p o r t a n t  a n d  a  p r o c e s s  o f  a c i d i f i c a t i o n  o f  t h e  

e n d o s o m e  i s  n e c e s s a r y .  J .  G e n .  V i r o l .  8 9 :  1 0 2 5 - 1 0 2 9 .  
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8 9 .  T a k a n o ,  T . ,  K a t o h ,  Y . ,  D o k i ,  T . ,  H o h d a t s u ,  T .  2 0 1 3 .  

E f f e c t  o f  c h l o r o q u i n e  o n  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  

v i r u s  i n f e c t i o n  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o .  A n t i v i r a l .  R e s .  9 9 :  

1 0 0 - 1 0 7 .  

9 0 .  T a k a n o ,  T . ,  O h y a m a ,  T . ,  K o k u m o t o ,  A . ,  S a t o h ,  R . ,  

H o h d a t s u ,  T .  2 0 1 1 .  V a s c u l a r  e n d o t h e l i a l  g r o w t h  f a c t o r  

( V E G F ) ,  p r o d u c e d  b y  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  ( F I P )  

v i r u s - i n f e c t e d  m o n o c y t e s  a n d  m a c r o p h a g e s ,  i n d u c e s  

v a s c u l a r  p e r m e a b i l i t y  a n d  e f f u s i o n  i n  c a t s  w i t h  F I P .  V i r u s  

R e s e a r c h  1 5 8 :  1 6 1 - 1 6 8 .  

9 1 .  T r a c e y ,  D . ,  K l a r e s k o g ,  L . ,  S a s s o ,  E . H . ,  S a l f e l d ,  J . G . ,  

T a k ,  P . P .  2 0 0 8 .  T u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  a n t a g o n i s t  

m e c h a n i s m s  o f  a c t i o n ,  a  c o m p r e h e n s i v e  r e v i e w .  P h a r m a c o l o g y  

&  T h e r a p e u t i c s  1 1 7 :  2 4 4 - 2 7 9 .  

9 2 .  T r e s n a n ,  D . B . ,  L e v i s ,  R . ,  H o l m e s ,  K . V .  1 9 9 6 .  F e l i n e  

a m i n o p e p t i d a s e  N  s e r v e s  a s  a  r e c e p t o r  f o r  f e l i n e ,  c a n i n e ,  

p o r c i n e ,  a n d  h u m a n  c o r o n a v i r u s e s  i n  s e r o g r o u p  I .  J .  V i r o l .  

7 0 :  8 6 6 9 - 8 6 7 4 .  

9 3 .  U c h i d e ,  N . ,  O h y a m a ,  K . ,  B e s s h o ,  T . ,  T a k e i c h i ,  M . ,  T o y o d a ,  

H .  2 0 1 2 .  P o s s i b l e  r o l e s  o f  p r o i n f l a m m a t o r y  a n d  

c h e m o a t t r a c t i v e  c y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  h u m a n  f e t a l  m e m b r a n e  

c e l l s  i n  t h e  p a t h o l o g y  o f  a d v e r s e  p r e g n a n c y  o u t c o m e s  

a s s o c i a t e d  w i t h  i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n .  M e d i a t o r s  o f  

I n f l a m m a t i o n  2 0 1 2 : 2 7 0 6 7 0 .  

9 4 .  U m e h a s h i ,  M . ,  I m a m u r a ,  T . ,  A k i y a m a ,  S . ,  T o k i y o s h i ,  S .  



105 

 

2 0 0 2 .  D e v e l o p m e n t  a n d  s a f e t y  o f  m o u s e - c a t  c h i m e r i c  

a n t i b o d y  a g a i n s t  t h e  f e l i n e  c a l i c i v i r u s .  J o u r n a l  o f  t h e  

J a p a n  V e t e r i n a r y  M e d i c a l  A s s o c i a t i o n  5 5 :  2 9 3 - 2 9 7 .  

9 5 .  V a n ,  H a m m e ,  E . ,  D e s m a r e t s ,  L . ,  D e w e r c h i n ,  H . L . ,  

N a u w y n c k ,  H . J .  2 0 1 1 .  I n t r i g u i n g  i n t e r p l a y  b e t w e e n  f e l i n e  

i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s  v i r u s  a n d  i t s  r e c e p t o r s  d u r i n g  

e n t r y  i n  p r i m a r y  f e l i n e  m o n o c y t e s .  V i r u s  R e s .  1 6 0 :  3 2 - 3 9 .  

9 6 .  V a n d e n a b e e l e ,  P . ,  D e c l e r c q ,  W . ,  B e y a e r t ,  R . ,  F i e r s ,  W . ,  

1 9 9 5 .  T w o  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  r e c e p t o r s ,  s t r u c t u r e  a n d  

f u n c t i o n .  T r e n d s  i n  C e l l  B i o l o g y  5 :  3 9 2 - 3 9 9 .  

9 7 .  W a n g ,  J . ,  F u ,  Y . X .  2 0 0 5 .  T u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  f a m i l y  

m e m b e r s  a n d  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e .  I m m u n o l o g i c a l  

R e v i e w s  2 0 4 :  1 4 4 - 1 5 5 .  

9 8 .  W e i s s ,  R . C . ,  S c o t t ,  F . W .  1 9 8 1 .  A n t i b o d y - m e d i a t e d  

e n h a n c e m e n t  o f  d i s e a s e  i n  f e l i n e  i n f e c t i o u s  p e r i t o n i t i s ,  

c o m p a r i s o n s  w i t h  d e n g u e  h e m o r r h a g i c  f e v e r .  C o m p .  I m m u n o l  

M i c r o b i o l  I n f e c t .  D i s .  4 :  1 7 5 - 1 8 9 .  

9 9 .  W o l f e ,  L . G .  a n d  G r i e s e m e r ,  R . A .  1 9 6 6 .  F e l i n e  i n f e c t i o u s  

p e r i t o n i t i s .  P a t h o l .  V e t .  3 :  2 5 5 - 2 7 0 .  

1 0 0 .  Y e h ,  P . ,  L a n d a i s ,  D . ,  L e m a î t r e ,  M . ,  M a u r y ,  I . ,  C r e n n e ,  

J . Y . ,  C r e n n e ,  J . Y . ,  B e c q u a r t ,  J . ,  M u r r y - B r e l i e r ,  A . ,  

B o u c h e r ,  F . ,  M o n t a y ,  G . ,  F l e e r ,  R . ,  M a y a u x ,  J . F . ,  K l a t z m a n n ,  

D .  1 9 9 2 .  D e s i g n  o f  y e a s t - s e c r e t e d  a l b u m i n  d e r i v a t i v e s  f o r  

h u m a n  t h e r a p y ,  b i o l o g i c a l  a n d  a n t i v i r a l  p r o p e r t i e s  o f  a  

s e r u m  a l b u m i n - C D 4  g e n e t i c  c o n j u g a t e .  P r o c  N a t l  A c a d  S c i  U  
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S  A  8 9 :  1 9 0 4 - 1 9 0 8 .  

1 0 1 .  Y e n ,  Y . T . ,  C h e n ,  H . C . ,  L i n ,  Y . D . ,  S h i e h ,  C . C . ,  W u - H s i e h ,  

B . A . ,  2 0 0 8 .  E n h a n c e m e n t  b y  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  a l p h a  o f  

d e n g u e  v i r u s - i n d u c e d  e n d o t h e l i a l  c e l l  p r o d u c t i o n  o f  

r e a c t i v e  n i t r o g e n  a n d  o x y g e n  s p e c i e s  i s  k e y  t o  h e m o r r h a g e  

d e v e l o p m e n t .  J o u r n a l  o f  V i r o l o g y  8 2 :  1 2 3 1 2 - 1 2 3 2 4 .  

1 0 2 .  Z e t t l m e i s s l ,  G . ,  G r e g e r s e n ,  J . P . ,  D u p o r t ,  J . M . ,  M e h d i ,  

S . ,  R e i n e r ,  G . ,  S e e d ,  B .  1 9 9 0 .  E x p r e s s i o n  a n d  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  h u m a n  C D 4 , i m m u n o g l o b u l i n  f u s i o n  

p r o t e i n s .  D N A  C e l l  B i o l .  9 :  3 4 7 - 3 5 3 .  
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