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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 
平成 25年度総括研究報告書 

 

培養細胞感染系の確立されていない病原体の実験技術の 
開発と予防診断法に関する研究 

 
研究要旨 培養細胞での感染増殖系が確立されていないためにウイルス学的研究に制約があり、
その感染症対策が十分でないウイルスについて、診断技術・実験モデルの開発、予防・治療法開
発のための基盤研究等を包括的に行う。食中毒、下痢症の原因であるヒトノロウイルス(NoV)、
サポウイルス(SaV)、ロタウイルス、最近同定された新規ヒトポリオーマウイルス(MCV、KIV、
WUVなど)、子宮頸癌の原因ウイルスであるヒトパピローマウイルス(HPV)、ウイルス性肝炎の
原因ウイルスである E型肝炎ウイルス(HEV)を対象とした。 

NoV：マウス NoV はリバースジェネティックシステムで感染性粒子が産生可能であることが明
らかになり、宿主特異性を規定するのはウイルスのエントリーから脱核までのステップにあるこ
とが示唆された。NoV 非構造蛋白を発現する RNA レプリコン候補遺伝子を作成した。マウス
NoVの増殖に必要なシグナル伝達系の解析を行い、RAW264.7細胞への感染に関与すると思われ
るプロテインキナーゼの同定に成功した。次世代シークエンサーを用いて、感染者体内に存在す
る NoV 配列を包括的に解析した結果、混合感染は感染経路に依存せず、頻繁に観察される事象
であることが判明した。韓国の済州島で捕獲されたチェジュセスジネズミの腸管内容物から、実
験用マウス由来 NoVとは独立した新規 NoVを発見した。培養ヒト腸管上皮細胞は、培養細胞株
と異なり細胞ストレス感受性が極めて高いため、ウィルス感染等の処置に対する抵抗性を示す
が、EGFP発現レンチウィルスベクターを用いることにより、ヒト腸管上皮細胞に対するウイル
ス感染条件の最適化に成功した． 

ロタウイルス：ブタロタウイルス C 複数株の全ゲノム配列を初めて解読、比較したところ、ブ
タロタウイルス Cは、他動物由来ロタウイルス Cと配列が大きく異なり（挿入や欠失等が存在）、
変異に富んでいることが明らかとなり、ブタロタウイルス Cは他動物種由来ロタウイルス Cと
比べて古くから存在していることが示唆された。 

ポリオーマウイルス：ウイルスー糖鎖結合性を利用しさらにシアル酸含糖鎖を多価化することに
よって、ヒトポリオーマウイルスを効率よく凝集沈殿させることが可能であることを初めて示し
た。メルケル細胞がんの原因因子と考えられるMCPyV T抗原発現による細胞内 long non-coding 
(lnc)RNAの発現変動の解析を行い、T抗原によって顕著に発現亢進する lncRNA、有意に低下す
る lncRNAを各一種類明らかにした。 

HPV：高リスク型 HPVのうち 8種類の VLPを作製した。また、既に確立されている ELISA系
を用いて、日本人の健常者 200人の血清における HPV16抗体価を測定し、新たな系の確立にお
いて必要となる参照データを得た。HPV16型の E6蛋白質の脱ユビキチン化を制御する脱ユビキ
チン化酵素USP15および不活化型USP15 C269Sを発現するバキュロウイルスを作製した。組換
え蛋白質 FLAG-USP15, FLAG-USP15 C269S を昆虫細胞で発現させ、アフィニティ精製し、
DUB-Glo protease assayを用いた試験管内アッセイ系を樹立した。 

HEV：HEVのレプリコンを構築に成功し、HEV構造蛋白をレプリコン保持細胞に供給すること
でトランスパッケージングが行えることを確認し、１回感染性の擬似粒子作成に成功した。Ferret 
HEV の構造蛋白を組換えバキュロウイルスで発現し、抗体検出系を構築した。実験用フェレッ
トから抗 ferret HEV IgGおよび IgM抗体が検出され、実験用フェレットでは ferret HEV感染が
稀ではないことが判明した。 
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A. 研究目的 
 本研究班では、培養細胞での感染増殖系が
確立されていないためにウイルス学的研究
に制約があり、その感染症対策が十分でない
ウイルスについて、診断技術・実験モデルの
開発、予防・治療法開発のための基盤研究等
を包括的に行うことを目的とする。本研究で
開発、確立されるウイルス増殖（モデル）系
を利用することにより、これらのウイルスの
感染増殖、病態発現の解析を進めることが可
能になると考えられる。このような基盤的研
究を発展させることにより、ウイルス性下痢
症、子宮癌、慢性肝疾患等の制圧に貢献し、
医療、福祉の向上に繋がり医療費の低減に寄
与することが期待される。 
 
B. 研究方法 
1. ノロウイルス（NoV） 
1-1 マウスノロウイルス（MuNoV）感染性
粒子の構成成分の性状 
 感染性粒子の構成成分を確認するため、
MuNoVのVPgコード領域にメチオニン(Met)
を導入するための変異を挿入した。また、
VP2の機能ドメインスキャンのためにTetra 
cysteine tagを導入した。塩化セシウム浮上密

度勾配遠心法によって、ウイルスを精製し、
分取したフラクションをαVP1抗体とαウサ
ギIgGマグネティックビーズを用いて免疫沈
降し、SDS-PAGEにより解析した。 
 
1-2 NoVレプリコンの構築 
 全塩基配列が解明されている NoV チバ株
（GI.4）RNA レプリコン候補遺伝子作成の
ため、C型肝炎ウイルス（HCV）JFH-1株由
来の IRES支配下に置かれたネオマイシン耐
性遺伝子（Neo）断片、GFP 融合 Neo 断片、
分泌型 NanoLuc（secNLuc）遺伝子断片を導
入した。 
 
1-3 増殖に必要なシグナル伝達系の解析 
 MuNoV S7株をRAW264.7細胞に感染させ、
MuNoV感染時からキナーゼ阻害剤 120種類
を加え、各阻害剤による細胞生存性そのもの
に対する影響、cytopathetic effectへの効果を
調べた。また、いくつかのサンプルでは 48
時間後の培養上清よりウイルス RNA量を定
量 RT-PCRにより評価した。 
 MuNoV S7 株の全長 cDNA を組み込んだ
pT7 MuNoVS7に対して、トランスポゾンTn5
を用いてランダムに挿入変異を引き起こし
たライブラリーを作成した。これらライブラ
リーより各所に Tn5 挿入変異をもつ
MuNoVRNAを作成し、293T細胞にトランス
フェクションして組換えウイルスを作成し
た。その培養上清を採取して RAW264.7 細
胞に感染させ、増殖する組換えウイルスのう
ち、Tn5配列をもつウイルスを RT-PCRで同
定し、その挿入位置を配列決定した。 
 
1-4 NoV 感染者体内における混合感染の実
態 
 2006年 05月 15日から 2013年 03月 10日
の間に、20 の道府県で発生し、各道府県の
衛生研究所にて 2006年 05 月〜2011年 03月
の間に全 20 カ所の衛生研究所で収集され、
全ゲノム情報が判明した 395検体のうち、ヒ
トーヒト感染が疑われる症例：4例、集団食
中毒事例：5例、散発食中毒事例：15例、計
24 例を無作為に抽出し、カプシド遺伝子シ
ェル領域配列を調べた。cDNAを templateに
して、カプシド遺伝子シェル領域を PCR で
増幅した。Roche GS 454 FLX Titaniumを用い
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て、遺伝子増幅産物の配列情報を取得した。
配列集団の系統関係の解析は最尤法により
解析した。in-houseの配列解析プログラムで
亜株、遺伝子型の頻度を調べ比較した。 
 
1-5 野ネズミ由来NoVの検出と培養細胞で
の分離の試み 
 各地で捕獲されたアカネズミ、ハタネズミ、
クマネズミ、ドブネズミなどを含む計 222検
体の野ネズミ由来糞便または腸管内容物か
ら total RNAを抽出し、ORF3内の保存領域
をもとにデザインしたプライマーペアを用
い RT-PCR及び遺伝子解析を行った。NoVゲ
ノムが検出された検体については、乳剤の遠
心上清を RAW264.7 細胞に接種しウイルス
RNA の検出を行うことにより、ウイルス増
殖の有無を検討した。 
 
1-6 培養腸管上皮細胞感染系の確立 
 ヒト小腸および大腸粘膜より腸管上皮陰
窩を採取し，マトリジェルに包埋し、ヒト腸
管上皮幹細胞培養に最適化した培地
(Advanced DMEM/F12, EGF, Noggin, 
R-spondin, A83-01, Wnt-3A)により培養を行
った。ヒト腸管上皮幹細胞のウイルス感染シ
ステムの確立のため、GFP発現カセットを有
する自己不活型第三世代レンチウィルスベ
クターより高力価ウイルス上清を作成した。 
 
2. ロタウイルス 
 2002年から 2010年にかけて、国内の複数
農場から集められたブタロタウイルス C 22
株について、独自に設計したプライマーを用
いて RT-PCR 法でもって 11 本すべての分節
RNAを増幅し、TAクローニング法でもって
塩基配列を決定した。今回解読したブタロタ
ウイルス C 22株の各遺伝子の塩基配列につ
いて、これらウイルスの遺伝学的性状を理解
するため、既報のヒトやウシロタウイルス C
におけるそれら塩基配列と比較・解析を行う
と共に、系統樹解析を実施した。 
 
3. ポリオーマウイルス 
3-1 多価化糖鎖クラスターを利用したウイ
ルス凝集技術の開発 
 ヒトポリオーマウイルス；BK ウイルス
（BKPyV）、JCウイルス（JCPyV）、MCPyV

の各 VP1 遺伝子を発現する組換えバキュロ
ウイルスを昆虫細胞へ感染させ培養上清を
濃縮、塩化セシウム平衡密度勾配遠心法にて
各ポリオーマウイルスのウイルス様粒子
（VLP）を精製した。各種多価化糖鎖クラス
ターはグルタミン酸にラクトース（Lac）ま
たは LacNAc を導入しポリマー化した
PGA-Lac, PGA-LacNAc、さらに、Lac/LacNAc
にシアル酸を alpha2,3結合または alpha2,6結
合させた PGA-2,3SALac, PGA-2,6SALac, 
PGA-2,3SALacNAc, PGA-2,6SALacNAc を用
いた。さらに、分子量は PGAタイプの 1000
分の１程度で四価十字型糖鎖クラスターを
同 様 に 用 意 し た （ Tet-LacNAc, 
Tet-2,3SALacNAc, Tet-2,6SALacNAc）。 
 
3-2 MCPyVによる lncRNAの発現変動 
 MCPyVの T抗原を CMVプロモーター支
配 下 で 発 現 す る プ ラ ス ミ ド
pcDNA4HisMax-LT を Hek293 細胞へトラン
スフェクションし、２日後に細胞トータル
RNA を回収し、定量 RT-PCR によって各種
lncRNAを定量測定した。 
 
4. パピローマウイルス（HPV） 
4-1 日本人での高リスク型HPV抗体の保有
状況の調査 
 高リスク型 HPV 15 種類のうち、16/18/31 
/33/35/51/52/58型の 8種類のVLPを作製した。
このうち、16型 VLPを抗原に用いて、健康
な日本人男女 200人の血清中の HPV16の抗
体価を ELISA 系にて測定した。日本の女性
において、検出される HPV DNA型の地域に
よる違いは認められていないことから、大都
市圏を含む４地域（関東、中部、近畿、九州：
各約 50検体）を選択し、10-19歳、20-29歳、
30-39歳、40-49歳、50-59歳の５年代区分で、
各区分につき 40検体（男性約 20検体、女性
約 20検体）（合計 200検体）を測定した。 
 
4-2  Wee1 による HPV DNA 維持複製の調
節機構 
PV16 型ゲノムを安定に維持する子宮頸部由
来 W12 細胞において Wee1 をノックダウン
し、2 日後に HPV ゲノムのコピー数を測定
した。エピゾーム DNAを抽出し、HPV16ゲ
ノムをリアルタイム PCR法にて定量した。 
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 また、ヒト胎児腎 293細胞において、Wee1
をノックダウンし、翌日、HPVの複製 DNA
ヘリカーゼである E1（HPV16 型）を FLAG
タグを付加して（以下 FLAG-16E1と略す）、
強制発現させ、2日後に FLAG-16E1のmRNA
発現量を RT-PCR法にて測定し、タンパク質
発現量をウェスタンブロッティングにより
測定した。 
 また、293細胞や HPV DNA陰性の子宮頸
癌由来 C33A 細胞において、HA タグ融合
Wee1 およびその欠失変異体と FLAG-16E1
を強制発現させ、16E1 との結合に必要な領
域を GST プルダウンアッセイにより同定し
た。また逆に、16E1のWee1との結合に必要
な領域も同様に同定した。 
 293細胞において、Wee1と Cdc27を RNAi
法によりノックダウンし、FLAG-16E1 のタ
ンパク質発現量を測定した。また、同様に
Wee1ノックダウン 293細胞でのAPC複合体
の標的配列に変異を導入した FLAG-16E1や、
E1 のユビキチン化を介した分解に重要であ
ると考えられている 483 番目のアミノ酸リ
ジンをアラニンに置換した変異体（K483A）
のタンパク質発現量も解析した。 
 
4-3  in vitro USP15 assay系の作製 
 Hi5 細胞に FLAG-USP15, FLAG-USP15 
C269S を発現する組換えバキュロウイルス
を感染させ、FLAG beadsで組換え蛋白質を
アフィニティ精製した。DUB-Glo protease 
assay (Promega)を用い、in vitro USP15 assay
系を作製した。Z-RLRGG-NH が切断される
とルシフェラーゼ活性が出現するため、ルミ
ノメーターで切断活性を測定した。 
 
4-4 大腸菌におけるAvi-His6-USP15 UCHの
発現と精製 
フレキシザイムを用いた遺伝暗号リプログ
ラミング法と、天然物様特殊ペプチドライブ
ラリーを合成する技術とその網羅的探索技
術 RaPID（the random non-standard peptides 
integrated discovery）system で USP15の活性
部位に結合する特殊ペプチド(環状 N-メチル
ペプチド)を作製するために、Avi-His6-USP15 
UCH(ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase)を
大腸菌 DH5α で発現させ、HisTrap HP(GE 
Healthcare)を用い、アフィニティ精製した。 

 
4-5 HPV 16E6のポリユビキチン化 
ユビキチン経路の構成蛋白質を得るために、
His6-E1,MEF-E6AP、His6-UbcH7、GST-11E6, 
GST-16E6 を組換え蛋白として発現、精製し
た。これらの組換え蛋白質を用い、HPV E6
蛋白質の in vitroユビキチン化を解析した。 
 
5. E型肝炎ウイルス（HEV） 
5-1 HEVレプリコンの構築 
 感染性の HEVクローンの構造蛋白領域を
レポーター遺伝子で置換したレプリコン
RNAをヒト肝癌由来細胞 PLC/PRF/5細胞に
導入し、レポーター遺伝子が機能するかどう
か調べた。また、本細胞で構造蛋白を発現さ
せ、さらにレプリコン RNAを導入すること
で、構造蛋白中にレプリコン RNAが包埋さ
れた形で粒子構造が形成されるかどうかを
調べた。 
 
5-2 フェレットHEV様粒子の作製およびそ
の応用 
 全長および N あるいは C 末端、さらに両
端を欠失した ferret HEV ORF2を発現させウ
イルス様粒子（ferret HEV-LPs）を作製した。
ferret HEV-LPsを用いて抗体検出ELISA法を
樹立した。抗 ferret HEV-LPs抗体と他の遺伝
子型の異なるHEVとの反応性を ELISA法で
測定し、ferret HEVの抗原性を既知の G1, G3, 
G4 および rat HEVの抗原性と比較した。さ
らに、抗 ferret HEV-LPs抗体の G3HEVに対
する中和活性を測定し、ferret HEV と既知
HEVの血清型の違いを検討した。また、ferret 
HEVに関する疫学調査を行った。 
 
C. 研究結果 
1. ノロウイルス（NoV） 
1-1  MuNoV感染性粒子の構成成分 
 塩化セシウム浮上密度勾配遠心後、密度
1.36 g/cm3を中心にVP1のバンドが検出され
た。VP1を 1感染性粒子当たり 180分子とす
ると、VP2は、12分子、VPgは 24分子内包
されていることが示唆された。 
 内包されている VPg のどのアミノ酸残基
に RNAとの結合に関与しているかを調べる
ため、RNA との結合が予測されているチロ
シン（Y）残基をフェニルアラニン（F）に
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置き換えたクローンを作製し、感染性粒子産
出に与える影響を調べた。Y26, Y45 は感染
性粒子産生能が消失した。つまり、Y26, Y45
に RNAとの結合部位があることが示唆され
た。Y40, Y117は、感染性粒子放出が認めら
れ、3継代してもリバータントは認められな
かった。 
 VP2 の機能ドメイン検索を行った。VP2
のアミノ酸配列から 2次構造を予測し、Tetra 
cycteine tag(TCtag)を挿入したミュータント
クローンを 7種類作製した。感染性粒子の産
生が認められたのは、C末端に予想されたベ
ータシートに tagを挿入したクローンのみで
あり、VP2 の C 末端に予想されたベータシ
ート以外は、VP2の機能に関与している可能
性がある。 
 
1-2 NoVレプリコンの構築 
 培養細胞での NoV 粒子形成機構を解明す
るため、RNA レプリコンの作成を試みた。
チバ株（GI.4）の ORF1遺伝子下流に C型肝
炎ウイルス由来の IRESとネオマイシン耐性
遺伝子を組み込んだ cDNA を作成した。ま
た、MuNoV は培養細胞で増殖が可能である
ので、その遺伝子を利用して複製可能な
RNA レプリコンを作り出すことが可能であ
ると期待される。また、ヒトノロウイルスの
RNA レプリコン作成において良い対照とな
ると思われる。同様にレポーター遺伝子を組
み込んだレプリコンを作製した。 
 
1-3 増殖に必要なシグナル伝達系の解析 
 プロテインキナーゼ阻害剤からMuNoV増
殖阻害効果のあるものをスクリーニングし
たところ、PI3K, mTOR,そして ATM の各キ
ナーゼに対する複数の阻害剤でウイルス感
染による細胞障害性に対する阻害が見られ
た。そのほかにも、EGF 受容体、polo-like 
kinase, p38MAPKなどの阻害剤でも細胞障害
性の抑制が観察された。一方、FLT3 kinase, 
c-MET, VEGF 受容体の阻害剤では、ウイル
ス感染による細胞死を促進する効果が観察
された。同様な結果は、Aurora キナーゼ、
Burton tyrosine キナーゼ阻害剤でも見られ
た。これらのウイルス感染による細胞障害性
に対して阻害/抑制、促進効果が見られた際
の細胞上清中ウイルス RNA量は、抑制され

ている際には減少、促進されている際には増
加していた。しかし細胞死が促進されている
場合では、阻害剤抜きで通常感染の際の上清
中ウイルス量には及ばなかった。 
 MuNoV S7 株全長を組み込んだ pT7 
MuNoVS7 に対して、Tn5 トランスポゾンに
よりカナマイシン耐性遺伝子をランダムに
挿入し、カナマイシン耐性株を選択すること
でトランスポゾン挿入クローンを選別した。
得られた組換えMuNoVから感染増殖に影響
の無い Tn5配列の挿入位置、MuNoV nt# 2513
を同定した。この位置は、ORF1の NS3コー
ド領域内で、NS3 の 131 番目アミノ酸残基
Lysと132番目のThrの間に挿入されていた。
このクローンは、野生型と同程度の増殖が認
められた。しかしながらこの部位に Venus蛍
光タンパク質配列（714bp）あるいはブラス
トサイジン耐性遺伝子配列（393bp）を挿入
した場合は、増殖クローンを得ることはでき
なかったため、長い配列の挿入は難しいと考
えられた。 
 
1-4 NoV 感染者体内における混合感染の実
態 
 混合感染は、24 検体中 9 検体（ヒトー
ヒト感染事例で 2 検体、集団食中毒事例
で 5 検体、散発食中毒事例で 2 検体）で
検出された。次世代シークエンサーの解
析により、一個体内において、異なる遺
伝子型および亜株の準種（1.7-47.7％）、
および微小準種（0.2-0.4％）が検出され
た。通常のサンガー法によるシークエン
スでは、これらの準種の検出はできなか
った。混合感染の組み合わせは、GII.3, 
GII.6, GII.9, GII.13 、 亜 株 で は 、
GII.4_2004/05, 2006b, 2008a, 2009a など
の混合感染が同定された。混合感染は、
感染経路に依存せず、頻繁に観察される
事象であることがわかった。  
 
1-5 野ネズミ由来 NoV の検出と培養細胞
での分離の試み 
 韓国の済州島で捕獲されたチェジュセス
ジネズミの腸管内容物 4 検体から NoV のゲ
ノム由来と考えられる 392bp の増幅産物が
検出された。その塩基配列を決定し、系統樹
を作製したところ、実験用マウス由来 NoV
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とは独立した野ネズミ由来の NoV の枝をヨ
ーロッパモリネズミ由来 NoV とともに形成
し、新規 NoVであることが示された。 
実験用マウス由来の NoV が増殖可能である
株化細胞（RAW264.7）を用いて、RT-PCR陽
性であった 4 検体からのウイルス分離を試
みたが、CPEの発現並びにウイルス RNA量
の増加も認められなかった。 
1-6 培養腸管上皮細胞感染系の確立 
 ヒト小腸・大腸上皮から樹立され、長期培
養が可能になったヒト培養オルガノイドを
用いて GFP 発現ウイルス感染系の確立を試
みた。培養に用いるマトリジェルはウイルス
粒子の核酸を阻害するため、マトリジェルを
酵素処理により除去する必要があった。また、
トリプシン処理により，上皮細胞を単細胞化
することにより，ウイルス感染効率の改善が
確認された。培養ヒト腸管上皮細胞はこのよ
うな処置に対して細胞死が誘導されるため、
培養培地の最適化を行い、感染細胞の長期培
養に成功した。 
 
2. ロタウイルス 
 ブタロタウイルス C 22株の各遺伝子の塩
基配列について、ヒトやウシロタウイルス C
におけるそれら塩基配列と比較・解析した結
果、ヒトおよびウシロタウイルス C 株間で
はそれぞれ配列に極めて高い相同性が認め
られたが、ブタロタウイルス C 株間では配
列に大きな相違が認められ、ブタロタウイル
ス C は遺伝的多様性に富んでいることが明
らかとなった。 
 また、今回解読したブタロタウイルス C
の各遺伝子配列情報に、既報のヒトおよびウ
シロタウイルス C の当該遺伝子情報を加え
た上で、系統樹解析を実施したところ、ヒト
およびウシロタウイルス C はそれぞれ単一
の遺伝子型に分類されるのに対して、ブタロ
タウイルス C は複数の遺伝子型に分類され
ることが明らかとなり、国内には 11 本の各
遺伝子について異なる遺伝子型を有する複
数のブタロタウイルス C 株が存在し、広く
分布していることが明らかとなった。 
 
3. ポリオーマウイルス 
3-1 多価化糖鎖クラスターを利用したウイ
ルス凝集技術の開発 

 BKPyV及び JCPyVは糖鎖クラスターのう
ち高分子でシアル酸を含む PGA-2,3SALac, 
PGA-2,6SALac, PGA-2,3LacNAc, 
PGA-2,6LacNAcの場合、効率よく共沈殿し
た。他の糖鎖の場合沈殿分画に VLPはほと
んど検出されなかった。一方、MCPyVの場
合は、BKPyV, JCPyVと同様に PGA-2,3SALac, 
PGA-2,6SALac, PGA-2,3LacNAc, 
PGA-2,6LacNAcの沈殿効率が高いが、
PGA-Lac, PGA-LacNAc, Tet-2,3SALacNAc, 
Tet-SA2,6LacNAcでも効率は低いものの沈殿
を認めた。 
 
3-2 MCPyVによる lncRNAの発現変動 
 large T 抗原(LT)とそのスプライシングバ
リアント(57kT)が発現することをウエスタ
ンブロットで確認した。この細胞及び空ベク
ター導入細胞から RNAを調製し、25種類の
lncRNA の発現レベルを測定した。三度独立
した実験を行った結果、LT/57kT発現に伴う
NEURL3の顕著な発現亢進と lLOC643650の
発現低下が再現性よく認められた。時に、
NEURL3 の発現レベルは LT/57kT 発現によ
って約６倍まで亢進した。 
 
4. パピローマウイルス（HPV） 
4-1 日本人での高リスク型HPV抗体の保有
状況の調査 
 健康な日本人 200人の血清（女性 103検体、
男性 97検体）の HPV16 抗体価を ELISA 系
にて測定したところ、抗体陽性率は女性では
6.8%、男性では 6.2%であった。陽性の検体
は女性では 40代から、男性は 30代からみら
れた。 
 
4-2  Wee1 による HPV DNA 維持複製の調
節機構 
 W12細胞にてWee1をノックダウンしたと
ころ、HPV ゲノム量が 30％へと減少した。
Wee1 ノックダウンにより、FLAG-16E1 の
mRNA レベルにはほとんど影響がなかった
が、タンパク質レベルが著しく減少した。18
型 E1タンパク質レベルも同様に著しく減少
した。骨肉腫由来 U-2 OS細胞や、HeLa細胞
においても、同様の結果が得られた。293細
胞においてWee1-HAとFLAG-16E1を共発現
させると、FLAG-16E1 のタンパク質レベル
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が増加した。このことから、Wee1 は翻訳後
の 16E1の安定化に関わることが示唆された。 
 FLAG-16E1 と Wee1-HA を共発現させた
293細胞や C33A細胞において、両者の結合
が免疫沈降法により検出された。GSTプルダ
ウンアッセイにより、16E1 と Wee1 は
440-649 aaと 215-646 aaの領域でそれぞれ直
接結合することが示唆された。 
 次に、Wee1による 16E1の安定化機構につ
いて検討した。293 細胞において、Wee1 を
ノックダウンし、FLAG-16E1(K483)を強制発
現させたところ、コントロールノックダウン
に比べてタンパク質レベルで 76%の発現が
みられた。野生型の FLAG-16E1は 17%の発
現しかみられないことから、Wee1 は 16E1
のK483のユビキチン化を介した分解を阻害
することが示唆された。16E1も APC経路に
より分解されるのか、また、Wee1 はその経
路の分解を阻害するのかを検討したところ、
Wee1は 16E1の APC経路による分解をほと
んど阻害しないことが示唆された。 
 
4-3  in vitro USP15 assay系の作製 
 DUB-Glo protease assay を用い、in vitro 
USP15 assay 系を作製した。10, 20, 50, 
100 nMの FLAG-USP15または FLAG-USP15 
C269Sを用いて Z-RLRGG-NHの切断を解析
したところ、FLAG-USP15では定量的に切断
活性が示されたが、FLAG-USP15 C269Sでは
全く切断活性を示さず、in vitro で簡便かつ
定量的に USP15 の脱ユビキチン化酵素活性
を測定する系が構築できた。 
 
4-4 大腸菌におけるAvi-His6-USP15 UCHの
発現と精製 
 Avi-His6-USP15 UCH 蛋白質を大腸菌
DH5αで発現させアフィニティ精製した。精
製したMEF-E6APは GST-11E6, GST-16E6を
ポリユビキチン化したが、陰性コントロール
の GST はポリユビキチン化されなかった。
これよりE6APが11E6, 16E6のポリユビキチ
ン化を促進するユビキチンリガーゼとして
機能することが示唆された。 
 
5. E型肝炎ウイルス（HEV） 
5-1 HEVレプリコンの構築 
 感染性クローン 83-2 の構造蛋白である

ORF2領域をレポーター遺伝子と置き換える
ことにより HEVレプリコンを構築した。構
造蛋白（ ORF2）を発現する細胞に、
IRES-GFPNeo を持つレプリコンを導入した
細胞を作成し、培養上清を濃縮しショ糖遠心
密度勾配で分析したところ構造蛋白は一定
の密度に収束し、粒子構造をとっている可能
性が示唆された。上記のフラクションを
RNase A処理後に RNAを抽出し、構造、非
構造それぞれの領域のRT-PCRを行ったとこ
ろ、本フラクションの RNAは RNase A抵抗
性であり、構造領域のみが PCR で増幅され
たことから、レプリコンが包埋された粒子で
ある可能性が示唆された。 
 
5-2 フェレットHEV様粒子の作製およびそ
の応用 
 Ferret HEV ORF2全長の N末端から 112aa, 
C末端から 47aaを欠失した ferret HEV ORF2
を持つ組換えバキュロウイルスを感染した
Tn5 細胞培養上清から直径約 24nm の ferret 
HEV-LPsを大量に得た。抗 ferret HEV-LPs抗
体は G1, G3, G4, rat HEVとの交叉反応を示
したが、G3 HEVの PLC/PRF/5細胞への感染
を中和しなかった。また、アメリカから輸入
された実験用フェレットから ferret HEV-LPs
を抗原とした抗体検出 ELISA 法によって抗
ferret HEV IgG および IgM 抗体が検出され
た。 
 
D. 考察 
ノロウイルス 
 これまで、感染性ウイルス粒子に内包され
ているウイルス蛋白質は、ウイルス様中空粒
子の研究結果から、VP1 が 180 分子、VP2
が 1-2分子、VPgが 1分子内包されるのでは
ないかと予想されていた。しかし、本研究に
より、VP2, VPg ともに複数分子が内包され
ており、粒子の骨格を構築している可能性が
示された。VP2 の C 末端に予想されたベー
タシート以外は、VP2の機能に関与している
可能性がある。 
プロテインキナーゼ阻害剤パネルを用い
てウイルス増殖阻害効果のあるものを、スク
リーニングした結果、PI3K, mTOR,そして
ATMの各キナーゼに対する複数の阻害剤で
ウイルス感染による細胞障害性に対する阻
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害が見られた。これらの阻害剤の作用点を詳
細に解析することにより、新規の抗ノロウイ
ルス薬剤開発が期待される。また、ウイルス
感染による細胞死を見かけ上促進したよう
に見えるキナーゼ阻害剤ついては、培養細胞
を HuNoV増殖に誘導できるような薬剤スク
リーニング系の開発を視野に入れつつ、その
作用点について引き続き解析を行う予定で
ある。 
 Tn5 トランスポゾンを用いたランダム挿
入により作成したライブラリーより単離し
た増殖クローンは、MuNoVゲノム 2513番目
塩基（ORF1, NS3コード領域）へ Tn5配列が
挿入されていた。Tn5配列挿入によるウイル
ス増殖への影響は見られなかったため、この
領域は遺伝子改変に比較的寛容であると考
えられる。大きな遺伝子挿入は難しいが、
NS3 と VP2 のコード領域がある程度遺伝子
改変に耐性があることが明らかになったた
め、これらの領域の改変を中心に、MuNoV
の HuNoV化のアプローチを模索している。 
 計 222 検体の野ネズミ由来の糞便または
腸管内容物を用いて、RT-PCRにより NoVを
検索したところ、韓国の済州島で捕獲された
チェジュセスジネズミ 4 検体から新しい
NoV が検出された。実験用マウス由来 NoV
が増殖することが知られている、マウスマク
ロファージ由来の株化細胞であるRAW264.7
細胞での分離はできなかったが、今後、全ゲ
ノム塩基配列の決定に加えて、チェジュセス
ジネズミまたは近縁のネズミ由来の器官や
組織を用いた組織培養法を開発し、新しい
NoV 培養系並びに動物モデルの開発が期待
される。 
 次世代シークエンサーを用いることで、混
合感染を検出できた。様々な感染経路で、混
合感染が頻繁に生じている可能性が示唆さ
れた。本研究成果は、組換えウイルスの発生
機構、病態、持続感染などを解析して行く上
で基盤となる知見と考えられる。更に、ヒト
集団下におけるノロウイルス感染伝播の理
解の基盤情報となることが期待される。 
 ヒト腸管上皮オルガノイドは細胞株と異
なり、一般的なウイルス感染に対して培養技
術の最適化が必要であった。今回最適化され
た方法は実験用ウイルスに対するものであ
るが、異なる３種類のウイルスにおいて効率

のよい感染効率が確認できたため、ノロウイ
ルスへの感染系確立が期待できる。 
 
ロタウイルス 
 今回初めてブタロタウイルス C 複数株の
全ゲノム配列を解読することに成功したが、
ブタロタウイルス C は、他動物由来ロタウ
イルス C と配列が大きく異なり変異に富ん
でいることが明らかとなった。今回得られた
ブタロタウイルス C 複数株の全遺伝子情報
を活用して設定した世界スタンダードの遺
伝学的分類基準（カットオフ値）は、今後検
出される新たなウイルスの起源を探る上で
有用であると共に、種間伝播や遺伝子再集合
によって生じる変異ウイルスの監視態勢強
化につながるものと思われる。 
 
ポリオーマウイルス 
 SPR 解析から、GM3 である 2,3SA-Lac は
いずれのポリオーマウイルスとも結合しう
ることが示されたため、今回、シアル化 Lac
とその関連糖を含む糖鎖クラスターについ
て解析を行った。ポリオーマウイルスが糖鎖
クラスターにより凝集沈殿することを初め
て示した。また、MCPyV では、四価糖鎖で
も沈殿効果を示したが、GM3 との結合性が
BKPyV, JCPyVより高いことが関連している
かもしれない。ウイルス発がん、また皮膚が
ん発症における lncRNAの役割は未解明であ
り、今回見出した知見を基にMCPyV関連発
がんにおいて lncRNAがそのように働いてい
るか明らかにして行きたい。 
 
パピローマウイルス 
 我々はこれまでに、HPV DNAのタイピン
グにより、日本では HPV52/58などの非ワク
チン型 HPVによる子宮病変が多いことを報
告している。ワクチン導入により、今後、非
ワクチン型 HPVが蔓延する可能性もあり、
HPV16/18も含め、他の高リスク型 HPVの抗
体価を測定することは重要である。そのため
にも、ハイスループット測定系の確立が急が
れる。ワクチン導入後のワクチン型、及び非
ワクチン型 HPVの蔓延状態の血清疫学的変
化は、HPVワクチンの効果評価および接種
方針の策定の基盤情報となることが期待で
きる。 
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本研究から、未分化の W12 細胞において
Wee1をノックダウンすると、E1がWee1と
結合できないためにK483のユビキチン化を
介した E1分解が起こり、HPV維持複製効率
が低下することで、HPV ゲノムのコピー数
が減少すると考えられ、この仮説を実証する
ためさらに検討を進める。Wee1と E1の結合
を阻害するような薬剤が同定できれば、将来
的には HPV ゲノムを感染細胞から排除する
ことが可能になるかもしれない。 
 HPV16E6を速やかに排除する抗HPV薬開
発のため、脱ユビキチン化酵素 USP15 に対
する阻害剤作製を目指した複数の系の構築
に成功した。今回樹立した in vitro ユビキチ
ン化系と精製 USP15を用いることで、USP15
の活性測定、阻害剤探索に応用可能であると
考えられる。今後、USP15 UCHに結合する
特殊ペプチドを作製し、USP15 を阻害して
16E6 の脱ユビキチン化を阻害する系を作製
する。HPV16E7 の脱ユビキチン化酵素
USP11 に対しても同様な活性測定系、抗
USP11特殊ペプチドを作製する予定である。 
 
E型肝炎ウイルス 
 HEV replicon が 包 埋 さ れ た 粒 子 
(trans-packaging particles) の感染性が確認で
きれば、本粒子はトランスパッケージ型の１
回のみ感染性の粒子として、HEV の感染過
程の解析に有用であると考えられる。また、
特に NanoLucをレポーターとして持つ HEV
レプリコンを用いたアッセイ系は簡便かつ
感度がよく、複製機構の解析や増殖阻害物質
の探索に有用と考えられる。 
 Ferret HEV-LPs の作製に成功した。ferret 
HEV はG1, G3, G4 および rat HEVとの交叉
反応があるにも関わらず、G3 HEVに対する
中和活性を示さなかったことから、G1-4 
HEV と血清型が異なる可能性が示唆された。
また、アメリカからの輸入実験用フェレット
では ferret HEV感染が稀ではないことから、
実験動物の検疫また実験動物の管理に当た
っては ferret HEV の感染を十分考慮する必
要がある。 
 
E. 結論 
ノロウイルス 
 MuNoV をモデルとして、感染性粒子を構

成するウイルス蛋白質がVP1, VPg, VP2であ
ることを示した。VPg と VP2 は、従来の報
告とは異なり、1ウイルス粒子に複数パッケ
ージングされていることが示唆された。VPg, 
VP2の機能解析の結果、VPgにはチロシン残
基に RNAが結合している可能性があること、
VP2の c末端側のベータシートを除き、他の
構造は感染性ウイルス粒子産生に必須であ
る事を明らかにした。 
 NoVチバ株のRNAレプリコン候補遺伝子
を作成した。その対照としてマウスノロウイ
ルスの RNAレプリコン候補遺伝子も作成し
た。 
 MuNoV の感染増殖に関わるシグナル伝達
系を解析する目的で、キナーゼ阻害剤パネル
を用い、RAW264.7細胞への MuNoV感染に
関与すると思われるプロテインキナーゼを
同定した。また、Tn5トランスポゾンを用い
たランダム挿入を用いて、MuNoV ゲノム内
で短い外来配列を挿入できる部位を同定し
た。 
 新規動物 NoV をチェジュセスジネズミか
ら検出した。 
 次世代シークエンサーを用いて、個体内に
おける遺伝子型や亜株の種類、分布、動態を
明らかにした。 
 ヒト腸管上皮オルガノイドのウィルス感
染系の基盤技術が開発された． 
 
ロタウイルス 
 ブタロタウイルス C の複数株について、
全遺伝子の塩基配列を明らかにした。これら
遺伝子情報をもとに遺伝学的分類基準を策
定し、ブタロタウイルス C は複数の異なる
遺伝子型に分類されることを明らかにした。 
 
ポリオーマウイルス 
 糖鎖クラスター効果を利用して、ヒトポリ
オーマウイルスを効率よく凝集沈殿させら
れることを初めて示した。 
 MCPyV T抗原の発現による lncRNA発現
変動を明らかにした。 
 
パピローマウイルス 
 健康な日本人女性での HPV16抗体価を初
めて測定し、年齢層が上がるのに伴って、抗
体陽性率が上昇することを明らかにした。ま
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た、日本人男性での HPV16抗体価を初めて
測定した。 
 Wee1が E1の APC経路以外のタンパク質
分解経路を阻害することで、感染細胞での
HPV ゲノムの維持機構に関与することが示
された。 
 子宮頸癌の特異的治療薬の開発を目指し、
HPV16E6の安定化因子である USP15の阻害
剤作製を試みた。今年度は in vitro USP15 
assay 系の構築に成功した。また、USP15 の
活性部位を大量に精製し、USP15活性を阻害
する特殊ペプチド作製のためのプローブを
作製した。また、E3 ユビキチンリガーゼ
E6APによる HPV 11E6, 16E6の in vitro ユビ
キチン化アッセイ系を樹立した。 
 
HEV 
 HEVのレプリコンの構築に成功した。ま
た、PLC/PRF/5細胞に構造遺伝子発現プラス
ミドとレプリコン RNAを導入することによ
り、レプリコンを包埋した粒子を取得できる
可能性が示唆された。 
 Ferret HEV-LPsの作製に成功した。ferret 
HEV はG1, G3, G4 および rat HEVとの交叉
反応があるにも関わらず、G3 HEVに対する
中和活性を示さなかったことから、G1-4 
HEV と血清型が異なる可能性が示唆された。 
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