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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：ヒトおよびマウスNoVの感染性クローンにレポーター遺伝子を組み込むことに成功した。
感受性細胞の探索や阻害剤のスクリーニングに有用であると考えられる。また、小腸のオルガノ
イドを使ってヒト NoV を培養できるか検討を開始した。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 VP2コード領域を欠いた複製欠損型MuNoV変異
体は、VP2 の共発現によってウイルス遺伝子発現が誘導されたことから、NoV において初めて
複製欠損型ゲノムの機能的な補完が可能になった。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、優位に検出された GII.4 2006b亜株は、どの集団
でもウイルスコピー数が高く、複製能・増殖能に優れたウイルスである可能性が示唆された。韓
国の済州島で捕獲されたチェジュセスジネズミ由来 NoVは、実験用マウス由来NoVとは異なる
新規 NoVのグループに属することを明らかにした。 

ロタウイルス：ウシならびにブタロタウイルス B 複数株を用いた遺伝子解析の結果、動物由来
ロタウイルス B は国内外問わず、異なる遺伝的背景を有する複数の株が世界中に存在・まん延
していることが明らかとなった。 

ポリオーマウイルス：Psudovirionを利用した感染モデル系から、ガングリオシド GD3が、MCPyV
の感染侵入に重要な役割を果たすことを示唆する知見を得た。 

HPV：一部の子宮頸部上皮内腫瘍（CIN）の擦過細胞検体において、HPV16ゲノムの E2遺伝子
に C to Tの置換変異が蓄積している現象（hypermutation）を見出した。また HPV16ゲノムを維
持する CIN由来のヒト培養細胞において APOBECタンパク質を強制的に発現させると、同様の
hypermutationが HPV16ゲノムの E2遺伝子に導入された。APOBECタンパク質が HPVゲノムに
hypermutationを導入し、HPVゲノムの細胞 DNAへの組込みを容易にすることで、子宮頸部発癌
に関わる可能性が示唆された。脱ユビキチン化酵素 USP15 の脱ユビキチン化酵素活性を阻害す
る小分子のスクリーニングおよび特殊ペプチドの開発を試み、インヒビターライブラリー320コ
ンパウンドから最終的に 5種類のヒット化合物を同定した。さらに UCHドメインに結合する特
殊ペプチドの作製を行い、5種類の環状 Nメチルペプチドと 3種類の環状ペプチドを得た。 

HEV：HEV の構造蛋白領域をレポーター遺伝子に置き換えたレプリコンを作成し、化合物ライ
ブラリから現在までに複数の HEVレプリコン増殖阻害を有する化合物を同定した。Rat HEVが
増殖できる細胞培養系を樹立した。また、in vitroで合成した完全長の rat HEV RNAをヌードラ
ット肝臓に直接接種したことにより、感染性をもつ Rat HEV を獲得した。 

高感度ウイルス検出技術の開発：局在表面プラズモン共鳴原理を基盤とした、金フィルム／量子
ドットを用いたインフルエンザウイルス検出系を開発し、イムノクロマト法より 100倍程度の高
感度で季節性インフルエンザウイルス株を検出しうることを明らかにした。 



 

 2

研究代表者 
石井孝司 国立感染症研究所・室長 
 
分担研究者 
鈴木哲朗 浜松医科大学・教授 
片山和彦 国立感染症研究所・室長 
李 天成 国立感染症研究所・主任研究官 
染谷雄一 国立感染症研究所・主任研究官 
柊元 巌 国立感染症研究所・室長 
勝二郁夫 神戸大学医学部・准教授 
鈴木 亨 動物衛生研究所・主任研究員 
中西 章 国立長寿医療研究センター・室長 
本村和詞 大阪大学微生物病研究所・特任准 
     教授 
遠矢幸伸 日本大学生物資源科学部・教授 
佐藤俊朗 慶応義塾大学医学部・特任准教授 
 
研究協力者 
田中智之 堺市衛生研究所・所長 
石井克幸 国立感染症研究所・主任研究官 
朴 龍洙 静岡大学グリーン科学技術研究 
     所・教授 
佐藤 豪 日本大学生物資源科学部 助手 
朴 英斌 国立感染症研究所・研究員 
戸高玲子 国立感染症研究所・非常勤職員 
吉田和央 国立長寿医療研究センター・流動 
     研究員 
 
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  MuNoV、HuNoV のリバースジェネテ

ィックシステム（RGS） 
 pHuNoVU201Fを骨格として、U201株 cDNA
部分を MNV genome cDNA に置き換え、
pMNVS7Fを構築した。株化細胞（HEK293T）
に HuNoV pKS-U201Fまたは pKS-FCV-Fを
トランスフェクションした後上清を回収し、
感受性細胞があるMNVは RAW264.7細胞株
に感染させ TCID50を測定することで、上清
に含まれる感染性ウイルス titerを定量した。 
 GFP 等の蛍光タンパク質遺伝子を内包し
た感染性粒子を作るべく、ORF1に GFP遺伝
子を導入した。また、細胞内で RdRpの活性
を可視化してモニターするために、ORF2に
GFPを導入した。また、活性を数値化するた
めに、ウミシイタケルシフェラーゼ（Rluc）
やナノルシフェラーゼ（Nluc）をレポーター
として導入した。 
 
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。また、細胞培養が可能なげっ歯動物
ノロウイルス MuNoV1 株についても同様の
操作を行った。 
 
1-3 MuNoVのベクター化 
 MuNoV S7 株の全長 cDNA を組み込んだ
pKS  MuNoV S7 DNAを元に、MuNoV ORF3
の一部欠損変異体を作製した。また、MuNoV 
の ORF2 および 3、ORF3 単独を発現するベ
クター（pKS MNV ORF23 あるいは pKS 
MNV ORF3）も作成した。これらの pKS MNV 
S7 DNAそしてその変異体を単独に、あるい
は ORF2、3 を発現するプラスミドと共に
293T 細胞にトランスフェクションによって
導入し、その培養上清を RAW264.7 細胞に
感染させた。MuNoV 遺伝子発現の有無を
VP1/VPg の免疫染色により確認し、293T 細
胞上清の感染性粒子の存在を検証した。 
 
1-4 NoV 感染者体内における混合感染の実
態 
2012 年 3 月に島根県で発生した集団食中毒
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事例を対象に解析した。原因施設調理従事者
（n=7）から、汚染食材を介して、原因施設
弁当喫食者（n=9）、関連他施設 A 料理喫食
者(n=3)、関連他施設 B料理喫食者(n=6)と感
染拡大した集団食中毒事例を対象とした。糞
便試料を出発材料とし、カプシド遺伝子シェ
ル領域の配列情報を取得し、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 
 昨年度の研究で NoV 遺伝子が検出された
4検体のチェジュセスジネズミ由来腸管内容
物の Total RNAから RT-PCRを行い、増幅産
物が得られた場合は塩基配列を常法に従い
決定した。 
 
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 2011年にかけて山形県内で検
出されたウシロタウイルス B 12株を材料に
使用した。それら複数株の VP1, VP2, VP6, 
VP7, NSP1, NSP2および NSP5の 8つの遺伝
子について、RT-PCR法で ORF全長を増幅し、
シークエンス解析を実施した。今回決定した
ウシロタウイルス B 12株の各種遺伝子情報
から系統樹解析を実施し、本ウイルスの起源
並びに生態を明らかにすることを試みた。 
 
3. ポリオーマウイルス 
 ポリオーマウイルスのカプシドをもつ
psudovirionを以下の方法で作製した。3種類
のプラスミド：(1)各ウイルスの VP1 遺伝子
を有する pCAGベクター、(2)SV40 T抗原を
発現する pCI Ts、(3)SV40 originをもち分泌

型 Gaussia ルシフェラーゼ(Gluc)を発現する
pCMV Gluc2、を 293T細胞にトランスフェク
ションし、64-68 時間後に細胞を回収した。
細胞抽出液を Nuclease 処理し、連続密度勾
配遠心により分画し、SV40 origin をターゲ
ットとした PCRにより pCMV Gluc2を多く
含む分画を同定し、精製することにより各
psudovirionを回収した。 
 
4. パピローマウイルス（HPV） 
4-1 ヒトパピローマウイルスのゲノム変異
と子宮頸部発癌 
 HPV16 陽性の子宮頸部上皮内腫瘍
（cervical intraepithelial neoplasia: CIN）の擦
過細胞から DNA を抽出して、Differential 
DNA Denaturation PCR(3D-PCR)法により、
HPV16 ゲノムの E2 遺伝子内の A/T-rich 
hypermutationについて検討した。臨床検体は、
NTT 東日本関東病院・産婦人科の近藤一成
先生より供与を受けた。また、CIN 由来の
W12細胞を用いて、APOBEC3タンパク質に
よる HPV16 ゲノムへの変異導入の可能性に
ついても、3D-PCR法にて検討した。 
 
4-2 in vitro USP15 assay系の作製 
 昨年、樹立した DUB-Glo protease assayに
よる in vitro USP15 assay系を用いて inhibitor 
library から阻害活性物質をスクリーニング
を行った。阻害活性の陽性コンパウンドに関
し、Di-Ub(K48)を基質にした USP15 の脱ユ
ビキチン化酵素活性に対する阻害効果を解
析した。 
 
4-3 大腸菌を用いたAvi-His6-USP15 UCHの
精製と結合ペプチドのスクリーニング 
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。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 Avi-His6-USP15 
UCH に結合する特殊ペプチド(環状 N-メチ
ルペプチド)を作製した（東京大学理学部、
菅裕明教授との共同研究）。 
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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 83-2の構造蛋白
領域をレポーター遺伝子（SecNanoLuc）で
置換した cDNAを作成し、合成した RNAを
ヒト肝癌由来細胞 PLC/PRF/5 細胞に導入す
るとレプリコンが複製しレポーター遺伝子
（ルシフェラーゼ）が分泌されることを確認
した。レポーターの分泌を指標にレプリコン
複製を阻害する物質のスクリーニングを行
った。 
 
5-2 ラット HEVの解析 
 Rat HEV を感染したヌードラット (Long 
Evans rnu/rnu)の便材料をヒト肝癌細胞
PLC/PRF/5に接種し、経時的に培養上清中の
rat HEVの増殖を、電子顕微鏡や免疫染色で
確認した。また、感染細胞培養上清をヌード
ラットに接種することにより産生されたウ
イルスの感染性を確認した。 
 リバースジェネティクス法による rat HEV
作製をするため、 rat HEV ドイツ株
(GU345042)から ratHEV RNAを合成し、ヌー
ドラット肝臓に直接接種した。経時的に採血、
採便し、血中および便中の Rat HEV RNAを
RT-PCR法により測定し、ウイルス増殖の有
無により、全長 rat HEV RNAの感染性を評
価した。また、感染ヌードラット糞便中の
Rat HEVの感染性を確認した。 
 
6 高感度ウイルス検出技術の開発 
 表面を凹凸加工した金ナノプラスフィル
ム（NPGL）をシステアミン処理しアミノ基
または量子ドット(QD)表面にアミノ基修飾
を施した。抗インフルエンザウイルス HA抗
体 を N-Hydroxysuccinimide (NHS) ／
N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide (EDC)処理した後、上記 NPGL、
QDにそれぞれコンジュゲートした。蛍光測
定用 96ウェルプレート各ウェルに抗 HA 抗
体-NPGL を入れ、種々の濃度のインフルエ
ンザウイルス液を添加。さらに抗 HA 抗体
-QDを添加し反応させ、励起 380 nm、発光
518 nm波長で蛍光強度を測定した。 
 
C. 研究結果 

1. ノロウイルス（NoV） 
1-1 MuNoV、HuNoVの RGS 
蛍光タンパク質遺伝子を内包した感染性粒
子作製の試み 
 GFP遺伝子をNTPaseコード領域と3A-like 
protein コード領域の間に挿入したコンスト
ラクトを、細胞のトランスフェクションする
と、細胞内部にブロードに GFP の発光が認
められた。上清からウイルスを精製し、電子
顕微鏡で観察すると、産生効率は低いが新生
ウイルス粒子が観察された。新生ウイルス粒
子から RNA を抽出し、抽出した RNA を細
胞内にトランスフェクションすると、細胞に
GFP のシグナルが認められた。この結果は、
新生ウイルス粒子は GFP が挿入されたゲノ
ムを内包しており、そのゲノムは細胞内で自
己複製が可能であることを示唆していた。 
 新生ウイルス粒子の感染性を確かめるた
め、MNVを用いて、GFP遺伝子の挿入を試
みた。N-terminal proteinと NTPaseの間のみ
GFP遺伝子の受け入れが許され、それ以外の
場所は RGSが稼働しなかった。GFPを挿入
したクローンを 293T細胞にトランスフェク
ションし、回収した上清をMNV感受性細胞
である RAW264.7細胞に感染させ、GFPの蛍
光を観察した。本実験で産生される感染性粒
子への GFP 遺伝子内包には成功したが、
GHFP遺伝子は複製過程で排除されるか、リ
バータントの出現によって、淘汰されている
と考えられた。 
細胞内 RdRp活性測定法構築の試み 
 RdRpの活性測定のため、GFPを ORF2に
組み込んだ pHuNoVU201F-2GFPとネガティブコ
ントロールを、それぞれ COS7細胞にトラン
スフェクションして、GFPの発現を観察した
ところ、トランスフェクション 12 時間後か
ら GFP の発色が認められ、GFP が発現して
いる細胞の数、発色強度は、30, 36時間に最
大になった。それに対し、ネガティブコント
ロールをトランスフェクションした細胞で
は、48時間後に至っても GFPの発色は認め
られなかった。 
 次に、pHuNoVU201F-2RS、pHuNoVU201FΔ4607G-2RS

を用いてルシフェラーゼによるRdRp活性の
定量化を検討したところ、トランスフェクシ
ョン後 6 時間から上昇を始め、24 時間でピ
ークに達した後、42 時間後にはバックグラ
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ウンドと同レベルにまで低下した。他方、ネ
ガティブコントロールをトランスフェクシ
ョンした細胞のルシフェラーゼ活性は、トラ
ンスフェクション後 6 時間から徐々に上昇
を始めたが、42 時間でピークに達した後、
48 時間後に向けて低下した。ピーク時の 24
時 間 で は 、 pHuNoVU201F-2RS 、
pHuNoVU201FΔ4607G-2RS トランスフェクション
細胞のルシフェラーゼ活性の差は 8 倍程度
の開きがあり、24時間後には RdRp活性の定
量、活性差測定が可能であると思われた。 
 
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。
HuNoVチバ株（GI.4）とMuNoVのレプリコ
ン数種を構築し、Vero細胞に導入したが現在
のところ薬剤耐性を示す細胞は得られてい
ない。構造蛋白を恒常的に発現する細胞株は、
現在薬剤耐性細胞を取得しており、目的蛋白
の発現について確認を行っている。 
 
1-3 MuNoVのベクター化 
 MuNoV 感染性ゲノム配列をコードする
pKS MNV S7の VP2コード領域（ORF3）の
欠損変異、あるいは stop codon導入による点
変異の各変異体を 293T細胞にトランスフェ
クションし、その細胞上清を RAW264.7細胞
に共培養させることにより感染性粒子の形
成を調べた。全ての変異体について 293T細
胞に導入した際の細胞上清には、RAW264.7
細胞を VP1/VPg 陽性にできるものはなく、
感染性粒子の形成は見られなかった。以上の
変異体についてさらに、293T 細胞へ pKS 
MNV ORF23 あるいは pKS MNV ORF3との
共導入を行い、293T細胞内での VP2の補完
を試みたが、その細胞上清の中には
RAW264.7 細胞を VP1/VPg 陽性にできるも
のはなかった。しかし同じ上清を RAW VP2
と共培養したところ、293T 細胞への欠損お
よび点変異体と pKS MNV ORF3の共導入、
ΔMと pKSMNV ORF23の共導入で得られた
その細胞上清には RAW VP2 細胞でウイル
ス遺伝子発現を示す VP1/VPg 陽性細胞の出
現が認められた。 
 
1-4 NoV感染者体内における混合感染の実

態 
 25 検体からカプシド遺伝子シェル領域
の配列情報を取得したところ、シェル領域の
遺伝系統が異なるウイルス亜集団の重感染
は、25検体中 23検体で検出された。食中毒
事例では原因施設調理従事者群（n=7）は 7
種、原因施設弁当喫食者群（n=9）は 7種、
関連他施設 A 料理喫食者群 (n=3) は 4 種、
関連他施設B料理喫食者群 (n=6) は 5種の、
異なる遺伝子型と亜株が検出された。2012
年秋冬期に大流行した GII.4 2012 Sydneyは、
個体内に微小集団（0.1 - 22.0 ％）として、
13例で検出された。2006bは、調理従業員発
症者群で 7名中 6名、弁当喫食者で 9名中 9
名、関連他施設 A料理喫食者では、3名中 3
名、関連他施設 B料理喫食者群では、6名中
6名検出された。 
 
1-5 野ネズミ由来NoVの検出と培養細胞で
の分離の試み 
チェジュセスジネズミ由来腸管内容物 4
検体のうち、1 検体において、ORF2 及び
ORF3を含むNoVゲノムの 3’側領域 2,867塩
基の配列を決定できた。系統樹解析の結果、
実験用マウス由来 NoV とは異なり、ヨーロ
ッパの野生ネズミから検出された NoV とク
ラスターを形成した。 
実験用マウス由来 NoV、野生げっ歯類由
来 NoV との相同性を調べたところ、ORF2
は塩基、アミノ酸ともに実験用マウス由来よ
り野生げっ歯類由来 NoV との方がやや相同
性が高かった。また、アミノ酸配列における
変異を調べると、P2 領域において変異が多
く認められた。推定 ORF4領域でも同様の傾
向が見られた。 
 
2. ロタウイルス 
 ウシロタウイルス B 12株の各遺伝子の配
列の解析結果から、ヒトやブタロタウイルス
B 株と遺伝的に大きく異なることが明らか
となった。また、インドで検出されたウシロ
タウイルス B 株との比較では、今回解読し
た全ての遺伝子において、ORF の長さは同
じであったが、配列が異なることが明らかと
なった。 
 ロタウイルス B の各遺伝子に関する系統
樹解析の結果、山形県内で検出されたウシロ
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タウイルス B 株は過去に北海道、さらに米
国で検出されたウシロタウイルス B 株と同
じ遺伝子型に分類されたが、インドで検出さ
れたウシロタウイルス B 株とは異なる遺伝
子型に分類された。また、ウシロタウイルス
B 株は系統発生学的にヒトやブタロタウイ
ルス B株とは明確に区別された。 
 
3. ポリオーマウイルス 
 これまでに高い親和性を示すことが見い
だされている GD3 と GM3、MCPyV 感染に
関与すると文献的に知られているGT1bにつ
いてpsudovirion感染系でMCPyVの感染感受
性に寄与するかを調べた。GM95（マウス由
来ガングリオシド合成酵素欠損）へ GM1, 
GM3, GD3, GT1b を添加し、SV40 および
MCPyVの psudovirionを接種した結果、GD3
がMVPyVの細胞への感染侵入に最も重要な
役割を果たしうることが示された。 
 
4. パピローマウイルス（HPV） 
4-1 ヒトパピローマウイルスのゲノム変異
と子宮頸部発癌 
 軽度病変（CIN1）11 例および高度病変
（CIN3）27 例を解析した結果、E2 領域の
hypermutation が CIN1 で 4 例（36%）、CIN3
で 6例（22%）検出された。3D-PCR増幅産
物の配列を解析したところ、E2 のコーディ
ング鎖に C to Tの置換変異が集積している
ことが分かった。また、CIN1 と比較して
CIN3 で有意に高い変異塩基数を示した。一
方で、hypermutationの有無で年齢差は認めら
れなかった。さらに C to T置換変異の標的配
列を調べたところ、TpC および CpC に偏っ
て変異が導入されていた。 
 W12 細胞をインターフェロン β で処理す
ると、幾つかの APOBEC3 タンパク質
（APOBEC3A, 3F, 3G）の mRNA発現が誘導
され、HPV16ゲノムの E2遺伝子内に C to T 
hypermutation が検出された。この現象は、
APOBEC3Gに対する siRNAの導入によりブ
ロックされた。またW12細胞に APOBEC3A, 
3Gを強制発現すると、同様の hypermutation
が検出された。 
 
4-2  in vitro USP15 assay系の作製 
 DUB-Glo protease assay による in vitro 

USP15 assay系を用いてインヒビターライブ
ラリー(320 コンパウンド)から阻害活性物質
をスクリーニングしたところ、DUB activity
を阻害するコンパウンドが 33 個見つかった。  
陽性コンパウンドに関し、Di-Ub(K48)を基質
にして USP15 の脱ユビキチン化酵素活性に
対する阻害効果を解析したところ、5種類の
コンパウンドで著明な USP15 阻害活性を確
認した。 
 
4-3 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。
Avi-His6-USP15 UCH に結合する特殊ペプチ
ドをスクリーニングし、5種類の環状 Nメチ
ルペプチドと 3種類の環状ペプチドを得た。 
 
5. E型肝炎ウイルス（HEV） 
5-1 HEVレプリコンの構築 
 LOPAC化合物ライブラリーから、HEVレ
プリコン複製阻害活性を持つ化合物 17 をピ
ックアップした。ピックアップされた化合物
の中には、すでに HEV増殖阻害活性が報告
されていたリバビリンが含まれており、本ス
クリーニング系の妥当性が示されたのでは
ないかと思われる。これらの阻害剤のウイル
ス複製における作用機序について解析を進
める。 
 
5-2 ラット HEVの解析 
 Ferret HEV-LPsをバキュロウイルス発現系
を用いて作成した。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抗 ferret HEV IgGお
よび IgM抗体が検出された。 
 
6 高感度ウイルス検出技術の開発 
 NPGL 含各ウェルへ 1〜1000 PFU/mL の
種々の濃度のインフルエンザウイルスH3N2
を添加し、さらに QDを反応させたところ 5
〜1000 PFU/mL でウイルス濃度-蛍光強度の
相関（直線性）が認められた。このウイルス
濃度レンジで定量測定可能と考えられる。ま
た、本開発技術は一般医院で診断に用いられ
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ているイムノクロマト法に比べ 100 倍程度
高感度であると結論された。 
 
D. 考察 
ノロウイルス 
 NoV のリバースジェネティックシステム
を構築し、ORF1、ORF2それぞれにレポータ
ー遺伝子を挿入し機能させることに成功し
た。HuNoV の場合、感受性を示す細胞がま
だ見出されていないため感染性粒子である
かを実証するのが困難であるが、感染性粒子
である可能性は極めて高いものと推察され
る。ORF1にレポーター遺伝子を挿入した場
合は複製過程で排除されるか、リバータント
の出現によって、淘汰されていると考えられ、
今後継代可能な GFP 遺伝子内包ウイルスの
作製を試みる。また、ORF2にルシフェラー
ゼを挿入した NoVは、RdRp活性の定量、活
性差測定に有用と考えられ、阻害剤のスクリ
ーニングへの応用が考えられる。また、レプ
リコンを用いた系も確立できれば同様に有
効と思われる。一方、ヒト腸管上皮オルガノ
イドのウイルス感染系の基盤技術も確立さ
れ、HuNoV感染実験の体制が整った。 
 

293T 細胞内での組換え MuNoV 粒子の形
成過程、そして permissiveな細胞（RAW264.7
細胞）内でウイルス遺伝子発現での過程、の
両方に VP2 を補完した場合、ゲノム自身に
VP2を欠損していても、タンパクをトランス
に供給することによりウイルス遺伝子発現
を開始できることが示された。このことは、
VP2 は構造タンパク質としての役割だけで
は無く、ウイルス遺伝子発現に対しても機能
的な役割を果たしていることが示唆される。 
 
 次世代シークエンサーを用いた NoV によ
る集団食中毒事例での包括的な配列解析に
より、集団内で、ウイルス粒子の安定性、複
製能、集団免疫からの逃避能に優れたものが
選択され、感染伝播の際に、遺伝的に多様な
集団から一部のウイルス亜集団が抽出され
るボトルネックが生じている可能性が示唆
された。ウイルス遺伝情報の包括的収集およ
び情報科学的手法による解析は、ノロウイル
スの流行予測の基盤情報となることが期待
される。 

 
 韓国の済州島において固有種であるチェ
ジュセスジネズミから新たな NoV 遺伝子が
検出された。系統解析の結果、この NoV 遺
伝子が既知のどの系統とも異なることが示
唆された。NoV は広範な地域において、多
様な種類のげっ歯類に保持されている可能
性が示された。 
 
ロタウイルス 
 遺伝子解析の結果、わが国で流行している
ウシロタウイルスB株はNemuro株と遺伝学
的に近縁な株が全国に存在・伝播しているこ
とが示唆された。また、系統樹解析の結果、
わが国で検出されたウシロタウイルス B 株
は米国で検出されたウシロタウイルス B 株
と共通の起源に由来することが示唆された
が、インドで検出された株とは早い段階で分
岐し、それぞれがこれまでに交わることなく
独自に進化を遂げてきた可能性が示唆され
た。今後、東南アジア諸国や世界中に拡散し
ているウシロタウイルス B、あるいは他動物
種由来のロタウイルス B 株を収集し、それ
らの遺伝子解析を実施することで、ウシロタ
ウイルス B を含めたロタウイルス B の生態
ならびに起源が明らかになってくることと
思われる。 
 
ポリオーマウイルス 
 MCPyV の細胞への感染侵入に、ガングリ
オシド GD3 が重要な役割を担っている可能
性が示された。MCPyV と糖鎖との結合には
ラクトースにシアル酸が一個結合した構造
で十分であるが、細胞への侵入にはさらにシ
アル酸が結合した構造が有効であることが
示された。GD3 は、脳細胞分化に関与して
おり、神経外胚葉性細胞や上皮性癌細胞では
高発現を示すのに対し、分化度の高い成熟神
経細胞では低発現であることが知られてい
る。GD3の生理的役割とMCPyVの感染様式
が連関するか今後明らかにしたい。 
 
パピローマウイルス 
 臨 床 検 体 で 検 出 さ れ た C to T 
hypermutationの標的配列から、APOBEC3タ
ンパク質の関与が強く示唆された。
APOBEC3B が HPV ゲノムにも作用して
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hypermutation を導入する可能性が考えられ
た。一方、臨床検体での HPV ゲノムの
hypermutation は著しく低い割合でしか検出
されなかったことから、ウイルス増殖や維持
に及ぼす影響は小さいことが予想された。 
 
 HPV16E6を排除する抗HPV薬開発のため、
脱ユビキチン化酵素 USP15 に対する阻害剤
開発を目指した。インヒビターライブラリー
から、5種類の小分子化合物で著明な USP15
阻害活性を確認した。USP15阻害活性を確認
できた小分子については今後、細胞内での
USP15阻害活性と E6への安定性への影響を
解析していく予定である。また、USP15 の
catalytic domainである UCH domainに結合す
る 5 種類の環状 N メチルペプチドと 3 種類
の環状ペプチドを得た。現在、スケールアッ
プして精製中であり、USP15阻害活性を解析
する予定である。 
 
E型肝炎ウイルス 
 HEV レプリコンを構築し、化合物ライブ
ラリーからレプリコン複製阻害物質のスク
リーニングを開始した。特に東京大学の化合
物ライブラリーから、比較的強い複製阻害活
性を有すると考えられる化合物を得ること
ができた。今後 E型肝炎治療薬としての検討、
HEV の感染、増殖機構や病原性発現メカニ
ズムの解析を行う。 
 
 Rat HEV のヌードラット体内での増幅を
確認できたことから、PLC/PRF/5細胞で増殖
された rat HEVが感染性を有することが示さ
れた。また、リバースジェネティクス法によ
って感染性を持つ rat HEVを取得できること
が証明された。 
 
高感度ウイルス検出技術の開発 
 局在表面プラズモン共鳴原理を基盤とし
た、金フィルム／量子ドットを用いたインフ
ルエンザウイルス検出系を開発し、マルチウ
ェルプレートで必要試薬と検体を混和し、洗
浄操作なく 10 分程度で測定が可能なことを
示した。さらに、イムノクロマト法より 100
倍程度の高感度で季節性インフルエンザウ
イルスを検出しうることを明らかにした。
種々の臨床検体を用いた解析により本開発

技術の有用性を評価する予定である。 
 
E. 結論 
ノロウイルス 
 HuNoV、MuNoVの感染性クローンに GFP
遺伝子を導入し、感染すると細胞が GFP の
シグナルを発する GFP-Tagged progeny virus
を産生することに成功した。この新生ウイル
スは、感受性細胞の探索、スクリーニングに
有用である。また、機能タンパク質（RdRp）
の活性測定システムを構築した。本システム
によって、RdRpの活性差を測定することで、
HuNoV の病原性を調べることができるかも
しれない。NoVチバ株の RNAレプリコン候
補遺伝子および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。また、ヒト腸管上皮オルガノイド培
養系を確立し、HuNoV 感染が成立するか検
討を開始した。 
 
 VP2 コード領域を欠いた複製欠損型
MuNoV変異体は、VP2の共発現によりウイ
ルス遺伝子発現を誘導することが出来た。こ
の結果は、ノロウイルスにおいて初めて複製
欠損型ゲノムの機能的な補完が可能になっ
たことを示しており、HuNoV カプシドタン
パク質機能を解析できる実験系としての
MuNoVベクター系の構築へ前進した。 
 
 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。 
 
 チェジュセスジネズミから検出された
NoVゲノムの塩基配列（2,876塩基）を決定
し、マウス由来の NoV とは異なる特性を有
する NoV であることが示唆された。今後、
新たな NoV 感染の動物モデルとして非常に
期待される。 
 
ロタウイルス 
 わが国で検出されたウシロタウイルス B
株は、インドで検出されたウシロタウイルス
B 株と遺伝的に異なる起源に由来すること
が明らかとなった。 
 
ポリオーマウイルス 
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 ガングリオシド GD3が、MCPyVの感染侵
入に重要な役割を果たす可能性が示された。 
 
パピローマウイルス 
 子宮頸部の HPV 感染病変において、
APOBEC3 タンパク質が HPV ゲノムに変異
を導入することで、子宮頸部発癌に関与する
可能性が示唆された。 
 
 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。インヒビターライブラリー
から USP15 の脱ユビキチン化酵素活性に対
する阻害効果を解析し、5種類のヒット化合
物を同定した。さらに UCHドメインに結合
する特殊ペプチドの作製を行い、5種類の環
状 N メチルペプチドと 3 種類の環状ペプチ
ドを得た。 
 
HEV 
 HEV レプリコンを構築し、化合物ライブ
ラリーからレプリコン複製阻害物質のスク
リーニングを開始し、複数の候補化合物を得
た。今後 E型肝炎治療薬としての検討、HEV
の感染、増殖機構や病原性発現メカニズムの
解析を行う。 
 
 Rat HEV培養系が樹立できたことから、今
後 rat HEV複製のメカニズムの解明が可能と
なる。また、リバースジェネティクス法によ
る rat HEV感染性クローンの作製は、cDNA
への特定の突然変異の導入やウイルス感染
のトロピズムなどの研究に非常に有用であ
る。 
 
高感度ウイルス検出技術の開発 
  局在表面プラズモン共鳴原理を基盤とし
た、金フィルム／量子ドットを用いたインフ
ルエンザウイルス高感度検出系を開発した。 
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