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研究要旨 昨年度構築したHuNoV GII.3 U201株, GII.4 Saga1株、TCH04-577株, GI.I NV68

株, murine norovirus (MNV) S7株の感染性クローンのうちU201株、MNV-S7株の感染性クロー

ンにGFP遺伝子、ルシフェラーゼ遺伝子を組み込むことに成功した。また、小腸のオルガノイ

ド（エンテロイド）を導入し、ヒトノロウイルス感受性細胞の研究を開始した。 

 

Ａ．研究目的 

 本研究は、培養細胞で増殖させることのできな

いヒトノロウイルス（HuNoV）を研究対象とし、培

養細胞を用いた効率の良い HuNoV 増殖システム構

築を行うことを目的としている。我々の構築した

HuNoV のリバースジェネティックスシステムは、

プラスミドに組み込んだHuNoVのcDNAをほ乳類細

胞に導入し、HuNoV ウイルスゲノムが内包された

ウイルス粒子を産出することが可能である。しか

し、電子顕微鏡で粒子を確認するには、225cm2 の

培養フラスコ 20 枚ほどのスケールを必要とする。

HuNoV は、通常、感染者の糞便中に 105-9乗/g 程度

の濃度で含まれており、自然ホストであるヒト体

内では、非常に効率よく増殖していると考えられ

る。我々の開発した、HuNoV のリバースジェネテ

ィックスシステム（RGS）は、 株化細胞内に HuNoV

のゲノムを発現させ、ウイルス蛋白質の合成、ゲ

ノムの複製、新生ウイルス粒子産生までを再現で

きるシステムである。しかし、新生ウイルス粒子

の感染性は、HuNoV 感受性細胞が無いため、検証

することができない。 

 完全なRGSを構築するためには、HuNoVに近縁で、

感受性細胞の存在するマウスノロウイルス（MNV）

を代替えウイルスとして用いて研究を進め、その

結果を HuNoV に反映させるとよい。昨年度は、

MNV-S7 株の cDNA、FC-F4 株の cDNA を EF-1 alpha 

promoter vector に組み込み HuNoV と全く同様な

プラスミドコンストラクトを構築し、RGS の検証

を行った。さらに、MNV の RGS を用いて、遺伝子

改変感染性ウイルスを作出し、感染性粒子の性状

解析、VPg, VP2 の機能解析を行った。本年度は、

非構造タンパク質領域もしくは構造タンパク質

領域に GFP 等の蛍光たんぱく質やルシフェラー

ゼなどの蛋白質を組み込み、ウイルスの非構造タ

ンパク質の機能解析、ノロウイルス感染の機序解

明のための研究に使用することを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

1. 材料 

  2002 年遠矢幸伸現日本大学教授によってマ

ウスより分離された MuNoV-S7 株を MNV として用

いた。マウス RAW264.7 細胞、ヒト HEK293T 細胞

は、ATCC より購入した。MuNoV S7 株の各種タン

パク質、Ntermnal protein, NTPase, VPg, 

protease, RNA dependent RNA polymerase (RdRp), 

VP1, VP2 に対する抗体は、各タンパク質を大腸



菌で発現させ、精製後にウサギとモルモットに免
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活性を測定した。

5.ヒトエンテロイド
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皮細胞の幹細胞を増殖させ、様々なサプリメント

を与えつつ培養することで、ヒト腸管組織をマト

リジェルという特殊なジェルの中で増殖、組織再

構築を行わせることが可能となった（

Al. Science 340:1190

トロで無限に増殖可能となったヒト腸管組織のオ

ルガノイド

 今年度は、本技術の開発者であり、かつ本研究

班の分担研究者でもある慶応大学の佐藤俊

授、杉本真也博士によって樹立されたエンテロイ

ドの導入準備を行った。

 Wnt 溶液、

Bone morphogenetic protein: BMP

Wnt 以外は、購入後、小分け分注を行い、

小分け分注した。

じて慶応大学佐藤准教授の教室より分与されるこ
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