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研究要旨 現在ノロウイルスとして唯一培養細胞で増殖可能なマウスノロウイルス

（MuNoV）を用い、そのベクター化の試みを行った。VP2 コード領域を欠いた複製欠損型

MuNoV 変異体は、VP2 の共発現によってウイルス遺伝子発現の誘導を観察できた。この結

果は、MuNoV ベクター化への可能性を開くもので有り、MuNoV の感染増殖系を利用した

HuNoV カプシドタンパク質解析系開発への糸口となる。 

 

Ａ．研究目的 

ヒトノロウイルス(HuNoV)による集団感染の

流行により毎年日本は甚大な人的、経済的な負

担を余儀なくされている。特に高齢者への感染

は、死亡例をしばしば引き起こすことから、高

齢者医療にとってその感染予防・防御は不可欠

である。しかしながら、HuNoV の感染増殖を支

持する細胞が見つからないため、その感染制

御・予防につながる基礎研究は遅れている。本

研究では、ノロウイルスとして唯一培養細胞で

増殖可能なマウスノロウイルス（MuNoV）を用い、

HuNoV カプシドタンパク質機能を解析できる実

験系を構築すべく、MuNoV のウイルスベクター

化を試みた。 

ウイルスベクター化には一般的にウイルス増

殖を阻害せずかつウイルス増殖とは独立に構造

タンパク質（カプシドタンパク質）をトランス

に補完する実験系を作成することが必要である。

しかしこれまでの研究から、トランスに発現さ

せたカプシドタンパク質はウイルス増殖を顕著

に阻害することが明らかになっている。このた

め本年度は、種々の発現ベクターの中から、

MuNoV 感染性粒子の形成を阻害しないようなカ

プシドタンパク質発現方法を検討した。またウ

イルスベクター化のためには、トランスでカプ

シドタンパク質を補完しつつ、ウイルス増殖を

損なわずにカプシドタンパク質発現を抑制（例

えばその遺伝子コード配列の除去）するシステ

ムを構築する必要がある。しかし、主要カプシ

ドタンパク質 VP1 をコードする配列の遺伝子

操作は、殆どの場合 MuNoV RNA 複製を阻害する

ような現象が見られ、VP1コード配列の操作は、

そのままでは難しいことが予想された。一方、

非主要カプシドタンパク質 VP2 コード配列

（ORF3 配列）は、前年度の研究結果あるいは

Thorne et al. JVI (2012)の結果にもあるよう

に、ウイルス増殖を阻害せずに遺伝子操作が可

能とされる数少ない領域と考えられている。本

年度は、この領域を標的として遺伝子操作を試

み、VP2 を発現できない変異体に対してトラン

スに VP2 を供給した状態で粒子形成、そしてウ

イルス遺伝子発現（ウイルス増殖）が可能か検

討した。 

 

Ｂ．研究方法 

 MuNoV S7 株の全長 cDNA を組み込んだ pKS  



MuNoV S7 DNA(国立感染症研究所片山和彦先生よ

り分与)を元にして、同じ EF1αプロモーターで

発現する pKS MNV ORF23、pKS MNV ORF3、プロ

モ ー タ ー 部 分 を HCMV  immediate early 

promoter と SV40 early promoter を組み合わせ

たものに交換した pSCMV MNVORF23, pSCMV 

MNVORF3,そして HCMV immediate early enhancer

～Chicken beta actin promoter～beta-globin 

splicing signal のハイブリッドプロモーター

（CAG プロモーター）より発現する pCAG MNV 

ORF23, pCAG MNV ORF3、最後に SV40 early 

promoter より発現する pSG MNV ORF23, pSG MNV 

ORF3 を作成した。 

MuNoV ORF3 の欠損変異体として、VP2 コード

領 域 (208a.a.) の 4-105a.a., 53-156a.a., 

115-205a.a., そして4-205a.a.コード部分を欠

損したそれぞれΔN,ΔM,ΔC,Δを作成、また点

変異体として、VP2 の 7，10 番目のコドンをス

トップコドンに置換した変異体（ORF3 stop +）

を作成した。 

これらの pKS MNV S7 DNA そしてその変異体を

単独に、あるいは pKS MNV ORF23 DNA 等と共に、

293T細胞にトランスフェクションによって導入

し、24-48 時間後にその培養上清を採取して

RAW264.7 細胞に感染させた。48 時間後に細胞

を固定し、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。ORF2、ORF3 の発現レ

ベルは、モルモット抗 VP1、あるいはモルモッ

ト抗VP2抗体を使用しWestern blot により検出、

発現量を比較した。 

Mouse Stem Cell Virus（MSCV)ベクターでの

VP2 発現を行うため、MSCV-IRES-EGFP の IRES 上

流 に ORF3 コ ー ド 領 域 を 挿 入 し た

MSCV-VP2-IRES-EGFP を作成した。MoMuLV の

gag-pol 遺伝子を恒常発現する 293gp 細胞に対

し て 、 VSV-G を 発 現 す る pCMV-VSV-G と

MSCV-VP2-IRES-EGFPをトランスフェクションし

て作成した MSCV ベクターを RAW264.7 細胞に導

入することにより、MuNoV を発現する RAW VP2

細胞を作成した。 

 

Ｃ．研究結果 

MuNoV増殖を阻害しないでカプシドタンパク

質を共発現できる条件を検討するため、293T

細胞にトランスフェクションにて感染性粒子

を形成させる実験系を利用した。まず、MuNoV

感染性ゲノム配列をコードする pKS MNV S7 を

各種カプシドタンパク質発現 DNA と共に 293T

細胞へ導入した。次に、その細胞上清を

RAW264.7 細胞へ共培養し、出現する MuNoV 

VP1/VPg陽性細胞の数から感染性粒子の存在を

検証した。pKS MNV 7 と共に、pKS MNV ORF23、

pSCMV MNVORF23, pCAG MNV ORF23, pSG MNV 

ORF23,それぞれを導入した 293T 細胞上清を

RAW264.7 細胞と共培養した際、pKS MNV ORF23

の場合を除き、VP1/VPg 陽性細胞の出現は抑制

されていた。Western blot で発現する ORF3 の

量を検出し、293T 細胞へ導入する際に pKS MNV 

S7 との量比を変えるなど、のアプローチを行

ったが、例えば SV40 promoter による弱い発

現誘導であっても、ORF23 の発現は感染性粒子

形成に抑制的に働いた。一方、感染性 MuNoV ゲ

ノムと ORF3 の共発現については、pKS MNV ORF3、

pSCMV MNVORF3, pCAG MNV ORF3, pSG MNV ORF3
などそれぞれの ORF3 発現ベクターと pKS MNV 

S7 と共に 293T 細胞に導入しその細胞上清を

RAW264.7細胞と共培養した場合、pCAG MNV ORF3

との共導入の場合以外では、pKS MNV S7 単独

導入された細胞上清を使用した場合とほぼ同

程度の VP1/VPg 陽性 RAW264.7 細胞が観察でき

た。つまり ORF3 のみの共発現は ORF2 が共存す

る場合に比べて感染性粒子の形成の抑制は軽

いと考えられた。以上の実験結果から、293T

細胞での VP1 タンパク質の共発現に使用する

プロモーターとして EF1α(pKS MNV S7 由来)

が適切であり、VP2 の共発現は量の多少に関わ

らずウイルス増殖への影響は小さいと思われ

た。 

ORF3 の欠損変異、ΔN,ΔM、ΔC,Δ、そして

点変異 stop +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ΔN,ΔM, stop +

の各変異体と 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。 

 

Ｄ．考察 

トランスでウイルス遺伝子産物を補完するシ

ステムを検討するため、種々のプロモーターを

利用したカプシドタンパク質発現が、MuNoV 感

染性粒子の形成に及ぼす影響を検討した。その

結果、EF1α, HCMV/SV40, CAG, SV40 の各プロ

モーターによる ORF23 の共発現は、EF1αプロモ

ーターによる場合を除き、どのプロモーターで

も ORF23 を発現すると感染性粒子形成の抑制が

見られた。一方、ORF3 の共発現は、CAG プロモ

ーターの場合を除き、感染性粒子形成を抑制し

なかった。これらの結果は、VP1 タンパク質発

現量の制御は感染性粒子形成に必要であること

を意味している一方で VP2 の共発現については、

その発現量の多少については粒子形成への影響

は小さいことが明らかになった。許容できるVP2

の発現量のウィンドウが広いことは、今後 VP2

の補完によるベクター作成も可能であることが

予想できる。 

実際、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、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。また、VP2 コード領

域の C末端部分の欠損については、VP2 が補完

されていてもウイルス遺伝子発現が見られな

かった。ノロウイルスのゲノム配列は解析が進

んでいないこともあり、RNA 二次構造をとって

機能的なシスエレメントとして機能している

領域が各所に存在していることが考えられる。

同様な結果は Feline Calicivirus でも報告さ

れており(Sosnovtsev  et al. JVI 2005)、VP2

の C 末端部分の配列にはこのようなシスエレ

メントが存在している可能性がある。 

 

Ｅ．結論 

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。 
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