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研究要旨 食中毒，下痢症，感染性胃腸炎の原因となるノロウイルスは，腸管上皮細胞に

感染すると考えられているが，培養細胞感染系が確立されておらず，その感染メカニズム

は明らかでない．我々はヒト腸管上皮細胞の培養技術を世界に先駆けて開発し，この培養

技術を用いて，ノロウイルス培養細胞感染系の確立を目指す． 

 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したが，我々は三種のウイルス（レンチ，アデ

ノ，レトロウイルス）の GFP 発現ベクターを用いて，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．また，ノロウイルス研究者の培養上皮細胞感染系開発のた

めの基盤的な整備を行い，本年度は，ヒト腸管上皮細胞の供与に関する倫理申請の承認を

得た上，腸管上皮細胞培養技術，ウイルス感染プロトコールの直接指導などを行った．今

後，ノロウイルスの感染系確立への応用が期待される． 

 

Ａ．研究目的 

 本研究課題であるノロウイルスは，食中毒，

下痢症，感染性胃腸炎の原因として有名だが，

培養細胞や実験動物への感染がいまだに成功し

ていないウイルスで，ヒトが唯一の感受性動物

と考えられている．ヒトの空腸の上皮細胞に感

染して繊毛の萎縮と扁平化，さらに剥離と脱落

を引き起こして下痢を生じると考えられている

が，このような現象がどのようなメカニズムに

よるものなのかは不明であり，感染拡大を防ぐ

有効な手段がないのが現状である．腸管上皮細

胞の培養が困難であったため，このようなメカ

ニズムの解明はすすんでいなかった．我々は，

2009年に世界で初めてマウス腸管上皮幹細胞
培養系の確立を報告し，2011年にはヒト腸管上
皮幹細胞の培養系を確立した．本研究では，こ

のヒト腸管上皮幹細胞培養を用い，ノロウイル

スの培養細胞感染系を確立することで，治療・

予防につなげることを目的とする． 

Ｂ．研究方法 
 ヒト腸管上皮粘膜より腸管上皮陰窩を採取

し，マトリゲルに包埋し，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, SB202190，
Wnt-3A）により培養を行う．培養により腸管
上皮細胞は三次元組織様構造体オルガノイド

を形成し，永続的な培養が可能となる． 
 GFP発現カセットを有する自己不活型第三
世代レンチウイルスベクターより高力価ウィ

ルス上清を作成し，ヒト腸管上皮幹細胞のウィ

ルス感染システムを確立する．当研究室では病

原性ウイルスの取り扱いが困難であるため，倫

理申請を行った上で，ノロウイルス研究者への

培養腸管上皮細胞の供与，培養指導を行い，感

染プロトコールの構築に関して宿主側の培養

条件のアドバイスを行っていく． 
 
 



Ｃ．研究結果 
 これまでにオルガノイドを樹立し，長期培養

可能となったヒト腸管（小腸，大腸）上皮培養

オルガノイドを用いて検討を行った． 
培養に用いるマトリゲルはウイルス粒子の核

酸を阻害するため，マトリゲルを酵素処理によ

り除去する必要があった．また，トリプシン処

理によって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，培養培地を最適化を行い，

感染細胞の長期培養に成功した． 
 同様の方法により，GFP発現アデノウイル
ス・レトロウイルスの感染も確認し，ウイルス

感染プロトコールを確立した． 
 ノロウイルス感染研究の確立するため，患者

由来ヒト腸管上皮オルガノイドを他施設へ提供

できるよう，慶應義塾大学医学部において倫理

研究計画を申請し，承認を得た（承認番号：

20140292）．また，培養技術，最適化されたウ
イルス感染プロトコールを実際に他施設の本研

究事業研究分担者に直接指導を行った．他施設

での倫理申請が承認を得て受け入れ基盤が整い

次第，オルガノイドの提供を行い，感染系確立

に向けた研究をすすめていく．継続的に，培養

技術，ウイルス感染プロトコールに関する指導

および， 培養に必須となる培地成分の提供を行
っていく． 
 
Ｄ．考察 
 ヒト腸管上皮オルガノイドは細胞株と異なり，

一般的なウィルス感染処置に対して培養技術の

最適化が必要であったが，異なる３種類のウイ

ルスにおいて効率のよい感染が確認できている．

今後，ノロウイルスの感染系確立への応用が期

待される． 
 
Ｅ．結論 
 ヒト腸管上皮オルガノイドのウイルス感染系

の基盤技術が開発され，実験可能施設への提供

準備は整った． 
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