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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。 
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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



 

 8

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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Ⅱ．分担研究報告 

 

 



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）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 

分担研究報告書 

 

ノロウイルス感染、複製機構の研究 

カリシウイルスのリバースジェネティックス 

 

分担研究者 片山 和彦 国立感染症研究所 ウイルス第二部第一室 室長 

研究協力者 朴 英斌  国立感染症研究所 ウイルス第二部第一室 研究員 

研究協力者 戸高 玲子 国立感染症研究所 ウイルス第二部第一室 非常勤職員 

 

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
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ノロウイルス複製機構について 

 

研究分担者 染谷 雄一 国立感染症研究所・ウイルス第二部 

 

 

A. 研究目的 

 ヒトに感染して嘔吐下痢症を引き起こすノ

ロウイルスは培養細胞や実験動物を用いて増

殖させることができない。そのためノロウイル

スの生活環の大部分は未だ解明されていない。

ノロウイルス遺伝子複製機構および粒子複製

機構を解明することを目指し、RNA レプリコ

ンの作成とキャプシドタンパク質を安定に恒

常的に発現する細胞株の樹立を試みた。また、

ノロウイルスの構造タンパク質遺伝子を恒常

的に発現鎖得る細胞株の樹立を試みた。 

 

B. 研究方法 

 すでに全塩基配列が解明されているヒトノ

ロウイルスチバ株（GI.4）を用いた。また、細

胞培養が可能なげっ歯動物ノロウイルス

MNV1 株についても同様の操作を行った。両

ウイルス株のRNAレプリコン候補遺伝子作成

のため、国立感染症研究所・ウイルス第二部 石

井孝司室長より分与された C 型肝炎ウイルス

（HCV）JFH-1 株由来の IRES 支配下に置か

れた薬剤耐性遺伝子ネオマイシン耐性遺伝子

（Neo）断片、E GFP 融合 Neo 断片、分泌型

NanoLuc（secNLuc）遺伝子断片を用いた。

また、別の薬剤耐性マーカーとしてピューロマ

イシン耐性遺伝子（Puro）のほか、薬剤耐性

遺伝子に融合させるレポーターとして、ホタル

ルシフェラーゼ遺伝子（FLuc）、ウミシイタケ

ルシフェラーゼ遺伝子（RLuc）を用いた。 

 

C. 研究結果 

1. ノロウイルスチバ株 RNA レプリコン候補

遺伝子の作成１ 

 チバ株の非構造タンパク質遺伝子（ORF1）

下流にHCV IRES依存のNeo遺伝子を有する

一連のレプリコン候補遺伝子は、昨年度作成し

 培養細胞や実験動物では増殖させることができないヒトノロウイルスの遺伝子複製機構、粒

子複製機構を明らかにすることを目的に、RNA レプリコン系の構築を試みた。レプリコン候補

遺伝子には、ノロウイルス非構造タンパク質遺伝子（ORF1）に加え、HCV IRES 依存に発現

する薬剤耐性遺伝子が含まれる。in vitro 合成した RNA を培養細胞に導入したが、現在のとこ

ろ薬剤耐性細胞は得られていない。一方、ノロウイルスの構造タンパク質遺伝子（ORF2, ORF3）

を含むプラスミドを Vero 細胞に導入し、薬剤で選択したところ、耐性を示す細胞を得た。今

後、この薬剤耐性細胞で ORF2 および ORF3 タンパク質が発現しているか調べる。 



た。 

 pT7CVORF1-HCVIRES-Neo-Tt …① 

 pT7CVORF1-HCVIRES-GFPNeo-Tt …② 

 pT7CVORF1-HCVIRES-Neo2-Tt … ③ 

（③は①の改変体で、Neo の N 末端に相当す

る領域に AscI 部位および Bsp119I 部位をも

つ。） 

 pT7CVORF1-HCVIRES-FLucNeo-Tt …④ 

 pT7CVORF1-HCVIRES-RLucNeo-Tt …⑤ 

 pT7CVORF1-HCVIRES-NLucNeo-Tt …⑥ 

 ③の Neo に換えて Puro を導入した、 

 pT7CVORF1-HCVIRES-Puro-Tt … ⑦ 

を作成した。⑦のAscI-Bsp119I 部位にEGFP、

FLuc、RLuc、NLuc を挿入し、 

 pT7CVORF1-HCVIRES-EGFPPuro-Tt …⑧ 

 pT7CVORF1-HCVIRES-FLucPuro-Tt …⑨ 

 pT7CVORF1-HCVIRES-RLucPuro-Tt …⑩ 

 pT7CVORF1-HCVIRES-NLucPuro-Tt …⑪ 

を作成した。 

 

2. ノロウイルスチバ株 RNA レプリコン候補

遺伝子の作成２ 

 E 型肝炎ウイルス（HEV）の RNA レプリコ

ン系では、HCV IRES を含まずに secNLuc 遺

伝子をHEV ORF1下流に置いたものでも成功

している。これと同様の候補遺伝子を昨年度作

成している。 

 pT7CVORF1-secNLucNeo-Tt … ⑫ 

 pT7CVORF1-dsNLucNeo-Tt … ⑬ 

⑫の遺伝子から発現する secNLucNeo 融合タ

ンパク質は細胞外へ放出されることになり、細

胞に Neo 耐性を付与することはできない。

HEV の RNA レプリコンで secNLuc の導入の

みで成功した事例を考えると、secNLuc をコ

ードする塩基配列が重要であることが考えら

れる。そこでシグナル配列に対応する塩基配列

を残しつつ NLuc 本体のみを発現するよう新

たな開始コドンを付与した⑬を作成した。更に

⑬の Neo を Puro に置き換えた、 

 pT7CVORF1-dsNLucPuro-Tt … ⑭ 

を作成した。 

 

3. げっ歯動物ノロウイルス RNA レプリコン

候補遺伝子 

 げっ歯動物ノロウイルスは培養細胞で増殖

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。 

 げっ歯動物ノロウイルス MNV1 株に由来す

るレプリコン候補遺伝子は昨年度作成した。 

 pBMT7MNV1NS-HCVIRES-Neo-Tt …⑮ 

 pBMT7MNV1NS-HCVIRES-GFPNeo-Tt…⑯ 

 

4. RNA レプリコン候補遺伝子の細胞への導入 

 チバ株由来遺伝子を含む候補遺伝子②、およ

び、MNV1 株由来遺伝子を含む候補遺伝子⑯

から、in vitro で Cap 構造を付加した RNA を

合成した。これを OptiPRO 無血清培地に馴化

したVero細胞にトランスフェクションし、200 

µg/mL の G418 で選択したが、薬剤耐性を示

す細胞は得られなかった。 

 

5. 構造タンパク質を恒常的に発現する培養細

胞株の樹立 



 昨 年 度 、 pEBMulti-Bsd お よ び

pEBMulti-Ble（和光純薬；EB ウイルス由来

の遺伝子を含み、細胞に導入した際エピゾーム

として複製する）にチバ株 ORF2（VP1 タン

パク質）および ORF3（VP2 タンパク質）を

含む遺伝子断片を挿入したプラスミドを作成

した。 

 pEBAgCVORF2,3-Bsd …⑰ 

 pEBAgCVORF2,3-Ble …⑱ 

 これらのプラスミドにおいて ORF2, ORF3

の発現を制御するのはCAGプロモーターであ

る。これをヒト EF1-αプロモーターに置き換

えたプラスミド、 

 pEBEFCVORF2,3-Bsd …⑲ 

 pEBEFCVORF2,3-Ble …⑳ 

も作成した。 

 MNV1 株についても同様に、以下のプラス

ミドを作成した。 

 pEBEFMNV1VP-Bsd …㉑ 

 pEBEFMNV1VP-Ble …㉒ 

 以上 6 種のプラスミドをそれぞれ OptiPRO

無血清培地に馴化した Vero 細胞にトランスフ

ェクションし、5 µg/mL のブラストサイジン S、

あるいは、250 µg/mL のゼオシンで選択を続

けたところ、継代可能な薬剤耐性細胞株を得る

ことができた。 

 

D. 考察 

 今回レプリコン候補遺伝子から調製した合

成 RNA では薬剤耐性を示す Vero 細胞を得る

ことができなかったが、トランスフェクション

試薬を用いた遺伝子導入であったため、細胞へ

の RNA 導入量が少なかった可能性がある。今

後、エレクトロポレーションで合成 RNA を

Vero 細胞に導入したい。また、PLC/PRF/5

（Alexander）細胞（ヒト肝がん由来）、Huh-7

（ヒト肝がん由来）、Caco-2（ヒト結腸がん

由来）、COLO-320（ヒト結腸がん由来）、

HeLa（ヒト子宮頸がん由来）、HEK293（ヒ

ト胎児腎由来）等を試す。 

 チバ株、あるいは、MNV1 株の構造タンパ

ク質を導入し、薬剤で選択して耐性を獲得した

Vero 細胞はそれぞれの構造タンパク質の発現

を確認する必要がある。 

 

E. 結論 

 ノロウイルスチバ株および MNV1 株の

RNA レプリコン候補遺伝子を作成した。 

 ノロウイルスチバ株および MNV1 株の構造

タンパク質遺伝子を有するプラスミドを Vero

細胞に導入し、薬剤耐性を示す細胞株を得た。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 本年度はなし 

2. 学会発表 

 本年度はなし 

 

G. 知的所有権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

 なし 

2. 実用登録新案 

 なし 

3. その他 

 なし 
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マウスノロウイルスのベクター化に関する研究 

 

分担研究者 中西 章 国立長寿医療研究センター  

老化制御研究部遺伝子治療研究室・室長 

研究協力者 吉田和央 国立長寿医療研究センター  

老化制御研究部遺伝子治療研究室・流動研究員 

 

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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ノロウイルス集団食中毒事例におけるウイルス亜集団の包括的遺伝系統解析 
 

担当責任者 氏名：本村 和嗣 所属：大阪大学微生物病研究所 日本―タイ新興再興感染症共同
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研究要旨   
ノロウイルスは、河川や水中生物などの自然環境、汚染食材などの生活環境中に、

多様な遺伝子型が混在している。我々は、ヒト集団における優位なノロウイルスの特
徴を抽出するため、集団食中毒が発生した4集団を対象にした。次世代シークエンサ
ーを用いて、ノロウイルス配列を包括的に収集し、遺伝子型および亜株の比較を行っ
た。本解析で優位に検出された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。これらの解析を
もとに流行発生のしくみを検討し、流行株の検出、サーベイランス、リスク評価、創
薬やワクチン開発等に幅広く役立つ重要な科学基盤を提供したい。 

 
 

A. 研究目的  
ノロウイルスは、河川や水中生物などの

自然環境、汚染食材などの生活環境中に、
多様な遺伝子型が混在している。飯塚らは、
第 60 回本学会にて、2012 年 3 月に発生し
た集団食中毒事例の原因汚染食材よりパ
ンソルビントラップ法を用い、原因微生物
として、ノロウイルス GII.2 と GII.4 を検出
したと報告した。本研究では、本集団食中
毒発生事例のノロウイルス感染者体内に
おけるウイルス亜集団の実態を明らかに
することを目的とする。次世代シークエン
サーを用いて、ノロウイルス カプシド遺
伝子シェル領域（330bps, 24 検体）の配列
情報を収集し、感染者体内に存在する亜株、
遺伝子型の種類と頻度を解析した。 
ヒト集団におけるノロウイルス感染伝

播、拡大の解明となる基盤情報が得られる。 
個体内における遺伝子型や亜株の種類、

分布、動態を明らかにする。これらの解析
をもとに流行発生のしくみを検討し、流行
株の検出、サーベイランス、リスク評価、
創薬やワクチン開発等に幅広く役立つ重

要な科学基盤を提供すると考えている。 
 
B.研究方法  

2012年 3月に島根県で発生した集団食中
毒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、糞便
に PBS を加え 10%懸濁液を作成し、
11000×g、20分間遠心の後、その上清をRNA
抽出液とした。この RNA 抽出液より、
QIAamp  Viral  RNA  Mini  Kit (QI-
AGEN)を使って、ノロウイルス RNA を抽
出した後、G2SKR (Katayama K et. al; Vi-
rology. 2002 Aug 1;299(2):225-239.)を用いて
cDNA を合成した。 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。ION TORRENT (Life technologies)
を用いて、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。 
 
（倫理面からの配慮について） 
ヒト由来臨床材料を使う研究は、関連機

関の倫理審査会の承認を得て、提供者本人
に十分な説明を行い、承諾を得た上で行っ
た。 
 
C.  研究結果  
(i) カプシド遺伝子シェル領域の配列情報
（1503418 配列：約 5.0×108 塩基 / 25 検体）
を取得した。 (ii)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。 (iii) 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。 (iv) 
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。(v) 2006b は、
調理従業員発症者群で 7 名中 6 名検出され、
平均ウイルスコピー数は 4.2×109 copies/g
であった。弁当喫食者で 9 名中 9 名検出さ
れ、平均ウイルスコピー数は 6.4×109 
copies/g であった。関連他施設 A 料理喫食
者群は、3 名中 3 名検出され、平均ウイル
スコピー数は 4.4×109 copies/g であった。
関連他施設 B 料理喫食者群は、6 名中 6 名
検出され、平均ウイルスコピー数は 1.8×
109 copies/g であった。 
 
D. 考案  
集団食中毒事例では、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が
多いことがわかった（23/25 例）。2006b 亜
株は、原因施設調理従事者群（n=7）、種、
原因施設弁当喫食者群（n=9）、関連他施設
A 料理喫食者群 (n=3)、関連他施設 B 料理
喫食者群 (n=6)、以上、4 群で、平均ウイル
スコピー数が、109 copies/g で極めて高かっ
た。このことにより、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。2012-2013
秋冬期に日本国内で流行した GII.4 2012 
Sydney が、ヒト個体内で、微小集団として、
2012年 3月に存在していることが判明した。
今後、先端技術を用いたゲノム情報収集お
よび情報科学的手法による解析は、ノロウ
イルスの流行監視、および、流行予測の基
盤情報となることが期待される。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。 
 
E. 結論  
今年度は、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。次年度は、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が流行形成する
という作業仮説を証明するために、VLP を
作成して、温度変化、pH 変化への安定性の
比較、VLP を用いた IgA 抗体価の動態を加
えて、検証を続けていきたい。 
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分担研究報告書 

 

野生ネズミ由来ノロウイルスの遺伝子解析 

 

 

分担研究者 遠矢 幸伸 日本大学 生物資源科学部 教授 

研究協力者 佐藤 豪  日本大学 生物資源科学部 助手 

 

研究要旨 韓国の済州島で捕獲された野生のチェジュセスジネズミの腸管内容物より検

出された新規ノロウイルス（NoV）の性状解明を目的として、そのゲノムの塩基配列の解

析を行い、3’側 2,876 塩基の配列を決定した。得られた塩基配列を用いた系統樹解析で

は、実験用マウス由来 NoV とは独立した野ネズミ由来の NoV の枝をハンガリーのセスジネ

ズミやスコットランドのモリアカネズミ由来の NoV とともに形成し、新規 NoV のグループ

を構成することが示された。 

 

Ａ．研究目的 

 ヒト NoV は培養細胞での増殖が不可能である

が、実験用マウス由来の NoV は培養細胞での増

殖が可能であるため、実験モデルとして活用さ

れている。一方、マウス以外の野生げっ歯類に

も遺伝学的に異なる NoV が存在することが新た

に報告され、マウス由来 NoV とは宿主特異性な

ども異なる可能性が示唆されている。昨年度は、

動物由来新規ノロウイルス（NoV）の分離を目標

して、逆転写（RT）-PCR 法によるウイルスゲノ

ムの検出を試みたところ、韓国の済州島で捕獲

されたチェジュセスジネズミの腸管内容物より、

新規 NoV 遺伝子が検出された。そこで、本年度

はチェジュセスジネズミ由来 NoV のゲノム解析

を進めた。 

 

Ｂ．研究方法 

 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を用

いた。PBS を用いて各検体を 10%乳剤とし、

15,000 rpm、5 分間遠心した上清から QIAamp 

Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）を用いて Total RNA

を抽出した。RT-PCR は昨年度に決定した ORF3

内の領域の塩基配列をもとにデザインしたプ

ライマー並びに各種ネズミ由来 NoV の塩基配

列から推定される配列に基づくプライマーを

用い、PrimeScript II Reverse Transcriptase

（TAKARA）を使用して cDNA 合成を行い、PCR

には PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（TAKARA）

を使用した。その後、アガロースゲル電気泳動

を行い、増幅産物を SYBR safe DNA gel stain

（Invitrogen）で染色、観察した。増幅産物が

得られた場合は、DNA バンドを精製し、塩基配

列を常法に従い決定した。 

 得られた塩基配列情報は ATGC-Win ver.7 お

よび Genetyx-Win ver.11（株式会社ゼネティ

クス）を用いてアセンブルし、系統樹は MEGA 

ver.6 を使用して作成した。 

 

Ｃ．研究結果 

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（No.76）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。ORF2 全領域の配列

を用いた系統樹解析を行ったところ、実験用マ

ウス由来 NoV とは別のクラスターをヨーロッ



パの野生ネズミから検出された NoV と形成した。

特に、ハンガリーのセスジネズミで検出された

NoV に比較的近縁で、スコットランドのモリア

カネズミの NoV とは別の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（塩基/アミノ酸）、

ORF2 は、実験用マウス由来とは 76.4%－77.9% / 

82.6%－85.0%、野生げっ歯類由来とは 78.8%－

86.9% / 85.7%－92.4%であった。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。 

ORF2 領域上には第 14－652 塩基（639 nt）に

推定 ORF4 領域が確認され、スコットランドのモ

リアカネズミの NoV（Apo 450）の推定 ORF4（618 

nt）より 21 塩基長かった。相同性は、実験用マ

ウス由来MNVとは 84.5%－85.8% / 61.5%－64.7%、

ハンガリーのセスジネズミ由来 NoV とは 92.0%

－93.6% / 79.3%－83.5%、スコットランドのモ

リアカネズミの NoV とは 85.8% / 69.9%であっ

た。 

 

Ｄ．考察 

本研究では、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。これまでにスコットランドでモリアカネズ

ミ、ハンガリーでセスジネズミ、日本でアカネ

ズミとクマネズミという野生げっ歯類から NoV

遺伝子が検出されていることから、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。 

NoV の ORF2 領域は、カプシド蛋白をコードす

る領域で shell domain（S）と protruding domain

（P）に分けられる。Pは P1 と P2 のサブドメイ

ンに分けられ、P2 はウイルスの最表層に飛び出

し S-P1-P2-P1 の順に並んでいる。ウイルスの遺

伝型によって構造が微妙に変化しており、すな

わち P2 領域は抗原性や細胞レセプターに関係

し遺伝型による違いを微細形態学的に反映して

いる。野生げっ歯類由来 NoV は、その P2 領域を

実験用マウス由来 NoV と比べると多くのアミ

ノ酸が異なっていた。このことから、野生げっ

歯類由来NoVは実験用マウス由来NoVとは抗原

性や細胞レセプターが異なっていると推定さ

れる。加えて、チェジュセスジネズミの NoV の

ORF2 内にも ORF4 領域が同定され、実験用マウ

ス由来 NoV と同様の宿主の免疫抑制とウイル

ス複製に影響する機能を有すると考えられる。 

 

Ｅ．結論 

 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。培養細胞での分離はま

だできていないが、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。 

 

Ｆ．研究発表 
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2. Sato G, Ido H, Kiuchi M, Kataoka M, 
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 なし。 
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 なし。 
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ノロウイルスを用いた培養腸管上皮細胞感染系の確立 

 

分担研究者 佐藤 俊朗 慶應義塾大学医学部 消化器内科 特任准教授 

 

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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分担研究報告書 

 

ウシロタウイルスの発生動向と遺伝学的特性 

 

分担研究者 鈴木 亨 動物衛生研究所 ウイルス・疫学研究領域 

   

研究要旨 培養細胞における実験感染系が確立されていないために、本ウイルスの性状や

生態がほとんど理解されていないロタウイルス B、特に動物由来ロタウイルスBについて、

それらの遺伝学的性状を明らかにし、診断予防法の開発に役立つ有益な情報を得る。 

これまでに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。 

 

Ａ．研究目的 

ロタウイルスは幼若動物や乳幼児における

重症下痢症の主要原因の一つであり、新興感染

症病原体である。また、ロタウイルスは人獣共

通感染症病原体でもあり、現在までに 8種（A-H）

の存在が報告されているが、中でもロタウイル

ス A-C はヒト以外に、ウシ、ブタ等の動物から

もウイルスが検出されることから、公衆衛生上

注目されている。また最近では、ヒト由来ロタ

ウイルスと動物由来ロタウイルスの間で遺伝子

再集合が起こる事実も確認されている。 

ロタウイルス Bはウシ、ブタなどの動物では

以前から広く浸潤しているが、ヒトではまだ中

国、インドなどの東南アジア諸国での散発発生

に留まっており、わが国での発生報告はない。

しかし依然として、東南アジア諸国におけるロ

タウイルス B 症の発生事例が続いていることや

わが国における動物ロタウイルス B 症の発生事

例が増大していることから、本ウイルスに対す

る診断予防法を開発することは緊急性の高い課

題である。これまでのところ、本ウイルスは培

養細胞感染系での分離が極めて困難であるため、

それらの性状解析すらほとんど進展しておらず、

まだ多くの課題が残されている。 

これまでに、2001 年から 2009 年にかけてわ

が国で検出されたブタロタウイルス B 複数株

について、それらの遺伝子解析を実施した結果、

異なる遺伝子背景を有する複数の株が全国に

点在・伝播していることを明らかにしてきた。

そこで、本年度はブタロタウイルスとほぼ同時

期に、採集されたウシロタウイルス B複数株に

ついて、それらの遺伝子解析を実施し、わが国

におけるウシロタウイルス B の発生動向なら

びに遺伝子性状を明らかにすることを試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

 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、独

自に設計したプライマーを用いて RT-PCR 法で

もって ORF 全長を増幅し、シークエンス解析を

実施した。今回解読したウシロタウイルス B 12

株の各種遺伝子情報に既知の他動物種由来ロ

タウイルス Bの遺伝子情報を加えた上で、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。 

 

Ｃ．研究結果 

 ウシロタウイルス B 12 株の各遺伝子の配列



を既知のヒトやブタ、さらにウシロタウイルス

B株と比較した結果、それぞれの遺伝子におい

て、ウシロタウイルス B株はヒトやブタロタウ

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 VP7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

（表 1）。また、ロタウイルス Bの NSP1, NSP2
および NSP5 遺伝子に関する系統樹解析では、

いずれの遺伝子において、山形県内で検出され

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株とは区別される新たな遺

伝子型に分類された。さらに、VP1, VP2, VP6
遺伝子に関する系統樹解析において、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。 

 

Ｄ．考察 

 今回の研究を通じて、1990 年代に北海道で検

出されたウシロタウイルス B  Nemuro 株につい

で、新たにウシロタウイルス B 12 株の複数の遺

伝子に関する塩基配列が明らかとなった。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。 

 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。 

 最後に、ここで得られた知見は遺伝子再集合

や種間伝播によって生じる新たな変異ウイル

スの監視体制の強化、さらには分子基盤に基づ

く新たな診断予防法の開発につながることが

大いに期待できる。 

 

Ｅ．結論 

 少なくとも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。 
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高感度ウイルス検出技術の開発 

メルケル細胞ポリオーマウイルスの感染侵入機構 

 

研究分担者 鈴木 哲朗 浜松医科大学感染症学講座 教授 

研究協力者 朴 龍洙  静岡大学グリーン科学技術研究所 教授 

 

研究要旨 現行のウイルス抗原検査法より、高感度でかつ迅速性を保持した診断技術の開

発を目指す。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。 

 一方、メルケル細胞ポリオーマウイルス MCPyV の感染機構の解析を行い、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。 

 

Ａ．研究目的 

 多くのウイルス感染症について、ウイルス抗

原を検査する診断法が開発され実用化されてい

るが、より高感度かつ迅速な診断技術の開発が

求められている場合も少なくない。例えば、イ

ンフルエンザの診断ではイムノクロマト法によ

る検査キットが開発され広く使われているが、

検出感度の低さから、感染したウイルスがある

程度以上まで殖えないと陽性判定にならない。

本研究では、局所表面プラズモン共鳴反応を利

用して、現行より早期診断が可能な高感度ウイ

ルス検査法の開発を行った。 

 ヒトポリオーマウイルスBKPyV, JCPyV, MCPyV

（メルケル細胞ポリオーマウイルス）と糖脂質

糖鎖との結合解析また同ウイルスの

psudovirion を利用して感染細胞モデルを作製

しガングリオシド依存的な感染様式を見出して

きた。本年度は、さらに解析を進め、MCPyV の

感染侵入に重要なガングリオシド分子の同定を

目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

 金フィルムと量子ドットからなるインフル

エンザウイルス検出系は以下のように作製し

た。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修飾し

た。同様に量子ドット(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)carbod

iimide (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。インフルエンザ検体としては、

A/Yokohama/110/2009(H3N2)株を用いた。 

 MCPyV遺伝子は感染研感染病理部 片野先生

より分与された。ポリオーマウイルスのカプシ

ドをもつ psudovirion は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、27-39％ Optiprep

の連続密度勾配遠心、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。 

 

Ｃ．研究結果 

1. 高感度ウイルス検出技術の開発 

 本検出系では、NPGL-ウイルス-QD 複合体が形

成されると、複合体局所で表面プラズモン共鳴

が生じることによって発光した蛍光が増強され

ることが想定される。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。

各ウェルの蛍光強度を測定したところ5, 10, 50, 

100, 500, 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。次

に、一般医院で診断に用いられているイムノク

ロマトグラフィ（ImmunoAce Flu; TAUNS Lab Inc）

との感度比較を同ウイルス検体について行った。

その結果、イムノクロマト法では 5000 PFU/mL

以上で検出が可能であった。本開発技術はイム

ノクロマト法に比べ 100 倍程度高感度であると

結論づけた。 

 

2. MCPyV の感染侵入機構 

 MCPyV-LPと糖脂質糖鎖との結合解析の結果か

ら、GD3 と GM3 が MCPyV と高い親和性を示すこ

とをこれまでに見出している。これらのガング

リオシドまた 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。

まず、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１日

後に SV40 の psudovirion を接種し、GM1 点かの

場合のみ感染が成立することをレポータールシ

フェラーゼアッセイで確認した。次に、同様の

解析をMCPyV psudovirionで行った。その結果、

GD3 添加が最も高レポーター活性を示し、次に

GM3、さらに GT1b であった。GM1 添加では全く

レポーター活性が検出されなかった。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。 

 

Ｄ．考察 

1. 高感度ウイルス検出技術の開発 

 ウイルス感染症の早期かつ正確な診断・検出

技術の開発は依然として重要な課題である。代

表的な迅速診断系であるイムノクロマト法は

インフルエンザ診断などで汎用されている。し

かしながら、感度に難があり、インフルエンザ

では感染後ウイルスがある程度以上まで殖え

ないと陽性判定にならない。発症 48 時間以内

の抗インフルエンザ薬投与が望まれることか

ら、現行より早期診断が可能な検査法の開発、

実用化が期待されている。本研究では、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。 

 

2. MCPyV の感染侵入機構 

 MCPyV の細胞への感染侵入に、ガングリオシ

ド GD3

（NeuAc(2-8)NeuAc(2-3)Gal(1-4)Glc-cer
amide）が重要な役割を担っている可能性が示

された。これまでに行った VLP と糖脂質との

in vitro 結合解析では、GD3 とともに GM3

（NeuAc(2-3)Gal(1-4)Glc-ceramide）も高い

親和性を示した。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。 

 

Ｅ．結論 

 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。 

 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。 
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研究要旨：  

 臨床検体を用いてヒトパピローマウイルス（HPV）のゲノム内の変異の有無を検討し、

子宮頸部発癌におけるその生理的意義を明らかにすることを目的とした。これまでに、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。 

 

Ａ．研究目的 

 高リスク型ヒトパピローマウイルス（HPV）の

持続感染は子宮頸癌発症の原因であり、子宮頸

部基底細胞での HPV 癌タンパク質 E6 および E7

の持続的な発現が、異常増殖細胞を生み出すこ

とが示されている。一方で、E6/E7 の恒常的な

発現のみでは、悪性形質を獲得した癌細胞の発

生には至らず、通常 10 年以上に及ぶ持続感染の

間に、宿主細胞ゲノムに変異や染色体異常が蓄

積することで、浸潤癌の発生につながると考え

られている。 

 近年、様々な臓器の癌ゲノムが解読されるこ

とで、発癌過程における宿主ゲノム変異の包括

的な解析が進展した結果、子宮頸癌の発症にホ

ストの抗ウイルス因子である APOBEC3B タンパ

ク質の関与が想定されている。APOBEC3 タンパ

ク質群による変異導入は、細胞ゲノムのみなら

ず HPV ゲノムにも検出されることが報告されて

いるが、その子宮頸癌発症との関連は明らかに

されていない。 

 本研究は、子宮頸部臨床検体を用いて HPV ゲ

ノム内の変異の有無を検討し、子宮頸部発癌に

おけるその生理的意義を明らかにすることを

目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

 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。3D-PCR 増幅産物をプラスミドにクロー

ニングして、その配列を解読した。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。 



 

（倫理面への配慮） 

 ヒト臨床検体の利用にあたっては、関連機関

の倫理審査委員会の承認を得て、提供者本人か

ら書面での同意書を得た上で行った。 

 

Ｃ．研究結果 

 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（図１）。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（図２）。

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。 

 

Ｄ．考察 

 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。特に近年、子宮頸癌でのゲノ

ム変異蓄積における APOBEC3B の役割が提唱さ

れており、APOBEC3B が HPV ゲノムにも作用して

hypermutationを導入する可能性が考えられた。 

 臨床検体でのHPVゲノムのhypermutationは、

著しく低い割合（HPV ゲノム全体の 0.5%以下）

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。 

 一方で、hypermutation が検出された E2 遺伝

子は、子宮頸癌において細胞ゲノムへの組込み

により、しばしば欠失していることが知られて

いる。APOBEC3 タンパク質による C to T 置換

変異は、細胞の DNA 修復系により切断処理され

ることが示されており、E2 遺伝子内での DNA

二本鎖切断が細胞ゲノムへの組込みを容易に

して、子宮頸癌の発生に関わる可能性が考えら

れた。 

 

Ｅ．結論 

 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。 
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図１ 3D-PCR による E2 DNA の増幅 
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図２ E2 遺伝子への変異導入 
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研究要旨 ハイリスクグループのヒトパピローマウイルス(HPV)感染により子宮

頸癌が発症する。HPV の E6, E7 蛋白質による癌抑制遺伝子 p53, pRb の分解誘導が

発癌に必須であり、発癌の抑制にはこれらの経路を遮断することが重要である。

HPV16 型の E6, E7 蛋白質の安定性を脱ユビキチン化酵素 USP15, USP11 が制御する

ことが報告されている。そこで、E6 遺伝子が組込まれた細胞から E6 蛋白質を特異

的に排除する方法の開発を目指し、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た。DUB-Glo protease 

assay を用い、インヒビターライブラリー320 コンパウンドから 33 個の候補分子

を同定した。さらに Di-Ub 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、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。 

 

A. 研究目的 
子宮頸癌の発癌にハイリスク型のヒトパピ
ローマウイルス(HPV)感染と E6, E7 蛋白質
の組込みが関与し、癌抑制遺伝子 p53, pRb
のユビキチンープロテアソーム系による分
解誘導が発癌に重要である。HPV ワクチン
が近年、実用化され、若年女子の HPV 感染
を予防し、将来的に子宮頸癌の発症が抑制
されることが期待されているが、すでに
HPV に感染している患者に対する特異的な
抗パピローマウイルス薬は未だ存在しない。
近年、E6, E7 蛋白質の安定性を脱ユビキチ
ン化酵素USP15, USP11が制御していること
が明らかとなった。そこで、子宮頸癌の特
異的治療薬の開発を目的に、USP15, USP11
の特異的阻害剤の作製を目指し、阻害物質
のスクリーニングと特殊ペプチドの作製を
試みた。 

B．研究方法 
(1) in vitro USP15 assay 系による阻害物
質のスクリーニング 
昨年、樹立した DUB-Glo protease assay 
(Promega)による in vitro USP15 assay 系
を用いて inhibitor library(320 コンパウ
ンド)から阻害活性物質をスクリーニング
を行った。  
(2)ヒット化合物の Di-Ub を基質とした
USP15 活性阻害の評価 
DUB-GLo protease assay で阻害活性の陽性
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。 
(3) Avi-His6-USP15 の発現と精製 
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)RaPID system による USP15 結合特殊ペ
プチドの作製 
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 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）。 
(5)USP-11 を発現する組換えバキュロウイ
ルスの作製 
FLAG-USP遺伝子をpVL1393にサブクローニ
ングし、Sf9 にトランスフェクトして組換
えバキュロウイルスを作製した。 
 
（倫理面への配慮） 
取り扱うすべての DNA および病原性微生物
に関しては適切な封じ込めレベルの実験施
設で取り扱われた。ヒトの遺伝子解析はお
こなっておらず、倫理面に抵触する研究は
行っていない。 
 
C．研究結果 
(1) in vitro USP15 assay 系による阻害物
質のスクリーニング 
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。  
(2)ヒット化合物の Di-Ub を基質とした
USP15 活性阻害の評価 
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。 
(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、HisTrap HP(GE Healthcare)
を用い、アフィニティ精製した。CBB 染色
にて Avi-His6-USP15 UCH 蛋白質の精製蛋白
質を確認した。これを用いて以下のスクリ
ーニングを行った。 
(4)RaPID system による USP15 結合特殊ペ
プチドの作製 
RaPID system で USP15 の活性部位
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
て、スケールアップして精製を行っている。 
(5)USP-11 を発現する組換えバキュロウイ
ルスの作製 
バキュロゴールドを用いて組換えバキュロ
ウイルス AcFLAG-USP11 を作製した。 
 
D．考察 
 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 320 compound を DUB-Glo protease 
assay を用いてスクリーニングしたところ、
DUB protease activity を 阻 害 す る
compound が 33 個見つかった。さらに Di-Ub 
(K48)を基質にして USP15 阻害活性を解析
し、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
活性を阻害する特殊ペプチドの開発を
RaPID system により行った。USP15 の
catalytic domain である UCH domain に結
合する環状 Nメチル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。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。USP11 についても
FLAG-USP11 を発現する組換えバキュロウ



イルスを作製しており、同様な阻害剤候補
物質のスクリーニングを行う予定である。 
 
E．結論 
 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。DUB-Glo protease assay
を用い、インヒビターライブラリーから 33
個の候補分子を同定した。さらに Di-Ub 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、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。 
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E 型肝炎ウイルスレプリコンの構築と 
増殖メカニズムの解明 

 
     分担研究者 国立感染症研究所ウイルス第２部 室長 石井 孝司 
     共同研究者 国立感染症研究所ウイルス第２部 主任研究官 李 天成 

 
研究要旨 E 型肝炎ウイルス（HEV）株 83-2 の感染性クローンを構築

し、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

を作成した。化合物ライブラリを用いた HEV 増殖阻害剤のスクリー

ニングを実施し、現在までに複数の阻害活性を有する化合物を同定し

た。HEV の増殖阻害活性を有する化合物が得られたことから、これら

の化合物の作用機序を調べ、HEV 複製メカニズムを解析する。また、

阻害剤の in vivo での効果の検討を行い、E 型肝炎治療薬としての可能

性を検討する。 
 
A. 研究目的 
 E 型肝炎は、通常 HEV が糞口感染するこ
とによって引き起こされる急性肝炎である。
E 型肝炎はこれまでわが国ではあまり馴染
みのない疾患であり、稀に散発的に見つかっ
た症例はそのほとんどが海外旅行中に感染
し帰国後に発症したケースであったため、こ
れまでは輸入感染症と認識されてきた。しか
しながら近年、HEV はブタ、イノシシなど
の動物に感染することが明らかになり、特に
国産ブタでは幼少期にかなりの割合が HEV
に感染していることが抗体保有調査から示
され、我が国に土着したウイルスであること
が判明してきている。これらの肉を生、ある
いは加熱不十分なままで摂食することによ
って HEV に感染すると考えられる。 
 近年、HEV を培養細胞系で増殖させる系
が確立されたが、ウイルスの増殖は非常に遅
く、ウイルスの病原性やトロピズムを解明す
る上で、効率のよい HEV の増殖系を確立す
ることが望まれている。昨年度に、感染性の
HEV cDNA クローンから、ルシフェラーゼ、
Green Fluorescent protein (GFP)等をレポータ
ーとして有するレプリコンの構築に成功し
たことを報告した。本年度は、このレプリコ
ンを用いて HEV の増殖を阻害する物質のス
クリーニングを行った。 
 
 

 
B. 研究方法 
 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。
（倫理面への配慮） 
 各種研究材料の取り扱い及び組換え DNA
実験は、適切な申請を行い承認を受ける。ま
た、本研究で使用するヒト由来試料はすでに
樹立された細胞株であり倫理面での問題は
ないと考えられるが、新たにヒト組織などを
使用する必然性が生じた場合には、文部科学
省等でまとめられた「ヒトゲノム、遺伝子解
析研究に関する倫理指針」及び、平成 13 年
3 月 29 日付 12 文科振第 266 号文部科学省研
究振興局長通知に則り、当該研究機関の医学
研究倫理審査委員会に申請し、インフォーム
ドコンセントに係る手続きを実施し、提供試
料、個人情報を厳格に管理保存する。 
 
C. 研究結果 
 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。ル
シフェラーゼをレポーター遺伝子として持



 

 2

つレプリコン RNA をトランスフェクション
した細胞で LOPAC 化合物ライブラリー（約
1,200）のスクリーニングを行った。100M
でルシフェラーゼの分泌が 50%以下に低下
し、MTT アッセイで強い毒性が見られない
化合物の中で、20M でも阻害活性が認めら
れた化合物が 17 存在した。その中に、細胞
培養系で HEV 増殖阻害効果が報告され、慢
性 E 型肝炎の治療にも実際に使われている
リバビリンが含まれていた。一方、レプリコ
ンの複製を促進する 10 の化合物も見出され
た。これらの化合物の作用機序を調べ、HEV
複製メカニズムを解析する。また、阻害剤の
in vivo での効果の検討を行い、E 型肝炎治療
薬としての可能性を検討する。 
 
D. 考察 
 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。 
 リバビリンについてはすでに慢性 E 型肝
炎での治療に用いられた実績がある。日本に
おける、バーキットリンパ腫で HEV による
慢性肝炎を発症したと思われる例について、
リバビリン治療の効果と耐性ウイルス出現
の可能性について検討を開始した。 
 
E. 結論 
 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。 
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Rat HEV の細胞培養およびリバースジェネティクス法による Rat HEV の作製 

 

分担研究者 李 天成 国立感染症研究所 ウイルス第二部主任研究官 

 研究協力者 国立感染症研究所ウイルス第二部 吉崎佐矢香 石井孝司 脇田 隆字 

               国立感染症研究所病理部 片岡 紀代 

             国立感染症研究所動物管理室 網康至 須崎百合子 

       Federal Institute for Risk Assessment, Berlin, Germany. Reimar Johne 

 

研究要旨 Rat HEVは人由来HEVの遺伝子構造と類似する新しいE型肝炎ウイルスである。

ドイツにおいて初めて rat HEV が検出されて以後、アメリカ、ベトナム、インドネシアか

らも部分あるいは全長 rat HEV 遺伝子が確認されたことから、rat HEV が世界範囲に広が

っていることが示唆された。しかしながら、これらのウイルスの増殖できる培養細胞系が

樹立されていないため、ウイルスの感染性や病原性などの評価が困難である。本研究では

我々はヒト肝癌細胞 PLC/PRF/5 細胞に接種し、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。Rat HEV 培養系の樹立は rat HEV 複製

のメカニズムの解明に有用である。 

 

 

Ａ．研究目的 

E型肝炎は黄疸を主症状とする急性肝炎である。

原因ウイルスは E型肝炎ウイルス（Hepatitis E 

Virus, HEV）である。先進国において E 型肝炎

は輸入感染症と考えられてきたが、全く海外渡

航歴のない患者が見つかること、ブタやイノシ

シからヒト由来 HEV と同一の HEV がみつかるこ

となど人獣共通感染症として注目されている。

HEV はプラス一本鎖 RNA を遺伝子に持つ小型球

形ウイルスで、1～4型まで 4つの遺伝子型（G1

～G4）が知られている。また、ヒト以外の動物

から従来ヒト由来 HEV と異なる新型 HEV が多数

分離されている。これらのウイルスの病原性な

どはほとんど解明されていない。Rat HEV は野

生ラットから分離された遺伝子構造上ではヒト

HEV と類似するウイルスであり、その病原性な

どに関する情報が少なく、その増殖、感染のメ 

カニズムは明らかではない。ウイルスの複製、

増殖、感染のメカニズムの解明には細胞培養系

もまた欠かせない手法である。本研究では rat 

HEV をヒト肝癌由来 PLC/PRF/5 細胞に接種し、

ウイルスの増殖と産生されたウイルスの感染

性等について検討した。また、in vitro で合

成した全長 rat HEV RNA をヌードラット（Long 

Evans-run/run）肝臓に直接接種し、ウイルス

の獲得を試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

Rat HEV を感染したヌードラット (Long Evans 

rnu/rnu)の便材料を PBS で希釈し、10%便乳剤

を作製した。遠心分離後、その上清を 45μmフ



ィルターで濾過した後、ヒト肝癌細胞PLC/PRF/5

に接種した。細胞を継代せず、三日ごとに培地

の更新によって細胞を維持した。経時的に培養

上清中のrat HEV RNA,構造蛋白をRT-PCR, ELISA

法で測定し、rat HEV の増殖を確認した。さら

に培養上清を超遠心で濃縮し、電子顕微鏡でウ

イルス粒子を観察した。感染細胞内のウイルス

抗原の局在は間接蛍光免疫染色法で検証した。

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。 

また、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)

の全長配列に基づき、T7 promoter プラス DcHEV

全長配列を含む cDNA を合成し、ベクターpUC19

にクローニングし、プラスミド pUC19-ratHEV を

作製した。pUC19-ratHEV を制限酵素 XbaI で切

断し、mMESSAGE mMACHINE T7 kit を用いて Cap

付きの ratHEV RNA を合成した。Cap 付きの全長

rat HEV RNA を ヌ ー ド ラ ッ ト （ Long 

Evans-run/run）肝臓に直接接種した。接種後、

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を 10%

便乳剤にして、濾過除菌した後、PLC/PRF/5 細

胞、またはヌードラットに接種することにより

ウイルスの感染性を確認した。 

 

Ｃ．研究結果 

Rat HEV を接種したラット肝細胞 RLN-B2、ラッ

ト肝癌細胞 dRLh-84 から接種後３ヶ月までウイ

ルスが検出されなかった。それに対して、Rat 

HEV を接種した PLC/PRF/5 細胞培養上清に接種

後１５日から rat HEV RNA が検出され、21 目か

らウイルス構造蛋白が検出された。その後、ウ

イルス量が経時的に増加していた。ウイルス構

造蛋白は接種後４週の培養上清中から検出され、

６週目にビークに到達しその後も高いレベルを

維持していた。構造蛋白は細胞質に分布してい

た。培養上清を濃縮後、電子顕微鏡で観察した

ところ、直径 35nm のウイルス粒子が観察された。

10 週目の培養上清をヌードラットに静脈接種

し、経時的に糞便中、血液中の HEV RNA を測定

した結果、ヌードラット体内での増幅を確認し

た。この結果は 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。 

一方、ヌードラット肝臓に rat HEV RNA を直接

接種した二週間後、rat HEV RNA が血中および

便中から検出された。さらに便中のウイルスは

PLC/PRF/5細胞およびヌードラットに接種した

後、ウイルスの増殖が認められた。この結果は

リバースジェネティクス法によって感染性を

持つ rat HEV を獲得したことが証明された。 

 

Ｄ．考察 

PLC/PRF/5 は rat HEV に感受性を有し、この細

胞で増幅したウイルスは感染性を持つことが

明らかになった。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

明が可能となり、rat HEV に関する新知見が大いに

期待出来る。また、リバースジェネティクス法に

よる rat HEV 作製が成功した。これは 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。 
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