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A. 研究目的 

直腸拭い液、咽頭拭い液、便検体などから
種々のウイルスの分離などを試みる際に通常
のヒトあるいはサル由来の細胞を用いると、ポ
リオウイルスが混入している可能性がある場
合(PIM)、意図せずに増殖させてしまう可能性
がある。ポリオウイルス受容体のノックアウト
細胞を樹立し、ノックアウトによって他のウイ
ルスに対する感受性を失っていなければ、危険
を伴わない細胞株となると考えられる。このよ
うな細胞の樹立し、その有用性を示すことが目
的である 

 
 

B. 研究方法 

ポリオウイルスの増殖を特異的に阻害する

ためにPVR遺伝子のノックアウトが最も有効で

あると考えた。そこで PVR遺伝子のエクソン２

の部分（ウイルス結合部位をコードしている）

を標的とするsgRNAを設計してプラスミド構築

した。このプラスミドを HeLa 細胞あるいは

RD-A 細胞にトランスフェクションして遺伝子

を破壊した。細胞のクローニングをおこなった

後、ポリオウイルスを感染させ、ウイルス耐性

を示した細胞を取得した。非感受性細胞のゲノ

ム DNA をチェックし、PVR遺伝子が破壊されて

いることを確認した。野生型と PVR KO の HeLa

に EV71、CVB3、CVA10、EMCV を感染させ、感受

性を比較した。 

 

C. 研究結果 

PVR KO 細胞はポリオウイルス非感受性で、全

く CPE が観察されなかった。他方では、他のウ

イルスに対する感受性は野生型とほぼ同一で

あった。 

 

D. 考察 

HeLaDPVR細胞とRDDPVR細胞ともにポリオウ

イルスの感染は非常に低いレベルに抑えるこ

とができた。HeLaDPVR 細胞と RDDPVR 細胞と比

較すると RD-A 細胞の方がウイルス感受性は高

く、なおかつ CVA2,3,6,10 などにも高い感受性

を示す。HeLa 細胞は広範に使用されている細胞

であるが、多くのエンテロウイルスに対する感

受性が低い点が何点である。 

 

E. 結論 

PVR ノックアウト細胞が意図せずポリオウイ

ルスを増殖させてしまうことを未然に防ぐ目

的に最適であると考えられる。ポリオ根絶に際

してはこのような細胞を普及させ、PIM からの

他のウイルス分離操作において利用すること

が望ましい。基本となる細胞としては RDDPVR
細胞の方が他のエンテロウイルス一般の感受

性が高いことからエンテロウイルスの分離が

目的であれば RD-A 細胞を用いることがより望

ましい。 
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研究要旨： PVR遺伝子を破壊したHeLa細胞(HeLaDPVR)、ならびにRD-A細胞 (RD
DPVR)を作製し、ポリオウイルス、enterovirus 71 (EV71)、Coxsackievirus B
3（CVA3）、CVA10、encephalomyocarditis virus (EMCV)を感染させた。DPVR
細胞はポリオウイルス非感受性であったが、他のウイルスに対する感受性は野
生型とほぼ同一であった。DPVR細胞はポリオを増殖させずに他のウイルスの分
離を行うに適した細胞である。特にRD-A細胞は他のウイルスに対する感受性が
高く有用性が高い。 
 

 


