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ヒトノロウイルスの in vitro 増殖系を用いたウイルス不活化条件の検討 

研究分担者  佐藤 慎太郎  和歌山県立医科大学薬学部 教授 

研究要旨 

食中毒発生時の迅速な原因究明は，特に広域事例での被害拡大防止に極めて重要である．加えて，

ヒトノロウイルス（HuNoV）不活化法の妥当性評価も検査法と共に重要な課題である．これまで，

HuNoV の in vitro 培養法は確立されておらず，代替ウイルス（ネコカリシウイルス等）を用い

た評価に留まっていたが，近年ではヒト iPS 細胞由来の腸管上皮細胞を用いて HuNoV 培養が可

能な状況となっていることに着目し，本研究では同培養系を用いた食品マトリクスや食品取扱

環境での HuNoV 不活化条件を直接的に評価することで，HuNoV の特性を踏まえた実効性ある

HuNoV 衛生対策の妥当性を評価しようとする特色を併せ持つ． 

 本分担研究では，佐藤らが確立した HuNoV の in vitro 増殖系を用いて，患者由来の糞便をウ

イルスソースとした HuNoV 感染能を指標とする不活化評価を行う．不活化条件の検証にあたっ

ては，加熱や，食品添加物として認可される次亜塩素酸 Na，電解水等を対象とした直接的な評

価を行った上で，カキをはじめとする二枚貝を含めた様々な食品中での HuNoV に対するこれら

の成分の不活化条件定量法を検証し，具体的な HuNoV の不活化に有効となる条件及び手法を取

り纏める． 

 今年度は，本事業でウイルスソースとして用いる患者糞便検体を地衛研から集め，GII.4 遺伝

子型検体を 2ロット決定した．また，異なる機関，異なる細胞で同一の結果が確認できるかを重

要視し，次年度に行う加熱による不活化に関して，感染研・村上班と実験プロトコールの確認を

行った． 

 

A. 研究目的 

 本研究では食中毒原因ウイルス，特にヒ

トノロウイルス（HuNoV）の汎用性および国

際整合性を備えた検査法を整備すると共に，

実用的なウイルス不活化法を裏付ける科学

的根拠を提示することを目的とする． 

 食中毒発生時の迅速な原因究明は，特に

広域事例での被害拡大防止に向けて極めて

重要である．一方，ウイルスは食品中では増

殖せず極微量が維持されるのみであるため，

検査法の精度・感度向上がその対策には必

須の課題である．国内では二枚貝（平成 13

年）及びセミドライトマト（平成 21年）か

らの HuNoV 検査法が通知されているが，多

様な食品が HuNoV 食中毒の原因と推定され

る現況を踏まえると，これに対応するウイ

ルス検査法の提示は食品衛生上の喫緊の課

題と言える．更に食品の輸出入が増加する

中での検査法提示は国際整合性を踏まえる

必要がある．また，本研究では食品より精製
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される RNA を次世代シーケンサーを用いた

メタゲノム解析に供することで，食品中の

夾雑物及びウイルスのプロファイル化を行

い，食品処理法の改善に資する知見を集積

する． 

 加えて，HuNoV 不活化法の妥当性評価も検

査法と共に重要な課題である．これまで，

HuNoV の in vitro 培養法は確立されておら

ず，代替ウイルス（ネコカリシウイルス等）

を用いた評価に留まっていたが，近年では

ヒト iPS 細胞由来の腸管上皮細胞を用いて

HuNoV 培養が可能な状況となっていること

に着目し，本研究では同培養系を用いた食

品マトリクスや食品取扱環境での HuNoV 不

活化条件を直接的に評価することで，HuNoV

の特性を踏まえた実効性ある HuNoV 衛生対

策の妥当性を評価する． 

 

B. 研究方法 

 ヒト iPS 細胞由来の腸管上皮細胞を用い

た HuNoV の in vitro 増殖系は佐藤らにより

すでに確立されているが，現在この増殖系

では数百倍程度の増殖を認めるに留まって

いる．したがって，ウイルスソースとして患

者由来の糞便検体を用いる必要がある．ヒ

ト糞便検体を使用するに当たり，当該倫理

審査を感染研で一括承認していただき，和

歌山医大においても許可承認を受けた．岩

手，宮城，大阪の地衛研から提供された

HuNoV 陽性便検体は一度感染研に集められ，

そこでウイルスゲノムコピー数とヒト組織

由来の IECを用いたスクリーニングにより，

ウイルスソースとして用いる候補として８

検体に絞られた．この８検体全てについて，

和歌山医大において，ヒト iPS 細胞由来の

IECを用いた場合も in vitro 増殖が可能か

どうかを評価した． 

また，異なる機関，異なる細胞で同一の結

果が確認できるかを重要視し，次年度に行

う加熱による不活化に関して，感染研・村上

班と実験プロトコールの確認を行った． 

 

C. 研究結果 

 ヒト iPS 細胞由来の腸管上皮細胞を用い

て，感染研でスクリーニングを終えた 8 検

体について，HuNoV の in vitro 増殖が確認

できた．増殖効率は感染研とほぼ同程度で

あり，同一のウイルスソースを用いて，異な

る機関，異なる細胞（ヒト組織，もしくは人

iPS 細胞由来の腸管上皮細胞）において同様

の結果が得られた．8検体の中でも増殖効率

が良く，糞便検体としても余裕のある

GII.4_Sydney（GII.4[P31]，GII.4[P16]）2

検体を次年度以降に行う不活化評価に用い

ることにした． 

 

D. 考察 

 異なる機関，異なる細胞において，同一糞

便検体に由来する HuNoV が同様に in vitro

で増殖することが確認できたことは，少な

くとも国内では初めてのことであり，本評

価系が普遍的であることが確認できたと言

える． 

 評価系が２拠点において稼働することが

確認できたため，次年度から加熱による不

活化の評価を検討予定である． 

 

E. 結論 

 実際に次年度から不活化の検討が行える

体制が整った．まずは加熱による不活化を

感染研とプロトコールを併せて行う予定で

あり，進捗としては十分であると考える． 
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