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研究成果の概要（和文）：ノロウイルスは、感染性胃腸炎の主な原因ウイルスであり、ワクチンは実用化されて
いない。本研究では、独自に開発したロタウイルス遺伝子改変技術を駆使することで、ノロウイルスおよびロタ
ウイルスに対する経口ワクチンの開発基盤の確立を目的とする。安定的に外来遺伝子を発現できるロタウイルス
ベクターの改良を行った。この系を応用し、ノロウイルス VP1遺伝子全長をロタウイルスNSP1遺伝子に挿入した
組換えウイルスを作製し、性状解析を行った。その結果、感染細胞でVP1タンパク質の発現を確認することがで
きた。これらの成果は、ロタウイルスを粘膜ワクチンベクターとして応用する上で有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Human noroviruses are a leading cause of gastroenteritis outbreaks 
worldwide. Live-attenuated and inactivated norovirus vaccines have not been pursued due to the lack 
of a robust norovirus cell culture system. In this study, we aimed to develop norovirus vaccine 
using rotavirus-based vaccine vector. We first generated stable reporter rotaviruses expressing 
luciferase and green fluorescent proteins. Using the stable rotavirus reporter expression systems, 
we generated a recombinant rotavirus expressing norovirus VP1 gene derived from GII.4 strain. 
Expression of VP1 was clearly observed in cells infected with rotavirus expressing VP1 gene. These 
results demonstrate the utility of rotavirus as a mucosal vaccine vector against enteric pathogens 
including norovirus.

研究分野：ウイルス学

キーワード： ノロウイルス　ロタウイルス　ワクチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトノロウイルスでは効率の良い細胞培養系の開発が遅れており、ワクチンも開発されていない。現在、ノロウ
イルス様粒子（VLP）がワクチン候補として開発が進んでいる。本研究では、ノロウイルスVLPを発現するロタウ
イルスを開発し、ノロウイルスおよびロタウイルスに対する２価ワクチンの開発を目的とした。本研究におい
て、安定的にレポーター遺伝子やノロウイルスVP1遺伝子を発現するロタウイルスベクターの開発に成功した。
これらの成果はノロウイルスワクチンの開発だけでなく、他の消化器感染症に対するワクチン開発にも有用と考
えられ、社会的意義も高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ノロウイルス（NoV）は、感染性胃腸炎の主な原因ウイルスである。NoVでは、効率の良い培
養細胞を用いた増殖系が開発されていないことから、基礎研究は進んでおらず、ワクチンも実
用化されていない。NoVの感染防御に対して、腸管粘膜免疫の重要性が知られている。粘膜免疫
システムは、粘膜上皮に存在するM細胞が免疫系の作動に必要な異物抗原を取り込むことにより
始動する。しかし、粘膜ワクチンの開発にはワクチン抗原を効率的にM細胞へ運ぶことが必要不
可欠とされているものの、効果的なデリバリー方法の開発は遅れている。NoVワクチンの有力候
補として、ウイルス様粒子（VLP）が注目されている。NoV-VLPは構造タンパク質VP1のみを発現
させることで作製できる。複製能力を欠き、NoV粒子と類似の構造を持つVLPは高い安全性と免
疫獲得効果が期待されている。 

 

２．研究の目的 

ロタウイルス（RV）は、乳幼児の胃腸炎の主な原因ウイルスである。現在、2種類の経口弱
毒生ワクチンが実用化されており、RV感染の重症化の予防に大きく貢献している。RVに対する
防御免疫の主体は NoV と同様に腸管局所で誘導される M細胞を介する粘膜免疫である。そのた
め、RVを粘膜感染症に対する粘膜ワクチンベクターとして応用する試みは、ワクチン抗原デリ
バリーに極めて有用な戦略と考えられる。複雑なゲノム構造を持つ RVにおいては、ウイルス遺
伝子改変技術の開発が遅れていたことから、これまで人工的に任意の変異を加えた組換えウイ
ルスを作製することは不可能であった。最近、我々のグループは世界初となる完全な RVの遺伝
子操作系の確立に成功した。本研究では、新規 RV遺伝子改変技術を駆使することで、NoV およ
び RV に対する粘膜ワクチンの開発基盤を確立する。 

 

３．研究の方法 

サル RV SA11 株由来 NSP1 遺伝子の様々な部位に、レポーター遺伝子（NLuc もしくは ZsGreen
遺伝子）を挿入し、レポーター遺伝子発現 RV を作製した。得られたレポーター遺伝子発現 RV
の増殖能、レポーター遺伝子の発現およびウイルス継代後のレポーター遺伝子の安定性につい
て検討を行った。さらに、安定的にレポーター遺伝子を発現する RVの改良研究を行った。レポ
ーター遺伝子発現 RVの開発研究で得られた知見を基に、NSP1 遺伝子に NoV-VP1 遺伝子を挿入
した組換え RV（RV/NoV-VP1）を作製した。サル由来 MA104 細胞に RV/NoV-VP1 を感染させた
後、全細胞サンプルを SDS-PAGE で展開し、ウサギ抗 NoV-VP1 抗体を用いたウェスタンブロッテ
ィングにより NoV-VP1 の検出を試みた。また、MA104 細胞に RV/NoV-VP1 を感染後、上清を回収
した。この上清を 28,000rpm で遠心し、得られたペレットを PBS に溶解した。密度勾配遠心法
により、NoV-VLP の精製を試みた。 

 

４．研究成果 

我々が以前に開発した NLuc 遺伝子発現 RV は、NLuc を
発現するものの、培養細胞で繰り返し継代することで、
NLuc 遺伝子を欠損した変異ウイルスが認められ、挿入し
た外来遺伝子が不安定であることが判明した。そこで、
NSP1 遺伝子に欠損変異を導入した NLuc 遺伝子発現 RVを
作製したところ、培養細胞で 10 代継代後も安定して NLuc
遺伝子が保持されていることが示された（図 1）。また、
外来遺伝子として、緑色蛍光蛋白質の一種である ZsGreen
遺伝子を用いた場合でも同様の結果が得られ、外来遺伝子
の種類を問わず応用できることが明らかとなった。これら
のレポーター遺伝子発現 RV では、レポーター遺伝子は、
NSP1 の N 末端 27アミノ酸（NSP11-27）との融合タンパク質
として発現されており、NSP11-27配列が外来遺伝子の細胞
内局在に影響することが明らかとなった（図 2）。そこ
で、NSP11-27配列の開始コドン（ATG）に変異（ATG→ATC）
を加えた組換え RV の作製を試みたがウイルスは得られな



かった。NSP1 RNA の 2 次
構造モデルから NSP11-27配
列の開始コドンである ATG
が 3’末端付近に位置する
C1556 と相互作用すること
が予測されたため、相補的
な変異である C1556G 変異
を導入したところ、ネイテ
ィブな ZsGreen を発現する組換え RVが得られた（図 2）。これらの成果により、NoV 抗原を発現
する RVベクターの開発基盤の構築に成功したと考えられる。 

安定的に外来遺伝子を発現する RVベクターシステムを用いて、NSP1 遺伝子に NoV-VP1 遺伝
子（GII.4）を挿入した組換え RVを作製した。VP1 に対する特異抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングにより、RV/NoV-VP1 感染細胞において、十分量の NoV-VP1 の発現を確認することが
できた。RV/NoV-VP1 感染細胞から、密度勾配遠心法を用いて、VLP の精製を行った。その結
果、陽性コントロールとして用いたバキュロウイルス発現系（NoV-VP1 発現バキュロウイル
ス）により調整された試料で確認された NoV-VP1 由来 VLP フラクションと同様の位置にバンド
が確認された。現在、電子顕微鏡解析により、VLP 粒子形成の確認を行っている。本成果は RV
を粘膜ワクチンベクターとして用いる上で極めて有用と考えられる。 
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