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研究成果の概要（和文）：ヒトノロウイルス（HuNoV）に対する効果的ワクチン開発を目的として、1）ワクチン
抗原としてのウイルス様粒子（VLP）と不活化全粒子の比較、2）投与経路として注射型と経粘膜型の比較を行う
予定であった。しかし、当初予想していた以上にウイルス全粒子のin vitro増殖効率の改善が見込めず、VLPを
抗原とした場合の（2）の評価を行うにとどまった。結果として、VLPは注射型においても経口投与においても抗
原特異的な血清IgGの産生誘導可能で、経口投与によってはさらに、アジュバントを添加せずとも中和活性を有
する血清IgG、IgAと、腸管洗浄液中に分泌型IgAの産生を確認できた。

研究成果の概要（英文）：With the aim of developing an effective vaccine against human norovirus 
(HuNoV), we planned to 1) compare virus-like particles (VLPs) and inactivated whole particles as 
vaccine antigens and 2) compare injectable and transmucosal forms as routes of administration. 
However, the in vitro growth efficiency of viral whole particles was not improved beyond our initial
 expectations, and we only evaluated (2) when VLPs were used as antigens. As a result, VLPs were 
able to induce the production of antigen-specific serum IgG in both injectable and oral forms, and 
oral administration without the addition of adjuvant was further confirmed to produce serum IgG and 
IgA with neutralizing activity and secretory IgA in the intestinal lavage fluid.

研究分野： 粘膜免疫学

キーワード： ヒトノロウイルス　ワクチン開発　腸管上皮細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HuNoVのin vitro増殖系が確立されたことで、VLPをワクチン抗原とした場合に中和活性を有した特異的抗体が産
生されることが研究室で簡便に行えるようになった。第一世代のHuNoVワクチンはほとんどがVLPを抗原とする注
射型であるが、VLPの大量調整が可能なのであれば、経口接種によりアジュバントの添加無しに中和活性を有し
た血清IgG、IgA、分泌型IgA産生が確認されたことから、投与経路としてはやはり経粘膜の方が効率的であると
いうことを示すことが出来た。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒトノロウイルス（HuNoV）は感染性胃腸炎の約 7 割を占める感染症ウイルスであるが、その
感染様式や宿主内での増殖メカニズムなどはほとんど明らかにされておらず、ワクチンも存在
しない。2016 年にようやく HuNoV を in vitro で増殖させることが可能となったことから、今
後 HuNoV のウイルス学的知見が多く得られるものと期待されている。本研究計画では、HuNoV
ワクチン開発を念頭に置き、その抗原としてウイルス様粒子と、これまでは検討することができ
なかった不活化全粒子の優位性を比較するとともに、投与経路として注射型と経粘膜型の優位
性も比較検討する。実験には申請者らが最近樹立に成功したヒト iPS 細胞株由来の腸管上皮細
胞と、この細胞で増殖、精製した HuNoV の感染性粒子を用いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画の目的は、これまでは不可能だった HuNoV ワクチンの効果を、申請者らが樹立に
成功したヒト iPS 細胞株由来の腸管上皮細胞を用いて、抗原特異的抗体の中和活性を測定する
ことで検討し、より効率的なワクチン抗原と投与法を見いだすことである。 
 VLP は感染性粒子と同じ抗原性を有していると考えられており、第一世代の HuNoV ワクチ
ンはほとんどが VLP を抗原とする注射型である。実際、武田薬品工業が行った臨床試験の結果
では、GI.1 型と GII.4 型の VLP を筋肉注射することで、ある程度の HuNoV 感染症症状の緩和
が認められている（Baehner, F. et al., Clin. Microbiol. Infect. 22:S136, 2016）。一方で、in vitro
で HuNoV を増やすことができなかったために、他のウイルス感染症のような生ワクチンや不
活化全粒子ワクチンは検討されていない。HuNoV のリバースジェネティクス法は確立されてい
るが、ワクチン抗原として利用できるほどの感染性粒子は得ることができないのが現状である。
申請者らは HuNoV を上記の細胞を用いて「継代」することに成功しており、特に GII.17 型に
関しては高いタイターでの継代、増殖が可能である。すなわち、この手法で増やした HuNoV を
濃縮し、不活化全粒子ワクチンとして実験動物に免疫した場合に得られるポリクローナル抗体
と、同様に VLP を免疫した場合に得られるポリクローナル抗体の中和活性を、ワクチン抗原と
は異なる遺伝子型ウイルスに対する交差反応性も含めて比較することで、VLP がワクチン抗原
として必要十分であるかどうかを検証できる。 
 
３．研究の方法 
1）GII.17 型以外の遺伝子型 HuNoV の in vitro 増殖系による調製 
 不活化全粒子のソースとして、腸内細菌や夾雑物を Filtration で除去したヒト糞便検体を用
いることも可能であるが、糞便は Filtration では除去できない多くの不純物を含むことに加え
て、感染能を有したウイルスが実際にどれだけ含まれているかわからないため、in vitro で増
殖したウイルスを用いる方が好ましい。3回以上の継代により不純物は除外できると考えられて
いるが、ほぼすべての遺伝子型において、3 回目の継代で増殖率が著しく減少する傾向にあり、
GII.17 型以外は継代が出来ても十分な感染性粒子を得られていない。そこで、2～4回目の継代
を繰り返すことで培養上清の容量を増やし、超遠心により濃縮することで精製を行う。この操作
は少なくとも GII.3, GII.4, GII.6 について行う。 
 
2）注射型免疫における VLP と不活化全粒子の抗原性の比較 
 申請者らはすでに、VLP をアジュバントとともにウサギに皮下免疫することで中和活性を持つ
ポリクローナル抗体の産生が誘導されることを見いだしている。抗原として VLP と、対応する遺
伝子型の HuNoV 不活化全粒子を用いて、水酸化アルミニウム（アラム）をアジュバントとしてマ
ウスに免疫する。同時にアラム非添加での免疫を行い、両抗原におけるアジュバントの必要性も
検討する。3週間後に追加免疫を行い、さらに 1週間後に全採血を行い抗血清を調整する。段階
希釈した抗血清の中和活性を、in vitro HuNoV 増殖系を用いて測定することで、VLP と不活化全
粒子のワクチン抗原としての優位性を比較検討する。この比較は、ワクチン抗原とは異なる遺伝
子型ウイルスも用いて行う。 
 
3）経粘膜型ワクチンにおける VLP と不活化全粒子の抗原性の比較 
 野生型マウス、成熟 M細胞欠損（腸管上皮細胞特異的 Spi-B 欠損）マウス、全 M細胞欠損（腸
管上皮細胞特異的 Rank 欠損）マウスに、抗原として VLP と、対応する遺伝子型の HuNoV 不活化
全粒子を用いて、コレラトキシンを粘膜型アジュバントとしてマウスに経口投与する。同時にア
ジュバント非添加での投与を行い、両抗原における粘膜型アジュバントの必要性も検討する。成
熟 M 細胞欠損マウスで免疫応答（抗原特異的抗体の産生を指標とする）が減弱していた場合は、
成熟 M 細胞マーカーである GP2 に対する抗体を両抗原と会合させて、野生型マウスの M 細胞へ
のターゲティングを行い、抗原量を減らすことができるかどうかを検討する。全 M細胞欠損マウ
スでのみ免疫応答が減弱していた場合は、未熟な M細胞にも結合するレクチンである UEA1 を用
いて M細胞にターゲティングする。（2）で検討する注射型免疫の場合と同様に、誘導された抗原



特異的抗体の中和活性を in vitro HuNoV 増殖系を用いて定量し、VLP と不活化全粒子のワクチ
ン抗原としての優位性を比較検討するとともに、粘膜型アジュバントの必要性を考察する。（2）
で得られる結果と合わせて考察し、注射型、粘膜型の投与経路における長所、短所を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
1）GII.17 型以外の遺伝子型 HuNoV の in vitro 増殖系による調製 
継代による感染性粒子の株化を目指し、すでに数回成功している GII.17 と、例年の最大流行

株である GII.4 に関して、継代培養を繰り返した。GII.17 に関しては、３回目の継代で感染性
粒子の増殖減少が認められることも多かったが、さらに２回の継代に成功した。GII.4 に関して
は３回目の継代でおそらく感染性粒子が失われ、増殖が復活することはなかった。そこで、ウイ
ルスの増殖時に細胞から抗ウイルス作用を有するインターフェロン、およびインターフェロン
誘導制因子が上清中に放出されることで、新しい細胞に感染できない、もしくは感染しても増殖
が抑えられているのではないかと考え、ウイルス添加後３時間から２４時間までの遺伝子発現
を DNA マイクロアレイを用いて網羅的解析を行った。その結果、興味深いことに I型、III 型と
もにインターフェロンは感染後２４時間後においても腸管上皮細胞からはほとんど産生されて
いないことが明らかになった。実際に、細胞にインターフェロンシグナルを阻害する STAT 阻害
剤で処理しても、ウイルスの増殖効率に改善は認められなかった。細胞学的、ウイルス学的解析
を行うことで、in vitro における HuNoV の増殖メカニズムを解明し、増殖効率や継代を可能に
する分子ターゲットを解明することが今後の課題である。 
 

2）注射型免疫における VLP と不活化全粒子の抗原性の比較 
3）経粘膜型ワクチンにおける VLP と不活化全粒子の抗原性の比較 
複数回の継代が成功している GII.17 型についても、ワクチン抗原とするには絶対量が足りな

いことから、さらに大規模にかつ継代数を増やした上で超遠心法もしくは PEG 沈殿法による濃
縮を行った。しかし、濃縮の過程でタンパク質量換算で 50％程度のロスが出ることに加えて、
最終年度までにウイルスの飛躍的な増殖効率の改善が認められなかったため、不活化粒子をワ
クチン抗原として検討する実験は今後の課題とした。 
一方で、東京大学医科学研究所との共同研究により、GII.4 と GII.17 に対するナノ抗体（VHH

抗体）の中和活性能を評価し、それぞれのナノ抗体のヘテロダイマーに、GII.4, GII.17 に対す
る中和活性が認められることを明らかにすることができた。 
 
経口投与に用いる VLP が、当初の計画よりも大量に必要であることが予備実験から判明した

ため、研究計画の 2年目から、九州大学大学院農学研究院の日下部宜広先生、鹿児島大学農学部
の宮田健先生らと、GII.4 型 VLP を発現するカイコ蛹を用いた共同研究実験として行った。不完
全フロイントアジュバントと共に VLP を腹腔内投与したマウスと、粘膜型アジュバントの添加
なしに VLP を発現するカイコ蛹を自由経口摂取させたマウスから血清を調整し、そこに含まれ
る抗体価と中和活性能を測定した。血清中に含まれる抗原特異的 IgG はどちらの投与ルートに
おいても認められたが、腹腔内投与群の方が大きかった。経口投与群では血清中に抗原特異的
IgA も検出された。これらの抗血清と、ヒトノロウイルスの in vitro 増殖系を用いて中和活性
能を比較したところ、どちらも十分な中和活性を示したが、IgG 抗体価と同様に腹腔内投与群の
方が強かった。 
また、VLP 発現カイコの経口投与を行ったマウスや、経鼻投与を行ったマウスから腸管洗浄液

と鼻腔洗浄液を採取し、そこに含まれる分泌型 IgA の、ウイルス中和効果を検討した。その結
果、腸管洗浄液には中和活性を有する抗体が十分に含まれていることが明らかになったが、鼻腔
洗浄液を用いた場合は中和効果の判定が出来なかった。これは、鼻腔洗浄液中に含まれる抗体量
が少なく、また液中に含まれる分泌酵素などの影響が原因である可能性が高いため、洗浄液を精
製、濃縮する必要性があることが示唆された。経鼻投与によっても十分な中和抗体産生が確認で
きれば、ワクチン抗原量を大きく減らすことが可能となるため、十分な VLP や不活化全粒子の確
保が難しい場合は、今後の実験は経鼻投与を最初に行い、Proof of concept を得ることが望ま
しいと考える。 
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