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研究成果の概要（和文）：ノロウイルス、サポウイルスと同一の科に属し、培養細胞での増殖が可能な
ネコカリシウイルスをモデルとして用い、Bioluminescence resonance energy transfer（BRET）を利用

したウイルス感染検出系を構築した。カリシウイルス増殖阻害物質スクリーニング系として有用である。 
研究成果の概要（英文）：A cell-based assay system that allow monitoring of feline calicivirus 
protease activity has been established using the principle of bioluminescence resonance energy 
transfer (BRET). 
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１．研究開始当初の背景 
ヒト急性胃腸炎の原因ウイルスであるノロウイル

ス、サポウイルスは培養細胞での増殖が出来ず、

受容体の同定をはじめとするウイルスの感染、増

殖メカニズムは未解明である。一方で、ノロウイ

ルス、サポウイルスが属するカリシウイルス科の

ウイルスの中にはネコカリシウイルスのように培

養細胞で増殖可能なウイルスが存在し、このウイ

ルスはノロウイルスやサポウイルスのモデルウイ

ルスとして研究に利用されている。 
２．研究の目的 
ネコカリシウイルス受容体の同定に用いら
れた手法を用いて、ノロウイルス、サポウイ
ルスの受容体候補因子を同定する。また、ノ
ロウイルス、サポウイルスと同じ科に属し、
培養細胞での増殖が可能なモデルウイルス
（ネコカリシウイルス）について、ハイスル
ープットな増殖阻害物質スクリーニング系

の確立を目的として、ウイルス感染を検出可
能なバイオセンサー発現細胞を構築する。 
３．研究の方法 
ノロウイルス、サポウイルスはヒト小腸上皮にお

いて感染、増殖すると考えられている。本研究で

は、昆虫細胞もしくは哺乳動物培養細胞で発現さ

せたノロウイルスもしくはサポウイルスのウイル

ス様中空粒子 (virus-like particle: VLP)をプロー
ブとして、組換えレトロウイルスの感染によって

ヒト小腸 cDNA ライブラリー由来遺伝子を発現さ

せたマウス由来細胞をスクリーニングし、VLPs に

結合する細胞を検索した。 

また、ネコカリシウイルスの感染、増殖の際、
感染細胞内に生成されるウイルスプロテア
ーゼの活性を検出可能なバイオセンサーを
構築するため、ネコカリシウイルスプロテア
ーゼの認識切断配列を GFP と renilla 
Luciferase の間に組み込んだ融合タンパク
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質 （BRET センサー）を作成し、この BRET セ
ンサーを安定発現するネコカリシウイルス
感受性細胞株を樹立した。 
４．研究成果 
スクリーニングの結果、サポウイルス VLP に結合

する細胞を複数得た。また、ネコカリシウイルス

について、BRET を利用したウイルス感染検出系の

構築に初めて成功した。本検出系はネコカリシウ

イルスの感染、増殖に伴って細胞内に供給される

ウイルスプロテアーゼの活性を特異的に検出する

ため、ネコカリシウイルス増殖阻害物質のスクリ

ーニングに有用である。 
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