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研究成果の概要（和文）：ヒト十二指腸由来細胞(HuTu80)を用いたヒトサポウイルス (HuSaV)の効率的な増殖系
を初めて確立することに成功した。合計で15遺伝子型株のウイルスストックを得た。多様な遺伝子型株の増殖及
び大量培養、それらを抗原とした特異抗血清作製により、本研究課題の目的として掲げたHuSaV研究を進展させ
るためのバイオリソースの確保を達成した。さらに複数のHuSaV株とHuTu80を用いたCRISPR/Cas9によるゲノムワ
イドノックアウトスクリーニングを実施しHuSaV感染を規定する細胞側候補因子を見出した。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in establishing for the first time an efficient growth 
system for sapoviruses in human feces using human duodenum-derived cells (HuTu80). In total, virus 
stocks of 15 genotype strains were obtained. The propagation of diverse genotype strains and their 
large scale preparation, as well as the preparation of specific antisera, have achieved the 
objective of this research project to secure bioresources to advance human sapovirus research.
We have also conducted genome-wide knockout screening using multiple sapovirus strains and HuTu80 
cells with CRISPR/Cas9 to identify candidate cellular factors that may serve as receptors involved 
in sapovirus infection. 

研究分野：感染症
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感受性規定因子　パレコウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトサポウイルスはノロウイルス同様、下痢嘔吐原因ウイルスのひとつで、あらゆる年齢層で感染・発症し、再
感染や食中毒を含む集団感染事例も報告されている。そのため、その感染制御のためには、ウイルスを用いた研
究が必須である。しかし、1970年代にヒトサポウイルスが発見されてから40年以上培養細胞や動物での増殖成功
例はなかった。本研究で初めてヒトサポウイルスの増殖系が確立でき、ウイルス陽性糞便に依存しない分離株を
用いた研究が初めて可能になった。

※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 

ヒトサポウイルスはノロウイルス同様、下

痢嘔吐を引き起こす原因ウイルスのひとつ

である。全年齢層に感染・発症し、再感染

や食中毒を含む集団感染事例も報告されて

いる。経口感染後、腸管組織で速やかに増

殖すると考えられており、糞便中には大量

のウイルス(〜10
11 RNA コピー/g 糞便)が排

泄される。しかし、1970 年代の発見以

降、このウイルスの培養や実験動物を用い

た増殖系は存在せず、不活性化条件検討や

感染・増殖のメカニズムはわからないまま

であった。核酸検出系の普及に伴い、その

検出報告が増加し、多種多様な株は構造タ

ンパク質領域の配列に基づき現時点で 18

の遺伝子型に分類されている。我々は培養

細胞を用いたヒトサポウイルスの増殖条件

を世界で初めて見出すことに成功した

（2019 年 第 7 回国際カリシウイルス学

会＠オーストラリアにて発表）。  

 

２．研究の目的 

本研究では消化器官生理条件を考慮しなが

ら、さらなるサポウイルス感染・増殖効率

向上条件を探るとともに、持続的な研究リ

ソースとしてのウイルスストック確保を第

1の目的とした。また、増殖したウイルス

を用いて、その性状・組成解析を行うとと

もに、加熱、紫外線処理といった物理化学

的不活化処理への抵抗性を評価し、さらに

ヒトサポウイルスの細胞への感染・増殖メ

カニズム解明のため、ウイルス感染性を規

定する細胞性因子の検索も行った。  

 

 

３．研究の方法 

ヒト体内での感染・増殖部位の生理的整合

性をふまえ、主にヒト腸管由来細胞と抱合

型胆汁酸を組み合わせることで、ヒトサポ

ウイルスのさらなる効率的な増殖条件を検

討した。 

サポウイルスの増殖評価はまず多様な遺伝

子型株を同一条件で検出できる核酸定量系

で行い、さらに使用する遺伝子型株のサポ

ウイルス構造タンパク質 VP1 で形成された

ウイルス様中空粒子に対して作成した特異

抗血清を用いるサンドイッチ ELISA でも評

価した。更に細胞内でのウイルスタンパク

質の発現を、構造タンパク質、非構造タン

パク質に対する自作抗体で、ウイルスゲノ

ム複製を double strand RNA 検出用市販抗

体を用いた免疫細胞染色で確認した。さら

に電子顕微鏡観察でウイルス粒子の存在も

確認した。またウイルスの継代を行いウイ

ルスストックも調製した。安定的な感染結

果が得られる最小感染濃度に加え、加熱、

紫外線不活化に対する抵抗性も評価した。

精製ウイルスをウサギ、モルモットに免疫

し、抗血清を調製し、一部の遺伝子型株に

ついて抗原抗原性も評価した。 

HuTu80 細胞での効率的な増殖ができた株

のフルゲノム配列を合成し、in vitro で

合成した capped RNA を HuTu80 細胞へのト

ランスフェクトにより、感染性ウイルスの

産出を検証した。さらに超遠心精製したヒ

トサポウイルス粒子の SDS-PAGE 及び LC-

MS/MS 解析を行った。 

サポウイルスの感染・増殖に必須な細胞宿

主因子を検索するため、CRISPR/Cas9 によ

るゲノムワイドノックアウトスクリーニン

グを実施した。HuTu80 細胞で効率的に増



殖するパレコウイルスについても感染受容

体になりうる細胞因子の候補を検索した。 

 

４．研究成果 

ヒト十二指腸由来細胞(HuTu80)を用いてヒ

ト糞便中のサポウイルスを効率的に増殖さ

せることができる条件を見出し、論文発表

を行った (2020 PNAS)。ヒト糞便中のサポ

ウイルスは生理的な感染・増殖部位と考え

られるヒト十二指腸由来細胞で、そこに高

濃度で存在する抱合型胆汁酸を培地中に添

加することで効率的なウイルス増殖とウイ

ルス継代が可能であった。最初に増殖に成

功し論文発表した GI.1, GI.2, GII.3 に加

え、研究期間中に GI.3,-4,-5,-6,-7, 

GII.1,-2,-4, -,5, -8, GV.1, -2 につい

ても糞便からウイルス増殖、ウイルス継

代、高濃度ウイルスストック (培養上清中

に〜109〜11ウイルスゲノムコピー/mL)の調

製することができた。これにより、現在報

告されている 18 のうち 15 遺伝子型株の増

殖・ウイルスストックが得られ、糞便に依

存しないウイルスリソース確保という本研

究課題の第 1目的を達成した。 

またヒトサポウイルスが 60℃30 分でも一

定の抵抗性を有し、遺伝子型株によって抵

抗性が異なることも明らかにした。紫外線

処理では糞便乳剤では 5.4J/cm2でも不活化

されなかったのに対し、ウイルスを含む培

養上清では 1.8 J/cm2で不活化され、両者

で大きく不活化抵抗性が異なることも明ら

かになった (2020 PNAS)。 

 

ヒトサポウイルスの 10遺伝子型株につい

〜400mL スケールでの培養も実施し、精製

ウイルスを免疫抗原とした特異抗血清の調

製も実施した。 

ヒトサポウイルスのリバースジェネティク

スによる産出についても検討し、in vitro

で合成した capped full length RNA を

HuTu80 細胞にトランスフェクトし、胆汁

酸添加培地で培養することで感染性ウイル

スを作出できることを確認した (2022 

Viruses)。さらにヒトサポウイルスの

virion 構成タンパク質組成解析も行った

(2022 Viruses)。 

 

4 つののヒトサポウイルス遺伝子型株と

HuTu80 細胞を用いた CRISPR/Cas9 レンチ

ウイルスによるゲノムワイドノックアウト

スクリーニングを実施し、ヒトサポウイル

スの感染・増殖に必須と考えられる宿主細

胞因子の候補を見出した。 

この研究の過程で HuTu80 細胞でサポウイ

ルスだけでなくパレコウイルス（1-6 型す

べて）も効率的に増殖し、ウイルス分離で

きることを見出し、論文発表した (2022 

Jpn J Infect Dis)。さらにパレコウイル

ス 1-6 型に共通する感染・エントリーに必

須な宿主タンパク質を見出すことにも成功

し、論文発表した (2023 Nature 

Communications)。  
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