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研究成果の概要（和文）：　ロタウイルス（RV）は、乳幼児の胃腸炎・下痢症の原因ウイルスであり、レオウイ
ルス科に属し、11分節の2本鎖RNAゲノムを有する。現在、経口生ワクチンが多くの国で導入され、RVの重症化の
予防に大きく貢献している。しかし、問題点も指摘されている。そのため、次世代ワクチンや抗ウイルス薬の開
発が急務である。
　本研究では、新規RV遺伝子操作系を駆使し、RVの感染性ならびに病原性に関わるウイルス側（VP4、NSP4タン
パク質）、宿主側因子の解析を行うことで、RVにおける感染機構ならびに下痢症発症機構を明らかにする。得ら
れた知見を基に、RV感染制御プラットフォームの構築を目指す。

研究成果の概要（英文）：　Rotavirus (RV) causes gastroenteritis and diarrhea in infants. Rotaviruses
 belong to the family Reoviridae and have an 11-segmented double-stranded RNA genome. Currently, two
 types of oral live vaccines have been introduced in many countries and have contributed 
significantly to the prevention of severe cases of RV. However, some problems have been pointed out.
 Therefore, there is an urgent need to develop next-generation vaccines and antiviral drugs.
　In this study, we analyze viral (VP4 and NSP4 proteins) and host factors involved in RV 
infectivity and pathogenicity using the RV reverse genetics system to elucidate the replication 
mechanism and the pathogenesis mechanism of diarrhea in RV. Based on the obtained knowledge, we aim 
to establish a platform for RV infection control.

研究分野：ウイルス学

キーワード： ロタウイルス　ワクチン　ウイルスベクター
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　ロタウイルス（RV）ワクチンは世界中で導入されているにも関わらず、年間約20万人の命が失われている。そ
のため、RVに対する特異な創薬開発研究は必須の課題である。RV感染におけるシアル酸などの既知受容体の生理
的意義の解明、ならびに侵入に関わる新規結合受容体の探索・同定研究により、RV感染機構の解明や制御法の開
発研究が進むことが期待される。
　NSP4タンパク質はエンテロトキシンとして重点的に研究されてきた。しかし、感染サイクルにおけるRV側因子
の下痢症発症に関わるメカニズムには不明な点が多い。本研究により有用な知見が蓄積されることが期待され
る。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ロタウイルス（RV）は乳幼児に深刻な嘔吐・下痢症を引き起こす原因ウイルスであり、発展途
上国を中心に年間約 20 万人の死亡例が報告されている。先進国において、死亡例は少ないが、
医療経済の観点から重視されている。RV は 11 本の分節型 2本鎖 RNA をゲノムに有するが、その
ゲノム構造の複雑さからウイルス遺伝子改変技術の開発が遅れており、ウイルス複製機構や病
原性発症機序の解明は進んでいなかった。最近、我々は人工的に組換え RV を作出できる完全な
遺伝子操作系の開発に成功した。この技術の開発により、RV 遺伝子に任意の改変を加えること
で、RV の増殖機構や病原性発現機序の解明、次世代ワクチンの開発研究が可能となった。 
RV はウイルス粒子のスパイクを形成する VP4 が細胞膜表面の受容体に結合し、その後、外殻
タンパク質 VP7 がインテグリンなどの受容体に結合することで細胞内に侵入する。動物 RV 感染
ではシアル酸が、ヒト RV 感染では組織血液型抗原（HBGA）がそれぞれ VP4 と結合し、感染受容
体として重要な役割を担っていることが明らかにされている。しかし、RV 株によってはこれら
の受容体分子では説明できない挙動を示すものもあり、RV の宿主細胞への感染侵入機構の全容
解明には至っていない。 
NSP4 タンパク質はウイルス性腸管毒素（エンテロトキシン）として知られ、NSP4 タンパク質
をマウスに単独投与することで下痢を引き起こすことから、RV 特有の激しい下痢を引き起こす
主要な病原性因子であると考えられている。NSP4 に関する病原性解析は組換え NSP4 タンパク質
を用いた成果であるが、実際の感染時における NSP4 と下痢症との関連については決定的な結果
が得られていない。また、下痢症の発症以外にも、NSP4 はウイルス粒子形成に重要な機能を持
っており、RV 複製サイクルに必須であることが示唆されているが、詳細な機構は明らかにされ
ていない。 
 
 
２．研究の目的 
RV の感染機構に関する研究は、実用的な RV の遺伝子操作系が開発されていなかったため、こ
れまで野生型ウイルスやウイルス側リガンドである VP4 組換えタンパク質を用いた研究が中心
であった。そのため、RV 感染におけるシアル酸や HBGA などの既知受容体の生理的意義の解明は
進んでおらず、吸着・侵入に関わる新規結合受容体の探索・同定研究も進展が見られなかった。 
NSP4 タンパク質はエンテロトキシンとして重点的に研究が行われてきた。これまでの研究で
は、組換えタンパク質やアミノ酸配列の異なる臨床分離株を用いて様々な機能的ドメインが同
定されてきた。しかし、感染サイクルにおける RV 側因子がどのように下痢症を発症させるかと
いうメカニズムには未解明な部分が多く、NSP4 変異ウイルスにおける生物学的機能について更
なる解析が必要とされている。 
本研究では、独自に開発した RV 遺伝子改変技術を駆使することで、VP4 および NSP4 遺伝子に
変異を加えた組換えウイルスを作製し、RV 感染における侵入機構および下痢症発症機構の解明
を目指す。具体的には、VP4 変異ウイルスを用いてシアル酸の受容体としての役割を明らかにし、
新規結合受容体の探索と同定を行う。また、NSP4 変異ウイルスを用いて、NSP4 が下痢症を引き
起こすメカニズムを解明し、RV 複製サイクルにおける NSP4 の役割を調べる。得られた知見によ
り、RV 感染による乳幼児の嘔吐・下痢症の予防や治療に新たな道が開かれることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1) VP4 タンパク質を介する細胞侵入機構の解明 
ウイルス粒子表面に存在する VP4 タンパク質の特定のアミノ酸群とその周辺のアミノ酸がシ
アル酸（サル RV 受容体）や HBGA（ヒト RV 受容体）との結合に重要であることが結晶構造解析
により明らかとされている。RV 人工合成技術を用いて、サル RV 由来の VP4 内シアル酸結合領域
に変異を加えたウイルスを作製し、in vitro、in vivo で増殖能および糖鎖分子結合能について
詳細な解析を行い、既知受容体の RV 感染機構における結合意義を解明する。 
 
(2) RV 感染に関わる宿主因子の同定 
CRISPR-Cas9 システムによるスクリーニングは、RV 侵入に関わる宿主因子の同定には極めて
有用な手法である。細胞膜受容体を標的とした CRISPR-Cas9 sgRNA ライブラリーをレンチウイ
ルス粒子にパッケージングしたものを HT29 細胞に感染させる。薬剤処理によりセレクションし
た Cas9/sgRNA 発現細胞に野生型もしくは VP4 遺伝子変異サル RV を感染させる。感染受容体が
ノックアウトされた細胞は感染抵抗性を示すため、生存細胞中の sgRNA を次世代シーケンサー
により解析し、目的遺伝子を同定する。 
 
(3) NSP4 タンパク質による下痢症発症機構の解明ならびに複製能への影響 
サル RV およびヒト RV の遺伝子操作系を用いて、NSP4 の下痢症発症機構ならびに複製能への



影響を理解するため、様々なアミノ酸変異ウイルスを作製し、培養細胞での増殖性について解析
を行う。作製した組換えウイルスを乳飲みマウスに経口感染することで下痢症を発症する感染
モデルを用いて、下痢症発症の経時的変化と腸管内のウイルス量を測定する。NSP4 変異ウイル
スはマウスでの増殖性が極めて低いことが予想されることから、ヒト腸管ウイルスの自然感染
を反映できると考えられるヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞を用いた培養系で解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) VP4 シアル酸結合部位変異ウイルスの解析 
シアル酸は、RV の外殻タンパク質 VP4 の一部であ
る VP8*サブユニットに結合する。本研究では、RV の
遺伝子操作系を用いて、VP4 のシアル酸結合部位に変
異を持つサル RV 株 SA11 ベースの組換え RV を使用
し、RV 感染におけるシアル酸の重要性を調査した。
シアル酸に結合できない RV VP4 変異体は、MA104 細
胞でのウイルス力価が減少した（図 1）。野生型ウイ
ルスの感染性は減少したが、VP4 変異体はシアル酸欠
損細胞で影響を受けなかった。予想外のことに、in 
vivo 実験では、VP4 変異体がマウスの体重増加を抑
制し、野生型ウイルスよりも下痢症状を悪化させる
ことが示された（図 2）。また、腸内容物は VP4 変異
体の感染性を高めることを明らかにした。このため、
他の未知の受容体および/または腸内容物との相互
作用により、VP4 変異体は野生型ウイルスよりもマウ
ス腸内で増殖しやすく、下痢および体重減少を引き起こす可能性が考えられた。これらの結果は、
RV のシアル酸結合が in vitro でのウイルス感染および in vivo でのウイルス病原性に大きな影
響を与えることを示唆している。 

 
(2) RV 感染に関わる宿主因子の同定 
RV 感染に関与する宿主因子を同定するため、ヒト遺伝子 cDNA ライブラリーを用いた CRISPR-
Cas9 法によるゲノムワイドスクリーニングを行った。スクリーニング結果に基づき、候補遺伝
子をランク付けし、ランク上位の候補遺伝子の中から RV の感染性が低下した数種類のノックア
ウト細胞を作製した。これらのノックアウト細胞では、同じレオウイルス科に属する他のウイル
ス種（哺乳類レオウイルス、コウモリ由来レオウイルス等）の感染性は低下しなかったことから、
これらの遺伝子が RV 感染に関わる特異的な因子であることが示唆された。特に、Tumor 
Associated Calcium Signal Transducer 2（TACSTD2）ノックアウト細胞で最も RV の増殖効率が
低下したことから、この因子に焦点を絞り解析を行った。TACSTD2 は膜 1回貫通型糖タンパク質
であり、皮膚や肺などの上皮に発現している。また、多くの腫瘍でも高発現が認められており、
癌の進行との関与が示唆されている。RV が感染すると、TACSTD2 の開裂がウエスタンブロッティ
ングの結果から明らかになり、この開裂が RV 感染に重要な役割を担っていることが示唆された。
TACSTD2 は Matriptase により細胞膜上で開裂することが知られている。RV 感染細胞において
TACSTD2 の経時的な開裂が観察されたが、Matriptase のノックダウン細胞では RV 感染時の開裂
が抑制され、RV の感染性が低下した。これらの結果から、細胞膜上に存在する TACSTD2 が RV の
細胞侵入に寄与していることが示唆された。 
 
(3) NSP4 の N-グリコシル化部位変異ウイルスの解析 
NSP4 は多機能タンパク質であり、ウイルス複製のさまざまなプロセスに関与しており、2つの
保存された N-グリコシル化部位を持っているが、N-グリコシル化部位の役割は明らかではない。
RV の遺伝子操作系によって作製された組換えウイルスを使用して、ウイルス複製および病原性
における NSP4 の N-グリコシル化の役割を明らかにした。1つのグリコシル化部位を失った組換



えウイルスの成長率は野生型ウイル
スと同じくらい高かったが、両方のグ
リコシル化部位を失った組換えウイ
ルス（N-グリコシル化欠損ウイルス）
はヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞、培
養細胞株での複製が減弱した。HT29
細胞での N-グリコシル化欠損ウイル
スの複製は、野生型ウイルスに比べて
顕著に低く、NSP4 の N-グリコシル化
が RV 複製に重要な役割を果たすこと
を示唆している。N-グリコシル化欠損
ウイルスは NSP4 の局在、細胞質内カ
ルシムイオンの上昇の遅延、および
MA104細胞でのViroplasm形成の減少
を示した。しかし、これらの変化は
HT29 細胞では認められなかった。さ
らに、HT29 細胞では N-グリコシル化
欠損ウイルスの粒子産生能が著しく
抑制されたが MA104 細胞では抑制さ
れなかった。これらの結果より、RV 複
製メカニズムは各種細胞株によって異なることが示唆された。マウスを用いた実験でも、N-グリ
コシル化欠損ウイルスは野生型ウイルスよりも病原性が低いことが示された（図 3）。これらの
結果は、NSP4 の N-グリコシル化がウイルス複製および病原性に重要な役割を果たすことを示唆
している。 
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