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研究成果の概要（和文）： 
ヒト小腸由来 cDNA ライブラリーの発現スクリーニングを行い、ヒト由来のカリシウイルス 
(ノロウイルスもしくはサポウイルス)のリコンビナントウイルス様中空粒子に結合する細胞因
子を検索した。また、培養細胞での増殖が可能なネコカリシウイルスを用いて、プラスミドを
細胞に導入するだけでウイルスの産出が可能な新規リバースジェネティクス系を構築すること
に成功した。本検出系はヒト由来カリシウイルスの感染性粒子作出にも使用出来る可能性があ
る。 
研究成果の概要（英文）：To identify calicivirus functional receptors, cellular factors binding 
to human Norovirus or Sapovirus-like particles have been screened using expression 
screening of human small intestine cDNA library. A novel plasmid-based reverse genetics 
system for feline calicivirus has been established. This system could be used for the 
production of infectious human calicivirus. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト由来のカリシウイルス（ノロウイルス

、サポウイルス）は、臨床所見に基づいて、

小腸で速やかにかつ大量に増殖すると考えら

れている。しかし、これまでに多くの研究者

が様々な培養細胞、培養条件を検討してきた

にもかかわらず、いまだに再現可能な培養細

胞を用いた増殖系が確立されていない。 
 また、ヒト由来カリシウイルスの培養細胞

を用いた増殖系が確立されていないため感染

実験のためのウイルス供給源として、糞便検

体そのもの、あるいは糞便から超遠心などで

部分精製したウイルスを用いざるを得ない状

況にある。糞便検体は夾雑物も多く、培養細

胞への毒性を示すことがあるなど、感染実験

を円滑に進める上での問題が多い。 
 一方で、動物由来のカリシウイルスの中に

はマウスノロウイルスや、ブタサポウイルス
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、そしてネコカリシウイルスのように培養細

胞での増殖系が確立されているものがある。

このうち、ネコカリシウイルスについては細

胞表面に存在する機能性受容体もすでに同定

されている。 
 
２．研究の目的 
 ヒト由来のカリシウイルス (ノロウイルス、
サポウイルス)の増殖系を確立することを最
終目標に、まず、ヒト由来カリシウイルスが
結合する細胞因子を検索する。現時点では培
養細胞で再現性のある増殖系が確立されて
いないため、従来試みられていない手法とし
て、これらのウイルスが増殖すると考えられ
ている組織由来の遺伝子を解析対象とする。
また培養細胞での増殖が可能なマウスノロ
ウイルス、ブタサポウイルスについても、こ
れらのウイルスが増殖可能な培養細胞を用
いて感染受容体因子の検索を目指した検討
を試みる。 
 さらに、ヒトカリシウイルスの感染性ウイ
ルス作出につながる基盤技術を確立するこ
とを目標に、培養細胞でのウイルス増殖が可
能で、評価が容易なネコカリシウイルスをモ
デルウイルスとして、新規のリバースジェネ
ティクス系の構築も試みる。 
 
３．研究の方法 
 ヒト由来のノロウイルス、サポウイルスが
感染、増殖すると考えられている小腸の
cDNAライブラリーを保有するレトロウイル
スを作成し、マウス由来浮遊細胞 (P3U1)に
感染させた。その後、昆虫細胞もしくは哺乳
動物細胞発現系にて調製したウイルス様中
空粒子に結合する細胞を検索、クローニング
し、これらの細胞が保有するヒト由来遺伝子
の配列を解析した。 
 また、マウスノロウイルスが増殖可能な
RAW264.7細胞の cDNAライブラリー保有
レトロウイルスを作成し、マウスノロウイル
ス非感受性細胞に遺伝子を導入した。 
 ブタサポウイルスは LLC-PK細胞にコー
ル酸の一種を加えることで初めてウイルス
の増殖が可能となる。そのため、コール酸非
添加と添加の培養細胞からそれぞれ RNAを
抽出し、遺伝子発現発現の違いを DNAマイ
クロアレイで解析した。 
 ネコカリシウイルスの新規リバースジェ
ネティクス系構築のため、ヒト Elongation 
Factor-1αプロモーターを有する哺乳動物細
胞発現ベクターpKS435にネコカリシウイル
ス F4株のゲノム cDNAをクローニングした。
ウイルス増殖の特異性を評価するため、試験
管内でプロテアーゼ活性に必須なアミノ酸
残基に変異を導入したクローンも同時に作
成した。これらの plasmidをネコカリシウイ
ルスが増殖可能な CRFK細胞に transfectし、

培養上清への感染性ウイルスの産生を評価
した。 
 
４．研究成果 

 ヒト小腸由来のcDNAライブラリーから、
ノロウイルスもしくはサポウイルスのリコン

ビナントウイルス様中空粒子に結合する因子

を見いだした。これらの遺伝子がコードする

タンパク質は膜貫通ドメインを有すると考え

られた。また、ノロウイルスとサポウイルス

では結合した因子が異なっていた。得られた

ヒト由来遺伝子の配列は部分配列であったた

め、データベース登録配列との相同性に基づ

き、全長に相当する配列を入手後、薬剤選択

が可能な哺乳動物細胞用発現ベクターを用い

て発現コンストラクトを安定発現する培養細

胞を作成している。今後、これら受容体候補

因子の安定発現細胞について、ノロウイルス

、サポウイルスの感染、増殖能を評価する。 
 また、マウスノロウイルスが増殖する細胞
の cDNAライブラリーを、マウスノロウイル
スが増殖しない細胞に発現させ、新たに構築
したリアルタイム PCR 法を用いてマウスノ
ロウイルス増殖能を獲得する細胞の検索を
進めている。 
  ブタサポウイルスの増殖が可能な細胞へ
のコール酸非添加、添加条件で発現が亢進し、
膜結合ドメインをコードする遺伝子として、
６つの遺伝子を同定した。今後、これらの遺
伝子がブタサポウイルスの感染、増殖に必須
であるか検討を行う。 
 ネコカリシウイルスのフルゲノム cDNA
を保有する plasmid を培養細胞に transfect
することで、ウイルスを回収することが出来
る新規リバースジェネティクス系を構築す
ることに成功した。ウイルスプロテアーゼ活
性部位に変異を導入したplasmidからはウイ
ルスは回収されなかった。本研究により、従
来法のように in vitro での RNA 合成や
capping 操作などが不要になり、簡便かつ効
率的にウイルスを調製することが可能とな
った。また、ウイルスがコードするタンパク
質の機能評価にも有用であることが示され
た。この新規リバースジェネティクス系を応
用することで、今後、ヒト由来カリシウイル
ス（ノロウイルス、サポウイルス）の感染性
ウイルスを調製できる可能性がある。本研究
で同定した受容体候補因子の検討に、臨床検
体由来のウイルスだけでなく、リバースジェ
ネティクス系を組み合わせた検討を進める。 
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