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研究成果の概要（和文）：ロタウイルスは乳幼児ウイルス性下痢症の主な原因であり、感染経路は糞口感染であるとさ
れている。本研究においてはウイルスの侵入門戸である口腔粘膜上皮に対するロタウイルスの感染性について研究する
ことを目的とした。口腔癌由来培養細胞株を用いた感染実験の結果、ロタウイルスは口腔粘膜上皮にも感染することが
明らかとなった。また、これと並行して行った腸管上皮細胞における感染実験では、type III インターフェロンの産
生に至るシグナル伝達経路の解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：Rotavirus is a leading cause of the infant virus-related diarreha. The main target
 of rotavirus infection is intestinal epithelial cells. The purpose of this study is to elucidate whether 
rotavirus can infect to oral epithelial cells. For this purpose, oral squamous cell carcinoma-derived cell
 lines were selected. The infectivity of rotavirus was examined by both real-time PCR and immunofluoresenc
e cell staining. The results clearly indicated that rotavirus can infect oral epithelial cells. Using inte
stinal adenocarcinoma cell line, HT-29, the production of type III interferon was also examined. The resul
ts indicated that rotavirus infection leads to type III interferon production mainly through NF-kB pathway
. Rotavirus infection also leads to the production of type I interferon. The comparison between type I and
 type III interferons revealed that type III interferon was produced much higher amount but the anti-viral
 effect was much profound in type I interferon.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ロタウイルスは乳幼児ウイルス性下痢症

の主な原因であり、感染経路は糞口感染であ

るとされている。しかし、ウイルスの侵入門

戸である口腔の上皮細胞における感染の可

能性については何ら報告がない。また、腸管

上皮細胞において、ロタウイルスに続いて産

生される type III インターフェロンについ

てはその生物学的重要性が指摘されている。

しかし、そのシグナル伝達メカニズムに関し

ては明らかにされていない。type IIIインタ

ーフェロンはウイルス感染において極めて

重要な機能を有すると考えられ、その発現メ

カニズムの解明はウイルス感染防止の観点

から極めて意義深いものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究においてはウイルスの侵入門戸で

ある口腔粘膜上皮に対するロタウイルスの

感染性について研究することを目的とした。

また、腸管上皮細胞における type I および

type IIIインターフェロン産生のメカニズム

について、生化学的および分子生物学的に検

索し、両者のロタウイルス感染防御機能を比

較することとした。 
 
３．研究の方法 
（１）ロタウイルスの、口腔粘膜上皮に対す

る感染性の判定 

口腔扁平上皮癌細胞株である Ca9-22、HSC2

および HSC3 細胞を感染実験に用いた。細胞

を 2×105/35mm dish の割合で播種し、18 時

間培養する。培養後の細胞を、FCS を含まな

い DMEM で 30 分間 starvation した後、SA11

株およびRRV株をmultiplicity of infection 

0、0.1、1、10 として感染させた。感染は、

5% CO2インキュベーター内で 1 時間行った。

感染後、10% FCS-DMEM で細胞を洗浄し、更に

培養を続け、1、3、6、9、12、24 時間後に

total RNA を回収した。通法に従い cDNA を作

製した後、RT-PCR 法によりロタウイルス VP6 

mRNA の発現を解析した。この実験を通じて、

ロタウイルス由来 mRNA 発現の至適条件を検

討した。 

（２）ヒト腸管上皮細胞におけるインターフ

ェロンの産生 

 ヒト大腸がん由来培養細胞 HT-29 を用い

type I および type III インターフェロン産

生の有無とそのシグナル伝達メカニズムに

ついて検索した。HT-29 を 1×106/24-well 

dish で播種し、18 時間培養した。培養後の

細胞を（１）と同様に処理し SA11 株および

RRV 株を感染させた。感染後の細胞培養上清

を回収し、ELISA によりインターフェロン産

生の有無を確認した。 

（３）インターフェロン産生のシグナル伝達

経路 

 インターフェロン産生に至るシグナル伝

達経路の解明を目指し、感染実験に先立ち、

細胞を NF-κB inhibitor で処理した後、（２）

と同様に感染させた。感染後のインターフェ

ロン産生を ELISA により測定した。また、

interferon regulatory factor(IRF)の関与

については small interfering RNA (siRNA)

を用いた knock down 実験を行った。 

（４）type I および type III インターフェ

ロンの比較 

リコンビナント type I および type III イ

ンターフェロンを種々の濃度でHT-29を前処

理後、SA11 を感染させた。感染 18 時間後に

細胞を固定し、1% Triton X-100 によりさい

ぼうを処理した後、蛍光免疫染色により VP6

タンパク質の産生を観察した。また、同様に

処理した細胞から total RNA を抽出し、通法

に従って cDNA を調整後、real-time PCR によ

り VP6 遺伝子発現を定量的に解析した。これ

により type I および type III インターフ

ェロンの感染抑制効果について比較検討し

た。 

４．研究成果 

（１）ロタウイルス感染後の口腔上皮細胞

Ca9-22 および HSC3 から抽出した RNA を用い



て行った real-time PCR の結果、ウイルスを

1 時間感染させた後、さらに 2 時間培養する

ことによりロタウイルス由来のVP6遺伝子発

現を効率よく検出することができた。この条

件下で感染実験を行ったところ、ウイルス感

染細胞からのみVP6遺伝子の発現を特異的に

確認することができた。また、同様に感染さ

せた細胞を用いた蛍光免疫染色の結果、感染

細胞において明瞭なviroplasmの形成を確認

することができるのが、最低でも 14 時間後

であることが明らかとなった。今回用いたす

べての培養細胞株において、VP6 および

viroplasm の検出に成功し、口腔上皮細胞に

おいてもロタウイルスの感染が成立するこ

とが明らかとなった。 

（２）腸管上皮細胞におけるインターフェロ

ン産生についてELISAによる測定を行ったと

ころ図 1に示すとおり、type III インターフ

ェロンに関しては一過性の産生が認められ

た。興味深いことに、type III インターフェ

ロン産生はmoiの低下と共に遷延化する傾向

にあり、moi 0.17 では発現のピークが 12 時

間後に認められた。また、ロタウイルスの

SA11、RRV 株共に type III インターフェロン

産生を誘導したが、SA11 株においてより効率

的な産生誘導が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ロタウイルス感染に伴う type III イ

ンターフェロン産生の時間的推移 

 

一方 type I インターフェロンについては産

生量は type III インターフェロンに比較し

て約 1/10 であることが解った。また産生様

式も、type I インターフェロンでは一時減

弱するものの、時間経過とともに産生能が回

復することが明らかとなった。これは、HT-29

細胞に表出される type I および type III イ

ンターフェロンレセプターの質的違いに由

来する現象ではないかと考え、現在検索を続

けている。 

（３）ロタウイルス感染に続く type III イ

ンターフェロン産生のシグナル伝達経路に

ついて検索するため、転写因子 NF-κB の特異

的なインヒビターである isohelenin 及び

TPCK を用いた実験を行った。その結果、type 

III インターフェロン産生はそれぞれのイ

ンヒビターの濃度依存的に抑制され、50 μM

においてはほぼ完全に産生が抑制されるこ

とが明らかとなった（図 2）。このことからロ

タウイルス感染による type III インターフ

ェロン産生はNF-κBに依存することが明らか

となった。 
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図 2 TPCK (red)および isohelenin (black)

による type III インターフェロン産生抑制 

 

一方、IRFに対するsiRNAを用いた実験では、

それぞれの IRF 遺伝子の発現低下を

real-time PCT により確認した後に、ロタウ

イルス感染を行い、培養上清に含まれる type 

III インターフェロンを ELISA により測定し

たところ、IRF1 の若干の関与が示唆されたも

のの、従来から type III インターフェロン

産生に重要とされていた IRF3, 5, 7 では産

生量に有意な差は認められなかった。このこ

とから、HT-29 では type III インターフェロ
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ン産生のシグナル伝達経路に何らかの変異

がある可能性が示唆された。 

（４）type I および type III インターフェ

ロンの抗ウイルス活性を比較するためにそ

れぞれのリコンビナントタンパク質を用い

た前処理実験を行った。その結果、type I イ

ンターフェロンは type III インターフェロ

ンと比較して、より低濃度で効率よくロタウ

イルス感染を抑制することが明らかとなっ

た。 
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