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研究成果の概要（和文）：1型糖尿および膵炎を対象とした解析結果は、SAFVの膵臓に対する病原性を強く示唆
するものであるが、研究期間内に十分な症例数に拡大することができず因果関係を証明するには至らなかった。
SAFV感染受容体の同定についても継続中である。一方、本研究において想定していなかった新たな知見が得られ
た。SAFV VP1の不安定性に関わる責任領域はPEST配列であることが明らかとなった。さらに、他の構造蛋白の共
存によりVP1の安定性は向上し、カプシド形成に伴いPEST領域がマスクされVP1の分解が抑制されることが示唆さ
れた。加えて、IRES依存的な発現において、未知のウイルス蛋白が産生されることが見出された。

研究成果の概要（英文）：The epidemiological study on type I diabetes mellitus and acute pancreatitis
 strongly suggests the pathogenicity of SAFV to pancreas. However, we could not establish the 
relationship between the diseases and SAFV infection since the number of cases was not enough. The 
study of the receptor for SAFV infection is also ongoing. On the other hand, unexpected findings 
were obtained in this study. We found that the PEST sequence in SAFV VP1 is a responsible element 
for its instability. The degradation of SAFV VP1 was suppressed with the co-expression of other 
capsid proteins, suggesting that the PEST sequence is masked and VP1 is stabilized during capsid 
formation. In addition, unknown viral protein was found, presumably translated from a non-AUG codon 
in an IRES dependent manner.

研究分野： ウイルス学

キーワード： Saffoldウイルス　糖尿病　膵炎　ウイルス蛋白　感染受容体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ピコルナウイルス科カルジオウイルス属

のウイルスは、これまで“げっ歯類に感染す
るウイルス”として知られていたが、2007 年、
ヒトを自然宿主とするカルジオウイルスと
して Saffold ウイルス (SAFV) が原因不明
の発熱患者の便から初めて分離され注目を
集めた。その後 SAFV は、主に上気道炎の咽
頭ぬぐい液や胃腸炎の便からしばしば検出
され、また、SAFV に対する抗体の保有率調査
からヒトは幼少期に SAFV に初感染している
ことが強く示唆された。しかし一部では、無
菌性髄膜炎および死亡例を含む脳炎の髄液、
さらには、急性膵炎の便からも SAFV が検出
されている。これらのことから、SAFV におい
ても、ピコルナウイルス科エンテロウイルス
属のウイルス【エンテロウイルス（主に胃腸
炎や手足口病の原因となるが、まれに重篤な
脳炎を起こす。2010 年には、中国で 876 名の
死者を出すアウトブレイクが起こってい
る。）や、コクサッキーウイルス（主に手足
口病やヘルパンギーナの原因となるが、まれ
に重篤な脳炎を起こす。Ⅰ型糖尿病の発症要
因のひとつとも考えられている。）など】と
同様、脳や膵臓に重篤な病原性を発揮する可
能性が危惧される。SAFV は、多発性硬化症の
モデル作製に用いられるマウスカルジオウ
イルス（タイラーウイルス、TMEV）と遺伝子
レベルで高い相同性を保持しており、TMEV 様
ヒトカルジオウイルスとして報告された。
TMEV はマウスマクロファージに持続感染し、
その一部がオリゴデンドロサイトに広がり、
この溶解感染により漏出する細胞成分が自
己免疫を誘発し脱髄を起こす原因になって
いると考えられている（epitope spreading）。
SAFV もまた、持続感染能を有するウイルスで
あることを報告者らは in vitro で証明した
（引用文献 1）。 
以上のことから、マウスカルジオウイルス

と同様に、SAFV 感染は自己免疫疾患のトリガ
ーとなっている可能性が考えられる。しかし、
SAFV の詳細な病原性については、疫学的観点
からも、ウイルス学的観点からも依然不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
（１）SAFV 感染受容体の同定と病型別の発現
差異解析 
報告者はこれまでに、HeLa 細胞の SAFV 感

受性を変化させる培養方法を見出し、SAFV 高
感受性 HeLa 細胞、および、SAFV 低感受性 HeLa
細胞を作出した。さらに、ウイルス結合解析
により、SAFV 高感受性 HeLa 細胞と SAFV 低感
受性 HeLa 細胞の間に、ウイルスと結合する
細胞表面因子（感染受容体の可能性が考えら
れる）の発現に顕著な差が生じていることを
明らかにした（引用文献 1）。本研究では、こ
の細胞表面因子を検索し、感染受容体を同定
することを目的とする。また、同定された因
子について、1 型糖尿病、2 型糖尿病、およ

び、非糖尿病の患者の末梢血単核球または
LONZA 社の提供する初代培養細胞を用いて発
現差異を解析し、SAFV 感染受容体の発現差異
が、1 型糖尿病発症の危険因子となっている
か否かを検討する。 
 
（２）剖検例を用いた SAFV 感染の検出 
 報告者らはこれまでに、1 型糖尿病剖検例
二例のホルマリン固定パラフィン包埋
（FFPE）切片を用いて、免疫組織染色を行っ
たところ、膵臓における浸潤した組織球およ
びランゲルハンス氏島の細胞に SAFV 抗原の
陽性像が認められることを見出した。この結
果より、一部のヒトでは、SAFV の初感染時に
何らかの宿主側要因でウイルスが単核球に
持続感染した後、膵臓に組織球として浸潤し、
そこから産生される少量のウイルスがラン
ゲルハンス氏島の細胞に感染し破壊するこ
とで、epitope spreading の原因となってい
る可能性が考えられる。そこで、2型糖尿病、
非糖尿病の剖検例を加えた上で、解析する症
例の絶対数を増やし、この検出結果を詳細に
検証する。 
 
（３）1型糖尿病患者における SAFV 感染の調
査と持続感染の解析 
 報告者らの提唱する「単核球への SAFV 持
続感染が 1型糖尿病の発症要因となる」とい
う仮説の真偽を確かめるために、1型糖尿病、
2 型糖尿病、および、非糖尿病の患者の末梢
血単核球における SAFV 感染を疫学的観点か
ら調査解析する。さらに、SAFV 感染が認めら
れた患者に対し、継続的に追跡調査を行い、
SAFV持続感染が in vivoでも起こり得るか否
かを証明する。 
 
３．研究の方法 
（１）SAFV 感染受容体の同定 
①HeLa 細胞（HeLa, RCB0007）を FCS 添加 MEM 
または CS 添加 MEM にて、それぞれ２週間以
上培養し、異なる SAFV 感受性を誘導する。
SAFV 感受性の誘導が確認できたら、それぞれ
の細胞から total RNA を抽出・精製し、DNA
マイクロアレイ Human Gene 1.0 ST array 
(Affimetryx) にて、遺伝子発現の変化を比
較解析する。得られた結果を用いて、FCS 添
加 MEMで培養した SAFV 高感受性 HeLa 細胞で
発現の増加している細胞膜タンパクをスク
リーニングし、SAFV 感染受容体としての候補
因子をリスト化する。得られた候補因子リス
トについて、各々の cDNA を発現ベクターに
サブクローニングし、SAFV 非感受性細胞であ
る BHK-21 細胞にそれぞれを発現させること
で、SAFV 感受性を獲得するか否かを検証し、
SAFV 感染受容体を同定する。 
 
②SAFV高感受性HeLa細胞からcDNAライブラ
リーを作製し、SAFV 非感受性 BHK-21 細胞に
導入する。この細胞集団に GFP を発現する組
換え SAFV（SAFV-GFP）を感染させ、SAFV 感



受性を獲得した細胞をGFPの蛍光を目印とし
て単離する。単離した細胞をシングルセル
RT-PCR 法に供することで、導入されている
cDNAを同定する。同定したcDNAについて各々
個別に BHK-21 細胞に改めて導入し、SAFV 感
受性を獲得するか否かを検証する。 
 
（２）剖検例を用いた SAFV 感染の検出 
研究期間全体をとおして、糖尿病剖検例の

膵臓 FFPE 切片が入手出来次第、抗 SAFV 抗血
清を用いた免疫組織化学染色により SAFV 抗
原を検出し、疫学的な解析を進める。 
 
（３）1型糖尿病患者における SAFV 感染の調
査と持続感染の解析 
 1 型糖尿病、2 型糖尿病、および、非糖尿
病患者の末梢血単核球におけるウイルス感
染を RT-PCR 法により調査する。SAFV 陽性と
なった検体について、適宜、ウイルスの分離
培養、ウイルス遺伝子の全シークエンス決定、
SAFV に対する抗体価の測定、継時的検体採取
によるウイルス持続感染の調査等を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）SAFV 感染受容体の同定 
①DNA マイクロアレイ解析の結果、SAFV 高感
受性 HeLa 細胞で 3 倍以上高発現している膜
タンパクとして 57 の分子が挙げられた。こ
れらの分子について、各 cDNA を各々サブク
ローニングし、ランダムにグループ分けして
SAFV 非感受性細胞に共発現させたところ、7
つの遺伝子の組み合わせ【Ras association 
domain family member 5, IL-27 receptor 
alpha, receptor activator of NF-kB, 
desmocollin 2, platelet/endothelial cell 
adhesion molecule, odd Oz/ten-m homolog 3, 
chondroitin sulfate proteoglycan 4】で発
現させた細胞の一部において、SAFV-GFP の
感染が確認された。しかし、感受性の獲得は
必ずしも再現されるものではなく、適切な分
子比の制御が不十分である可能性や、安定し
た感染に必要な分子が含まれていない可能
性が考えられ、最終的な同定には至らなかっ
た。なお、各々個別の発現系では、SAFV の感
染は認められなかった。 
 
②SAFV-GFP 接種後、GFP 陽性を示した 50 個
の細胞について、各々を単離し導入されてい
る cDNA を 決 定 し た 。 そ の 結 果 、
beta-2-microglobulin をはじめとする20種
の候補遺伝子が同定された。そこで、これら
の分子を各々個別に SAFV 非感受性 BHK-21 細
胞に発現させ、SAFV 感受性を獲得するか否か
調べたが、いずれも感受性を獲得するものは
得られなかった。この結果を学会発表した際、
cDNA の発現系では、発現に用いるプロモータ
ー等の影響で十分な発現を確保できない可
能性を指摘され、ゲノムそのものを導入する
方法を改善案として情報提供いただいた。そ
こで、エンテロウイルス71の受容体（SCARB2）

同定に用いられた手法に倣い、SAFV 高感受性
HeLa 細胞の genomic DNA を Noe 耐性遺伝子と
共に SAFV 非感受性 BHK 細胞に導入して安定
発現させた後、限界希釈法にて分離培養した
ものに SAFV を接種することで細胞変性効果
の出現を指標に、感受性を獲得したクローン
をスクリーニングした。その結果、290,000
クローンのうち2つのクローンにおいて細胞
変性効果様の変化が認められた。この細胞に
導入されている遺伝子を同定するためにレ
プリカより拡大培養を行ったが、その培養過
程において目的遺伝子の脱落が起こり、同定
には至らなかった。 
 
これら①②の結果より、SAFV の感染受容体

（少なくとも本研究で得られた感受性を変
化させる因子）は、1 分子からなるものでは
なく複合体として機能するものである可能
性が示唆された。特に②の結果で得られた
beta-2-microglobulin は、一部のコクサッキ
ーウイルスやエコーウイルスにおいて
co-receptor として利用されており、SAFV の
感染受容体も同様に複数の分子からなる複
合体である可能性は十分に考えられる。感染
受容体が複数の分子による複合体からなる
と仮定した場合、非感受性細胞に感受性を獲
得させる方法での探索は条件設定が容易で
はない。そこで、マウスノロウイルスの感染
受容体同定に利用された CRIPR knockout 
Pooled libraryを用いて感受性細胞の感受性
を消失させることから感染受容体を同定す
る方法を検討することが、SAFV の感染受容体
同定にも有用であると考えられた。研究方法
の見直しを含めた本研究の更なる継続が、本
研究課題に残された課題である。 
 
（２）剖検例を用いた SAFV 感染の検出 
 本研究期間内に得られた結果のうち、抗
SAFV 抗血清による免疫染色の結果が染色性
陽性となったものは、1 型糖尿病では 2 例中
2例、2型糖尿病では 18 例中 0例、非糖尿病
では 2例中 0例であった。陽性となった検体
からのウイルス遺伝子RNAの検出も試みたが、
β-tubulin さえも検出できない状態で検出
不可能であった。免疫染色の結果は、SAFV 感
染が 1型糖尿病発症において特異的に関与す
る可能性を強く示している。しかし、研究期
間内に新たに入手できた検体は2型糖尿病と
非糖尿病の剖検例のみであり、解析できた症
例数が依然少数にとどまっており、結論を出
すにはまだ十分であるとは言えない。 
 
（３）1型糖尿病患者における SAFV 感染の調
査と持続感染の解析 
 糖尿病患者の末梢血単核球（45 例）を対象
として行った RT-PCR では、5 例から SAFV ゲ
ノム（5’UTR）が検出された。これら 5例の
病型の内訳は、1型 2例、2型 1例、型不明 2
例であり、1 型糖尿病に特異的な傾向はみら
れなかった。ただし、本結果は季節性（流行



性）の一過性感染を否定できない条件である
ため、最終的な結論を得るためには、引き続
き解析が必要である。一方、手足口病様症状
を呈した後に急性膵炎を発症した患者の便
および血液の解析からは、SAFV ゲノムが検出
され、著しい抗体価の上昇が認められ報告し
た（発表論文 1）。この結果は、SAFV 感染が
急性膵炎に関わる可能性を示しており、SAFV
の膵臓病原性を示唆する症例として重要で
あると考えられた。しかし、本症例において
もウイルスは分離されなかった。 
 
SAFV は一般的に分離培養が困難であると

言われている。そこで、より効率的な分離培
養法を確立するために、ウイルス蛋白の性状
を解析する目的で、発現系による解析を行っ
たところ、SAFV の構造蛋白である VP1 は細胞
内で極めて不安定であることが見出された。
このことが培養細胞におけるウイルス分離
を困難にしている可能性が考えられた。また、
アミノ酸配列のコンピューター解析から、
VP1 には、140-165 残基にタンパク質の不安
定性に関与するとされる PEST 配列（Pro, Glu, 
Ser, Thr に富む配列）が含まれていることが
示された。そこで、PEST 配列欠損変異体の発
現解析、および、発現後も安定である TMEV
の VP1 に PEST 配列を導入した発現解析を行
ったところ、VP1 の不安定性に関わる責任領
域のひとつが PEST 配列であることが明らか
となった。さらに、他のウイルス構造蛋白ま
たは非構造蛋白の共存が SAFV-VP1 の安定性
に及ぼす影響を調べるために行った IRES 依
存的な共発現系の解析から、他の構造蛋白の
共存下では VP1 の安定性がわずかに上昇し、
カプシド形成に伴い PEST 領域がマスクされ
VP1 の分解が抑制される可能性が示された。
また、プロテアソーム阻害剤 MG132 の添加
によっても VP1 の分解は抑制された。これ
らのことから、ウイルス分離培養時に VP1
蛋白の分解を抑制することができれば、ウ
イルスの分離効率が向上すると考えられる。
ウイルス蛋白の成熟に関わるプロテアーゼ
を阻害しない安価なタンパク質分解阻害薬
の探索・同定は今後の課題である。 
加えて、この IRES 依存的な共発現系の実

験過程において、想定していなかった未知の
蛋白の存在が見出された。SAFV のウイルス蛋
白は、1042nt の開始コドンからポリ蛋白とし
て合成され（N末端には Leader 蛋白がコード
されている）、その後、開裂を受けて各タン
パクとして成熟されると考えられている。し
かし報告者は、上述の発現系解析（C末 FLAG 
tag 標識を利用）により、ポリ蛋白の開始コ
ドンより上流からも翻訳が起こり、その途中
に現れる終止コドンが読み飛ばされ、サイズ
の大きい未知の蛋白（Large-Leader, LL）が
合成されることを見出した。TMEV では、ポリ
蛋白とは異なったフレームから合成される
L*蛋白が神経病原性に深く関わっているが、
SAFV では異フレームからの蛋白合成は見つ

かっておらず TMEV-L*の代わりとなる因子が
不明であった。したがって、今回見つかった
LL がその役割を担っている可能性が疑われ
た。そこで、LL の開始コドンを同定するため
に、1042AUG より上流にある AUG に変異を導
入し解析したところ、いずれの変異体におい
ても LL の翻訳が消失することはなく、LL 翻
訳開始点は非AUGコドン由来である可能性が
示されたが、その詳細は依然不明である。 
VP1 の不安定性および新規ウイルス蛋白 

LL に関する知見は、研究開始当初には予期
していなかった想定外の新たな発見となっ
たが、特に LL の発現機序を詳細に解析する
ことは、IRES 依存的翻訳における新規の発
現制御機序を明らかにし、SAFV を含むピコ
ルナウイルスの病原性解析を大きく前進さ
せるものと期待される。 
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