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研究成果の概要（和文）：感染症対策に汎用されるVero細胞には複数の亜株が存在する。ゲノム比較解析から、
同細胞亜株は二系統に大別できるが、内在性レトロウイルス挿入位置やI型インターフェロン遺伝子クラスター
のホモ接合性欠失位置は亜株間で同一であることを明らかにした。黄熱ウイルス17Dレプリコンが持続複製する
Vero細胞を作製した他、WHOが主導するポリオ根絶計画に寄与すべく、ポリオウイルス増殖能のないVero細胞も
作製した。ヒト肝がん由来 HuH-7細胞系統の亜株でC型肝炎ウイルス産生能が高いHuh7.5.1-8細胞についてウイ
ルス学的な有用性を見出し、HuH-7細胞系統におけるRIG-I変異の実態も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The Vero cell lineage, which is universally used for infectious disease 
control, has multiple sub-lines. Comparative genomic analysis revealed that the cell sub-lines can 
be broadly classified into two lineages, but the endogenous retroviral insertion position and 
homozygous deletion position of the type I interferon gene cluster are identical in all four Vero 
cell lines examined. We generated a Vero cell line with persistent replication of the yellow fever 
virus 17D replicon and another Vero cell line without poliovirus growth potential, which may be 
useful for the WHO-led polio eradication program. We found the virological utility of Huh7.5.1-8 
cells, a subline of the HuH-7 cell line derived from human hepatocellular carcinoma with high 
hepatitis C virus productivity, and also clarified the characteristics of RIG-I mutations in the 
HuH-7 cell line.

研究分野：生化学

キーワード： 宿主細胞　Vero細胞　フラビウイルス　ポリオウイルス　内在性レトロウイルス　レギュラトリーサイ
エンス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の成果は、ウイルス感染症ワクチンを生産する細胞基材の開発・改良のための科学基盤となる。例え
ば、GFP発現型の黄熱ウイルスレプリコン持続複製Vero細胞は、同ウイルス複製を阻害または増強する薬剤や宿
主細胞変異株を簡便に探索するツールとなる。また、本研究で作出したポリオウイルス増殖能のないVero細胞
は、WHOが主導するポリオ根絶計画に対処しつつも、広範な種類の新興再興ウイルス感染症の原因ウイルスを分
離する際の標準的な宿主細胞となりえる。さらに、Vero細胞やHuH-7細胞のゲノム解析情報はこれら細胞の品質
管理に活用できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

ワクチンは感染症対策の大きな柱である。ワクチン製造においては、材料となる病原体（また

はその弱毒変異株）だけでなくそれを増殖させる細胞基材も生物であり、これら生物原料の改良

には多くの試行錯誤を要する。さらに、生物原料は化学物質のように均一かつ安定に作出できな

い。そのため、ワクチンの開発およびその品質管理は全ての医薬品の中で今でも最も複雑かつ困

難な部類に属している。このような現状を改善していくためには、最新の科学技術を取り入れた

斬新な取り組みをさまざまなレベルで行う必要がある。 

アフリカミドリザル腎臓から約半世紀前に樹立された Vero 細胞は、多様なウイルスが増殖で

きる細胞であり、現在でもワクチン生産用細胞基材として最も汎用されている細胞である。我々

は、Vero 細胞の全ゲノム配列を世界に先駆けて解読し、I 型インターフェロン（IFN）遺伝子ク

ラスターが欠失していることなどを明らかにしてきた（Osada et al., DNA Res, 2014）。一方で、C

型肝炎ウイルス（HCV）は一般に細胞培養が困難であるが、genotype 2a の JFH-1 株であればヒ

ト肝癌由来 HuH-7細胞で増殖することが可能である。応募者らは JFH-1 HCVの増殖が従来の数

倍は良い亜株 Huh7.5.1-8を分離した（Shirasago et al., Jpn J Infect Dis, 2015）。さらに、Huh7.5.1-8

細胞は親細胞に比べて、HCV 以外のいくつかのウイルスに対しても増殖性が良いことも予備的

に観察していた。 

 

２．研究の目的 

本課題では、ワクチン生産細胞として多くの実績を有する Vero 細胞および HCV の培養に実

績を有するヒト肝癌由来 HuH-7 系統細胞に注目し、これらの細胞を宿主細胞モデルとして、フ

ラビウイルスもしくはその他のウイルスの感染増殖性に関わる宿主遺伝子をゲノムワイドな解

析から明らかにしつつ、病原性ウイルスやウイルスワクチン株がより良く増殖する新規細胞亜

株をゲノム編集技術によって作出することを目的とした。その成果は、ウイルス感染症ワクチン

を生産する細胞基材の開発・改良のための科学基盤となる。さらに、広範な種類のウイルスを従

来よりも効率よく増殖できるような細胞は、新興再興ウイルス感染症発生時に一早く原因ウイ

ルスを分離同定する細胞ツールともなる。また、Vero 細胞や Huh7.5.1-8 細胞のゲノム解析情報

は、これら細胞の品質管理にも活用できる。 

 

３．研究の方法 

以下の(1)-(3)の計画を同時並行的に実施する。Vero 細胞系列および HuH-7 細胞系列に注目し

て、(1) それぞれの細胞系列ゲノムに特徴的な情報を引き出し、その細胞系列又は特定の亜株の

高ウイルス増殖能の原因解明のヒントとする。(2) 細胞ゲノム情報は、ゲノム編集のための基盤

情報として活用するだけではなく、細胞の品質管理手法にも活用する。(3) Vero細胞のウイルス

増殖能をさらに高めることを目的に細胞内免疫経路遮断株をゲノム編集法にて作製する。また、

以下のフラビウイルスに関する計画も実施する。(4) フラビウイルス複製を阻害または増強する

薬剤や宿主細胞変異株の探索ツールとするため、フラビウイルスの一種である黄熱ウイルスの

複製レベルを GFP 発現量により定量化できるようなレプリコンを作製し、本レプリコンを安定

発現させた Vero細胞を得る。(5) フラビイルスの一種である日本脳炎ウイルス（JEV）感染に脆

弱なヒト肝臓癌由来 Huh7.5.1-8 細胞に、JEV 感染耐性を付与するような宿主細胞遺伝子の欠損

変異をゲノムワイドに探索して見出し、当該遺伝子の野生型 cDNA 過剰生産株を作製する。こ

れらの成果により、フラビウイルス感染増殖が亢進した新規細胞亜株を得られるとともに、フラ

ビウイルスの感染増殖に重要な役割を果たす宿主細胞遺伝子も明らかにできる。なお、感染症対

策に有用と思われる新規細胞株を作出した場合、ワシントン条約の対象となる Vero 細胞の系統

株においては速やかに世界中に分与できるように公的細胞バンクへ寄託する。 

 



４．研究成果 

我々がすでにゲノム解読していた Vero 細胞 JCRB0111株に次いで、ウイルス分離などでも汎

用されている ATCC CCL81/JCRB 9013株、Vero E6/C1008株を含む複数の亜株のゲノム配列を決

定して比較検討した。その結果、(1) Vero細胞系列は、JCRB0111株と ATCC CCL81株を含む系

統と Vero 76 や E6 を含む系統の二つに大別できること、(2) 株間でゲノムのコピー数多型があ

ること、 (3) 内在性サルレトロウイルス挿入位置や I 型 IFN 遺伝子クラスターのホモ接合性欠

失位置はどの株でも同一であることなどが分かった（Sakuma et al., Sci Rep, 2018; Konishi et al., 

submitted）。I型 IFN発現が元来欠損している Vero細胞において III型 IFN受容体を欠く亜株を

ゲノム編集法で作製したが、期待したようなウイルス増殖性の亢進は見られなかった。一方、世

界保健機関が主導するポリオ根絶計画に寄与すべく、ポリオウイルス増殖能のないウイルス分

離細胞株としてポリオウイルス受容体欠失 Vero 細胞を作製し、公的細胞バンクへ寄託した

（Okemoto-Nakamura et al., Sci Rep, 2021）。 

 ヒト肝がん由来 HuH-7 細胞系統の亜株で HCV の産生能が高い Huh7.5.1-8 について、フラビ

ウイルス産生能を Vero 細胞と比較解析し、Huh7.5.1-8 細胞のウイルス学的な有用性を見出した

（Saito et al., PLOS ONE, 2020）。さらに、当該細胞のゲノム配列決定も行い（Kawamoto et al., 

Front Genet, 2020）、HuH-7細胞系統における RNAウイルスの細胞内先天性免疫システムに関与

する RIG-Iの変異の実態も明らかにした。一方で、ヒトゲノム CRISPR single-guide RNAライブ

ラリを用い、Huh7.5.1-8細胞を親株にして、JEV感染増殖に必要な宿主細胞遺伝子の探索を実施

し、JEVの増殖に関わる宿主遺伝子の候補を複数得た。 

黄熱ウイルス YFV17Dレプリコンを利用して、当該レプリコンが持続発現している Vero細胞

を作製した（Saito et al., 論文投稿中）。この細胞は同ウイルスの複製能が阻害もしくは亢進する

ような薬剤や宿主遺伝子変異を探索するためのツールになると期待される。また、ヒトのプリ

オン蛋白質遺伝子にはさまざまな多型が存在し、異常型プリオンに起因するヒトプリオン病

発症に関与する変異も複数知られている。これらプリオン多型変異体を内在性プリオン蛋白質

の干渉を受けずに解析できるヒト培養細胞実験系は樹立されていなかった。そこで、感染性プリ

オン研究に役立つ細胞解析系の構築を目指し、ゲノム編集法を用いて内在性プリオン遺伝子を

破壊したヒト神経芽腫由来細胞変異株を樹立した(Okemoto-Nakamura et al., BPB Rep, 2019)。 
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