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研究成果の概要（和文）：風邪コロナウイルスの研究を行うためには、それらを効率よく増殖させる必要があ
る。しかし4種すべての風邪コロナウイルスを培養できる細胞は存在しない。近年、我々はヒト鼻腔オルガノイ
ドの作製に成功した。そこで本研究では2次元鼻腔オルガノイドを作出し、風邪コロナウイルスの新たな培養系
を開発することを目指した。その結果、鼻腔オルガノイドにおいて、229E, OC43, NL63は各株化培養細胞と同程
度もしくはそれ以上に増殖した。HKU1は株化培養細胞で増殖しなかったが、鼻腔オルガノイドでは増殖した。以
上の結果から、我々が開発した2次元鼻腔オルガノイドは風邪コロナウイルスの新規培養系となると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Efficient culturing of human coronaviruses poses a challenge due to the 
absence of cell lines capable of culturing all four types. Here, we aimed to establish human nasal 
organoids as a platform for studying these viruses.  Initially, we established 2D nasal organoids as
 a novel culture system of human coronaviruses. Using this system, we demonstrated that 229E, OC43, 
and NL63 viruses replicated as effectively, if not more so, in nasal organoids compared to 
conventional cultured cell lines. Notably, HKU1 virus, which failed to replicate in conventional 
cultured cell lines, showed successful replication in nasal organoids. These results indicate the 
potential of our 2D nasal organoids as a novel culture system for human coronaviruses.

研究分野：ウイルス学

キーワード： コロナウイルス　オルガノイド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルス培養については、HCoV-229EはHela-ACE2-TMPRSS2細胞で、HCoV-NL63はLLC-MK2細胞で、HVoV-OC43の実
験室株はHRT-18細胞で増殖可能であることが報告されているが、すべての風邪コロナウイルスの増殖をサポート
する細胞はない。さらにHCoV-HKU1は培養できる細胞株が存在しない。本研究によりヒトに感染する全てのコロ
ナウイルス（SARS-CoV-2含む）が増殖可能な培養系を確立できたことは、コロナウイルスの基礎研究を進展させ
るだけでなく、地方衛生研究所等における疫学調査の強化にも大きく貢献すると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
現在、ヒトの世界に存在するコロナウイルスは、わずか 6種類のみである。βコロナウイルス
属のHCoV-OC43と HCoV-HKU1、αコロナウイルス属の HCoV-229Eと HCoV-NL63の 4種
類は、ヒトに軽度の風邪（季節性の風邪）を引き起こす。一方、新型コロナウイルス感染症の原
因である SARS-CoV-2 と中東呼吸器症候群の原因である MERS-CoV の 2 種類は、βコロナウ
イルス属に属し、ヒトに重篤な呼吸器疾患を引き起こす。 
 4種類の風邪コロナウイルスと SARS-CoV-2/MERS-CoVは、近縁のウイルスであるにも関わ
らず、その病原性は大きく異なる。SARS-CoV-2/MERS-CoVの高い病原性発現機構を明らかに
するためには、近縁の低病原性ウイルスである風邪コロナウイルスとの比較解析が必須である
が、ビフォアコロナの時代には、風邪コロナウイルスは医学/公衆衛生学的に重要度が低いと考
えられてきたこともあり、その研究はほとんど行われていなかった。 
風邪コロナウイルスの研究を行うためには、患者から風邪コロナウイルスを分離し効率よく
増殖させる必要がある。これまで様々な培養細胞がウイルス分離に試されてきたが、風邪コロナ
ウイルスを効率よく培養できる細胞が存在しないという大きな問題があり、研究の進展を妨げ
ている。近年、正常ヒト気管支上皮初代培養細胞をトランスウェル上に播種後、air-liquid 
interface（ALI）で培養し粘膜繊毛細胞に分化させることで、風邪コロナウイルスを分離できる
ことが報告された（Komabayashi et al., Jpn J Infect Dis, 2021）。しかし、ALI培養は作業が
煩雑で手間がかかるため（準備に 6週間ほど必要）、多数の検体をスクリーニングするには不向
きであり、また、ウイルス産生効率も高くないため、ウイルス増殖機構の解析には不向きという
問題がある。 
 
 
２．研究の目的 
ヒト体内での風邪コロナウイルスの増殖部位は、鼻腔などの上気道である。従って、ヒト鼻腔
組織を再現し培養することができれば、風邪コロナウイルスを効率よく分離培養できる系を確
立できると予想され、風邪コロナウイルスや分離培養が難しい呼吸器ウイルスの研究を飛躍的
に進展させることが期待できる。近年、研究代表者（ウイルス学）は分担研究者（発生学）とと
もに異分野融合研究を開始し、ヒト ES細胞を分化誘導して作出したヒト鼻腔オルガノイドにお
ける SARS-CoV-2 の増殖機構の解析を行った。そこで本研究では、これまでに確立したヒト鼻
腔オルガノイド実験系を改変し、風邪コロナウイルスの新たな培養系を開発することを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト鼻腔オルガノイドは、分担研究者が独自の手法で
ヒト ES 細胞から作製したものであり（特願 2021-
108806）、3次元的に配置された複数種の鼻腔上皮細胞・
嗅上皮細胞から構成される（図 1）。従って、組織学的な
らびに生理学的に生体内の器官と極めて近い特徴を示
す。申請者はこれまでに、研究分担者が作出した鼻腔オ
ルガノイドを用いて、HCoV-229E（αコロナウイルス）と
HCoV-OC43（βコロナウイルス）の増殖をサポートするか
どうかを解析した。コントロールとして、季節性インフ
ルエンザウイルスを用いた。その結果、すべてのウイルスの増殖をサポートするものの、おそら
くオルガノイドの個体差（鼻腔上皮の量）により、ウイルス増殖をサポートできないものも一定
の割合で認められた。 
 この問題を解決するために、分担研究者は鼻腔オルガノイドの培養法を再検討し、ES 細胞か
ら 2 次元平面培養しながら安定的に鼻腔上皮と嗅上皮を分化誘導する方法を開発した。そこで
本 2次元鼻腔オルガノイドを用いて、風邪コロナウイルスの増殖機構の解析を行い、新規コロナ
ウイルス培養系となるか否か、その可能性を評価した。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
本研究では、2 次元平面培養したヒト鼻腔オル
ガノイドを用いて、風邪コロナウイルスの培養系
の構築を目指した。初めに、96well プレートに培
養した 2 次元鼻腔オルガノイドに、HCoV-229E あ
るいは HCoV-OC43 を 1000感染性粒子/well で感染
させたところ、どのウイルスも短時間（2－3日）
で効率よく増殖することが確認された（図2：HCoV-
229E のみ結果を示す）。そこで HCoV-229E を培養
可能な株化培養細胞として知られている MRC5 細
胞と、HCoV-OC43を培養可能な株化細胞として知ら
れている HCT-8 細胞をコントロールとし、同じ感
染条件で HCoV-229E および HCoV-OC43 を 2 次元鼻
腔オルガノイドに感染させ（図 3）、1週間、上清中
のウイルスタイターを測定し株価培養細胞におけ
る増殖能と比較した。その結果、これまでに用いら
れてきた株価培養細胞と同程度に、両風邪コロナ
ウイルスが増殖することを確認した（図 4）。 
 そこで今度は、株価培養細胞であるLLC-MK2-N細
胞で緩慢に増えることが知られている HCoV-NL63
と、株価培養細胞では増殖する株価培養が存在し
ない HCoV-HKU1 を 2 次元鼻腔オルガノイドに同じ
感染条件で感染させ、ウイルス増殖を経時的に解
析した。その結果、HCoV-NL63 は LLC-MK2-N 細胞と
比較して早く増殖することが確認された。また、
HCoV-HKU1 は VeroE6-TMPRSS2 細胞では全く増殖し
なかったが、本 2 次元鼻腔オルガノイドでは力価
は低いもののウイルス増殖が認められた。 
 これからの結果から、ES 細胞から 2 次元的に分
化培養した鼻腔オルガノイドは、すべての風邪コ
ロナウイルスの増殖をサポートできる新規コロナ
ウイルス培養系となると考えられた。 
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