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研究成果の概要（和文）：本研究は、新規な感染性ウイルス検出手法に活用可能な細胞応答遺伝子を同定することを目
指すものである。細胞小器官内の陽イオン濃度を制御するイオンチャネルタンパク質の遺伝子について、ウイルス感染
後の発現量をモニタリングしたところ、KCNJ4遺伝子発現量は感染多重度=1で24時間後、感染多重度=0.1で36時間後に
有意に増加していた。SCN7A遺伝子は、両方のMOI条件で24時間後に有意に増加していた。これらの結果から、KCNJ4お
よびSCN7A遺伝子が、感染性ウイルスの存在を早期に検出することが可能な遺伝子マーカーであることが示された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to identify candidate genes for detecting infectious viruses 
when concentrated water samples were inoculated to cultivated human cell lines. A vaccine strain of 
poliovirus type 1 (PV1) was used as a test virus, and the INT407 cell line derived from human intestinal 
epithelial cells was used as a host cell line. The expression level of KCNJ4 and SCN7A genes were 
monitored in the post-infection of PV1. When PV1 was inoculated at multiplicity of infection (MOI) = 1, 
the expression levels of KCNJ4 and SCN7A genes were significantly increased compared to those in mock 
cells. These results indicate that these genes of ion-chancel proteins are available as cellular genetic 
markers for detecting the presence of infectious viruses in water samples.

研究分野： 土木環境システム
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１．研究開始当初の背景 
 腸管系ウイルスは主に感染者の糞便を介
して外界に放出されるため、日本のような下
水処理システムが確立した先進諸国では、腸
管系ウイルスを含む下水が下水処理場に流
れ込んでいる。しかしながら、一般的な下水
処理過程では腸管系ウイルスを適切に除
去・不活化することが困難であるため、腸管
系ウイルスが含まれた状態で下水処理水が
環境中に放出されることになる。その結果、
ウイルス汚染海域で養殖された牡蠣による
食中毒が発生するなど、様々な環境水を介し
て引き起こされる腸管系ウイルスによる胃
腸炎被害が問題視されている。 
 これらの健康被害を防ぐためには、環境水
中の病原ウイルスによる感染リスクを正確
に評価し、適切に管理することが求められる。
しかしながら、各種水質基準にはウイルスに
関連する項目が存在しないことから、環境水
を汚染する腸管系ウイルスによって生じる
問題に対して適切に対応できているとは言
い難い状況にある。このような状況に陥って
いる理由は、環境水中の腸管系ウイルスが低
濃度で存在していることに加え、感染性を有
する腸管系ウイルスを望ましい時間スケー
ルで検出する技術がそもそも存在しないこ
とにある。主に時間的な問題を解決するため
に定量 PCR 法によるウイルス遺伝子の検
出・定量が広く用いられてきているが、言う
までもなく定量 PCR 法ではウイルスの感染
能力の評価は不可能である。感染性を保持し
た環境水中の腸管系ウイルスを迅速に検出
可能な新規手法の開発が求められている。 
 本研究では、腸管系ウイルスがヒト組織細
胞に感染した際、初期に発動する細胞応答に
着目し、新規な感染性ウイルス検出手法に活
用可能な細胞応答遺伝子及びその産物を同
定することを目指す。代表的な腸管系ウイル
スであるエンテロウイルスに関しては、細胞
感染時における複製機構（ウイルス遺伝子放
出→ウイルスタンパク質の合成→ウイルス
遺伝子の複製→ウイルス粒子アッセンブリ
ー）が詳しく調べられているが、感染初期に
おける細胞応答に関する知見はウイルス学
の分野においても驚くほど少ない。感染初期
においては、ウイルスが自らを複製するため
の場を創り出そうとするのに対し、細胞はイ
ンターフェロン（IFN）などが関わる自然免
疫機構によりウイルス複製の阻止を試みる
（図１）。このウイルスと細胞のせめぎ合い
の中で、ウイルス感染が成立するか否かが決
定される。本研究では、「感染が成立する前
のこの”せめぎ合い“の有無を指標として感染
性ウイルスの有無を判断する」ことが可能で
あるか否かを検証する。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．自然免疫機構の模式図． 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウイルス感染時における細胞
応答に着目し、細胞由来遺伝子マーカーを用
いた水中腸管系ウイルスを迅速に検出する
全く新しい手法を開発することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではポリオウイルス 1 型ワクチン株
（PV1）をテストウイルスとして使用し、ホ
ストとしてヒト小腸上皮由来細胞（INT407）
を使用した。80％コンフルエント培養の
INT407 細胞に対し PV1 を接種し、CO2 イン
キュベータ（37 ˚C）で培養しながら接種後一
定時間ごとにサブサンプリングを行った。サ
ブサンプリングされた細胞から総 RNA を抽
出し（TRIZOL、Thermo Fisher Scientific）、
RT-qPCR法によりKCNJ4および SCN7A遺伝
子の定量を行った。用いたプライマー配列を
表１に示した。また、比較 Ct 法解析に用いる
対照遺伝子として GPDH 遺伝子の定量も行
った。 
 
 

表１．使用したプライマーの配列 

Primer 塩基配列(5'‐3') 

KCNJ4-F CCACGAGATCGACGAGGA 

KCNJ4-R TCTCAAAGTCCTCCGACTCC 

SCN7A-F GTTGGCTTCACCAGAACCTAAG 

SCN7A-R GCCAACTTCCAAATCAGGAG 

 
 
４．研究成果 
 PV1 感染細胞内における KCNJ4 および
SNC7A 遺伝子の発現の経時的変化を図２に
示 し た 。 KCNJ4 遺 伝 子 は 感 染 多 重 度
（multiplicity of infection: MOI）=1 の場合に
24時間後、MOI=0.1の場合には 36時間後に、
GPDH 遺伝子との相対発現量が有意に増加し
たことが確認された。SCN7A 遺伝子は、両方
の MOI 条件で 24 時間後に GPDH 遺伝子との



相対発現量が有意に増加していることが確
認された。PV1 を高濃度（MOI=1）に接種し
た場合、両方の遺伝子で短時間の培養時間に
おける発現の増加が検出されたが、感染後 36
時間では発現量の減少が確認され、KCNJ4 で
は 48 時間後に有意な発現が見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ポリオウイルス感染細胞（INT407）に
おける KCNJ4 及び SCN7A 遺伝子発現の経時
変化． 
 
 
 一方、低濃度（MOI=0.1）で PV1 を接種し
た場合、接種後 48 時間において KCNJ4 遺伝
子及び SCN7A 遺伝子の GPDH 遺伝子に対す
る相対発現量が有意に変動していることが
確認された。特に KCNJ4 遺伝子の変動は明
確であった。このような発現プロファイルの
PV1 摂取量に対する依存性は、ウイルスと細
胞が感染する頻度に由来するものと考えら
れる。すなわち、低い MOI の場合にはウェル
中の細胞にウイルス感染が広がるまでに時
間を要することで、比較的長い時間が経過し
た後に遺伝子発現量の有意な変動が検出さ
れたと考えられる。これらの結果から、両方
の遺伝子ともに、ウイルスの感染により有意
に発現量が変動し、感染性ウイルスの検出用
遺伝子マーカーとして使用可能であると考
えられた。しかしながら、遺伝子発現の全体
量に関しては KCNJ4 遺伝子の方が SCN7A 遺
伝子に比べて常に高いことから、両者を比較
すると、KCNJ4 遺伝子の方が定量対象として
望ましいと考えられた。 
 そこで、次に KCNJ4 遺伝子のみについて、
さらに PV1 接種量が少なくなった場合の発

現パターンを把握するための実験を行った。
MOI は 0.1（10-1）に加えて 10-3及び 10-5とし
た。MOI＝10-5は、1 well に対してウイルス遺
伝子 1 コピーを接種した量に相当する。PV1
感染後、24 時間が経過するまで 3 時間おきに
発現量を計測し、GPDH 遺伝子に対する相対
発現量を算出した（図３）。その結果、各 MOI
条件において、PV1 感染後数時間以内に発現
量が顕著に上昇したことが確認された。
MOI=10-1では感染後 12 時間後に，MOI=10-3

では感染後 18 時間後，MOI＝10-5では感染後
24 時間後に発現量の上昇のピークが得られ
た。上述したように、MOI＝10-5 は細胞培養
に用いる 6well プレートの 1 well に対してウ
イルス遺伝子 1 コピーを接種した量に相当す
る。ウイルスの感染価をプラーク形成単位
（plaque forming unit: PFU）で示した場合、一
般的には 1 PFU を形成するのに約 100 コピ
ーのウイルス遺伝子量（＝ウイルス 100 粒子）
を必要とするので、今回得られた結果は、計
算上 0.01 PFU に相当する感染価を検出可能
であったことを示している。このように極め
て低いウイルス濃度の条件でも遺伝子発現
プロファイルの変化が見られたことは、
KCNJ4 遺伝子が低濃度のウイルス感染に対
しても鋭敏に反応することを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．ポリオウイルス感染細胞（INT407）に
おける KCNJ4 遺伝子発現の経時変化． 
 
 
 図２と図３を比較すると、同じ MOI（0.1）
において、感染 24 時間後の KCNJ4 の発現パ
ターンが異なるという結果であった。すなわ
ち、図２では GPDH 遺伝子に対する相対発現
量がマイナスであったのに対し、図３ではプ
ラスの相対発現量が得られた。この結果は、
KCNJ4 遺伝子の GPDH 遺伝子に対する相対
発現量が細胞周期の影響を受けていること
を示していると考えられる。いわゆるハウス
キーピング遺伝子である GPDH 遺伝子の発
現量は、細胞周期の影響を比較的受けにくい
と考えられるが、それに対して細胞小器官に
おけるイオン透過性を制御するチャネルタ
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ンパク質の１つである KCNJ4 は、細胞周期
の段階によって役割の大きさが変化するこ
とになる。本研究で得られた結果は、KCNJ4
遺伝子の発現量が PV1 感染により影響を受
けることを示しているが、その影響が発現量
の上昇によるものなのか下降によるものな
のかは細胞周期の段階に影響を受けると考
えられる。KCNJ4 遺伝子を感染性ウイルス検
出用の細胞由来遺伝子マーカーとして用い
るためには、細胞内における KCNJ4 遺伝子
の発現特性について、今後さらに精査が必要
であると言える。 
 さらに、実際の水環境由来サンプルにはウ
イルス以外の物質、例えば重金属や化学物質
等の毒性物質などが含まれていることから、
KCNJ4 遺伝子がウイルス以外の物質に対し
てどのような発現応答を示すかについて、上
述した細胞周期との関連と併せ、今後明確に
する必要がある。 
 本研究で提案する、細胞由来遺伝子マーカ
ーを用いた感染性ウイルスの迅速検出技術
が新規に確立されれば、従来のように定量
PCR によってウイルス遺伝子を検出せずと
も、ウイルス量に比べて桁違いに存在量が多
いヒト組織細胞側の遺伝子発現をモニタリ
ングすることで、感染性を有する腸管系ウイ
ルスの有無を判定することが可能となる。将
来的には、ヒト組織細胞の遺伝子発現プロフ
ァイルをモニタリングするために、ターゲッ
トとなる遺伝子産物を蛍光標識するプロー
グを開発して使用することも想定される。ウ
イルス感染によって産生された遺伝子産物
量をリアルタイムにモニタリングすること
で、迅速にウイルス感染を検出することが可
能となる。これはクリプトスポジウムの検出
方法に通じるところがあることから、これま
でに確立された実験施設を活用できるとい
う利点があり、広範に採用されることが期待
される。 
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