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研究成果の概要（和文）：動物およびヒト由来のノロウイルス、サポウイルスについて、複数の培養細胞、各種
培養条件における増殖効率の検証を行い、新たな感受性細胞の同定に成功した。ノロウイルス、サポウイルスの
多くはウイルスの増殖に胆汁酸の添加が必要であった。ノロウイルス、サポウイルスが属するカリシウイルスに
ついて、分子生物学的手法によるウイルス産出法を確立するためのリプラスミドベースのリバースジェネティク
スコンストラクト系の応用にも取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：We tested various cells and culture conditions to grow murine norovirus, 
human noroviruses, porcine sapovirus, and human sapoviruses to test the possibility of the virus 
propagation. During the study, an additional porcine sapovirus susceptible cell line was identified.
 Furthermore, several cells were susceptible for human norovirus or sapoviruses, because of 
detectable increase of viral RNA levels. Most of theses viruses and cells were required bile acid 
for virus propagation.Plasmid-based reverse genetics constructs were also applied for porcine 
sapovirus and feline calicivirus as an new molcular tool for virus production.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
カリシウイルス（ノロウイルス、サポウイル

ス、ベジウイルス、ラゴウイルス、ネボウイ

ルス等）は、ヒトおよび様々な動物（ウシ、

ブタ、ミンク、イヌ、ネコ、サル、マウス、

コウモリ等）から検出されているが、培養細

胞での効率的な増殖が可能なウイルスは一部

の動物由来株に限られている。これまではネ

コカリシウイルスに代表されるベジウイルス

が広くカリシウイルスの研究に用いられてき

たが、最近になってマウスノロウイルスやブ

タサポウイルスについての基礎的な研究が進

み始めた。ヒト由来のノロウイルスについて

は研究開始当初、海外の研究グループがヒト

由来細胞（Caco-2細胞、B細胞）でウイルスの

増殖 (ウイルス核酸の増加)を観察したとの

報告があったものの、その再現性が問題とな

っており、広く研究に使える状況になかった。

ヒト由来サポウイルスの増殖系確立について

は検討そのものの報告がなかった。 

 
２．研究の目的 
ウイルス研究では、まずウイルス増殖が可能

な培養細胞を見いだすことが大きなブレーク

スルーであり、さらにリバースジェネティク

スなどの分子生物学的手法によってウイルス

ゲノムの機能解析を行う事でさらに研究が進

展する。そこで、培養増殖系の存在する動物

由来ノロウイルス、サポウイルスについては、

その増殖メカニズム検索のための、新たな感

受性細胞の検索を行い、さらなる培養増殖条

件の至適化の可能性も探る。申請者らが構築

したリバースジェネティクス系についての応

用、改良も行う。いまだに培養細胞での増殖

が困難なヒト由来ノロウイルス、サポウイル

スについては、通常の培養細胞を用いた感受

性細胞の検索を行い、最終的に実用的なウイ

ルス増殖系の確立をめざす。 

 
３．研究の方法 
培養増殖系がある動物由来カリシウイルス

としてマウスノロウイルス、ブタサポウイル

スのより効率的な培養条件の検討、増殖が

可能な新たな細胞の検索を行った。申請者

らがネコカリシウイルスで成功実績のあ

る新たに構築したプラスミドベースのリ

バースジェネティクス系をまだ適用例が

ないブタサポウイルスに応用した。効率的

かつ再現性のある増殖系の確立されてい

ないヒト由来のノロウイルスについては

既報の感受性細胞も含めた検討を行い、ヒ

ト由来のサポウイルスについては、ウイル

ス増殖が可能な細胞、培養条件を検索した。

ヒト由来ノロウイルス、サポウイルスのウ

イルス増殖の有無の検証は、すでに分離株

が存在し、ウイルス増殖に伴う細胞壊死も

明瞭な動物由来のカリシウイルス（ノロウ

イルス、サポウイルス、ネコカリシウイル

ス）とは異なり、ウイルス陽性糞便を使用

することから特定のウイルス株に限定し

た検討、ウイルス増殖に伴う細胞壊死の判

断が困難であると考えられたため、多様な

ウイルス株の検出が可能な高精度、高感度

なRT-PCR もしくはリアルタイムPCR によ

る培養上清中のウイルスRNA 量の変動に

よって判定した。 

 

４．研究成果 

培養増殖系のあるブタサポウイルスにつ

いて、現在唯一感受性の報告があるブタ腎

臓由来細胞(LLC-PK1 細胞)以外の、新たな

ブタ由来の感受性細胞を見出した。マウス

ノロウイルスの増殖には現在マウスマク

ロファージ由来細胞(RAW264.7 細胞)が広

く使用されている。今回検討したマウス非

マクロファージ由来細胞ではマウスノロ

ウイルスの増殖は認められなかった。 

これまでに得られた動物由来カリシウイ

ルスの至適培養条件を用いることで、ブタ

サポウイルス、マウスノロウイルス、ネコ

カリシウイルスのいずれか、もしくはすべ

ての感染、増殖を阻害する化合物の同定に



もつなげた。 

さらに、分子生物学的手法への取り組みとし

て、我々がネコカリシウイルスの感染性ウイ

ルス産出に成功したEF1α promoterを用い

たプラスミドベースのリバースジェネティ

クス系を他の動物由来カリシウイルスに応

用する目的で、同様に作成したブタサポウイ

ルスのリバースジェネティクスコンストラ

クトをブタ由来腎臓細胞 (LLC-PK1 細胞)に

transfect したが、感染性ウイルスの産出を

確認できなかったため、この原因を探ったと

ころ、LLC-PK1 細胞では EF1α promoter が機

能しないことが示された。そこで、再度成功

例のあるネコカリシウイルスについて、別途

作製済みの CMV promote を用いたリバースジ

ェネティクスコンストラクトでも感染性ウ

イルスが産出できることを見出し、既知およ

び新規に見出したブタサポウイルス感受性

細胞での感染性ウイルスの産生を評価して

いる。 

ブタサポウイルス感受性細胞はいずれも感

染性ウイルスの産出に胆汁酸由来成分が必

要であったことから、DNA アレイを用いて胆

汁酸添加によって発現が変動する遺伝子を

評価した。感染受容体の同定については今後

の課題である。 

ヒト糞便由来のサポウイルス、ノロウイルス

について、ヒトおよび動物由来細胞における

増殖の有無を定性、定量PCRによって検討し、

ノロウイルスについてはヒト腸管由来細胞 

(Caco-2 細胞)、およびその他の一部の細胞の

特定の培養条件において、ウイルスの増殖

（ウイルス RNA 量の増加）を認めた。サポウ

イルスについてはノロウイルスの増殖が認

められた Caco-2 細胞、培養条件での増殖は

確認できなかったが、こちらもその他の細胞

でウイルスの増殖（ウイルス RNA 量の増加）

を認めた。ヒト由来のノロウイルス、サポウ

イルスの培養細胞でのウイルス増殖には胆

汁酸成分が必須であった。また、胆汁酸成分

の種類によって増殖促進効果には差が認

められた。引き続きこれらのウイルス増殖

条件を検討中である。 
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