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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9システムを用いたヒトノロウイルス受容体のスクリーニングを行うため
に、細胞変性効果を認めるヒトノロウイルスロットの検索を行ったが、ウイルス濃度を100倍に上げたものでも
細胞変性効果は認められなかった。ヒトノロウイルスの感染、増殖に関わる遺伝子の絞り込みを行い、５つの遺
伝子を決定した。それぞれについて、ヒトノロウイルスの増殖
を示さない上皮細胞にレンチウイルスベクターを用いて強制発現させた。現在これらの細胞のヒトノロウイルス
増殖能を検討している。

研究成果の概要（英文）：In order to screen for human norovirus receptors using the CRISPR/Cas9 
system, we searched for human norovirus lots that have a cytopathic effect, however, no cytopathic 
effect was observed even when the virus concentration was increased 100 times. Five genes that may 
be involved in human norovirus infection and proliferation were determined. Each was forcibly 
expressed using a lentiviral vector in epithelial cells showing no propagation of human norovirus. 
We are currently investigating the ability of these cells to proliferate human norovirus.

研究分野： 粘膜免疫学

キーワード： ヒトノロウイルス　受容体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトノロウイルスのin vitro増殖が可能になってからすでに5年近く経過したが、その増殖系を用いたヒトノロ
ウイルスの性状解析などは未だに進んでおらず、申請者らも挑戦しているが、細胞変性効果を示す実験系も確立
されていない。今後も地道に解析を継続することで、ヒトノロウイルスに対するワクチン、治療薬の開発に繋が
るものと思われる。

※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 
ヒトノロウイルス（HuNoV）は感染性胃腸炎の約 7 割を占める感染症ウイルスであるが、その

感染様式や宿主内での増殖メカニズムなどはほとんど明らかにされておらずワクチンも存在し
ない。これは、HuNoVの挙動をin vivoで解析できる感染モデル動物が存在しないことに加えて、
HuNoV の in vitro での感染・増殖系が確立されていないことが大きな障壁となっているためで
ある。その一方で、HuNoV のカプシドタンパク質である VP1 を組み替え体として産生させると、
自己凝集を起こしてウイルス様粒子（Virus-like particle; VLP）を形成することが知られてお
り、これをヒトに経口もしくは経鼻投与すると、抗原特異的血清 IgG および IgA 抗体が誘導され
ることが報告されている（Cortes-Penfield, N.W. et al. Clin. Ther. 39:1537, 2017）。しか
しこの画期的な発見もまた、上記の実験系が確立されていないために、これらの抗体がウイルス
の感染、増殖を防御しうる中和活性を有しているかどうかは不明のままである。 
 近年、腸管上皮幹細胞マーカーである Lgr5 の発見を機に、これまでは不可能であった腸管上
皮細胞の初代培養が、マトリゲルなどの細胞外基質と幹細胞ニッチ形成に必要なサイトカイン
類の添加による 3 次元培養により可能となっている。2016 年に米国ベイラー医科大学の Mary 
Estes らのグループにより、ヒト小腸組織由来の単層化したヒト腸管上皮細胞に胆汁を添加する
だけで HuNoV の感染、増殖が認められることが報告された（Ettayebi, K. et al., Science 
353:1387, 2016）。彼女らの報告では、HuNoV のうち少なくとも GI.1、GII.3、GII.4、GII.17 の
遺伝子型が吸収上皮細胞にのみ感染、侵入し、そこで数十倍から数百倍程度の増殖が起きている
としている。 
申請者らが最近樹立に成功したヒトiPS細胞株由来の腸管上皮細胞においても、HuNoVのGII.3、

GII.4、GII.6、GII.17 型が増殖することを確認しているが、我々の樹立した細胞を用いた場合
は、組成の不明な胆汁の添加を必要とすることなく、検討したすべての HuNoV が十分に増殖でき
ている（Sato S (Corresponding), et al., Cell. Mol. Gastroenterol. Hepatol. 7:686, 2019）。
しかし、「ウイルスを得る」目的としては、組織由来、多能性幹細胞由来にかかわらず、ヒト腸
管上皮細胞を用いて HuNoV の増殖を行うことは、コストの面からも増殖効率の面からも未だ現
実的なものではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らが最近樹立に成功したヒト iPS 細胞由来の腸管上皮細胞を用いて、HuNoV 

の侵入に関与する宿主側のタンパク質レセプターの同定を目的とし、さらにその分子を発現す
る一般的な細胞株やトランスジェニックマウスを作出することで、HuNoV に対するワクチン開発
に資する、改良型 in vitro HuNoV 増殖系の確立、および、HuNoV 感染モデルマウスの作製を目
指す。 
 
３．研究の方法 
HEK293 細胞を用いた HuNoV のリバースジェネティクス法はすでに報告があるため、ウイルス

ゲノムが細胞内に入ることができればウイルスの複製、増殖が起こるものと考えられている
（Katayama, K. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 111:E4043, 2014）。したがって本研究
計画の最終目的は、HuNoV の宿主側タンパク質レセプターを同定することでほぼ達成されると考
えられることから、以下のストラテジーによりこのレセプターの同定を目指す。 
① 申請者はすでに、同じヒト iPS 細胞株由来で、HuNoV が増殖できる細胞ロットと出来ない細
胞ロットを樹立している（申請者ら未発表データ）。これらの細胞間で遺伝子発現パターンを比
較し、HuNoV が感染し、増殖する細胞ロットで高発現している膜タンパク質をピックアップし、
候補分子とする。すべての候補分子はリアルタイム PCR や免疫染色などにより実際の発現の有
無を確認する。 
② 実験に用いる HuNoV のなかで細胞変性効果（cytopathogenic effect; CPE）を認め、かつ申
請者が樹立したヒト iPS 細胞株由来腸管上皮細胞で継代することができたウイルス株を用いて、
その腸管上皮細胞を一過性に大量培養（1回あたり 5 x 107 程度）した後に、Cas9/sgRNA ライブ
ラリーを導入する。HuNoV を感染させても CPE を認めずに生き残った細胞集団では、ウイルスの
感染や増殖に必須と考えられる分子に対する sgRNA が導入されていると考えられるので、次世
代シーケンサーをもちいて当該遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
① 同じヒト iPS 細胞株由来で、HuNoV（GII.4）が増殖できる細胞ロットと出来ない細胞ロット
を用いて、GII.4 を認識する膜タンパク質の同定を試みたが、候補となる分子が得られなかった。
一方で、申請者らが樹立したヒト iPS 細胞株由来腸管上皮細胞では GII.2 型の HuNoV の増殖は
認められなかったが、ヒト組織由来の腸管上皮細胞では、複数の GII.2 サンプルの増殖を認める
ことが明らかになった（申請者ら論文投稿準備中）。この結果は、iPS 細胞由来の腸管上皮細胞
は、ウイルスが複製、増殖できる機構は備えているものの、GII.2 型 HuNoV の感染が成立してい



ないことを意味しており、少なくとも GII.2 型 HuNoV は iPS 細胞由来の腸管上皮細胞で増殖が
認められている他の遺伝子型 HuNoV とは異なるタンパク質レセプターを感染に利用しているこ
とと、iPS 細胞由来の腸管上皮細胞では GII.2 を認識するタンパク質レセプターを欠失している
可能性を強く示唆するものである。そこで、これらの細胞間で遺伝子発現パターンを比較し、組
織由来の細胞でのみ高発現している膜タンパク質をピックアップし、候補分子とした。それぞれ
について、ヒトノロウイルスの増殖を示さない上皮細胞にレンチウイルスベクターを用いて強
制発現させた。現在これらの細胞のヒトノロウイルス増殖能を検討している。 
② 感染時に用いるウイルス量を上げた場合に CPE が認められるかどうかを検討するため、細
胞で 1 度増やしたウイルス液を大量に調整し、限外濾過膜を使用して 100 倍に濃縮したウイル
スを調整した。このウイルスを用いて同様に感染実験を行ったが、感染後 72時間においても CPE
を認めなかった。 
 上記に加えて、感染、増殖能を保ったまま増殖可能な腸管上皮細胞株樹立を目指し、ヒト iPS
細胞由来の腸管上皮細胞に SV40 Large T 抗原の導入行った。安価な一般培養細胞用の培地で培
養することは出来なかったが、分化誘導・維持培地で１０回以上継代可能な株化に成功した。現
在この細胞株のヒトノロウイルス増殖能を検討している。 
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