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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年確立された腸管オルガノイド培養系を駆使してヒトノロウイルス
（HuNoV）感染を規定する宿主因子の探索を行った。HuNoV感染腸管オルガノイドのRNAseq解析により、宿主抗ウ
イルス応答に重要な遺伝子群（JAK/STATシグナル伝達経路、インターフェロン誘導遺伝子など）の発現が感染に
より上昇することを明らかとした。さらに、当該応答に関わる主要構成因子の一つであるSTAT1遺伝子を欠損さ
せた腸管オルガノイド（CRISPR-Cas9法により樹立）を用いた解析から、JAK-STAT経路依存的な抗ウイルス応答
がHuNoV増殖の抑制に寄与していない可能性を示唆する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, I analyzed host factors underlying human norovirus (HuNoV) 
infection using human intestinal organoid (HIO) being developed recently. By means of RNAseq 
analysis, I found that HuNoV infection induced host genes associated with anti-viral responses (e
g., JAK-STAT signaling pathway and interferon stimulation genes). Moreover, knockout of STAT1 gene 
in HIOs does not affect viral replication, suggesting that host antiviral responses governed by 
JAK-STAT signaling pathway do not play a role in inhibition of HuNoV replication in HIOs.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ヒトノロウイルス　腸管オルガノイド 　宿主因子　自然免疫　CRISPR-Cas9
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HuNoVは公衆衛生上重要な病原体として認知されているものの、近年までin vitroでの感染培養系が確立されて
いなかったこともあり、その病原機構は良く分かっていない。本研究において、HuNoV感染制御因子の同定には
至らなかったものの、宿主抗ウイルス応答に主要な役割を担うJAK-STAT経路がHuNoV増殖に抑制に寄与していな
い可能性を示したことは、HuNoVの増殖メカニズム解明に向けた重要な第一歩となった。さらに、宿主因子解析
に必須のツールであるCRISPR-Cas9法による遺伝子欠損腸管オルガノイドを作製する系を確立したことは、今後
さらに研究を発展させる上で大きな成果であると考える。

※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（Human norovirus, HuNoV）は、嘔吐、下痢、腹痛などを主症状とするウイル

ス性の感染性胃腸炎及び食中毒を引き起こす。世界中で毎年 6 億人以上が罹患し、また発

展途上国を中心に 20 万人以上が死亡すると推定されている。このように公衆衛生上重要な

病原体であるが、有効な治療薬・予防薬は未だ確立されていない現状にある。また、HuNoV

の in vitro 培養系が長らく確立されていなかったことから、HuNoV の感染メカニズムは良く分

かっていない。 

近年村上（協力研究者）は、米国ベイラー医科大学 Estes 博士との共同研究により、幹細胞

由来腸管上皮オルガノイド（Human intestinal organoid, HIO）培養系によりHuNoVを in vitro

で安定的に増殖させることに世界で初めて成功した [Science, 2016]。これはノロウイルス研

究分野において画期的なブレークスルーとなり、発見以来 50年不可能であったHuNoV感染

機構の解析が可能となった。 

 

２．研究の目的 

本研究は、HIO 培養系を駆使して HuNoV 感染を規定する宿主因子を探索・同定することを

目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) HuNoV 感染阻害候補因子を選別することを目的として、HuNoV 感染および未感染 HIO

における遺伝子発現変動を RNAseq法により評価した。 

(2) 宿主抗ウイルス応答に関わる遺伝子に対する siRNAをリポフェクション法により HIOへ導

入した後（遺伝子ノックダウン）、HuNoV を感染させ、24 時間後のウイルス増殖をリアルタイム

PCRにより測定した。 

(3) STAT1遺伝子に対する sgRNAおよび Cas9を発現したレンチウイルスを HIOへ導入す

ることで、STAT1遺伝子をノックアウトした HIOを樹立した。次に、当該細胞内での HuNoV増

殖を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) RNAseq 解析により、HuNoV感染に伴い、宿主抗ウイルス応答に重要なパターン認識受

容体及びその下流のインターフェロン（IFN）誘導性 JAK/STAT シグナル伝達経路に関わる遺

伝子群の発現が上昇することを明らかとした。 

(2) 当該経路に関わる遺伝子（RIG-I、MDA5、MAVS）に対するsiRNAをリポフェクション法に

より HIO に導入したところ、65%程度ノックダウンすることに成功した。しかしながら、遺伝子ノ

ックダウンにより HuNoV の増殖効率が上昇するといった知見は得られず、より効率の良い遺



伝子ノックダウン系の確立が必要であることが示唆された。 

(3) 宿主抗ウイルス応答に主要な役割を担う JAK/STAT 経路の主要な構成因子である

STAT1 遺伝子を欠損した HIO の樹立を CRISPR-Cas9 法を用いて行った。Cas9 及び

STAT1遺伝子に対する sgRNA を導入した細胞内での STAT1発現をウエスタンブロットによ

り評価したところ、当該タンパク質の発現が消失していたことから、STAT1 遺伝子が欠損した

HIOの樹立に成功した。しかしながら、当該細胞内での HuNoVの増殖は、親株と比較して有

意な差は認められなかった。よって、JAK-STAT経路は HuNoV感染制御因子として機能して

いない可能性が示唆された。 
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