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研究成果の概要（和文）：  マウスノロウイルス（MNV）の組換えVP1タンパク質を用い、高感度かつ特異性の高いMNV
抗体測定法を確立した。MNVはマウスに持続感染して1年以上も感染源となり、その間、常に高い血中抗体価の維持が観
察された。VP1タンパク質の構造中で免疫原性に優れた領域を検討した結果、VP1-P2サブドメインが最も強力な抗体誘
導能を有していることが明らかになった。しかし、VP1-P2サブドメインに対する血中抗体を誘導するだけでは、マウス
へのMNV感染は阻止できず、粘膜局所IgAなどの腸管免疫の必要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：   Antibody measurement methods for murine norovirus (MNV) with high specificity a
nd sensitivity were established using the recombinant VP1 protein of MNV. We found that mice can be persis
tently infected with MNV. The infected mice served as a source of infection for more than one year, and hi
gh blood antibody was maintained. Examination of strongly immunogenic region within VP1 protein revealed t
hat VP1-P2 subdomain has the most potent antibody-induced activity. However, a simple approach to induce s
ystemic antibodies to VP1-P2 subdomain could not prevent MNV infection in mice. It may be necessary to ind
uce intestinal immunity such as mucosal IgA to control MNV infection effectively.
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１．研究開始当初の背景 
ノロウイルス（NoV）は世界各地で発生し

ているヒトのウイルス性下痢症の主たる原

因ウイルスであり、ウイルスに起因する食中

毒発生事例の 95%以上を占めている。また、

NoV は冬季に流行する感染性胃腸炎の主要な

原因ウイルスでもある。一般には軽症で経過

するが、高齢者や乳幼児においては下痢、嘔

吐による脱水等で重症化し死に至ることも

ある。日本国中で年間 135 万人の発症例があ

ると推計されている。また、NoV はウイルス

粒子10～100個で感染が成立することに加え、

環境中で安定であるため、伝播力が極めて強

いという特徴もある。ボランティアによる

NoV 感染実験で症状や病理像、免疫応答など

が明らかにされており、NoV の初感染例では

持続的な防御免疫が成立しない場合がある

ことも報告されている。NoV 感染により抗体

産生などの獲得免疫は誘導されており、この

防御免疫の欠如の理由は未解明である。最近

では reverse genetics による分子生物学

的・ウイルス学的解析が可能になったものの、

NoV では細胞培養系のウイルス増殖法が確立

していないこと、ヒトが唯一の感受性宿主で

あるために感染動物モデルが存在しないこ

とから、感染機序や増殖様式について不明な

点が多い。さらに、有効な治療・予防法に関

しても、開発の目処は立っていないのが現状

である。ノロウイルスは構造が単純であるた

め、ウイルスの構造蛋白の合成を阻害するよ

うな薬物の開発を想定した場合、その作用点

と推測されるウイルスの部位が限られ、有効

な抗ウイルス剤を開発することが難しいと

考えられる。また、遺伝子型が多いため、全

ての遺伝子型に有効な抗ウイルス剤やワク

チンの開発には困難が予想される。 

2003 年に発見されたマウスノロウイルス

（MNV）は、ノロウイルス属の中で培養細胞

での増殖系が確立された唯一のウイルスで

ある。さらに、MNV は NoV と同様に消化器系

を標的とする病原体であり、ごく少量の 1～

100 CFU のウイルスで糞口感染が成立する。

MNV の粒子構造や遺伝子構造も NoV と類似し

ており、1 種類の主要構造タンパク質 VP1 が

180 分子会合してカプシドを形成し、その内

部に 1分子のゲノム RNAと数分子の VP2タン

パク質が含まれている。ゲノム RNA は NoV で

全長約 7.6kb、MNV で約 7.4kb であり、共に 3

つの ORF が存在している。ORF1 は NTPase、

protease、polymerase などの非構造タンパク

質をコードし、ORF2 と ORF3 は構造タンパク

質 VP1 と VP2 をそれぞれコードしている。ノ

ロウイルス属は Genogroup（GG）Ⅰ～Ⅴに大

別され、このうちヒトの NoV は GGⅠと GGⅡ

に属し、マウスの MNV は GGⅤに分類される。

ウイルス増殖系の確立されていないNoVの研

究では、バキュロウイルス発現系を用いたウ

イルス様中空粒子（virus-like particles，

VLPs)の作製により、抗原性や粒子構造の解

析が急速に進展した。NoV の VP1 は 3 つのド

メインで構成され、N 末端の N ドメインと中

央部の Shell（S）ドメインは VLP の粒子内部

に埋まっており、C末端の protruding （P）

ドメインがVLPの表面に突出していることが

X 線構造解析の結果などから明らかになって

いる。Pドメインはさらに P1、P2 の 2つのサ

ブドメインで構成されており、P1 サブドメイ

ンはPドメインの両端にコードされ遺伝子型

や血清型間で配列の共通性が高い。一方、P2

サブドメインはPドメイン中央部にコードさ

れ配列の多様性が高頻度にみられる。NoV の

P2 サブドメインには、中和抗体の認識領域や

弱毒変異株のミューテーションサイトが同

定されており、VLP が細胞に接着する時のレ

セプターとして機能する血液型糖鎖抗原と

の結合にも P2 サブドメインが関与すること

が報告されている。MNV の VP1 も NoV と同様

なドメインから構築されており、中和エピト

ープや弱毒化変異が P2 サブドメイン上に同

定されている。 



このように MNVと NoV は共通性の高い生物

学的特徴と分子生物学的特徴を有している。

そのため、MNV は細胞内や動物個体内でのノ

ロウイルスの生物学的な機能解析や診断・予

防法の開発を行う上での貴重なモデルとし

て注目されている。しかし、MNV 構造タンパ

ク質と感染性、病原性との関係は明確になっ

ていないのが現状である。また、感染動物モ

デルとして利用する上で基礎となるMNVに関

する実験動物学的知見、すなわち MNV の感染

性、病原性、ウイルス体内動態、宿主である

マウスの感受性、免疫応答については詳細な

検討が行われていない。したがって、マウス

の MNV感染をヒトの NoV感染のモデルとして

利用するにあたっては、実験動物学的な基盤

知見の整理、さらにノロウイルス感染症の治

療・予防法開発のためのマウスを用いた戦略

の実証が不可欠な課題である。 

 
２．研究の目的 

 マウスノロウイルス（MNV）はヒトのノロ

ウイルス（NoV）と同様、消化器系を標的組

織とするウイルスであり、ゲノムや構造タン

パク質の構成は両ウイルス間で共通性が高

い。しかし、MNV を NoV 感染のモデル系とし

て利用するには、MNV の感染・増殖機構や MNV

に対する免疫応答について詳細な解明が求

められる。本研究課題は、このような現状か

らの発展を求め、マウス個体でのMNV感受性、

ウイルス動態、病原性、免疫応答について宿

主要因との関連に基づいて解析するもので

ある。さらに、MNV の主要構造タンパク質 VP1

についてレセプター結合や中和抗体の結合

に重要と予想されるPドメインに着目して機

能解析するとともに、組換え抗原を用いた感

染阻止やワクチネーションによる感染予防

の有効性を評価することを最終目標とする。 

 

３．研究の方法 

MNV のマウス実験感染系を NoV 感染のモデ

ルとして利用する上で不可欠な基盤的手技

や知見の整備、ならびにノロウイルスの感染

や防御に関わる分子機構を解明し、予防・治

療法開発に応用することを目的に、以下の 4

段階に分けて研究を実施した。 

1）MNV 感染検出系の構築、およびその検出精

度のバリデーション 

2）MNV 感染実験モデル系の構築とマウス個体

での MNV の動態および免疫応答の特性解析 

3) MNV の主要キャプシドタンパク質である

VP1、およびその重要な構成ドメインである P

ドメイン、P2 ドメインの抗原性解析 

4) MNV 感染実験マウスモデルにおける VP1お

よび P、P2 各ドメインの免疫誘導能ならびに

感染阻止効果の解析評価 

  

４．研究成果 

(1) MNV 感染検出系の構築、およびその検出

精度のバリデーション 

 我々が分離した MNV－UT 株から pGEX ベク

ター大腸菌発現系を用いて GST 融合組換え

VP1 抗原を作製し、酵素抗体（ELISA）法およ

び蛍光マイクロビーズ（MFI）法による抗体

測定系を構築した。これら抗体検査の特異性

は、（公財）実験動物中央研究所で分離した

MNV-JI10 株の感染細胞 RAW264.7 を用いた間

接蛍光抗体（IFA）法で検証した。MNV の PCR

検査は、盲腸または糞便 RNA を検体とし、RNA 

polymerase 遺伝子の 466-base を標的とする

nested RT-PCR 法により行った。MNV 陽性 8

施設のマウス 148 匹を用いた解析の結果、各

検査法の検出感度は、PCRが 87%、IFA が 90%、

ELISA が 88%、MFI が 91％とほぼ同レベルで

あった。一方、MNV 陰性 29 施設のマウス 162

匹を用いて評価した特異性は、PCR と IFA が

100%、ELISA が 96%、MFI が 90％であり、MFI

は感度が高く、ELISA は特異性に優れていた

（図１）。以上の結果、組換え VP1 抗原を用

いた ELISA や MFI でスクリーニングし、IFA

で確認するMNV血清検査法の実用性が示され

た。



 

(2）MNV 感染実験モデル系の構築とマウス個

体でのMNVの動態および免疫応答の特性解析 

 MNV未感染BALB/cマウスをRT-PCR陽性MNV

自然感染マウスと同居させ、12 か月後まで定

期的に血清と糞便を採取した。血清サンプル

については MFI で MNV 抗体を測定し、糞便サ

ンプルからは RT-PCR で MNV RNA の検出を実

施したところ、同居1週目から１年後まで80%

以上の個体で RT-PCR 法で糞便中に MNV が検

出された。一方、MFI 法による抗体検査では

同居 3 週目から抗体陽性例が検出され始め、

12 週後に陽性率が 100%に達し、12 か月後も

全個体が抗体陽性を示した（表２）。また、

抗体価は 9 か月後まで上昇し続け（100 倍希

釈血清で平均 MFI 値が約 10,000）、12 か月後

に低下傾向がみられたものの、高い抗体価を

維持し続けた。したがって、MNV 感染マウス

では、糞便中へのウイルス排出が 1年以上続

いて長期に感染源となり、その間も高い血中

抗体価が維持されることが明らかとなった。 

 
(3) MNV の主要キャプシドタンパク質 VP1、

および Pドメイン、P2 ドメインの抗原性解析 

 His-tag 化した VP1-full component、

VP1-P ドメイン、VP1-P2 サブドメインを

組換えタンパク質として pET ベクターを

用いた大腸菌発現系で作製し、MNV 実験

感染マウス血清の各組換え抗原に対する反

応性を immunoblot 法で解析した。その結

果、VP1-full component 抗原および P ド

メインとの反応性が強く、P2 サブドメイン

との反応性は他の組換え抗原よりも弱いこ

とが明らかになった（図１）。 

 

(4) MNV 感染実験マウスモデルにおける VP1

および P、P2各ドメインの免疫誘導能ならび

に感染阻止効果の解析評価 

P ドメインおよび P2 サブドメインの抗

原性が上記 immunoblot 解析での反応性に

反映されていない可能性も予想されるため、

His-tag 化した VP1-full component 、

VP1-P ドメイン、VP1-P2 サブドメインを

ICR マウスに免疫し、各組換えタンパク質

の免疫原性を解析した。免疫は 40μg の各

抗原をFreund’s incomplete adjuvantとの

乳剤とし、皮下接種を 3 回繰り返した。免

疫後のマウスから採取した血清中抗体の

MNV に対する反応性を、細胞培養系で増

殖・精製した MNV-JI10 株を抗原とする

ELISA 法で測定した。その結果、P2 サブ

ドメイン免疫群が最も高い抗 MNV 抗体価

を示し、次いで P ドメイン免疫群、VP1-full 

component 免疫群の順であった（図２）。

以上の実験成績より、P2 サブドメインが最

も強力な抗 MNV 抗体誘導能を有すること

が明らかになった。 



 

続いて、MNV-UT 株由来の VP1、P、P2

の各組換えタンパク質を用いて ICR マウ

スに抗体誘導し、MNV-J10 株に対する感

染阻止効果を検討した。両株の VP1 タンパ

ク質は 97％のアミノ酸一致率であり、

MNV 分離株間では比較的一致率の高い関

係にあるが、高力価の抗 MNV 抗体を産生

した P2 サブドメイン免疫群で MNV 感染

後のウイルス検出時期が遅延する傾向がみ

られたものの、非免疫対照群と比較して有

意な感染率低減効果は認められなかった。

組換え抗原に対して誘導された抗体は

MNV に対する中和活性を有することが確

認されていることから、MNV に対する感

染防御免疫を獲得するには消化管での高力

価の IgA 産生が必要である可能性が高い。

今後、IgA 産生を強力に誘導するための免

疫方法の改良等を加え、VP2 免疫療法の有

効性をさらに検討する計画である。 
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