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研究成果の概要（和文）：リバースジェネティックスシステム（RGS）は、HuNoVのポリプロテイン翻訳から粒子形成に
至る全ての行程を細胞内で再現できる。我々は、GII.P3-GII.3 U201株に加えて、GII.P4-GII.4 Saga1株、GII.P4-GII.
3 TCH04-577, GI.P1-GI.1 NV68株、マウスノロウイルス（MNV）のRGS構築にも成功した。また、GFP遺伝子の内包、ゲ
ノムの遺伝子操作に成功し、複製行程でVP1, VP2が強い細胞障害能を有することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established a new reverse genetics system driven by a mammalian promoter, that 
functions without helper virus. The complete genome of the HuNoV GII.3 U201, Saga1, TCH, NV68 and also MNV
-S7 strain was cloned downstream of an EF-1 alpha mammalian promoter. These constructs produced progeny vi
ruses produced from cells that contained the complete NoV genomic RNA, VP1, VP2 and VPg were detected in i
sopycnic gradients of CsCl at the same density as native infectious NoV particles from a patient's stool. 
A GFP reporter construct containing the GFP gene in ORF1 produced complete virions that contain VPg linked
 RNA. RNA from virions containing the encapsidated GFP genomic RNA was successfully transfected back into 
cells producing fluorescent puncta indicating that the encapsidated RNA is replication competent. Our resu
lts are useful to develop of an antiviral medicine which targeted these in future.
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトに感染するノロウイルス（HuNoV）は、

経口でヒト腸管に特異的に感染し、嘔吐下痢

などの症状を引き起こす。近年、患者総数上

昇傾向にあり、2007 年の統計では 27,616 人

に達する史上最悪の患者数が報告され深刻

な社会問題となっている（食中毒統計

http://www/mhlw.go.jp/topics/syokuchu/i

ndex.html）。更に、米国では年間 2300 万人

の患者及び、5 万人の入院患者が発生してい

る（Emerg.Infect.Dis.5:607-625,1999）。近

年、欧米では HuNoV の病原性が変化し、死亡

率が上昇傾向にあることが報告され始めた

（第 4回国際カリシウイルス学会）。HuNoV は

ヒト以外の動物に感染せず、培養細胞で増殖

させることもできない。これが、HuNoV 研究

の強固な障壁となっており、発見以来 40 年

が経過するが、ウイルスの感染増殖機構、病

原性発現機構など不明な部分が多く残され

ている。 

 我々の構築したHuNoVのリバースジェネテ

ィックスシステム（RGS）は、哺乳類培養細

胞内で HuNoV のウイルス遺伝子を発現させ、

新生ウイルス粒子（progeny virus particle; 

PVPs）を産出することが可能なシステムであ

る。本システムは、HuNoV のゲノム翻訳から

蛋白質合成、ウイルス粒子径性から放出に至

る全ての行程を培養細胞内部で再現できる。

我々は、本システムによりウイルスゲノムに

遺伝子レベルの改変を加え、狙った部分の機

能をノックアウトするなどウイルス蛋白質

機能解明や病原性発現機構解明のための分

子レベルの研究基盤を提供することに成功

した。2003 年にヒトノロウイルスに極めて近

縁なマウスノロウイルス（MNV）が免疫不全

マウスの脳内から発見された(Science 

vol.299(5612):1575-8,2003)。MNV は、マウ

スに対する病原性は不明だが、マウスマクロ

ファージ系培養細胞 RAW264.7 細胞で増殖可

能であるため、HuNoV の surrogate としての

利用に期待が持たれている。MNV に HuNoV の

RGS を応用し、システム構築に成功すれば、

MNV の細胞内での自然な MNV 複製を追跡し、

RGS による細胞内動態と比較検討することで、

RGS が自然な MNV 複製をどの程度再現できる

か評価できる。さらに、HuNoV の RGS との比

較検討により、包括的なウイルス蛋白質の細

胞内動態、機能の解明が期待できる。 

 

２．研究の目的 

 我々が世界に先駆けて構築に成功した

HuNoV の RGS は、HuNoV の細胞内におけるゲ

ノム翻訳から蛋白質産生、ゲノム複製、新生

粒子（progeny virus virion; PVP）に至る

行程を再現できる。本システムの成功により、

ウイルス蛋白質に遺伝子レベルで変異を導

入すること、GFP 等のレポーター遺伝子でラ

ベルすることなどが可能となった。本研究で

は、HuNoV の RGS を用いた HuNoV の病原性発

現機構、抗ウイルス薬開発の基盤となるウイ

ルス蛋白質の細胞内動態、機能解明を目指す。 

  

３．研究の方法 

 HuNoV は、すでに RGS に成功した

GII.P3-GII.3 U201株に加えて、GII.P4-GII.4 

Saga1 株、GII.P4-GII.3 TCH04-577, 

GI.P1-GI.1 NV68株を用いた。これらの株は、

全塩基配列を決定後、cDNA を合成し、U201

株のインフェクシャスクローンと同様に

pKS435gateA3 ベクターにクローニングし、

pHuNoVU201F、 pHuNoVSaga1F、pHuNoVTCH04-577Fを構

築した。 

 MNV のインフェクシャスクローン構築には、

2002 年遠矢幸伸現日本大学教授（元東京大学

大学院農学生命研究科准教授）によってマウ

スより分離された MuNoV-S7 株を MNV として

用い、pMNVS7Fを得た。マウス RAW264.7 細胞、

ヒト HEK293T 細胞は、ATCC より購入した。

HuNoV, MuNoV S7 の各種タンパク質、Ntermnal 

protein (NS1-2), NTPase (NS3), 3A-like 



protein; p22 (NS4), VPg (NS5) , protease 

(NS6), RNA dependent RNA polymerase; RdRp 

(NS7), Capsid protein; VP1, minor 

structural protein; VP2 は、それぞれ標的

領域を pKS435gateA3 ベクターにクローニン

グして、単独発現用プラスミドを作製した。

また、大腸菌で発現させ、精製して、結晶構

造解析、抗体作製に用いるため、pCold ベク

ターにクローニングした。大腸菌による蛋白

質発現は、pCold の発現プロトコールに従っ

て行った。精製蛋白質は、ウサギとモルモッ

トに免疫して抗体（抗血清）を作製した。抗

体はそれぞれ由来のウイルス株名と部位で

表記した。下記に U201 の例を示した（α

Nterm-U201, αNTPase-U201, α

3A-like-U201, αVPg-U201, α

Protease-U201,αRdRp-U201, αVP1-U201, 

αVP2-U201）複製中間体である MuNoV2 本鎖

RNA の検出には、抗 2本鎖 RNA 抗体（αdRNA 

MoAb）を用いた。これらの抗体とは別に、U201

株、Saga-1 株、TCH04-577 株のウイルス様中

空粒子（VLP）をバキュロウイルス発現シス

テムで作製し、それらを用いた抗 VLP 抗体も

作製した。抗体はそれぞれ、αVLP-U201, α

VLP-Saga1, αVLP-TCH04-577 とした。 

 MNV-S7 株の中和抗体は、HuNoV と同様に、

MNV-VLP をバキュロウイルス発現システムで

作製し、それをウサギ、モルモットに免役し

て得た。 

 

４．研究成果 

 1) HuNoV の RGSにおける各種ウイルス蛋白

質のウイルス複製における細胞内局在と機

能の解明を目指し、各種抗体を用いた蛍光免

疫染色により細胞を染色し、細胞内局在を調

べたところ、protease を除く、Ntermnal 

protein (NS1-2), NTPase (NS3), 3A-like 

protein; p22 (NS4), VPg (NS5) , RNA 

dependent RNA polymerase; RdRp (NS7)の核

近傍のベジグル内部に共局在することが明

らかになった。protease (NS6)、RdRp (NS7)

は、共局在する分子もあるが、細胞質内に分

散した染色像も観察された。この傾向は、

U201, TCH04-577, Saga1, NV68 の全てで同様

の傾向を示した。また、COS7, 293T, 293, Huh7, 

Huh7.5.1, Caco2 のいずれの細胞においても

同様の染色像を示した。構造タンパク質

Capsid protein; VP1, minor structural 

protein; VP2 の発現は、細胞質全体に顆粒状

の染色像が認められた。 

 MNV の RGS においても、COS7, 293T, 293, 

Huh7, Huh7.5.1で同様の染色像を示した。RAW

細胞内部での各種蛋白質局在は、RAW 細胞の

トランスフェクション効率が低く、結果が得

られなかった。 

 MNV の RAW への自然感染では、構造タンパ

ク質 Capsid protein; VP1, minor structural 

protein; VP2の局在を除いてほぼ同様の傾向

を示した。興味深い事に、VP2 が Ntermnal 

protein, NTPase, 3A-like protein; p22, VPg, 

RdRp と共局在することが明らかになった。

VP1 と VP2 の発現は、RGS と自然感染では、

発現量に大きな差がある可能性がある。 

 2) HuNoVの細胞毒性を発現する遺伝子又は

蛋白質領域を特定するため、genome 上に存在

する 3つの ORF をそれぞれ発現させ、細胞の

CPE を観察した。ORF1(非構造タンパク質)を

発現させると、細胞内に多数の空砲（ベジグ

ル）が表れ、強いCPEが誘導された。ORF2（VP1）

の単独発現では、弱いCPEが誘導された。ORF3

（VP2）の単独発現は、激しい CPE と細胞の

変形が誘導された。ORF2 に GFP 遺伝子を導入

した pHuNoVU201F-ORF2GFPを COS7, 293T に導入す

ると、GFP シグナルの上昇と共に激しい CPE

を生じることが明らかになった。この傾向は、

それぞれの ORF の単独発現と異なっていた。

Protease の活性発現に必要なモチーフ GDCG

を GDGG に変更し、活性を無くした protease 

mutant ORF1, pHuNoVU201Fの protease mutant

を作製し、それぞれ細胞に与える影響を調べ



たところ、いずれのコンストラクトも CPE を

誘導しなかった。しかし、活性のある

protease を単独発現するプラスミドを

co-transfection すると、強い CPE が誘導さ

れた。しかし、protease を単独発現するプラ

スミドの単独トランスフェクションでは、弱

い CPE が誘導されたのみであった。 

 以上をまとめると。各種 ORF にコードされ

た蛋白質が複製の行程で、相互作用すること

により、効率の良いウイルス複製のため、細

胞内の構造に作用し構造変化（ベジグル形成

など）を与えることにより、強い CPE が誘導

されることが示唆された。 

 MNV を RAW に MOI=1.0 で自然感染させた場

合、48 時間後に強い CPE が誘導される。これ

は、MNV の自然感染が、ウイルス複製の最終

段階で細胞に CPE を誘導し、複製の完了した

ウイルスを細胞外に効率よく放出させるた

めに有利に働く可能性がある。 

 HuNoV の RGS において、インフェクシャス

クローンのみにその傾向が認められ、プロテ

アーゼミュータントには認められなかった

のは、興味深い現象である。 

 3) RGSで作出される新生ウイルス（Progeny 

virus; PV）は、 HuNoV では、密度 1.38 ~ 1.40 

g/cm3 を示した。MNV はそれよりも軽く密度

1.36 ~ 1.38 g/cm3 を示した。両者とも VLP

よりも重く、粒子内部にVPg, VP2, genome RNA

を内包していた。これらの PV より抽出した

RNA は細胞内で自己複製可能であった。また、

MNV の PV は、RAW 細胞に感染し、増殖可能で

有り、感染性がある事が明らかになった。 

 HuNoV の ORF1 領域に、自身の protease で

切断可能なモチーフをGFPの両端に配置した

pHuNoVU201F-NTP/GFP/3Aは、ORF1 ポリプロテイン翻

訳後に GFP を切断除去できるため、非構造タ

ンパク質の機能が保たれ、GFP 遺伝子を組み

込んだ genome を内包した PV を産生する。こ

の PVから抽出した RNAを細胞に導入すると、

GFP の発光シグナルが認められることが明ら

かになった。現在同様の原理で RGS を利用し

た GFP遺伝子を内包した MNVの作製を試みて

いる。HuNoV の GFP 遺伝子内包 PV は、感受性

細胞の検索に有用である。 

 PV から抽出された RNA を protease A 処理

すると、細胞内で自己複製する能力を失うこ

とから、PV に内包されている RNA は（ウイル

スもしくはホスト）蛋白質の修飾を受けてい

る （ Journal of 

Virol.vol81(22):12238-48,2007）ことが示

唆された。この蛋白質は、VPg もしくは VP2

である可能性が高い。そこで、VPg の拡散修

飾が予想されるアミノ酸残基・チロシンをア

スパラギン酸に置き換えたミュータントコ

ンストラクトを作製し、PVの産生能に与える

影響を調べる予定である。 

4) ウイルス複製複合体は、Ntermnal protein, 

NTPase, 3A-like protein; p22, VPg, RdRp, 

VP2 から成ることが示唆された。また、蛋白

質翻訳には VPgと VPg に結合する宿主蛋白質

eIF4E, eIF4G が重要である事が RGSを用いた

免疫沈降試験によって示唆された。HuNoV 及

び MNV の VPg, VP2, RdRp の X 線結晶構造解

析を進めた結果、RdRp の構造解析には成功し

たが、それ以外は蛋白質の結晶が得られず、

難航している。そこで、VPg の結晶化の際、

宿主蛋白質 eIF4または, eIF4G との共結晶化

を試みている。 

結合する蛋白質が相互干渉することによっ

て制御されていることが知られている。NoV、

SaV においてもゲノム 3’末端に特徴的な RNA

の高次構造が予測されている。全長 cDNA の

VPg、5’末端の RNA 塩基配列、3’末端の RNA

塩基配列を改変したコンストラクトを作製

し、ゲノムレプリケーション、トランスレー

ションに与える影響を研究することで、機能

の解明を図る。 

５）MNV と HuNoV は、細胞内動態が非常によ

く似ていることが明らかになった。また、両

ウイルスとも RGS が 293T 細胞を用いて稼働



した。今後、これらの結果から、キメラ遺伝

子を構築し、マウスに感染可能な HuNoVVP1-Pmnv

キメラウイルスの作出を試みる予定である。 
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