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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトから検出・分離されるが、未だ疾患との関係が明らかではないSaffoldウ
イルス（SAFV）の病原性を解明する目的で、感染に関わる受容体の同定を試みた。その結果、94遺伝子が感染受容体の
候補として選出されたが、最終的な同定には至らなかった。しかし、受容体候補分子の選出過程で、SAFV感染受容体の
発現は、細胞の培養条件に依存して変化することが明らかとなった。今後、本研究により見出されたこの特徴を最大限
利用し、感染受容体の同定に結び付けたい。

研究成果の概要（英文）：The aim of the study is to identify the receptor for Saffold virus (SAFV) which is
 a novel human cardiovirus with unknown pathogenicity. Although 94 genes were selected as a candidate of t
he receptor for SAFV infection, the expression of those genes in the non-susceptible cells was unable to i
nduce the infection of SAFV, suggesting that those genes may not be the receptor for SAFV infection. Howev
er, through the selection process, the virus binding assay demonstrated that the expression of the recepto
r for SAFV infection was changeable depending on the cell culture conditions. This phenomenon will be help
ful to identify the receptor for SAFV infection.
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１．研究開始当初の背景 
ピコルナウイルス科カルジオウイルス属
のウイルスは、げっ歯類にのみ感染すると考
えられていたが、2007年にヒトに感染するカ
ルジオウイルスとして初めて Saffold ウイル
ス (SAFV) が同定された。その後、腸管症状
を呈した患者の便からの検出が相次いで報
告され、さらに、日本では呼吸器症状や手足
口病様症状を呈した疾患の咽頭ぬぐい液か
らの検出が報告されている。それに加えて申
請者は、無菌性髄膜炎患者の髄液からの
SAFV の分離を報告した。これらのことから 
SAFV は、同科エンテロウイルス属に属する
コクサッキーウイルスやエンテロウイルス
同様、稀に中枢神経症状を引き起こす病原体
である可能性が示唆される。また、タイラー
ウイルス（TMEV）や脳心筋炎ウイルス
（EMCV）を含むマウスカルジオウイルスが、
脳炎や膵炎を起こすことからも、SAFV と中
枢神経疾患、さらには I 型糖尿病との関連も
疑われる。しかし、SAFV 感染と疾患との因
果関係は明らかではない。 
感染受容体の同定は、トランスジェニック
マウスの作出による新たな動物モデルの作
出に不可欠な要素であり、動物モデルの樹立
は、種々の組換えウイルスを用いた感染実験
を可能にし、ウイルス学的なアプローチによ
る、より詳細な病原性解析を可能にする。ま
た、感染受容体の組織特異的発現パターンを
解析することからは、ウイルスの組織親和性
が明らかになり、その病原性解明に重要な情
報をもたらすことが期待される。しかし、
SAFV 感染受容体に関する情報も未だ皆無で
ある。 
 
２．研究の目的 

SAFV はマウス細胞株に感染しないことか
ら、実験動物を用いた病原性解析には、ポリ
オウイルスやエンテロウイルス等でも前例
のある感染受容体のトランスジェニックマ
ウスを用いた研究が不可欠である。しかし、
現在のところ SAFV の感染受容体は全く不
明である。そこで本研究では、SAFV 感染受
容体を同定し、SAFV の病原性解明を加速さ
せることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究開始までに申請者は、ウイルスが細
胞に吸着した後、侵入・脱殻の過程を経てウ
イルスゲノムからのタンパク合成が始まる
と、細胞内で GFPを発現するキメラウイルス
を作出し、さらに、SAFV 感受性ヒト由来細
胞株と SAFV非感受性ハムスター由来細胞株
を同定した。この非感受性細胞は、ウイルス
ゲノムのトランスフェクトにより新たなウ
イルス粒子を産生することから、ウイルスの
複製過程以降には影響がなく、それ以前、細
胞への吸着および侵入の過程に感受性細胞
との違いを持つ細胞であり、感染受容体の探
索に有用であると考えられた。そこで、これ

らのキメラウイルスおよび細胞株を用いて
以下の要領で SAFVの感染受容体を探索した。 

 
（１）SAFV感受性細胞(HeLa細胞)からcDNA
ライブラリーを作製し、発現ベクターを用い
て非感受性細胞（BHK-21 細胞）に導入する
ことで、SAFV 感染受容体を発現する細胞を
含む細胞ライブラリーを作製した。この細胞
ライブラリーにGFPを発現するSAFVを感染
させて GFPの蛍光を観察し、SAFV感染受容
体を発現している細胞を選択した。ここで単
離した 1個の細胞から、Cell Direct cDNA合
成キット（Invitrogen）により 1st strand cDNA
を合成し、cDNA ライブラリー作製時の末端
配列を利用して PCRを行うことで、感染細胞
に導入され、かつ、発現している cDNAをク
ローニングした。この様にして単離された
SAFV 感染受容体 cDNA 候補群について、
各々の cDNAを改めて発現ベクターにサブク
ローニングし、非感受性細胞にそれぞれを発
現させることで、非感受性細胞であった細胞
が SAFV 感受性を獲得するか否かを検証し、
SAFV感染受容体の同定を試みた。 

 
（２）上記（１）に代わる新たな方法として、
HeLa 細胞の SAFV に対する感受性を変化さ
せる培養方法を探索した。これらの細胞間に
おける遺伝子発現の違いを、DNAマイクロア
レイにより解析し、発現量に２倍以上の違い
が見られ、かつ、膜タンパクと考えられる分
子群を選択した。この方法で得られた遺伝子
群について、各々を SAFV 非感受性細胞
（BHK-21）に導入して受容体遺伝子の同定を
試みた。 
 
４．研究成果 
（１）SAFV 感受性 HeLa 細胞から作製した
cDNA ライブラリーを、SAFV 非感受性
BHK-21 細胞に導入し、SAFV 感受性を獲得
したと考えられる GFP 陽性細胞を数百個単
離し、導入された感染受容体の候補分子とし
て、beta-2 microglobulinをはじめとする 36種
の遺伝子を特定した。しかし、サブクローニ
ングして行った個別の遺伝子の発現系によ
る解析では、SAFV感染を再現出来なかった。
また、各候補因子に対する抗体を用いた感染
のブロッキングアッセイにおいても、受容体
であることは確認できなかった。１細胞あた
りに複数の遺伝子が導入されるため、この方
法では、目的の遺伝子をクローニングできな
かったことが原因のひとつとして考えられ
た。そこで、その欠点を補うために、網羅的
解析を導入し、新たな解析を開始した。 
 
（２）上記に代わる新たな方法として HeLa
細胞の SAFVに対する感受性を変化させる培
養方法を探索し、培養時に用いる血清（FCS or 
CS）の違いにより、SAFV感受性が可逆的に
著しく変化することを見出した。さらに、
SAFV 高感受性 HeLa 細胞と SAFV 低感受性



HeLa 細胞の間では SAFV の細胞表面への結
合量に顕著な違いがみられることを明らか
にした（Himeda et al. PLoS ONE 8(1):e53194）
（下図）。 
 

 
この事実は、両細胞間における SAFV感染受
容体の発現に明らかな相違があることを示
している。そこで、両細胞間における遺伝子
発現の違いを、DNAマイクロアレイにより解
析し、発現量に 2 倍以上の違いが見られ、
かつ、膜タンパクと考えられる分子群（58遺
伝子）を同定した。現在、これらの遺伝子を
SAFV非感受性細胞（BHK-21）に導入して受
容体遺伝子の同定を試みているが、まだ同定
には至っていない。 
また、ポリオウイルスおよびエンテロウイ
ルスの感染受容体同定に成功している小池
智先生（東京都医学総合研究所）から、cDNA
からのアプローチでは、プロモーターの違い
による発現の不確実さや、完全長 cDNA作製
の困難さなどが問題となりやすいとの助言
を頂き、現在、genomic DNAからのスクリー
ニングを並行して実施しているところであ
る。 
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