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　サポウイルス (Human sapovirus，HuSaV) は「Caliciviridae
科」-「Sapovirus 属」-「Sapporo virus 種」に分類され，
その名前は「札幌」に由来する 1,2）．カリシウイルス科に
属するノロウイルスと同様に，一本鎖 RNA ウイルスであ
り，ウイルス粒子は直径約40mでエンベロープを有さない．
ウイルスゲノムは約 7500 塩基で，3' 末端に polyA 配列を有
し て い る．2 つ の open reading frame（ORF） が あ り，
ORF1 は非構造タンパク（NS1 ～ 7）と構造タンパク（VP1）
を，ORF2 は別の構造タンパク（VP2）をコードしている 3）．
ヒトおよびチンパンジー，豚，イノシシ，犬，ミンク，ア
シカ，ドブネズミ，コウモリの糞便，腸内容物からの検出
報告があるが，ヒトと豚以外での病原性は明確でない．サ
ポウイルスは 19 の genogroup に，各 genogroup はさらに
複数の genotype に分類される 4）．ヒトから検出されている

サポウイルスは VP1 領域配列により 4 種類の genogroup（GI, 
GII, GIV, GV）に分かれ，各々さらに genotype（GI.1-7, 
GII.1-8, not assigned（NA）, GIV.1, GV.1-,2）として分類
可能である 4）．チンパンジーからのみヒトと同じ遺伝子型
株（GI.1）の検出報告がある 5）．
　HuSaV が病原因子として明確に認知されたきっかけは
1977 年に発生した札幌の乳児院における集団胃腸炎で
あった 2,6）．現在では HuSaV がノロウイルスと同様，世
界中で年齢を問わず散発，集団感染事例を引き起こしてい
ること，食中毒疑い事案も多数確認されていること，浄水
場流入下水からほぼ通年で検出されることから 3,7-16），ヒ
トの腸管ウイルスとして循環・定着していると考えられる．
　HuSaV の検出報告は核酸検出系の整備，改良，さらには次
世代シークエンサーの普及により世界的に増加しており3,17-24），
我が国の小児科定点においてノロウイルスより多く検出さ
れている年がある実態も明らかとなってきた 25）．我々は
2019 年に培養系の根幹たるウイルス感受性細胞を発見し
2020 年 12 月に PNAS にて報告した 26）．HuSaV 発見から
40 年以上，今回は本ウイルスの培養系確立に至るまでの
経緯や解決すべき課題等について紹介したい．

供試サンプルの収集とその選定

　HuSaV 感染症の検査は現在でも限定的に実施されてい
る状況で，ノロウイルス・ロタウイルスおよびアデノウイ
ルスなどが不検出になった原因不明検体に対して実施され
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で（図 2）26），培養スケールアップや継代培養による
HuSaV 核酸シグナル上昇や virion 獲得はできなかった．

NEC8から HuTu80へ

　感受性細胞検索もさることながら，供試サンプルの手詰
まり感もあり，厚生労働省科学研究班（食品の安全性確保
推進研究事業 研究代表者　野田 衛；元国立医薬品食品衛
生研究所）での HuSaV 陽性検体提供協力を呼びかけ，数
か所の自治体衛生研究所から提供を受ける運びとなった．
このころ感受性細胞についても HuSaV の臨床症状 31）か
ら見直し，嘔吐反射を考慮して十二指腸由来細胞である
HuTu80 を導入，培地成分の改変により約 14 日間の連続
培養を可能とした（図 2）26）．
　疫学的にも検出例の多い GI.1 と GII.3 を供試サンプルと
して比較的細胞毒性の低いコール酸塩 4 種類とウシ胆汁末
液を添加し，培養を実施した．各遺伝子型で遺伝子シグナ
ル増大のパターンは異なるものの，いずれも GlyCA もし
くは GCDCA を添加し，7 日間継続培養することで，ウイ
ルス核酸の明瞭なシグナル増殖が確認された（図 1）26），
その後 GlyCA を添加し，最大 14 日までのウイルス増殖性
を経時的に捕捉した（図 2A）26）．
　さらに HuTu80 細胞による HuSaV の継代培養も成功し，
ウイルスストックの確保に至るとともに，精製培養上清中
の virion も電子顕微鏡観察で捕捉できた 26）．また，HuSaV 
GI.1 と GII.3 精製 virion に VP1 に加え，VP2 が存在する
こともはじめて確認できた 32）．

HuTu80細胞での増殖性・細胞内局在性

　HuTu80 細胞における HuSaV GI.1 および GII.3 の細胞内局
在性について検討したところ，一部の細胞内でのみ dsRNA，
VP1 および NS1-2 シグナルが確認された（図 3）26）．しかし
ながらこの時点では培養上清からの GI.1 と GII.3 の virion
回収率が大きく乖離する要因についてはわからなかった 26）．
その後の検討で GII の多くは virion を細胞内に蓄積するこ

ることも少なくない．そのため当該ウイルスの培養系検討
には，ウイルスの保存性が高く，供試可能な十分量の陽性
サンプル確保が最も重要な課題であった．
　供試ウイルスの粒子保存性，すなわちウイルス核酸の保
存性の確度を担保するため，HuSaV-RNA のスクリーニン
グは 3' 末端（polyA 領域）から cDNA を合成し，検出領
域は NS7（RdRp）-VP1 junction 領域から各遺伝子グルー
プ VP1 特異領域を増幅する系 26-29）を用いた．これにより，
供試サンプル中の含有グループおよび培養上清中の増殖性
を捕捉できるようにした．

NEC8細胞に至る過程　サプリメントとしての 
コール酸毒性チェックと選定

　豚腎由来 LLC-PK1 と胆汁酸（コール酸）を用いる豚サ
ポウイルス（PoSaV）培養系 30）を参考として，感受性細
胞候補として哺乳類由来腎臓細胞（Vero，VeroE6 など）
やヒトでの主たる増殖部位が腸管と想定し，ヒト大腸

（Caco-2，DLD-1）や回盲部（HCT-8）などのがん細胞株
をメインとして検討を始めた．しかしながら供試培養細胞
に対するコール酸の毒性が高いこと，手持ちで使用可能な
コール酸が少ないことから，選定が振出しに戻った．
　各コール酸の特徴，腸管内での代謝など考慮しつつ，ナ
トリウム塩を用い，毒性や溶解性条件の改善を試みるも，
増殖を示すウイルス核酸シグナルの経時的増大は確認でき
なかった．
　PoSaV 培養系のさらなる検討過程で豚精巣由来細胞

（ST）による増殖・細胞変性発現が確認された（未発表デー
タ）．このことから HuSaV 培養系にヒト精巣由来細胞導
入の可能性について検討を開始し，ヒト精巣腫瘍由来細胞
NEC8 に GI.1 とグリココール酸ナトリウム（GlyCA）も
しくはグリコケノデオキシコール酸ナトリウム（GCDCA）
を添加し，7 日間継続培養することにより，明瞭なウイル
ス核酸のシグナル増大が認められた（図 1）26）．しかしな
がらこの細胞株では継続培養（細胞維持）は７日間が限界

図 1 各細胞株での胆汁酸種における HuSaV増殖性検討
	 Takagi & Oka at el. PNAs 2020 より抜粋・改変
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サギおよびモルモットの各抗血清 33,34）による antigen-
ELISA を再構築し，HuSaV GI.1 および GII.3 の HuTu80
細胞での増殖確認に用いたところ，経時的ウイルス増殖を
捕捉することが可能となった（図 2B）26）．

現状とこれからの課題（1）　HuSaV各種遺伝子型の
ウイルスストックと抗血清作成

　本手法を用い，当研究所で自治体衛生研究所より核酸解
析用に提供された残余微量検体からの各種遺伝子型培養ト

とが明らかとなり，HuSaV GII.3 の収量問題は感染細胞内
に virion が蓄積することが原因であることもわかった

（data not shown）．

ウイルス抗原の ELISA検出

　ウイルス RNA コピー数でウイルス増殖をトレースする
だけでなく，ウイルス構成タンパク VP1 検出 ELISA を用
いることでウイルス増殖確認のハイスループット化を目指
した．過去に調製した HuSaV-VLP を用いて作成されたウ

図 2A　 HuSaV GI.1/NEC8及び HuSaV GI.1&GII.3/HuTu80における GlyCA共存下での経時的増殖性 
Takagi & Oka at el. PNAs 2020 より抜粋・改変

図 2B　 Serial passageによる HuSaV増殖性 
Takagi & Oka at el. PNAs 2020 より抜粋・改変
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現状とこれからの課題（2）　HuTu80細胞の継代による
HuSaVの増殖性・CPE発現という変化

　2020 年の PNAS 発表時，HuSaV-GI.1 および GII.3 感染・
増殖過程において細胞変性効果（CPE）は認められていな
かった．しかしながら他の遺伝子型について分離トライア
ルを重ねてゆく中で，GI.6，GII.2 など CPE を発現するも
のがいくつか確認された．また，これとは異なり HuTu80
細胞の継代数が多くなるに従い，HuSaV の増殖性が向上

ライアルを開始した．その結果現在までに HuSaV GI が 7
種（GI.1~GI.7），GII が 6 種（GII.1~GII.5，GII.8），および
GV が 2 種（GV.1，GV.2），培養増殖とウイルスストック
作成に成功している 35）．GII.6，GII.7 および GIV につい
ては現在も検討中である．また一部の遺伝子型については
精製 virion による抗血清作成を実施しているが，この際
アジュバンドの影響がかなり大きいことが判明し，現在で
はフロイントアジュバンドを使用することとした（図 4）．

図 3 HuTu80細胞での HuSaV増殖局在性
 Takagi & Oka at el. PNAs 2020 より抜粋・改変

図 4 抗血清作成におけるアジュバンドの影響
	 固相：抗 HuSaV-GII.1 ウサギ血清 1/2000 倍
	 2 次抗体：抗 HuSaV-GII.1 モルモット血清 1/200 ～ 1/800 倍
　　　　　  〇 : 1/200x　△ : 1/400x　□ : 1/800x
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る．直近で HuTu80 による HuSaV 増殖はフランス・アメ
リカのグループ 36,37）やスウェーデンのグループ 38）も確
認している．いずれのグループも小腸由来オルガノイドと
HuTu80 細胞での増殖比較を発表しているが，HuTu80 で
の増殖効率が勝ること，さらには HuTu80 同士の増殖比
較では我々よりも大幅に低いため，両グループともウイル
スストック調製に成功していないとのことである．

し，継代数 40 台と 100 継代を超える場合とでは，HuSaV 収
量に顕著な差が生じることが明らかになった（図 5）35）．先
に示した一部の細胞のみに感受性があること（図 3），さ
らに HuTu80 のサブクローンとされる AZ-521 細胞では
HuTu80 と比べ，コール酸種による増殖パターンの相違が
あり（図 1），増殖効率も低かったこと（未発表データ）
を踏まえると，継代条件により何らかの選択圧がかかり，
その結果 HuSaV 感受性細胞が優位になったと考察してい

図 5 HuTu80細胞の継代数による HuSaV増殖効率比較 Ag-ELISAによる培養上清中 VP1検出
	 △は 40 継代、〇は 141 継代

図 6 紫外線（UV-C）による HuSaV不活性化
	 Takagi & Oka et al, PNAS 2020 より抜粋・改変



6 〔ウイルス　第 73 巻　第 1号，

須崎百合子，感染症危機管理研究センターの Yen Hai 
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の各先生方にあらためて深謝いたします．
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現状とこれからの課題（3）陽性便由来 HuSaVと
培養上清 HuSaVにおける UV感受性の相違

　培養系とウイルスストック調製法が概ね確立されたこと
で，HuSaV 感染制御に関する検討がある程度可能となり 26），
水処理分野でもこれらを応用した結果が示されている 39）．
　一方紫外線（UV-C）に対する感受性については，陽性
便由来ウイルスと培養上清由来ウイルスでその感受性に顕
著な差が認められることを報告した（図 6）26）．これにつ
いては便由来ウイルスそのものに紫外線の影響を減衰させ
る因子等の存在が考えられ，今後の不活化評価のためにも，
その解明が急務と考える．このような実態は培養評価系が
確立されたことで，その一部が明らかになっており，引き
続き本評価系による検証は重要な位置づけであることは確
かである．

まとめ

　ウイルス発見から 40 年以上を経て，HuSaV 培養系の確
立に至り，病原体リソースとしてのウイルスストック整備
やヒト由来試料に依存しない研究推進が可能となった．し
かしながら分離・検出の感度や細胞壊死を指標とした感染
力価測系においては，未だ課題が残されていること，ヒト
において複数の HuSaV 遺伝子型に同時感染するケースが
あること 12）など，疫学的知見との整合性を踏まえた実用
的な研究も求められてゆくと考える．今後細胞クローニン
グや受容体解析を経て，HuSaV 感染・発症の実態に迫れ
ることを期待したい．
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Establishment of human sapovirus culture method
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	 More than 40 years after the discovery of human sapovirus (HuSaV), we have established a 
HuSaV culture system in which HuTu80 cells derived from the human duodenum adenocarcinoma 
cell line are cultured together with the addition of bile acid as a supplement. In addition to being a 
common cell line, this system using HuTu80 cells is a versatile method because classical culture 
media are available, and it is easy to scale-up for culture. However, the number of culture days 
required to obtain sufficient viral titer, the confirmation of viral gene conservation for sample selec-
tion, and the method for passaging of HuTu80-cells were crucial. So far, 15 genotypes have been 
successfully propagated and stocked, and stable supply as research resources has been achieved. 
Due to the above efforts, we can now proceed with the production and analysis of antisera using 
purified antigens and the evaluation of inactivation conditions. This manuscript introduces the back-
ground for selection of the cell line and bile acids, and the topics that have been discussed since the 
publication, as well as future issues that were raised such as the expression of cytopathicity and 
elucidation of low UV-C sensitivity of fecal-derived HuSaV.
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