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ヒトノロウイルス in vitro培養の試み

　ノロウイルスは，1968 年に米国オハイオ州ノーウォー
クで発生した集団胃腸炎の患者糞便中から発見され，1972
年に電子顕微鏡観察によりその原因ウイルスとして同定さ
れた 1）．ノロウイルスの詳細な疫学的，ウイルス学的知見
に関しては，本号の牛島先生の総説などを参照していただ
きたい．2002 年の国際ウイルス学会で正式に Norovirus
と命名され，発見以来 50 年以上が経過しているが，ヒト
に感染し症状を呈すヒトノロウイルス（HuNoV）に関し
てはウイルス学的解析がほとんど進んでいない．これは，
ウイルス学研究には欠かせない，対象ウイルスの in vitro
培 養 が 長 い 間 不 可 能 で あ っ た こ と に 起 因 し て い る．
HuNoV はヒトの体内（腸管）で増えることが予想されて
いたため，ヒト大腸腺ガン由来の腸管上皮細胞株である
Caco-2 や HT-29，また，ヒト胎児の空腸―回腸由来初代

培養腸管上皮細胞とされている INT407 を用いた増殖法が
試された 2-8）．中には 100 倍程度の増殖を認めたと報告し
ているものもあるが，現在では再現性のないものとされて
いる．
　2014 年に Jones らは，HuNoV が血液型抗原の存在下で
B 細胞株に感染し，増殖しうることを報告した 9）．翌年に
はこの実験プロトコルの詳細に関しても報告され 10），つ
いに HuNoV の in vitro 培養が可能になったと沸き立った
が，限られた遺伝子型ウイルスのみが増殖可能であること
に加えて，他の研究室ではうまく再現が取れていない．
　HuNoV に最も近いとされているマウスノロウイルスの
in vitro 培養は，マウスマクロファージ株を用いることで
可能になったことから 11），ヒトマクロファージや樹状細
胞などの貪食細胞を用いた HuNoV の in vitro 増殖が試み
られたが，これらに関してもほとんど増殖することはな
かった 12）．

腸管上皮細胞の初代培養の成功

　HuNoV は酸に強い耐性を持っており，胃酸の影響をほ
ぼ受けずに小腸に到達し，上述したように腸管内で爆発的
に増殖すると考えられている．そこで，正常なヒト小腸上
皮細胞が用意できれば HuNoV を in vitro で増殖させるこ
とができるようになるのではないか，と多くの研究者が予
想していた．しかし，腸管上皮細胞の初代培養は，ヒトは
もちろん，実験動物であるマウスやラットを用いても樹立
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アメリカ疾病予防管理センター（CDC）の研究グループは，
17 種類の異なる遺伝子型を含む 80 検体の HuNoV 陽性便
を用いて，少なくとも GII.1, GII.2, GII.3, GII.4（3 つの亜型
を含む），GII.14，GII.17 が in vitro で 50 ～ 1000 倍に増殖
できたことを報告している 20）．HuNoV は十二指腸から空
腸上部で感染し増殖するとされていたが，少なくとも in 
vitro の系では，十二指腸，空腸，回腸由来のいずれの上皮
細胞でも HuNoV が増殖できることも確認されている 18）．

ヒト iPS細胞由来腸管上皮細胞の樹立

　ヒト組織由来の小腸上皮細胞を用いることで，HuNoV
の in vitro 増殖系が確立されたが，ヒトの組織を必要とす
ることから，その使用に当たり倫理承認を受ける必要があ
り，また，そもそも組織の入手自体が困難である場合が多
い．大腸組織は，大腸がん患者などの切除検体のがん化し
ていない部位から調製する事ができるため，新たな侵襲を
必要とせずに入手可能であるが，小腸組織を摘出する外科
手 術 は 大 腸 組 織 に 比 べ て 頻 度 が 極 め て 少 な い た め，
HuNoV が増殖できる小腸上皮細胞を含む組織を入手する
場合は，新たな侵襲を含む正常部位のバイオプシーによる
ことが多い．そこで筆者らは，非侵襲であり，倫理的制約
をほとんど受けず，遺伝的背景の情報が入手しやすいヒト
iPS 細胞株から腸管上皮細胞を樹立することを考えた．
　ヒト iPS 細胞株から小腸オルガノイドへの分化は，胚体
内胚葉細胞を介し，腸管マーカーである CDX2 陽性の中
後腸スフェロイドを介して起こる．我々は複数の iPS 細胞
株を用い，まずは既報にしたがって分化の検証を行ったが，
安定して腸管オルガノイドまで分化できることは希で，ま

することができなかった．これは，腸管上皮細胞のターン
オーバーがヒトでも 5 ～ 7 日間と，非常に短命であること
が原因と考えられる．
　この状況を打破したのが，2007 年に報告された腸管上
皮幹細胞マーカ，Lgr5 の同定である 13）．この発見を皮切
りに，腸管上皮幹細胞がすべての腸管上皮細胞の元になっ
ていることや，培地にサイトカインなどを添加することで，
腸管上皮幹細胞が自己増殖できるような三次元培養法が確
立されていった 14,15）．2011 年にはヒト組織由来，またヒ
ト多能性幹細胞由来の腸管上皮細胞の三次元培養法が報告
された 16,17）．

ヒト腸管上皮細胞を用いた HuNoV増殖の成功

　ヒト腸管上皮細胞の初代培養法の報告から 5 年後の
2016 年に，ヒト小腸組織から調製した腸管上皮細胞を用
いた HuNoV の in vitro 増殖法がアメリカのグループから
報告された 18）．三次元培養した腸管上皮細胞を破砕し，
マトリゲルコーティングを施した培養プレート上で単層化
させて終末分化を誘導した後に，HuNoV 感染患者の糞便
懸濁液を加えて数日培養するだけで，例年の最大流行型で
ある GII.4 型ウイルスが数百倍程度の増殖を見せた．異な
る遺伝子型である GII.3 型ウイルスはほとんど増殖できな
かったが，細胞培地に胆汁を添加することで数十倍の増殖
を見せることが示された．胆汁の添加により，GII.4 型ウ
イルスの増殖効率も上昇した．その後の研究から，胆汁の
効果は胆汁酸によるものであり，エンドサイトーシスを活性
化することに起因していることが明らかにされている 19）．こ
の手法は，技術移転された他の研究室においても再現され，

図 1　ヒト iPS細胞株からの腸管オルガノイド分化誘導の概要
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おり，中には分化誘導培地キットとして市販されているも
のもある．腸管オルガノイドまで分化ができれば，腸管上
皮幹細胞を含む腸管上皮細胞系列として凍結保存すること
が可能であるため，腸管上皮細胞を得るという目的のため
ならば分化誘導方法を 1 つに固定して，複数のヒト iPS 細
胞株を用いて分化誘導してみることが成功の可能性が高い
と考えられる．

ヒト iPS細胞由来腸管上皮細胞を用いたHuNoV増殖の成功

　我々がヒト iPS 細胞株から腸管上皮細胞を作製し，安定
して継代培養が行えるようになり，HuNoV の感染実験を
開始してまもなく，前述した，ヒト小腸組織由来の腸管上
皮細胞を用いた HuNoV in vitro 増殖法が報告された 18）．
我々もこの報告に則って HuNoV の増殖を行ってみたが，

た，細胞株によっては全く分化できないものも存在した．
様々な検討の結果，胚体内胚葉細胞までの分化の過程で，
Wnt3a と FGF2（fibroblast growth factor 2）を添加する
ことで，腸管オルガノイドへの分化効率が顕著に上昇する
ことを見いだした（図 1）．この手法を用いることで，既
報に則った場合では分化できかった iPS 細胞株からもオル
ガノイドを得ることができた 21）．本方法は，分化効率の
低い iPS 細胞株から腸管上皮オルガノイドを得る必要があ
る場合に特に有用であると考えられるが，血球系細胞から
樹立された iPS 細胞株からの腸管オルガノイド樹立は若干
効率が悪い．いかにして手持ちのヒト iPS 細胞株を高品質
な胚体内胚葉細胞へ分化誘導するかが重要であると考えて
いる．現在はいろいろな手法による多能性幹細胞からの胚
体内胚葉細胞，および腸管オルガノイド樹立が報告されて

図 2 HuNoV in vitro増殖法の概要
	 マトリゲルの中で三次元培養を行い維持しているヒト腸管上皮細胞を，トリプシン処理により単細胞化し，マトリ

ゲルコーティングした 96-well プレートに播種する（単層化初日）．2 日後に，分化誘導培地に変えて，吸収上皮細
胞などに終末分化しやすい状態にする．さらに 2 日後に胆汁（酸）を含む分化誘導培地に変更する（4 日後）．その
さらに 2 日後に HuNoV を感染させる（6 日後）．2 × 106 コピー相当のウイルス液を細胞に添加し，3 時間後にウ
イルス液を取り除く．培地で 2 回洗浄することで感染できなかったウイルス粒子を取り除く．その後，3，4 回目
の洗浄液を混ぜて取り置く．これを増殖前のサンプルとする（3 hpi）．胆汁（酸）を含む培地を添加して，72 時間
程度まで培養を行う．培養後の培養上清と，細胞を培地で 1 回洗浄した液を混ぜて，増殖後のサンプルとする（72 
hpi）．3 hpi，72 hpi のサンプルからウイルスのゲノム RNA を抽出して，その量をリアルタイム PCR で定量化し，
グラフ化する．
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層化に供する細胞塊（オルガノイド）をいかに素早く，ダ
メージを与えずにシングルセルにできるかどうかが重要と
考えている．結果的に，我々が樹立したヒト iPS 細胞株由
来腸管上皮細胞においても，GII.4, GII.3, GII.6, GII.17, GI.7
が感染し，増殖しうることを確認できており 22,23）（図 3），
また，GII.7, GII.13, GII.14 型 HuNoV の増殖も確認してい
る（佐藤ら未発表データ，図 3B）．我々のアッセイ系でも
胆汁の添加によりウイルスの増殖効率は増強されたが，先
行論文での結果とは異なり，少なくとも GII.3, GII.6, GII.17
型の増殖に関しては，GII.4 型の場合と同様に胆汁（もし
くは胆汁酸）を添加せずとも認められた（図 3A）．iPS 細
胞を含む多能性幹細胞から分化させた腸管上皮細胞は，胎
児の小腸上皮細胞に近い遺伝子発現パターンを示すことが
報告されていることから 24），我々が用いている細胞や胎
児由来の小腸上皮細胞では，HuNoV の細胞への接着や，
その後のエンドサイトーシスの活性化を誘導する胆汁酸要
求性が低い可能性がある．このことは，組成が不明な胆汁
や，種々の作用を考慮する必要のある胆汁酸の添加無しに
HuNoV in vitro 増殖系を適応したい場合における，iPS 細
胞由来の腸管上皮細胞を用いる利点の一つと考えられる．

最初はウイルスの増殖を確認することができなかった．後
からわかったことであるが，当初使用していた糞便検体に
は，HuNoV ゲノムは十分に検出されるものの，感染性粒
子が含まれていないようであった．ウイルスソースとして，
患者由来の糞便検体を用いる必要がある現状では，ウイル
スの増殖が見られなかった場合に，細胞を含む実験系に問
題があるのか，糞便検体の方に問題（感染性粒子がほとん
ど存在しない，糞便懸濁液中に細胞毒性を示すものや感染
を阻害する物質が含まれる，など）があるのかわからない
ままひたすら感染実験を行う必要がある．新たに HuNoV
の in vitro 増殖を行う場合は，初めはあるウイルスが増殖
できるとわかっている細胞か，ある細胞では増殖できると
わかっている糞便検体を用いて実験されることを推奨す
る．
　暗中模索のまま感染実験を繰り返すこと数ヶ月，30 倍
程度と低い割合であったものの，初めて「増殖した」と思
える細胞と糞便検体の組み合わせに当たった．この感染性
粒子を含むと信じられる検体を用いて，最も増殖を示す細
胞と，その調製法を細かく最適化していった．先行論文で
報告された手法と大きな相違はなかったが，個人的には単

図 3 ヒト iPS細胞株由来の腸管上皮細胞における，種々の遺伝子型 HuNoVの in vitro増殖
	 （A）細胞の単層化 4 日後からブタ胆汁を 0.03% で含む培地と含まない培地で培養した場合の結果．先行論文とは異

なり，GII.4 型以外にも，GII.3, GII.6, GII.17 型の増殖が胆汁非添加群でも認められた．（B）胆汁添加細胞におけるそ
の他の遺伝子型 HuNoV の増殖．白カラムの値（3 hpi）から黒色カラムの値（72 hpi）までウイルスが増殖したこ
とを表している．リアルタイム PCR でのゲノムコピー数の検出限界を破線で示している．
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にあることを物語っているように思える．さらに，ウイル
スの継代培養が確立できない限り，HuNoV の臨床分離株
を得ることができず，ウイルスソースとして毎回ウイルス
粒子を含むと考えられる糞便検体を使用する必要があり，
同一検体（ウイルス）を用いた実験の継続が困難になる危
険を含んでいる．
　第二に，ウイルスの感染力価を定量的に表すことが出来
ないことである．この算出には感染細胞の形態変化や
CPE を必要とする．HuNoV はノンエンベロープウイルス
であるので，一般的には細胞を変性させて外に放出される
ものと思われたが，現在のところ，HuNoV の in vitro 感染，
増殖において，細胞変性効果を呈すという報告はない．ヒ
ト唾液腺細胞株を用いて HuNoV の in vitro 増殖を検討し
たグループは以前，患者糞便中には，ロタウイルスやノロ
ウイルスが細胞外小胞に包まれたクラスターとして存在し
ているものもあることを報告している 29）．in vitro におけ
る HuNoV の感染，増殖効率は，この細胞外小胞で包まれ
た状態のウイルス粒子の方が，フリーのウイルス粒子より
も高いことが示唆されており，クラスター化した HuNoV
を用いることで増殖効率が改善されるかもしれない．
　第三の課題として，少なくともヒト腸管上皮細胞を用い
る場合，その維持には未だにコストと煩雑で複雑な手技を
要することが挙げられる．筆者らは，腸管上皮細胞の維持
培地に欠かせない高額なサイトカイン類を一度に，それぞ
れが至適濃度の 4 倍の濃度で培地中に放出するコンディ
ションメディウム産生細胞を樹立した 21,30）．このコンディ
ションメディウムと，細胞外基質としてコラーゲンを用い
ることで，リコンビナントタンパク質とマトリゲルなどの
市販の細胞外基質を用いた場合に比べて，百分の一程度ま
でコストダウンすることができている．マウスノロウイル
スのタンパク質レセプターは同定されており，ウイルスの
増殖が見られない一般細胞株にこの分子を強制発現させる
と，ウイルスの感染が成立し，in vitro で増殖できるよう
になることが報告されている 31,32）．この分子のヒトホモ
ログは HuNoV のレセプターではないことが報告されてお
り 33），HuNoV のタンパク質レセプターは未だ同定されて
いない．HuNoV のタンパク質レセプターを同定し，それ
を発現する一般細胞株を樹立し利用することで，実用的な
レベルでの HuNoV の in vitro 増殖が確認できれば，様々
な問題が解決されるものと思われる．

HuNoV in vitro増殖法の応用

　上述したように，現在の HuNoV in vitro 増殖法は，臨
床分離株として HuNoV を得る目的として使用するには解
決すべき問題が多いが，HuNoV の増殖を指標としたウイル
スの不活化研究は十分に行える．これまではマウスノロウイ
ルスとネコカリシウイルスを用いて検討されていた，放射線
照射や加熱，次亜塩素酸ナトリウムによる不活化に関して，

ヒト腸管上皮細胞以外の細胞を用いた 
HuNoV in vitro増殖法

　ゼブラフィッシュは脊椎動物モデルとして，特に発生研
究でよく使用される実験動物であるが，この幼生（3 日齢
まで）の卵黄に HuNoV を含む糞便懸濁液をインジェク
ションすると，少なくとも GII.2, GII.3, GII.4, GII.6, GI.7 型
が胆汁の添加を必要とせず，数十倍から数千倍増殖するこ
とが報告された 25）．接種したウイルスを洗い落とすとい
う行程がないものの，その増殖効率はヒト腸管上皮細胞を
用いたものに匹敵していた．興味深いことに，ゼブラフィッ
シュの幼生にマウスノロウイルスを接種しても，全く増殖
が確認できない．この結果は，マウスノロウイルスが
HuNoV とは似て非なるものであることを改めて示唆して
いる．ゼブラフィッシュの飼育設備とマイクロマニピュ
レーターを必要とするため，ゼブラフィッシュを扱ってい
ない研究室では実験手技も含めハードルが高いが，すでに
これらの設備が整っている研究室ではヒト腸管上皮細胞を
用いるよりも簡便に HuNoV を増やすことができる方法か
もしれない 26）．なぜ魚類であるゼブラフィッシュの体内
で，他の哺乳類では増えることのできない HuNoV が増殖
できるのか，その解明が待たれる．
　また最近，不死化したヒト唾液腺細胞株を用いることで，
腸管上皮細胞に匹敵する HuNoV の in vitro 増殖が認めら
れ，4 回程度の継代もできたことが報告された 27）．この
報告により，感染患者の吐瀉物や糞便の中に含まれるウイ
ルス粒子の手指を介して起こる糞口感染に加えて，口づけ
や，くしゃみなどの唾液の飛沫による HuNoV 感染経路の
重要性が示唆されている．

克服すべき問題点

　HuNoVの再現性あるin vitro増殖法は確立されたと言っ
ていいが，現状はまだまだ克服すべき問題点が多い．第一
に，現在までに報告されているいずれの in vitro 増殖系で
も，一度に 1000 倍程度の増殖しか起こらず，また継代培
養が困難であることが挙げられる．この増殖効率は，一度
に 10 万から 100 万倍程度の増殖を示すロタウイルスやマ
ウスノロウイルス，インフルエンザウイルスなどと比較す
ると極めて低い．これは，他のウイルスの in vitro 増殖や，
ヒト体内における HuNoV の増殖と異なり，in vitro で一
度増殖した Progeny HuNoV が細胞に繰り返し感染するこ
とができないことによるものと思われる．一方で，近年問
題となっている呼吸器感染症ウイルスである SARS-CoV-2
が，ヒト肺胞上皮細胞以上にヒト腸管上皮細胞で 1 万倍か
ら 10 万倍程度増殖できることが知られている 28）．このこ
とは，ヒト腸管上皮細胞自身に十分なウイルス複製能が備
わっていることを示唆するものであり，Progeny HuNoV
が繰り返し細胞に再感染できない要因はウイルス側の性質
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おわりに

　HuNoV in vitro 増殖法を用いた，ウイルス学的研究結
果も報告され始めており 39），HuNoV 研究の今後さらなる
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	 Human norovirus (HuNoV) is an infectious virus that accounts for more than half of all 
cases of infectious gastroenteritis, but its mechanism of infection and multiplication within the host 
are largely unknown. Accordingly, there are no available vaccines or specific therapeutic agents　
applicable to HuNoV infection. The primary reason for this is the absence of an established in vitro 
culture and growth system for HuNoV. Therefore, virological analysis of HuNoV has been conduct-
ed using murine norovirus, which is most closely related to HuNoV and can be cultured in some 
cell-lines. Recently, several laboratories have reported successful in vitro cultivation of HuNoV 
using human intestinal epithelial cells, raising expectations for further advancements in HuNoV 
research. In this paper, we present recent findings regarding the in vitro propagation system of 
HuNoV.  


