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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 本研究では、すでにヒトにとって重要な疾患の原因であることが判明しているか、何らかのヒト疾

患との関連性が強く示唆されているにも関わらず、培養細胞系が存在しないか、あるいは培養細胞系

での増殖効率が非常に悪いために研究の進展が大きく制約されているウイルス（ヒトノロウイルス

(NoV)、サポウイルス(SaV)、ロタウイルス(RoV)、ヒトポリオーマウイルス(PyV、例えば MCV、KIV、

WUV など)、ヒトパピローマウイルス(HPV)、E 型肝炎ウイルス(HEV)など）による疾患について、バ

キュロウイルス系や哺乳類細胞系などを用いた virus-like particles (VLP)の作製と診断系への応用、感

染感受性細胞の検索などを行うことにより、これらのウイルスの感染増殖、病態発現機構の解析、こ

れらのウイルスが原因となる疾患の診断、予防を目的とした。 
 
１）抗原抗体診断系、実験モデルの開発とウイルス生活環の解析 
 ラクダ由来HEVに関して感染性クローンの構築に成功した。また、本ウイルスはサルに感染性があ

ることを確認した。ヒトロタウイルスに関して、すでにリバースジェネティクス系の確立に成功して

いる近縁のレオウイルス由来蛋白を発現させることにより、プラスミドを導入することでウイルスを

合成できる完全リバースジェネティクス系の確立に成功した。HPVのコードするE6/E7が宿主蛋白に作

用し細胞を不死化させ悪性形質を獲得しているメカニズムを解析した。多価化糖鎖クラスター技術を

用いて、ウイルスを効率よく濃縮する技術を開発し、PyVの濃縮に応用できることを確認した。この系

を用いて日本での抗体保有率、疾患との関連について調査を開始した。ヒト小腸、大腸から樹立し、
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長期培養可能となったヒト腸管上皮オルガノイドについて、培養に用いるマトリゲルを酵素処理によ

り除去し、トリプシン処理によって上皮細胞を単細胞化することにより、ウイルス感染が効率化する

ことが確認された。本オルガノイドを用いることにより、ヒトNoVを増殖させることに成功した。ま

た、NoVの中で唯一細胞増殖できるマウスNoVのORF3を欠損した変異ウイルスに外来性のORF3を供給

することでウイルス複製に成功し、マウスNoVのベクター化にも成功した。 
 
２）宿主免疫応答の解析と予防・治療法開発 
 次世代シークエンサーを用いて、タイで検出された下痢症ウイルスの全ゲノム解析およびバンコク

近郊の河川水に存在する NoV の全ゲノム解析を行い、タイにおける NoV の流行様式の詳細な解析を

行った。従来のダイレクトシークエンシング法では単独の遺伝子型しか検出されなかった例で、直近

に流行していた亜株や遺伝子型がマイナーな配列として検出され、様々な感染経路で混合感染が頻繁

に生じている可能性が示唆された。このような包括的な研究を進めることにより、NoV の変異機構、

病態との関連、今後出現する新変異株の予測に貢献できると考えられる。 
 HPV に関して、HPV16 の E1 蛋白質レベルに影響を与える因子のスクリーニングを行い、発現を上

昇させる蛋白 RNF146 を見出した。また、次世代シークエンサーを用いて HPV のインテグレーション

部位を同定する系を確立し探索を開始した。また、ヒト Wee1 キナーゼが HPV16 の複製タンパク質

E1 に結合して、その分解を阻害することを見出した。このように、HPV ゲノム複製に必須なウイル

ス蛋白質（E1、E6、E7）の制御により、HPV ゲノム複製を抑制することができることを示し、新た

な抗 HPV 薬の開発に繋がる成果を得た。また、新規抗 HPV 薬開発のための基盤研究として、HPV16E6
の安定化因子である脱ユビキチン化酵素 USP15 に対する阻害剤の開発を目指した。USP15 阻害活性を

詳細に検討したところ、NSC663284 が最も効率良く阻害した。USP15 の catalytic domain である UCH 
domain に結合する環状 N メチルペプチドの作製を RaPID system により行い、4 種類の環状メチルペプ

チドを得た。 
 
The targets of our groups’ studies are pathogens that were proved or strongly suggested to be responsible for 
serious human diseases but culture systems of these pathogens were not yet established or very limited. The 
main targets of pathogens are human norovirus (NoV), sapovirus (SaV), rotavirus (RoV), polyoma virus (PyV), 
papilloma virus and hepatitis E virus. This study aims to develop diagnosis, treatment and prevention for 
pathogen-derived diseases using virus-like particles produced by insect cell/baculovirus expression system or 
mammalian cells.  
 
1) Establishment of diagnosis, development of animal model and analysis of viral life cycles 
We constructed infectious clone of camel hepatitis E virus and confirmed that this virus is infectious for rhesus 
monkeys. By introducing cell-to-cell fusion protein of reovirus and vaccinia virus capping enzyme, we established 
an entirely plasmid-based reverse genetic system of RoV. This technology will provide opportunities for studying 
RoV biology and foster development of RoV vaccines and therapeutics. Using multivalent carbohydrate chain 
clusters we could efficiently concentrate PyV such as MCV and BKV. We started to utilize this system for 
surveillance of the prevalence of PyV in Japan. We established the organoid of human small intestinal epithelial 
cells and applied for culture system of NoV. We confirmed that using this organoid human NoV could be 
efficiently amplified. This system is very useful for the study of NoV biology. We also constructed mouse NoV 
vactor system that consisted of ORF3-deficient clone and expression plasmid of ORF3. 
 
2) Analysis of host immune response and development of prevention and treatment of pathogen-derived diseases 
To determine the distribution of NoV genotypes in natural river water in Thailand, we conducted a genome 
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analysis using a next-generation sequencer. Several samples contained multiple NoV GII genotypes: GII.4, GII.6, 
and GII.17. Our data showed that GII.17 had already emerged in August 2013 as a minor population, and it 
became a major genotype in December 2014. Our findings indicate that the virus was likely to have been 
circulating in the community before it appeared in the river water. We have established a mammalian two-hybrid 
system to monitor the cellular levels of HPV16 E1 protein. Using this system we performed screening of 
cellular ubiquitin E3 ligases that affect the E1 levels, and found that RNF146 up-regulated the E1 levels. In 
addition, we have started to construct a new experimental system to detect and determine HPV integration sites 
in the human genome using HPV-specific capture oligonucleotides and next generation sequencing techniques. 
To conduct basic research for development of novel anti-HPV drugs, we attempted to develop an inhibitor for 
deubiquitylating enzyme USP15 that removes ubiquitylation of USP15 and works for stabilization of HPV16E6 
protein. We screened for anti-USP15 inhibitors and found that NSC663284 was most potent among the 
compounds tested in this study. Next, we screened for macrocyclic N-methyl peptides which can bind the UCH 
domain of USP15 using RaPID system and obtained 4 macrocyclic N-metyl-peptides. 
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