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〈要 約〉

　ヒトにおいてノロウイルスの標的となる細胞の解明および実験的な感染モデルの確立は多くの研究者の努力にもかかわらずあまり進展していない．一方で，宿主の組織血液型抗原の発現パターンにより，異なるウイルス株に対し異なる感受性を示すことが知られているが，その生物学的な根拠は知られていない．今回の研究において，ヒトおよびマウスのノロウイルスがB細胞に感染すること，さらに，ヒトのノロウイルスがB細胞に感染するには組織血液型抗原を発現する細菌の存在を必要とすることが明らかにされた．また，抗生物質の投与により腸内細菌を除去したマウスにおいてはノロウイルスの増殖性が低下することも示された．この研究により，B細胞がノロウイルスの標的細胞であること，腸内細菌がノロウイルスの感染における刺激因子であることが明らかになり，実験的な感染モデルの開発に成功した．
はじめに

　ノロウイルスは感染性胃腸炎の主要な原因であり，世界中で感染が確認されている1)．長年の試みにもかかわらず，ヒトのノロウイルスの実験的な感染モデルの確立は成功しておらず，抗ウイルス薬やワクチンの開発における大きな障害となっている．感染モデルを確立するには標的細胞を知ることが重要である．当初は，胃腸炎を起こすことから腸管上皮細胞がノロウイルスの標的細胞ではないかと考えられたが，腸管上皮細胞を使った感染実験はすべて失敗におわった．マウスのノロウイルスはマクロファージや樹状細胞といった免疫細胞でのみ増殖することにくわえ，ヒトのノロウイルスの感染者および実験動物の組織の分析により，近年，免疫細胞がヒトにおけるノロウイルスの標的ではないかという考えが強まった．しかし，マクロファージや樹状細胞を使った感染実験ではヒトのノロウイルスは増殖しなかった2)．一方で，ヒトのノロウイルスが組織血液型抗原に親和性のあることはすでに知られているが3)，組織血液型抗原はヒトの細胞だけでなく細菌の表面にも発現している．この研究では，過去に試みられたことのないB細胞を用い，さらに，組織血液型抗原を発現している腸内細菌をくわえることにより，培養細胞におけるノロウイルスの増殖に成功した．
1．マウスのノロウイルスはB細胞に由来する培養細胞に感染する

　マクロファージおよび樹状細胞がマウスにおけるノロウイルスの標的細胞であることはすでに明らかにされていたが，それ以外の免疫細胞についてはノロウイルスに対する感受性は不明であった．B細胞がノロウイルスの標的細胞である可能性は，ノロウイルスに感染したインターフェロン欠損マウスにおいてB細胞の豊富なパイエル板の胚中心にてウイルス抗原が検出されたこと4)，B細胞を欠損したマウスにおいては野生型のマウスと比べウイルスの増殖性が低いこと5)，ヒトのノロウイルスに感染させたチンパンジーにおいてB細胞にてウイルス抗原が検出されたこと6)，などから示唆されている．
　細胞への感染実験にはマウスノロウイルス1型（MNV-1）およびマウスノロウイルス3型（MNV-3）を使用した．MNV-1は病原性が高く，急性感染を起こし，防御免疫を誘導しない．一方で，MNV-3は病原性が低く，持続感染し，防御免疫を誘導する7,8)．MNV-1およびMNV-3をマウスの成熟したB細胞に由来するM12細胞およびマウスの未成熟のB細胞に由来するWEHI-231細胞に感染させ，培養上清にてウイルスを測定した．マウスのノロウイルスの研究に広く使用されているマウスのマクロファージ細胞に由来するRAW264.7細胞と比べ，B細胞に由来する細胞に感染したノロウイルスの増殖は遅く，ピーク時のウイルスの産生量も少なかったものの，ウイルスの増殖が確認された．さらに，マウスのノロウイルスに感染したRAW264.7細胞は48時間以内にすべて死滅するが，M12細胞への感染では5～15％の細胞のみが感染し細胞死は認められなかった．生存した細胞は50日間にわたり培養が可能であり，そのあいだ，ウイルスを産生しつづけた．一方，MNV-1に感染したWEHI-231細胞はすべて死滅したが，MNV-3に感染したWEHI-231の一部は生存した．生存したウイルスは20日間にわたり培養が可能であり，そのあいだ，ウイルスを産生しつづけた（図1）．このことから，マウスにおけるノロウイルスの持続感染にはB細胞が関与する可能性が示唆された．
2．マウスのノロウイルスは小腸のパイエル板のB細胞に感染する

　B細胞を欠損しているマウスの腸におけるノロウイルスの産生は，野生型のマウスに比べ有意に減少する．このB細胞の欠損によりみられるウイルス量の減少は小腸において観察されたが，大腸からは野生型マウスと同じ量のウイルスが検出された．さらに，小腸にのみ存在するリンパ組織であるパイエル板から精製されたB細胞において，ノロウイルスのゲノム遺伝子が定量PCR法により検出された．このことにより，マウスにおいてノロウイルスは小腸のB細胞，とくに，パイエル板のB細胞に感染していることが確認された．
3．ヒトのノロウイルスはB細胞に由来する培養細胞に感染する

　マウスのノロウイルスにおける結果から，これまで試みられていないB細胞を使うことにより，ヒトのノロウイルスの感染モデルを作製できるのではないかと考えた．実験には，現在，世界中に感染の広まっているノロウイルスGII.4株9) に感染した患者の糞便，および，ヒトのB細胞に由来するBJAB細胞を使用した．感染ののち，ノロウイルスのゲノム遺伝子を定量PCR法により測定したところ，感染の直後に比べ，感染ののち3日目には10倍，5日目には25倍の増加を示した．ウェスタンブロット法および間接蛍光抗体法により，ウイルスタンパク質の増加も確認された．ゲノム遺伝子の増加は感染のまえにウイルス源に紫外線を照射することによりさまたげられた．さらに，感染ののち3日目の培養上清を感染していないBJAB細胞に投与したところ，5日目までにウイルスのゲノム遺伝子は20倍に増加し，感染したB細胞が感染能をもつノロウイルスを産生していることが証明された．ヒトのノロウイルスがマウスのノロウイルスと同じように培養細胞において持続感染を成立させることができるかどうかを確かめるため，ヒトのノロウイルスに感染したBJAB細胞の培養を継続したが，ウイルスのゲノム遺伝子は細胞の継代ごとに減少し，持続感染は成立しなかった．
　ノロウイルスが腸管においてB細胞に感染するためには腸管上皮細胞を通り抜ける必要がある．ヒトの腸管の条件を再現するため，腸管上皮細胞に由来するHT-29細胞をトランスウェルにおいて培養し極性化させて感染実験を行った．HT-29細胞の基底側にBJAB細胞をくわえ，頂端側から未精製のウイルス源を用い感染を行った．感染ののち3日目にBJAB細胞にてノロウイルスのゲノム遺伝子を測定したところ，感染の直後に比べおよそ600倍のウイルスのゲノム遺伝子が認められた．基底側にBJAB細胞をくわえずに感染を行った場合には，基底側においてウイルスのゲノム遺伝子は増加しなかった．このことから，実際に，ヒトの腸管においてB細胞がノロウイルスの標的細胞になっている可能性が示された．
4．腸内細菌はノロウイルスの感染を促進する

　培養細胞を用いた感染実験において，ウイルス源となる患者の糞便を孔径0.2μmのフィルターによりろ過するとノロウイルスの増殖性は大幅に低下した．このことから，ヒトのノロウイルスは感染に補助因子を必要とすること，また，それはろ過により除去されるものであることが明らかになった．
　抗生物質により腸内細菌を除去したマウスにおいてはノロウイルスの増殖性が低下したことから，ノロウイルスの増殖には腸内細菌が貢献していることが示唆された．ヒトのノロウイルスは組織血液型抗原に対し結合性をもつことから，組織血液型抗原を発現する細菌が補助因子である可能性が考えられた．実験に使用したノロウイルスGII.4株はH型の組織血液型抗原に結合することが知られている．そこで，ろ過により精製したウイルス源をH型組織血液型抗原を発現する腸内細菌のひとつであるEnterobacter cloacaeとともにB細胞に感染させたところ，未精製のウイルス源による感染と同じ程度のウイルスの増殖が観察された．H型組織血液型抗原を発現していない大腸菌をともに感染させても，このようなウイルスの増殖はみられなかった．細菌の代わりに精製したH型組織血液型抗原をろ過精製したウイルス源にくわえた場合には，E. cloacaeをくわえたときと同じ程度のウイルスの増殖が観察され，腸内細菌によるノロウイルスの感染の促進は組織血液型抗原を介することが示唆された（図2）．この結果は，ポリオウイルスにおいて知られていた腸内細菌の存在が腸管系ウイルスの感染を促進するという過去の研究とも一致した10,11)．
おわりに

　現在，ヒトへのノロウイルスの感染は世界中で問題になっているが，いまだ効果的な抗ウイルス薬やワクチンは開発されていない．この研究において，ノロウイルスの感染に必要な補助因子の同定，および，感染を許容する標的細胞の発見により，これまで成功していなかったヒトのノロウイルスの実験的な培養モデルの開発に成功した．現在の系では増殖率がまだ低く，理想的な培養法の確立にむけさらなる改善が必要であるが，今回の培養モデルの確立が今後のノロウイルスの増殖機構の解明およびノロウイルス感染症の治療法の開発にむけた大きな一歩であることはまちがいないだろう．
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〈図説明〉

図1　マウスのノロウイルスはB細胞において持続感染する

（a）マウスのノロウイルスであるMNV-1およびMNV-3は，マクロファージに由来するRAW264.7細胞に対し100％の細胞に感染し，すべての細胞を死滅させる．
（b）成熟したB細胞に由来するM12細胞は，MNV-1あるいはMNV-3による感染により5～15％の細胞でのみウイルスタンパク質が検出され，細胞に対する障害性はほとんど認められない．感染したM12細胞は，一部の細胞がウイルスを産生している状態で継代することができる．
（c）未成熟なB細胞に由来するWEHI-231細胞の場合，MNV-1により100％の細胞が感染し細胞は死滅するが，MNV-3による感染では20％ほどの細胞は生存しつづけ継代が可能であり，そのあいだ，ウイルスの産生も持続する．
図2　ヒトにおけるノロウイルスの感染のモデル

ヒトのノロウイルスは腸管の内腔において，細菌の表面に発現する組織血液型抗原と結合する．ノロウイルスと細菌との複合体は，腸管上皮細胞を通り抜け粘膜固有層へと輸送される．粘膜固有層におけるノロウイルスのB細胞への感染は，ノロウイルスに結合した組織血液型抗原により促進される．
