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【ノロウイルスの分類】

　ノロウイルスとは，カリシウイルス科（Caliciviridae）
ノロウイルス属（Norovirus）ノーウォークウイルス種
（Norwalk viruses）のウイルスの一般的な呼称名である．
Caliciviridaeには，Norovirusの他に，Sapovirus, Lagovirus, 
Vesivirus, Nebovirusの合計 5つのウイルス属が存在する
（https://talk.ictvonline.org/taxonomy/）．正式には，カリ
シウイルス科（Caliciviridae），ノロウイルス属（Norovirus），
ノーウォークウイルス種（Norwalk virus）であるから，

“ノーウォークウイルス”と呼ぶのが正しい．今のところ
Norovirusのウイルス種は，Norwalk virusのみであるた
め，マスメディアなどで多用され，定着したノロウイルス
（NoV）がウイルス名として使用されている．本稿では，
以下慣例に従って Norwalk virusをノロウイルス（NoV）
とする．
　NoVのゲノム塩基配列は多様性に富んでおり，遺伝学
的 に ５ つ の genogroup に 分 別 さ れ る（https://talk.
ictvonline.org/taxonomy/）（図 1）．Genogroup I, II, IV（GI, 
II, IV） が ヒ ト に 感 染 す る NoV（Human Norovirus; 
HuNoV）（GIIにはブタに感染する株（Swine Norovirus; 
SwNoV）1, 2)，GIVにはイヌに感染する（Canine Norovirus; 
CaNoV）3)，ネコに感染する Feline Norovirus; FeNoV4, 5)

が含まれる），GIIIがウシに感染するノロウイルス 6)，そ
して GVがネズミに感染する NoV7)（Murine Norovirus, 
MNV）である．MNVは後述するように STAT1ノックア
ウト系のマウス脳内から分離されたため，マウスノロウイ
ルスと呼称されることもある．
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　ノロウイルスは，世界中に広く分布し，年間数十万人から数百万人に及ぶ非細菌性急性胃腸炎患者
を発生させ続けている．ノロウイルスの研究は，1972年に免疫電子顕微鏡観察によってウイルス粒
子が発見されて以来，感染感受性株化培養細胞の欠如，感染モデル動物の欠如によって長期にわたり
進展が阻害された状態が続いていた．ATCC等から入手可能な株化培養細胞を用いてノロウイルスの
増殖培養を試みたが，いずれも成功には至らなかった．2003年にネズミに感染するノロウイルスが，
STAT1と RAG2をノックアウトした（RAG）/STAT1–/–・マウスにおける致死感染因子としてマウ
スの脳内から発見された．このウイルスは，マウスのマクロファージ細胞株，RAW264.7細胞で効率
よく増殖培養させることが可能であった．ネズミノロウイルスの発見は，ノロウイルス研究の障壁を
取り去り，ノロウイルスの研究の突破口となると期待された．
　本稿では，このような背景から，ヒトノロウイルスの機能性レセプター分子の発見を狙い，日本と
北米でほぼ同時に進行したヒトノロウイルスのサロゲートウイルスとして有用性の高いネズミノロウ
イルスの機能性レセプター検索から発見に至までの研究を，ノロウイルス研究の背景とともに概説す
る．
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【MNVの特徴】

　MNV は，その形状とゲノムの性状から 5 番目の
genogroup, GV として発見され，2003 年に科学雑誌
Scienceに報告された 7)．プロトタイプウイルスは，Science
の報告に基づいてMNV-1と表記する．以来，北米，ヨーロッ
パなどから次々と新たなMNV株が分離され，塩基配列
データがデータベースに登録された 8)．MNV -S7株 9)は，
我が国で飼育している健常な実験用マウスの糞便サンプル
から分離培養された株の一つである．MNVの内，マウス
から分離された株の遺伝子配列の相同性は高く，ほぼ同じ
遺伝子型であり，MNV-1で誘導された中和血清で他の
MNV株を中和できることから，血清型も同じと考えて良
い 10, 11)．米国の実験用マウスでの血清学的調査において
MNV抗体が 22％に達する高い陽性率を示すことが報告さ
れた 12)．また，MNVが通常のマウスで持続感染を起こす
ことも示された 13)．さらに，感染 8週間後のマウス腸間

膜リンパ節，空腸，脾臓などからウイルス RNAが検出さ
れたことが報告され，糞口感染によるMNVの伝播が示さ
れた 13)．しかし，MNVに感染したマウスは，おう吐，下
痢などの消化管症状を示すことは少ない．通常は，ほとん
ど症状を示さないことが知られている．
　MNVは，マウス・マクロファージ細胞株 RAW264.7細
胞で，増殖培養が可能で，さらには，RNAベースのリバー
スジェネティックスやプラスミドベースのリバースジェネ
ティックスにより核酸から感染性ウイルスを産生すること
が証明されている唯一の NoVである 14-16)．

【ノロウイルスのレセプター研究史】

　HuNoVに近縁なラゴウイルス属のウサギ出血熱ウイル
ス（Rabbit Hemorrhagic Disease Virus; RHDV）が，組織
血液型抗原（HBGA）をレセプターとして細胞に感染して
いることが明らかにされていたため 17)，2002年にフラン
スの研究グループがヒトの組織血液型抗原（HBGA）と
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図 1 ノロウイルス属ノーウォークウイルス種の分子系統樹
1972年に発見された prototype Norwalk virus，2000年代に入り主要流行株となったGII.4を predominant strainとして示した．
各遺伝子グループには，宿主名を示した．
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HuNoVのウイルス様中空粒子（Virus like particle; VLP）
との結合について解析した 18)．彼らは，HuNoV-VLPがヒ
トの HBGAに結合することを発見し，ヒトの組織血液型
抗原（HBGA）をレセプターとしている可能性を示唆した．
以来，HBGAと HuNoV-VLPを用いた結晶構造解析など
最新の構造生物学的アプローチにより，分子レベルでの結
合メカニズムの研究が進められた 19)．VLPの突起部分で
ある VP1の P-domainに HBGAの結合ポケットが存在し，
そこに HBGAが特異的に結合することが報告された．さ
らに，HBGAを分泌できる個体と分泌できない個体では，
分泌できない個体の感染感受性が統計学的有意に低いこと
が明らかになった 20)．しかし，細胞表面に HBGAを発現
させても，HuNoVは感染しないことが明らかになった 21, 22)．
実際に VLPが細胞に結合する際に HBGAを使うのか否か
を確かめるため，その現象の可視化が試みられた 23)．結
腸由来の培養細胞 Caco-2を用いた実験では，VLP は細胞
の分化誘導に伴って結合効率が上昇することが分かった
が，結合した VLPと HBGAはほとんど共局在しなかった．
さらに不思議なことに，VLPは HBGAを発現していない
細胞にも効率よく結合した．次に，実際にヒトの体内では
どのように HuNoVが小腸に結合するのかを可視化するた
め，小腸の生検サンプルを用いて VLPの結合実験が行わ
れた（図 2）．すると，VLPは腸管上皮細胞だけではなく，
ゴブレット細胞にも非常に効率よく結合した．HBGAと
の共局在が認められる部分も存在したが，共局在しない部
分がより多く認められることが明らかになった．驚くべき
ことに Caco-2を用いた結合実験と異なり，細胞に結合し
た VLPは非常に速やかにかつ高効率で細胞内に侵入する

ことが示されたのである．HBGAに結合しない性質を持
つ VLPを用いて，同様にヒト小腸への結合実験を行った
ところ，その VLPも腸管上皮細胞やゴブレット細胞に結
合し，非常に効率よく細胞内に取り込まれることが明らか
にされた．これらの結果から，HuNoVは HBGAと異なる
未知のレセプター分子を利用して細胞に結合・侵入してい
る可能性あることが示唆された 23)．
　後述のように，現在も HuNoVの細胞への侵入，感染に
直接関わるレセプター分子の探索が進められているが，未
だに HuNoVレセプター分子は見つかっていない．

【ノロウイルスの宿主特性はレセプター依存的である】

　HuNoV患者の便に含まれる HuNoV粒子は，二次感染
を引き起こすことから感染性を有することは明らかであ
る．この HuNoVから RNAを取り出して培養細胞に導入
したところ，ORF1にコードされる非構造タンパク質が正
常に作られ，ゲノム複製以降のステップが回って新生感染
性粒子が放出された 21)．この研究により，HuNoVは細胞
に侵入して，ゲノムを細胞内に放出することができれば複
製増殖が可能であることが示唆された．この仮説を元にヒ
ト細胞内で稼働するEF-1αプロモーターの下流にHuNoV
の cDNAを挿入したプラスミドクローンを作出し，核酸
から HuNoVを作製するリバースジェネティックス（RGS）
の構築が試みられた 16)（図 3）．ヒト株化培養細胞である
293T, Caco2，Huh7，サルの株化培養細胞である COS7に
導入し，HuNoVのゲノム RNAを細胞内で合成させたと
ころ，非構造タンパク質合成，構造タンパク質合成，ゲノ
ム複製が行われ，最終的に電子顕微鏡で観察可能な新生ウ
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図 2 ヒト小腸バイオプシに取り込まれた VLPと腸管表面に存在する HBGAの免疫染色像
ノロウイルス VLPを緑色に，HBGA 赤色で蛍光免疫染色した．左端の四角部分の拡大増を右に示した．右端の 2枚は，VLP

染色（緑単独），HBGA染色（赤単独）の画像．この 2枚を重ね合わせ，VLPと HBGAの共局在を調べた．共局在すると重
ね合わせた画像上でオレンジ色になる．
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イルス様粒子が産生されることが明らかになった．しかし，
HuNoVには感受性細胞が無いため，新生ウイルス様粒子
の感染性は確認できず，この RGSが遺伝子から感染性の
ある新生ウイルス粒子を作出できるか否かの確認は，
MNV を用いて行われた．MNV の cDNA を HuNoV の
cDNAに入れ替えた前述のプラスミドクローンは，ヒト由
来細胞とサル由来細胞，さらにはイヌ，ネコ，ハムスター
などの動物由来細胞から新生ウイルス粒子を作出し，その
新生ウイルス粒子は，MNV感受性細胞である RAW264.7
細胞で感染増殖が可能だった．この結果により， MNVの
宿主特異性は細胞内の複製工程では無く，細胞への侵入工
程，つまりレセプター依存的であることが示唆された．

【MNVのレセプター検索】

　NoVの研究において，宿主特異性に関わるレセプター
を含む宿主因子を同定できれば，抗ウイルス薬，消毒薬な
どの薬剤開発，複製増殖機構の解明，ワクチン開発，組織
特異性，病原性等の機序の研究を大きく前進させることは
明白である．しかし，HuNoVは感受性を示す株化培養細
胞が無く，試験管内増殖培養ができない 24, 25)．それに対

して，MNVは，RAW264.7細胞で増殖培養が可能な NoV
であり，RAW264.7細胞の細胞表面にはMNV特異的なレ
セプター分子が発現しているはずである．RAW264.7細胞
表面に存在するMNVレセプターは，HuNoVで HBGAが
レセプターとされていたように，細胞表面にある糖鎖では
ないかと予想されていた．程なくして，MNVはシアル酸
を認識して細胞に結合すると報告がなされ 26)，シアル酸
がMNVレセプターの第一候補と考えられるようになっ
た．しかし，同時に，HBGAもシアル酸もウイルスを細
胞内に取り込む機能を持たないかもしれないとする疑問も
生じ始めていた 21)．我々と米国の研究グループは，互い
に全く独立した研究を実施し，The Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats; CRISPR/Cas9 
enzymeと guideRNA; gRNAを用いたゲノムワイドランダ
ムノックアウトシステムを利用してMNV感染に必須な因
子の探索を開始した 27, 28)（図 4）．
　MNVは RAW264.7細胞に対して細胞障害性（Cytopathic 
effect; CPE）を示す．つまり，MNVが感染した RAW264.7
細胞は細胞死に至る．我々は，CRISPR/Cas9ゲノムワイ
ドノックアウトシステム遺伝子をランダムにノックアウト
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図 3 ノロウイルスのリバースジェネティックスシステム
ヒトノロウイルスやネズミノロウイルスの全長 cDNAを EF1αプロモーター下流にクローニングしたプラスミドを，非感受
性細胞である HEK293T (ヒト腎上皮細胞由来培養細胞 )や，COS7（アフリカミドリザル腎上皮細胞由来）に導入すると，核
内に移動したプラスミド DNAからウイルス RNAが転写され，以降のサイクルが進行して新生ウイルスが産生される．
Katayama et al, PNAS 111(38), E4043-52, 2014
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させた．生き残った RAW264.7細胞を増殖培養し，それら
に含まれている gRNAの配列を次世代シーケンサー
（Illumina MiSeq）で網羅的にシーケンスしたところ，最
もリード数の多い遺伝子として Cluster of Differentiation 
300lf; CD300lf29)が検出されたのである（図 5）．この結果は，
この遺伝子産物である CD300lf蛋白質が，RAW264.7細胞
におけるMNV感受性を支配的にコントロールするレセプ
ター分子である可能性が極めて高いことを示唆していた．
そこで，次に CD300lf遺伝子のみを CRISPR/Cas9でノッ
クアウトした RAW264.7細胞を作出し，MNV感染感受性
を調べると，CD300lfノックアウト RAW264.7細胞は
MNVに対する感受性を失っていた．更に，通常の
RAW264.7細胞表面の CD300lfを抗マウス CD300lf抗体で

した RAW264.7細胞を作出し，そこにMNVを感染させて
感受性細胞を細胞死に導いた後，生き残った細胞があるな
ら，それはMNV増殖に必須な宿主細胞の遺伝子，つまり，
レセプターなどを失った細胞であるはずだと仮説を立て，
研究を開始した．あらかじめ，Cas9遺伝子を組換えレン
チウイルスを用いて，RAW264.7細胞に導入して Cas9を
定常的に発現する RAW264.7細胞を作出した．次に，マウ
スの全ての遺伝子をターゲットにしたgRNAライブラリー
を，組換えレンチウイルスによって Cas9を定常的に発現
している RAW264.7細胞に導入することで，細胞の遺伝子
をランダムにノックアウトした．そこに，MNV-S7株，も
しくはMNV-1株を 1以上のMultiplicity of Infection; MOI
で感染させ，MNV感受性を有する RAW264.7細胞を死滅

図 4 CRISPR/Cas9によるゲノムワイド遺伝子ノックアウトシステム概略
a) Cas9酵素をコードする遺伝子をレンチウイルスによって細胞の遺伝子に組み込み，Cas9を恒常的に発現する細胞を作製す
る．そこに宿主細胞の遺伝子に相同性を持つ gRNA配列のライブラリーをレンチウイルスによって導入する．
b) MOI=1で gRNAライブラリーレンチウイルスを感染させ，一細胞につき一遺伝子をノックアウトする．その後，MNVを
感染させ，感染感受性を示す細胞に細胞死を誘導する．生き残った細胞に導入された gRNAの配列を次世代シーケンサーを
用いて解析する．

a)

b)
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た（図 6）．すると，全ての細胞でMNVの感染と増殖が
確認され，CD300lf分子依存的感受性変化を確かめること
ができた．
　CD300lf30, 31)は，a, b, c…hまでの分子が報告されている
CD300ファミリーの一種である（図 5）．CD300lfと lf以
外の CD300分子とのアミノ酸配列の相同性を調べると，
CD300lfと CD300ld31)の N-terminal側の配列の相同性が
非常に高いことが判明した．しかし，CD300ldは CD300lf
と異なり，細胞質側ドメインを持たないため，細胞内への
ウイルス粒子取り込みにかかる信号伝達が起きず，レセプ
ターとして機能しない可能性がある．そこで，CD300lfと
同様に CD300ldについても非感受性細胞である HEK293T
に導入し，MNV感受性の変化を調べた．すると，驚くべ

ブロックすると，MNV感受性は有意に低下した．抗ヒト
CD300lf抗体でブロックを試みたが，MNV感受性に変化
は生じなかった．これらのデータは，細胞表面に発現して
いる CD300lf分子がMNVの感受性に直接関与するレセプ
ターであることを示唆していた．
　次に，RGSなどの報告で示されているように，NoVの
宿主特異性がレセプター依存的だとするなら，レセプター
候補の CD300lf遺伝子を導入した株化培養細胞は，マウス
以外の動物由来の細胞であってもMNV感受性になるはず
である．それを確認するために，ヒト由来細胞 HEK293T, 
ハムスター由来 CHO，ネコ由来 CRFK，マウス由来であ
るがMNV非感受性の NIH3T3にそれぞれ CD300lf遺伝子
を導入して定常的に発現させ，MNV感受性の変化を調べ
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LMIR4(AB292062)aa.pep      1 MWQFSALLL-F-F-LPGCCTAQNPVTGPEEVSGQEQGSLTVQCQYTSDWKDYKKYWCQGVPQKSCVFLIETDKSEQLVKKNRVSIRDNQR     87
                             * ..* **..*.*...*****..********************.***.*********.*....**  *.***.*****************

Mus-AB292061aa.pep        89 DFIFTVTMEDLRMSDAGIYWCGITKAGPDPMFKVAVNIGPAIQVPITVPTMPPITSTTTIF-TVTTTVKETSMFPTLTGYYSDNGHGGGD    177
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                             .*****.******************.* **.*** *.*.**...*.....*...*.*.*.. ........*......* ...........

Mus-AB292061aa.pep       178 SGGGEDGVGDGFLDLSVLLPVISAVLLLLLLVASLFAWRMVRRQKKAAGPPSEQAQSLEGDLCYADLSLKQPRTSPGSSWKKGSSMSSSG    267
RAW-CD300LFaa.pep        178 SGGGEDGVGDGFLDLSVLLPVISAVLLLLLLVASLFAWRMVRRQKKAAGPPSEQAQSLEGDLCYADLSLKQPRTSPGSSWKKGSSMSSSG    267
LMIR4(AB292062)aa.pep    169 TRSLLSSI---YF-L--LMVFVELPLLLSMLSAVL--W-VTRPQRCFGRGENDLVKTHSPVA----------------------------    221
                             ..............*..*.......***..*.*.*..*...*.*..............................................

Mus-AB292061aa.pep       268 KDHQEEVEYVTMAPFPREEVSYAALTLAGLGQEPTYGNTGCPITHVPRTGLEEETTEYSSIRRPLPAAMH                        337
RAW-CD300LFaa.pep        268 KDHQEEVEYVTMAPFPREEVSYAALTLAGLGQEPTYGNTGCPITHVPRTGLEEETTEYSSIRRPLPAAMP                        337
LMIR4(AB292062)aa.pep    222 ----------------------------------------------------------------------                        221
                             ..................................................................... 

a) 

b) 

図 5 CD300ld, CD300lfのアミノ酸配列と CD300ファミリーの模式図
a) マウス CD300lf（Mus-AB292061）, RAW細胞の CD300lf（RAW-CD300LF）,  マウス CD300ld（LMIR4 AB292062）のアミ
ノ酸配列のマルチプルアライメントを示した．
b) CD300ファミリーの蛋白質の模式図．CD300ファミリーはアルファベットで表示される場合と，LMIRとして番号で表記
される場合がある．上部には，アミノ酸相同性を示した．CD300は，leukocyte mono-Ig-like receptor (LMIR) とも表記され，
tyrosine-based activating motifs (ITAM)を細胞質内ドメインに有するか，細胞膜上にある ITAMを有する DAP12，DAP10，
FcRgなどの分子（LMIR2,8,6,5,7,4に図示）と結合して細胞内シグナリングを行う．
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を分泌できない Fut2遺伝子欠損マウスに対して，MNV
の感染感受性試験を行い，野生型マウスと比較検討を実施
したが，両者の感染感受性は同等であった．細胞レベルで
は，マンノシダーゼ処理細胞と未処理細胞を比較検討した
が，細胞表面に結合するMNVのレベルには有意差が無
かった．彼らの予想に反し，MNVの細胞への接着と感染
には CD300lf分子の発現が必要十分条件であり，それ以外
の細胞側の糖鎖は関与していないとの結論に達したのであ
る．しかし，一方で彼らは血清中の分子量 50 kDa以下の
非タンパク質性耐熱性分子がコファクターとして機能し，
MNVの感染感受性を向上させる働きがあることを示唆し

きことに細胞質ドメインを持たないCD300ldもレセプター
として機能したのである．また，in vitroの実験系において，
MNVは細胞への感染に際し，シアル酸を必要としていな
いことも示唆された．HuNoVの場合も，MNVと同様に，
in vitro の系ではレセプター分子があれば，HBGAは必要
ないのかもしれない．
　米国のグループもほぼ同時に，同様の方法で CD300lf分
子がレセプターであるとの結論にたどり着いていた 28)．
彼らは，シアル酸，又は糖脂質が，MNVが細胞に接着す
る際に重要な役割を果たすレセプターであると報告してい
たため，これらの役割について再検討を試みた．HBGA

CD300lf

図 6 MNVのレセプター検索
A) レセプター分子 CD300lf-DNAを導入したヒト細胞（293T)の CD300lf分子の発現が確認された．
B) CD300lfにMNVが結合することが確認された．
C) CD300lf発現 293T細胞内にMNVが感染し，MNVタンパク質が合成されていることが確認された．
D) CD300lf発現 293T細胞内にMNVが感染し，培養上清中に感染性のある新生MNVを放出していることが確認された．
E)ネコの細胞（CRFK），ハムスターの細胞（CHO）サルの細胞（COS7)MNV感受性のないマウスの細胞（NIH3T3）に
CD300lfを導入して発現させた．
F) それぞれの CD300lf発現細胞内にMNVが感染し，MNVタンパク質が合成されていることが確認された．
G) それぞれの CD300lf発現細胞にMNVが感染し，培養上清中に感染性のある新生MNVを放出していることが確認された．
Haga K., et al, PNAS, 113(41) E6248-E6255, 2016 .
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virus containing infectious genomic RNA. Proc Natl 
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Jiang X, Le Pendu J: Norwalk virus binds to histo-
blood group antigens present on gastroduodenal epi-
thelial cells of secretor individuals. Gastroenterology 
122:1967-1977, 2002. 
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affect binding to human histo-blood group antigens: 
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た．しかし，それ以上このコファクターに関する情報の提
供は無い．彼らは，更に CD300lf遺伝子をノックアウトし
たトランスジェニックマウスを用いてMNV感染に対する
感染抵抗性を調べ，CD300lf分子がMNV感染に必須であ
る事を明らかにした．また，HeLa細胞に CD300lf分子を
導入し，非感受性細胞である HeLa細胞が CD300lf分子を
導入すると感染感受性細胞になることも明らかにした．

＜終わりに＞

　CD300lf, CD300ld分子のアミノ酸配列は，動物種によっ
て多様性があり，この多様性が NoVの宿主特異性に関係
していると考えられた．我々よりも一月早く同様の結果を
Scienceに報告した米国のグループも，同様の考察を示し
ていた．しかし，自然はそう単純では無く，我々の予想を
裏切っている可能性が高い．CD300lf, CD300ldのヒトの
Homologを発現させた細胞を作出するのは簡単なことで
あり，HuNoVの感染感受性を試すことも困難では無い．
MNVレセプター発見から早くも一年が経過しようとして
いるが，HuNoVのレセプターに関する報告は無い．我々
は再びスタートラインに立ち，ゼロから HuNoVのレセプ
ター探しをする必要があるのかもしれない．
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 Norovirus is the leading cause of acute gastroenteritis worldwide. Since the discovery of 
human norovirus (HuNoV), an efficient and reproducible norovirus replication system has not been 
established in cultured cells. Although limited amounts of virus particles can be produced when the 
HuNoV genome is directly transfected into cells, the HuNoV cycle of infection has not been 
successfully reproduced in any currently available cell-culture system. Those results imply that the 
identification of a functional cell-surface receptor for norovirus might be the key to establishing a 
norovirus culture system. Using a genome-wide CRISPR/Cas9 guide RNA library, we identified 
murine CD300lf and CD300ld as functional receptors for murine norovirus (MNV). The treatment of 
susceptible cells with polyclonal antibody against CD300lf significantly reduced the production of viral 
progeny. Additionally, ectopic CD300lf expression in nonsusceptible cell lines derived from other 
animal species enabled MNV infection and progeny production, suggesting that CD300lf has potential 
for dictating MNV host tropism. Furthermore, CD300ld, which has an amino acid sequence in the 
N-terminal region of its extracellular domain that is highly homologous to that of CD300lf, also 
functions as a receptor for MNV. Our results indicate that direct interaction of MNV with two cell-
surface molecules, CD300lf and CD300ld, dictates permissive noroviral infection.


