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感染性胃腸炎の主要な原因ウイルスであるヒトノロウイルス（HuNoV）は培養系が確立されていなかったが，近年，ヒ

ト iPS 細胞由来腸管上皮細胞（iPS-DIEC）を用いた HuNoV 分離培養の成功事例が報告されている．現在，iPS-DIEC は国

内でも市販されており，iPS細胞の培養や，目的とする細胞への分化処理に関する技術に習熟していなくても，簡便に iPS-

DIEC を利用することが可能となっている．本研究では，HuNoV 陽性の糞便検体を分離材料として，市販の iPS-DIEC に

HuNoV を接種し，分離培養を試みた．その結果，HuNoV 遺伝子型別にみると RNA コピー数ベースで，最大 HuNoV 

GII.2[P16]は約300倍，GII.3[P12]は約20倍，GII.6[P7]は約700倍，GII.7[P7]は約1,000倍，GII.4[P16]は約3.8倍，GII.17[P17]

は約 1.5 倍に増加した．また HuNoV陽性の糞便検体を，85°Cで 5分間加熱して培養が可能か調べたところ，加熱処理によ

り増殖が抑制されることを確認した．以上の結果から，市販の iPS-DIEC は，簡便な取り扱いで HuNoV の培養が可能であ

り，加熱処理等の HuNoV 不活化試験等に応用できることが示唆された． 

 

キーワード：ヒトノロウイルス，ウイルス分離，ヒトiPS細胞由来腸管上皮細胞 

 

は じ め に 

ヒトノロウイルス（HuNoV）は，嘔吐や下痢等を主症

状とする急性胃腸炎の主要な原因ウイルスであり，食中毒

や，保育園，医療機関，高齢者施設等における胃腸炎の集

団発生を引き起こす1)． 

しかしながら，HuNoVの感染様式や増殖メカニズムに

は不明な点が多く，有効なワクチンや治療薬開発には至っ

ていない2)．またHuNoVの加熱処理や消毒剤による不活化

試験についても，ネコカリシウイルスやマウスノロウイル

ス等の代替ウイルスを用いて行われてきたのが現状である

3,4)．その理由としてHuNoVの培養系が確立されていなか

ったことが挙げられる2,5)．  

長年，培養が困難とされていたHuNoVであるが，近

年，ヒトiPS細胞由来腸管上皮細胞（iPS-DIEC）を用い

た，HuNoV分離培養の成功事例が報告されている6)．通

常，ヒトiPS細胞の継代培養や，目的とする細胞への分化

処理には高度な技術を要するが，いくつかの国内メーカー

からiPS-DIECが市販されるようになり，製造元のプロト

コルに従うだけで，iPS-DIECを簡便に利用することが可

能となっている7)． 

そこで本研究では，市販のiPS-DIECと，食中毒事例で

当センターに搬入されたHuNoV陽性の糞便検体を使用

し，これまで困難とされていたHuNoVの分離培養を試み

たので報告する．  

 

 

実 験 方 法 

1. 供試材料 

1) iPS-DIEC 

本研究では，富士フイルム和光純薬より販売されている

iPS-DIEC（製品名F-hiSIEC）を使用した．F-hiSIECの培養

は製造元のプロトコルに従った．すなわち，マトリゲル

（Corning）をコートした 96 well plate 上に F-hiSIEC を播

種し，F-hiSIEC 専用培地（以下，培地とする）を 1 日おき

に交換しながら 37°C, 5% CO2の条件下で，10 日間培養し

て F-hiSIECを使用可能な状態まで成熟させた（図 1）．ま

た 96 well plate 内の保湿のため，96 well plate 上の細胞培養

に使用しない well に PBS を 200 µl ずつ加えた． 

 

2) HuNoV 陽性の糞便検体 

2023年4月から2024年5月までに，当センターに食中毒検

体として搬入され，HuNoV陽性となった糞便検体のう

ち，HuNoV GII.2[P16]を6検体，GII.3[P12]を1検体，

GII.4[P16]を6検体，GII.6[P7]を3検体，GII.7[P7]を9検体，

GII.12を1検体，GII.17[P17]を1検体の合計27検体を選定し

て，HuNoV分離培養に供試した． 

これらの糞便検体は，PBSで10％乳剤に調製し，10,000 

gで20分遠心後，得られた上清を0.22 µmフィルターでろ過

除菌して使用した． 
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図1. F-hiSIECの培養フロー 

 

2. HuNoV分離培養方法とウイルス定量 

1) HuNoV 分離培養方法 

製造元のプロトコルに従い，使用可能な状態まで96 well 

plate上で培養した市販のiPS-DIECから，培地を除去し，

PBSで1回洗浄した． 

200 µl中に，HuNoVのRNAコピー数ベースで約2×10⁶～

2×10⁷コピー相当になるように，ろ過除菌した糞便乳剤

を，培地で希釈して各wellのiPS-DIECに接種した．さらに

佐藤らの報告6)を参考に，各wellのiPS-DIECに対し0.03%の

濃度になるようにブタ胆汁（Sigma-Aldrich）を加えた． 

37°C, 5% CO2の条件下で，3時間HuNoVをiPS-DIECに吸

着させた後，PBSで2回洗浄し，2回目の洗浄液を回収し

て，HuNoV増殖前の比較対象（0 days postinfection : dpi） 

とした．その後，0.03 %ブタ胆汁入りの培地を200 µl加え

て，37°C, 5% CO2の条件下で5日間培養後，培養上清を回

収しHuNoV培養検体（5 dpi）とした（図2）． 

 

2) 加熱処理した糞便乳剤からの HuNoV 分離培養 

HuNoVの分離培養において，分離材料として使用可能

であることを確認した糞便乳剤について，HuNoV RNAコ

ピー数ベースで5×10⁶ copies相当を採り，85°C, 5分間の加

熱処理に供した．加熱処理にはサーマルサイクラーを使用

した．その後，0.03 %ブタ胆汁入りの培地で希釈し，培養

したiPS-DIECでの，HuNoV培養が可能か検討を行った．  

 

3) リアルタイム RT-qPCR による HuNoV RNA 定量 

供試検体140 µlを用いて，QIAamp Viral RNA Mini Kit

（QIAGEN）により核酸抽出を行った．抽出した核酸を鋳

型とし，QuantiTect Probe RT-PCR Kit（QIAGEN）を用い

て，QuantStudio 12K（Thermo Fisher Scientific）によるリ

アルタイムRT-qPCRを行った．反応条件は，50°C 30分，

95°C 15分の後，94°C 15秒および56°C 1分15秒を45回繰り

返した．HuNoV GII検出用プライマーはCOG2F（CAR 

GAR BCN ATG TTY AGR TGG ATG AG) / COG2R（TCG 

ACG CCA TCT TCA TTC ACA），プローブはRING2-TP

（FAM-TGG GAG GGC GAT CGC AAT CT-TAMRA）を使

用した8)．HuNoV GII RNAスタンダードサンプル（102-107 

copies）から検量線を作成し，糞便乳剤および，0 dpiと5 

dpiの検体中のHuNoV RNAコピー数を算出した． 

 

 

図2. iPS-DIECを使用したHuNoV培養フロー
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結果及び考察 

1. HuNoVの分離培養方法の検討 

HuNoV分離培養の成否については，iPS-DIECへの

HuNoV吸着後に得た2回目の洗浄液をHuNoV増殖前の比較

対象（0 dpi）として，37°C, 5% CO2の条件下で5日間培養

し，得られた上清（5 dpi）に含まれるHuNoV RNAコピー

数を，リアルタイムRT-qPCRにより比較して評価を行っ

た．その結果27検体中18検体で，iPS-DIECに接種した

HuNoV RNA コピー数を上回る量ではないが，HuNoV吸

着後に得た2回目の洗浄液と比較して，HuNoV RNAコピ

ー数の増加を確認した（表1）． 

HuNoVの遺伝子型別にみると，HuNoV RNAコピー数ベ

ースで0 dpiと比較して，5 dpiでは5日間の培養により，最

大で，HuNoV GII.2[P16]は約300倍，GII.3[P12]は約20倍，

GII.6[P7]は約700倍，GII.7[P7]は約1,000倍，GII.4[P16]は約

3.8倍，GII.17[P17]は約1.5倍に増加した（図3）．

GII.4[P16]，GII.17[P17]型は他の遺伝子型に比べて増加量

が少なかったが，この傾向が遺伝子型によるものか，ある

いは選定した糞便検体中の感染性粒子の量に影響されたか

については不明であり，さらなる検討が必要である． 

吸着に使用したウイルス量に着目すると，吸着反応に使

用するウイルス入り培地に含まれるHuNoV RNAコピー数

が1×10⁶ copiesを下回っている場合，HuNoVの増殖が確認

できなかった．一方，HuNoV RNAコピー数ベースで1×10⁶ 

copies以上を吸着させた場合でも，28％ (7/25)の割合で

HuNoVの増加を確認できなかったことから，必ずしも

HuNoV RNA量が十分であってもHuNoV感染性粒子が含ま

れているとは限らないことが推察された． 

またHuNoV培養5日目に細胞変性効果（CPE）について

観察を行ったところ，HuNoV未接種のiPS-DIECと比較し

て，形状の違いはみられず，CPEは確認されなかった．  

今回の検討では，HuNoV GII.17[P17]が，最大で約1.5

倍，GII.7[P7]が最大で約1,000倍と，HuNoVの遺伝子型に

よって増加量に差がみられたことから，HuNoVの遺伝子

型は，HuNoV分離培養の成否における重要な要素である

ことが推察された． 

 

表1. 各遺伝子型のHuNoV分離培養結果 

 

検体番号 遺伝子型
吸着に使用したHuNoV量

（HuNoV RNA copies / well）

培養前サンプル中のHuNoV量

（0 dpi HuNoV RNA copies / well）

5日間培養後のHuNoV量

（5 dpi HuNoV RNA copies / well）
増加量（5 dpi / 0 dpi）

1 GII.2[P16] 9.4×10
4

N.D. N.D. 増加せず

2 GII.2[P16] 4.0×10
6

N.D. N.D. 増加せず

3 GII.2[P16] 2.0×10
6

5.4×10
3

2.1×10
3

増加せず

4 GII.2[P16] 2.0×10
6

1.8×10
5

8.6×10
5

4.8倍

5 GII.2[P16] 2.0×10
6

2.8×10
4

1.7×10
5

6.1倍

6 GII.2[P16] 4.0×10
6

5.2×10
3

1.7×10
6

327倍

7 GII.3[P12] 6.0×10
6

1.1×10
5

2.3×10
6

20.9倍

8 GII.4[P16] 2.0×10
7

N.D. N.D. 増加せず

9 GII.4[P16] 2.0×10
6

N.D. N.D. 増加せず

10 GII.4[P16] 2.0×10
7

4.5×10
4

2.7×10
4

増加せず

11 GII.4[P16] 2.0×10
7

2.5×10
5

3.2×10
5

1.3倍

12 GII.4[P16] 2.0×10
7

2.0×10
5

5.2×10
5

2.6倍

13 GII.4[P16] 6.0×10
6

2.0×10
5

7.5×10
5

3.8倍

14 GII.6[P7] 2.0×10
6

4.3×10
4

6.8×10
5

15.8倍

15 GII.6[P7] 2.0×10
6

6.7×10
3

3.2×10
4

4.8倍

16 GII.6[P7] 1.0×10
6

N.D. 7.0×10
4

700倍※

17 GII.7[P7] 3.5×10
6

N.D. N.D. 増加せず

18 GII.7[P7] 2.0×10
6

6.0×10
4

6.0×10
4

増加せず

19 GII.7[P7] 2.0×10
6

3.0×10
5

8.1×10
5

2.7倍

20 GII.7[P7] 2.0×10
6

6.4×10
4

2.3×10
5

3.6倍

21 GII.7[P7] 4.0×10
6

3.1×10
4

5.5×10
5

17.7倍

22 GII.7[P7] 3.7×10
6

N.D. 8.6×10
3

86倍※

23 GII.7[P7] 2.0×10
7

1.1×10
3

1.2×10
5

109倍

24 GII.7[P7] 4.4×10
6

N.D. 8.7×10
4

870倍※

25 GII.7[P7] 3.0×10
6

N.D. 1.0×10
5

1000倍※

26 GII.12 5.0×10
5

2.9×10
3

N.D. 増加せず

27 GII.17[P17] 2.0×10
6

2.4×10
4

3.6×10
4

1.5倍

N.D. : 検出限界以下

※検量線作成時に100 copies以下のHuNoV GII RNAスタンダードサンプルがリアルタイムRT-qPCRの検出限界を下回ったため，

　検出限界以下となった培養前のHuNoV RNA量（0 dpi）については，RNA量を100 copiesとして増加量を算出した．
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図3. 各遺伝子型ごとの最大増加量（HuNoV RNA copies / well） 

 

 

2. ブタ胆汁の添加がHuNoV増殖に与える影響 

腸管ウイルスの中でも，コクサッキーウイルスA群やエ

ンテロウイルス71，ヒトロタウイルスの分離培養では，培

地への胆汁の添加は必要とされていないが9,10)，腸管ウイ

ルスのうち，ブタサポウイルスは，培養細胞を用いた培養

系に胆汁が必須であることが報告されている11)．加えて，

iPS-DIECを用いたHuNoVの培養や，ヒト十二指腸由来細

胞を用いたヒトサポウイルスの培養においても，培地への

胆汁の添加の必要性が報告されている6,12)．今回の検討で

も，佐藤らの報告を参考にブタ胆汁を培地に添加した6)． 

HuNoV GII.2[P16]についてHuNoV RNAコピー数ベース

で4×10⁶ copies相当をiPS-DIECに接種し，0.03%ブタ胆汁添

加条件と非添加条件でHuNoV分離培養を試みたところ，

ブタ胆汁非添加条件では，HuNoVの増殖を確認できなか

った（図4）．このことから，HuNoV分離培養はブタ胆汁

の添加が必要であることが示唆された． 

 

 

 

 

 

図4. 胆汁非添加条件におけるHuNoV増加の比較 
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3. 加熱処理がHuNoV増殖に与える影響 

HuNoVの分離培養において，分離材料として使用可能

であることを確認したHuNoV GII.7[P7]陽性の糞便検体を

用いて，加熱処理がHuNoV増殖に与える影響について検

討した．HuNoV RNAコピー数ベースで5×10⁶ copies相当の

糞便乳剤100 µlを，非加熱の状態ないし，85°C, 5分間の加

熱処理後，0.03 %ブタ胆汁入りの培地で希釈した．その後，

iPS-DIECに接種することで，加熱処理がHuNoV増殖に与

える影響を比較検討した．その結果，非加熱の検体は

HuNoV RNAコピー数ベースで5日間の培養により約154倍

に増加したが，加熱処理を行った検体のHuNoVの増加は

認められなかった（図5）． 

 

 

図5. 非加熱および加熱処理したHuNoV増加の比較 

 

厚生労働省は，HuNoV汚染の恐れがある二枚貝におけ

る，HuNoVの不活化条件について，二枚貝を中心温度

85°C～90°Cで90秒間加熱することを提唱しているが13)，

今回の実験結果においても，同様の条件での加熱により，

HuNoVは感染力を失うことが示唆された．今回の検討は

HuNoV GII.7[P7]を含む糞便乳剤を使用した検討であるこ

とに留意する必要があるものの，HuNoVの加熱処理や消

毒剤による不活化試験等の検討に，市販のiPS-DIECを使

用したHuNoV培養系が応用可能であることが示唆された． 

 

ま と め 

 市販のiPS-DIECとHuNoV陽性の糞便検体を使用し，こ

れまで困難とされていたHuNoVの分離培養を試みた．

HuNoV陽性の糞便検体を分離材料として市販のiPS-DIEC

にHuNoVを接種し，0.03%ブタ胆汁添加条件下でHuNoVを

5日間培養したところ，HuNoVの遺伝子型によって差が見

られたが，最大で約1,000倍のHuNoV増加を確認した． 

HuNoVの遺伝子型によって増加量に差がみられたこと

から、HuNoVの遺伝子型が分離培養の重要な要素である

ことが示唆された． 

また，CPEについて確認を行ったところ，HuNoV未接

種のiPS-DIECと比較して，CPEは確認されなかった． 

 さらに，HuNoV陽性の糞便乳剤について，85°C, 5分間

の加熱処理を行った後，本研究で用いたHuNoV培養系に

供したところ，HuNoVの増加は確認されなかった． 

以上から，入手しやすく，また簡便に使用可能な市販の

iPS-DIECはHuNoV培養ツールとして使用でき，また

HuNoV制御を目的とした加熱実験や消毒剤の効果検討に

応用できると考えられる． 
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Study of Human Norovirus Culture Method Using Commercially Available 

Human iPS Cell-Derived Intestinal Epithelial Cells 

 

Shota YOKOTAa, Hiroyuki ASAKURAa, Satoru AKASEa, Akane NEGISHIa, Hitoshi ITOa, Kenshiro KUROKIa,  

Miyu KOIZUMIa, Naoya IWASAKIa, Yurie KITAMURAa, Maya ISOGAIa, Kaori KUZAWAa , Yukinao HAYASHIa， 

Mami NAGASHIMAa, and Kenji SADAMASUa 

(Reviewed by Yasuo KABURAGIb) 

 

Human norovirus (HuNoV) is a major pathogen of food poisoning and infectious gastritis worldwide. The lack of the appropriate 

culture method for HuNoV inhibits the development of the HuNoV vaccine and treatment. Recent advances in human iPS cell study 

have resulted in the establishment of human iPS cell-derived intestinal epithelial cells (iPS-DIEC), and the successful case of HuNoV 

culture has been reported by research groups used a method of infecting iPS-DIEC with HuNoV. Recently, iPS-DIEC has become 

commercially available, and it is possible to use iPS-DIEC simply by following the manufacturer’s protocol, even without the 

techniques for culturing iPS cells and induction of differentiation into target cells. In this study, a commercially available iPS-DIEC 

was used to examine culture HuNoV isolates from food poisoning patients. The results revealed that, the propagation of HuNoV was 

successful. Particularly, HuNoV GII.2 [P16] increased about 300-fold, GII.3 [P12] about 20-fold, GII.6 [P7] about 700-fold, GII.7 [P7] 

about 1,000-fold, GII.4 [P16] about 3.8-fold, and GII.17 [P17] about 1.5-fold, respectively. We also examined the culture of inoculation 

with heated for 85℃ 5 min or non-heated HuNoV. The heat treatment was confirmed to inhibit the propagation of HuNoV. These 

results indicate that the commercially available iPS-DIEC can be applied to the HuNoV culture method to test for inactivation in the 

future. 

 

Keywords: Human Norovirus, Virus culture, Human iPS cells, Human iPS cell-derived intestinal epithelial cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 


