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研究成果の概要（和文）：細胞内におけるHEVゲノムRNAの複製機構を明らかにするために、細胞内でゲノムRNA
のみが複製するHEVレプリコンを構築した。試験管内で合成したレプリコンRNAを細胞に導入すると、細胞内でレ
プリコンRNAの複製と、複製産物であるsubgenomic RNAから翻訳されるORF3蛋白質を確認することができた。こ
の結果、レプリコンRNAを用いることで、ゲノムRNAの複製機構の解析が可能であることが示唆された。また、ラ
ットHEVのORF3蛋白質はウイルス粒子の放出に必須のアミノ酸配列(PSAP)を欠いている。そこで、各種変異体を
構築し、PxYP配列の2つのプロリンが重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to elucidate the replication mechanism of hepatitis 
E virus (HEV), we constructed an HEV replicon that can multiplicate full-length genomic RNA but 
cannot produce virions in transfected cells. We could obtain evidence that a 2.2-kb subgenomic RNA 
was transcribed, from which ORF3 proteins were translated. Obtained results suggested that we could 
establish a replicon-based method to analyze the replication mechanism of the HEV genomic RNA in 
cultured cells. In addition, since rat HEV ORF3 protein lacks an amino acid sequence motif of 
proline, serine, alanine and proline (PSAP) that has been demonstrated to be essential for release 
of human HEV particles from infected cells, various infectious rat HEV cDNA clones with mutations in
 proline residues were constructed. Obtained results indicated that two proline residues of the PxYP
 sequence play a pivotal role for egress of rat HEV particles.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 

E 型肝炎は、E型肝炎ウイルス(HEV)の感

染によって引き起こされる急性ウイルス性

肝炎である。この E型肝炎は発展途上国に

おいて流行性肝炎として、これまでに繰り

返し発生してきたが、日本を含む先進各国

では稀な輸入感染症として殆ど注目されて

いなかった。しかし、10年余り前から日欧

米で、輸入感染によらない E型肝炎症例が

報告されるようになった。また、ヒト以外

でもブタやシカなどの動物での HEV 感染が

明らかとなった。さらにヨーロッパや日本

で臓器移植などで免疫抑制治療を受けてい

る患者で慢性化するという報告や、劇症肝

炎よる死亡例も認識されるなど、「人獣共

通感染症」としての E型肝炎が注目を集め

ている。 

一方で、HEV の複製機構の解析に関しては、

申請者の研究室で世界に先駆けて効率の良

い感染培養系を樹立できたことで、漸く可

能になった。E型肝炎を制圧するためには、

宿主細胞における HEV の複製機構を理解す

ることが必要不可欠である。申請者らはこ

れまでHEVの細胞培養系および感染性cDNA

クローンを用いたリバースジェネティクス

による解析系を確立した(Tanaka et al. J 

Gen Virol 2007, Yamada et al. J Gen Virol 

2009)。また HEV の放出に関わる因子を同定

し、エンベロープの存在を明らかにした

(Nagashima et al. J Gen Virol 2011)。さ

らに、申請者はHEVの5’非翻訳領域に様々

な変異を導入することにより、HEV が細胞

内で増殖するために重要な 5’非翻訳領域

の 2次構造と塩基配列を明らかとした。こ

のように感染性 cDNA クローンを用いた感

染培養系が確立されたことで、飛躍的に

HEV の研究が進展してきており、これまで

未解決であった HEV の複製機構に関する

数々の疑問に答えを出すことが可能となっ

た。      

 

２．研究の目的 

E 型肝炎ウイルス(HEV)は人獣共通感染

症である E 型肝炎の原因となる RNA ウイ

ルスである。申請者らが確立した HEV の

感染培養系と HEV レプリコンを用いて、

未だ解明されていない HEV の細胞内増殖

機構に関与する宿主因子を解明し、ゲノム

RNA と宿主因子の相互作用を明らかとす

ることで、E 型肝炎撲滅に向けた研究基盤

の構築を目的とする。 

そこで、本研究で計画している具体的な

研究課題は次のものである。①ORF2(カプ

シドタンパク質)の領域をレポーター遺伝

子に置換した HEV レプリコンの構築、②

感染細胞内での複製複合体の局在、および

複製に関与する宿主因子の解明。 

HEV のゲノム構造は図 1 に示すように、

約 7.2 kb の＋鎖の 1 本鎖 RNA であり、3

つのオープンリーディングフレーム

(ORFs：ORF1、ORF2、ORF3)と、両末端

の非翻訳領域(5’末端：25 塩基、3’末端：ポ

リA配列を除いて 105塩基)を有しており、

5’末端には 2 次構造が存在している。

ORF1 は全長ゲノム RNA から翻訳され、

RNA ポリメラーゼなどの非構造タンパク

質をコードしている。一方、ORF2 はキャ

プシドタンパク質をコードし、ORF3 はウ

イルス粒子の放出に必須のタンパク質をコ

ードしている。ORF2 と ORF3 はサブゲノ

ム RNA から翻訳される。 

 
 

 

 

 

 

 

C 型肝炎ウイルスやポリオウイルスなどに

代表されるように、多くの RNA ウイルス

において、細胞内の脂質膜はウイルスのゲ

ノム RNA の複製に重要な役割を担ってい

る。しかし、HEV のゲノム RNA の複製機

構は未だよく分かっていない。そこで本研



究では、cDNA 由来の全長 RNA だけでは

なく、HEV レプリコンを構築し、感染細

胞内での複製複合体の局在を明らかにし、

ゲノム RNA の複製に関与する宿主因子を

解明することを目的とする(図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 

HEV感染性 cDNAクローン由来のRNA

を PLC/PRF/5 細胞(肝癌細胞)に導入する

と、HEV 粒子が産出される。したがって、

cDNA クローンを用いて任意の部位特異的

変異を加えたウイルスが作製可能である。

そこで、HEV のゲノム RNA の複製機構を

明らかとするために、全長のゲノム RNA

から ORF2 の領域を除き、レポーター遺伝

子を組み込こんだ HEV レプリコンを構築

する。その cDNA に由来する RNA を試験

管内で合成する。レプリコン RNA を

PLC/PRF/5 細胞に導入し、2 日毎に培養上

清の回収と培地の交換を行い 10 日間培養

する。細胞内でレプリコン RNA が増殖し

ているかどうかを確認するために、細胞内

からレプリコン RNA を抽出し、リアルタ

イム RT-PCR 法を用いて RNA の増殖を確

認する。また、HEV レプリコン由来のレ

ポータータンパク質の発現をウエスタンブ

ロッティング法や免疫抗体染色法で確認す

ることで、レプリコン RNA の増殖を評価

する(図 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

本研究では、細胞内における HEV ゲノ

ム RNA の複製機構を明らかとするために、

従来のリバースジェネティクス法で用いる

cDNA 由来の全長 RNA だけではなく、細

胞内でゲノム RNA のみが複製する HEV

レプリコンの構築を検討した。さらに、全

長のゲノム RNA から ORF2 の領域に、レ

ポーター遺伝子を組み込こんだ HEV レプ

リコンを構築した。試験管内で合成したレ

プリコンRNAをPLC/PRF/5細胞に導入し、

レプリコン RNA の増殖を解析したが、レ

ポーター蛋白質(eGFP)を検出することが

できなかった。そこで、レポーター蛋白質

をより蛍光強度が強いAcGFPやmOrange

に変更し、蛍光発色を解析したが、レポー

ター蛋白質を検出することができなかった。

しかし、細胞内のレプリコン RNA の増殖

をノーザンブロッティング法で解析すると、

複製中間体である dsRNA を検出すること

ができ、ゲノム RNA の複製産物である

subgenomic RNA から翻訳される ORF3

蛋白質も同様の発現効率であることが示さ

れた。この結果、レポーター蛋白質の蛍光

発色を検出するまでの効率はないものの、

細胞内でレプリコン RNA を複製させるが

でき、ゲノム RNA の複製機構を解析する

ことが可能であることが示唆された。 

また、ヒト HEV の ORF3 には PSAP モ

チーフといわれるウイルス粒子の放出に重

要なアミノ酸配列が存在するが、ラット

HEV には PSAP モチーフは存在していな

かった。そこでラット HEV の ORF3 のプ

ロリンリッチの領域に着目し、93、96、98

番目のプロリンをそれぞれロイシンに置換

し、ラット HEV の増殖効率を解析した。

93、96 番目のプロリンを置換した変異体は

ウイルスの増殖効率が 1/100-1,000 に減少

し、ウイルスが細胞から放出される際に付

加される細胞由来の膜成分も減少していた。



このことから、93、96 番目のプロリンはウ

イルスの放出に関与していることが明らか

となった。 
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